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DESCRIPCION
Antagonistas de miR-32 para aumentar la respuesta del cancer de préstata a la apoptosis
Campo técnico

Esta invencion se refiere en general al campo de la biologia molecular. Determinados aspectos de la invencion
incluyen la aplicaciéon en pruebas diagnésticas, la terapéutica y el pronéstico de trastornos relacionados con la
prostata.

Antecedentes

Los perfiles de expresion obtenidos de las micromatrices de genes han proporcionado nuevas perspectivas en la
biologia del cancer de prostata. Los patrones de expresion de ARNm en los tumores de prostata se han asociado a
la puntuaciéon de Gleason, subtipos de tumor agresivos y la reaparicién de la enfermedad. De forma adicional, las
firmas de expresion de ARNm obtenidas de tumores primarios han conducido al descubrimiento de nuevos
marcadores de diagnostico candidatos, por ejemplo, la a-metilacil-CoA racemasa, para la deteccion precoz del
cancer de prostata. Estos hallazgos demuestran que los perfiles de expresién génica de tumores extirpados ofrecen
la oportunidad de identificar nuevos marcadores para el diagndéstico y prondstico del cancer de prostata.

Recientemente se ha descrito una nueva clase de ARN pequefios, denominados microARN, para los cuales se
encontré que regulan la funcion del ARNm modulando la estabilidad del ARNm y la traduccion del ARNm a proteina.
Los genes de microARN se expresan como ARN precursores grandes, llamados pri-ARNm, que podrian codificar
multiples microARN en una disposicién policistronica. Estos precursores se convierten en microARN maduro de 19 a
25 nucleotidos mediante la enzima nuclear ARNasa lll, Drosha y la enzima citosélica ARNasa lll, Dicer. Estas dos
enzimas y sus cofactores, por ejemplo, DGCR8/Pasha, TRBP y EIF2C2/argonauta-2, son componentes claves de la
actividad de procesamiento del microARN. Los cambios en sus niveles de expresion pueden alterar la funcion celular
e inducir la transformacion celular.

Se ha demostrado un papel crucial de los microARN en el cancer. Comunmente su expresién esta alterada en los
tumores sélidos humanos. Los perfiles de expresion del microARN también clasifican tumores por el linaje del
desarrollo y el estado de diferenciacion. Se ha demostrado que multiples microARN tienen propiedades oncogénicas
0 actian como genes supresores tumorales. Estos microARN se han denominado oncomiR. Una alteracion de su
expresion esta unida de forma causal al desarrollo del cancer.

A pesar de la considerable investigacion sobre terapias para tratar estas enfermedades, siguen siendo dificiles de
diagnosticar y de tratar de forma eficaz, y la mortalidad observada en los pacientes indica que se necesitan mejoras
en el diagnéstico, el tratamiento y la prevencion del cancer de préstata.

El documento WO 2007/081740 divulga miARN expresados de forma diferencial en el cancer de prostata, entre ellos
miR-32.

Sumario

Por consiguiente, la presente invencién proporciona el uso de un producto del gen miR-32 aislado que comprende
un antagonista de miR para aumentar la respuesta de las células del cancer de prostata a los estimulos apoptéticos
como se indica en la reivindicacion 1. Las caracteristicas preferentes se definen en las reivindicaciones 2 a 4.

En el presente documento se divulga un método para diagnosticar si un sujeto tiene, o estar en riesgo de desarrollar,
un trastorno relacionado con la préstata, determinar un pronéstico para un sujeto con un trastorno relacionado con la
prostata, y/o tratar un trastorno relacionado con la prostata en un sujeto que tiene el trastorno relacionado con la
prostata, que comprende: medir el nivel de al menos un biomarcador en una muestra de prueba procedente del
sujeto, en el que una alteracién en el nivel del biomarcador en la muestra de prueba, con respecto al nivel de un
biomarcador correspondiente en una muestra de control, es indicativo de que el sujeto tiene o esta en riesgo de
desarrollar el trastorno.

En determinadas realizaciones, el nivel del al menos un biomarcador en la muestra de prueba es menor que el nivel
del correspondiente biomarcador en la muestra de control.

En determinadas realizaciones, el nivel del al menos un biomarcador de la muestra de prueba es mayor que el nivel
del correspondiente biomarcador en la muestra de control.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador que se expresa de forma diferencial entre el tejido
tumoral y el tejido no tumoral, y es uno o mas de los miR o variantes funcionales de los mismos, se enumeran en la
Figura 11 - Tabla 2.
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En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador se selecciona de uno o mas miR o variantes funcionales
de los mismos, enumerados en la Figura 11 - Tabla 2, que se regulan de forma positiva en tumores de prostata:
miR-32, miR-182, miR-31, miR-26a-1/2, miR-200c, miR-375, miR-196a-1/2, miR-370, miR-425, miR-194-1/2,
miR-181a-1/2, miR-34b, let-7i, miR-188, miR-25, miR-106b, miR-449, miR-99b, miR-93, miR-92-1/2, miR-125a.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador se selecciona de uno o mas miR, o variantes
funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 11 - Tabla 2, que se regulan de forma negativa en los tumores
de préstata: miR-520h, miR-494, miR-490, miR-133a-1, miR-1-2, miR-218-2, miR-220, miR-128a, miR-221, miR-499,
miR-329, miR-340, miR-345, miR-410, miR-126, miR-205, miR-7-1/2, miR-145, miR-34a, miR-487, let-7b.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador se asocia a enfermedad extra prostatica y se selecciona
de uno o mas de los miR, o variantes funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 12 - Tabla 3: miR-101-
1/2, miR-200a, miR-200b, miR-196a-1/2, miR-30c-1/2, miR-484, miR-99b, miR-186, miR-195, let-7f-2,
miR-34c, miR-371, miR-373, miR-410 y miR-491.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador muestra una correlacion inversa entre miR-1 y los
niveles del transcrito del gen diana en tumores de proéstata, y se selecciona de uno o0 mas de los genes, o variantes
funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 13A - Tabla 4A.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador se selecciona de o uno mas de los miR o variantes
funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 13B - Tabla 4B: miR-1, miR-31, miR-32, miR-128a, miR-133a,
miR-181a, miR-182, miR-194, miR-196a, miR-200c, miR- 218-2, miR-220, miR-329, miR-338, miR-369, miR-409-3p,
miR-410, miR-448, miR-490, miR-494, miR-499, miR-520h y let-7i.

El método divulgado en el presente documento comprende un conjunto de sondas que muestra una correlacion
negativa con miR-181a en tumores de préstata, en el que conjunto de sondas incluye uno mas de los genes, o
variantes funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 14 - Tabla 5.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador es un biomarcador sensible a andrégenos, y se
selecciona de uno o mas de los miR, o variantes funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 15 - Tabla 6:
miR-338, miR-126-5p, grupo miR-181b-1, grupo miR181c, miR-219-5p y grupo miR221.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador se selecciona de uno o mas de los miR, o variantes
funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 16 - Tabla 7: miR-126, miR-146b, miR-146b, miR-181b-1, miR-
181b-1, miR-181b-1, miR-181b-1, miR-181b-1, miR-181c, miR-181c, miR-219-1, miR-219-1, miR-219-1, miR-221,
miR-221, miR-221, miR-221, miR-338, miR-338.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador se selecciona de uno o mas de los miR, o variantes
funcionales de los mismos, que estan regulados de forma positiva en tumores con invasién perineural en canceres
de prostata, enumerados en la Figura 23 - Tabla 9: miR-224, miR-21, miR-10 (a/b), miR-125b (-1/2), miR-30a/b/c-
2/d, miR-100, miR-24 (-1/2), miR-15a-2, miR-191, miR-99b, miR-27a/b, miR- 26a (-1/2), miR-126, miR-145, miR-195,
miR-181a-1, miR-199b, miR-151, let-7g.

En determinadas realizaciones, el al menos un biomarcador expresado de forma diferencial entre tejidos de tumor
PNT vy tejidos de tumor no PNT, y es uno o mas de los genes, o variantes funcionales de los mismos, enumerados
en la Figura 24 - Tabla 12.

El método divulgado en el presente documento comprende una expresién aumentada de uno o mas de: Dicer y
DGCRS8 en tumores de préstata, y/o Dicer y EIF2C2, que codifica argonauta-2, en tumores con una puntuacion de
Gleason elevada.

En determinadas realizaciones, la muestra comprende una muestra de sangre.
En determinadas realizaciones, la muestra comprende una o mas muestras de suero o de plasma sanguineo.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende al menos un biomarcador expresado de forma
diferencial entre tejido tumoral y tejido no tumoral, y es uno o mas de los miR, o variantes funcionales de los mismos,
enumerados en la Figura 11 - Tabla 2.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende al menos un biomarcador que selecciona de
uno o mas miR o variantes funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 11 - Tabla 2, que estan regulados
de forma positiva en tumores de préstata: miR-32, miR-182, miR-31, miR-26a-1/2, miR-200c, miR-375, miR-196a-
1/2, miR-370, miR-425, miR-194-1/2, miR-181a-1/2, miR-34b, let-7i, miR-188, miR-25, miR-106b, miR-449, miR-99b,
miR-93, miR-92-1/2, miR-125a.
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Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende al menos un biomarcador que selecciona de
uno o mas miR, o variantes funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 11 - Tabla 2, que estan regulados
de forma negativa en tumores de prostata: miR-520h, miR-494, miR-490, miR-133a-1, miR-1-2, miR-218-2,miR-220,
miR-128a, miR-221, miR-499, miR-329, miR-340, miR-345, miR-410, miR-126, miR-205, miR-7-1/2, miR-145, miR-
34a, miR-487, let-7b.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende al menos un biomarcador asociado a
enfermedad extraprostatica, y se selecciona de uno o mas de los miR, o variantes funcionales de los mismos,
enumerados en la Figura 12 - Tabla 3: miR-101-1/2, miR-200a, miR-200b, miR-196a-1/2, miR-30c-1/2, miR-484,
miR-99b, miR-186, miR-195, let-7f-2, miR-34c, miR-371, miR-373, miR-410 y miR-491.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende uno o mas de los genes, o variantes
funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 14A - Tabla 4A.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que se selecciona de uno o mas de los miR, o variantes
funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 13B - Tabla 4B: miR-1, miR-31, miR-32, miR-128a, miR-133a,
miR-181a, miR-182, miR-194, miR-196a, miR-200c, miR-218-2, miR-220, miR-329, miR-338, miR-369, miR-409-3p,
miR-410, miR-448, miR-490, miR-494, miR-499, miR-520h y let-7i.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende un conjunto de sondas que muestra una
correlacion negativa con miR-181a en tumores de prostata, en el que el conjunto de sondas incluye uno o mas de
los genes, o variantes funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 14 - Tabla 5.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende al menos un biomarcador que es un
biomarcador sensible a andrégenos y selecciona de uno o mas de los miR, o variantes funcionales de los mismos,
enumerados en la Figura 15 - Tabla 6: miR-338, miR-126-5p, grupo miR-181b-1, grupo miR181c, miR-219-5p y
grupo miR221.

Se divulga en el presente documento un biomacardor que comprende al menos un biomarcador que se selecciona
de uno o mas de los miR, o variantes funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 16 - Tabla 7: miR-126,
miR-146b, miR-146b, miR-181b-1, miR-181b-1, miR-181b-1, miR-181b-1, miR-181b-1, miR-181¢c, miR-181c, miR-
219-1, miR-219-1, miR-219-1, miR-221, miR-221, miR-221, miR-221, miR-338, miR-338.

Se divulga en el presente documento un biomacardor que comprende al menos un biomarcador que se selecciona
de uno o mas de los miR, o variantes funcionales de los mismos, que estan regulados de forma positiva en tumores
con invasién perineural en canceres de prostata, enumerados en la Figura 23 - Tabla 9: miR-224, miR-21, miR-10
(a/b), miR-125b (-1/2), miR-30a/b/c-2/d, miR-100, miR-24 (-1/2), miR-15a-2, miR-191, miR-99b, miR-27a/b, miR-26a
(-1/2), miR-126, miR-145, miR-195, miR-181a-1, miR-199b, miR-151, let-7g.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende al menos un biomarcador que se expresa de
forma diferencial entre tejido de tumor PNT y tejido de tumor no PNT, y es uno o mas de los genes, o variantes
funcionales de los mismos, enumerados en la Figura 24 - Tabla 12.

Se divulga en el presente documento un biomarcador que comprende una expresién aumentada de uno o mas de:
Dicer y DGCR8 en tumores de prostata, y/o Dicer y EIF2C2, que codifica argonauta-2, en tumores con una
puntuacion de Gleason elevada.

Se divulga en el presente documento una firma de expresion de microARN distinta en tumores de préstata que
comprende alteraciones en la expresion de uno o mas biomarcadores que regulan el procesamiento en tumor de
microARN.

Se divulga en el presente documento un método para incidir en la abundancia de transcrito y/o la expresion de
proteina de los ARNm diana en la préstata, que comprende desregular uno o mas microARN en un sujeto que lo
necesite.

El método divulgado en el presente documento comprende inhibir la expresién de proteinas de genes relacionados
con el cancer.

El método divulgado en el presente documento comprende alterar la expresion de un o mas de miR-32 y miR-106b
para inhibir la expresion de proteinas de genes relacionados con el cancer.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un uso de un perfil de expresion de genes a gran escala de
los ARN que codifican microARN y proteinas, para identificar las alteraciones en la funcion de microARN que se
producen en los tumores de prostata humanos.
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En otro aspecto, se describe en el presente documento un firma génica tumoral para un trastorno relacionado con la
prostata que comprende: uno o mas de: miR-32 regulado de forma positiva, seguido de miR-182, miR-31, miR-26a,
miR-200c, miR-196a; y el grupo miR-106b-25; y/o uno o mas de los miR-520h, miR-494, miR-490 y el grupo miR-1-
133a, regulados de forma negativa significativamente.

Se divulga en el presente documento una firma de tumor asociada a extension de enfermedad extraprostatica con
un bajo margen de error, que comprende a miR-101.

En determinadas realizaciones, el biomarcador comprende expresién del gen hospedador en tumores de préstata
que esta aumentada en tumores de prostata.

En determinadas realizaciones, el biomarcador incluye uno o mas de: C9orf5 y MCM7, que estan regulados de
forma positiva, y cuya expresion se correlaciona con la expresion de los microARN intronicos, miR-32 y el grupo
miR-106b-25, respectivamente.

Se divulga en el presente documento un uso de miR-106b para dirigirse a los genes E2F1 y/o CDKN1A en las
células de cancer de préstata y/o el uso en la inhibicion de la expresién de proteinas de los genes E2F1 y/o
CDKN1A.

Se divulga en el presente documento la regulacién de uno o mas de XP06 y PTK9 alterando la expresion de miR-1
en las células de cancer de préstata.

Se divulga en el presente documento un uso de la unién de los microARN a secuencias 3'UTR, para conducir a la
degradacion y/o acumulacion de ARNm que se tienen como objetivo en células de mamifero.

Se divulga en el presente documento un uso de una correlacién inversa y/o positiva entre un microARN y un ARNm
en un tejido humano, predictiva de un gen diana de microARN.

Se divulga en el presente documento un método para identificar los ARNm que estan regulados por microARN, que
comprende llevar a cabo un andlisis de correlacion de microARN y de la expresion ARNm en tejido humano.

Se divulga en el presente documento un inhibidor antisentido de la expresion de miR, que comprende uno o mas de
miR-32 y miR-106b.

Se divulga en el presente documento un biomarcador oncomiR de un trastorno o enfermedad de la prostata, que
comprende uno o mas de: miR-1, miR-32 y grupo miR-106b-25.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para regular la expresion de proteinas en células
de céancer de prostata, que comprende modular la expresion de uno o mas de: miR-1, miR-32 y el grupo
miR-106b-25 en las células de cancer de préstata.

Se divulga en el presente documento una composicion para reprimir la expresion de uno o mas de exportina-6 y
PTK9 en células de cancer de prostata, comprendiendo la composicion a miR-1 o a una variante funcional del
mismo.

Se divulga en el presente documento un método para regular uno o mas niveles de proteina de E2F1 y p21/WAF1
en un sujeto que lo necesite, que comprende utilizar miR-106b o una variante funcional del mismo.

Se divulga en el presente documento una composicion que comprende a miR-106b antisentido, util para aumentar
los niveles de proteina de p21/WAF1 y/o E2F1 en una célula de cancer de préstata en un sujeto que lo necesite.

En determinadas realizaciones, el método comprende determinar el prondstico de un sujeto con cancer de prostata,
que comprende medir el nivel de al menos un biomarcador en una muestra de prueba procedente del sujeto, en el
que: i) el biomarcador esta asociado a un pronéstico adverso en cancer de préstata; y ii) una alteracion al nivel del al
menos un biomarcador en la muestra de prueba de prostata, con respecto al nivel de un biomarcador
correspondiente en una muestra de control, es indicativa de un pronéstico adverso.

El método que se divulga en el presente documento comprende diagnosticar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de
desarrollar, cancer de prostata, que comprende: (1) realizar transcripcion inversa de ARN procedente de una
muestra de prueba obtenida de un sujeto, para proporcionar un conjunto de oligodeoxinucleétidos diana; (2) hibridar
los oligodeoxinucleétidos diana con una micromatriz que comprende oligonucleétidos sonda especificos para miARN
para proporcionar un perfil de hibridaciéon para la muestra de prueba; y (3) comparar el perfil de hibridacion de la
muestra de prueba con un perfil de hibridacion generado a partir de una muestra de control, en el que una alteracion
en la sefial de al menos un MiARN es indicativa de que el sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar, cancer de
prostata.
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En determinadas realizaciones, la sefial de al menos un miARN, con respecto a la sefal generada a partir de la
muestra de control, esta regulada de forma negativa, y/o en las que la sefial de al menos un miARN, con respecto a
la sefial generada a partir de la muestra de control, esta regulada de forma positiva.

En determinadas realizaciones, una alteracion en la sefial de al menos un biomarcador seleccionado del grupo
enumerado en: Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A, Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 9 o Tabla 10 es indicativa
de que el sujeto tiene, o esta en riesgo de desarrollar, un cancer de préstata con un pronéstico adverso.

Se divulga en el presente documento un método para tratar el cancer de préstata en un sujeto que tiene un cancer
de prostata, en el que al menos un biomarcador esta regulado de forma negativa o regulado de forma positiva en las
células cancerosas del sujeto con respecto a las células de control, que comprende: (1) cuando el al menos un
biomarcador esta regulado de forma negativa en las células cancerosas, administrar al sujeto una cantidad eficaz de
al menos un biomarcador aislado, o una variante aislada o fragmento biolégicamente activo del mismo, de forma que
la proliferacion de las células cancerosas en el sujeto esté inhibida; o (2) cuando el al menos un biomarcador esta
regulado de forma positiva en las células cancerosas, administrar al sujeto una cantidad eficaz de al menos un
compuesto para inhibir la expresién del al menos un biomarcador, de forma que la proliferacion de las células
cancerosas en el sujeto esté inhibida.

Se divulga en el presente documento un método para tratar el cancer de prostata en un sujeto, que comprende: (1)
determinar la cantidad de al menos un biomarcador en células del cancer de préstata, con respecto a las células de
control; y (2) alterar la cantidad de biomarcador expresada en las células de cancer de préstata mediante: (i) la
administracién al sujeto de una cantidad eficaz de al menos un biomarcador aislado, si la cantidad del biomarcador
expresado en las células cancerosas es menor que la cantidad del biomarcador expresado en las células de control;
o (ii) administrar al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto para inhibir la expresion del al menos un
biomarcador, si la cantidad del biomarcador expresado en las células cancerosas es mayor que la cantidad del
biomarcador expresado en las células de control.

En otro aspecto, se describe en el presente documento una composicién farmacéutica para tratar el cancer de
prostata, que comprende al menos un biomarcador aislado y un transportador farmacéuticamente aceptable.

En determinadas realizaciones, la composicién farmacéutica incluye el al menos un biomarcador aislado que
corresponde con un biomarcador que esta regulado de forma negativa en las células de cancer de préstata con
respecto a las células de control.

En determinadas realizaciones, el producto farmacéutico comprende al menos un compuesto inhibidor de la
expresion de miR y un transportador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para identificar un agente anti cancer de proéstata,
que comprende proporcionar un agente de prueba a una célula y medir el nivel de al menos un biomarcador
asociado a niveles de expresion disminuidos en células de cancer de prostata, en el que un aumento en el nivel del
biomarcador en la célula, con respecto a una célula de control, es indicativo de que el agente de prueba es un
agente anti cancer de prostata.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para identificar un agente anti cancer de proéstata,
que comprende proporcionar un agente de prueba a una célula y medir el nivel de al menos un biomarcador
asociado a niveles de expresion aumentados en células de cancer de préstata, en el que una disminucion del nivel
del biomarcador en la célula, con respecto a una célula de control, es indicativo de que el agente de prueba es un
agente anti cancer de prostata.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para evaluar la eficacia de una terapia para
prevenir, diagnosticar y/o tratar una enfermedad asociada al cancer de préstata, que comprende: i) someter a un
animal a una terapia cuya eficacia se esta evaluando, y ii) determinar el nivel de eficacia del tratamiento que se esta
probando en el tratamiento o prevencion de la enfermedad, evaluando al menos un biomarcador enumerado en una
o mas de la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A, Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 9 o Tabla 10.

En determinadas realizaciones, el agente terapéutico candidato comprende uno o mas de: composiciones
farmacéuticas, composiciones nutracéuticas y composiciones homeopaticas.

En determinadas realizaciones, la terapia que se esta evaluando es para su uso en un sujeto humano.

Se divulga en el presente documento un articulo de fabricacion que comprende: al menos un reactivo de captura que
se une a un marcador para una enfermedad asociada al cancer de prostata, que comprende al menos un
biomarcador enumerado en una o mas de la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A, Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7,
Tabla 9 o Tabla 10.
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Se divulga en el presente documento un kit para cribar un compuesto candidato para un agente terapéutico para
tratar una enfermedad asociada al cancer de préstata, en el que el kit comprende: uno o mas reactivos de al menos
un biomarcador enumerado en una o mas de la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A, Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7,
Tabla 9 o Tabla 10, y una célula que expresa al menos un biomarcador.

En determinadas realizaciones, la presencia del biomarcador se detecta usando un reactivo que comprende un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une de forma especifica con al menos un biomarcador.

Se divulga en el presente documento un uso de un agente que interfiere con una ruta de sefalizaciéon de respuesta a
la enfermedad asociada al cancer de prostata, para la fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir, revertir o
limitar la gravedad de la complicacién de la enfermedad en un individuo, en el que el agente comprende al menos un
biomarcador enumerado en una o mas de la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A, Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7,
Tabla 9 o Tabla 10.

Se divulga en el presente documento un método para tratar, prevenir, revertir o limitar la gravedad de una
complicacion de la enfermedad asociada al cancer de prostata en un individuo que lo necesite, que comprende:
administrar al individuo un agente que interfiere con al menos una cascada de respuesta a la enfermedad asociada
al cancer de proéstata, en el que el agente comprende al menos un biomarcador enumerado en una o mas de la
Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A, Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 9 o Tabla 10.

Se divulga en el presente documento un uso de un agente que interfiere con al menos una cascada de respuesta a
la enfermedad asociada al cancer de prostata, para la fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir, revertir o
limitar la gravedad de una complicacién de la enfermedad relacionada con el cancer de préstata en un individuo, en
el que el agente comprende al menos un biomarcador enumerado en una o mas de la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A,
Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 9 o Tabla 10.

Se divulga en el presente documento una composicion que comprende un inhibidor antisentido de uno o mas de
miR-1, miR-32 y miR-106b.

Se divulga en el presente documento un método para tratar un trastorno de la préstata en un sujeto que lo necesite,
gue comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién.

En determinadas realizaciones, la composicién se administra de forma profilactica.

En determinadas realizaciones, la administracion de la composicién retrasa la aparicion de uno o0 mas sintomas del
trastorno.

En determinadas realizaciones, la administracion del péptido inhibe el desarrollo del cancer de préstata.
En determinadas realizaciones, la administracion del péptido inhibe el crecimiento tumoral.
En determinadas realizaciones, la administracion del péptido inhibe la infeccion.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método para detectar la presencia de cancer de préstata
en una muestra biologica, comprendiendo el método: a) exponer la muestra biolégica que se sospecha que contiene
cancer de prostata a un marcador para esto; y b) detectar la presencia o ausencia del marcador, si lo hay, en la
muestra.

En determinadas realizaciones, el marcador incluye un marcador detectable.

En determinadas realizaciones, el método comprende ademas adicionalmente comparar la cantidad del marcador en
la muestra biologica procedente del sujeto con una cantidad del marcador en una muestra biologica correspondiente
procedente de un sujeto normal.

En determinadas realizaciones, el método comprende adicionalmente recoger una pluralidad de muestras bioldgicas
de un sujeto en distintos puntos temporales y compararlas con la cantidad del marcador en cada muestra biolégica
para determinar si la cantidad del marcador aumenta o disminuye en el sujeto a lo largo del tiempo.

Se divulga en el presente documento un método para tratar un cancer de préstata en un sujeto, comprendiendo el
método: administrar al sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista del receptor de la
prostata.

En determinadas realizaciones, el agonista del receptor es un inhibidor antisentido de uno o mas de los miR1,
miR-21 y miR-106b.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2600 165 T3

Se divulga en el presente documento un uso para fabricar un farmaco para el tratamiento del cancer de préstata,
que comprende una molécula de acido nucleico elegida entre los miR mostrados en la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A,
Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 9 o Tabla 10, una secuencia obtenida de la misma, una secuencia
complementaria procedentes de tal miR y una secuencia obtenida de tal secuencia complementaria.

En determinadas realizaciones, el uso incluye el farmaco que comprende una molécula de acido nucleico que
presenta una secuencia elegida entre: los miR enumerados en la Tabla 2, una secuencia obtenida de tales miR, la
secuencia complementaria de tales miR y una secuencia obtenida de tal secuencia complementaria.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un método in vitro para identificar agentes terapéuticos
eficaces o combinaciones de agentes terapéuticos para inducir la diferenciacion de células del cancer de prostata,
comprendiendo el método las fases de: i) cultivar células obtenidas de un tumor de préstata, ii) afiadir al menos un
compuesto al medio de cultivo de la linea celular, iii) analizar la evolucidn del nivel de expresioén de al menos un miR
entre las fases (i) y (ii) y iv) identificar compuestos o combinaciones de compuestos, que inducen un cambio en el
nivel de expresion del miR entre las fases (i) y (ii).

En determinadas realizaciones, la fase (ii) incluye el analisis del nivel de expresién de al menos un miR.

En determinadas realizaciones, la fase (iv) incluye la identificacién de los compuestos o combinaciones de
compuestos, que modulan el nivel de expresion de al menos un miR.

En determinadas realizaciones, la fase (iv) incluye la identificacion de compuestos o combinaciones de compuestos,
que reducen el nivel de expresion de al menos un miR.

En determinadas realizaciones, el compuesto es un agente terapéutico para el tratamiento del cancer.

En otros aspecto, se describe en el presente documento un método para clasificar un tejido de préstata procedente
de un sujeto que comprende: a) medir la expresion de una o mas secuencias de acido nucleico seleccionadas del
grupo enumerado en Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4A, Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 9 o Tabla 10 en una
poblaciéon de células de prueba, en el que al menos una célula en dicha poblacién de células de prueba tiene la
capacidad de expresar una o mas secuencias de acido nucleico seleccionadas del grupo enumerado en la Tabla 2,
Tabla 3, Tabla 4A, Tabla 4B, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 9 o Tabla 10; b) comparar la expresién de la
secuencia (o0 secuencias) de acido nucleico con la expresion de la secuencia (o secuencias) de acido nucleico en
una poblacion de células de referencia que comprende al menos una célula para la cual se conoce una clasificacion
del cancer de prostata; y c) identificar una diferencia, si esta presente, en los niveles de expresién de una o mas
secuencias de acido nucleico seleccionadas del grupo que consiste en, la poblacion de células de prueba y la
poblacién de células de referencia, clasificando de este modo el cancer de prostata en un sujeto.

En determinadas realizaciones, una diferencia en la expresion del acido nucleico (o acidos nucleicos) en la poblacion
de células de prueba, en comparacién con la poblaciéon de células de referencia, indica que la poblacién de células
de prueba tiene una clasificacion distinta que las células de la poblaciéon de células de referencia.

En determinadas realizaciones, un patrén de expresién similar del acido nucleico (o acidos nucleicos) en la
poblacion de células de prueba en comparacién con la poblacion de células de referencia, indica que la poblacién de
células de prueba tiene la misma clasificacién que las células de la poblacién de células de referencia.

En determinadas realizaciones, la poblacion de células de referencia es una pluralidad de células o una base de
datos.

En determinadas realizaciones, la poblacién de células de referencia se selecciona del grupo que consiste: una
poblacion de células de referencia clasificada como una poblacién de células procedente de tejido de préstata
normal, una poblacién de células de referencia clasificada como una poblacion de células procedente de tejido de
prostata benigno y una poblacion de células de referencia clasificada como una poblacion de células procedente de
tejido de préstata maligno.

Diversos objetivos y ventajas de la presente invencion se haran obvios para los expertos en la materia a partir de la
siguiente descripcién detallada de la realizacién preferente, cuando se lea a la luz de los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La patente o el archivo de solicitud pueden contener uno o mas dibujos realizados en color y/o una o mas
fotografias. Las copias de esta patente o publicacién de solicitud de patente con un dibujo (o dibujos) en color y/o
una fotografia (o fotografias) la proporcionara la Oficina de Patentes bajo solicitud y pago de las tasas necesarias.

Figuras 1A-1B: Analisis de la relacion entre la abundancia del transcrito de los microARN y sus ARNm dianas
respectivos en tejidos de préstata. Se muestra la distribucion global de los coeficientes de correlacién de Pearson
entre los ARNm y miR-106b (Fig. 1A) y entre los ARNm y los miR-181a (Fig. 1B). Las curvas con lineas negras
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muestran la distribucién de los coeficientes de correlacién para todos los ARNm. Las curvas de lineas rojas
muestran la distribucion de los coeficientes de correlacién solo para los ARNm que son una diana predicha de
miR-106b o miR-181a. Las curvas de lineas rojas tienen un saliente adicional (flecha) que indica un
enriquecimiento de ARNm dianas, cuyos niveles de transcrito se correlacionan de forma negativa con los niveles
de transcrito del microARN.

Figuras 2A-2B: Inhibicion de la expresiéon de proteina mediante miR-1 y miR-106b. Se transfectaron células de
cancer de prostata humano LNCaP y PC-3 con precursor de microARN (miR-1 y miR-106b) o microARN
antisentido (miR-1 antisentido y miR-106b antisentido), o sus controles de vector respectivos, microARN
precursor desorganizado (P desorganizado) y microARN antisentido desorganizado (A desorganizado). Los
extractos de proteina se prepararon 48 horas tras transfeccion y la expresion de proteinas se examind mediante
analisis de transferencia de Western. Carga: 50 ug de proteina por calle.

Figuras 3A-3B: miR-106b inhibe la expresion de la proteina E2F1 mediante un mecanismo mediado por la
3'UTR.

Figura 3A: Las células de cancer de prostata humano LNCaP y PC-3 se transfectaron con precursor de
microARN (miR-106b) o microARN antisentido (miR-106b antisentido), o sus controles de vector respectivos,
microARN precursor desorganizado (P desorganizado) y microARN antisentido desorganizado (A
desorganizado). Los extractos de proteina se prepararon 48 horas después de la transfeccion y la expresion de
proteina se examindé mediante analisis de transferencia de Western. Para obtener los valores de intensidad
relativa, se normaliz6 la expresion de E2F1 con B-actina.

Figura 3B: Se cotransfectaron construcciones pGL3 indicadoras de luciferasa que contenian la secuencia diana
3'UTR, de tipo silvestre o mutante, de miR-106b en el gen de E2F1 en células LNCaP con ya sea el control
negativo de microARN precursor o el precursor de miR-106b (cada uno n = 3). Para comparacion, también se
transfectaron células con el vector de control pGL3 que no contenia la 3'UTR. Tras 24 horas, se determiné la
actividad luciferasa en los extractos celulares. En presencia de la 3'UTR de E2F1 de tipo silvestre, la transfeccion
con miR-106b precursor condujo a una inhibicion significativa del indicador de luciferasa cuando se comparé con
el vector de control (P = 0,045, prueba t de dos colas).

Figuras 3C-3D: miR-32 inhibe la expresion de proteina Bim por un mecanismo mediado por la 3'UTR.

Figura 3C: Se transfectaron células de cancer de prostata humano LNCaP y PC-3 con precursor de microARN
(miR-32) o microARN antisentido (miR-32 antisentido), o con sus controles de vector respectivos, microARN
precursor desorganizado (P desorganizado) y microARN antisentido desorganizado (A desorganizado). 48 horas
después de la transfeccion se prepararon extractos de proteina y se examiné la expresion de proteina mediante
andlisis de transferencia de Western. Para obtener los valores de intensidad relativa, se normalizé la expresion
de Bim con respecto a B-actina.

Figura 3D: Se cotransfectaron en células LNCaP construcciones pGL3 indicadoras de luciferasa que contenian
la secuencia diana 3 ‘UTR de tipo silvestre o mutante de miR-32 en el gen BCL2L11 (Bim) con control negativo
de microARN precursor o con precursor de miR-32 (cada uno n = 3). Para comparacion, también se transfectaron
células con el vector de control pGL3 que no contenia la 3UTR. Tras 24 horas, se determind en los extractos
celulares la actividad luciferasa. En presencia de la 3UTR de E2F1 de tipo silvestre, la transfeccion con miR-32
conduce a una inhibicién significativa del indicador de luciferasa cuando se lo comparé con el vector de control
(P = 0,003, prueba t de dos colas). Esta inhibicion se atenuaba si la construccién indicadora contenia una
secuencia diana 3’'UTR de miR mutante.

Figuras 4A-4B: Analisis de expresion de DICER (Fig. 4A) y DGCR8 (Fig. 4B) por RT-PCR cuantitativa.

Figuras 5A-5D: Analisis de expresion de miR-32 (Fig. 5A), miR-106b (Fig. 1B), miR-106a (Fig. 5C) y miR-1
(Fig. 5D) por RT-PCR cuantitativa en tejido de préstata no tumoral (Normal) y tumores (Tumoral) procedentes de
pacientes de cancer de prostata. Se representan los valores relativos de la expresion de microARN para las
muestras individuales y el valor medio para el conjunto de muestras. MiR-32, miR-106b y miR-106a se expresan
de forma significativamente mas elevada en el tejido tumoral que en el no tumoral: P = 0,037 (prueba t de dos
colas) para miR-32; P = 0,009 (prueba t de dos colas) para miR-106b; P = 0,015 (prueba t de dos colas) para
miR-106a.

Figura 6: La relacion entre los niveles de transcrito de XPO6 y miR-1 en tumores de préstata.

Figura 7: miR-106b inhibe la actividad indicadora de luciferasa mediante un mecanismo mediado por la 3UTR
de CDKN1A (p21/WAF1).

Figuras 8A-8B: Inhibicion significativa de la activacion de caspasa-3/caspasa-7 por el grupo miR en células
tratadas con farmaco antineoplasico.

Figuras 9A 9B: Los analisis por qRT-PCR de miR-338 y miR-221 maduros mostraron que su nivel de expresion
esta regulado por andrégenos.

Figura 10: Tabla 1: Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio.

Figura 11: Tabla 2: MicroARN expresados de forma diferencial entre tejido tumoral y no tumoral.

Figura 12: Tabla 3: MicroARN asociados a enfermedad extraprostatica.

Figura 13A: Tabla 4A: Correlacion inversa entre los niveles de transcrito de miR-1 y del gen diana en tumores de
prostata.

Figura 13B: Tabla 4B: Predictor PAM de conjunto de 37 sondas para tumores de prostata.

Figura 14: Tabla 5: Genes diana de miR-181a que se correlacionan de forma negativa con miR-181a en tumores
de prostata.

Figura 15: Tabla 6: microARN sensibles a andrégenos.

Figura 16: Tabla 7: Supuestos sitios de union al receptor de andrégenos en la secuencia flanqueante de los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2600 165 T3

microARN.

Figura 17-17B: Analisis de conglomerados jerarquicos no supervisados de 57 tumores de prostata a base de la
expresion de 235 microARN.

Figura 17A: La expresién de microARN produce dos grupos destacados con distintos perfiles de microARN. El
grupo n.° 1 contenia todos los tumores no PNI (siglas del inglés: perineural invasion, invasion perineural).

Figura 17B: Distribucién no aleatoria de tumores por el estado PNI entre los dos grupos (P = 0,002; prueba
exacta de Fisher de dos colas).

Figura 18: Analisis de grupo de Procesos Bioldgicos de la Ontologia Génica que estan enriquecidos para genes
expresados de forma distinta comparando tumores PNI con tumores no PNI. Los resultados de un analisis de
grupo se presentan en un mapa de calor con el rojo indicando un enriquecimiento de genes expresados de forma
diferencial en un proceso bioldgico, por ejemplo, metabolismo de eicosanoides, para una comparacién particular,
por ejemplo, tumor PNI frente a tumor no PNI (“Invasién perineural”’). EI mapa de calor también muestra el
andlisis de grupo para la comparacion de la puntuacion de Gleason elevada (7-9) frente a la baja (5-6)
(“puntuacién suma de Gleason”), la comparacién de pT3 frente a pT2 (“Fase patologica”) y la comparacion de la
extension extraprostatica positiva frente a la negativa (“Extension extraprostatica”). El andlisis revel6 que las
diferencias en la expresion de genes no son aleatorias y crean patrones exclusivos de procesos bioldgicos
afectados de forma frecuente para las cuatro comparaciones. El grupo agrandado muestra que los procesos
biolégicos que estan enriquecidos de forma exclusiva para genes expresados de forma diferencial comparando
tumores PNI con tumores no PNI. El metabolismo de eicosanoides, metabolismo de lipidos y la axonogénesis
también estan enriquecidos para genes expresados de forma diferencial comparando pT3 frente a pT2.

Figuras 19A-19D: Expresién de metalotioneina en tumores de préstata mediante inmunohistoquimica. El panel
muestra ejemplos de expresion de metalotioneina en epitelio tumoral. Notoria expresion citoplasmatica de
metalotioneina en células cancerosas alejadas de neuronas (Figura 19A) y ausencia de esta expresion en
células cancerosas perineurales (Figura 19B) en el mismo tumor. La expresién de metalotioneina disminuye a
medida que las células tumorales se acercan al nervio (Figuras 19C, 19D). La flecha y “N” indican el
emplazamiento de los troncos nerviosos tefidos de marrén. Contratincion: Verde de metilo.

Figuras 20A-20D: Expresion del receptor de adenovirus-coxsackie en tumores de préstata mediante
inmunohistoquimica. Los paneles muestran ejemplos de la expresion del receptor en el epitelio tumoral. La
tincion de membrana y citoplasmatica para el receptor en células cancerosas alejadas de neuronas (Figura 20A)
y en células cancerosas perineurales (Figura 20B) en el mismo tumor. La expresion del receptor de adenovirus-
coxsackie disminuye en células cancerosas perineurales (Figuras 20C, 20D). N: tronco nervioso. Contratincién:
Verde de metilo.

Figuras 21A-21D: miR-224 en tumores de prostata por hibridacion in situ. Se muestran ejemplos representativos
de la expresioén citoplasmatica de miR-224 en el epitelio tumoral. La tincion marrén granular muestra la presencia
de miR-224. La mayoria de los tumores mostré un marcaje débil para miR-224 (Figura 21A). En un subconjunto
de tumores, se observd marcaje de miR-224 moderado a fuerte en células cancerosas perineurales (Figuras
21B-21C-21D). N = tronco nervioso. Contratincion: Hematoxilina.

Figura 22: Tabla 8: Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio de invasién perineural (PNI).

Figura 23 - Tabla 9: microARN regulados de forma positiva en tumores con PNI (FDR < 10 %).

Figura 24 - Tabla 10: ARN que codificas proteinas con expresion diferencial entre tumores PNI'y no PNI.

Figura 25 - Tabla 11: Validacién de los resultados de la micromatriz mediante qRT-PCR para genes
seleccionados.

Figura 26 - Tabla 12: Procesos biolégicos mas enriquecidos de forma significativa para genes expresados de
forma distinta comparando tumores PNI con tumores no PNI.

Descripcion detallada de la invencién

Antes de describir la presente invencion con detalle, debe comprenderse que esta invencion no se limita a
formulaciones particulares o que los parametros del proceso como tales pueden, por supuesto, variar. También debe
comprenderse que la terminologia utilizada en el presente documento es solo a fines de descripcion de realizaciones
particulares de la invencion, y no se pretende que sea limitativa.

Aunque pueden utilizarse en la practica de la presente invencion varios métodos y materiales similares o
equivalentes a los descritos en el presente documento, se describen en el presente documento los materiales y
métodos preferentes.

Los microARN son ARN no codificantes pequefios que regulan la expresién de genes que codifican proteinas. Para
evaluar la implicacion de los microARN en el cancer de prostata, los inventores determinaron la expresion en todo el
genoma de microARN y ARNm en 60 tumores de prostata primarios y 16 tejidos de préstata no tumorales.

La expresion de microARN se altera con el desarrollo y evolucién del cancer de prostata. Algunos de estos
microARN regulan la expresion de genes relacionados con el cancer en células de cancer de prostata.

Como se utiliza en el presente documento de manera indistinta, un “producto de gen miR”, “microARN”, “miR” o
“miARN” se refiere al transcrito de ARN sin procesar o procesado procedente de un gen miR.
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Como se utiliza en el presente documento, “biomarcador” puede incluir uno o mas de un "producto de gen miR”,
“microARN”, “miR” 0 “miARN”, o un ARN que codifica proteina.

La molécula de ARN de 19-25 nucleotidos activa puede obtenerse a partir del precursor de miR a través de vias de
procesamiento naturales (por ejemplo, utilizando células intactas o lisados celulares) o mediante vias de
procesamiento sintético (por ejemplo, utilizando enzimas de procesamiento aisladas, tales como Dicer, Argonaut o
ARNasa lll aisladas). Se comprende que la molécula de ARN de 19-25 nucleétidos activa puede también producirse
de forma directa mediante sintesis biolégica o quimica, sin tener que procesarse a partir del precursor de miR.
Cuando un microARN se denomina en el presente documento por un nombre, el nombre corresponde tanto a la
forma precursora como a la madura, a menos que se indique otra cosa.

La presente invencién divulga métodos para diagnosticar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de desarrollar, un
trastorno relacionado con la préstata. Como se utiliza en el presente documento, un “sujeto” puede ser cualquier
mamifero que tenga, o que se sospecha que tiene, cancer de préstata.

El anadlisis de ARNm revela que los componentes clave del procesamiento de microARN y varios genes
hospedadores de microARN, por ejemplo, MCM7 y C9orf5, estaban regulados de forma positiva significativamente
en tumores de prostata. De manera consistente con estos hallazgos, los tumores expresaban el grupo miR-106b-25,
que mapea en el intron 13 de MCM7 y miR-32, que mapea el intron 14 de C9orf5, a niveles significativamente mas
elevados que la prostata no tumoral.

Los niveles de expresion de otros microARN, incluyendo homologos del grupo miR-106b-25 y el grupo miR-1-133a,
también estaban alterados en los tumores de préstata.

Se encontraron diferencias adicionales en la abundancia de microARN entre tumores confinados al érgano y
aquellos con extension de enfermedad extraprostatica.

Ademas, los inventores encontraron pruebas de que la desregulacion de los microARN incide en la abundancia de
transcrito de genes diana que codifican proteinas en la prostata.

En cultivo celular, E2F1 y p21/WAF1 se identificaron como dianas de miR-106b, Bim de miR-32, y exportina-6 y
PTK9 de miR-1.

Los clasificadores basados en genes pueden ser herramientas de diagnéstico y pronéstico poderosas en la mejora
del diagnéstico de enfermedades y para la prediccion del comportamiento clinico. Los inventores utilizaron la
aplicacién PAM para identificar firmas de microARN que discriminen entre tejido tumoral y no tumoral. PAM identifico
dos firmas de microARN que consisten en los conjuntos de 7 sondas y los conjuntos de 37 sondas que distinguieron
mejor entre tejido tumoral y no tumoral (Figura 13B - Tabla 4B, en donde la firma del conjunto de 7 sondas se indica
mediante *).

El firma de conjunto de 7 sondas consiguié una clasificacién correcta de 14 (el 88 %) de 16 tejidos no tumorales y 49
(el 82 %) de 60 tumores. Esta firma fue a base del patron de expresidon de solo cuatro microARN, miR-32,
miR-218-2, miR-490 y miR-520h.

Se obtuvo mejora adicional de la precisién de la prediccién total con firma de conjunto de 37 sondas que
representaba a 23 microARN (Figura 11 [Tabla 5]). Esta firma solapaba de forma completa con la firma de conjunto
de 7 sondas. Con la firma de conjunto de 37 sondas, PAM consiguié una clasificacién correcta de 16 (del 100 %) de
16 tejidos no tumorales y 48 (el 80 %) de 60 tumores.

La presente invencién se explica adicionalmente en los siguientes Ejemplos, en los que todas las partes y
porcentajes son en peso y los grados son Celsius, a menos que se indique otra cosa. Deberia comprenderse que
estos Ejemplos, aunque indican realizaciones preferentes de la invencion, se proporcionan a modo de ilustracion
solamente. A partir de la discusidén anterior y de estos Ejemplos, un experto en la materia puede determinar las
caracteristicas esenciales de la presente invencién y, sin separarse del espiritu y el ambito de la misma, puede
hacer diversos cambios y modificaciones en la invencién para adaptarla a diversos usos y condiciones.

EJEMPLO |
Muestras clinicas

Se recibieron sesenta tumores de prostata congelados recientemente procedentes del NCI Cooperative Prostate
Cancer Tissue Resource (CPICTR) y del Department of Pathology at the University of Maryland (UMD). Se obtuvo
de todos los donantes el consentimiento escrito con total conocimiento de causa. Los tumores eran
adenocarcinomas extirpados que no habia recibido ninguna terapia antes de la prostatectomia. Un pato6logo revisé
las muestras de estudio tumorales macro-extirpadas, quien confirmé la presencia de tumor en las muestras de
estudio congeladas. Se recogio tejido no tumoral de préstata circundante de 16 pacientes con cancer de prostata.
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Todos los tejidos se recogieron entre 2002 y 2004. La informacion sobre la raza/etnia se extrajo de registros médicos
(CPCTR) o se obtuvo a través de un cuestionario epidemiolégico (UMD). Las caracteristicas clinicopatolégicas de
los pacientes, incluyendo la edad al momento de la prostatectomia, la histologia, la puntuacién de Gleason, la fase
patolégica, PSA en el momento del diagnéstico, tamafio tumoral, extension extraprostatica, implicacion de los
margenes e invasion de la vesicula seminal se obtuvieron del CPCTR. Para los casos de la UMD, esta informacién
se extrajo a partir de registros médicos y patologicos, si estaban disponibles. Los comités institucionales de revisién
de las instituciones participantes aprobaron el estudio.

Extraccion de ARN

Se aislo ARN total utilizando reactivo TRIZOL de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad,
CA). La integridad del ARN de cada muestra se confirmé con el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA). Después, cada muestra de ARN se separ6 en dos alicuotas que se procesaron para la micromatriz
de microARN o la micromatriz de ARNm.

Micromatrices de genes

Chip de oligonucleétidos de microARN por encargo. El marcaje y la hibridacién de microARN se realizaron como se
describié anteriormente. La micromatriz de microARN (Ohio State University Comprehensive Cancer Center, Version
3.0) contiene sondas aplicadas puntualmente por cuadruplicado para 329 microARN de ser humano y 249 de raton.
Se puede encontrar mas informacién sobre la plataforma de matriz en las bases de datos ArrayExpress y GEO, con
los numeros de registro A-MEXP-620 y GSE8126, respectivamente.

Affymetrix GeneChip™

El marcaje y la hibridacion de ARN se realizaron de acuerdo con los protocolos convencionales de Affymetrix (Santa
Clara, CA). Brevemente, 5 ug de ARN total se sometieron a transcripcion inversa con un cebador oligo (dT) que
tiene un promotor de la ARN polimerasa T7 en el extremo 5'. La sintesis de la segunda cadena estuvo seguida de la
produccién de ARNc con la incorporacion de ribonucleétidos biotinilados utilizando el Kit BioArray High Yield RNA
Transcript Labeling T3 de Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY). EIl ARNc marcado se fragmenté e hibridé con las
matrices Affymetrix GeneChip HG-U133A 2.0. Esta matriz contiene conjuntos de 22.283 sondas que representan
aproximadamente 13.000 genes que codifican proteinas humanos. Las sefiales de hibridaciéon se visualizaron con
estreptavidina conjugada con ficoeritrina (Invitrogen) y se detectaron utilizando un GeneChip Scanner 3000 7G
(Affymetrix). En conformidad con las directrices de la Informaciéon Minima Sobre un Experimento con Micromatriz
(MIAME, siglas en inglés de: Minimum Information About a Microarray Experiment), los inventores depositaron los
archivos CEL para los datos de micromatrices y la informacién adicional de los pacientes en el deposito GEO
(ncbi.nim.nih.zov/aeo/). Los numeros de registro del envio GEO para los datos de caracterizacion de microARN y
ARNm son GSE8126 y GSE6956, respectivamente.

Normalizacién de los datos y analisis estadisticos de las micromatrices

Los chips de Affymetrix se normalizaron utilizando el procedimiento de analisis de multichip robusto (AMR). Se utilizo
normalizacion centrada en la media para los chips de oligonucleétidos de microARN por encargo. Para generar
listados sobre genes expresados de forma distinta, el conjunto de datos resultante se sometié al procedimiento de
analisis de significacion de micromatriz (ASM). Los inventores generaron listados de genes a base de ambos valores
P de las pruebas t de dos colas y las tasas de descubrimientos falsos previstos (FDR, siglas de inglés: false
discovery rate). El calculo de la FDR sigui6 el método descrito por Storey y Tibshirani. Para clasificar los tejidos en
categorias previstas, por ejemplo tejido tumoral o no tumoral, se utilizé el andlisis de prediccién para micromatrices
(PAM: siglas del inglés prediction analysis for microarrays) (25). En este analisis, el umbral delta se eligio a base de
la mejor compensacion para las tasas de errores de entrenamiento y las tasas de errores del coeficiente de variacion
(CV). La validacion cruzada se realizé dejando fuera el 10 % de las muestras para determinar el parametro de
umbral apropiado en el PAM.

Prediccién de dianas de microARN

Los inventores utilizaron TargetScanS (http:/genes.mit.edu/tscan/taraetscanS.html) para la predicciéon de dianas de
microARN. Solo se consideraron en el analisis de los inventores los sitios de union predichos para microARN que se
emplazan dentro de la 3'UTR y estan conservados entre especies. Para el analisis y extraccion de datos, los datos
se formatearon en la base de datos WholePathwayScope. Para identificar los microARN que regulan la abundancia
de transcrito de sus ARNm diana en tejido de prostata humana, se realiz6 un analisis de correlacion. Para esto, se
computo el coeficiente de correlacion de Pearson. La significacion estadistica del coeficiente de correlacion de
Pearson se determind mediante una prueba t de dos colas.

PCR cuantitativa en tiempo real
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La abundancia de microARN maduros se midié utilizando el kit TagMan® MicroRNA Assays de tallo-bucle (Applied
Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo con un protocolo publicado. Brevemente, se sometid6 ADNc a trascripcion
inversa a partir de 10 ng de ARN total con cebadores especificos para microARN del kit TagMan® MicroRNA Assay
y los reactivos el kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se realiz6 PCR en tiempo real sobre ADNc con Applied Biosystems Tagman 2X Universal PCR
Master Mix y el 5X TagMan® MicroRNA Assay Mix apropiado para cada microARN de interés. Se incubaron
reacciones por triplicado en un sistema de PCR en Tiempo Real Applied Biosystems 7500 en una placa de 96
pocillos durante 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. Se calculé para cada muestra
el ciclo umbral (CO mediante el programa informatico ABI 7500 Sequence Detection System). Se utilizaron curvas
patrén para determinar en las muestras las concentraciones de microARN, que se normalizaron después con
respecto al ARN U6.

Regulacion de la expresion de proteinas mediante los microARN

Se crecieron células de cancer de préstata humano LNCaP y PC3 (ATCC, Manassas, VA) hasta el 50 % de
confluencia y se transfectaron con precursor de microARN o inhibidor de microARN antisentido (ambos de Ambion,
Austin, TX) a una concentracién final de 100 nM utilizando el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Tras 48
horas, las células se recogieron mediante raspado y las proteinas se extrajeron con tampén RIPA (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). Para determinar la concentracion de proteinas se realiz6 el ensayo de Bradford
(BioRad Laboratories, Hercules, CA: n.° 500-0006) y para el analisis por transferencia de Western se cargaron en un
gel 50 pg de proteina. Se utilizaron los siguientes precursores de microARN: control negativo de pre-microARN
(AM17110); hsamiR-1 (n.° cat. AM17100 ID del producto: PM10617); hsa-miR-32 (n.° cat. AM17100 ID del producto:
PM12584) y hsa-miR-106b (n.° cat. AM17100 ID del producto: PM10067). Se utilizaron los siguientes inhibidores de
microARN (antisentido): control negativo de anti microARN (AM17010); hsa-miR-1 (n.° cat. AM17100 ID del
producto: AM10617); hsa-miR-32 (n.° cat. AMI7000 ID del producto: AM12584) y hsa-miR-106b (n.° cat. AM17000 ID
del producto: AM10067). Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios para visualizar la expresion de proteinas
mediante analisis de transferencia de Western: anticuerpo policlonal de conejo anti exportina-6, 1:200 (ProteinTech
Group, Chicago, IL: 11408-1-AP); anticuerpo monoclonal de ratén anti PTK9, 1:500 (Abnova Corp., Taipei, Taiwan:
clon 1E2); anticuerpo monoclonal de raton anti E2F1, 1:200 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA: sc-251);
anticuerpo monoclonal de ratén anti p21/WAF, 1:200 (Santa Cruz Biotechnology: sc-6246) y anticuerpo policlonal de
conejo anti BIM, 1:1000 (Cell Signaling/Santa Cruz Biotechnology: n.° 2819). Se obtuvo una cuantificacién de la
expresion de proteinas con AIDA Biopackage, 2D-Densitometry (raytest Isotopenmessgeraete GmbH Straubenhardt,
Alemania).

Ensayos de luciferasa de una construccion indicadora que contiene la 3’UTR de E2Fl y BCL2L 11

Las 3'UTR de E2FIl y BCL2L11 (que codifica Bim) conteniendo la secuencia diana predicha de miR-106b y miR-32,
respectivamente, se amplificaron a partir de ADN genémico (células 293T) y se clonaron en el vector control pGL3
luciferasa de libélula (Promega, Madison, WI) en el sitio de restriccidon Xbal, inmediatamente cadena abajo del gen
indicador de la Luciferasa. Para generar las 3'UTR con una secuencia diana mutante, se insertd una delecion de los
primeros 3 nucleotidos en los sitios complementarios de la regiones semilla de miR-106b y miR-32, utilizando el kit
de mutagénesis dirigida QuikChange (Stratagene, La Jolla, CA). Se ensay6 en células LNCaP la inhibicién
traduccional del gen informador de la luciferasa por parte de miR-106b o miR-32. Brevemente, se sembraron en
placas de 24 pocillos 1,2x10° células LNCaP por pocillo. Al dia siguiente, las células se transfectaron con 500 ng de
plasmido informador, 2 ng de informador Renilla y ya sea control negativo de microARN o microARN precursor a una
concentracion final de 100 nM, utilizando el reactivo lipofectamina 2000 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Invitrogen). Las transfecciones se realizaron por triplicado. Las células se transfectaron con ya sea el
control negativo de pre-microARN (AM17110), hsa-miR-106b (n.° cat. AM17100 ID de producto: PM10067) o el
precursor hsa-miR-32 (n.° cat. AM17100 ID de producto: PM12584). Tras 24 horas, las células se lisaron de acuerdo
con un protocolo convencional de Promega, y se determiné la actividad relativa de la luciferasa utilizando un
luminémetro DYNEX Technologies MLX. La actividad del indicador se normaliz6é con respecto a la concentracion de
proteina en los extractos celulares.

Tratamiento de células de céncer de préstata con un agonista del receptor de andrégenos

Se sembraron en matraces de 75 cm? células de cancer de prostata humano DU-145 (1x108) y LNCaP (2x106)
(ATCC) y se cultivaron con RPMI 1640 complementado con PBS al 10 %, estreptomicina 100 pg/ml, penicilina
100 unidades/ml y anfotericina B 0,25 pg/ml durante 24 horas. Posteriormente, las células se colocaron en
RPMI 1640 sin rojo fenol con PBS tratado con carbon recubierto con dextrano al 5 % (Invitrogen) durante 48 horas
para el empobrecimiento de hormonas. Después, las células se trataron con ya sea R1881 (metiltrienolona,
PerkinElmer Life Sciences, Waltham, MA) 10 nM o disolvente (etanol). Tras 24 horas, las células se recogieron y se
aislé el ARN total utilizando el kit mirVana PARIS (Ambion, Inc.). Este experimento se repitié cinco veces. El marcaje
y la hibridacién de microARN se realizaron como se describié anteriormente (21), y la expresion global de los
microARN se determiné en la micromatriz del Ohio State University Comprehensive Cancer Center (Version 4.0).
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RESULTADOS del EJEMPLO |
Regulacion positiva de Dicer en tumores de préstata

Se recogieron tumores de préstata procedentes de pacientes afroamericanos y euroamericanos con enfermedad
localizada (Figura 10 - Tabla 1).

Después el aislamiento del ARN total a partir de estos tumores y a partir de 16 tejidos no tumorales, se determino
con micromatrices la expresién de aproximadamente 13.000 genes que codifican proteinas y 329 microARN
humanos exclusivos.

De forma inicial, los perfiles de expresion de genes de estas muestras se analizaron para alteraciones relacionadas
con cancer de la expresion de los ARNm que habian mostrado que regulaban el procesamiento de los microARN,
por ejemplo, los ARNm que codifican Drosha o Dicer, entre otros. El analisis de los inventores revel6 que Dicer se
expresa de forma significativamente elevada en los tumores de préstata (1,6 veces, FDR < 1 %) cuando se compar6
con tejido no tumoral. DGCRS8, que codifica un cofactor esencial para Drosha, también estaba regulado de forma
positiva en tumores pero en un grado menor (1,2 veces; FDR < 1 %) que Dicer cuando se comparé con tejido no
tumoral. DGCRS8, que codifica un cofactor esencial para Drosha, también estaba regulado de forma positiva en
tumores (1,2 veces, FDR < 1 %). La expresion aumentada de Dicer y DGCR8 en tumores se confirmé mediante
gRT-PCR, lo que revel6 una diferencia en veces mas grande que la indicada por la micromatriz (Figuras 4A-4B).

Los analisis adicionales mostraron que Dicer y EIF2C2, ambos componentes del complejo RISC, estaban
expresadas de forma mas elevada en tumores con una puntuacién suma de Gleason elevada (puntuacién 7-9) que
en tumores con una puntuacion suma de Gleason baja (puntuacién 5-6). Sin embargo, estas diferencias de
expresion eran mas bien modestas (Dicer: 1,2 veces; EIF2C2: 1,3 veces). Debido a que se ha encontrado en células
humanas una frecuente coexpresion de genes hospedadores y de microARN intrénicos, los inventores también
investigaron la expresion de genes hospedadores de microARN en tumores de proéstata.

Entre los genes hospedadores para los microARN, se encontrdé que la expresion de cinco (todos FDR < 1 %) estaba
alterada en el cancer de prostata. De ellos, C9orf5 (regulacion positiva de 2,1 veces), que es el hospedador para
miR-32, y MCM7 (regulaciéon positiva de 1,7 veces), que es el hospedador para el grupo miR-25 (miR-25/
miR-93/miR-106b), fueron los que tenian la expresién aumentada mas elevada en tumores. NFYC (hospedador de
miR-30c-1), SMC4L1 (hospedador de miR-15b y miR-16-2) y PTPRN2 (hospedador de miR-143-2) mostraron una
expresion aumentada mas moderada del 30 % al 40 % en tumores, cuando se comparo con tejido no tumoral.

Firma genética de microARN para el cancer de prostata

En primer lugar los inventores buscaron los microARN que mostraban expresion diferencial entre tejido tumoral y no
tumoral. Como se muestra en la Figura 11 - Tabla 2, la expresion de multiples microARN se alter6é en los tumores
de prostata.

Entre los microARN con menores niveles de transcripcion en tejidos tumorales que en tejidos no tumorales,
miR-520h, miR-494 y miR-490 fueron los que disminuyeron de forma mas elevada. Otros dos microARN notables en
este listado fueron miR-1(-2) y miR-133a(-1). Estos dos microARN estan codificados por el mismo pri-ARNm. miR-32
fue el microARN tumoral regulado de forma positiva mas significativamente, seguido de miR-182, miR-31 y miR-26a.
El listado de los microARN tumorales expresados de forma mas elevada también contenia a todos los miembros del
grupo miR-106b-25 (miR-106b/miR-93/miR-25) y dos miembros del grupo miR-99b, miR-99b y miR-125a. La
regulacién positiva de miR-32 y el grupo miR-106-b25 es consistente con la expresién aumentada de sus
respectivos genes hospedadores, C9orf5 y MCM7, en tumores de prostata.

Un analisis estadistico de los datos de micromatriz confirmé que los niveles de transcrito en tejido de C9orf5 y
miR-32 estaban significativamente correlacionados de forma estadistica (P = 0,0003). El coeficiente de Pearson
indicd que esta correlacion era moderadamente fuerte a través de todas las muestras (0,39; intervalo de confianza
del 95 %: 0,18 a 0,57; n = 76). Se obtuvieron datos similares para la correlaciéon entre los niveles de transcrito de
MCM?7 y el grupo miR-106b-25 (miR-106b: 0,37 (coeficiente de Pearson), P = 0,001; miR-93: 0,35, P = 0,002;
miR-25: 0,23, P = 0,04).

Los inventores corroboraron los datos de micromatriz mediante analisis de qRT-PCR de microARN seleccionados en
un subconjunto aleatorio de tejidos tumorales y no tumorales. De forma consistente con las micromatrices, los
inventores encontraron que miR-32 (3,2 veces) y miR-106b (3,0 veces) maduros estan expresados de forma mas
elevada en tejidos tumorales que en no tumorales (Figuras 5A-5D). Los inventores también encontraron que miR-1
maduro estaba regulado de forma negativa (promedio: 0,44 veces) y que miR-106a, un homologo de miR-106b,
tenia una expresion aumentada (promedio: 3,7 veces) en los tumores cuando se compar6 con tejidos no tumorales.

Los inventores también realizaron un analisis pareado de los datos de micromatriz para los 10 tumores del estudio
para los que estaba disponible tejido no tumoral circundante. El analisis pareado corroboro6 los hallazgos previos de
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los inventores. A una FDR <10 %, miR-26a, miR-30c-1, miR-32, miR-146b, miR-181a, miR-182, miR-196a,
miR-200c, miR-375 y todos los microARN del grupo miR-106b-25 se encontré que estaban regulados de forma
positiva en los tumores (1,5 veces a 2,5 veces). El microARN tumoral regulado de forma negativa mas
significativamente fue miR-494 (0,4 veces) y miR-126 (0,6 veces). Sin embargo, el grupo miR-133a no se encontr6é
gue se expresase significativamente de forma distinta en este subconjunto de tumores.

Asociacion de los microARN con extension extraprostatica y la puntuacion de Gleason

A continuacion, los inventores analizaron el conjunto de datos para diferencias en la expresion de microARN
asociadas a la extensién extraprostatica de los tumores. La extension extraprostatica es un factor de pronéstico no
favorable en pacientes con carcinoma de prostata. A una FDR < 10 %, los inventores encontraron 15 microARN con
una diferencia en la expresion entre tumores que mostraron una extension extraprostatica de la enfermedad (n = 17)
y los que no lo hicieron (n = 35) (Figura 12 - Tabla 3).

miR-101 fue el microARN con expresion aumentada de forma mas consistente en tumores de préstata localizados
que se propagan fuera de la glandula prostatica (FDR < 1 %). La extension extraprostatica compartia una parte de
su firma de microARN con la firma de tumor (Figura 11 - Tabla 2).

Dos microARN, miR-99b y miR-196a, son comunes a ambas firmas. Otros dos microARN de la firma de extension
extraprostatica, miR-200a y miR-200b, tienen una homologia extensa con miR-200c en la firma de tumor. Los
inventores también estudiaron la asociacion a los microARN con la invasién de la vesicula seminal, aunque en el
estudio se diagnosticaron pocos tumores con esta caracteristica. Solo un microARN se expres6 de forma distinta
entre los tumores con invasién de vesicula seminal (n = 9) y aquellos sin invasién (n = 43) a una FDR < 20 %. Este
microARN era miR-199a-1, y estaba aumentado 2,3 veces en tumores con invasion de la vesicula seminal cuando
se comparo con los otros tumores.

La caracterizacion de la expresion de microARN no revelé una firma robusta para la puntuacion de Gleason. Se
encontré que solamente muy pocos microARN estaban expresados de forma distinta a una FDR <20 %. Los
microARN regulados de forma positiva significativamente (P < 0,01) en tumores con una puntuacién suma de
Gleason elevada (puntuacién 7-9, n = 45) fueron miR-92-2 (1,3 veces), un homoélogo de miR-25 y miR-32, y miR-335
(1,2 veces), y los microARN regulados de forma negativa de forma significativa (P < 0,01) eran el grupo miR-1-133a
(0,7 veces) y miR-130 (0,8 veces), cuando se compar6 con tumores que tienen una puntuacion suma de Gleason
baja (puntuacion 5-6, n = 15).

Debido a que en el estudio de los inventores los tumores se recogieron de pacientes afroamericanos y
euroamericanos que se ajustaban bien a los parametros clinicopatologicos (Figura 10 - Tabla 1), los inventores
compararon las firmas de microARN de tumor entre afroamericanos (n = 30) y euroamericanos (n = 30). Pocos
microARN estaban expresados de forma distinta (P < 0,01). A una FDR < 20 %, se encontr6 que miR129, miR-196b
y miR-342 eran menos abundantes (del 20 % al 30 % menor) en tumores de afroamericanos que en tumores de
euroamericanos. A partir de este analisis, no parece que los microARN tumorales estén expresados de forma muy
distinta por raza/etnia.

Clasificacion de tejido tumoral y no tumoral con los microARN

Los clasificadores basados en genes son herramientas de diagnostico y pronéstico potentes para la mejora del
diagnéstico de enfermedades y para la prediccion del comportamiento clinico. Los inventores utilizaron la aplicacion
PAM para identificar firmas de microARN que discriminen entre el tejido tumoral y no tumoral, entre tumores
confinados a érgano y tumores con extension extraprostatica y entre tumores con puntuacién suma de Gleason
elevada y baja. PAM identifico las dos firmas de microARN que consisten en conjuntos de 7 sondas y conjuntos de
37 sondas que mejor distinguen entre tejido tumoral y no tumoral. La firma de conjuntos de 7 sondas consiguié una
clasificacion correcta de 14 (el 88 %) de 16 tejidos no tumorales y 49 (el 82 %) de 60 tumores. Esta firma estaba
basada en el patron de expresion de solo cuatro microARN, miR-32, miR-218-2, miR-490 y miR-520h (Figura 13B -
Tabla 4B), todas las cuales estaban entre los microARN tumorales regulados de forma positiva o negativa mas
significativamente (Figura 11 - Tabla 2). Se obtuvo una mejora adicional de la precision de prediccion completa con
una firma de conjunto de 37 sondas que representaba a 23 microARN (Figura 14 - Tabla 5).

Esta firma solapé de forma completa con la firma del conjunto de 7 sondas. Con la firma del conjunto de 37 sondas,
PAM consiguié una clasificacion correcta de 16 (el 100 %) de 16 tejidos no tumorales y 48 (el 80 %) de 60 tumores.
PAM no pudo identificar buenos clasificadores para extensién extraprostatica y puntuacién de Gleason. Un
clasificador débil a modesto de puntuacion de Gleason necesita conjuntos de 149 sondas (datos no mostrados).

Relacion entre la abundancia de transcrito de los microARN y sus ARNm diana en tejido de prostata
Los microARN regulan la expresién de genes que codifican proteinas mediante la inhibicion traduccional especifica

de la diana. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que algunos microARN, por ejemplo, miR-1, pueden
regular de forma negativa los niveles de transcrito de un gran ndmero de genes diana en células de mamifero.
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Debido a que miR-1 estaba entre los microARN regulados de forma negativa de forma mas significativa en tumores
de prostata, los inventores realizaron un analisis de correlacion entre los niveles de expresion de miR-1 y los niveles
de expresion de los genes diana de miR-1 predichos en estos tumores. Esta prueba se realizé para identificar genes
diana de miR-1 candidatos que debido a la expresion reducida de miR-1 se vuelven de expresién aumentada en
tumores de préstata. El andlisis produjo supuestos ARNm diana que se encontré que estaban regulados de forma
positiva en tumores de prostata (FDR < 1 %) y que correlacionaron de forma inversa con la expresion de miR-1
(Figura 13 - Tabla 4).

Entre ellos, los transcritos para WDR6, XP06 y SMARCA4 mostraron la correlacion inversa mas significativa con la
expresion de miR-1 tumoral (cada P < 1 x 10-'9). La relacion entre los niveles de transcrito de XPO6 y miR-1 en
tumores de prostata se representa en la Figura 6.

Los inventores también encontraron que los niveles de proteina XPO6 en los tumores se correlacionaron de forma
inversa con miR-1 (coeficiente de correlacion de Spearman -0,29; n = 8). Sin embargo, no todas las dianas
predichas de miR-1 mostraron una relacién inversa con los niveles de transcrito de miR-1 en los tumores. Por
ejemplo, TWF1 (también denominado PTK9) se correlacioné de forma positiva con miR-1, sugiriendo que la unién de
los microARN a su secuencia diana algunas veces puede conducir al secuestro de ARNm y a la acumulacién celular
del ARNm inhibido (30).

Los analisis de los inventores se extendieron a otros microARN que estaban regulados de forma positiva o negativa
de forma significativa en tumores de prostata. Aqui, los inventores determinaron de forma inicial que la distribucién
global de los coeficientes de correlacion de Pearson entre el microARN de interés y ya sea todos los ARNm que se
sondaron mediante la matriz HG-U133A 2.0 o solo los ARNm que son dianas predichas de los microARN. Para dos
microARN, miR-106b y miR-181a, la distribucion de los coeficientes de correlacién fue notablemente distinta entre
todos los ARNm y los ARNm que son dianas predichas de miR-106b y miR-181a (Figuras 1A-1B).

Las curvas de distribucion para los ARNm diana predichos de miR-106b y miR-181a, mostraron un saliente distinto
qgue se extendia hacia los coeficientes de correlacion de Pearson negativos. Este patron es una desviacion de una
distribucién normal e indica que los niveles de transcrito de tejido de un subconjunto de ARNm, que tienen una
secuencia diana de microARN predicha en la 3'UTR, estan reducidos por miR-106b y miR-181a. En la Figura 14 -
Tabla 5 se muestra un listado de genes diana que estaban regulados de forma negativa de forma significativa en
tumores (FDR < 1 %) y cuyo nivel de transcrito correlacion6 de forma inversa con la expresion de miR-181a.

Una comparacion de estos genes diana con un listado de genes que correlacionaron con los niveles de transcrito de
miR-181a en muestras de leucemia (31) mostroé que varios, por ejemplo, SLC9A6, RIN2, KLHL2 y GHITM, estaban
correlacionados de forma negativa con miR-181a en ambos listados.

Inhibicién de la expresién de proteinas mediante oncomiR candidatos en células de cancer de préstata

Los resultados de los inventores a partir de los estudios de tumores sugieren que miR-1, miR-32 y el grupo
miR-106b-25 son oncomiR en cancer de préstata, miR-32 y miR-25 comparten un alto grado de homologia y sus
genes diana predichos son los mismos (targetscan.org). Ademas, el grupo miR-106b-25 es altamente homologo a un
oncomiR conocido, el grupo miR-17-92 y las dianas predichas de miR-17-5p y miR-106b son idénticas. Una diana
del grupo miR-17-92 es E2F1.

Los inventores transfectaron dos lineas celulares de cancer de préstata humano con microARN precursores y
antisentido, para examinar si miR-1, miR-32 y miR-106b regulan la expresién de proteinas de genes relacionados
con el cancer en estas células.

La expresion enddogena de estos microARN en las lineas celulares fue miR-106 > miR-32 > miR-1 mediante
gRT-PCR. miR-1 fue el limite de deteccion. Para miR-1, los inventores analizaron si la relaciéon entre la abundancia
de transcrito de los microARN y sus ARNm diana en tejido tumoral es util para identificar dianas de microARN y
examinaron si la expresion de proteinas de exportina-6 (XPOB6) y de la proteina tirosina quinasa 9 (TWF1) esta
regulada por miR-1. La transfeccién de las células de cancer de prostata con miR-1 confirmé que este reprime tanto
a exportina-6 como a PTK9 en el nivel de proteina en ambas lineas celulares de cancer de préstata (Figura 2A). Ni
miR-32 ni miR-106b alteraron la expresion de estas proteinas (datos no mostrados).

A continuacion, los inventores investigaron la regulacion de los niveles de proteinas de E2F1 y P21/WAF1 mediante
miR-106b. Ambas proteinas estan codificadas en ARNm que tienen una secuencia diana predicha de miR-106b en
sus 3'UTR. Mientras que E2F1 no correlaciona con miR-106b a nivel de transcrito en tumores de prostata, existe en
estos tumores una correlacion inversa significativa entre la expresion de CDKN1A (codifica p21/WAF1) y miR-106b
(-0,34; IC del 95 %; -0,9 hasta -0,55; P = 0,003).

Como se muestra en la Figura 2B, el precursor miR-106b transfectado disminuy6 los niveles de proteina p21/WAF1

y el miR-106b antisentido aumenté los niveles de proteina p21/WAF1 en las dos lineas celulares. Los inventores
obtuvieron los mismos resultados para E2F1 tras la transfeccion de las células de cancer de prostata con miR-106
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precursor y antisentido (Figura 3A).

Los inventores también estudiaron el efecto de miR-32 sobre la expresion de proteina Bim. Bim esta codificada en
BCL2L11 y es una diana predicha de miR-32. La transfeccion de células de cancer de prostata con el precursor
miR-32 disminuyé los niveles de proteina Bim mientras que miR-32 antisentido aumenté los niveles de proteina Bim
(Figura 3C). Bim esta codificado en BCL2L11 y es una diana predicha de miR-32. BCL2L11 y los niveles de
transcrito de miR-32 no correlacionaron en las muestras de tejido, sugirieron que miR-32 puede regular su diana
mayoritariamente mediante inhibicion de la traduccion.

La expresion de proteinas de E2F1 y p21/WAF1 no estaba influenciada por miR-32, ni estaba influenciada por
miR-106b la expresion de proteinas de Bim en estas lineas celulares (datos no mostrados).

E2F1 y Bim son dianas directas de miR-106b y miR-32

Para corroborar adicionalmente los hallazgos de los inventores y para proporcionar pruebas de que estas proteinas
son dianas directas de miR-106b y miR-32, se cotransfectaron células LNCaP con microARN precursor y
construcciones pGL3 luciferasa indicadoras que contenian ya sea la 3UTR de tipo silvestre o mutante de dos genes,
E2F1 y BCL2L11 (que codifica Bim), respectivamente. Las 3'UTR mutantes contenian una deleciéon de los 3
primeros nucleétidos en los sitios complementarios de la region semilla de miR-106b y miR-32. Las 3UTR se
colocaron en una posiciéon que conduciria a una inhibicién traduccional del indicador luciferasa cuando el microARN
se une a la secuencia diana.

Como se muestra en la Figura 3B y la Figura 3D, la cotransfeccion con ya sea miR-106b con la construccién
indicadora que contiene las 3’'UTR del tipo silvestre de E2F1 o0 miR-32 con la construccion indicadora que contiene
las 3’'UTR de tipo silvestre de BCL2L11, dio como resultado una inhibicién significativa de los indicadores de
luciferasa cuando se comparé con el control negativo del microARN precursor. No existié inhibicién del indicador por
los microARN en ausencia de la 3’'UTR. La presencia de un 3'UTR mutante suprimié o atenué el efecto de los
microARN. Los resultados son consistentes con un efecto directo de los microARN sobre la traduccién de proteinas
mediante la unién a sus secuencias dianas 3'UTR. Tal mecanismo también se ha establecido para la regulacion de
p21/WAF1 mediante miR-106b en células de cancer de colon y gastrico humanas. Por consiguiente, los inventores
observaron que miR-106b inhibe un indicador luciferasa mediante un mecanismo mediado por la 3'UTR de CDKN1A
en células LNCaP (Figura 7).

Inhibicién de la activaciéon de la caspasa mediante el grupo miR-106b-25 en células de cancer préstata humano
22Rv1

Los datos anteriores de los inventores indicaron que miR-32, miR-106b y sus homélogos (por ejemplo, miR-25)
pueden actuar como oncogenes, debido a que se dirigen a la funcién proapoptética de Bim y E2F1. Para evaluar el
efecto del grupo miR-106b-25 sobre la apoptosis inducida mediante doxorrubicina y etopésido, los inventores
infectaron células 22Rv1, una linea celular de cancer de prostata no metastasica, con una construccion de expresion
lentivirica que codifica el grupo miR-106b-25. Utilizando el ensayo de apoptosis de Caspase-Glo, los inventores
observaron una inhibiciéon significativa de la activacion de caspasa-3/caspasa-7 mediante este grupo en células
tratadas con farmaco antineoplasico (Figuras 8A-8B). Los datos son consistentes con una funcién antiapoptotica del
grupo miR-106b-25 en células de cancer de prostata.

Identificacién de microARN regulados por andrégenos

Los andrégenos desempefian un papel clave en la fisiologia y la biologia tumoral de la prostata. Los inventores
examinaron la regulacion de los microARN por andrégenos en células DU145 y LNCaP. El tratamiento de las células
DU145 con R1881 no produjo ningin cambio significativo en la expresién de microARN. Por el contrario, la
expresion de numerosos microARN cambié de forma significativa (FDR < 5 %) en células LNCaP después del
tratamiento con R1881 (Figura 15 - Tabla 6).

Un microARN, miR-338, estaba regulado de forma positiva significativamente. Los otros microARN estaban
regulados de forma negativa, incluyendo miR-126-5, miR-146b, miR-219-5p y todos los miembros de los grupos
miR181b-1, miR-181c y miR-221. Un andlisis de la medida inicial de la expresién de microARN en células DU145 y
LNCaP cultivadas, reveld6 que todos los miembros de los tres grupos de microARN presentaron una expresion
significativamente mas elevada en las células DU145 insensibles a androgenos que en las células LNCaP sensibles
a androgenos (FDR < 5 %).

Utilizando una busqueda de motivos en la base de datos de sitios de unién a factores de transcripcion Genomatrix,
los inventores encontraron que los anteriormente mencionados microARN tienen supuestos sitios de unién a
receptor de andrégeno en sus regiones flanqueantes (Figura 16 - Tabla 7). Adicionalmente, los inventores
corroboraron los resultados de micromatriz en experimentos con células LNCaP que se habian tratado con R1881 ya
sea 1 0 10 nmol/l durante 12, 24 y 48 horas. Los analisis por qRT-PCR de los miR-338 y miR-221 maduros
mostraron que su nivel de expresién esta regulado por androégenos (Figuras 9A-9B).
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DISCUSION DEL EJEMPLO |

Los inventores han descubierto ahora una firma de expresion de microARN de tumores de prostata distinta y
modificaciones en la expresién de genes que regulan el procesamiento de microARN tumoral. Ademas, los
inventores encontraron pruebas de que la desregulaciéon de los microARN incide en la abundancia de transcrito y la
expresion de proteinas de los ARNm diana en la prostata. En cultivo celular, los inventores demostraron que los
oncomiR candidatos en cancer de proéstata, por ejemplo, miR-32 y miR-106b, inhiben la expresiéon de proteinas de
genes relacionados con el cancer. Los resultados son consistentes con un papel patégeno de la expresion alterada
de microARN en la carcinogénesis de préstata humana.

Este es el primer estudio que utiliza la caracterizacion de la expresién de genes a gran escala tanto para los
microARN como para los ARN que codifican proteinas, para identificar alteraciones en la funcion de microARN que
se produce en los tumores préstata humanos. Otros puntos fuertes del estudio son su gran tamafio de muestra y la
inclusién de pacientes afroamericanos y euroamericanos. Por lo tanto, los hallazgos son representativos para los
dos grupos de raza/étnicos que tienen la mayor carga de cancer de préstata en los Estados Unidos.

Los inventores encontraron un aumento de la expresion de Dicer y DGCR8 en tumores de prostata, y de Dicer y
EIF2C2, que codifica argonauta-2, en tumores con una puntuacion de Gleason elevada. La observacion de que
Dicer esta regulada de forma positiva en el cancer de prostata es consistente con un informe reciente e indica que
los tumores de prostata podrian ser mas eficaces que el tejido de prostata normal en el procesamiento de
precursores de microARN a microARN maduro. Se ha observado recientemente que el procesamiento afectado de
microARN potencia la oncogenia en ratones, y otras han hipotetizado que el procesamiento de microARN en general
esta regulado de forma negativa en el cancer.

En tumores de prostata, sin embargo, puede tener lugar el efecto opuesto del procesamiento de microARN
potenciado, como se refleja en los datos de los inventores y el estudio anteriormente mencionado que muestra
expresion de proteinas aumentada de Dicer en células de cancer de prdstata y expresion aumentada de Dicer y
EIF2C2 en la enfermedad metastasica.

Los perfiles de expresion de microARN clasifican a los canceres humanos. Se han comunicado distintas firmas para
varios canceres epiteliales, incluyendo cancer de mama, colon, pulmén y de pancreas. Otros dos estudios cribaron
la expresion de microARN en el cancer de prostata. De forma consistente con los datos de préstata de Baylor, los
inventores observaron también que miR-145 esta regulado de forma negativa significativamente en tumores de
préstata. Sin embargo, estos dos estudios publicados fueron mas bien pequefios y examinaron solo algunos tumores
en comparacion con el estudio de los inventores.

Los inventores identificaron una firma génica tumoral que contiene microARN regulados de forma positiva y
negativa.

El microARN regulado de forma positiva mas forma mas elevada fue mir-32, seguido de miR-182, miR-31, miR-26a,
miR-200c y miR-196a. El listado de los microARN tumorales con expresién aumentada también contenia al grupo
miR-106b-25, lo que es consistente con la ganancia observada en el nimero de copias para miR-25, miR-93 y
miR-106b en varios canceres humanos.

Los microARN regulados de forma negativa de forma mas significativa incluyeron a miR-520h, miR-494, miR-490 y
el grupo miR-1-133a.

La expresion alterada de los microARN en el cdncer humano se ha observado en numerosos estudios. La regulacion
positiva de los microARN en tumores es comun, y es consistente con la actividad oncogénica conocida de muchos
microARN. Los mecanismos de regulacion positiva incluyen activacion transcripcional y el aumento del niumero de
copias de genes. Una disminucion de la abundancia de microARN maduro puede ser el resultado de un
procesamiento alterado, como se ha demostrado recientemente, lo que podria conducir a una expresion menor
indiscriminada de los microARN maduros. Los inventores no observaron eso en el presente estudio. Como
alternativa, la expresion de microARN podria perderse debido a mutaciones o modificaciones genémicas (21) o al
silenciamiento epigenético de los locus de microARN. El silenciamiento epigenético es un mecanismo importante en
el cancer de prostata y futuros estudios tendran que abordar si este mecanismo impide la expresion de microARN en
tumores de prostata.

Se sabe poco acerca de la funciéon de la mayoria de estos microARN. miR-32 es un homélogo de miR-25, miR-92,
miR-363 y miR-367. Varios de estos microARN estaban también regulados de forma positiva en los tumores de
prostata. miR-32 estda aumentado en cancer de colon y de pancreas, y es un mediador de la defensa antivirica de las
células humanas. Esta funcion de miR-32 podria ser un vinculo entre su expresion alterada y el desarrollo de cancer
de prostata, debido a que varios de los genes conocidos de susceptibilidad al cancer de prostata también estan
implicados en la defensa del hospedador. Como se muestra para otros microARN, miR-32 deberia regular la
expresion de proteinas de genes diana.
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Los inventores hicieron la nueva observacion de que miR-32 inhibe la expresiéon de Bim, un miembro pro apoptético
de la familia BCL-2. Bim es haploinsuficiente y la inactivacion de un alelo es suficiente para acelerar la oncogenia
inducida por Myc. Bim tiene papeles claves en la apoptosis de tumores epiteliales y media los efectos
antineoplasicos de la quimioterapia. Por lo tanto, la regulacién negativa de Bim mediante miR-32 puede contribuir a
la resistencia de las células tumorales a los estimulos apoptéticos en el entorno tumoral.

Otros microARN notables con una funcién conocida incluyen miR-1, miR-133a y miR-196a. El grupo miR-1-133a se
expresa de forma preferente en células musculares y se ha demostrado que regula la diferenciacion celular. miR-1
es un homélogo de miR-206, que es un supresor de la metastasis en el cancer de mama. El descubrimiento de los
inventores de que miR-1 estd regulado de forma negativa en tumores de préstata concuerda con la funcion
supresora tumoral de su homélogo.

Los inventores examinaron a miR-1 y observaron que la expresion de este microARN esta correlacionada de forma
inversa con la expresion de exportina-6 y la proteina tirosina quinasa 9 (también denominada A6/twinfilina) en
tumores de prostata y en células de cancer de proéstata cultivadas. No se sabe mucho acerca de la funcion de estos
dos genes, pero datos recientes sugieren que ambos regulan la dinamica de la actina celular. miR-196a se identificé
como un represor de HOXBS, y la expresién elevada de miR-196a predice una mala supervivencia en el cancer de
pancreas. En el estudio de los inventores este microARN era comun para la firma tumoral y la firma de extension
extraprostatica, lo que indica que la regulacion positiva de miR-196a en el cancer de prostata podria ser un factor en
la evolucién de la enfermedad.

Se ha demostrado que las firmas de microARN tienen valor diagnostico y prondstico en el cancer humano.

Los inventores determinaron el significado diagnéstico y pronéstico de la expresién de microARN en el cancer de
prostata investigando la asociacion de los microARN con el diagnéstico tumoral, la extension extraprostatica, la
puntuacién de Gleason y la raza/etnia de los pacientes. Se comparé la firma de microARN tumoral de pacientes
afroamericanos y euroamericanos debido a que aparecieron pruebas recientes de que podrian existir diferencias en
la biologia tumoral entre estos dos grupos de pacientes. Aunque se encontraron grandes diferencias en la expresion
de microARN entre el tejido tumoral y no tumoral en la préstata, relativamente pocos microARN estaban expresados
de forma distinta entre los tumores que se propagaban fuera de la glandula prostatica y los que no lo hacen, entre
tumores que tienen una puntuacion de Gleason > 7 y los que tienen una puntuacién < 7, y entre tumores
procedentes de pacientes afroamericanos y pacientes euroamericanos.

Ademas, se identific6 mediante PAM un conjunto de siete (7) sondas que consiste en cuatro (4) microARN que
podria distinguir entre tejido de prostata tumoral y no tumoral. Sin embargo, el analisis de PAM podria no generar un
buen clasificador para la extension extraprostatica, la puntuacién de Gleason, o la raza/etnia.

Los inventores identificaron un microARN, miR-101, que estaba asociado a la extensién de enfermedad
extraprostatica con un margen bajo de error. La funcién de este microARN es desconocida. Los inventores creen
que la heterogeneidad intrinseca de los tumores de préstata les impide hallar mas microARN que estén asociados a
factores de pronéstico desfavorable en el cancer de préstata.

El analisis del emplazamiento gendmico de los microARN puede proporcionar pistas acerca de su supuesta funcion
y de los mecanismos que provocan la expresion alterada de microARN en tumores. Estudios recientes han
demostrado que los microARN con frecuencia se emplazan en intrones de genes que codifican proteinas y se
coexpresan con estos genes hospedadores. Los inventores investigaron la expresion de genes hospedadores en
tumores de prostata y encontraron que varios de ellos estaban aumentados en los tumores de préstata. C9orf5 y
MCM?7 fueron los dos genes hospedadores regulados de forma positiva de forma mas elevada y su expresion
correlaciond con la expresion de los microARN intrénicos, miR-32 y el grupo miR-106b-25, respectivamente. Los
datos sugieren un mecanismo comun que conduce a la regulaciéon positiva del gen hospedador y del microARN
cotranscrito en tumores de préstata.

Aunque el papel de C9orf5 en el cancer es desconocido, las amplificaciones de MCM7 se han asociado
anteriormente al cancer de prostata. Se ha encontrado que el locus MCM7 esta amplificado en el 88 % de los casos
con recaida del cancer. La expresion aumentada de MCM7 no esta restringida al cancer de préstata y se ha
observado en otros canceres, incluyendo cancer de cuello uterino.

Los inventores examinaron si miR-106b se dirige a E2F1 y CDKN1A (que codifica p21/MWAF1) en células de cancer
de prostata y encontraron que la expresion de proteinas de estos genes esta inhibida mediante miR-106b. El grupo
miR-106b-25 tiene extensa homologia con otros dos grupos de microARN que son oncogenes humanos candidatos,
el grupo miR-17-92 y el grupo miR-106a-363. E2F1 también es una diana de miR-17-5p y miR-20a en el grupo
miR-17-92, y tiene funcion tanto de oncogén como de supresor tumoral. Como Bim, E2F1 traducido es proapoptético
y coopera con el supresor tumoral p53 para mediar la apoptosis. Su expresién aumentada induce a apoptosis en
células LNCaP, lo que indica que, en el entorno tumoral, la inhibicién de la traduccién de E2F1 mediante miR-106b
puede proteger a las células de cancer de prostata de la apoptosis.
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p21/WAF1 es un mediador de la supresion tumoral por p53. Se ha demostrado el efecto inhibidor del crecimiento de
p21/WAF1 en el cancer de prostata, y esta media la detencion del ciclo celular en células de carcinoma de prostata
en respuesta a agentes antineoplésicos. Los inventores analizaron si el grupo miR-106b-25 tiene actividad
antiapoptética y encontraron que en células 22Rv1la inhibe activacién de la caspasa mediante doxorrubicina y
etopoésido.

Estos datos concuerdan con una funcion oncogénica de miR-106b en el cancer de prostata, debido en parte a su
capacidad para suprimir la expresion de proteinas de E2F1 y p21/WAF1.

Ni miR-1, ni miR-32, ni el grupo miR-106b-25 estuvieron regulados por la estimulacion de andrégenos de células
LNCaP. Sin embargo, los inventores identificaron varios otros microARN que estaban regulados de forma positiva o
negativa mediante el tratamiento con andrégenos. Estos incluyeron a miR-338 y mir-126, y los grupos miR-181b-1,
miR-181c, miR-221, entre otros. Una busqueda de motivos mostré que estos microARN tienen en sus regiones
flanqueantes supuestos sitios de union al receptor de andrégenos.

miR-338 fue el unico microARN regulado de forma positiva significativamente. No hay informes sobre la funcion de
este microARN, pero se emplaza en una regién con frecuentes ganancias de numero de copias en tres canceres
epiteliales.

Los miembros de la familia miR-181 inciden en la diferenciacion del linaje hematopoyético, y su expresion esta
alterada en la leucemia y varios tumores sélidos. Se ha encontrado que los grupos miR-221 regulan al supresor
tumoral p27¥P! y pueden tener propiedades oncogénicas en el cancer de prostata. Sin embargo, este grupo también
inhibe al oncogén c-Kit y la angiogénesis.

La identificacién de los genes que codifican proteinas que estan regulados mediante un microARN se ha probado
dificil a pesar de desarrollo de estrategias computacionales para predecir dianas de microARN. La capacidad para
encontrar ARNm dianas se complica ademas por el hecho de que la selectividad de diana de los microARN puede
depender del entorno celular.

Los inventores utilizaron una estrategia exploratoria y realizaron un analisis de correlacion entre la expresion de
microARN y la expresion de ARNm en tejido de préstata. Aunque sin desear ligarse a una teoria, en el presente
documento los inventores creen ahora que esta estrategia sera exitosa si el microARN de interés afecta la
abundancia de transcrito de los ARNm diana, pero fallara si los genes diana estan regulados solo mediante
inhibicion traduccional.

Los inventores encontraron que la expresion de miR-1 esta correlacionada de forma inversa con varios genes diana
predichos de forma computacional en tumores de prostata, por ejemplo, XPO6. Sin embargo, los inventores también
encontraron que la expresion tumoral de miR-1 correlaciona de forma positiva con el nivel de transcrito de dianas
predichas, por ejemplo, PTK9. La validacion posterior de estas observaciones en cultivo celular confirmé que tanto
XP06 como PTK9 estan regulados por miR-1 en células de cancer de préstata.

Los datos proporcionan nueva evidencia de que la unién de los microARN a las secuencias 3'UTR puede conducir
tanto a la degradacion como a la acumulacion en células de mamifero de los ARNm diana que tienen como objetivo,
y que tanto una correlacién inversa como una positiva entre un microARN y un ARNm en un tejido humano pueden
ser predictivas de un gen diana de microARN. Por lo tanto, el andlisis de correlacién de la expresiéon de microARN y
ARNmMm en tejido humano puede resultar util en la identificacion de los ARNm que estan regulados por los microARN.

Los inventores han identificado ahora alteraciones en la expresion de microARN que se producen en tumores de
préstata humanos y que correlacionan con las variaciones de la expresiéon de genes que codifican proteinas en estos
tejidos. Los experimentos en cultivo celular mostraron que los microARN tumorales pueden regular la expresiéon de
los genes relacionados con el cancer en células de cancer de préstata humanas. Estos resultados muestran un
papel patégeno de los microARN en la biologia del cancer de prostata.

EJEMPLO Il
Introduccion

El cancer de prostata es el cancer diagnosticado con mas frecuencia y la segunda causa mas comun de mortalidad
por cancer entre los hombres norteamericanos. La mortalidad puede atribuirse a la propagacion de células
cancerosas mas alla de la préstata. La invasién perineural (PNI) es la ruta dominante para la invasion local en el
cancer de prostata y también es un mecanismo para la propagacion extraprostatica de la enfermedad. No obstante,
el significado pronéstico de la PNI sigue siendo controvertido. Varios estudios han observado una asociacion de la
PNI con marcadores con malos resultados, pero otros no encontraron que sea un factor pronéstico del cancer de
prostata.
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La aparicion de la PNI es un acontecimiento relativamente temprano en el desarrollo de la enfermedad clinica, y la
mayoria de las muestras de estudio tumorales procedentes de prostatectomia radical son positivas para PNI. Es
esta elevada tasa de aparicién de la PNI en muestras clinicas (el 85 % al 100 %) y el conocimiento inadecuado de
su biologia lo que limita la comprension sobre el papel de las PNI en la evolucion del cancer de préstata y en los
resultados de la enfermedad.

La PNI es el proceso en donde las células cancerosas se adhieren a y envuelven nervios. Esto se produce en
muchos otros tipos de cancer, incluyendo los canceres de pancreas y de cabeza y cuello. Las células del cancer de
prostata que tienen un emplazamiento perineural adquieren una ventaja en la supervivencia y crecimiento y
presentan apoptosis reducida y proliferacion aumentada, en comparacién con células emplazadas lejos de los
nervios. Se ha observado en la PNI expresion alterada de moléculas de adhesién en células de cancer de prostata y
en los nervios adyacentes, y se ha hipotetizado que la expresion modificada de estas moléculas permite a las
células cancerosas desarrollarse en la vecindad de los nervios.

Sin embargo, todavia se entienden mal los mecanismos moleculares que conducen a la PNI.

En el EJEMPLO II, los inventores aplicaron la caracterizacion de la expresion de genes de los microARN y de los
genes que codifican proteinas para identificar los cambios de la expresién de genes asociados a la PNI en el cancer
de prostata humano. Los inventores investigaron si la firma de expresion génica que diferencia a los tumores PNI de
los no PNI revelara las alteraciones moleculares que tienen lugar en la transicion desde un tumor no invasivo a un
tumor con PNI. Los inventores ensayaron los microARN debido a que se ha demostrado su papel crucial en el
cancer. Se ha demostrado que sus perfiles de expresion clasifican tumores segun el linaje del desarrollo y el estado
de diferenciacion.

MATERIALES Y METODOS PARA EL EJEMPLO ||
Muestras de tejido.

Se obtuvieron del NCI Cooperative Prostate Cancer Tissue Resource (CPCTR) muestras de estudio de tumores
congelados. Los tumores eran adenocarcinomas extirpados que no habian recibido ninguna terapia antes de la
prostatectomia. Un patologo revisé las muestras de estudio tumorales macroextirpadas, quien confirmé la presencia
de tumor en las muestras de estudio congeladas. Todos los tejidos se recogieron entre 2002 y 2004. Los comités de
revisién institucional de las instituciones participantes aprobaron la recoleccion de tejido.

Extraccion de ARN.

Se aisl6 ARN total utilizando el reactivo TRIZOL de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen,
Carlsbard, CA). Se confirmé la integridad del ARN para cada muestra con el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA). Después, cada muestra de ARN se dividié en dos alicuotas que se procesaron para la
micromatriz de microARN o para la micromatriz de ARNm.

Micromatrices de genes.

El marcaje y la hibridacion de microARN se realizaron como se describié anteriormente. La micromatriz de
microARN (Ohio State University Comprehensive Cancer Center, Versién 2.0) contiene sondas aplicadas de forma
puntual por cuadriplicado para 235 microARN de ser humano y 222 de raton [24]. El marcaje y la hibridacion de los
ARNmM se realizaron de acuerdo con los protocolos convencionales de Affymetrix (Santa Clara, CA). Brevemente, se
sometieron a transcripcion inversa 5 ug de ARN total con un cebador oligo (dT) que tiene el promotor de la ARN
polimerasa T7 en el extremo 5’. La sintesis de la segunda cadena estuvo seguida de la producciéon de ARNc con la
incorporacion de ribonucleétidos biotinilados utilizando el kit BioArray High Yield RNA Transcript Labeling T3 de
Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY). El ARNc marcado se fragmenté e hibridé con las matrices Affymetrix
GeneChip HG-U133A 2.0. Esta matriz contiene 22.283 conjuntos de sondas que representan aproximadamente
13.000 genes que codifican proteina humanos. Las sefales de hibridacion se visualizaron con estreptavidina
conjugada con ficoeritrina (Invitrogen) y se examinaron utilizando el escaner GeneChip Scanner 3000 7G
(Affymetrix). En conformidad con las directrices de la Informacién Minima Sobre Experimentos de Micromatriz
(MIAME), los inventores depositaron los archivos CEL para los datos de micromatriz y la informacién adicional de los
pacientes en el archivo GEO (.ncbi.nim.nih.gov/geo/). El nimero de registro de envio GEO para los datos de
caracterizacion de microARN y ARNm es GSE7055. La informacion adicional sobre la micromatriz de microARN por
encargo, Version 2.0, puede encontrarse con el niumero de registro de ArrayExpress: A-MEXP-258.

Datos de normalizacion y analisis estadisticos
Para los chips de oligonucleé6tidos de microARN por encargo se utilizé normalizaciéon centrada en la media. Los
chips de Affymetrix se normalizaron utilizando el procedimiento de analisis robusto de multichips (ARM). Para

generar listados de genes expresados de forma significativamente distinta, el conjunto de datos resultante se
sometié al procedimiento de analisis de significacion de micromatrices (ASM). Los inventores generaron listados de
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genes a base de ambos valores P, procedentes de las pruebas t de dos colas y de las tasas de descubrimiento falso
previstas (FDR). El calculo de la FDR sigui6 el método descrito por Storey y Tibshirani. La agrupacién jerarquica no
supervisado se realizd de acuerdo con los principios descritos por Eisen et al.

Andlisis de PCR cuantitativa en tiempo real de microARN y ARNm.

La abundancia de los microARN maduros se midi6 utilizando el kit TagMan® MicroRNA Assays de tallo-bucle
(Applied Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo con un protocolo publicado [29]. Utilizando 10 ng de ARN total, se
sometié a transcripcion inversa microARN maduro a ADNc extendido en el 5 con cebadores de Tl en horquilla
especificos para microARN procedentes del kit TagMan® MicroRNA Assays y los reactivos procedentes del kit
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. La PCR
en tiempo real se realiz6 sobre el ADNc con la Applied Biosystems TagMan® 2X Universal PCR Master Mix y la 5X
TagMan® MicroRNA Assays Mix apropiada para cada microARN de interés. Se incubaron las reacciones por
triplicado en un sistema Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR en una placa de 96 pocillos durante 10 min a
95 °C, seguido de 40 ciclos durante 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. Se calcul6 para cada muestra el ciclo umbral (Cf)
mediante el programa informatico ABI 7500 Sequence Detection System. Se utilizaron curvas patrén para determinar
en las muestras las concentraciones de microARN, lo que después se normalizé con respecto a ARN U6. La
abundancia del ARNm se determindé de acuerdo con un método descrito anteriormente de PCR en tiempo real
cuantitativa (qRT) [30]. Por consiguiente, se sometieron a transcripcién inversa 100 ng del ARN total utilizando el kit
High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems, Foster City, CA). Posteriormente se realizé la qRT-PCR por
triplicado, utilizando TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems), que incluye conjuntos de sondas y
cebadores preoptimizados especificos para los genes a validar. Los numeros ID de los ensayos de los genes
validados son como sigue: Hs00744661_sH para la metalotioneina 1F y Hs00828387_g1 para la metalotioneina 1M.
Los datos se recogieron utilizando el sistema ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System. El ARN 18s se utilizo
como la referencia estandar interna. La expresion normalizada se calculé utilizando el método comparativo Ct como
se ha descrito y los cambios en veces se obtuvieron de los valores 2-2ACt para cada gen.

Inmunohistoquimica.

Se evalué de forma inmunohistoquimica la expresién de proteinas en células cancerosas perineurales y no
perineurales en cortes de tumores fijados en formalina, incluidos en parafina. Los tumores (n = 30) procedian de
prostatas de pacientes tratados mediante prostatectomia radical en el Baltimore VA Hospital y el University of
Maryland Medical Center. Para visualizar zonas con PNI se tifieron de forma inmunohistoquimica cortes de cinco
micrometros para S100, un marcador de troncos nerviosos. Se encontré que secciones procedentes de catorce
tumores contenian zonas representativas con células cancerosas perineurales y no perineurales. Para la
recuperacion de antigeno, se trataron con microondas cortes desparafinados en tampon Citra 1x (Biogenex, San
Ramon, CA). Se realiz6 tincion inmunohistoquimica con el sistema Dako Envision (DakoCytomation, Carpinteria,
CA). Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo policlonal de conejo para S100 diluido 1:500
(Ventana, Tucson, AR); anticuerpo monoclonal de ratén para receptor de adenovirus y coxsackie (CX- CXADR)
(Atlas Antibodies, Estocolmo, Suecia) diluido 1:1000 y anticuerpo monoclonal de ratén para la metalotioneina
(DakoCytomation) diluido 1:500. Este anticuerpo (E9) reconoce miembros de la familia de la metalotioneina-1 y -2
(n.° M0639). Controles positivos: intestino (CXADR) e higado (metalotioneina). La omisiéon del anticuerpo primario
fue el control negativo. Un patélogo, que desconocia los resultados de la micromatriz, evalué la intensidad de las
inmunotinciones en células cancerosas perineurales y no perineurales y categorizé la inmunotincion como menos
intensa, la misma, o mas intensa en las células cancerosas perineurales cuando se las compar6 con las células
cancerosas no perineurales. Se tomaron imagenes de zonas representativas para documentar las diferencias en la
expresion.

Hibridacion in situ.

La hibridacion in situ (HIS) se realizd utilizando el sistema GenPoint™ Catalyzed Signal Amplification System
(DakoCytomation) siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente, se incubaron portaobjetos a 60 °C durante 30
minutos y se desparafinaron como se describe. Los cortes se trataron con Proteinasa K (DakoCytomation) durante
30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con H20d varias veces y se sumergieron en etanol al 95 % durante
10 segundos antes de secarlas al aire. Los portaobjetos se prehibridaron a 54 °C durante 1 hora con tampén de
hibridacion in situ (Enzo Life Sciences, Inc. Farmingdale, NY) antes de una incubacién durante una noche a 54 °C en
tampon que contenia ya sea sonda de deteccion miRCURY ™ LNA de miR-224 marcada con biotina en el 5 (Exigon,
Woburn, MA) o sonda de control negativo desorganizada (Exiqon) a la concentracién final de 50 nM. Los
portaobjetos se lavaron en TBST y solucién de lavado riguroso GenPoint™ (54 °C durante 30 minutos). Después, los
portaobjetos se expusieron a soluciéon de bloqueo de N20O2 (DakoCytomation) durante 20 minutos y se bloquearon
adicionalmente en un tampoén de bloqueo (DakoCytomation, X0909) durante 30 minutos antes de exponerlas al
anticuerpo Estreptavidina-HRP primario, biotinil tiramida, anticuerpo Estreptavidina-HRP secundario, y soluciones
del cromégeno de DAB siguiendo el protocolo del fabricante. Después, los portaobjetos se contratifieron brevemente
en hematoxilina y se aclararon con TBST y agua antes de montarlos. Un patélogo evalu6 la intensidad de la HIS de
miR-224 en células cancerosas perineurales y no perineurales utilizando el mismo criterio que se utilizd para la
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inmunohistoquimica.
Anadlisis de ruta.

Este andlisis se realiz6 con el programa informatico interno WPS. Las rutas se anotaron de acuerdo con los
Procesos Biologicos de la Ontologia Génica (GOBP, siglas el inglés Gene Ontology Biological Processes) (Gene
Ontology Consortium: geneontology.org). La base de datos de los inventores tenia 16.762 genes humanos anotados
para los GOBP. Los genes se incluyeron en el analisis de ruta a base de la FDR (< 30 %) de sus conjuntos de
sondas correspondientes en la micromatriz. Si varios conjuntos de sondas codificaban el mismo gen, el programa
informatico reconocia esto y aseguraba que el gen se contaba solo una vez para la prueba de significacion en el
nivel de ruta. Se utilizé la prueba exacta de Fisher de una cola para determinar qué procesos biolégicos tenian un
enriquecimiento estadisticamente significativo de genes expresados de forma distinta (P < 0,05). Los inventores
compilaron los resultados de la prueba exacta de Fisher para analisis de grupos y presentaron los resultados en
mapas de calor con codigos en color para revelar los patrones de los procesos biolégicos alterados de forma
significativa. El codigo de color de los mapas de calor se refiere al enriquecimiento de genes en un proceso biolégico
(a base de -Log (valor P)), con el rojo indicando un mayor enriquecimiento.

RESULTADOS PARA EL EJEMPLO Il
Muestras clinicas y andlisis de expresion génica.

Los inventores recogieron muestras de estudios de tumores macroextirpados procedentes de prostatectomias
radicales de 57 pacientes con cancer de prostata (Figura 22 - Tabla 8). Siete (el 12 %) de los tumores fueron
negativos para la PNI. De forma consistente con la bibliografia, estos tumores tenian un tamafio mas pequefio y una
puntuacién de Gleason mas pequefia que los tumores PNI positivos. Ademas, todos los tumores PNI negativos
estaban confinados a la préstata. Los inventores investigaron las diferencias de la expresion génica entre los
tumores con PNI y los que eran negativos para PNI. Los perfiles de expresiéon génica procedentes de estos tumores
se generaron utilizando una micromatriz de microARN por encargo que representa 235 microARN humanos y la
matriz Affymetrix Gene-Chip HG-U133A 2.0, que representa aproximadamente 13.000 genes que codifican proteinas
humanos.

En un andlisis inicial del conjunto de datos de los inventores, los inventores aplicaron agrupamiento jerarquico no
supervisado para examinar si podia distinguirse la expresion de los microARN y los ARNm entre tumores con PNI y
aquellos sin PNI. El agrupamiento jerarquico a base de la expresiéon global de ARNm no separ6 los casos de PNI de
los casos no PNI (datos no mostrados). Sin embargo, los patrones de expresién de los microARN en estas muestras
produjo dos grupos destacados con distintos perfiles de microARN (Figuras 17A-17B). El grupo n.° 1 contenia todos
los tumores no PNI y un subgrupo de tumores con PNI. El grupo n.° 2 contenia los tumores PNI para los que era
significativamente mas probable que tuvieran una puntuacién de Gleason elevada (= 7) y una extension de la
enfermedad extraprostatica que los tumores en el grupo n.° 1 (P < 0,05, respectivamente; prueba exacta de Fisher
de dos colas).

El analisis de la significacion de los datos de micromatriz revel6 que 19 microARN y 34 genes que codifican proteina
estaban expresados de forma significativamente distinta entre los tumores PNI y los no PNI a una FDR < 10 %. En
este umbral, todos los microARN estaban regulados de forma positiva en los tumores PNI (Figura 23 - Tabla 9),
mientras todos los ARNm tenian una expresion menor en tumores PNI que en tumores no PNI (Figura 24 - Tabla
10).

Este listado de microARN expresados de forma distinta fue exclusivo para la comparaciéon entre tumores PNI y no
PNI en el conjunto de datos de los inventores. Ninguno de estos microARN estaban expresados de forma
significativamente distinta por ya sea el grado o la fase tumoral (FDR < 30 %). De forma opuesta a la comparacién
PNI con respecto a no PNI, solo muy pocos microARN se expresaban de forma significativamente distinta entre
puntuacién de Gleason elevada (puntuacion suma 7-9) y baja (puntuacién suma 5-6), por ejemplo miR-1 estaba
regulado de forma negativa en tumores con puntuacién de Gleason elevada, y entre los confinados en érgano y
aquellos con extension extraprostatica. Entre los genes que codifican proteinas que se expresaban de forma distinta
entre los tumores PNI y no PNI, muchos codifican ya sea metalotioneinas (metalotioneina 1F, 1G, 1H, 1M, 1X, 2A) o
proteinas con emplazamiento mitocondrial (4-aminobutirato aminotransferasa, ferroquelatasa, acil-coenzima A
deshidrogenasa de cadena larga, proteinas ribosémicas mitocondriales L39/S1). También estaba regulado de forma
positiva un subconjunto de estos genes en tumores con una puntuacion de Gleason elevada cuando se comparé con
tumores de puntuacién de Gleason baja (Figuras 19A-19D). No hubo solapamiento con genes que se expresan de
forma distinta segun la fase tumoral.

Validacién de los datos de micromatriz mediante qRT-PCR.
Para la validacion mediante qRT-PCR se eligieron cinco microARN y dos ARNm (Figura 25 - Tabla 11). De forma

consistente con los datos de micromatriz, los inventores encontraron una expresioén significativamente mas elevada
de miR-224, miR-10, miR-125b, miR-30c y miR-100 maduros en tumores PNI cuando se comparé con tumores no

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2600 165 T3

PNI. Los niveles de transcrito de las metalotioneinas 1M y 1F fueron significativamente inferiores en los tumores PNI
cuando se comparé con los tumores no PNI, lo que también es consistente con los datos de micromatriz de los
inventores.

Asociacion de rutas de genes que codifican proteinas que se expresan de forma distinta segun el estado PNI.

Los inventores realizaron un analisis de ruta basandose en los genes anotados en el GOBP (n = 62) cuyo ARNm se
expres6 de forma distinta entre tumores PNI y no PNI a una FDR < 30 %. El analisis revel6 varios procesos
biolégicos que estaban enriquecidos para genes expresados de forma distinta comparando tumores PNI con
tumores no PNI. Los procesos biol6égicos alterados de forma mas significativa incluian el transporte y metabolismo
de acidos organicos (carboxilico)/acidos grasos, aminoacidos y (poli)aminas (Figura 26 - Tabla 12). Ellos también
incluyeron el proceso bioldgico de “neurogénesis”, lo que concuerda con la interaccién conocida entre las células
tumorales y los nervios en la PNI.

Se realiz6 un andlisis de grupo para identificar procesos biolégicos que estan enriquecidos para genes expresados
de forma distinta segun el estado de PNI del tumor (positivo para PNI frente a negativo para PNI), pero no segun
puntuacién de Gleason (puntuacion de Gleason elevada frente a baja), fase patologica (pT3 frente a pT2) o segun la
presencia de extension extraprostatica (si frente a no). Como se muestra mediante un mapa de calor, el analisis
identificd varios procesos biolégicos que estaban enriquecidos de forma exclusiva para genes expresados de forma
distinta al comparar tumores PNI positivos con PNI negativos (Figura 18). Estos procesos biologicos incluian el
metabolismo y transporte de acidos organicos (carboxilico)/acidos grasos, aminoacidos y (poli)Jaminas, como se
describié anteriormente, pero también procesos relacionados con la regulaciébn negativa de la muerte celular
programada.

Expresion de metalotioneina, de receptor de adenovirus y coxsackie y de miR-224, en células cancerosas
perineurales.

Aunque los analisis basados en micromatrices de los inventores indicaron que los tumores PNI y no PNI diferian en
su patron de expresién génica, esta estrategia no es informativa con respecto a la expresion de estos genes en
células cancerosas perineurales y no perineurales. Los inventores utilizaron inmunohistoquimica e hibridacion in situ
para investigar la expresion relativa de dos genes que codifican proteinas, la metalotioneina (metalotioneina-1y -2) y
el receptor de adenovirus y coxsackie (CXADR), y de miR-224 en células cancerosas perineurales y no perineurales.
La inmunohistoquimica se realiz6 en cortes de 14 tumores que contenian zonas representativas para células
cancerosas perineurales y no perineurales. Se realizé hibridacion in situ sobre secciones de 11 tumores.

Se encontré que la metalotioneina, CXADR y miR-224 se expresaban en el epitelio tumoral (Figuras 19A-19D,
Figuras 20A-20D y Figuras 21A-21D). El patron de marcaje para la metalotioneina (epitelial, citoplasmatico,
nuclear) y CXADR (epitelial, en membrana, citoplasmatico) fue consistente con el descrito por otros. Se observé una
expresion mas baja de la metalotioneina y de CXADR en células cancerosas perineurales de 6 tumores (el 43 %)y 7
tumores (el 50 %), respectivamente, cuando se compar6 con células cancerosas no perineurales en los mismos
tejidos (Figuras 19A-19D, Figuras 20A-20D). No se detecté diferencia en los otros tumores con la excepcién de uno
(el 7%) en donde la expresion de la metaloteioneina se puntu6 como mas elevada en células cancerosas
perineurales que en células cancerosas no perineurales. Se observé en 4 tumores (el 36 %) una notoria expresion
aumentada de miR-224 en células cancerosas perineurales (Figuras 21A-21D). No se observo tal diferencia en los
otros 7 tumores, en donde la expresién de miR-224 fue mayoritariamente baja a no detectable en el epitelio tumoral.

DISCUSION DEL EJEMPLO I

Los inventores investigaron los perfiles de expresién génica de tumores PNI y no PNI y encontraron entre ellos
diferencias significativas en la expresion de microARN y de ARNm. Muy sorprendentemente, el analisis de
conglomerados jerarquicos no supervisados a base de la expresion de 235 microARN produjo dos grupos de
tumores principales, uno de los cuales contenia todos los tumores no PNI. Los inventores no consiguieron tal
clasificacion a base de la expresiéon de 13.000 transcritos que codifican proteinas, lo cual esta de acuerdo con otros
estudios que no pudieron encontrar una firma de expresién de ARNm asociada a la invasién local en el cancer de
prostata.

Los hallazgos de los inventores demuestran que la expresion de microARN podria ser una caracteristica mas
distintiva de los tumores PNI, cuando se compara con tumores no PNI, que la expresién de ARNm. Estos hallazgos
son consistentes con informes anteriores que muestran que los perfiles de expresion de microARN pueden ser
superiores a los perfiles de expresion de ARNm en la clasificacién de tumores por linaje del desarrollo y estado de
diferenciacion.

Se encontré que diecinueve microARN se expresaban de forma mas elevada en tumores PNI que en tumores no
PNI. De ellos, miR-10, miR-21 y miR-125b son oncogenes candidatos. Ademas, miR-21 y miR-224 se emplazan en
regiones cromos6micas asociadas a cancer que se encontré que tienen una expresiéon génica aumentada en el
cancer de prostata humano. Se ha descrito una firma de expresién de microARN comun a varios canceres solidos
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humanos, incluyendo cancer de prostata. Los microARN compartidos entre ese estudio y el estudio de firma de PNI
de los inventores son miR-21, miR-24 y miR-30c. Mas notable es, sin embargo, el solapamiento de la firma de PNI
con otras firmas de microARN que se descubrieron en condiciones experimentales.

Se encontr6 que la hipoxia induce miR-24, miR-26, miR-27 y miR-181. Estos microARN también estan regulados de
forma positiva en tumores PNI. Aun mas destacables son las similitudes entre la firma de PNI y una firma de
microARN inducida por inflamacién en pulmones de ratones tratados con LPS. Aqui, LPS indujo a miR-21, miR-27b,
miR-100 y miR-224, entre varios otros microARN. Por lo tanto, la firma de microARN de PNI observada podria ser en
parte el resultado de un entorno proinflamatorio y de hipoxia en la prostata cancerosa.

Para evaluar la posibilidad de efectos confusos por grado y fase tumoral en la firma de PNI, los inventores
compararon el listado de microARN expresados de forma distinta entre tumores PNI y no PNI con los mismos
listados comparando tumores con puntuacién de Gleason elevada con baja y tumores confinados al érgano con
tumores que mostraban extension extraprostatica. Este analisis adicional revel6 que la firma de PNI no estaba
compartida por estos dos contrastes. En cambio, se encontraron solo muy pocos microARN que se expresaban de
forma significativamente distinta por grado y fase tumoral. La naturaleza heterogénea de los tumores de prostata
pudo haber limitado la capacidad de los inventores para encontrar una firma de microARN asociada a estos dos
factores pronésticos. Como alternativa, la firma de PNI podria ser muy distinta y exclusiva para la transicion de no
PNI a PNI y podria implicar de forma especifica la interaccion entre células nerviosas y cancerosas. Esta firma
podria también ser un fenémeno transitorio de células las cancerosas y desaparecer cuando estas células se
diseminan a partir de su emplazamiento perineural. Los inventores analizaron la expresion de miR-224, el microARN
expresado de forma mas distinta segun el estado PNI, en células cancerosas perineurales y no perineurales y
encontraron en un subconjunto de los tumores una expresibn aumentada de este en células cancerosas
perineurales. Aunque no todos los tumores mostraron regulacion positiva de miR-224 en células cancerosas
perineurales, la observacion indica que los mecanismos mediante los que las células cancerosas se adhieren a los
nervios podrian estar implicados en la induccion de miR-224.

El analisis del perfil de expresién de ARNm revelé 34 genes que estaban regulados de forma negativa en tumores
PNI a un umbral de FDR de < 10 %. A pesar de que los inventores observaron genes que estaban expresados de
forma mas elevada en tumores PNI que en tumores no PNI, por ejemplo, CRISP3, PSCA, BMP7 o BCL2, su FDR
elevada los excluy6 del listado de los inventores de genes expresados de forma significativamente distinta. Solo
otros dos estudios, utilizando un modelo de cocultivo de células de céncer de préstata DU-145 con células
neuronales, examinaron el perfil de expresion de ARNm asociado a la PNI. Los estudios descubrieron que los genes
que codifican bystina y Pim-2 estan regulados de forma positiva en la PNI. Los inventores no detectaron un aumento
de los ARNm correspondientes en tumores PNI. Las distintas metodologias podrian explicar algunas de las
diferencias entre los listados de genes generados en los diversos estudios. Ademas, el chip de los inventores no
contenia conjuntos de sondas para el gen que codifica la bystina.

Varios de los 34 genes expresados de forma distinta eran miembros de la familia de genes de la metalotioneina.
Estos genes estan emplazados en un grupo génico en el cromosoma 16q13 y se ha encontrado que en el cancer de
prostata estan regulados de forma negativa por la hipermetilacion del promotor y la disponibilidad de cinc reducida.
Mediante inmunohistoquimica, los inventores pudieron confirmar que en un subconjunto de tumores de préstata la
expresion de la metalotioneina es notablemente mas baja en células cancerosas perineurales cuando se las
compara con células cancerosas no perineurales. La regulacion negativa en la transicion desde un tumor no PNI a
un tumor PNI puede indicar cambios importantes en el metabolismo de los metales de las células cancerosas que
tienen lugar en esta fase de la enfermedad. Varios otros genes en el listado de genes expresados de forma distinta
de los inventores, codifican proteinas con emplazamiento mitocondrial, por ejemplo, 4-aminobutirato
aminotransferasa, ferroquelatasa y acil-coenzima A deshidrogenasa de cadena larga, entre otros. La aminobutirato
aminotransferasa y la acil-coenzima A deshidrogenasa de cadena larga son genes clave en el metabolismo del acido
organico (carboxilico) (por ejemplo, cuerpos cetonicos, acidos grasos) de las células, mientras que la ferroquelatasa
esta implicada en la biosintesis del grupo hemo. Las alteraciones en el metabolismo y en el genoma de la
mitocondria son acontecimientos comunes en la carcinogénesis de prostata. Los datos de los inventores muestran
que algunos de estos cambios pueden producirse en la transicion a un tumor positivo para PNI.

Otros genes que se encontré que estaban regulados de forma negativa en tumores PNI fueron los que codifican la
espermina sintasa, el homélogo del oncogén v-MAF (MAF) y CXDAR. La espermina sintasa es una enzima clave de
la ruta de sintesis de las poliaminas, que cataliza la conversion de espermidina a espermina. Se ha observado una
desregulacion transcripcional de la ruta de la sintesis de las poliaminas en el cancer de préstata. La espermina es un
inhibidor endégeno del crecimiento de células de carcinoma de préstata. Por lo tanto, la regulacion negativa de la
espermina sintasa podria permitir el crecimiento y la supervivencia aumentados de las células de cancer de prostata
en un entorno perineural. MAF es un oncogén en linfomas y mielomas, pero se encontré que es un gen supresor
tumoral candidato en el cancer de prostata. CXADR tiene una funcién crucial en la captacion de adenovirus en
células humanas. Se encontré que este receptor estd regulado de forma negativa en el cancer de prostata
localmente avanzado, cuando se compara con la prostata normal.
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Debido a que es poco probable que los efectos de un Unico gen provoquen PNI, los inventores llevaron a cabo un
analisis de ruta para los genes que codifican proteinas que estaban expresados de forma distinta entre tumores PNI
y tumores no PNI. Este analisis revelé que los procesos biolégicos alterados de forma mas significativa en tumores
PNI, cuando se los comparaba con tumores no PNI, son los que regulan el metabolismo celular y energético. Otros
procesos biolégicos alterados se relacionan con las funciones neuronales, tales como la neurogénesis y la
transmisién del impulso nervioso, y con la regulacién negativa de la muerte celular. Lo ultimo concuerda con
hallazgos anteriores sobre que las células de cancer de préstata, en un emplazamiento perineural, muestran
apoptosis y supervivencia aumentadas.

Los inventores observaron alteraciones significativas en la expresion de microARN y ARNm en la transicién desde
un tumor no PNI a un tumor PNI. El agrupamiento jerarquico no supervisado revelé que los tumores no PNI son mas
distintos de los tumores PNI por su perfil de expresion de microARN que por su perfil de expresion de ARNm.
Ademas, los inventores identificaron diversos genes y procesos biolégicos relacionados con la funcién mitocondrial y
el metabolismo celular que podrian ser funcionalmente significativos en la PNI.

EJEMPLOS DE LOS USOS Y SUS DEFINICIONES

La practica de la presente invencidon empleara, a menos que se indique otra cosa, métodos convencionales de
farmacologia, quimica, bioquimica, técnicas de ADN recombinante e inmunologia, dentro de las habilidades en la
técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Handbook of Experimental
Immunology, Vol. I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell eds., Blackwell Scientific Publications); A. L. Lehninger,
Biochemistry (Worth Publishers, Inc., edicién actual); Sambrook, ef al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22
Edicién, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.).

Como tales, las definiciones en el presente documento se proporcionan para una explicacién adicional y no para
considerarlas como limitativas.

Los articulos “un” y “una” se utilizan en el presente documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, a al
menos uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mas
de un elemento.

Un “marcador” y “biomarcador” es un gen y/o proteina y/o variantes funcionales de los mismos cuyo nivel de
expresion alterado en un tejido o célula con respecto a su nivel de expresion en un tejido o célula normal o sano esta
asociado a un trastorno y/o patologia.

El nivel “normal” de expresién de un marcador es el nivel de expresiéon del marcador en células de un sujeto humano
o paciente no aquejado de un trastorno y/o patologia.

Una “expresion aumentada” o “nivel de expresion significativamente mas elevado” de un marcador se refiere a un
nivel de expresién en una muestra de prueba que es mayor que el error tipico del ensayo empleado para evaluar la
expresion, y en determinadas realizaciones, al menos el doble, y en otras realizaciones, tres, cuatro, cinco o diez
veces el nivel de expresion del marcador en una muestra de control (por ejemplo, muestra procedente de un sujeto
sano que no tiene el marcador asociado al trastorno y/o a la patologia) y en determinadas realizaciones, el nivel de
expresion promedio del marcador en varias muestras de control.

Un “nivel de expresion significativamente mas bajo” de un marcador se refiere a un nivel de expresiéon en una
muestra de control que es al menos el doble, y en determinadas realizaciones, tres, cuatro, cinco o diez veces mas
bajo que el nivel de expresién del marcador en una muestra de control (por ejemplo, muestra procedente de un
sujeto sano que no tiene el marcador asociado a un trastorno y/o patologia) y en determinadas realizaciones, el nivel
de expresion promedio del marcador en varias muestras de control.

Un kit es una fabricacién (por ejemplo un recipiente o envase) que comprende al menos un reactivo, por ejemplo,
una sonda, para detectar de forma especifica la expresion de un marcador. El kit se puede promover, distribuir o
vender como una unidad para la realizacién de métodos de la presente invencién.

“Proteinas” abarca a proteinas marcadoras y sus fragmentos; proteinas marcadoras variantes y sus fragmentos;
péptidos y polipéptidos que comprenden al menos un segmento de 15 aminoacidos de una proteina marcadora o
proteina marcadora variante; y proteinas de fusién que comprenden una proteina marcadora o proteina marcadora
variante, o al menos un segmento de 15 aminoacidos de una proteina marcadora o proteina marcadora variante.

Las composiciones, kits y métodos descritos en el presente documento tienen los siguientes usos no limitativos,
entre otros:

1) evaluar si un sujeto esta aquejado de un trastorno y/o patologia;

2) evaluar la fase de un trastorno y/o patologia en un sujeto;
3) evaluar el grado de un trastorno y/o patologia en un sujeto;
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4) evaluar la naturaleza de un trastorno y/o patologia en un sujeto;

5) evaluar el potencial para desarrollar un trastorno y/o patologia en un sujeto;

6) evaluar el tipo histolégico de células asociadas a un trastorno y/o patologia en un sujeto;

7) fabricar anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o derivados de anticuerpos que sean utiles para tratar un
trastorno y/o patologia en un sujeto;

8) evaluar la presencia de un trastorno y/o patologia en las células de un sujeto;

9) evaluar la eficacia de uno 0 mas compuestos de prueba para inhibir un trastorno y/o patologia en un sujeto;
10) evaluar la eficacia de una terapia para inhibir un trastorno y/o patologia en un sujeto;

11) controlar la evolucién de un trastorno y/o patologia en un sujeto;

12) seleccionar una composicion o terapia para inhibir un trastorno y/o patologia en un sujeto;

13) tratar un sujeto aquejado de un trastorno y/o patologia;

14) inhibir un trastorno y/o patologia en un sujeto;

15) evaluar el potencial nocivo de un compuesto de prueba;y

16) prevenir el inicio de un trastorno y/o patologia en un sujeto en riesgo de ello.

Métodos de cribado

Se pueden crear modelos animales para permitir el cribado de agentes terapéuticos Utiles para tratar o prevenir un
trastorno y/o patologia en un sujeto. Por consiguiente, los métodos son utiles para identificar agentes terapéuticos
para tratar o prevenir un trastorno y/o patologia en un sujeto. Los métodos comprenden administrar un agente
candidato a un modelo animal preparado por los métodos descritos en el presente documento, y evaluar al menos
una respuesta en el modelo animal en comparaciéon con un modelo animal de control al que no se ha administrado el
agente candidato. Si al menos una respuesta es una reduccion de los sintomas o un retraso del inicio, el agente
candidato es un agente para tratar o prevenir la enfermedad.

Los agentes candidatos pueden ser agentes farmacolégicos ya conocidos en la técnica o pueden ser agentes que
anteriormente se desconociera que tuvieran alguna actividad farmacolégica. Los agentes pueden surgir de forma
natural o disefiarse en el laboratorio. Se los puede aislar a partir de microorganismos, animales o plantas, o pueden
producirse de forma recombinante, o sintetizarse mediante cualquier método quimico adecuado. Pueden ser
moléculas pequefias, acidos nucleicos, proteinas, péptidos o peptidomiméticos. En determinadas realizaciones, los
agentes candidatos son compuestos organicos pequefios que tienen un peso molecular de mas de 50 y menos de
aproximadamente 2.500 daltons. Los agentes candidatos comprenden grupos funcionales necesarios para la
interaccion estructural con proteinas. También se encuentran a los agentes candidatos entre biomoléculas
incluyendo, pero sin limitacion: péptidos, sacaridos, acidos grasos, esteroides, purinas, pirimidinas, derivados,
analogos estructurales o combinaciones de los mismos.

Los agentes candidatos se obtienen a partir de una amplia diversidad de fuentes incluyendo bibliotecas de
compuestos sintéticos o naturales. Existen, por ejemplo, numerosos medios disponibles para la sintesis aleatoria y
dirigida de una amplia diversidad de compuestos organicos y biomoléculas, incluyendo la expresion de
oligonucleétidos y oligopéptidos aleatorizados. Como alternativa, estan disponibles o se pueden producir faciimente
bibliotecas de compuestos naturales en la forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales. De forma
adicional, las bibliotecas y compuestos producidos de forma natural o sintética se modifican facilmente a través de
medios quimicos, fisicos y bioquimicos convencionales, y pueden utilizarse para producir bibliotecas combinatorias.
En determinadas realizaciones, los agentes candidatos pueden obtenerse utilizando cualquiera de las numerosas
estrategias en la técnica de los métodos de bibliotecas combinatoriales, incluyendo, como ejemplos no limitativos:
bibliotecas biolégicas; bibliotecas de fase sélida o de fase en solucién paralelas abordables de forma espacial;
métodos de biblioteca sintética que necesitan deconvolucion; el método de biblioteca “un lecho un compuesto”; y
métodos de biblioteca sintéticos utilizando seleccién por cromatografia de afinidad.

En determinadas realizaciones adicionales, determinados agentes farmacologicos pueden someterse a
modificaciones quimicas dirigidas o al azar, tal como la acilacion, la alquilacion, la esterificacion, la amidificacién, etc.
para producir analogos estructurales.

También pueden utilizarse los mismos métodos para identificar agentes terapéuticos para tratar un trastorno y/o
patologia en un sujeto, para validar compuestos/agentes principales generados a partir de estudios in vitro.

El agente candidato puede ser un agente que regule de forma positiva o negativa uno o mas trastornos y/o
patologias en una ruta de respuesta del sujeto. En determinadas realizaciones, el agente candidato puede ser un
antagonista que afecta a tal ruta.

Métodos para tratar un trastomo y/o patologia
Se proporcionan en el presente documento métodos para tratar, inhibir, aliviar o revertir una respuesta de un
trastorno y/o patologia. En los métodos descritos en el presente documento, se administra un agente que interfiere

con una cascada de sefalizacién a un individuo que lo necesite, como tal, pero sin limitacion, a sujetos en quienes
tales complicaciones no son todavia evidentes y los que ya tienen al menos una de tales respuestas.
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En el ejemplo anterior, tal tratamiento es Util para prevenir la aparicion de tal respuesta y/o reducir el grado en el que
se producen. En el ultimo ejemplo, tal tratamiento es util para reducir el grado al que tal respuesta se produce,
prevenir su desarrollo posterior o invertir la respuesta.

En determinadas realizaciones, el agente que interfiere con la cascada de respuestas puede ser un anticuerpo
especifico para tal respuesta.

Expresion de biomarcador (o biomarcadores)

La expresion de un marcador puede inhibirse de varios modos, incluyendo, a modo de ejemplo no limitativo, un
oligonucleétido antisentido que se puede proporcionar a las células de la enfermedad para inhibir la transcripcién, la
traduccién o ambas, del marcador (o marcadores). Como alternativa, se puede proporcionar a la célula un
polinucleétido que codifica un anticuerpo, un derivado de anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une de
forma especifica a una proteina marcadora, y unido operativamente con una regién promotora/reguladora apropiada,
para generar anticuerpos intracelulares que inhibiran la funcién o actividad de la proteina. La expresién y/o funcion
de un marcador también puede inhibirse tratando a la célula de la enfermedad con un anticuerpo, derivado de
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se una de forma especifica a una proteina marcadora. Utilizando los
métodos descritos en el presente documento, se puede cribar diversas moléculas, incluyendo de forma particular
moléculas suficientemente pequefias que tengan la capacidad de cruzar la membrana celular, para identificar
moléculas que inhiban la expresion de un marcador o inhiban la funcién de una proteina marcadora. El compuesto
asi identificado se puede proporcionar a un sujeto para inhibir células de la enfermedad del sujeto.

Se puede utilizar en las composiciones, kits y métodos descritos en el presente documento cualquier marcador o
combinacién de marcadores, asi como cualesquiera marcadores determinados en combinacion con los marcadores.
En general, es conveniente utilizar marcadores para los que la diferencia entre el nivel de expresion del marcador en
células de enfermedad y el nivel de expresion del mismo marcador en células del sistema normal sea tan grande
como sea posible. Aunque esta diferencia puede ser tan pequefia como el limite de deteccién del método para
evaluar la expresion del marcador, es conveniente que la diferencia sea al menos mayor que el error tipico del
método evaluado, y, en determinadas realizaciones, una diferencia de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 100,
500, 1000 veces o mayor que el nivel de expresion del mismo marcador en tejido normal.

Se reconoce que determinadas proteinas marcadoras se secretan al espacio extracelular que rodea las células.
Estos marcadores se utilizan en determinadas realizaciones de las composiciones, kits y métodos, debido al hecho
de que tales proteinas marcadoras pueden detectarse en una muestra de fluido corporal, la cual puede recogerse de
una forma mas facil a partir de un sujeto humano que una muestra de biopsia de tejido. Ademas, las técnicas para la
deteccion in vivo de una proteina marcadora incluyen introducir en un sujeto un anticuerpo marcado dirigido frente a
la proteina. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un marcador radioactivo cuya presencia y
emplazamiento en un sujeto se puede detectar mediante técnicas convencionales de formacién de imagenes.

Para determinar si alguna proteina marcadora particular es una proteina secretada, la proteina marcadora se
expresa en, por ejemplo, una célula de mamifero, tal como una linea celular humana, se recoge fluido extracelular, y
se evalua la presencia o ausencia de la proteina en el fluido extracelular (por ejemplo utilizando un anticuerpo
marcado que se une de forma especifica a la proteina).

Se apreciara que las muestras objeto que contienen tales células pueden utilizarse en los métodos descritos en el
presente documento. En estas realizaciones, el nivel de expresion del marcador se puede evaluar evaluando la
cantidad (por ejemplo, cantidad absoluta o concentracion) del marcador en una muestra. La muestra de células
puede, por supuesto, someterse a diversas técnicas preparativas y de almacenamiento posrecogida (por ejemplo,
extraccion de acidos nucleicos y/o de proteinas, fijacion, almacenamiento, congelacion, ultrafiltracién, concentracion,
evaporacion, centrifugacion, etc.) antes de evaluar la cantidad del marcador en la muestra.

También se apreciara que los marcadores pueden diseminarse desde las células a, por ejemplo, el sistema
respiratorio, sistema digestivo, la circulacién sanguinea y/o los espacios intersticiales. Los marcadores diseminados
pueden analizarse, por ejemplo, examinando el esputo, LBA, suero, plasma, orina, deposiciones, etc.

Pueden utilizarse composiciones, kits y métodos para detectar la expresion de proteinas marcadoras que tengan al
menos una porcion que se presenta en la superficie de las células que las expresan. Por ejemplo, pueden utilizarse
métodos inmunoldgicos para detectar tales proteinas sobre células completas, o pueden utilizarse métodos de
analisis de secuencia basados en ordenador para predecir la presencia de al menos un dominio extracelular (es
decir, que incluya tanto proteinas secretadas como a proteinas que tengan al menos un dominio en la superficie
celular). La expresion de una proteina marcadora que tenga al menos una porciéon que se presente en la superficie
de una célula que la exprese se puede detectar sin necesariamente lisar la célula (por ejemplo, utilizando un
anticuerpo marcado que se une de forma especifica a un dominio de superficie celular de la proteina).

La expresién de un marcador puede evaluarse mediante cualquiera de una amplia diversidad de métodos para la
deteccion de la expresion de un acido nucleico o proteina transcrito. Los ejemplos no limitativos de tales métodos
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incluyen métodos inmunolégicos para la deteccion de proteinas secretadas, de superficie celular, citoplasmaticas o
nucleares, métodos de purificacion de proteinas, ensayos para la funcion o actividad de proteinas, métodos de
hibridacion de acidos nucleicos, métodos de transcripcion inversa de acidos nucleicos y métodos de amplificacion de
acidos nucleicos.

En una realizacion particular, la expresion de un marcador se evalua utilizando un anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo radiomarcado, marcado con cromoéforo, marcado con fluoréforo o marcado con enzima), un derivado de
anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo conjugado con un sustrato o con la proteina o ligando de un pareja proteina-
ligando), o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monocatenario, un dominio hipervariable de un
anticuerpo aislado, etc.) que se una de forma especifica a una proteina marcadora o fragmento de la misma,
incluyendo una proteina marcadora que haya experimentado toda o una parte de la modificacién postraduccional
normal.

En otra realizacion particular, la expresién de un marcador se evalua preparando ARNm/ADNc (es decir, un
polinucleétido transcrito) procedente de células en una muestra objeto, e hibridando el ARNm/ADNc con un
polinucleétido de referencia que sea un complemento de un acido nucleico marcador, o un fragmento del mismo. El
ADNCc puede, de forma opcional, amplificarse utilizando cualquiera de diversos métodos de la reaccién en cadena de
la polimerasa antes de la hibridacién con el polinucleétido de referencia; preferentemente, no se amplifica. La
expresion de uno 0 mas marcadores puede asimismo detectarse utilizando PCR cuantitativa para evaluar el nivel de
expresion del marcador (o marcadores). Como alternativa, pueden utilizarse para detectar la presencia de un
marcador en un sujeto cualquiera de los muchos métodos de deteccién de mutaciones o variantes (por ejemplo,
polimorfismos de un unico nucleoétido, deleciones, etc.) de un marcador.

En una realizaciéon relacionada, una mezcla de polinucleétidos transcritos obtenidos de la muestra se pone en
contacto con un sustrato que tiene fijado a el un polinucleétido complementario a, u homoélogo con, al menos una
porcion (por ejemplo, al menos 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 500, o mas restos de nucleétido) de un acido
nucleico marcador. Si los polinucleétidos complementarios a, u homélogos con, son detectables de forma diferencial
por el sustrato (por ejemplo, detectables utilizando distintos croméforos o fluoréforos, o fijados a distintas posiciones
seleccionadas), entonces se pueden evaluar los niveles de expresion de una pluralidad de marcadores de forma
simultanea utilizando un Unico sustrato (por ejemplo, una micromatriz de “chip de genes” de polinucleétidos fijados
en posiciones seleccionadas). Cuando se utiliza un método para evaluar de expresion de marcadores que implica la
hibridacion de un acido nucleico con otro, es conveniente que la hibridacion se realice en condiciones de hibridacion
rigurosas.

En determinadas realizaciones, los ensayos de biomarcador se pueden realizar utilizando espectrometria de masas
o resonancia de plasmoén superficial. En diversas realizaciones, el método de identificacién de un agente activo
frente a un trastorno y/o patologia en un sujeto puede incluir uno o mas de: a) proporcionar una muestra de células
que contenga uno o mas marcadores o derivados de los mismos; b) preparar un extracto a partir de tales células; c)
mezclar el extracto con una sonda de &cido nucleico marcada que contenga un sitio de unién al marcador; y d)
determinar la formacién de un complejo entre el marcador y la sonda de acido nucleico en presencia o ausencia del
agente de prueba. La etapa de determinacion puede incluir someter dicha mezcla de extracto/sonda de acido
nucleico a un ensayo de cambio de movilidad electroforético.

En determinadas realizaciones, la etapa de determinacion comprende un ensayo seleccionado de un ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA), ensayos basados en fluorescencia y ensayos rendimiento ultraelevado,
por ejemplo, resonancia de plasmon superficial (RPS) o ensayos de espectroscopia de correlacion de fluorescencia
(FCS, siglas del inglés: fluorescence correlation spectroscopy). En tales realizaciones, el sensor de FCS es util para
la observacion directa en tiempo real de las interacciones biomoleculares, dado que la FCS es sensible a diminutos
cambios del indice de refraccion en una superficie metalico-dieléctrica. La FCS es una técnica de superficie que es
sensible a los cambios desde 10° hasta 10 unidades de indice de refraccion (IR) dentro de aproximadamente
200 nm de la interfaz de sensor/muestra de la FCS. Por lo tanto, la espectroscopia de FCS es util para controlar el
crecimiento de peliculas organicas finas depositadas en la capa de deteccion.

Debido a que las composiciones, los kits y los métodos se basan en la deteccion de una diferencia en los niveles de
expresion de uno o mas marcadores, es conveniente que el nivel de expresion del marcador sea significativamente
mayor que el limite de deteccion minimo del método utilizado para evaluar la expresién en al menos una de las
células normales o de las células afectadas por cancer.

Se comprende que mediante cribado de rutina de muestras adicionales del sujeto, utilizando uno o mas de los
marcadores, se entendera que determinados marcadores estan expresados de forma aumentada en células de
diversos tipos, incluyendo un trastorno y/o patologia especifica en un sujeto.

Ademas, como se evalla un gran numero de muestras objeto para la expresién de los marcadores, y los resultados
de los sujetos individuales a partir de los cuales se obtuvieron las muestras estan correlacionados, también se
confirmara que la expresién alterada de determinados marcadores esta fuertemente correlacionada con un trastorno
y/o patologia en un sujeto y que la expresion alterada de otros marcadores esta fuertemente correlacionada con
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otras enfermedades. Las composiciones, los kits y los métodos son, asi, Utiles para caracterizar uno o mas de la
fase, grado, tipo histolégico y naturaleza de un trastorno y/o patologia en un sujeto.

Cuando las composiciones, los kits y los métodos se utilizan para caracterizar uno o mas de la fase, grado, tipo
histolégico y la naturaleza de un trastorno y/o patologia en un sujeto, es conveniente que el marcador o panel de
marcadores se seleccione de tal modo que se obtiene un resultado positivo en al menos aproximadamente el 20 %,
y en determinadas realizaciones, al menos aproximadamente el 40 %, el 60 % o el 80 %, y en sustancialmente todos
los sujetos aquejados de un trastorno y/o patologia de la correspondiente fase, grado, tipo histolégico o naturaleza.
El marcador o panel de marcadores de la invencion puede seleccionarse de modo que se obtiene para la poblacion
general un valor predictivo positivo de mayor que aproximadamente el 10 % (en un ejemplo no limitativo, acoplado
con una especificidad de ensayo mayor del 80 %).

Cuando en las composiciones, los kits y los métodos se utiliza una pluralidad de marcadores, el nivel de expresién
de cada marcador en una muestra del sujeto puede compararse con el nivel normal de expresién de cada uno de la
pluralidad de marcadores en muestras sin trastorno y/o sin enfermedad del mismo tipo, ya sea en una Unica mezcla
de reaccion (es decir utilizando reactivos, tales como distintas sondas fluorescentes, para cada marcador) o en
mezclas de reaccion individuales que corresponden a uno o mas de los marcadores. En una realizaciéon, un nivel
significativamente aumentado de la expresiéon de mas de uno de la pluralidad de marcadores en la muestra, con
respecto a los correspondientes niveles normales, es una indicacion de que el sujeto esta aquejado de un trastorno
y/o patologia. Cuando se utiliza una pluralidad de marcadores, se pueden utilizar 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12, 15, 20, 30 o 50
0 mas marcadores individuales; en determinadas realizaciones, puede ser conveniente el uso de menos
marcadores.

Para maximizar la sensibilidad de las composiciones, los kits y los métodos (es decir, mediante interferencia que se
puede atribuir a las células del sistema de origen en una muestra del sujeto), es conveniente que el marcador
utilizado alli sea un marcador que tenga una distribucion tisular restringida, por ejemplo, que normalmente no se
expresa en un tejido que no sea del sistema.

Se reconoce que las composiciones, los kits y los métodos seran de particular utilidad para sujetos que tengan un
riesgo potenciado de desarrollar un trastorno y/o patologia en un sujeto y para sus consejeros médicos. Los sujetos
reconocidos como que tienen un riesgo potenciado de desarrollar un trastorno y/o enfermedad incluyen, por ejemplo,
sujetos que tienen un historial familiar de tal trastorno o enfermedad.

El nivel de expresion de un marcador en tejido del sistema humano normal se puede evaluar en diversos modos. En
una realizacion, este nivel normal de expresién se evalla evaluando el nivel de expresion del marcador en una parte
de las células del sistema que parecen ser normales, y comparando este nivel normal de expresion con el nivel de
expresion en una parte de las células del sistema que se sospecha que son anémalas. Como alternativa, y en
particular a medida que se hace disponible informacién adicional como resultado de la realizacion de rutina de los
métodos descritos en el presente documento, se pueden utilizar los valores promedio de la poblaciéon para la
expresion normal de los marcadores. En otras realizaciones, el nivel “normal” de expresién de un marcador puede
determinarse evaluando la expresion del marcador en una muestra del sujeto obtenida de un sujeto no aquejado, de
una muestra del sujeto obtenida de un sujeto antes del inicio sospechado de un trastorno y/o patologia en el sujeto,
de muestras objeto archivadas, y similares.

También se proporcionan en el presente documento composiciones, kits y métodos para evaluar la presencia de
células del trastorno y/o de la patologia en una muestra (por ejemplo, una muestra de tejido archivada o una muestra
obtenida de un sujeto). Estas composiciones, kits y métodos son sustancialmente los mismos que los descritos
anteriormente, excepto que, cuando es necesario, las composiciones, los kits y los métodos se adaptan para su uso
con muestras que no sean las muestras objeto. Por ejemplo, cuando la muestra a utilizar es una muestra de tejido
humano parafinada archivada, puede ser necesario ajustar la proporcion de compuestos en una composicion, en los
kits o los métodos utilizados para evaluar los niveles de expresion del marcador en una muestra.

Kits y reactivos

Los kits son utiles para evaluar la presencia de células de la enfermedad (por ejemplo en una muestra tal como una
muestra del sujeto). El kit comprende una pluralidad de reactivos, cada uno de los cuales tiene la capacidad de
unirse de forma especifica a un acido nucleico o proteina marcadores. Los reactivos adecuados para la unién con
una proteina marcadora incluyen anticuerpos, derivados de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y similares. Los
reactivos adecuados para la uniéon con un acido nucleico marcador (por ejemplo, un ADN genémico, un ARNm, un
ARNm cortado y empalmado, un ADNc, o similares) incluyen acidos nucleicos complementarios. Por ejemplo, los
reactivos de acido nucleico pueden incluir oligonucleétidos (marcados o no marcados) fijados a un sustrato,
oligonucleétidos marcados no unidos a un sustrato, parejas de cebadores para PCR, sondas de baliza molecular, y
similares.

Los kits pueden comprender de forma opcional componentes adicionales Utiles para realizar los métodos descritos
en el presente documento. A modo de ejemplo, el kit puede comprender liquidos (por ejemplo tampén SSC)
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adecuados para aparear acidos nucleicos complementarios o para unir un anticuerpo con una proteina con la que se
une especificamente, uno o0 mas compartimentos de muestras, un material instructivo que describe la realizacion del
método, una muestra de células de sistema normal, una muestra de células de la enfermedad relacionada con el
cancer y similares.

Métodos de produccion de anticuerpos

También se proporciona en el presente documento un método de fabricacién de un hibridoma aislado que produce
un anticuerpo util para evaluar si un sujeto esta aquejado de un trastorno y/o patologia. En este método, se sintetiza
o aisla una proteina o péptido que comprende la totalidad o un segmento de una proteina marcadora (por ejemplo,
mediante purificacion a partir de una célula en la que se expresa o mediante transcripcién y traduccion de un acido
nucleico que codifica la proteina o péptido in vivo o in vitro). Utilizando la proteina o el péptido se inmuniza un
vertebrado, por ejemplo, un mamifero tal como un ratéon, rata, conejo u oveja. El vertebrado puede, de forma
opcional (y de forma preferente) inmunizarse al menos una vez adicional con la proteina o péptido, de modo que el
vertebrado presente una respuesta inmunitaria robusta para la proteina o el péptido. Se aislan esplenocitos a partir
del vertebrado inmunizado y se fusionan con una linea celular inmortalizada para formar hibridomas, utilizando
cualquiera de diversos métodos. Después, los hibridomas formados de esta manera, se criban utilizando métodos
convencionales para identificar uno o mas hibridomas que producen un anticuerpo que se une de forma especifica a
la proteina marcadora o a un fragmento de la misma. También se proporcionan en el presente documento
hibridomas fabricados mediante este método y los anticuerpos fabricados utilizando tales hibridomas.

Métodos para la evaluacion de la eficacia

También se proporciona en el presente documento un método para evaluar la eficacia de un compuesto de prueba
para inhibir las células de la enfermedad. Como se describié anteriormente, las diferencias en el nivel de expresion
de los marcadores correlacionan con el estado anémalo de las células del sujeto. Aunque se reconoce que los
cambios en los niveles de expresion de determinados marcadores probablemente son el resultado del estado
andémalo de tales células, se reconoce asimismo que los cambios en los niveles de expresion de otro de los
marcadores inducen, mantienen y promueven el estado anomalo de esas células. Por lo tanto, los compuestos que
inhiben un trastorno y/o patologia en un sujeto provocardn que el nivel de expresién de uno o mas de los
marcadores cambie a un nivel mas cercano al nivel normal de expresion para ese marcador (es decir, el nivel de
expresion para el marcador en células normales).

Por lo tanto, este método comprende comparar la expresion de un marcador en una primera muestra de células
mantenida en presencia del compuesto de prueba y la expresion del marcador en una segunda muestra de células
mantenida en ausencia del compuesto de prueba. Una expresion significativamente reducida de un marcador en
presencia del compuesto de prueba es una indicacién de que el compuesto de prueba inhibe una enfermedad
relacionada. Las muestras de células pueden, por ejemplo, ser alicuotas de una muestra unica de células normales
obtenida de un sujeto, muestras agrupadas de células normales obtenidas de un sujeto, células de una linea celular
normal, alicuotas de una muestra Unica de células de una enfermedad relacionada obtenida de un sujeto, muestras
agrupadas de células de una enfermedad relacionada obtenida de un sujeto, células de una linea celular de una
enfermedad relacionada, o similar.

En una realizacion, las muestras son células de una enfermedad relacionadas con el cancer obtenida de un sujeto, y
se prueba una pluralidad de compuestos que se cree que son eficaces para inhibir diversas enfermedades
relacionados con el cancer para identificar el compuesto que es probable que mejor inhiba la enfermedad
relacionada con el cancer en el sujeto.

Asimismo, este método puede utilizarse para evaluar la eficacia de una terapia para inhibir en un sujeto una
enfermedad relacionada. En este método se evalua el nivel de expresion de uno o mas marcadores en una pareja
de muestras (una sometida a la terapia, la otra no sometida a la terapia). Como con el método de evaluacion de la
eficacia de los compuestos de prueba, si la terapia induce un nivel significativamente mas bajo de la expresion de un
marcador, entonces la terapia es eficaz para inhibir una enfermedad relacionada con el cancer. Como anteriormente,
si se utilizan en este método las muestras procedentes de un sujeto seleccionado, después se pueden evaluar
terapias alternativas in vitro para seleccionar una terapia que sea mas probablemente eficaz para inhibir una
enfermedad relacionada con el cancer en el sujeto.

Como se describe en el presente documento, el estado de las células humanas se correlaciona con cambios en los
niveles de expresion de los marcadores. También se proporciona un método para evaluar el potencial nocivo de un
compuesto de prueba. Este método comprende mantener alicuotas separadas de células humanas en presencia y
ausencia del compuesto de prueba. Se compara la expresién de un marcador en cada una de las alicuotas. Un nivel
de expresion de un marcador significativamente mas elevado en la alicuota mantenida en presencia del compuesto
de prueba (con respecto a la alicuota mantenida en ausencia del compuesto de prueba) es una indicacion de que el
compuesto de prueba posee un potencial nocivo. Se puede evaluar el potencial nocivo relativo de diversos
compuestos de prueba comparando el grado de potenciacion o inhibicion del nivel de expresién de los marcadores
relevantes, comparando el numero de marcadores para los que el nivel de expresion esta potenciado o inhibido, o
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comparando ambos. En las siguientes subsecciones se describen adicionalmente diversos aspectos.
Proteinas aisladas y anticuerpos

Un aspecto esta relacionado con proteinas marcadoras aisladas y porciones biolégicamente activas de las mismas,
asi como a fragmentos de polipéptido adecuados para su uso como inmunogénicos para originar anticuerpos
dirigidos frente a una proteina marcadora o un fragmento de la misma. En una realizacion, la proteina marcadora
nativa se puede aislar a partir de fuentes de células o tejidos mediante un esquema de purificacion apropiado,
utilizando técnicas de purificacion de proteinas convencionales. En otra realizacion, se produce mediante técnicas
de ADN recombinante una proteina o péptido que comprenden la proteina marcadora entera o un segmento. Como
alternativa a la expresién recombinante, tal proteina o péptido se puede sintetizar de forma quimica utilizando
técnicas de sintesis de péptidos convencionales.

Una proteina, o porciéon biologicamente activa de la misma, “aislada” o “purificada”, estd sustancialmente libre de
material celular o de otras proteinas contaminantes procedentes de la fuente de células o tejidos a partir de la cual la
proteina se obtiene, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se la
sintetiza de forma quimica. La frase “sustancialmente libre de material celular”’ incluye a preparaciones de proteina
en las que la proteina se separa a partir de componentes celulares de las células de las que se aisla o de las que se
produce de forma recombinante. Por lo tanto, la proteina que esta sustancialmente libre de material celular incluye
preparaciones de proteina que tienen menos de aproximadamente el 30 %, el 20 %, el 10 % o el 5 % (en peso seco)
de proteina heteréloga (también denominada en el presente documento como una “proteina contaminante”).

Cuando la proteina o porcién biolégicamente activa de la misma se produce de forma recombinante, también esta
preferentemente sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de
aproximadamente el 20 %, el 10 % o el 5 % del volumen de la preparacion de proteina. Cuando la proteina se
produce mediante sintesis quimica esta preferentemente sustancialmente libre de precursores quimicos o de otros
productos quimicos, es decir, estd separada de precursores quimicos u otros productos quimicos que estan
implicados en la sintesis de la proteina. Por consiguiente, tales preparaciones de la proteina tienen menos de
aproximadamente el 30 %, el 20 %, el 10 %, el 5 % (en peso seco) de precursores o productos quimicos que no son
el polipéptido de interés.

Las porciones biolégicamente activas de una proteina marcadora incluyen polipéptidos que comprenden secuencias
de aminoacidos suficientemente idénticas a, u obtenidas de, la secuencia de aminoacidos de la proteina marcadora,
que incluyen menos aminoacidos que la proteina de longitud completa, y presentan al menos una actividad de la
correspondiente proteina de longitud completa. Normalmente, las porciones biolégicamente activas comprenden un
dominio o motivo con al menos una actividad de la correspondiente proteina de longitud completa. Una porcién
biolégicamente activa de una proteina marcadora puede ser un polipéptido que sea, por ejemplo, de 10, 25, 50, 100
0 mas aminoacidos de longitud. Ademas, se pueden preparar mediante técnicas recombinantes y evaluar para una o
mas de las actividades funcionales de la forma nativa de la proteina marcadora, otras porciones biol6gicamente
activas en las que estan delecionadas otras regiones de la proteina marcadora. En determinadas realizaciones, las
proteinas utiles son sustancialmente idénticas (por ejemplo, al menos aproximadamente el 40 %, y en determinadas
realizaciones, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 %, el 95 % o el 99 %) a una de estas secuencias y conservan
la actividad funcional de la correspondiente proteina marcadora de origen natural, aunque difieren en la secuencia
de aminoacidos debido a la variacion alélica natural o a la mutagénesis.

Ademas, pueden utilizarse bibliotecas de segmentos de una proteina marcadora para generar una poblacién
variegada de polipéptidos para el cribado y la posterior seleccién de proteinas marcadoras variantes o segmentos de
las mismas.

Medicina predictiva

También se proporcionan en el presente documento los usos de los modelos animales y marcadores en el campo de
la medicina predictiva, en la que se utilizan ensayos de diagnéstico, ensayos prondsticos, farmacogenémica y
ensayos clinicos de control para fines pronésticos (predictivos), para tratar de este modo a un individuo de forma
profilactica. Por consiguiente, también se proporcionan en el presente documento ensayos diagndsticos para
determinar el nivel de expresién de una o mas proteinas o acidos nucleicos marcadores, para determinar si un
individuo esta en riesgo de desarrollar un trastorno y/o enfermedad particular. Tales ensayos se pueden utilizar para
fines prondsticos o predictivos, para tratar de este modo de forma profilactica a un individuo antes del inicio del
trastorno y/o enfermedad.

En otro aspecto, los métodos son utiles al menos para el cribado periédico del mismo individuo para ver si ese
individuo se ha expuesto a productos quimicos o toxinas que cambian los patrones de expresién de él o ella.

Todavia otro aspecto esta relacionado con el control de la influencia de agentes (por ejemplo, farmacos u otros

compuestos) administrados, ya sea para inhibir un trastorno y/o enfermedad o para tratar o prevenir cualquier otro
trastorno (por ejemplo, para comprender cualquiera de los efectos del sistema que tal tratamiento puede tener),
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sobre la expresion o actividad de un marcador en ensayos clinicos.
Composiciones farmacéuticas

Los compuestos pueden estar en una formulacion en un transportador farmacéutico adecuado para la administracion
por via tépica, via local o via sistémica. Remington’s Pharmaceutical Sciences, 152 Edicion por E. W. Martin (Mark
Publishing Company, 1975), divulga transportadores y métodos de preparacion tipicos. También, los compuestos
pueden estar encapsulados en microcapsulas, microparticulas o microesferas biocompatibles adecuadas formadas
de polimeros biodegradables o no biodegradables, o de proteinas o liposomas para dirigirse a células. Tales
sistemas son bien conocidos para los expertos en la materia y pueden optimizarse para su uso con el acido nucleico
apropiado.

Se describen diversos métodos para la entrega de acido nucleico, por ejemplo en Sambrook et al., 1989, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York; y Ausubel et al., 1994, Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York. Tales sistemas de entrega de acidos nucleicos comprenden al
acido nucleico deseado, a modo de ejemplo y no como limitaciéon, ya sea en forma “desnuda” o como un acido
nucleico “desnudo”, o formulado en un vehiculo adecuado para su entrega, tal como en un complejo con una
molécula catidénica o un lipido que forma liposomas, o como un componente de un vector, 0 un componente de una
composicion farmacéutica. El sistema de entrega de acidos nucleicos se puede proporcionar a la célula ya sea de
forma directa, tal como poniéndolo en contacto con la célula, o de forma indirecta, tal como a través de la accion de
cualquier proceso biolégico.

Las formulaciones para la administracion tépica pueden incluir pomadas, lociones, cremas, geles, gotas,
supositorios, aerosoles, liquidos y polvos. Segun se desee, pueden utilizarse transportadores farmacéuticos
convencionales, bases acuosas, en polvo u oleosas, 0 espesantes.

Las formulaciones adecuadas para la administracién parenteral, tales como, por ejemplo, mediante las vias
intrarticular (en las articulaciones), intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal y subcutanea, incluyen
soluciones de inyeccion isotonicas estériles acuosas y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos y solutos que hagan a la formulacion isoténica con la sangre del destinatario previsto, y
suspensiones, soluciones o emulsiones acuosas y no acuosas estériles que pueden incluir agentes de suspension,
solubilizadores, agentes espesantes, agentes de dispersion, estabilizadores y conservantes. Las formulaciones para
inyeccion pueden presentarse en formas farmacéuticas unitarias, por ejemplo, en ampollas o en envases de
multidosis, con un conservante afadido. Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente los diversos
parametros para preparar y formulas las composiciones sin recurrir excesiva a experimentacion. Los compuestos
pueden utilizarse solos o en combinacion con otros compuestos adecuados.

En general, los métodos para administrar compuestos, incluyendo acidos nucleicos, son bien conocidos en la
técnica. En particular, las vias de administracién ya en uso para las terapias de acido nucleico, junto con las
formulaciones de uso actual, proporcionan vias preferentes de administracion, y la formulacion para los acidos
nucleicos seleccionados dependera, por supuesto, de factores tales como la formulacién particular, la gravedad del
estado del sujeto a tratar, y la dosificacion necesaria para la eficacia terapéutica. Como se utiliza en general en el
presente documento, una “cantidad eficaz” es la cantidad que tiene la capacidad de tratar uno o mas sintomas del
trastorno, de revertir la evolucion de uno o mas sintomas del trastorno, de detener la evoluciéon de uno o mas
sintomas del trastorno o de prevenir la aparicién de uno o mas sintomas del trastorno en un sujeto al que se
administra la formulacion, en comparacién con un sujeto emparejado que no recibe el compuesto. Las cantidades
eficaces reales del compuesto pueden variar de acuerdo con el compuesto especifico y la combinacién del mismo a
utilizar, la composicién particular formulada, el modo de administracion, y la edad, el peso, el estado del individuo y
la gravedad de los sintomas o de la afeccién a tratar.

Puede utilizarse para administrar una formulacién al sujeto cualquier método aceptable conocido para alguien con la
experiencia habitual en la técnica. La administracion ser localizada (es decir, en una region, sistema fisiologico,
tejido, érgano o tipo celular particular) o puede ser sistémica, dependiendo de la afeccién a tratar.

Farmacogenémica

Los marcadores también son utiles como marcadores farmacogenomicos. Como se utiliza en el presente
documento, un “marcador farmacogendomico” es un marcador bioquimico objetivo cuyo nivel de expresiéon
correlaciona con una respuesta o susceptibilidad farmacologica clinica concreta en un sujeto. La presencia o la
cantidad de la expresiéon del marcador farmacogenomico se relaciona con la respuesta predicha del sujeto, y de
forma mas particular el tumor del sujeto, a la terapia con un farmaco concreto o una clase de farmacos. Evaluando la
presencia o cantidad de la expresion de uno o mas marcadores farmacogenémicos en un sujeto, se puede
seleccionar una terapia farmacolégica que sea mas apropiada para el sujeto, o que se predice que tenga un mayor
grado de éxito.
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Ensayos clinicos de control

El control de incidencia de los agentes (por ejemplo, compuestos farmacoldgicos) sobre el nivel de expresion de un
marcador puede aplicarse no solo en el cribado farmacolégico basico, sino también en los ensayos clinicos. Por
ejemplo, la eficacia de un agente para afectar la expresion del marcador se puede controlar en ensayos clinicos de
sujetos que reciben tratamiento para una enfermedad relacionada con el cancer.

En una realizacion no limitativa, la presente invenciéon proporciona un método para controlar la eficacia del
tratamiento de un sujeto con un agente (por ejemplo un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido,
acido nucleico, molécula pequefia u otro farmaco candidato) que comprende las etapas de:

i) obtener de un sujeto una muestra de preadministracién antes de la administracion del agente;

i) detectar en la muestra de preadministracion el nivel de expresion de uno o mas marcadores seleccionados;

iii) obtener una 0 mas muestras posadministracién del sujeto;

iv) detectar el nivel de expresiéon del marcador (o marcadores) en las muestras posadministracion;

v) comparar el nivel de expresion del marcador (0o marcadores) en la muestra de preadministracion con el nivel
de expresion del marcador (o marcadores) en la muestra o0 muestras de posadministracion; y

vi) modificar por consiguiente la administracién del agente al sujeto.

Por ejemplo, la expresion aumentada del gen marcador (0 genes marcadores) durante el transcurso del tratamiento
puede indicar una dosificacién ineficaz y la conveniencia de aumentar la dosificacién. Por el contrario, la expresion
disminuida del gen marcador (o genes marcadores) puede indicar un tratamiento eficaz o la no necesidad de
cambiar la dosificacion.

Medios legibles mediante aparatos electrénicos, sistemas, matrices y métodos para el uso de los mismos

Como se utiliza en el presente documento, “medios legibles mediante aparatos electronicos” se refiere a cualquier
medio adecuado para almacenar, guardar y contener datos o informacién que puedan leerse y a los que se pueda
acceder de forma directa mediante un aparato electrénico. Tales medios pueden incluir, pero sin limitacion: medios
de almacenamiento magnético, tales como discos flexibles, un medio de almacenamiento en disco duro y cinta
magnética; medios de almacenamiento 6ptico tales como un disco compactos; medios de almacenamiento
electronico tales como RAM, ROM, EPROM, EEPROM vy similares; y en general discos duros e hibridos de estas
categorias, tales como medios de almacenamiento magnético/optico. EI medio se adapta o configura para tener
registrado en él un marcador como se describe en el presente documento.

Como se utiliza en el presente documento, la expresiéon “aparato electrénico” se pretende que incluya cualquier
aparato de computacion o de procesamiento adecuado, u otro dispositivo configurado o adaptado para almacenar
datos o informacion. Los ejemplos de aparatos electronicos adecuados para su uso con la presente invencién
incluyen aparatos de computacién autonomos; redes, incluyendo una red de area local (LAN), una red de area
amplia (WAN), Internet, Intranet y Extranet; aparatos electronicos tales como asistentes personales digitales (PDA),
teléfono mévil, localizador y similar; y sistemas de procesamiento locales y distribuidos.

Como se utiliza en el presente documento, “registrado” se refiere a un proceso para el almacenamiento o la
codificacion de informacién en el medio legible por aparatos electronicos. Los expertos en la materia pueden adoptar
facilmente cualquier método para el registro de informacién en el medio para generar materiales que comprendan
los marcadores descritos en el presente documento.

Pueden utilizarse diversos programas informaticos y de formatos para almacenar la informaciéon del marcador de la
presente invencion en el medio legible por aparatos electronicos. Puede emplearse para obtener o crear un medio
que tenga registrado en él a los marcadores cualquier cantidad de formatos de estructuraciéon de un procesador de
datos (por ejemplo, un archivo de texto o una base de datos). Proporcionando los marcadores en una forma legible,
se puede acceder de forma rutinaria a la informacion de la secuencia del marcador para diversos fines. Por ejemplo,
un experto en la materia puede utilizar las secuencias de nucle6tidos o aminoacidos en una forma legible para
comparar una secuencia diana o un motivo estructural diana con la informacién de la secuencia almacenada en los
medios de almacenamiento de datos. Para identificar fragmentos o regiones de las secuencias que coincidan con
una secuencia diana o motivo diana particular se utilizan medios de busqueda.

Por lo tanto, también se proporciona en el presente documento un medio para contener instrucciones para realizar
un método para determinar si un sujeto tiene una enfermedad relacionada con el cancer o una predisposicion para
una enfermedad relacionada con el cancer, en el que el método comprende las etapas de determinar la presencia o
ausencia de un marcador y, a base de la presencia o ausencia del marcador, determinar si el sujeto tiene una
enfermedad relacionada con el cancer o una predisposicién a una enfermedad relacionada con el cancer, y/o
recomendar un tratamiento particular para una enfermedad relacionada con el cancer o una afeccién relacionada
con pre cancer.
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También se proporciona en el presente documento un sistema electronico y/o en una red, un método para
determinar si un sujeto tiene una enfermedad relacionada con el cancer o una predisposicion a una enfermedad
relacionada con el cancer asociada a un marcador, en el que el método comprende las etapas de determinar la
presencia o ausencia del marcador, y a base de la presencia o ausencia del marcador, determinar si el sujeto tiene
un trastorno y/o enfermedad particular o una predisposicion a tal trastorno y/o enfermedad, y/o recomendar un
tratamiento particular para tal enfermedad o trastorno y/o tal afeccién relacionada con pre cancer. El método puede
comprender adicionalmente la etapa de recibir informacién fenotipica asociada al sujeto y/o adquirir de una red
informacién fenotipica asociada al sujeto.

También se proporciona en el presente documento una red, un método para determinar si un sujeto tiene un
trastorno y/o enfermedad o una predisposicion a un trastorno y/o enfermedad asociada a un marcador,
comprendiendo el método las etapas de recibir informaciéon asociada al marcador, recibir informacion fenotipica
asociada al sujeto, adquirir informacion procedente de la red correspondiente al marcador y/o trastorno y/o
enfermedad, y a base de una o mas de la informacién fenotipica, el marcador y la informacion adquirida, determinar
si el sujeto tiene un trastorno y/o enfermedad o una predisposicion al mismo. El método puede adicionalmente
comprender la etapa de recomendar un tratamiento particular para el trastorno y/o enfermedad o predisposicién al
mismo.

También se proporciona en el presente documento un método comercial para determinar si un sujeto tiene un
trastorno y/o enfermedad o una predisposiciéon al mismo, comprendiendo el método las etapas de recibir informacion
asociada al marcador, recibir informacion fenotipica asociada al sujeto, adquirir informacion procedente de la red
correspondiente al marcador y/o a un trastorno y/o enfermedad, y a base de uno o mas de la informacion fenotipica,
el marcador y la informacién adquirida, determinar si el sujeto tiene un trastorno y/o enfermedad o una
predisposicion al mismo. El método puede comprender adicionalmente la etapa de recomendar un tratamiento
particular para esto.

También se proporciona en el presente documento una matriz que puede utilizarse para ensayar la expresion de uno
0 mas genes en la matriz. En una realizacion, la matriz puede utilizarse para ensayar la expresion de genes en un
tejido para determinar la especificidad de tejido de los genes en la matriz. De esta manera, se puede ensayar de
forma simultanea la expresion de hasta aproximadamente 7000 o mas genes. Esto permite desarrollar un perfil que
muestre una bateria de genes expresados de forma especifica en uno o mas tejidos.

Ademas de tal determinacion cualitativa se proporciona en el presente documento la cuantificacion de la expresion
de genes. Por lo tanto, se puede determinar no solo la especificidad de tejido sino también el nivel de expresién de
una bateria de genes en el tejido. Por lo tanto, se pueden agrupar genes a base de su expresion en tejido per sey el
nivel de expresion en ese tejido. Esto es util, por ejemplo, en la determinacién de la relacion de la expresion de
genes entre tejidos. Por lo tanto, se puede perturbar un tejido y se puede determinar el efecto sobre la expresion de
genes en un segundo tejido. En este contexto, puede determinarse el efecto de un tipo celular sobre otro tipo celular
en respuesta a un estimulo biolégico.

Tal determinacion es util, por ejemplo, para conocer el efecto de la interaccion célula-célula al nivel de la expresion
de genes. Si un agente se administra de forma terapéutica para tratar un tipo celular pero tiene un efecto no
deseado sobre otro tipo celular, el método proporciona un ensayo para determinar la base molecular del efecto no
deseado, y proporciona asi la oportunidad de coadministrar un agente contrarrestante o tratar de otro modo el efecto
no deseado. De forma similar, incluso en un Unico tipo celular se pueden determinar a nivel molecular los efectos
biolégicos no deseados. Por lo tanto, se pueden determinar y contrarrestar los efectos de un agente sobre la
expresion de otro gen que no sea el gen diana.

En otra realizacién, la matriz puede utilizarse para controlar el curso temporal de la expresiéon de uno 0 mas genes
en la matriz. Esto puede producirse en diversos contextos biolégicos, como se divulga en el presente documento,
por ejemplo en la evolucién de un trastorno y/o enfermedad, en la evolucion del mismo, y en procesos tales como la
transformacion celular asociada a ellos.

Ademas, la matriz es util para determinar el efecto de la expresion de un gen o de la expresion de otros genes en la
misma célula o en células distintas. Esto permite, por ejemplo, la seleccién de dianas moleculares alternas para la
intervencion terapéutica si no puede regularse la diana definitiva o de aguas abajo.

La matriz también es util para determinar los patrones de expresién diferencial de uno o mas genes en células
normales o anémalas. Esto proporciona una bateria de genes que podria servir como una diana molecular para el
diagnaéstico o la intervencion terapéutica.

Marcadores indirectos

Los marcadores pueden servir como marcadores indirectos de uno o mas trastornos o patologias, o de afecciones

que conduzcan a los mismos. Como se utiliza en el presente documento, un “marcador indirecto” es un marcador
bioquimico objetivo que correlaciona con la ausencia o presencia de una enfermedad o trastorno, o con la evolucion
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de una enfermedad o trastorno. La presencia o cantidad de tales marcadores es independiente de la enfermedad.
Por lo tanto, estos marcadores pueden servir para indicar si el curso particular del tratamiento es eficaz para atenuar
una patologia o trastorno. Los marcadores indirectos son de uso particular cuando la presencia o grado de la
patologia o trastorno es dificil de evaluar a través de las metodologias convencionales, o cuando se desea una
evaluacion de la evolucién de la enfermedad antes de alcanzar un punto final clinico potencialmente peligroso.

Los marcadores también son Utiles como marcadores farmacodinamicos. Como se utiliza en el presente documento,
un “marcador farmacodinamico” es un marcador bioquimico objetivo que correlaciona de forma especifica con los
efectos farmacolégicos. La presencia o cantidad de un marcador farmacodinamico no esta relacionada con la
patologia o trastorno para la que el farmaco se esta administrado; por lo tanto, la presencia o cantidad del marcador
es indicativa de la presencia o actividad del farmaco en un sujeto. Por ejemplo, un marcador farmacodinamico puede
ser indicativo de la concentracién del farmaco en un tejido biolégico, en el aspecto que el marcador se expresa o
transcribe o que no se expresa o transcribe en ese tejido en relacién con el nivel del farmaco. De este modo,
mediante el marcador farmacodinamico se puede controlar la distribucién o la captacién del farmaco. De modo
similar, la presencia o cantidad del marcador farmacodinamico puede estar relacionada con la presencia o cantidad
del producto metabdlico de un farmaco, de modo que la presencia o cantidad del marcador es indicativa de la tasa
de degradacién relativa del farmaco in vivo.

Los marcadores farmacodinamicos son de uso particular en el aumento de la sensibilidad de deteccion de los
efectos del farmaco, en particular cuando el farmaco se administra a dosis bajas. Debido a que incluso pequefias
cantidades de un farmaco pueden ser suficientes para activar multiples ciclos de transcripcién o expresiéon del
marcador, el marcador amplificado puede estar en una cantidad que se puede detectar mas facilmente que el propio
farmaco. Ademas, el marcador puede detectarse de forma mas facil debido a la naturaleza del propio marcador; por
ejemplo, utilizando los métodos descritos en el presente documento, para un marcador proteico pueden emplearse
anticuerpos en un sistema de deteccion inmunobasado, o para detectar un marcador de ARNm pueden utilizarse
sondas radiomarcadas especificas para el marcador. Ademas, el uso de un marcador farmacodinamico puede
ofrecer la prediccién basada en el mecanismo del riesgo debido al tratamiento farmacolégico mas alla del intervalo
de las posibles observaciones directas.

Protocolos de prueba

El método de analisis para un trastorno y/o enfermedad puede comprender, por ejemplo, medir a lo largo del tiempo
el nivel de expresién de cada gen marcador en una muestra biologica procedente de un sujeto y comparar el nivel
con el del gen marcador en una muestra biolégica de control.

Cuando el gen marcador es uno de los genes descritos en el presente documento y el nivel de expresion se expresa
de forma diferencial (por ejemplo, mayor o menor que el del control), se juzga que el sujeto esta afectado de un
trastorno y/o enfermedad. Cuando el nivel de expresion del gen marcador cae dentro del intervalo aceptable, es
improbable que el sujeto esté afectado del mismo.

Para comparar los niveles de expresion el valor convencional para el control puede predeterminarse midiendo el
nivel de expresion del gen marcador en el control. Por ejemplo, el valor convencional puede determinarse a base del
nivel de expresion en el control del gen marcador anteriormente mencionado. Por ejemplo, en determinadas
realizaciones, el intervalo aceptable se toma como mas +2 D.T. a base del valor convencional. Una vez que se
determina el valor convencional, puede realizarse el método de analisis midiendo solo el nivel de expresién en una
muestra biolégica procedente de un sujeto y comparando el valor con el valor convencional determinado para el
control.

Los niveles de expresion de genes marcadores incluyen la transcripcion a ARNm de los genes marcadores, y la
traduccion a proteinas. Por lo tanto, un método de analisis para un trastorno y/o enfermedad se realiza a base de la
comparaciéon de la intensidad de la expresion del ARNm correspondiente a los genes marcadores, o el nivel de
expresion de proteinas que codifican los genes marcadores.

La medicion de los niveles de expresion de los genes marcadores en el andlisis de un trastorno y/o enfermedad se
puede llevar a cabo de acuerdo con diversos métodos de analisis de genes. De forma concreta, uno puede utilizar,
por ejemplo, una técnica de hibridacion que utiliza como sondas acidos nucleicos que hibridan con estos genes, o
una técnica de amplificacién de genes utilizando como cebadores ADN que hibrida con los genes marcadores.

Las sondas o cebadores utilizados para el analisis pueden disefiarse a base de las secuencias de nucleétidos de los
genes marcadores. Los numeros de identificacion para las secuencias de nucleétidos de los respectivos genes
marcadores se describen en el presente documento.

Adicionalmente, debe comprenderse que con una frecuencia elevada los genes de animales superiores en general
acompafan polimorfismos. Existen también muchas moléculas que producen isoformas que comprenden
secuencias de aminoacidos mutuamente distintas durante el proceso de corte y empalme. Esté incluido en los genes
marcadores cualquier gen asociado a una enfermedad relacionada con el cancer que tenga una actividad similar a la
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de un gen marcador, incluso si tiene diferencias en la secuencia de nucleétidos debidas al polimorfismo o si es una
isoforma.

También debe comprenderse que los genes marcadores pueden incluir homoélogos de otras especies ademas de los
humanos. Por lo tanto, a menos que se especifique otra cosa, la expresion “gen marcador” se refiere a un homélogo
del gen marcador exclusivo para la especie o0 a un gen marcador extrafio que se ha introducido en un individuo.

Ademas, debe comprenderse que un “homélogo de un gen marcador” se refiere a un gen obtenido de especies que
no sean el ser humano, que pueda hibridar como una sonda con un gen marcador humano en condiciones
rigurosas. Tales condiciones rigurosas son conocidas para un experto en la materia, quien puede seleccionar una
condicion apropiada para producir una rigurosidad equivalente de forma experimental o empirica.

Puede utilizarse como un cebador o sonda un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleé6tidos de un gen
marcador, o una secuencia de nucleétidos que es complementaria a la cadena complementaria de la secuencia de
nucleo6tidos de un gen marcador, y tiene al menos 15 nucleétidos. Por lo tanto, una “cadena complementaria”
significa una cadena de un ADN bicatenario con respecto a la otra cadena y que consta de parejas de bases A:T (U
para ARN) y G:C.

Ademas, “complementaria” significa no solo las que son completamente complementarias con una region de al
menos 15 nucleétidos continuos, sino también las que tienen una homologia de secuencia de nucleétidos de al
menos el 40 % en determinados casos, el 50 % en determinados casos, el 60 % en determinados casos, el 70 % en
determinados casos, el 80 % en determinados casos, el 90 % en determinados casos y el 95 % en determinados
casos, o mas elevado. El grado de homologia entre secuencias de nuclebtidos se puede determinar mediante un
algoritmo, BLAST, etc.

Tales polinucleétidos son utiles como sonda para detectar un gen marcador, o como un cebador para amplificar un
gen marcador. Cuando se utiliza como un cebador, el polinucle6tido comprende normalmente de 15 pb a 100 pb, y
en determinadas realizaciones de 15 pb a 35 pb de nucleétidos. Cuando se utiliza como una sonda, un ADN
comprende la secuencia de nucleétidos del gen marcador completa (o la cadena complementaria del mismo), o una
secuencia parcial del mismo que tiene al menos 15 pb de nucleétidos. Cuando se utiliza como un cebador, la regién
3’ debe ser complementaria con el gen marcador, mientras que la regién 5 puede estar unida a un sitio de
reconocimiento de una enzima de restriccion o a una etiqueta.

“Polinucledtidos” pueden ser ADN o ARN. Estos polinucleétidos pueden ser sintéticos o de origen natural. Ademas,
normalmente el ADN utilizado como una sonda para hibridacién estd marcado. Los expertos en la materia
comprenden facilmente tales métodos de marcaje. En el presente documento el término “oligonucleétido” significa un
polinucleétido con un grado relativamente bajo de polimerizacién. Los oligonucleétidos estan incluidos en los
polinucleétidos.

Las pruebas para un trastorno y/o enfermedad utilizando técnicas de hibridacién se pueden realizar utilizando, por
ejemplo, hibridacién de Northern, hibridacién por transferencia puntual o la técnica de micromatriz de ADN. Pueden
utilizarse adicionalmente técnicas de amplificacién de genes, tales como el método de RT-PCR. Mediante el uso del
método de control por amplificacién por PCR durante la etapa de amplificacion de genes en la RT-PCR, se puede
conseguir un analisis mas cuantitativo de la expresion de un gen marcador.

En el método de control de la amplificacion de genes por PCR, la diana de deteccién (ADN o transcripto inverso de
ARN) se hibrida con sondas que estdn marcadas con un colorante fluorescente y un extintor que absorbe la
fluorescencia. Cuando la PCR transcurre y la Taq polimerasa degrada la sonda con su actividad exonucleasa 5’-3,
el colorante fluorescente y el extintor se apartan uno del otro y se detecta la fluorescencia. La fluorescencia se
detecta en tiempo real. Mediante la medicion simultanea de una muestra patrén en la que se conoce el numero de
copias de la diana es posible determinar el nimero de copias de la diana en una muestra del sujeto con un nimero
de ciclos en donde la amplificacion por PCR es lineal. Ademas, un experto en la materia reconoce que el método de
control de la amplificacién por PCR puede llevarse a cabo utilizando cualquier método adecuado.

El método para analizar una enfermedad relacionada con el cancer también puede llevarse a cabo detectando una
proteina que codifica un gen marcador. En lo sucesivo en el presente documento, una proteina codificada por un
gen marcador se describe como un “proteina marcadora”. Para tales métodos de prueba puede utilizarse por
ejemplo el método de transferencia de Western, el método de inmunoprecipitacién y el método de ELISA, utilizando
un anticuerpo que se una a cada proteina marcadora.

Los anticuerpos utilizados en la deteccion que se unan a la proteina marcadora se pueden producir mediante
cualquier técnica adecuada. Ademas, para detectar una proteina marcadora tal anticuerpo puede estar marcado de
forma apropiada. Como alternativa, para detectar a la proteina marcadora de forma indirecta en lugar de marcar el
anticuerpo se puede marcar una sustancia que se una de forma especifica al anticuerpo, por ejemplo proteina A o
proteina G. De forma mas concreta, tal método de deteccién puede incluir el método de ELISA.
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Se puede obtener una proteina o un péptido parcial de la misma utilizada como un antigeno, por ejemplo insertando
un gen marcador o una porcién del mismo en un vector de expresion, introduciendo la construccién en una célula
hospedadora apropiada para producir un transformante, cultivando el transformante para expresar la proteina
recombinante y purificando la proteina recombinante expresada a partir del cultivo o de sobrenadante del cultivo.
Como alternativa, se sintetiza de forma quimica para utilizarse como un inmunégeno la secuencia de aminoacidos
que codifica un gen o un oligopéptido que comprende una porcién de la secuencia de aminoacidos que codifica un
ADNCc de longitud completa.

Ademas, se puede realizar una prueba para una enfermedad relacionada con el cancer utilizando como indice no
solo el nivel de expresiéon de un gen marcador sino también la actividad de una proteina marcadora en una muestra
biologica. La actividad de una proteina marcadora significa la actividad biologica intrinseca de la proteina. Para
medir la actividad de cada proteina se pueden utilizar diversos métodos.

Incluso si un sujeto no esta diagnosticado como afectado por una enfermedad y/o trastorno en una prueba de rutina,
a pesar de los sintomas que sugieren estas enfermedades, se puede determinar de forma facil si tal sujeto padece o
no un trastorno y/o enfermedad realizando una prueba de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento.

De forma mas concreta, en determinadas realizaciones cuando el gen marcador es uno de los genes descritos en el
presente documento, un aumento o disminucion del nivel de expresion del gen marcador en un sujeto cuyos
sintomas sugieren al menos una susceptibilidad a un trastorno y/o enfermedad, indica que los sintomas
principalmente estan provocados de este modo.

Ademas, las pruebas son utiles para determinar si un trastorno y/o enfermedad mejora en un sujeto. En otras
palabras, los métodos descritos en el presente documento pueden utilizarse para juzgar el efecto terapéutico de un
tratamiento a este efecto. Ademas, cuando el gen marcador es uno de los genes descritos en el presente
documento, un aumento o disminucion en el nivel de expresion del gen marcador en un sujeto, a quien se le ha
diagnosticado que esta afectado de este modo, implica que la enfermedad ha progresado.

La gravedad y/o susceptibilidad a un trastorno y/o enfermedad también se puede determinar a base de la diferencia
en los niveles de expresiéon. Por ejemplo, cuando el gen marcador es uno de los genes descritos en el presente
documento, el grado de aumento del nivel de expresién del gen marcador se correlaciona con la presencia y/o
gravedad de un trastorno y/o enfermedad.

Modelos animales

También se pueden hacer modelos animales para un trastorno y/o una enfermedad donde el nivel de expresion de
uno o mas genes marcadores, o de un gen funcionalmente equivalente al gen marcador, se ha elevado en el modelo
animal. Un “gen funcionalmente equivalente” como se utiliza en el presente documento en general es un gen que
codifica una proteina que tiene una actividad similar a una actividad conocida de una proteina que codifica el gen
marcador. Un ejemplo representativo de un gen funcionalmente equivalente incluye una contraparte de un gen
marcador de un animal sujeto, que es intrinseco al animal.

El modelo animal es util para detectar los cambios fisiolégicos debidos a un trastorno y/o una enfermedad. En
determinadas realizaciones, el modelo animal es Util para revelar funciones adicionales de los genes marcadores y
para evaluar farmacos cuyas dianas son los genes marcadores.

Un modelo animal puede crearse mediante el control del nivel de expresiébn de un gen que sea contraparte o
administrando un gen que sea contraparte. El método puede incluir crear un modelo animal controlando el nivel de
expresion de un gen seleccionado del grupo de genes descritos en el presente documento. En otra realizacién, el
método puede incluir crear un modelo animal administrando la proteina que codifica un gen descrito en el presente
documento, o administrando un anticuerpo frente a la proteina. Debe comprenderse que, en determinadas otras
realizaciones, el marcador puede tener expresién aumentada de modo que después el marcador puede medirse
utilizando métodos apropiados. En otra realizacién, puede crearse un modelo animal introduciendo un gen
seleccionado de tales grupos de genes, o administrando una proteina que codifica tal gen. En otra realizacion, se
puede inducir un trastorno y/o enfermedad suprimiendo la expresion de un gen seleccionado de tales grupos de
genes o la actividad de una proteina que codifica tal gen. Puede utilizarse para suprimir la expresion un acido
nucleico antisentido, una ribozima o un ARNi. La actividad de una proteina puede controlarse de forma eficaz
administrando una sustancia que inhiba la actividad, tal como un anticuerpo.

El modelo animal es util para esclarecer el mecanismo que subyace a un trastorno y/o enfermedad y también para
probar la seguridad de los compuestos obtenidos mediante el cribado. Por ejemplo, cuando un modelo animal
desarrolla los sintomas de un trastorno y/o enfermedad particular, o cuando se altera en el animal un valor medido
implicado en determinado trastorno y/o enfermedad, se puede construir un sistema de cribado para cribar
compuestos que tengan actividad para aliviar la enfermedad.
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Como se utiliza en el presente documento, la expresion “un aumento en el nivel de expresién” se refiere a uno
cualquiera de los siguientes: donde un gen marcador introducido como un gen extrafio se expresa de forma artificial;
donde la transcripcion de un gen marcador intrinseco al sujeto animal y la traduccion del mismo a proteina esta
potenciada; o donde la hidrélisis de la proteina, que es un producto de traduccion, esta suprimida.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “una disminucion del nivel de expresion” se refiere al estado
en el que estan inhibidas la transcripcion de un gen marcador del animal sujeto y la traduccién del mismo a proteina,
o el estado en el que la hidrolisis de la proteina, que es el producto de traduccion, esta potenciada. El nivel de
expresion de un gen se puede determinar, por ejemplo, mediante una diferencia de la intensidad de la sefal en un
chip de ADN. Ademas, la actividad de la proteina producto de traducciéon se puede determinar comparando con la
del estado normal.

Esta también dentro del ambito considerado que el modelo animal pueda incluir animales transgénicos, incluyendo,
por ejemplo animales en donde un gen marcador se ha introducido y expresado de forma artificial; animales
genosuprimidos para el gen marcador y animales genosustituidos en los que se ha sustituido otro gen por un gen
marcador. Se puede utilizar como el animal transgénico un animal transgénico en el que se ha introducido un acido
nucleico antisentido de un gen marcador, una ribozima o un polinucleétido que tenga un efecto de ARNi, o se ha
introducido un ADN que funcione como un acido nucleico sefiuelo, etc. Tales animales transgénicos también
incluyen, por ejemplo, animales en los que la actividad de una proteina marcadora se ha potenciado o suprimido
introduciendo una mutacién (o mutaciones) en la regiéon codificante del gen, o la secuencia de aminoacidos se ha
modificado para que se haga resistente o susceptible a la hidrélisis. Las mutaciones en una secuencia de
aminoacidos incluyen sustituciones, deleciones, inserciones y adiciones.

Ejemplos de expresion

Ademas, la propia expresion de un gen marcador se puede controlar introduciendo una mutacién (o mutaciones) en
la region reguladora transcripcional del gen. Los expertos en la técnica comprenderan tales sustituciones de
aminoacidos. Ademas, la cantidad de aminoacidos que se mutara no esta particularmente restringida, siempre y
cuando la actividad se mantenga. Normalmente, esta dentro de 50 aminoéacidos, en determinadas realizaciones no
limitantes, dentro de 30 aminoacidos, dentro de 10 aminoacidos o dentro de 3 aminoacidos. El sitio de la mutacion
puede ser cualquier sitio, siempre y cuando la actividad se mantenga.

En aun otro aspecto, se proporcionan en el presente documento métodos de cribado para compuestos candidatos a
ser agentes terapéuticos para tratar un trastorno y/o enfermedad particular. Se seleccionan uno o mas genes
marcadores a partir del grupo de genes descritos en el presente documento. Un agente terapéutico para una
enfermedad relacionada con el cancer puede obtenerse seleccionando un compuesto capaz de aumentar o
disminuir el nivel de expresion del gen marcador (0 genes marcadores).

Debe comprenderse que la expresion “un compuesto que aumenta el nivel de expresion de un gen” se refiere a un
compuesto que promueve una cualquiera de las etapas de la transcripcion de genes, la traduccion de genes o la
expresion de una actividad proteica. Por otro lado, la expresion “un compuesto que disminuye el nivel de expresién
de un gen”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un compuesto que inhibe una cualquiera de estas
etapas.

En aspectos particulares, el método de cribado para un agente terapéutico para un trastorno y/o enfermedad se
puede llevar a cabo ya sea in vivo o in vitro. El método de cribado se puede realizar, por ejemplo, mediante:

1) la administracion de un compuesto candidato a un sujeto animal;

2) la medicion del nivel de expresion de un gen marcador (0 genes marcadores) en una muestra biologica
procedente del sujeto animal; o

3) la selecciéon de un compuesto que aumente o disminuya el nivel de expresion de un gen marcador (o genes
marcadores) en comparaciéon con el de un control con el que el compuesto candidato no se ha puesto en
contacto.

En todavia otro aspecto, se proporciona en el presente documento un método para evaluar la eficacia de un
compuesto candidato a ser un agente farmacéutico sobre el nivel de expresion de un gen marcador (0 genes
marcadores) poniendo en contacto un sujeto animal con el compuesto candidato y controlando el efecto del
compuesto sobre el nivel de expresion del gen marcador (0 genes marcadores) en una muestra biolégica obtenida
del sujeto animal. La variacion del nivel de expresién del gen marcador (o genes marcadores) en una muestra
biologica obtenida del sujeto animal se puede controlar utilizando la misma técnica que la utilizada en el método de
andlisis descrito anteriormente. Ademas, a base de la evaluacién se puede seleccionar mediante cribado un
compuesto candidato a ser un agente farmacéutico.
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Determinadas secuencias de bases nucleicas

Las secuencias de bases nucleicas de miARN maduros y sus correspondientes secuencias tallo-bucle descritas en
el presente documento son las secuencias encontradas en miRBase, una base de datos de busqueda online de
secuencias de miARN y de anotacion, encontrada en http://microrna.sanger.ac.uk/. Las entradas en la base de datos
miRBase Sequence representan una porcion de una horquilla predicha de un transcrito de miARN (el tallo-bucle),
con informacién del emplazamiento y la secuencia de la secuencia del miARN maduro. Las secuencias tallo-bucle
de miARN en la base de datos no se restringen a miARN precursores (pre-miARN), y en algunos casos pueden
incluir al pre-miARN vy algo de la secuencia flanqueante procedente del transcrito primario presunto. Las secuencias
de bases nucleicas de miARN descritas en el presente documento abarcan cualquier version del miARN, incluyendo
las secuencias descritas en Release 10.0 de la base de datos de secuencias miRBase y las secuencias descritas en
cualquier publicacién anterior de la base de datos de secuencias miRBase. Una publicacién de una base de datos
de secuencias puede dar como resultado el renombramiento de determinados miARN. Una publicacién de una base
de datos de secuencias puede dar como resultado una variacion de una secuencia de un miARN maduro. Los
compuestos que pueden abarcar tales oligonucleétidos modificados pueden ser complementarios a cualquier versién
de la secuencia de bases nucleicas de los miARN descritos en el presente documento.

Se comprende que cualquier secuencia de bases nucleicas indicada en el presente documento es independiente de
cualquier modificaciéon en un residuo de azucar, en una union internucleésido o en una base nucleica. Se comprende
adicionalmente que una secuencia de bases nucleicas que comprende U también comprende la misma secuencia
de bases nucleicas en la que ‘U’ se reemplaza por ‘T’ en una o mas posiciones que tengan ‘U’. Por el contrario, se
comprende que una secuencia de bases nucleicas que comprende T también abarca la misma secuencia de bases
nucleicas en la que ‘T’ esta reemplazada por ‘U’ en una o mas posiciones que tengan T.

En determinadas realizaciones, un oligonucleétido modificado tiene una secuencia de bases nucleicas que es
complementaria con un miARN o un precursor del mismo, lo que significa que la secuencia de bases nucleicas de un
oligonucledtido modificado es al menos el 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 %
idéntica al complemento de un miARN o precursor del mismo a lo largo de una regién de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas bases
nucleicas, o que las dos secuencias hibridan en condiciones de hibridaciéon rigurosas. Por consiguiente, en
determinadas realizaciones la secuencia de bases nucleicas de un oligonucleétido modificado puede tener una o
mas parejas de bases desapareadas con respecto a su miARN diana o secuencia precursora de miARN diana, o
tiene la capacidad de hibridar con su secuencia diana. En determinadas realizaciones, un oligonucleétido modificado
tiene una secuencia de bases nucleicas que es el 100 % complementaria a un miARN o un precursor del mismo. En
determinadas realizaciones, la secuencia de bases nucleicas de un oligonucledtido modificado tiene
complementariedad de longitud completa con un miARN.

Terapias de miARN (miR)

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona microARN que inhiben la expresion de uno o mas
genes en un sujeto. Los perfiles de expresién del microARN pueden servir como una nueva clase de biomarcadores
para el cancer.

Se incluyen en el presente documento métodos para inhibir la expresién y/o la actividad de genes utilizando uno o
méas MiR. En determinadas realizaciones, el miR (o los miR) inhibe la expresién de una proteina. En otras
realizaciones, el miARN (o los miARN) inhibe la actividad de genes (por ejemplo, actividad de invasién celular).

El miARN se puede aislar a partir de células o tejidos, producir de forma recombinante o sintetizar in vitro mediante
diversas técnicas bien conocidas para un experto en la materia. En una realizacion, el miARN se aisla a partir de
células o tejidos. Las técnicas para aislar miARN a partir de células o tejidos son bien conocidas para alguien con la
experiencia habitual en la técnica. Por ejemplo, se puede aislar miARN a partir del ARN total utilizando el kit de
aislamiento de miARN mirVana de Ambion Inc. Otra técnica utiliza el sistema Fractionator System flashIPAGE™
(Ambion, Inc.) para purificaciéon por PAGE de acidos nucleicos pequefios.

Para el uso de la terapia por miARN, alguien con la experiencia habitual en la materia comprende que los acidos
nucleicos administrados in vivo se captan y distribuyen a las células y tejidos.

El acido nucleico se puede entregar de una manera adecuada que permita la captacion especifica de tejido del
sistema de entrega del agente y/o acido nucleico. Las formulaciones descritas en el presente documento pueden
complementar condiciones de tratamiento por cualquier terapia convencional conocida, que incluye, pero sin
limitacion, administracion de anticuerpos, administracion de vacunas, administracién de agentes citotdxicos,
polipéptidos de aminoacidos naturales, acidos nucleicos, analogos de nucleétido y modificadores de la respuesta
biologica. Se pueden utilizar dos 0 mas compuestos combinados juntos o de forma secuencial.

Determinadas realizaciones de la invencion proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen (a) uno o mas
acidos nucleicos o compuestos de molécula pequefia y (b) uno o mas agentes quimioterapicos.
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Definiciones utiles adicionales

“Sujeto” significa un ser humano o un animal que no sea ser humano seleccionado para el tratamiento o terapia.
“Sujeto que se sospecha que tiene” significa un sujeto que presenta uno o mas indicadores clinicos de un trastorno,
enfermedad o afeccion.

“Prevenir’” o “prevencion” se refiere al retraso o impedimento del inicio, desarrollo o evolucién de una afecciéon o
enfermedad durante un periodo de tiempo, incluyendo semanas, meses o afos. “Tratamiento” o “tratar” significa la
aplicacion de uno o mas procedimientos especificos utilizados para la cura o mejora de un trastorno y/o enfermedad.
En determinadas realizaciones, el procedimiento especifico es la administracion de uno o mas agentes
farmacéuticos.

“Mejora” significa una disminucién de la gravedad de al menos un indicador de una afecciéon o enfermedad. En
determinadas realizaciones, la mejora incluye un retraso o enlentecimiento de la evolucion de uno o mas indicadores
de una afeccion o enfermedad. La gravedad de los indicadores puede determinarse mediante medidas subjetivas u
objetivas que son conocidas para los expertos en la materia.

“Sujeto que lo necesite” significa un sujeto que se ha identificado que necesita una terapia o tratamiento.

“Administrar” significa proporcionar un agente o composicion farmacéutica a un sujeto, e incluye, pero sin limitacién,
la administracién por un profesional médico y la autoadministracién.

“Administracion parenteral” significa la administracion a través de inyeccion o infusion. La administracion parenteral
incluye, pero sin limitaciéon, administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion intramuscular,
administracion intrarterial y administracion intracraneal. “Administracion subcutanea” significa la administracion justo
debajo de la piel.

“Funcion mejorada” significa los cambios que funcionan hacia los parametros normales. En determinadas
realizaciones, la funcion se evalia midiendo moléculas encontradas en los fluidos corporales del sujeto.
“Composicién farmacéutica” significa una mezcla de sustancias adecuadas que incluye un agente farmacéutico para
la administraciéon a un individuo. Por ejemplo, una composicién farmacéutica puede comprender un oligonucleétido
modificado y una solucién acuosa estéril.

“Acido nucleico diana”, “ARN diana”, “transcrito de ARN diana” y “diana de acido nucleico” significan todas un acido
nucleico que tiene la capacidad de ser objetivo de compuestos antisentido. “Que se dirige a” significa el proceso de
disefio y seleccion de una secuencia de bases nucleicas que hibridard con un acido nucleico diana e inducird un
efecto deseado. “Dirigido a” significa que tiene una secuencia de bases nucleicas que permitira la hibridacién con un
acido nucleico diana para inducir un efecto deseado. En determinadas realizaciones, un efecto deseado es la
reduccion de un acido nucleico diana.

“Modulacion” significa una perturbacién de una funciéon o actividad. En determinadas realizaciones, modulacién
significa un aumento de la expresion de genes. En determinadas realizaciones, modulacion significa una disminucién
de la expresion de genes.

“Expresion” significa cualquier funciéon y etapa en la que una informaciéon que codifica un gen se convierte en
estructuras presentes y operantes en una célula.

“Regioén” significa una porcién de nacleosidos unidos dentro de un acido nucleico. En determinadas realizaciones, un
oligonucleétido modificado tiene una secuencia de bases nucleicas que es complementaria con una regiéon de un
acido nucleico diana. Por ejemplo, en determinadas tales realizaciones un oligonucleétido modificado es
complementario con una region de una secuencia de tallo-bucle de miARN. En determinadas tales realizaciones, un
oligonucledtido modificado es el 100 % idéntico a una regién de una secuencia de miARN.

“Segmento” significa una subporcién de una regiéon o una regién mas pequefa.

“Secuencia de bases nucleicas” significa el orden de bases nucleicas contiguas, en una orientacién 5 a 3,
independiente de cualquier aztcar, union y/o modificacion de base nucleica.

“Bases nucleicas contiguas” significa bases nucleicas inmediatamente adyacentes entre si en un acido nucleico.

“Complementariedad de bases nucleicas” significa la capacidad de dos bases nucleicas para emparejarse de forma
no covalente a través de uniones hidrégeno. “Complementariedad” significa una primera secuencia de bases
nucleicas que es al menos el 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica o es el
100 % idéntica, al complemento de una segunda secuencia de bases nucleicas a lo largo de una region de 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o
mas bases nucleicas, o que las dos secuencias hibridan en condiciones de hibridacion rigurosas. En determinadas
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realizaciones un oligonucleétido modificado que tiene una secuencia de bases nucleicas que es el 100 %
complementaria a un miARN, o un precursor del mismo, puede no ser el 100 % complementario al miARN, o un
precursor del mismo, a lo largo de la longitud entera del oligonucleétido modificado.

“Complementariedad” significa la capacidad de emparejamiento de bases nucleicas entre un primer acido nucleico y
un segundo acido nucleico. “Complementariedad de longitud completa” significa que cada base nucleica de un
primer acido nucleico tiene la capacidad de emparejarse con cada base nucleica en una correspondiente posicién en
un segundo acido nucleico. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, un oligonucleétido modificado en el que
cada base nucleica tiene complementariedad con una base nucleica en un miARN tiene complementariedad de
longitud completa con el miARN.

“Complementariedad porcentual” significa el nimero de bases nucleicas complementarias en un acido nucleico
dividido por la longitud del acido nucleico. En determinadas realizaciones, complementariedad porcentual de un
oligonucleétido modificado significa el numero de bases nucleicas que son complementarias con el acido nucleico
diana, dividido por el niumero de bases nucleicas del oligonucleétido modificado. En determinadas realizaciones,
complementariedad porcentual de un oligonucleétido modificado significa el nUmero de bases nucleicas que son
complementarias con un miARN, dividido por el niumero de bases nucleicas del oligonucleétido modificado.

“‘Region unida porcentual” significa el porcentaje de una region complementaria con una region de un
oligonucleétido. La regidén unida porcentual se calcula dividiendo el nimero de bases nucleicas de la regién diana
que es complementaria con el oligonucleétido por la longitud de la region diana. En determinadas realizaciones, la
region unida porcentual es al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o al menos el 100 %.

“Identidad porcentual” significa el nimero de bases nucleicas en el primer acido nucleico que es idéntico a las bases
nucleicas en las posiciones correspondientes en un segundo acido nucleico, dividido por el numero total de bases
nucleicas en el primer acido nucleico.

“Sustancialmente idéntico” utilizado en el presente documento puede significar que una primera y una segunda
secuencia de bases nucleicas son al menos el 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o
99 % idénticas, o el 100 % idénticas, a lo largo de una regién de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas bases nucleicas.

“Hibridar” significa el apareamiento de acidos nucleicos complementarios que se produce a través de la
complementariedad de bases nucleicas.

“Desapareamiento” significa una base nucleica de un primer acido nucleico que no tiene la capacidad de
emparejarse con una base nucleica en una correspondiente posicion de un segundo acido nucleico.

“Base nucleica no complementaria” significa dos bases nucleicas que no tienen la capacidad de emparejarse a
través de uniones hidrégeno.

“Idéntico” significa que tiene la misma secuencia de bases nucleicas.

“‘miARN” o “miR” significa un ARN no codificarte de entre 18 y 25 bases nucleicas de longitud que hibridan con y
regulan la expresion de un ARN codificante. En determinadas realizaciones, un miARN es el producto de escision de
un pre-miARN mediante la enzima Dicer. Los ejemplos de miARN se encuentran en la base de datos de miARN
conocida como miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/).

“Pre-miARN” o “pre-miR” significa un ARN no codificante que tiene una estructura en horquilla, que contiene un
miARN. En determinadas realizaciones, un pre-miARN es el producto de escision de un pri-miR mediante la
ribonucleasa especifica de ARN bicatenario conocido como Drosha.

“Secuencia tallo-bucle” significa un ARN que tiene una estructura en horquilla y que contiene una secuencia de
miARN madura. Las secuencias pre-miARN y las secuencias tallo-bucle pueden solapar. Los ejemplos de
secuencias tallo-bucle se encuentran en la base de datos de mIARN conocida como miRBase
(microrna.sanger.ac.uk/).

“Precursor de miARN” significa un transcrito que se origina a partir de un ADN genémico y que comprende un ARN
no codificante estructurado que comprende una o mas secuencias de miARN. Por ejemplo, en determinadas
realizaciones, un precursor de miARN es un pre-miARN. En determinadas realizaciones, un precursor de miARN es
un pri-miARN.

“Compuesto antisentido” significa un compuesto que tiene una secuencia de bases nucleicas que permitira la

hibridacion con un acido nucleico diana. En determinadas realizaciones, un compuesto antisentido es un
oligonucledtido que tiene una secuencia de bases nucleicas complementaria con un acido nucleico diana.
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“Oligonucleétido” significa un polimero de nucleésidos unidos, cada uno de los cuales puede estar modificado o no
modificado, independiente uno del otro. “Union internucledsidos de origen natural” significa una unién 3’ a &
fosfodiéster entre nucle6sidos. “Base nucleica natural” significa una base nucleica que no estd modificada con
respecto a su forma de origen natural. “Antagonista de miR” significa un agente disefiado para interferir con o inhibir
la actividad de un miARN. En determinadas realizaciones, un antagonista de miR comprende un compuesto
antisentido que se dirige a un mIARN. En determinadas realizaciones, un antagonista de miR comprende un
oligonucleétido modificado que tiene una secuencia de bases nucleicas que es complementaria con la secuencia de
bases nucleicas de un miARN, o con un precursor de la misma. En determinar realizaciones, un antagonista de miR
comprende una molécula pequefa, o similar, que interfiere con o inhibe la actividad de un miARN.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un producto del gen miR-32 aislado que comprende un antagonista de miR para aumentar la respuesta de
células de cancer de préstata a estimulos apoptoéticos, en donde el antagonista de miR comprende una secuencia de
oligonucleétido complementaria a miR-32, o un precursor del mismo.

2. Uso del producto del gen miR-32 aislado de acuerdo con la reivindicacién 1, en una composicion farmacéutica, en
donde la composicion farmacéutica comprende adicionalmente al menos un agente antineoplasico seleccionado de
uno o mas de doxorrubicina y etoposido.

3. Uso del producto del gen miR-32 aislado de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde las células de
cancer de prostata son de mamifero.

4. Uso del producto del gen miR-32 aislado de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde las células de cancer de
préstata son humanas.
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Tabla 1: Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

Todos Afroamericanos Euroamericanos Prueba t
los casos (n=30) (n=30) valor P?
(n = 60)
Edad en el momento
de la prostatectomia
Mediana (intervalo) 60 (47 -73) 61 (48-72) 60 (47 - 73) 0,91
n =60
de PSA en el momento del
diagnéstico 6,1(1,3-47,7) 6,0 (1,3 -47,7) 6,1 (4,0 —20,0) 0,67
Mediana (intervalo) n = 44!
Nodulo individual mas grande
(gramos)
Mediana (intervalo) 1,6 (0,2 -2,9) 1,5 (0,8-2,9) 1,6 (0,2 -2,8) 0,78
n=51!
Fuente del tejido Prueba exacta
NCI CPCTR N (%) N (%) N (%) de Fisher
Universidad de Maryland
52 (87) 27 (90) 25 (83)
8(13) 3 (10) 517
0,71
Puntuacion suma de Gleason
<17(5-6) 15 (25) 8 (27) 7(23)
>7(7-9) 45 (75) 22 (73) 23 (77) 1,0
Extension extraprostatica'
No 35(67) 19 (70) 16 (64)
Si 17 (33) 8 (30) 9 (36) 0,77
Estado del margen quirurgico!
Negativo 30 (59) 17 (63) 13 (54)
Positivo 21 (41) 10 37) 11 (46) 0,58
Invasién de la vesicula seminal’
No 43 (83) 20 (74) 23 (92)
Si 9(17) 7 (26) 2(8) 0,14
I No se incluyen los casos con estado desconocido. ? Valor P para la diferencia entre afroamericanos y
euroamericanos
Fig. 10
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Tabla 2: microARN expresados de forma diferencial entre tejido tumoral y no tumoral*

Regulado de forma positiva en tumores Regulado de forma negativa en tumores
Nombre Cambio Emplazamiento Nombre Cambio |Emplazamiento
de mIR en veces cromosémico de mIR en veces | cromosémico
miR-32 2,1 9q31.3 miR-520h 0,3 19q13.42
miR-182 1,9 7q32.2 miR-494 0,4 14932.31
miR-31 1,8 9p21.3 miR-490 0,4 7933
miR-26a-1/2 1,8 3p22.3/12q14.1 | miR-133a-1 0,5 18q11.2
miR-200c 1,7 12p13.31 miR-1-2 0,6 18q11.2
miR-375 1,6 2q35 miR-218-2 0,6 5q34
miR-196a-U2 1.6 17q21.31§/ 12q13 miR-220 0,6 Xq25
miR-370 1,6 14932.31 miR-128a 0,6 2¢q21.3
miR-425 1,6 3p21.31 miR-221 0,7 Xpl1.3
miR-194-1/2 1,5 1q41/11q13.1 miR-499 0,7 20q11.22
miR-181a-1/2 1,5 1q31.3/9933.3 miR-329 0,7 14932.31
miR-34b 1,5 11g23.1 miR-340 0,7 5q35.3
let-7i 1,5 12q14.1 miR-345 0,7 14932.2
miR-188 1,4 Xpl11.22 miR-410 0,7 14932.31
miR-25 1,4 7q21.11 miR-126 0,7 9q34.3
miR-106b 1,4 7q21.11 miR-205 0,8 1q32.2
miR-449 0.8 9q21.33/15q2
1,4 S5q11.2 miR-7-1/2 ’ 6.1
miR-99b 1,4 19q13.41 miR-145 0,8 5q32
miR-93 1,3 7q21.11 miR-34a 0,8 1p36.22
. 13q31.3/
miR-92-1/2 1,3 ng 6.2 miR-487 0,8 14q32.31
miR-125a 1,3 19q13.41 let-7b 0,8 22q13.31

*FDR <5 % y valor P (prueba t) < 0,01 para todos los microARN; Cambio en veces: la

referencia es tejido no tumoral

Fig. 11
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Tabla 3: microARN asociados a enfermedad extraprostatica

Nombre del gen|Cambio en veces* FDR Emplazamiento cromosémico

miR-101-1/2 1,6 <1 % 1p31.3/9p24.1
miR-200a 1,6 10 % al 15 % 1p36.33
miR-200b 1,6 10 % al 15 % 1p36.33

miR-196a-1/2 1,3 10 % al 15 % 17q21.32/12q13.13

miR-30c-1/2 1,3 10 % al 15 % 1p34.2/6q13
miR-484 1,3 10 % al 15 % 16p13.11
miR-99b 1,3 10 % al 15 % 19q13.41
miR-186 1,3 10 % al 15 % 1p31.1
miR-195 1,3 10 % al 15 % 17p13.1
Let-7f-2 1,3 10 % al 15 % Xpl11.22
miR-34c 1,2 10 % al 15 % 11q23.1
miR-371 0,7 15 % al 20 % 19q13.42
miR-373 0,7 10 % al 15 % 19q13.42
miR-410 0,7 15 % al 20 % 14932.31
miR-491 0,7 15 % al 20 % 9p21.3

* Comparacion de tumores con y sin (referencia) extension extraprostatica.
Valor P (prueba t) < 0,01 para todos los microARN

Fig. 12
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Tabla 4A: Correlacion inversa entre miR-1 y los niveles de transcrito
del gen diana en tumores de pristata

Conjunto
de sondas miR-17 7 1

Conjunto
de sondas miR-17 8 1

Nombre N.°ID N ID AfF Coeficiente de correlacion de Pearson (intervalo de
del gen del GenBank : y confianza del 95 %)
NM_0180
WDR6 31 217734 s at | -0,57 (0,43 2 -0,68) -0,57 (-0,43 a -0,68)
NM 0151
XPO6 71 214784 x at |  -0,57 (-0,43 a -0,68) -0,53 (-0,38 a -0,65)
NM_0030
SMARCA4 7 214728 x at | -0,55 (-0,41 2 -0,67) -0,54 (-0,40 a -0,66)
213720 s at | 0,49 (0,33 2 -0,62) 20,47 (-0,31 2 -0,60)
208794 s at | 0,46 (-0,31 a-0,60) 20,45 (-0,29 a -0,58)
NM_0134
TNPO2 33 221506 s at | -0,50 (0,35 a -0,63) 20,50 (-0,35 a -0,63)
221507 s at | 0,32 (0,14 a -0,47) 20,32 (-0,14 2 -0,47)
TKT U55017 | 208700 s at | 0,49 (-0,33 a -0,61) 20,49 (-0,33 2 -0,61)
AB03785
CTTNBP2NL 4 214731 at | 0,45 (-0.29 a -0,58) -0,46 (0,30 a -0,59)
HNRPAI | BF206515 | 214280 x at| -0,44 (-0,28 a -0,58) 20,43 (-0,26 2 -0,57)
222040 at | -0,23 (-0,05 a -0,40) 20,21 (-0,03 a -0,39)
NM_0039
AP3DI 38 206592 s at | -0,44 (0,28 a -0,58) -0,45 (-0,28 a -0,58)
NM_1943
RNF40 52 206845 s at | -0,40 (0,23 a -0,54) -0,40 (-0.23 a -0,55)
BC02403
TRIM26 9 202702 at | -0,40 (-0.23 a -0,54) 20,39 (-0,22 a -0,53)

Nota: Genes mejor clasificados. La prueba de correlacion de Pearson
se realiz6 con los datos de micromatriz normalizados

Fig. 13A
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Tabla 4B: Predictor de PAM de conjunto de 37 sondas
para tumores de préstata

Puntuacion Puntuacion
Nombre del gen ID del chip de PAM normal de PAM tumoral

miR-1 771 0,0253 -0,0067
781 0,0269 -0,0072

miR-31 1532 -0,042 0,0112
miR-32 251 1* -0,2276 0,0607
25 2 1* -0,2414 0,0644
miR-128a 371 0,0509 -0,0136
381 0,007 -0,0019

miR-133a 17 13 1 0,0023 0,0006
25 13 1 0,0319 -0,0085

25 14 1 0,0374 -0,01

miR- 181a 27 20 1 -0,0159 0,0042
miR-182 1112 -0,0998 0,0266
1122 -0,0231 0,0062

miR-194 31 12 3 -0,045 0,012
miR-196a 8§11 -0,0441 0,0118
15 11 3 0,0019 0,0005

miR-200c 1 13 3 -0,056 0,0149
1 143 -0,0105 0,0028
miR-218-2 14 13 1 0,1066 -0,0284
14 14 1* 0,1608 -0,0429
miR-220 30 16 1 0,0332 -0,0089
miR-329 8§ 10 3 0,0205 -0,0055
miR-338 9 16 3 0,0258 -0,0069
miR-369 1 18 3 0,0189 -0,005
miR-409-3p 16 19 3 0,0707 -0,0189
miR -410 8§ 19 3 0,002 -0,0004
miR-448 8§ 4 4 0,0189 -0,0051
miR-490 31 9 7* 0,5226 -0,1394
31 10 7* 0,503 -0,1341
miR-494 10 11 3 0,0721 -0,0192
10 12 3 0,1122 -0,0299
miR-499 28 11 3 0,0311 -0,0083
28 12 3 0,0191 -0,0051
miR-520h 31 15 4* 0,5578 -0,1488
31 16 4* 0,5235 -0,1396

let-7i 29 9 3 -0,0252 0,0067
29 10 3 -0,0195 0,0052
Fig. 13B
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Tabla 5: Genes diana que se correlacionan de forma negativa con miR-181a
en tumores de prdstata

Coeficiente de correlacion de
Pearson
N.°ID N.°ID (intervalo de confianza
Gen del GenBank de Affy del 95 %) Valor P
NABI AF045451 209272 at -0,57 (-0,38 a -0,72) 1,5E-06
DUSP6 BC003143 208892 s at -0,55 (-0,35 a -0,71) 4,2E-06
208893 s at -0,51 (-0,29 a -0,67) 3,6E-05
SCHIPI NM 014575 204030 s at -0,52 (-0,31 a -0,68) 2,1E-05
PLCL2 AL117515 213309 at -0,48 (-0,26 a -0,66) 8,8E-05
SLCI9A46 NM 006359 203909 at -0,48 (-0,26 a -0,66) 9,0E-05
RAPIB NM_015646 200833 s at -0,44 (-0,20 a -0,62) 0,0005
BAB3 NM 001704 205638 at -0,43 (-0,20 a -0,62) 0,0005
RIN2 AL136924 209684 at -0,42 (-0,19 a -0,61) 0,0008
CUL3 AU145232 201372 s at -0,42 (-0,18 a -0,61) 0,0009
FBX011 NM 018693 203255 at -0,42 (-0,18 a-0,61) 0,0009
HMGB?2 BC000903 208808 s at -0,40 (-0,16 a -0,59) 0,002
KLHL?2 NM_07246 219157 at -0,37 (-0,13 a -0,57) 0,003
ADAMTSS NM 007038 219935 at -0,36 (-0,12 a -0,57) 0,004
ATPIBI NM 001677 201243 s at -0,36 (-0,12 a -0,56) 0,005
CHDY BF668950 212616 at -0,36 (-0,12 a -0,56) 0,005
C5orf5 NM 016603 218518 at -0,36 (-0,11 a -0,56) 0,005
GPM6A BF939489 209469 at -0,35 (-0,10 a -0,55) 0,006
NMT?2 NM 004808 205006 s at -0,34 (-0,09 a -0,54) 0,009
OSBPLS8 BF970829 212585 at -0,33 (-0,08 a -0,54) 0,01
FLTI AA058828 222033 s at -0,31 (-0,07 a -0,53) 0,01
DEK NM 003472 200934 at -0,31 (-0,06 a -0,52) 0,02
MAT2A AW301861 213705 at -0,31 (-0,06 a -0,52) 0,02
PLAGI NM 002655 205372 at -0,30 (-0,05 a -0,51) 0,02
HEXIM1 NM 006460 202815 s at -0,30 (-0,05 a -0,51) 0,02
SCML2 NM 006089 206147 x at -0,30 (-0,05 a -0,51) 0,02
B4GALTI D29805 201883 s at -0,28 (-0,04 a -0,50) 0,03
BCL2 NM 000633 203605 at -0,29 (-0,03 a -0,50) 0,03
TRIM?2 NM 015271 202342 s at -0,28 (-0,03 a -0,50) 0,03
UBE2B AlI768723 202334 s at -0,28 (-0,03 a -0,50) 0,03
TNFRSFI11B BF433902 204932 at -0,28 (-0,02 a -0,50) 0,03
SSX2IP AL133046 210871 x at -0,27 (-0,01 a -0,49) 0,04
203019 x at -0,26 (-0,01 a -0,48) 0,05
AX NM _014729 204530 _s_at -0,26 (-0,01 a -0,48) 0,04
GHITM AL136713 209248 at -0,26 (-0,01 a -0,48) 0,04
Fig. 14
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Tabla 6: microARN sensibles a androgenos

Emplazamiento
Nombre del gen Expresion cromosomico

miR-338 3,1 17q25.3
miR-126-5p 0,45 9q34.3

miR-146b 0,71 10q2432
Grupo de miR-181b-1 0,53 1q31.3

Grupo de miR-181c 0,5 19p13.12
miR-219-5p 0,43 6p21.32
Grupo de miR-221 0,56 Xp11.3

Células tratadas con R1881 10 nM frente a
tratadas de forma simulada (referencia);
FDR<5 %

Fig. 15
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Tabla 7: Supuestos sitios de unién al receptor de andrégenos en la secuencia flanqueante de los microARN

Nombre | Sitio | Posicion | Posicién Region Longitud | Puntuacion SEQ
del gen |de unién| de inicio | final | flanqueante del de Secuencia Cadena | ID
microARN | probabilidad No.
ml JARE02| 2533 | 2551 | 3UTR 85 0917 ;‘j‘CACGT‘;gCTC“TG T
1’";’; ARE02| 75 93 S'UTR 73 011 %‘%CCCCTCC/;CC“CTG )
;’Z’;l; PRE.OI | 2168 | 2186 3UTR 7 0843 %gTACCT(;GAGtCtTG + |3
1’;’7;: | | PREOT | 814 832 SUTR 110 0843 ??é‘ﬁgAAgatTG + |4
]’;’f;: ;| PREOL | 1046 1064 SUTR 110 0,851 ;‘j‘T(;GTiACAaﬂTG - 5
]g’;f: , | PREOL| 1953 | 1971 3UTR 110 0.892 tT“;‘g]’f‘tf‘ATathG + |6
1’;’7;: , |GREOT| 1976 | 1994 | 3UTR 110 0.862 ;tgg;TTagaTGT v |7
]?][f_- , | GREOT| 2129 | 2147 3UTR 110 0.878 %CTTCGTT;ATgagTG ; 8
;”é’; GRE.OI| 2755 | 2773 3'UTR 110 0,861 ?CGCGTTCSTTcagTG - 9
’]"(éﬁ ARE.01| 2933 | 2951 3UTR 110 0.803 %gﬁgGCTmTGT + |10
2’"]‘5'] ARE.02 | 381 399 SUTR 110 0014 tTgCGCGT’t{:CTtagAG -
2”;’;’2 ARE.02| 1196 | 1214 S'UTR 110 0.905 %E'CTC%%:CM“TG BT
2”;‘;?'1 PRE.OI | 1695 | 1713 3UTR 110 0.84 %%%CTSJAthgTG T
”2”213 ARE.02| 1710 | 1728 3'UTR 1.10 0.891 %‘%CCCTTTnTCTthGG T
’;’le GRE.OI | 1998 | 2016 3'UTR 110 0.85 ?CGTTCZTAT““GT + |15
”2”215 PRE.OI | 2551 | 2569 | 3WUTR 110 0.875 aTaTAC(}‘;TTGtaCTG + | 16
”2”215 PRE.OI | 2937 | 2955 3UTR 110 0.84 ;tg‘T*ttCTTCtgaTGT + |17
?;’;' GRE.OL.| 1456 | 1474 S'UTR 67 0,859 %CCGC%(;JCGCC“gTG - 18
"R lGrEOL| 1653 | 1671 | 3UTR 67 0.879 aTCCACGT(;gCC‘“gTG T

Nota: la bisqueda de supuestos sitios de union al receptor en la region flanqueante (1,5 kb cadena arriba y 1,5 kb cadena

abajo) de cada locus de microARN utilizando la base de datos de Genomatix. El sitio de inicio para el recuento (3 kb +

longitud del precursor de microARN) es el extremo 5' de la region flanqueante de 1,5 kb 5' . Matrices de Genomatix para los

sitios de union al receptor de andrégenos: ARE.01: RGNACRnngTGTTCT [SEQ ID NO:20]; ARE.02:
DNWCWtnnTGTYCT [SEQ ID NO:21]; PRE.O1: RGNACNnknTGTTCT [SEQ ID NO:22]; GRE.O1:
GGTWCWnnnTGTTCT [SEQ ID NO:23]; GRE.02: RGAACAsnnTGTTCT [SEQ ID NO:24|.

Fig. 16
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TABLA 8 - Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio

Todos los Invasién Sin invasion
casos perineural perineural
(n =60) (n =50) (n=7) Valor P?
Edad en el momento
de la prostatectomia 61 (46 - 73) 60 (48-77) 62 (60 - 68) 0,22
[mediana (intervalo)] n =57
PSA en el momento del diagnéstico (5,9 (1,3 -47,7) 6,1 (3,8-47,7) 5,4 (1,3 - 8,8) 0,19
[mediana (intervalo)] n = 48?
Nodulo individual mas grande
(gramos) 1,5 (0,2-3,0) 1,6 (0,8 - 3,0) 1,0 (0,2 - 2,0) 0,006"
[mediana (intervalo)] n = 56
Puntuacion suma de Gleason
<7(5-6) 13 (23) 9 (18) 4 (57)
>7(7-9) 44 (77) 41 (82) 3 (43) 0,04¢
Extension extraprostatica
No 33 (58) 26 (52) 7 (100)
Si 24 (42) 24 (48) 0(0) 0,02¢
Invasién de la vesicula seminal
No 47 (82) 40 (80) 7 (100)
Si 10 (18) 10 (20) 0(0) 0,33¢

2 No estaba disponible la informacién sobre algunos casos. ® Prueba t de dos colas.

¢ Prueba exacta de Fisher de dos colas

Fig. 22
TABLA 9 — microARN regulados de forma positiva en tumores con PNI (FDR <10 %)
microARN Cambio veces Emplazamiento cromosémico
miR-224 2,68 Xq28
miR-21 2,65 17q23.2
nuR-10 (a/b) 2,63 17q21.32/2q31.1
miR-125b (-1/2) 2,42 11924.121q21.1
miR-30a/b/c-2/d 2,33 6q13/8q24.22
miR-100 2,24 11q24.1
miR-24 (-1/2) 2,12 9q22.32/19p13.12
miR-15a-2 2,06 13q14.2
miR-191 2,04 5p21.31
miR-99b 2,03 19q13.41
miR-27a/b 2,00 19p13.12/9¢22.32
miR-26a (-1/2) 1,87 3p22.3/12q14.1
miR-126 1,68 9q34.3
miR-145 1,84 5q32
miR-195 1,67 17p13.1
miR-181a-1 1,64 1p31.1
miR-199b 1,58 9q34.11
miR-151 1,55 8q24.3
let-7g 1,47 3p21.2
Cambio en veces: Expresion en PNI frente a no PNI (referencia)

Fig. 23
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TABLA 10 - ARN que codifican proteinas con expresién diferencial entre tumores PNI y no PNI

Cambio | FDR Puntuacion de
Gen Nombre del gen ID del GenBank | en veces* | (%) Gleason**
MTIM Metalotioneina 1M MO06655 0,30 0 0,52 (0)
Proteina tirosina fosfatasa, tipo de receptor NM_002845 0,37 0 ND
PTPRM M
Receptor de la prostaglandina E 4 (subtipo AA897516 0,46 0 ND
PTGER4 EP4)
Marco de lectura abierta 46 del cromosoma NM_018465 0,47 0 0,74 (6)
C9orf46 9
MAN2B2 Manosidasa, alfa, clase 2B, miembro 2 AW954107 0,68 0 ND
Familia del transportador de soluto 38, NM_018018 0,19 5 ND
SLC38A44 miembro 4
NPR3 Receptor del péptido atrionatriurético C Al628360 0,29 5 ND
ODZI Homoélogo de odd Oz/ten-m 1 ALO022718 0,35 5 ND
MTIF Metalotioneina 1F M10943 0,52 5 0,66 (0)
ABAT 4-amimobutirato aminotransferasa AF237813 0,52 5 0,79 (18)
INPP4B Inositol polifosfato-4-fosfatasa, tipo 11 NM 003866 0,53 5 ND
FECH Ferroquelatasa NM 000140 0,56 5 ND
Factor de necrosis tumoral, proteina NM_014350 0,58 5 ND
TNFAIP8 inducida por alfa 8
TTCI12 Dominio repetido de tetratricopéptido 12 NM 017868 0,58 5 ND
MTIH Metalotioneina 1H NM_005951 0,59 5 0,64 (0)
MT2A4 Metalotioneina 2A NM_005953 0,64 5 0,68 (0)
Complejo de proteinas relacionadas con el NM_004069 0,66 5 ND
AP2S1 adaptador 2, subunidad S1
RAB27A, miembro de la familia de genes AF125393 0,50 7 0,66 (3)
RAB27A4 RAS
SMS Espermina sintasa NM 004595 0,56 7 ND
IACTB2 Lactamasa, beta 2 NM 016027 0,59 7 ND
Factor de iniciacion de la traduccién NM_015904 0,81 7 ND
EIF5B eucariota SB
GPR37 Receptor acoplado a proteina G 37 U87460 0,29 9 ND
MAF Homélogo del oncogén v-maf NM_005360 0,43 9 0,69 (2)
Acil-coenzima A deshidrogenasa, cadena NM_001608 0,46 9 0,75 (7)
ACADL larga
MAGEH]I Familia del antigeno del melanoma H, 1 NM 014061 0,55 9 0,72 (2)
TBC1D4 Familia del dominio TBC1, miembro 4 NM_014832 0,55 9 ND
MTIG Metalotioneina 1G NM_005950 0,57 9 0,61 (0)
ZNF652 Proteina de dedos de cinc 652 NM 014897 0,59 9 ND
MTIX Metalotioneina 1X NM_005952 0,64 9 0,67 (0)
APXL Similar a proteina apical (Xenopus laevis) NM 001649 0,64 9 0,82 (12)
CXADR | Receptor del virus coxsakie y de adenovirus [ NM_001338 0,68 9 ND
MRPL39 Proteina ribosémica mitocondrial L.39 NM 017446 0,72 9 ND
MGST3 Glutation S-transferasa microsomal 3 NM 004528 0,73 9 0,75 (0)
MRPSII Proteina ribosomica mitocondrial S1 AB049944 0,80 9 ND

* Cambio en veces: Expresion en PNI frente a no PNI (referencia); ** Puntuacion de Gleason: Cambio en veces
(FDR %) para puntuacién de Gleason elevada (7-9) frente a baja (5-6) (referencia).; ND: No hay diferencia (FDR <
30 %)

Fig. 24
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Tabla 11: Validacion de los resultados de micromatriz mediante qRT-PCR para genes seleccionados

qRT-PCR Matriz
Gen Cambio en veces? Cambio en veces
Metalotioneina-1M 0,26 0,30
Metalotioneina-1F 0,31 0,52
qRT-PCR Matriz
microARN Cambio en veces? Cambio en veces
miR-224 5,72 2,68
miR-10b 2,84 2,63
miR-125b 4,29 2,42
miR-30c 2,15 2,44
miR-100 2,08 2,24

2 Cambio en veces: Expresion en PNI (n = 36) frente a no PNI (referencia; n = 7); ® Cambio en veces:
Expresion en PNI (n = 23) frente a no PNI (referencia; n = 7); Todas las diferencias del cambio en veces
fueron estadisticamente significativas (P < 0,05; prueba Mann Whitney U de dos colas).

Fig. 25

TABLA 12: Procesos biologicos mas enriquecidos de forma significativa para genes expresados de forma
diferencial comparando tumores PNI con tumores no PNI

Listado Listado Prueba exacta
de PNI de PNI Poblacion |Poblacion de Fisher
Término GOBP Aciertos Aciertos
del término? Total® del término¢ | Totald Valor P
Metabolismo del acido organico
(carboxilico) 9 62 453 16762 4,0E-05
Transporte de aminoacidos 4 62 68 16762 1,2E-04
Transporte de aminas 4 62 73 16762 1,5E-04
Transporte de acido organico
(carboxilico) 4 62 83 16762 2,5E-04
Metabolismo de L-fenilalanina 2 62 10 16762 5,9E-04
Catabolismo de la familia de
aminoacidos aromaticos 2 62 12 16762 8,7E-04
Metabolismo de compuestos
aromaticos 2 62 14 16762 1,2E-03
Metabolismo de acidos grasos 4 62 140 16762 1,8E-03
Neurogénesis 5 62 259 16762 2,7E-03
Metabolismo de la familia de
aminoacidos aromaticos 2 62 29 16762 5,1E-03
Metabolismo de aminoacidos y
derivados 5 62 309 16762 5,7E-03

* Numero de genes anotados en un término GOBP que se expresan de forma diferencial cuando se comparan
tumores con PNI frente a tumores sin PNI; ? Todos los genes anotados en GOBP que se expresan de forma
diferencial en esta comparacién; ¢ Todos anotados; genes en un término GOBP; 4 Todos genes anotados en

GOBP.

Fig. 26
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