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DESCRIPCION
Método para el diagndstico, pronodstico y tratamiento de la metastasis de cancer de mama
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con el diagnoéstico o el prondstico de metastasis en cancer de mama basado en
determinar si el gen c-MAF se encuentra amplificado en una muestra de tumor primario. Asimismo, la invencion
también se relaciona con un método para el diagndstico o el prondstico de metastasis en cancer de mama, asi como
con un método para disefiar una terapia personalizada en un sujeto con cancer de mama, que comprenden
determinar el nivel de expresion del gen c-MAF. Por ultimo, la invencidon se relaciona con el empleo de un inhibidor
de c-MAF como diana terapéutica para el tratamiento de la metastasis del cancer de mama.

Antecedentes de la invencion

Mundialmente, el cancer de mama es el segundo tipo mas comun de cancer (10,4%; tras el cancer de pulmoén) y la
quinta causa mas comun de muerte por cancer (tras el cancer de pulmén, cancer de estdmago, cancer de higado, y
cancer de colon). Entre las mujeres, el cancer de mama es la causa mas comun de muerte por cancer. En 2005, el
cancer de mama produjo 502.000 muertes en el mundo (el 7% de las muertes por cancer; casi el 1% de todas las
muertes). El nimero de casos mundiales ha aumentado significativamente desde la década de 1970, un fenémeno
del que se culpa parcialmente a los estilos de vida modernos en el mundo occidental.

El cancer de mama se clasifica en fases segun el sistema TNM. El prondstico esta intimamente unido a los
resultados de la clasificacion en fases, y la clasificacion en fases también se usa para asignar pacientes a
tratamientos tanto en ensayos clinicos como en la practica médica. La informacion para clasificar en fases es como
sigue:

e TX: El tumor primario no se puede evaluar. TO: No hay evidencia de tumor. Tis: Carcinoma in situ, no
invasion. T1: El tumor es de 2 cm o0 menos. T2: El tumor es de mas de 2 cm pero de menos de 5 cm. T3: El
tumor es de mas de 5 cm. T4: Tumor de cualquier tamafo que crece en la pared del pecho o piel, o cancer
de mama inflamatorio.

e NX: Los ganglios linfaticos cercanos no se pueden evaluar. NO: El cancer no se ha extendido a los ganglios
linfaticos regionales. N1: El cancer se ha extendido a 1 a 3 ganglios linfaticos de la axila o a uno mamario
interno. N2: El cancer se ha extendido a 4 a 9 ganglios linfaticos de la axila o a mdltiples ganglios mamarios
internos. N3: Aplica uno de los siguientes:

= El cancer se ha extendido a 10 6 mas ganglios linfaticos de la axila, o el cancer se ha
extendido a los ganglios linfaticos bajo la clavicula, o el cancer se ha extendido a los
ganglios linfaticos por encima de la clavicula o el cancer afecta a los ganglios linfaticos de
la axila y se ha extendido a los ganglios linfaticos mamarios internos, o el cancer afecta a
4 6 mas ganglios linfaticos de la axila, y se encuentran cantidades minimas de cancer en
los ganglios mamarios internos o en biopsia de ganglios linfaticos centinelas.

e MX: La presencia de extension distante (metastasis) no se puede evaluar. MO: No hay extension distante.
M1: Se ha producido la extension a 6rganos distantes, que no incluyen el ganglio linfatico supraclavicular.

El hecho de que la mayoria de las muertes en pacientes con cancer por tumores sélidos se produzca por posterior
metastasis hace que sea crucial comprender los mecanismos moleculares y celulares que permiten a un tumor
metastatizar. Publicaciones recientes han demostrado como la metastasis se produce mediante mecanismos
complejos aun poco conocidos y también como los diferentes tipos celulares metastasicos presentan un tropismo
hacia determinados 6rganos. Estas células metastasicas tejido especificas tienen una serie de funciones adquiridas
que les permiten colonizar érganos concretos.

Todas las células tienen receptores en su superficie, en su citoplasma y el nacleo celular. Ciertos mensajeros
quimicos tales como las hormonas se unen a dichos receptores y esto provoca cambios en la célula. Existen tres
receptores importantes que pueden afectar a las células del cancer de mama: receptor de estrogeno (ER), receptor
de progesterona (PR) y HER2/neu. Con el fin de nombrar las células que presentan alguno de estos receptores, se
les coloca un signo positivo cuando el receptor esta presente y un signo negativo si esta ausente: ER positivo (ER+),
ER negativo (ER-), PR+ (positivo), PR negativo (PR-), HER2+ (positivo) y HER2 negativo (HER2-). El estado de
receptor ha convertido en una evaluacion critica de todos los canceres de mama, ya que determina la idoneidad del
uso de tratamientos especificos, por ejemplo, tamoxifeno o trastuzumab. La isoforma alfa del receptor de estrogenos
(ER), esta sobreexpresada en alrededor del 65% de los casos de cancer de mama diagnosticados. Este tipo de
cancer de mama se refiere como “ER-positivo” (ER+). En este caso la unién del estrégeno al ER estimula la
proliferacién de las células mamarias tumorales. Las células tumorales ER+ son altamente dependientes de este
estimulo para proliferar por lo que el ER se utiliza en la actualidad como una diana terapéutica.
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El pilar principal del tratamiento de cancer de mama es la cirugia cuando el tumor esta localizado, con posible
terapia adyuvante hormonal (con tamoxifeno o un inhibidor de aromatasa), quimioterapia, y/o radioterapia. En la
actualidad, las recomendaciones de tratamiento después de la cirugia (terapia adyuvante) siguen un patrén. Este
patron esta sujeto a cambio, ya que cada dos afios, tiene lugar una conferencia mundial en St. Gallen, Suiza, para
discutir los resultados reales de los estudios multicentros mundiales. Asimismo, dicho patrén también se revisa
segun el criterio consenso del National Institute of Health (NIH). Basandose en estos criterios, mas del 85-90% de
los pacientes que no presentan metastasis en nédulos linfaticos serian candidatos para recibir terapia sistémica
adyuvante.

En la actualidad, ensayos de PCR como Oncotype DX o ensayos de microarrays como MammaPrint pueden
predecir el riesgo de recaida del cancer de mama basada en la expresion de determinados genes. En febrero de
2007, el ensayo MammaPrint se convirtio en el primer indicador de cancer de mama en conseguir autorizacion oficial
de la Food and Drug Administration.

La solicitud de patente EP1961825-A1 describe un método para predecir la apariciéon de metastasis de cancer de
mama a hueso, pulmoén, higado o cerebro, que comprende determinar en una muestra de tejido tumoral el nivel de
expresion de uno o mas marcadores respecto a su correspondiente nivel de expresiéon en una muestra control, entre
los que se encuentra c-MAF. Sin embargo, este documento requiere la determinacion de varios genes
simultaneamente para poder determinar la supervivencia de pacientes de cancer de mama y la correlacion entre la
capacidad de la firma gendmica de predecir la supervivencia libre de metastasis a hueso no resultd estadisticamente
significativa.

Bos, P.D., et al. [Nature, 2009, 459:1005-1009] describe genes involucrados en la metastasis de cancer de mama al
cerebro.

La solicitud de patente US2005/0181375 describe métodos para la deteccién de cancer de mama metastasico
basados en la deteccion de los niveles de expresion de una serie de genes que se encuentran regulados al alza o a
la baja en tumores metastasicos y, en particular, en tumores que metastizan al cerebro.

La solicitud de patente internacional W0O2010/000907 describe una firma genética util como predictor genémico de
metastasis distal en pacientes de cancer de mama.

Brufsky (Seminars in Oncology, junio de 2010, 37 (3) Supl. 1 pp. S12-219) discute la terapia de conservacion de
hueso en pacientes con cancer de mama.

Sin embargo, no existen en el estado de la técnica marcadores genéticos que permitan diagnosticar y/o pronosticar
si un paciente que sufre un determinado cancer de mama, como es el cancer de mama ER- o ER+, va a sufrir o no
metastasis, pudiendo aplicar de esta manera una terapia adecuada al sujeto que padece dicho cancer. Por lo tanto,
existe la necesidad de identificar nuevos marcadores que permitan diagnosticar la presencia de metastasis en
sujetos que padecen cancer de mama ER+ o ER- y/o predecir la probabilidad de un sujeto que padece cancer de
mama ER+ o ER- a desarrollar metastasis. La identificacion de nuevos factores de prondstico servira como guia en
la seleccion de los tratamientos mas adecuados.

Compendio de la invencion
La invencion esta definida por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Los autores de la presente invencion han identificado y validado c-MAF como marcador asociado a una mayor
propension del cancer de mama ER+ a provocar metastasis y, en particular, metastasis al hueso. Esta
sobreexpresion se debe al menos en parte a una amplificacion del locus 16g22-q24 en el que se encuentra el gen c-
MAF. Sin querer estar vinculado a ninguna teoria en particular, se piensa que la via de sefalizacion del receptor de
estrégenos (ER) contribuye a la metastasis del cancer de mama liderando los eventos moleculares necesarios para
que se produzca dicha metastasis.

El papel del gen c-MAF en metastasis de cancer de mama ER+ ha sido caracterizado por los inventores mediante la
inoculacion a ratones inmunodeficientes de la linea celular MCF7 (linea celular de cancer de mama humana ER+),
para después obtener el perfil de expresiéon asociado a células MCF7 aisladas en hueso como consecuencia del
proceso de metastasis a dicho érgano. A partir de dicho perfil de expresién y aplicando diversos criterios, se
selecciono el gen c-MAF cuyas variaciones en los niveles de expresion predicen recurrencia a hueso en tumores
primarios de cancer de mama. Posteriormente, los niveles de expresion de c-MAF fueron estudiados en dos bases
de datos distintas que contienen los perfiles de expresion y las anotaciones clinicas de tumores primarios de
pacientes con cancer de mama y de metastasis de pacientes de cancer de mama, observandose que la expresion
génica de c-MAF se correlaciona de forma positiva con distintos parametros clinicos, incluida la recurrencia y la
metastasis. Adicionalmente, se determinaron los niveles de expresion de c-MAF en las metastasis en hueso de
cancer de mama, observandose niveles elevados de c-MAF en metastasis procedentes de tumores ER+ y ER-.
Finalmente, el gen c-MAF fue validado individualmente mediante ensayos de colonizacion de metastasis in vivo
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seguido de experimentos de ganancia mediante vectores lentivirales y pérdida de funcion mediante el empleo de
ARN de interferencia (ARNip). Estos estudios han demostrado el papel de c-MAF como marcador de prondstico y
como un gen diana en la metastasis del cancer de mama, en particular, metastasis al hueso del cancer de mama.
Asimismo, los inventores han asociado la amplificacién del locus 16922-g24, que incluye el gen c-MAF con la
presencia de metastasis en sujetos con cancer de mama y la amplificacion del gen c-MAF en lineas celulares de
cancer de mama con tendencia a producir metastasis en hueso.

Asi, se describe un método in vitro para diagnosticar metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama ER+ y/o
para pronosticar la propension a desarrollar metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama ER+ que
comprende

(i) cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral de dicho sujeto y
(ii) comparar el nivel de expresion previamente obtenido con el nivel de expresion de dicho gen en una muestra
control,

en donde si los niveles de expresion de dicho gen estan incrementados con respecto a los niveles de expresion de
dicho gen en la muestra control, entonces dicho sujeto presenta un diagndstico positivo de metastasis o una mayor
propension a desarrollar una metastasis.

Adicionalmente se describe un método in vitro para disefiar una terapia personalizada para un sujeto afectado de
cancer de mama ER+ que comprende

(i) cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral de dicho sujeto y

(ii) comparar el nivel de expresion previamente obtenido con el nivel de expresion de dicho gen en una muestra
control,

en donde si los niveles de expresion estan incrementados respecto a los niveles de expresion de dicho gen en la
muestra control, entonces dicho sujeto es susceptible de recibir una terapia dirigida a prevenir y/o tratar la
metastasis.

Adicionalmente se describe un método in vitro para disefiar una terapia personalizada para un sujeto afectado de
cancer de mama con metastasis en hueso que comprende

(i) cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral metastasico en hueso de
dicho sujeto y
(ii) comparar el nivel de expresion obtenido en la etapa (i) con el nivel de expresion de dicho gen en una

muestra control,

en donde si los niveles de expresion del gen c-MAF estan incrementados respecto a los niveles de expresion de
dicho gen en la muestra control, entonces dicho sujeto es susceptible de recibir una terapia dirigida a prevenir la
degradacion 6sea.

Adicionalmente se describe un método in vitro para diagnosticar metastasis en un sujeto afectado de cancer de
mama y/o para pronosticar la propension a desarrollar metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama que
comprende determinar si el gen c-MAF se encuentra amplificado en una muestra de tejido tumoral de dicho sujeto;
en donde si existe amplificacion de dicho gen respecto a una muestra control, entonces dicho sujeto presenta un
diagndstico positivo de metastasis o una mayor propension a desarrollar una metastasis.

Adicionalmente se describe el uso de un agente inhibidor de c-MAF en la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento y/o la prevencion de la metastasis de cancer de mama.

También se describe el uso de un agente capaz de evitar o prevenir la degradacion 6sea en la elaboraciéon de un
medicamento para el tratamiento de la metastasis en hueso en un sujeto que padece cancer de mama y presenta
los niveles de c-MAF elevados en una muestra de tejido tumoral metastasico con respecto a una muestra control.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 (A) muestra el esquema grafico del proceso de seleccion in vivo de las subpoblaciones metastasicas
tejido-especificas. Cada una de las subsiguientes generaciones metastasicas a hueso es designada BoMO0, BoM1 y
BoM2. La capacidad metastasica de estos tipos celulares fue analizada mediante inyeccion intra-cardiaca en un
modelo de injerto en raton inmunodeprimido. (B) muestra la agrupacion jerarquica obtenida a partir de los perfiles
transcripcionales de las células de cancer de mama ER+ parentales y sus subsiguientes lineas celulares derivadas
metastasicas BoM0, BoM1 y BoM2. (C) muestra las curvas Kaplan-Meier donde se separan los grupos de pacientes
en funcién de los niveles de expresion de c-MAF y se indica la probabilidad para cada grupo de pacientes de recaida
y metastasis al hueso a lo largo del tiempo. El conjunto de datos incluye 560 tumores primarios de cancer de mama.
Los analisis se restringieron a los tumores ER+ y ER- respectivamente (base de datos Gene Expression Omnibus,
numero de acceso GSE 2603, 2034 y 12276) (D) muestra los niveles de expresion de c-MAF que se utilizaron para
separar los perfiles de expresion de los 338 tumores de cancer de mama primarios descritos en la cohorte del NKI.
Se muestra de forma comparativa mediante curva Kaplan-Meier la probabilidad de supervivencia de los pacientes de
cada grupo a lo largo del tiempo. Los datos p-valor que se muestran en C y D indican que la interseccion entre la
expresion del gen c-MAF y el ER, usando estos valores como variables continuas, predice de modo independiente y
significativo la recurrencia de metastasis utilizando un modelo multivariante tipo COX (p-valor<0.01).
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La figura 2 (A) muestra los niveles normalizados de expresion del gen c-MAF en metastasis de hueso originarias de
cancer de mama en comparacion con otros sitios de metastasis (cerebro, higado y pulmoén) (GSE14020). (B)
muestra los niveles normalizados de expresion del gen c-MAF en distintas subpoblaciones con diferente capacidad
de colonizacién del hueso y derivadas de las células de cancer de mama MDA-MB-231 (ER-). (C) muestra los
niveles normalizados de expresion del gen CTGF (gen inducido por la actividad transcripcional de c-MAF) en
distintas subpoblaciones con diferente capacidad de colonizacién del hueso y derivadas de las células de cancer de
mama MDA-MB-231 (ER-) o con la sobreexpresion exdgena del cDNA codificante para el gen MAF (isoforma larga).

La figura 3 (A) muestra los analisis de los niveles de expresion de c-MAF en las células de cancer de mama ER+
MCF?7, y sus derivados metastasicos (BoM) mediante RT-PCR cuantitativa. (B) y (C) muestran los experimentos de
pérdida y ganancia de funcion de c-MAF. La pérdida y la ganancia de c-MAF se ha realizado en células altamente y
poco metastasicas a hueso, respectivamente. Las lineas celulares derivadas con y sin expresion de c-MAF son
inyectadas en el ventriculo izquierdo de los ratones inmunodeprimidos y se analiza la colonizacién a hueso in vivo y
en tiempo real mediante técnicas de imagen por bioluminiscencia para validar la contribucién de c-MAF a la
metastasis a hueso en cancer de mama ER+. MAF-sho indica c-MAF short (isoforma corta).

La figura 4 muestra el ensayo de diferenciacion de osteoclastos a partir de células precursoras derivadas de médula
Osea, a partir de medio condicionado procedente de células MCF7 parentales o células que sobre-expresan alguna
de las isoformas de c-MAF (short - isoforma corta y long - isoforma larga). EI niumero de osteoclastos se mide
mediante la técnica de TRAP. Las diferencias estadisticas entre grupos se evalian mediante el test de wilcoxon con
dos colas.

La figura 5 (A) muestra los analisis del niumero de copias a partir de los niveles de expresion de genes en células
BoM2 en comparacion con células MCF7, en el cromosoma 16. En la parte superior se muestra un indicador de
expresion. En la parte central de la figura se muestran las secuencias de referencia de los transcritos o genes para
los que se dispone de valores de expresion (Sec. Ref. Transcritos), que se ordenan en funcién de su posicion
gendmica; (B) muestra el andlisis ACE (analisis de alteraciones por nimero de copias basados en datos de
expresion) identifica una ganancia genémica recurrente en la region 16q12-q24 en pacientes de cancer de mama
con metastasis en 348 tumores primarios de cancer de mama ER+. Dicha region incluye el locus 16g22-q24 que
contiene el gen c-MAF. La expresion de los genes y el desarrollo de metastasis se han asociado aplicando el modelo
“Cox log hazard ratio (HR)". La significancia estadistica se ha obtenido permutando (1000 permutaciones) el
logaritmo del HR en todo el genoma, ajustando los valores p via Benjamini-Hochberg para controlar un FDR (ratio de
falsos positivos) a nivel de 0,05. Sélo se reportan en gris aquellas regiones con al menos 15 genes significativos
consecutivos.

La figura 6 (A) muestra la deteccion del numero de copia de gen MAF e IGH mediante hibridacion fluorescente in
situ (FISH) usando una sonda especifica del gen c-MAF (flecha con asteriscos) y una sonda especifica de gen IGH
(flechas). El gen IGH se emplea como control. Escala: 25 ym. (B) muestra la cuantificacion del porcentaje de células
con el ratio indicado entre el nimero de copia del gen MAF en comparacién con el niumero de copia del gen IGH (se
indica el nimero total de células contadas para cada grupo).

Descripcion detallada de la invencién

METODOS DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO DE METASTASIS EN CANCER DE MAMA BASADOS EN LOS
NIVELES DE EXPRESION DE c-MAF

Los inventores han puesto de manifiesto que el gen c-MAF esta sobre-expresado en metastasis de cancer de mama,
en particular en tumores ER+, asi como que los niveles de expresion de c-MAF en tumores primario se correlacionan
con distintos parametros clinicos del cancer de mama, en particular, con recurrencia y probabilidad de metastasis.
Asi, seguln se observa en los ejemplos de la presente invencion (véase Ejemplo 2), la sobreexpresion de c-MAF se
correlaciona con la aparicién de metastasis de tumores de mama ER+ en hueso (véase Figura 1). Por tanto, c-MAF
puede emplearse como marcador para diagnosticar y/o pronosticar metastasis en un sujeto afectado de cancer de
mama ER+.

Asi, se describe un método in vitro para diagnosticar metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama ER+ y/o
para pronosticar la propension a desarrollar metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama ER+ (en adelante
primer método de la invencion), que comprende

(i) cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral de dicho sujeto y

(i) comparar el nivel de expresion previamente obtenido con el nivel de expresion de dicho gen en una

muestra control,

en donde si los niveles de expresion de dicho gen estan incrementados respecto los niveles de expresion de dicho
gen en la muestra control, entonces dicho sujeto presenta un diagndstico positivo de metastasis o una mayor
propension a desarrollar una metastasis.
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El gen c-MAF (v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homologue (avian), también conocido como MAF
o MGC71685) es un factor de transcripcion que contiene una cremallera de leucinas que actia como un
homodimero o como un heterodimero. Dependiendo del sitio de unién al ADN, la proteina codificada puede ser un
activador o un represor transcripcional. La secuencia de ADN que codifica c-MAF se describe en la base de datos
NCBI bajo el numero de acceso NG_016440 (SEQ ID NO: 1). A partir de dicha secuencia de ADN, se transcriben
dos ARN mensajeros, cada uno de los cuales dara lugar a una de las dos isoformas de la proteina c-MAF, la
isoforma a y la isoforma B. Las secuencias de ADN complementario para cada una de dichas isoformas se
describen, respectivamente, en la base de datos NCBI bajo los nimeros de acceso NM_005360.4 (SEQ ID NO: 2) y
NM_001031804.2 (SEQ ID NO: 3).

En el contexto de la presente divulgacion, se entiende por “metastasis” a la propagacion de un cancer a un érgano
distinto de aquel en el que se inici6. Ocurre generalmente por via sanguinea o linfatica. Cuando las células
cancerosas se diseminan y forman un tumor nuevo, éste se llama un secundario, o tumor metastasico. Las células
del cancer que forman el tumor secundario son como las del tumor original. Por ejemplo, si un cancer de mama se
disemina (metastatiza) al pulmoén, el tumor secundario esta formado de células malignas del cancer de mama. La
enfermedad en el pulmén es cancer de mama metastasico y no cancer de pulmén. En una realizacion particular del
método descrito, la metastasis es cancer de mama ER+ que se ha diseminado (metastatizado) al hueso.

En la presente divulgacion, se entiende por “cancer de mama ER+” al cancer de mama cuyas células tumorales
expresan el receptor de estrogeno (ER). Esto hace a dichos tumores sensibles a los estrogenos, lo cual significa que
el estrégeno hace que el tumor canceroso mamario crezca. Por el contrario, se entiende por “cancer de mama ER-"
al cancer de mama cuyas células tumorales no expresan el receptor de estrogeno (ER).

En la presente divulgacion, se entiende por “diagnéstico de metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama” a
reconocer una enfermedad (metastasis) mediante el examen de sus signos, es decir, en el contexto de la presente
divulgacién, mediante unos niveles de expresion aumentados (es decir, sobre-expresion) del gen c-MAF en el tejido
tumoral de cancer de mama respecto a una muestra control.

En la presente divulgacion se entiende por “pronosticar la propensién a desarrollar metastasis en un sujeto afectado
de cancer de mama ER+” a conocer a partir de indicios si el cancer de mama ER+ que afecta a dicho sujeto va a
sufrir metastasis en un futuro. En el contexto de la presente divulgacion, el indicio es la sobre-expresion del gen c-
MAF en el tejido tumoral.

El método descrito comprende, en una primera etapa, cuantificar el nivel de expresién del gen c-MAF en una
muestra de tejido tumoral de un sujeto.

En una realizacion preferida, el primer método descrito comprende cuantificar solo el nivel de expresion del gen c-
MAF como un marcador unico, por ejemplo, el método no incluye determinar el nivel de expresion de ningun
marcador adicional.

El término “sujeto” o “paciente”, como se usa aqui, se refiere a todos los animales clasificados como mamiferos e
incluye, pero no esta restringido a, animales domésticos y de granja, primates y humanos, por ejemplo, seres
humanos, primates no humanos, vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos, o roedores. Preferiblemente,
el sujeto es un humano hombre o mujer de cualquier edad o raza.

En la presente divulgacion se entiende por “muestra de tejido tumoral” a la muestra de tejido procedente del tumor
primario de cancer de mama ER+. Dicha muestra se puede obtener mediante métodos convencionales, por ejemplo,
biopsia, utilizando métodos bien conocidos para los expertos en las técnicas médicas relacionadas. Los métodos
para obtener una muestra de la biopsia incluyen particion en trozos grandes de un tumor, o microdiseccion u otros
métodos de separacion de células conocidos en la técnica. Las células tumorales se pueden obtener de forma
adicional mediante citologia por aspiracién con una aguja fina. Para simplificar la conservacion y el manejo de las
muestras, estas se pueden fijar en formalina y embeber en parafina o congelar primero y después embeber en un
medio criosolidificable, tal como compuesto OCT, mediante inmersién en un medio altamente criogénico que permite
la congelacion rapida.

Como entiende el experto en la materia, la cuantificacion de los niveles de expresiéon de un gen se puede determinar
midiendo los niveles del ARN mensajero de dicho gen o de la proteina codificada por dicho gen.

Para este fin, la muestra biolégica se puede tratar para disgregar de forma fisica o mecanica la estructura del tejido o
la célula, liberando los componentes intracelulares en una solucion acuosa u organica para preparar los acidos
nucleicos. Los acidos nucleicos se extraen mediante procedimientos conocidos para el experto en la materia y
disponibles comercialmente (Sambroock, J., et al., “Molecular cloning: a Laboratory Manual”, 3rd ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, N.Y., Vol. 1-3.)

Asi, la cuantificacion del nivel de expresion del gen c-MAF puede realizarse a partir del ARN resultante de la
transcripcion de dicho gen (ARN mensajero o ARNm) o, alternativamente, a partir del ADN complementario (ADNc)
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de dicho gen. Por tanto, en una realizacion particular, la cuantificacion de los niveles de expresion del gen c-MAF
comprende la cuantificacion del ARN mensajero del gen c-MAF, o un fragmento de dicho ARNm, ADN
complementario del gen c-MAF, o un fragmento de dicho ADNc, o sus mezclas.

Practicamente cualquier método convencional puede ser utilizado para detectar y cuantificar los niveles de ARNm
codificados por el gen c-MAF o de su ADNc correspondiente. A modo ilustrativo, no limitativo, los niveles de ARNm
codificados por dicho gen pueden ser cuantificados mediante el empleo de métodos convencionales, por ejemplo,
métodos que comprenden la amplificacion del ARNm y la cuantificacion del producto de la amplificacién de dicho
ARNm, tales como electroforesis y tincion, o alternativamente, mediante Southern blot y empleo de sondas
apropiadas, northern blot y empleo de sondas especificas del ARNm del gen de interés (c-MAF) o de su ADNc
correspondiente, mapeo con la nucleasa S1, RT-LCR, hibridacién, microarrays, etc., preferentemente, mediante
PCR cuantitativa a tiempo real usando un marcador apropiado. Analogamente, los niveles del ADNc correspondiente
a dicho ARNm codificado por el gen c-MAF también pueden ser cuantificados mediante el empleo de técnicas
convencionales; en este caso, el método incluye una etapa de sintesis del correspondiente ADNc mediante
transcripcion inversa (RT) del ARNm correspondiente seguida de amplificacion y cuantificacion del producto de la
amplificacién de dicho ADNc. Métodos convencionales de cuantificar los niveles de expresion pueden encontrarse,
por ejemplo, en Sambrook y cols., 2001. (citado ad supra).

En una realizacion particular, la cuantificacion de los niveles de expresion del gen c-MAF se realiza mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa o un array de ADN o ARN.

Por otro lado, la cuantificacion del nivel de expresion del gen c-MAF también puede realizarse mediante la
cuantificacion de los niveles de expresion de la proteina codificada por dicho gen, es decir, la proteina c-MAF (c-
MAF) [NCBI, numero de acceso O75444], o cualquier variante funcionalmente equivalente de la proteina c-MAF.
Existen dos isoformas de la proteina c-MAF, la isoforma a (NCBI, NP_005351.2) compuesta de 403 aminoacidos
(SEQ ID NO: 4) y la isoforma  (NP_001026974.1) compuesta de 373 aminoacidos (SEQ ID NO: 5). La
cuantificacion del nivel de expresion del gen c-MAF puede llevarse a cabo mediante la cuantificacion de los niveles
de expresion de cualquiera de las isoformas de la proteina c-MAF. Asi, en una realizacion particular, la cuantificacion
de los niveles de la proteina codificada por el gen c-MAF comprende la cuantificacion de la proteina c-MAF.

En el contexto de la presente divulgacion, se entiende por “variante funcionalmente equivalente de la proteina c-
MAF” (i) variantes de la proteina c-MAF (SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5) en las que uno o mas de los restos de
aminoacidos estan sustituidos por un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferentemente un
residuo de aminoacido conservado), en donde tal residuo de aminoacido sustituido puede ser o puede no ser uno
codificado por el codigo genético, o (ii) variantes que comprenden una insercion o una delecion de uno o mas
aminoacidos, y que desempefia la misma funcién que la proteina c-MAF, es decir, actuar como un factor de
transcripcion de unién al ADN. Variantes de la proteina c-MAF pueden identificarse usando métodos basados en la
capacidad de c-MAF de promover la proliferaciéon celular in vitro, tal como se muestra en la solicitud de patente
internacional W02005/046731, basados en la capacidad del supuesto inhibidor para bloquear la capacidad la
transcripcion de un gen reportero bajo el control del promotor de ciclina D2 o de un promotor que contenga la region
de respuesta a c-MAF (MARE o c-MAF responsive element) en células que expresan c-MAF tal y como se describe
en W02008098351 o basados en la capacidad del supuesto inhibidor de bloquear la expresion de un gen reportero
bajo el control del promotor de IL-4 en respuesta a la estimulacion con PMA/ionomicina en células que expresan
NFATc2 y c-MAF tal y como se describe en el documento US2009048117A.

Las variantes segun la divulgacion tienen preferentemente una identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las isoformas de la proteina c-MAF (SEQ ID NO: 4 6 SEQ ID NO: 5) de, al menos, el
50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al
menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos
el 99%. El grado de identidad entre las variantes y las secuencias especificas de proteina c-MAF definidas
anteriormente se determina usando algoritmos y procedimientos informaticos que son ampliamente conocidos para
los expertos en la materia. La identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina preferentemente usando
el algoritmo BLASTP [BLAST Manual, Altschul, S., y col., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul, S., y col., J.
Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)].

El nivel de expresién de la proteina c-MAF puede ser cuantificado mediante cualquier método convencional que
permita detectar y cuantificar dicha proteina en una muestra de un sujeto. A modo ilustrativo, no limitativo, los
niveles de dicha proteina pueden cuantificarse, por ejemplo, mediante el empleo de anticuerpos con capacidad de
unirse a c-MAF (o a fragmentos de la misma que contenga un determinante antigénico) y la posterior cuantificacion
de los complejos formados. Los anticuerpos que se emplean en estos ensayos pueden estar marcados o no.
Ejemplos ilustrativos de marcadores que se pueden utilizar incluyen isétopos radiactivos, enzimas, fluoréforos,
reactivos quimioluminiscentes, sustratos enzimaticos o cofactores, inhibidores enzimaticos, particulas, colorantes,
etc. Existe una amplia variedad de ensayos conocidos que se pueden utilizar, que utilizan anticuerpos no marcados
(anticuerpo primario) y anticuerpos marcados (anticuerpo secundario); entre estas técnicas se incluyen el Western-
blot o transferencia Western, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima), RIA (radioinmunoensayo), EIA
competitivo (inmunoensayo enzimatico competitivo), DAS-ELISA (ELISA sandwich con doble anticuerpo), técnicas
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inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, técnicas basadas en el empleo de biochips o microarrays de proteinas
que incluyan anticuerpos especificos o ensayos basados en precipitacion coloidal en formatos tales como dipsticks.
Otras maneras para detectar y cuantificar dicha proteina c-MAF, incluyen técnicas de cromatografia de afinidad,
ensayos de unioén a ligando, etc. Cuando se usa un método inmunoldgico, se puede usar cualquier anticuerpo o
reactivo que se sabe se une a la proteina c-MAF con alta afinidad para detectar la cantidad de la misma. Sin
embargo, se prefiere el uso de un anticuerpo, por ejemplo, sueros policlonales, sobrenadantes de hibridomas o
anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos, Fv, Fab, Fab’ y F(ab’)2, scFv, diacuerpos, triacuerpos,
tetracuerpos y anticuerpos humanizados. En el mercado, existen anticuerpos comerciales contra la proteina c-MAF
que pueden emplearse, como por ejemplo, los anticuerpos ab427, ab55502, ab55502, ab72584, ab76817, ab77071
(Abcam plc, 330 Science Park, Cambridge CB4 OFL, United Kingdom), el anticuerpo monoclonal 075444 (Mouse
Anti-Human MAF Azide free Monoclonal antibody, Unconjugated, Clone 6b8) de AbD Serotec, etc. Son multiples las
casas comerciales que ofrecen anticuerpos anti-c-MAF, como Abnova Corporation, Bethyl Laboratories, Bioworld
Technology, GeneTex, etc.

En una realizacion particular, la cuantificacion de los niveles de proteina c-MAF se realiza mediante western blot,
ELISA o un array de proteinas.

El método descrito comprende, en una segunda etapa, comparar el nivel de expresion del gen c-MAF obtenido en la
muestra tumoral del sujeto con el nivel de expresion de dicho gen en una muestra control.

Una vez medidos los niveles de expresion del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral de un sujeto afectado de
cancer de mama ER+ y comparados con la muestra control, si los niveles de expresion de dicho gen estan
incrementados respecto a sus niveles de expresién en la muestra control, entonces se puede concluir que dicho
sujeto presenta un diagndstico positivo de metastasis o una mayor propension a desarrollar una metastasis.

La determinacion de los niveles de expresion del gen c-MAF necesita ser correlacionada con valores de una muestra
control o muestra de referencia. Dependiendo del tipo de tumor que esta siendo objeto de analisis, la naturaleza
exacta de la muestra control puede variar. Asi, en el caso de que se trate de evaluar el diagnéstico, entonces la
muestra de referencia es una muestra de tejido tumoral de un sujeto con cancer de mama ER+ que no ha sufrido
metastasis o que corresponden al valor mediana de los niveles de expresion del gen c-MAF medidos en una
coleccion de tejidos tumorales en muestras de biopsias de sujetos con cancer de mama ER+ que no han sufrido
metastasis.

Dicha muestra de referencia se obtiene tipicamente combinando cantidades iguales de muestras de una poblacion
de sujetos. En general, las muestras de referencia tipicas se obtendran de sujetos que estan clinicamente bien
documentados y en los que la ausencia de metastasis se encuentra bien caracterizada. En tales muestras, las
concentraciones normales (de referencia) del biomarcador (gen c-MAF) se pueden determinar, por ejemplo
proporcionando la concentracion media sobre la poblacion de referencia. Al determinar la concentracion de
referencia del marcador se toman en cuenta varias consideraciones. Entre tales consideraciones estan la edad,
peso, sexo, estado fisico general del paciente y similares. Por ejemplo, se toman como grupo de referencia
cantidades iguales de un grupo de al menos 2, al menos 10, al menos 100 a preferiblemente mas de 1000 sujetos,
preferiblemente clasificados segun las consideraciones anteriores, por ejemplo de varias categorias de edad. La
coleccion de muestras de las que deriva el nivel de referencia estara preferiblemente constituida por sujetos que
padecen el mismo tipo de cancer que el paciente objeto de estudio.

Una vez que se ha establecido este valor mediana, se puede comparar el nivel de este marcador expresado en
tejidos tumorales de pacientes con este valor mediana, y de esta manera ser asignado al nivel de expresion
“incrementada”. Debido a la variabilidad entre sujetos (por ejemplo, aspectos referidos a la edad, raza, etc.) es muy
dificil (si no practicamente imposible) establecer valores de referencia absolutos de expresion de c-MAF. De esta
manera, en una forma de realizacidon particular, los valores de referencia para expresion “incrementada” o
“disminuida” de la expresion de c-MAF se determinan calculando los percentiles por medios convencionales que
implica ensayar en una o varias muestras aisladas de sujetos en los que la enfermedad se encuentra bien
documentada por alguno de los métodos mencionados anteriormente los niveles de expresion de c-MAF. Los niveles
“reducidos” de c-MAF se pueden entonces asignar, preferiblemente, a muestras en donde los niveles de expresion
de c-MAF son iguales a o inferiores al percentil 50 en la poblacion normal, incluyendo, por ejemplo, niveles de
expresion iguales a o inferiores del percentil 60 en la poblacidon normal, iguales a o inferiores al percentil 70 en la
poblacién normal, iguales a o inferiores al percentil 80 en la poblaciéon normal, iguales a o inferiores al percentil 90 en
la poblacion normal, e iguales a o inferiores al percentil 95 en la poblacién normal. Los niveles de expresion
“incrementados” del gen c-MAF se pueden entonces asignar, preferiblemente, a muestras en donde los niveles de
expresion del gen c-MAF son iguales a o superan el percentil 50 en la poblaciéon normal, incluyendo, por ejemplo,
niveles de expresion iguales a o en exceso al percentil 60 en la poblacion normal, iguales a o en exceso al percentil
70 en la poblacion normal, iguales a o en exceso al percentil 80 en la poblacion normal, iguales a o en exceso al
percentil 90 en la poblaciéon normal, e iguales a o en exceso al percentil 95 en la poblacién normal.

En la presente divulgacion se entiende por “niveles de expresion incrementados” cuando el nivel de expresion se
refiere a niveles del gen c-MAF superiores a los que aparecen en una muestra de referencia o muestra control. En
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particular, se puede considerar que una muestra presenta niveles altos de expresién de c-MAF cuando los niveles
de expresién en la muestra de referencia son de al menos 1,1 veces, 1,5 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces o incluso mas con respecto a la
muestra aislada del paciente.

En el contexto de la presente divulgacion se entiende que “un sujeto presenta un diagndstico positivo de metastasis”
cuando el cancer de mama ER+ padecido por dicho sujeto ha sufrido metastasis a otros 6rganos del cuerpo, en una
realizacion particular, al hueso.

En una forma de realizaciéon ain mas preferida, la metastasis a hueso es metastasis 6sea osteolitica. La expresion
“metastasis dsea osteolitica”, segun se usa en la presente invencion se refiere a un tipo de metastasis en la que se
produce resorcion 6sea (pérdida progresiva de la densidad 6sea) en la proximidad de la metastasis resultante de la
estimulacion de la actividad de los osteoclastos por las células del tumor y caracterizada por dolor severo, fracturas
patolégicas, hipercalcemia, compresion de la médula espinal y otros sindromes resultantes de la compresion de los
nervios.

Por otro lado, en la presente invencién se entiende que “un sujeto presenta una mayor propension a desarrollar una
metastasis” cuando las probabilidades de que el cancer de mama ER+ padecido por el sujeto sufra metastasis en un
futuro son altas.

El experto en la materia entendera que la prediccién de la propensién a sufrir metastasis a partir de un tumor
primario de mama no se pretende que sea correcta para todos los sujetos que van a identificar (es decir, para el
100% de los sujetos). Sin embargo, el término requiere que una parte estadisticamente significativa de los sujetos
pueda identificarse (por ejemplo, una cohorte en un estudio de cohorte). Si una parte es estadisticamente
significativa puede determinarlo de manera sencilla el experto en la materia usando varias herramientas de
evaluacion estadisticas bien conocidas, por ejemplo, la determinacion de intervalos de confianza, determinacion de
valores de p, prueba de la t de Student, prueba de Mann-Whitney, etc. Se proporcionan detalles en Dowdy y
Wearden, Statistics for Research, John Wiley and Sons, Nueva York 1983. Los intervalos de confianza preferidos
son de al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99%. Los valores de p
son, preferiblemente, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 o 0,0001. Mas preferiblemente, al menos el 60%, al menos el 70%, al
menos el 80% o al menos el 90% de los sujetos de una poblaciéon se puede identificar apropiadamente por el
método de la presente divulgacion.

METODO DE DISENO DE TERAPIA PERSONALIZADA DE LA INVENCION EN PACIENTES CON TUMORES DE
MAMA ER+

Como es conocido del estado de la técnica, el tratamiento a administrar a un sujeto que padece cancer depende de
si éste es un tumor maligno, es decir, si tiene altas probabilidades de sufrir metastasis, o si éste es un tumor
benigno. En el primer supuesto, el tratamiento de eleccion es un tratamiento sistémico como la quimioterapia y en el
segundo supuesto, el tratamiento de eleccion es un tratamiento localizado como la radioterapia.

Por lo tanto, segun se describe en la presente divulgacion, sabiendo que la sobreexpresion del gen c-MAF en
células de cancer de mama esta relacionada con la presencia de metastasis, entonces se puede decidir cual es la
terapia mas adecuada para el sujeto que padece dicho cancer en funcién de los niveles de expresion del gen c-MAF.

Asi, se describe un método in vitro para disefiar una terapia personalizada para un sujeto afectado de cancer de
mama ER+, que comprende
(i) cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral de dicho sujeto y
(ii) comparar el nivel de expresion previamente obtenido con el nivel de expresion de dicho gen en una
muestra control,
en donde si los niveles de expresion estan incrementados respecto a los niveles de expresion de dicho gen en la
muestra control, entonces dicho sujeto es susceptible de recibir una terapia dirigida a evitar y/o tratar la metastasis.

En una realizacion particular, la metastasis es metastasis en hueso. En una realizacién mas preferida, la metastasis
en hueso es metastasis osteolitica.

Los términos y expresiones “sujeto”, “cancer de mama ER+”, “muestra de tejido tumoral’, “metastasis”,
“determinacion de niveles de expresion”, “gen c-MAF”, “niveles de expresion incrementados” y “muestra control” han
sido descritos en detalle en relacion con el método descrito anteriormente y son igualmente aplicables a los otros
métodos descritos.

El segundo método descrito comprende, en una primera etapa, cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en
una muestra de tejido tumoral en un sujeto que padece cancer de mama ER+.
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En una realizacién preferida, el segundo método comprende cuantificar sélo el nivel de expresion del gen c-MAF
como un unico marcador, por ejemplo, el método no incluye determinar el nivel de expresién de ningin marcador
adicional.

En el caso del segundo método la muestra es una muestra de tejido tumoral primario del sujeto. En una segunda
etapa, se compara el nivel de expresion del gen c-MAF obtenido en la muestra tumoral del sujeto con el nivel de
expresion de dicho gen en una muestra control. La determinacion de los niveles de expresion del gen c-MAF
necesita ser correlacionada con valores de una muestra control o muestra de referencia. Dependiendo del tipo de
tumor que esta siendo objeto de analisis, la naturaleza exacta de la muestra control puede variar. Asi,
preferentemente, la muestra de referencia es una muestra de tejido tumoral de sujeto con cancer de mama ER+ que
no ha sufrido metastasis o que corresponden al valor mediana de los niveles de expresion del gen c-MAF medidos
en una coleccion de tejidos tumorales en muestras de biopsias de sujetos con cancer de mama ER+ que no ha
sufrido metastasis.

Una vez medidos los niveles de expresion del gen c-MAF en la muestra y comparados con la muestra control, si los
niveles de expresion de dicho gen estan incrementados respecto a sus niveles de expresion en la muestra control,
entonces se puede concluir que dicho sujeto es susceptible de recibir una terapia dirigida a evitar (si el sujeto aun no
ha sufrido metastasis) y/o tratar la metastasis (si el sujeto ya ha sufrido metastasis).

Cuando el cancer ha producido metastasis, se emplean tratamientos sistémicos entre los que se incluyen, sin limitar
a, quimioterapia, tratamiento hormonal, inmunoterapia, o una combinaciéon de éstos. Adicionalmente, puede
emplearse radioterapia y/o cirugia. La eleccion del tratamiento depende generalmente del tipo de cancer primario,
del tamanio, la localizacion de la metastasis, la edad, la salud general del paciente y los tipos de tratamientos usados
previamente.

Los tratamientos sistémicos son aquellos que llegan a todo el cuerpo:

- La quimioterapia es el uso de medicamentos para destruir las células cancerosas. Por lo general, los
medicamentos se administran via oral o intravenosa. En ocasiones, la quimioterapia es utilizada junto con
el tratamiento con radiacion.

- La terapia hormonal se basa en que algunas hormonas promueven el crecimiento de algunos canceres. Por
ejemplo, el estrégeno en la mujer, que es producido por los ovarios, a veces promueve el crecimiento del
cancer de mama. Existen varias formas de detener la produccién de estas hormonas. Una forma es extirpar
los 6rganos que las producen: los ovarios en el caso de las mujeres, los testiculos en el caso de los
hombres. Mas frecuentemente, se pueden usar medicamentos para impedir que estos 6rganos produzcan
las hormonas o para evitar que las hormonas actlen sobre las células cancerosas.

- La inmunoterapia es un tratamiento que ayuda al propio sistema inmunitario del paciente para combatir el
cancer. Hay varios tipos de inmunoterapia que se utilizan para tratar los pacientes con metastasis. Estos
incluyen, pero no se limitan a, citocinas, anticuerpos monoclonales y vacunas antitumorales.

METQDO DE’DISENO DE TERAPIA PERSONALIZADA EN PACIENTES DE CANCER DE MAMA CON
METASTASIS OSEA

Los autores de la presente invencién han puesto de manifiesto que el medio condicionado de lineas celulares
derivadas de tumores de mama primarios y que presentar alta capacidad de dar lugar a metastasis en hueso y que
sobre-expresan c-MAF son capaces de inducir la formacion osteoclastos en mayor grado que las células que no
sobre-expresan c-MAF. Asi, aquellos pacientes que sufren cancer de mama ER- que ya ha metastatizado a hueso y
en los que aparecen niveles elevados de c-MAF, se pueden beneficiar particularmente de terapias encaminadas de
evitar la degradacion dsea causada por la actividad osteoclastica aumentada.

Asi, se describe un método in vitro para disefiar una terapia personalizada para un sujeto afectado de cancer de
mama ER- con metastasis en hueso que comprende
(i) cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral metastasico de hueso de
dicho sujeto y
(ii) comparar el nivel de expresion previamente obtenido con el nivel de expresién de dicho gen en una muestra
control,
en donde si los niveles de expresion estan incrementados respecto a los niveles de expresion de dicho gen en la
muestra control, entonces dicho sujeto es susceptible de recibir una terapia dirigida a prevenir la degradacion ésea.

Los términos y expresiones “sujeto”, “cancer de mama ER+”, “muestra de tejido tumoral’, “metastasis”,
“determinacion de niveles de expresion”, “gen c-MAF”, “niveles de expresion incrementados” y “muestra control” han
sido descritos en detalle en relacion con el método descrito anteriormente y son igualmente aplicables a los otros

métodos descritos de la invencion.

En una realizacién preferida, la metastasis en hueso es metastasis osteolitica.
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El tercer método descrito comprende, en una primera etapa, cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en una
muestra de tejido tumoral en un sujeto que padece cancer de mama. En el caso del tercer método de la invencion, la
muestra es una muestra de tejido de metastasis en hueso.

En una realizacion preferida, el tercer método comprende cuantificar sélo el nivel de expresion del gen c-MAF como
un unico marcador, por ejemplo, el método no incluye determinar el nivel de expresion de ningdn marcador adicional.

En una segunda etapa, se compara el nivel de expresion del gen c-MAF obtenido en la muestra tumoral del sujeto
con el nivel de expresion de dicho gen en una muestra control. La determinacion de los niveles de expresion del gen
c-MAF necesita ser correlacionada con valores de una muestra control o muestra de referencia. Dependiendo del
tipo de tumor que esta siendo objeto de analisis, la naturaleza exacta de la muestra control puede variar. Asi, en el
caso de que se trate del tercer método, entonces la muestra de referencia es una muestra de tejido tumoral de
sujeto con cancer de mama que no ha sufrido metastasis o que corresponde al valor mediana de los niveles de
expresion del gen c-MAF medidos en una coleccion de tejidos tumorales en muestras de biopsias de sujetos con
cancer de mama que no ha sufrido metastasis.

Una vez medidos los niveles de expresion del gen c-MAF en la muestra y comparados con la muestra control, si los
niveles de expresion de dicho gen estan incrementados respecto a sus niveles de expresion en la muestra control,
entonces se puede concluir que dicho sujeto es susceptible de recibir una terapia dirigida a evitar o prevenir la
degradacion 6sea.

Un “agente para evitar o prevenir la degradacion ésea”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a cualquier
molécula capaz de tratar o frenar la degradacion 6sea, ya sea estimulando la proliferacion de los osteoblastos o
inhibiendo la proliferacion de los osteoclastos. Ejemplos ilustrativos de agentes utilizados para evitar y/o prevenir la
degradacion ésea incluyen, aunque no se limitan:

- Hormona paratiroidea (PTH) o formas recombinantes de la misma (Teriparatida, que corresponde a los
aminoacidos 1-34 de PTH). Esta hormona actda estimulando los osteoblastos e incrementando su
actividad.

- Ranelato de estroncio: es una alternativa de tratamiento oral, y forma parte del grupo de farmacos llamados
"agentes 0seos de accion dual" (acronimo en inglés: DABAs) ya que estimulan la proliferacion de
osteoblastos e inhiben la proliferacion de osteoclastos.

- ."Moduladores del receptor de estrogenos" (SERM) se refiere a compuestos que interfieren o inhiben la
union de estrégenos al receptor, con independencia del mecanismo. Ejemplos de moduladores del receptor
de estrogenos incluyen, entre otros, estrogenos progestageno,estradiol, droloxifeno, raloxifeno,
lasofoxifeno, TSE-424, tamoxifeno, idoxifeno, L Y353381, LY117081, toremifeno, fluvestrant, 4-[7-(2,2-
dimetil-1-oxopropoxi-4-metil-2-[4-[2-(1-piperidinil)etoxilfenil]-2H-1-benzopiran-3-il]-fenil-2,2-
dimetilpropanoato 4,4'dihidroxibenzofenona-2,4-dinitrofenil-hidrazona y SH646.

- Calcitonina: inhibe directamente la actividad de los osteoclastos a través del receptor de calcitonina. Los
receptores de calcitonina se han identificado en la superficie de los osteoclastos.

- Bifosfonatos: son un grupo de medicamentos utilizados para la prevencion y el tratamiento de
enfermedades con resorcidon o reabsorcion 6sea, como la osteoporosis y el cancer con metastasis 6sea,
sea éste con o sin hipercalcemia, asociadas al cancer de mama y de prostata. Ejemplos de bifosfonatos
que se pueden utilizar en la terapia disefiada mediante el tercer método incluyen, aunque no se limitan a,
bifosfonatos nitrogenados (tal como pamidronato, neridronato, olpadronato, alendronato, ibandronato,
risedronato, incadronato, zoledronato o acido zoledrénico, etc.) y bifosfonatos no nitrogenados (tal como
etidronato, clodronato, tiludronato, etc.).

- "Inhibidores de la catepsina K" se refiere a compuestos que interfieren en la actividad de la cisteina
proteasa catepsina K. Ejemplos no limitantes de inhibidores de catepsina K incluyen derivados de 4-amino-
pirimidino-2-carbonitrilo (descritos en la Solicitud de Patente Internacional WO 03/020278 a nombre de
Novartis Pharma GMBH), pirrolo-pirimidinas descritos en la publicacion WO 03/020721 (Novartis Pharma
GMBH) y la publicacion WO 04/000843 (ASTRAZENECA AB) asi como los inhibidores descritos en las
publicaciones PCT WO 00/55126 de Axys Pharmaceuticals, WO 01/49288 de Merck Frosst Canada & Co. y
Axys Pharmaceuticals.

- “Inhibidores de RANKL”, seguin se usa en la presente invencion, se refiere a cualquier compuesto que es
capaz de provocar una disminucion en la actividad de RANK. RANKL se encuentra en la superficie de la
membrana de los osteoblastos, de las células del estroma y de los linfocitos T, y estos ultimos son los
Unicos en los que se ha demostrado la capacidad de secretarla. Su principal funcién es la activacion de los
osteoclastos, células implicadas en la resorcion ésea. Los inhibidores de RANKL pueden actuar
bloqueando la unién de RANKL a su receptor (RANK), bloqueando la sefializacion mediada por RANK o
provocando una disminucién de la expresion de RANKL blogueando la transcripcién o la traduccion de
RANKL. Antagonistas o inhibidores de RANKL adecuados para su uso en la presente divulgacion incluyen
sin limitacion:

o una proteina de RANK adecuada que es capaz de unir RANKL y que comprende todo o un
fragmento del dominio extracelular de una proteina de RANK. EI RANK soluble puede comprender
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el péptido sefial y el dominio extracelular de los polipéptidos de RANK murino o humano, o,
alternativamente, se puede utilizar la forma madura de la proteina con el péptido sefial eliminado.
Osteprotegerina o una variante de la misma con capacidad de unirse a RANKL.

Moléculas antisentido especificas para RANKL

Ribozimas con capacidad de procesar los transcritos de RANKL

Anticuerpos especificos anti-RANKL. Por “anticuerpo anti- RANKL o anticuerpo dirigido contra
RANKL” se entiende en el contexto de la presente invencion todo aquel anticuerpo que es capaz
de unirse al ligando de receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL) de manera especifica
provocando la inhibicion de una o mas funciones de RANKL. Los anticuerpos pueden ser
preparados usando cualquiera de los métodos que son conocidos para el experto en la materia.
Asi, los anticuerpos policlonales se preparan mediante inmunizacién de un animal con la proteina
que se desea inhibir. Los anticuerpos monoclonales se preparan usando el método descrito por
Kohler, Milstein y col. (Nature, 1975, 256: 495). Anticuerpos adecuados en el contexto de la
presente divulgacion incluyen anticuerpos intactos que comprenden una region variable de union a
antigeno y una region constante, fragmentos “Fab”, “F(ab’)2” y “Fab™, Fv, scFv, diabodies y
anticuerpos biespecificos.

O O O O

En una realizacion preferida, el anticuerpo anti-RANKL es un anticuerpo monoclonal. En una realizaciéon adin mas
preferida, el anticuerpo anti-RANKL es Denosumab (Pageau, Steven C. (2009). mAbs 1 (3): 210-215, numero CAS
615258-40-7). En el contexto de la presente invencién, Denosumab es un anticuerpo monoclonal que se une a
RANKL e impide su activacion (no se une al receptor RANK).

En una realizacion preferida, el agente que previene la degradacion 6sea es un bifosfonato. En una realizaciéon adn
mas preferida, el bifosfonato es el acido zoledrénico.

Alternativamente se puede llevar a cabo un tratamiento combinado, en el que se combinen mas de un agente de los
mencionados anteriormente para tratar y/o prevenir la metastasis o bien se pueden combinar dichos agentes con
otros suplementos, tal como calcio o vitamina D o con un tratamiento hormonal.

METODO DE DIAGNOSTICO O PRONOSTICO DE METASTASIS EN CANCER DE MAMA BASADOS EN LA
DETECCION DE LA AMPLIFICACION DEL GEN c-MAF

Los autores de la invencion han identificado qué lineas celulares derivadas de tumores de mama ER+ que presentan
una alta capacidad metastasica muestran una amplificacion del locus 16g22-q24, que incluye el locus
correspondiente al gen c-MAF y una amplificacion del gen c-MAF.

Asi, se describe un método in vitro para diagnosticar metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama y/o para
pronosticar la propension a desarrollar metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama que comprende
determinar si el gen c-MAF se encuentra amplificado en una muestra de tejido tumoral de dicho sujeto; en donde si
existe amplificacion de dicho gen respecto a una muestra control, entonces dicho sujeto presenta un diagndstico
positivo de metastasis o una mayor propension a desarrollar una metastasis.

En una realizacion particular, el cancer de mama diagnosticado en el cuarto método es cancer de mama ER+ o ER-.

n o« n oo« » o«

Los términos “gen c-MAF”, “metastasis”, “muestra de tejido tumoral”’, “cancer de mama ER+”, “diagnéstico de
metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama ER+”, “pronosticar la propensién a desarrollar metastasis en
un sujeto afectado de cancer de mama ER+”, “sujeto”, “paciente”, “sujeto que presenta un diagnostico positivo de
metastasis”, “sujeto que presenta una mayor propension a desarrollar metastasis” han sido descritos en detalle en el

contexto del primer método y son igualmente aplicables al cuarto método.

En una realizacion particular, el grado de amplificacion del gen c-MAF puede determinarse mediante la
determinacion de la amplificacion de una regién cromosoémica que contenga dicho gen. En una forma preferida, la
region cromosoémica cuya amplificacion es indicativa de la existencia de amplificacion del gen c-MAF es el locus
16922-q24, que incluye el gen c-MAF. El locus 16g22-q24 se encuentra localizado en el cromosoma 16, en el brazo
largo de dicho cromosoma y en un intervalo entre la banda 22 y la banda 24. Esta region se corresponde en la base
de datos del NCBI con los contigos NT_010498.15 y NT_010542.15. En otra realizacion preferida, el grado de
amplificacion del gen c-MAF puede determinarse mediante el uso de una sonda especifica para dicho gen.

El cuarto método diagndstico/prondstico comprende, en una primera etapa, determinar si el gen c-MAF se encuentra
amplificado en una muestra de tejido tumoral de un sujeto. Para ello, se compara la amplificacién del gen c-MAF en
la muestra tumoral con respecto a una muestra control.

El término “amplificacién de un gen”, tal como se entiende en la presente invencion, se refiere a un proceso por el

cual multiples copias de un gen o de un fragmento génico se forman en una célula particular o una linea celular. Las
copias del gen no estan necesariamente localizadas en el mismo cromosoma. La region duplicada se denomina
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frecuentemente un “amplicon”. Normalmente, la cantidad de ARNm producido, es decir, el nivel de expresion génica,
también aumenta en proporcién al numero de copias de un gen particular.

En una realizacion particular, el cuatro método para diagnosticar metastasis en un sujeto afectado de cancer de
mama y/o para pronosticar la propension a desarrollar metastasis en un sujeto afectado de cancer de mama,
comprende determinar el numero de copias del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral de dicho sujeto y
comparar dicho nimero de copias con el nimero de copias de una muestra control o referencia., en donde si el
numero de copias de c-MAF es mayor con respecto al nimero de copias de c-MAF de una muestra control,
entonces el sujeto presenta un diagndstico positivo de metastasis o una mayor propension a desarrollar una
metastasis.

La muestra control se refiere a una muestra de tejido tumoral de un sujeto con cancer de mama ER+ o ER- (segun el
tipo de cancer que sufra el sujeto) que no ha sufrido metastasis o que corresponden al valor mediana de numero de
copias del gen c-MAF medidos en una coleccion de tejidos tumorales en muestras de biopsias de sujetos con cancer
de mama ER+ o ER- que no han sufrido metastasis. Dicha muestra de referencia se obtiene tipicamente
combinando cantidades iguales de muestras de una poblacién de sujetos. Si el numero de copias del gen c-MAF se
encuentra incrementado con respecto al nimero de copias de dicho gen en la muestra control, entonces dicho sujeto
presenta un diagnostico positivo de metastasis o una mayor propension a desarrollar una metastasis.

El término “numero de copias de un gen”, tal como se usa en la presente invencion, se refiere al nUmero de copias
de una molécula de acido nucleico en una célula. EI ndmero de copias de un gen incluye el nimero de copias de un
gen en el ADN gendmico (cromosomico) de una célula. En una célula normal (no tumoral), el nimero de copias de
un gen es normalmente dos copias (una copia en cada miembro del par cromosémico). El nimero de copias de un
gen incluye algunas veces una media del nimero de copias de un gen tomado a partir de muestras de una poblacion
celular.

En la presente divulgacion se entiende por “nimero de copias del gen incrementado” cuando el nimero de copias
del gen c-MAF es superior al nimero de copias que presenta una muestra de referencia o muestra control. En
particular, se puede considerar que una muestra presenta nimero de copias de c-MAF incrementados cuando el
numero de copias es mayor que 2 copias, por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 copias, e incluso mayor que 10 copias
del gen c-MAF.

En una realizaciéon particular, la amplificaciéon o el nimero de copias se determina mediante hibridacién in situ o
PCR.

Métodos para determinar si el gen c-MAF o la regidon cromosémica 16g22-g24 se encuentra amplificada son
conocidos ampliamente en el estado de la técnica. Dichos métodos incluyen, sin limitacion, hibridacion in situ (del
inglés, ISH) (tal como hibridacion in situ fluorescente (del inglés, FISH), cromogénica (del inglés, CISH) o con plata
(del inglés, SISH)), hibridacion comparativa genémica o reacciéon en cadena de la polimerasa (tal como PCR
cuantitativa a tiempo real). Para cualquier método ISH, la amplificacion o el nimero de copias se puede determinar
contando el numero de puntos fluorescentes, coloreados o de plata en los cromosomas o en el nucleo.

La hibridacién fluorescente in situ (FISH) es una técnica citogenética que se utiliza para detectar y localizar la
presencia o ausencia de secuencias especificas de ADN en cromosomas. FISH utiliza sondas fluorescentes que se
unen Unicamente a aquellas partes del cromosoma con las que muestran un alto grado de similitud de secuencia. En
un método tipico de FISH, la sonda de ADN se etiqueta con una molécula fluorescente o un hapteno, tipicamente en
forma de fluor-dUTP, digoxigenina-dUTP, biotina-dUTP o hapteno-dUTP, que se incorpora en el ADN empleando
reacciones enzimaticas, tal como traduccion por cortes (Nick translation) o PCR. La muestra que contiene el material
genético (los cromosomas) se sitla en portas de vidrio y se desnaturaliza por un tratamiento de formamida. La
sonda marcada se hibrida entonces con la muestra que contiene el material genético bajo condiciones adecuadas,
que seran determinadas por el experto en la materia. Tras la hibridacion, la muestra se visualiza bien directamente
(en el caso de una sonda marcada con fluor) o bien indirectamente (utilizando anticuerpos marcados
fluorescentemente para detectar el hapteno).

En el caso de CISH, la sonda se marca con digoxigenina, biotina o fluoresceina y se hibrida con la muestra que
contiene el material genético en condiciones apropiadas.

Cualquier molécula de marcado o etiqueta que se pueda unir a un ADN se puede utilizar para etiquetar las sondas
utilizadas en el cuarto método, permitiendo asi la deteccion de moléculas de acidos nucleicos. Ejemplos de etiquetas
para el marcaje incluyen, aunque no se limitan a, isétopos radiactivos, sustratos enzimaticos, co-factores, ligandos,
agentes quimioluminiscentes, fluoréforos, haptenos, enzimas y combinaciones de estos. Métodos para el marcaje y
guia para la eleccion de marcajes adecuados para diferentes propdsitos se pueden encontrar, por ejemplo, en
Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New York, 1989) y Ausubel et al. (In
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, New York, 1998).
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Una vez determinada la existencia de amplificacion, bien determinando directamente la amplificacion del gen c-MAF
o bien determinando la amplificacion del locus 16g22-q24, y tras haber comparado con la amplificacion de dicho gen
en la muestra control, en caso de que se detecte amplificacion en el gen c-MAF, es indicativo de que dicho sujeto
presenta un diagnostico positivo de metastasis o una mayor propension a desarrollar una metastasis.

La determinacion de la amplificacion del gen c-MAF necesita ser correlacionada con valores de una muestra control
o muestra de referencia que corresponden al nivel de amplificacion del gen c-MAF medido en una muestra de tejido
tumoral de un sujeto con cancer de mama que no ha sufrido metastasis o que corresponden al valor mediana de la
amplificacion del gen c-MAF medidos en una coleccion de tejidos tumorales en muestras de biopsias de sujetos con
cancer de mama que no han sufrido metastasis. Dicha muestra de referencia se obtiene tipicamente combinando
cantidades iguales de muestras de una poblaciéon de sujetos. En general, las muestras de referencia tipicas se
obtendran de sujetos que estan clinicamente bien documentados y en los que la ausencia de metastasis se
encuentra bien caracterizada. La coleccion de muestras de las que deriva el nivel de referencia estara
preferiblemente constituida de sujetos que padecen el mismo tipo de cancer que el paciente objeto de estudio. Una
vez que se ha establecido este valor mediana, se puede comparar el nivel de amplificacion de c-MAF en tejidos
tumorales de pacientes con este valor mediana, y de esta manera, si existe amplificacion, el sujeto presenta un
diagndstico positivo de metastasis o una mayor propension a desarrollar una metastasis.

En una forma preferida de realizacion, la metastasis es metastasis en hueso. En una forma de realizacién aun mas
preferida, la metastasis a hueso es metastasis 6sea osteolitica. La expresion “metastasis 6sea osteolitica”, segun se
usa en la presente invencidn se refiere a un tipo de metastasis en la que se produce resorcion 6sea (pérdida
progresiva de la densidad dsea) en la proximidad de la metastasis resultante de la estimulacion de la actividad de los
osteoclastos por las células del tumor y caracterizada por dolor severo, fracturas patologicas, hipercalcemia,
compresion de la médula espinal y otros sindromes resultantes de la compresién de los nervios.

METODOS TERAPEUTICOS
TRATAMIENTO DE LA METASTASIS OSEA USANDO AGENTES INHIBIDORES DE C-MAF

Los autores de la presente invencion han puesto de manifiesto que la inhibicion de la expresion de c-MAF en células
de cancer de mama causa una reduccion estadisticamente significativa en la formacion de metastasis 6sea a partir
de dichas células, usando con tal fin un modelo experimental de xenotransplante. Por el contrario, la sobreexpresion
de c-MAF en células tumorales en ese mismo sistema provoca un aumento en la capacidad metastasica de dichas
células. Asi, un agente inhibidor de la expresion del gen c-MAF o un agente inhibidor de la proteina codificada por
dicho gen puede emplearse en el tratamiento y/o la prevencion de la metastasis de cancer de mama.

Por lo tanto, se describe el uso de un agente inhibidor de la expresion del gen c-MAF o de la proteina codificada por
dicho gen (de aqui en adelante, agente inhibidor) en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento y/o la
prevencion de la metastasis de cancer de mama. Alternativamente, la invencion se relaciona con un agente inhibidor
de la expresion del gen c-MAF o de la proteina codificada por dicho gen para su uso en el tratamiento y/o la
prevencion de la metastasis de cancer de mama. Alternativamente, la divulgacion se relaciona con un método de
tratamiento de la metastasis de cancer de mama en un sujeto que comprende la administracion a dicho sujeto de un
inhibidor de c-MAF.

Un “agente inhibidor de c-MAF”, segin se usa en la presente invencion, se refiere a cualquier molécula capaz de
inhibir total o parcialmente la expresion del gen c-MAF, tanto impidiendo que se produzca el producto de expresion
de dicho gen (interrumpiendo la transcripcion del gen c-MAF y/o bloqueando la traduccion del ARNm procedente de
la expresion del gen c-MAF) como directamente inhibiendo la actividad de la proteina c-MAF. Inhibidores de la
expresion del gen c-MAF pueden identificarse usando métodos basados en la capacidad del supuesto inhibidor de
bloguear la capacidad de c-MAF para promover la proliferacién celular in vitro, tal como se muestra en la solicitud de
patente internacional WO2005/046731, basados en la capacidad del supuesto inhibidor para bloquear la capacidad
la transcripcion de un gen reportero bajo el control del promotor de ciclina D2 o de un promotor que contenga la
region de respuesta a c-MAF (MARE o c-MAF responsive element) en células que expresan c-MAF tal y como se
describe en W02008098351 o basados en la capacidad del supuesto inhibidor de bloquear la expresion de un gen
reportero bajo el control del promotor de IL-4 en respuesta a la estimulacion con PMA/ionomicina en células que
expresan NFATc2 y c-MAF tal y como se describe en US2009048117A.

A modo ilustrativo y no limitativo, agentes inhibidores de c-MAF adecuados para su uso como se describe en la
presente invencion incluyen oligonucledtidos antisentido, ARNs de interferencia (ARNips), ARNs cataliticos o
ribozimas especificos y anticuerpos inhibidores.

Oligonucledtidos antisentido

Un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de acidos nucleicos “antisentido” aislados para inhibir la
expresion, por ejemplo inhibiendo la transcripcion y/o traduccion de un acido nucleico que codifica c-MAF cuya
actividad se desea inhibir. Los acidos nucleicos antisentido se pueden unir a la diana potencial de la droga mediante
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complementariedad de bases convencional o, por ejemplo, en el caso de unirse a ADN bicatenario, a través de
interacciones especificas en el surco mayor de la doble hélice. En general, estos métodos se refieren al rango de
técnicas generalmente empleadas en la técnica e incluyen cualquier método que se basa en la unién especifica a
secuencias de oligonucledtidos.

Una construccion antisentido se puede distribuir, por ejemplo, como un plasmido de expresion que, cuando se
transcribe en la célula, produce ARN que es complementario a al menos una parte Unica del ARNm celular que
codifica c-MAF. De forma alternativa, la construccién antisentido es una sonda de oligonucleétidos que se genera ex
vivo y que, cuando se introduce en la célula, produce inhibicion de la expresién génica hibridando con el ARNm y/o
secuencias genomicas de un &acido nucleico diana. Tales sondas de oligonucleétidos son preferiblemente
oligonucledtidos modificados, que son resistentes a las nucleasas enddgenas, por ejemplo, exonucleasas y/o
endonucleasas, y que son por lo tanto estables in vivo. Moléculas de acidos nucleicos ejemplares para su uso como
oligonucledtidos antisentido son analogos de ADN de fosforamidato, fosfotionato y metilfosfonato (ver también las
patentes de EE.UU. Nos. 5176996; 5264564; y 5256775). Adicionalmente, se han revisado las aproximaciones
generales para construir oligdbmeros utiles en la terapia antisentido, por ejemplo, en Van der Krol et al,
BioTechniques 6: 958-976, 1988; y Stein et al., Cancer Res 48: 2659-2668, 1988.

Respecto al oligonucledtido antisentido, son preferidas las regiones de oligodesoxirribonucleétidos derivadas del sitio
de inicio de la traduccién, por ejemplo, entre -10 y +10 del gen diana. Las aproximaciones antisentido implican el
disefio de oligonucleodtidos (bien ADN, bien ARN) que son complementarios al ARNm que codifica el polipéptido
diana. Los oligonucleétidos antisentido se uniran a los transcritos de ARNm y prevendran la traduccién.

Los oligonucleétidos que son complementarios al extremo 5 del ARNm, por ejemplo la secuencia 5’ no traducida
hasta e incluyendo el codén de iniciacion AUG, deberian funcionar de la forma mas eficaz para inhibir la traduccion.
Sin embargo, se ha mostrado recientemente que las secuencias complementarias a las secuencias 3’ no traducidas
de los ARNm también son eficaces para inhibir la traduccion de los ARNms (Wagner, Nature 372: 333, 1994). Por lo
tanto, se podrian usar oligonucleétidos complementarios bien a las regiones 5’ 6 3’ no traducidas, no codificantes de
un gen en una aproximacion antisentido para inhibir la traduccion de ese ARNm. Los oligonucleétidos
complementarios a la region 5’ no traducida del ARNm deberian incluir el complemento del coddn de iniciacion AUG.
Los oligonucledtidos complementarios a las regiones codificantes del ARNm son inhibidores de la traduccion menos
eficaces pero también se podrian usar. Si estan disefiados para hibridar con la regién 5’, 3’ o codificante del ARNm,
los acidos nucleicos antisentido deberian tener al menos seis nucleétidos de longitud y tener preferiblemente menos
de alrededor de 100 y mas preferiblemente menos de alrededor de 50, 25, 17 6 10 nucledtidos de longitud.

Se prefiere que se realicen primero estudios in vitro para cuantificar la capacidad de los oligonucleétidos antisentido
de inhibir la expresion génica. Se prefiere que estos estudios utilicen controles que distingan entre inhibicion génica
antisentido y efectos bioldgicos no especificos de los oligonucledtidos. También se prefiere que esos estudios
comparen los niveles del ARN o proteina diana con el de un control interno de ARN o proteina. Los resultados
obtenidos usando los oligonucleétidos antisentido se pueden comparar con los obtenidos usando un oligonucleétido
control. Se prefiere que el oligonucleotido control sea aproximadamente de la misma longitud que el oligonucleétido
a ensayar y que la secuencia del oligonucleétido difiera de la secuencia antisentido no mas de lo que sea necesario
para prevenir la hibridacion especifica a la secuencia diana.

Los oligonucledtidos antisentido pueden ser de ADN o ARN o mezclas quiméricas o derivados o versiones
modificadas de los mismos, de cadena sencilla o de cadena doble. El oligonucleétido se puede modificar en el grupo
de la base, el grupo del azucar o el esqueleto de fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula, su
capacidad de hibridacion etc. El oligonucleétido puede incluir otros grupos unidos, tales como péptidos (por ejemplo,
para dirigirlos a receptores de células huésped) o agentes para facilitar el transporte a través de la membrana celular
(ver, por ejemplo, Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 6553-6556, 1989; Lemaitre et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 84: 648-652, 1987; Publicacion de PCT No. WO088/09810) o la barrera hematoencefalica (ver, por
ejemplo, publicacion de PCT No. WO89/10134), agentes intercalantes (ver, por ejemplo, Zon, Pharm. Res. 5: 539-
549, 1988). Para este fin, el oligonucledtido puede estar conjugado a otra molécula, por ejemplo, un péptido, un
agente transportador, agente de corte desencadenado por hibridacion, etc.

Los oligonucleétidos antisentido pueden comprender al menos un grupo de base modificada. El oligonucleétido
antisentido también puede comprender al menos un grupo azucar modificado seleccionado del grupo que incluye
pero no esta limitado a arabinosa, 2-fluoroarabinosa, xilulosa, y hexosa. El oligonucledtido antisentido también
puede contener un esqueleto semejante a péptido neutro. Tales moléculas se denominan oligémeros acido nucleico
peptidico (ANP) y se describen, por ejemplo, en Perry-O’Keefe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 14670, 1996,
y en Eglom et al., Nature 365: 566, 1993.

En aun otra forma de realizacion, el oligonucleétido antisentido comprende al menos un esqueleto de fosfato

modificado. En todavia una forma de realizacién mas, el oligonucledtido antisentido es un oligonucledtido alfa-
anomérico.
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Mientras que se pueden usar oligonucleétidos antisentido complementarios a la regiéon codificante de la secuencia
diana de ARNm, también se pueden usar aquellos complementarios a la region transcrita no traducida.

En algunos casos, puede ser dificil alcanzar las concentraciones intracelulares del antisentido suficientes para
suprimir la traduccion de los ARNms endégenos. Por lo tanto, una aproximacion preferida usa una construccion de
ADN recombinante en la que se coloca el oligonucleétido antisentido bajo el control de un promotor fuerte de pol Il o
pol Il.

De forma alternativa, se puede reducir la expresion del gen diana dirigiendo secuencias de desoxirribonucleotidos
complementarias a la region reguladora del gen (es decir, el promotor y/o potenciadores) para formar estructuras de
triple hélice que previenen la transcripcion del gen en las células diana en el cuerpo (ver en general, Helene,
Anticancer Drug Des. 6(6): 569-84, 1991). En ciertas formas de realizacion, los oligonucleétidos antisentido son
morfolinos antisentido.

ARNip

Los ARN de interferencia pequefios o ARNip (siRNA en su denominacion en inglés) son agentes que son capaces
de inhibir la expresion de un gen diana mediante interferencia de ARN. Un ARNip se puede sintetizar quimicamente,
se puede obtener mediante transcripcion in vitro o se puede sintetizar in vivo en la célula diana. Tipicamente, los
ARNip consisten en una cadena doble de ARN de entre 15 y 40 nucledtidos de longitud y que puede contener una
region protuberante 3’ y/o 5’ de 1 a 6 nucleétidos. La longitud de la regiéon protuberante es independiente de la
longitud total de la molécula de ARNip. Los ARNip actian mediante la degradaciéon o el silenciamiento post-
transcripcional del mensajero diana.

Los ARNip empleados son sustancialmente homologos al ARNm del gen que codifica c-MAF o a la secuencia
gendmica que codifica dicha proteina. Por “sustancialmente homologos” se entiende que tienen una secuencia que
es suficientemente complementaria o similar al ARNm diana, de forma que el ARNip sea capaz de provocar la
degradacion de éste por interferencia de ARN. Los ARNip adecuados para provocar dicha interferencia incluyen
ARNip formados por ARN, asi como ARNip que contienen distintas modificaciones quimicas tales como:

— ARNip en los que los enlaces entre los nucleétidos son distintos a los que aparecen en la naturaleza, tales
como enlaces fosforotioato.

— conjugados de la cadena de ARN con un reactivo funcional, tal como un fluoréforo.

— Modificaciones de los extremos de las cadenas de ARN, en particular el extremo 3’ mediante la
modificacién con distintos grupos funcionales del hidroxilo en posicion 2'.

— Nucleoétidos con azlcares modificados tales como restos O-alquilados en posicién 2’ tales como 2’-O-
metilribosa p 2’-O-fluorosibosa.

— Nucledtidos con bases modificadas tales como bases halogenadas (por ejemplo 5-bromouracilo y 5-
iodouracilo), bases alquiladas (por ejemplo 7-metilguanosina).

Los ARNip pueden ser usados tal cual, es decir, en forma de un ARN de cadena doble con las caracteristicas
anteriormente mencionadas. Alternativamente, es posible el uso de vectores que contienen las secuencias de las
cadenas sentido y antisentido de los ARNip bajo el control de promotores adecuados para su expresion en la célula
de interés.

Vectores adecuados para la expresion de ARNip son aquellos en que las dos regiones de ADN que codifican para
las dos cadenas del siRNA se encuentran dispuestas en tandem en una misma cadena de ADN separadas por una
region separadora que, al transcribirse, forma un bucle y en donde un Unico promotor dirige la transcripcion de la
molécula de ADN que da lugar al shRNA.

Alternativamente, es posible el uso de vectores en los que cada una de las cadenas que forman el siRNA se forma a
partir de la transcripcion de una unidad transcripcional diferente. Estos vectores se dividen a su vez en vectores de
transcripcion divergente y convergente. En los vectores de transcripcion divergente, las unidades transcripcionales
que codifican cada una de las cadenas de ADN que forman el siRNA se encuentran localizadas en tandem en un
vector de forma que la transcripcion de cada cadena de ADN depende de su propio promotor, que puede ser igual o
distinto (Wang, J. et al., 2003, Proc.Natl.Acad.Sci.USA., 100:5103-5106 y Lee, N.S., et al., 2002, Nat.Biotechnol.,
20:500-505). En los vectores de transcripcion convergente, las regiones de ADN que dan lugar al siRNA se
encentran formando las cadenas sentido y antisentido de una region de ADN que se encuentra flanqueada por dos
promotores invertidos. Tras la transcripcion de las cadenas de ARN sentido y antisentido, éstas formaran el hibrido
para formar un siRNA funcional. Se han descrito vectores con sistemas de promotores invertidos en los que se usan
2 promotores U6 (Tran, N. et al., 2003, BMC Biotechnol., 3:21), un promotor U6 de ratén y un promotor H1 humano
(Zheng, L., et al., 2004, Proc.Natl.Acad.Sci.USA., 135-140 y W02005026322) y un promotor U6 humano y un
promotor H1 de raton (Kaykas, A. y Moon, R., 2004, BMC Cell Biol., 5:16).
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Promotores adecuados para su uso en la expresion de ARNip a partir de vectores de expresion convergentes o
divergentes incluye cualquier promotor o pareja de promotores compatible con las células en las que se desea
expresar los ARNip. Asi, promotores adecuados para la presente divulgacion incluyen, sin estar necesariamente
limitados, promotores constitutivos tales como los derivados de los genomas de virus eucariotas tales como el virus
del polioma, adenovirus, SV40, CMV, virus del sarcoma aviar, virus de la hepatitis B, el promotor del gen de la
metalotioneina, el promotor del gen de la timidina kinasa del virus del herpes simplex, regiones LTR de los retrovirus,
el promotor del gen de la inmunoglobuina, el promotor del gen de la actina, el promotor del gen EF-1alpha asi como
promotores inducibles en los que la expresion de la proteina depende de la adicién de una molécula o de una sefal
exogena, tales como el sistema tetraciclina, el sistema NFkappaB/luz UV, el sistema Cre/Lox y el promotor de los
genes de choque térmico, los promotores regulables de la ARN polimerasa |l descritos en WO/2006/135436 asi
como promotores especificos de tejido (por ejemplo, el promotor de PSA descrito en W02006012221). En una forma
de realizacion preferida, los promotores son promotores de la ARN polimerasa lll que actian de forma constitutiva.
Los promotores de la ARN polimerasa Il aparecen en un numero limitado de genes tales como 5S ARN, ARNt, ARN
7SL y ARNsn U6. A diferencia de otros promotores de la ARN polimerasa lll, los promotores de tipo Il no requieren
ninguna secuencia intragénica sino que necesitan de secuencias en direccion 5’ que comprenden una caja TATA en
posiciones -34 y -24, un elemento proximal de secuencia (proximal sequence element o PSE) entre -66 y -47 y, en
algunos casos, un elemento distal (distal sequence element o DSE) entre las posiciones -265 y -149. En una forma
de realizacion preferida, los promotores de ARN polimerasa Il de tipo Il son los promotores de los genes H1 y U6
de origen humano o murino. En una forma de realizacién aun mas preferida, los promotores son 2 promotores U6 de
origen humano o murino, un promotor U6 de ratéon y un promotor H1 humano o un promotor U6 humano y un
promotor H1 de raton. En el contexto de la presente divulgacion, promotores especialmente adecuados y por lo
tanto, especialmente preferidos para expresar de forma especifica genes de interés en tumores de mama,
preferiblemente, en tumores de mama ER+, son los promotores del gen ER alpha o del gen Ciclina D1.

Los ARNip pueden ser generados intracelularmente a partir de los llamados shRNA (short hairpin RNA),
caracterizados por que las cadenas antiparalelas que forman el ARNip estan conectadas por una regién bucle u
horquilla. Los shRNAs pueden estar codificados por plasmidos o virus, particularmente retrovirus y estar bajo el
control de un promotor. Promotores adecuados para la expresién de shRNA son los indicados en el parrafo anterior
para la expresion de ARNip.

Vectores adecuados para la expresion de ARNip y ARNsh incluyen vectores de expresion en procariotas tales como
pUC18, pUC19, Bluescript y sus derivados, mp18, mp19, pBR322, pMB9, ColEl , pCRI , RP4, fagos y vectores
“shuttle” tales como pSA3 and pAT28, vectores de expresion en levaduras tales como vectores del tipo de plasmidos
de 2 micras, plasmidos de integracion, vectores YEP, plasmidos centroméricos y similares, vectores de expresion en
células de insectos tales como los vectores de la serie pAC y de la serie pVL, vectores de expresion en plantas tales
como vectores de la serie pIBI, pEarleyGate, pAVA, pCAMBIA, pGSA, pGWB, pMDC, pMY, pORE vy similares y
vectores de expresidon en células eucariotas superiores bien basados en vectores virales (adenovirus, virus
asociados a los adenovirus asi como retrovirus y, en particular, lentivirus) asi como vectores no virales tales como
pcDNA3, pHCMV/Zeo, pCR3.1, pEFI/His, pIND/GS, pRc/HCMV2, pSV40/Zeo2, pTRACER-HCMV, pUB6/V5-His,
pVAXI, pZeoSV2, pCl, pSVL and pKSV-10, pBPV-1, pML2d y pTDTI. En una forma preferida de realizacion, los
vectores son vectores lentivirales.

Los ARNip y ARNsh se pueden obtener usando una serie de técnicas conocidas para el experto en la materia. La
region de la secuencia de nucledtidos que se toma como base para disefiar los ARNip no es limitante y puede
contener una region de la secuencia codificante (entre el coddén de iniciacion y el codon de terminacion) o,
alternativamente, puede contener secuencias de la regién no traducida 5’ o 3’, preferentemente de entre 25 y 50
nucledétidos de longitud y en cualquier posicién en posicion sentido 3’ con respecto al codon de iniciacion. Una forma
de disefiar un ARNip implica la identificacion de los motivos AA(N19)TT, en donde N puede ser cualquier nucleétido
en la secuencia del gen c-MAF, y la seleccién de aquellos que presenten un alto contenido en G/C. Si no se
encuentra dicho motivo, es posible identificar el motivo NA(N21), en donde N puede ser cualquier nucleétido.

ARNip especificos para c-MAF incluyen el ARNip descrito en W02005046731, una de cuyas cadenas es
ACGGCUCGAGCAGCGACAA (SEQ ID NO: 6). Otras secuencias de ARNip especificas para c-MAF incluyen, sin
limitacion, CUUACCAGUGUGUUCACAA (SEQ ID NO: 7), UGGAAGACUACUACUGGAUG (SEQ ID NO: 8),
AUUUGCAGUCAUGGAGAACC (SEQ ID NO: 9), CAAGGAGAAAUACGAGAAGU (SEQ ID NO: 10),
ACAAGGAGAAAUACGAGAAG (SEQ ID NO: 11) y ACCUGGAAGACUACUACUGG (SEQ ID NO: 12).

Enzimas de ADN

Por otro lado, la divulgacion también contempla el uso de enzimas de ADN para inhibir la expresion del gen c-MAF
de la invencion. Las enzimas de ADN incorporan algunas de las caracteristicas mecanisticas tanto de las
tecnologias de antisentido como de las de ribozimas. Las enzimas de ADN se disefian de modo que reconozcan una
secuencia diana de acido nucleico particular, parecida al oligonucleétido antisentido, sin embargo las parecidas a la
ribozima son cataliticas y cortan especificamente el acido nucleico diana.

Ribozimas

También se pueden usar moléculas de ribozimas disefiadas para cortar de forma catalitica transcritos de un ARNm
diana para prevenir la traduccion de los ARNm que codifican c-MAF cuya actividad se desea inhibir. Las ribozimas
son moléculas enzimaticas de ARN capaces de catalizar el corte especifico de ARN. (Para una revision, ver, Rossi,
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Current Biology 4: 469-471, 1994). El mecanismo de acciéon De la ribozima implica hibridacion especifica de
secuencia de la molécula de ribozima a un ARN diana complementario, seguido por un suceso de corte
endonucleolitico. La composicion de las moléculas de ribozima preferiblemente incluye una o mas secuencias
complementarias al ARNm diana, y la bien conocida secuencia responsable del corte del ARNm o una secuencia
funcionalmente equivalente (ver, por ejemplo, la patente de EE.UU. No. 5093246).

Las ribozimas usadas en la presente divulgacion incluyen las ribozimas de cabeza de martillo, las ARN
endorribonucleasa (de aqui en adelante “ribozimas de tipo Cech”) (Zaug et al., Science 224:574-578, 1984.

Las ribozimas pueden estar compuestas de oligonucleétidos modificados (por ejemplo para mejorar la estabilidad,
direccionamiento, etc.) y se deberian distribuir a células que expresan el gen diana in vivo. Un método preferido de
distribucion implicar usar una construccion de ADN que “codifica” la ribozima bajo el control de un promotor
constitutivo fuerte de pol Illl o pol Il, de modo que las células transfectadas produciran cantidades suficientes de la
ribozima para destruir los mensajeros diana enddgenos e inhibir la traduccion. Puesto que las ribozimas,
contrariamente a otras moléculas antisentido, son cataliticas, se requiere una concentracién intracelular menor para
su eficacia.

Anticuerpos inhibidores

Por “anticuerpo inhibidor” se entiende en el contexto de la presente divulgacién todo aquel anticuerpo que es capaz
de unirse a la proteina c-MAF de manera especifica e inhibir una o mas de las funciones de dicha proteina,
preferiblemente las relacionadas con la transcripcién. Los anticuerpos pueden ser preparados usando cualquiera de
los métodos que son conocidos para el experto en la materia, algunos de los cuales ha sido citados anteriormente.
Asi, los anticuerpos policlonales se preparan mediante inmunizaciéon de un animal con la proteina que se desea
inhibir. Los anticuerpos monoclonales se preparan usando el método descrito por Kohler, Milstein y col. (Nature,
1975, 256: 495). Anticuerpos adecuados en el contexto de la presente divulgacion incluyen anticuerpos intactos que
comprende una region variable de union a antigeno y una region constante, fragmentos “Fab”, “F(ab’)2” y “Fab™, Fv,
scFv, diabodies y anticuerpos biespecificos. Una vez identificados anticuerpos con capacidad de unién a la proteina
c-MAF, se seleccionaran aquellos capaces de inhibir la actividad de ésta proteina usando un ensayo de
identificacion de agentes inhibidores.

Péptidos inhibidores

El término “péptido inhibidor”, tal como aqui se utiliza, hace referencia a aquellos péptidos capaces de unirse a la
proteina c-MAF e inhibir su actividad segun se ha explicado anteriormente, es decir, impedir que c-MAF pueda
activar la trascripcion génica.

Dominantes negativos de c-MAF

Dado que las proteinas de la familia maf son capaces de homodimerizar y heterodimerizar con otros miembros de la
familia AP-1, tales como Fos y Jun, una forma de inhibir la actividad de c-MAF es mediante el uso de dominantes
negativos capaces de dimerizar con c-MAF pero que carecen de la capacidad de activar la transcripcion. Asi,
dominantes negativos de c-MAF pueden ser cualquiera de las proteinas maf pequefias que existen en la célula y
que carecen de los dos tercios del extremo amino terminal que contiene el dominio de transactivacion (por ejemplo,
mafK, mafF, mafg y pi 8) (Fujiwara et al (1993) Oncogene 8, 2371-2380; Igarashi et al. (1995) J. Biol.Chem. 270,
7615-7624; Andrews et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 11488-11492; Kataoka ef al. (1995) Mol. Cell. Biol.
15, 2180-2190) (Kataoka et al. (1996) Oncogene 12, 53-62).

Alternativamente, dominantes negativos de c-MAF incluyen variantes de c-MAF que mantienen la capacidad de
dimerizacién con otras proteinas pero que carecen de la capacidad de activar la transcripcién. Estas variantes son,
por ejemplo, aquellas que carecen del dominio de transactivacion de c-MAF, localizado en el extremo N-terminal de
la proteina. Asi, variantes dominantes negativas de c-MAF incluyen, de forma ilustrativa, las variantes en las que se
han eliminado al menos los aminoacidos 1 a 122 al menos los amino acidos 1-187 o al menos los aminoacidos 1 a
257 (considerando la numeracion de c-MAF humano tal y como se describe en US6274338).

La divulgacion contempla el uso tanto de las variantes dominantes negativas de c-MAF como de los polinucleétidos
que codifican c-MAF bajo control operativo de un promotor adecuado para la expresion en la célula diana. Los
promotores que pueden ser usados para regular la transcripcion del polinucleétido pueden ser promotores
constitutivos, es decir, que dirigen la transcripcion de forma basal o promotores inducibles en los que la actividad
transcripcional requiere de una sefial externa. Promotores constitutivos adecuados para la regulacién de la
transcripciéon son, entre otros, el promotor CMV, el promotor SV40, el promotor DHFR, el promotor del virus del
tumor mamario de raton (MMTV), el promotor del factor de elongacion 1a (EFla), el promotor de albumina, el
promotor de ApoA1, el promotor de queratina, el promotor de CD3, el promotor de las cadenas pesada o ligera de la
inmunoglobulina, el promotor de neurofilamento, el promotor de la enolasas especifica de neuronas, el promotor L7,
el promotor CD2, el promotor de la quinasa de la cadena ligera de miosina, el promotor del gen HOX, el promotor de
la timidina quinasa, el promotor de la RNA Polimerasa Il, el promotor del gen MyoD, el promotor del gen de la
fosfogliceroquinasa (PGK), el promotor de la lipoproteina de baja densidad (LDL), el promotor del gen de actina. En
una forma preferida de realizacion, el promotor que regula la expresion del transactivador es el promotor del gen de
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PGK. En una forma preferida de realizacion, el promotor que regula la transcripcion del polinucleétido es el promotor
de la RNA polimerasa del fago T7.

Preferiblemente, los promotores inducibles que pueden ser usados en el contexto de la presente divulgaciéon son
aquellos que responden a un agente inductor, que muestran una expresion basal nula o despreciable en ausencia
de agente inductor y que son capaces de promover la activacion del gen localizado en posicién 3’. En funcién del
tipo de agente inductor, los promotores inducibles se clasifican en promotores Tet on/off (Gossen, M. y H. Bujard
(1992) Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 89:5547-5551; Gossen, M. et al., 1995, Science 268:1766-1769; Rossi, F.M.V. y
H.M. Blau, 1998, Curr. Opin. Biotechnol. 9:451-456); promotores Pip on/off (US6287813); promotores dependientes
de antiprogestin (US2004132086), promotores dependientes de ecdisona (Christopherson et al., 1992,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 89:6314-6318; No et al., 1996, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 93:3346-3351, Suhr et al., 1998,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 95:7999-8004 y W0O9738117), un promotor dependiente de metalotioneina (W08604920) y
promotores dependientes de rapamicina (Rivera et al., 1996, Nat.Med. 2:1028-32).

Vectores adecuados para la expresion del polinucleétido que codifica la variante dominantes negativa de c-MAF
incluyen vectores derivados de vectores de expresion en procariotas tales como pUC18, pUC19, Bluescript y sus
derivados, mp18, mp19, pBR322, pMB9, ColEl, pCRI, RP4, fagos y vectores “shuttle” tales como pSA3 and pAT28,
vectores de expresién en levaduras tales como vectores del tipo de plasmidos de 2 micras, plasmidos de
integracion, vectores YEP, plasmidos centroméricos y similares, vectores de expresion en células de insectos tales
como los vectores de la serie pAC y de la serie pVL, vectores de expresion en plantas tales como vectores de la
serie plIBl, pEarleyGate, pAVA, pCAMBIA, pGSA, pGWB, pMDC, pMY, pORE y similares y vectores de expresion en
células eucariotas superiores bien basados en vectores virales (adenovirus, virus asociados a los adenovirus asi
como retrovirus y, en particular, lentivirus) asi como vectores no virales tales como pSilencer 4.1-CMV (Ambion),
pcDNAS3, pcDNA3.1/hyg pHCMV/Zeo, pCR3.1, pEFI/His, pIND/GS, pRc/HCMV2, pSV40/Zeo2, pTRACER-HCMV,
pUB6/V5-His, pVAXI, pZeoSV2, pCl, pSVL and pKSV-10, pBPV-1, pML2d y pTDTI.

Otros compuestos inhibidores de la actividad de la proteina c-MAF

Otros compuestos inhibidores de c-MAF adecuados para su uso en la presente divulgacion incluyen:

Derivados del acido endiandrico H tales como los descritos en WO02004014888 y que
corresponden a la formula general

T
@
@

Ry
R2
donde
R1y Rz son, independientemente el uno del otro,
1.0Ho
2.0 un grupo -O-alquilo C4-Cs, -O-alquenilo C,-Cg, -O-alquinilo C>-Cg u -O-arilo Cs-Cro, en el cual
alquilo, alquenilo y alquinilo son de cadena lineal o ramificados, y en el que los grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo estan mono- o disustituidos con:
2.1 -OH,
2.2 =0,
2.3 -O-alquilo C+4-Cs , en el cual alquilo es de cadena lineal o ramificado,
2.4 -O-alquenilo C,-Cs , en el cual alquenilo es de cadena lineal o ramificado,
2.5 —arilo Ce-C1o,
2.6 -NH -alquilo C+-Cs , en el cual alquilo es de cadena lineal o ramificado,
2.7 -NH-alquenilo C,-Cs, en el cual alquenilo es de cadena lineal o ramificado,
2.8-NHz 0
2.9 halégeno,
y en el que el grupo arilo, eventualmente estda mono- o disustituido con el sustituyente 2.1 6 2.3 a
2.9,
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en el cual los sustituyentes 2.3, 2.4, 2.6 y 2.7 pueden estar sustituidos adicionalmente con
funciones -CN, -amida u -oxima, y 2.5 puede estar sustituido adicionalmente con funciones -CN o
amida, o Ry y R juntos forman un anillo, en donde R1 y R; significan un grupo -O-[alquilen (C1-
Ce)]-O-,

R3; es

1.0Ho

2.0 un grupo -O-alquilo C+4-Cs , -O-alquenilo C»-Cs, -O-alquinilo C2-Cg u -O-arilo Cs-CIO, en el cual
alquilo, alquenilo y alquinilo son de cadena lineal o ramificados, y en el que los grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo estan mono- o disustituidos con:

2.1 -OH,

2.2 =0,

2.3 -O-alquilo C+4-Cs , en el cual alquilo es de cadena lineal o ramificado,

2.4 -O-alquenilo C,-Cs , en el cual alquenilo es de cadena lineal o ramificado,

2.5 —arilo Ce-C1o,

2.6 -NH -alquilo C+-Cs , en el cual alquilo es de cadena lineal o ramificado,

2.7 -NH-alquenilo C,-Cs, en el cual alquenilo es de cadena lineal o ramificado,

2.8-NHz 0

2.9 halégeno,

y en el que el grupo arilo, eventualmente estda mono- o disustituido con el sustituyente 2.1 6 2.3 a
2.9,

en el cual los sustituyentes 2.3, 2.4, 2.6 Y 2.7 pueden estar sustituidos adicionalmente con
funciones -CN, -amida u -oxima, y 2.5 puede estar sustituido adicionalmente con funciones -CN o
amida

R4 es CO2R3, CO2NHR3, CHO, CH,OR3, CH20Si(R3)3, CH2Br, CH2CN, en los cuales R; es tal
como se ha definido arriba,

y, en particular, los compuestos

COOH

L o

Derivados de 8-hidroxiquinolinas tales como los descritos en W02009146546 de férmula general

R1

\

R? N
OH

donde
R+ se selecciona del grupo formado por NO2, NH2, NH(alquilo C4-Cg) y N(alquilo C4-Cs)(alquilo C+-
Ce);
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R2 se selecciona de H, haldégeno, alquilo C+-Cs, y alquilo C1-Cg sustituido con fluor,
o)

R1 es Cly R, es Br oH,

y, preferiblemente, los compuestos

Ho NO,

\
A\ /

OH OH
Cl !

NG PN _,»"J:\i_:
1

< D N

N |- T‘”N

OH . OH

Clioquinol (5-cloro-7-yodoquinolin-8-ol) tal y como se describe en WO09049410

Compuestos tales como los descritos en WO08098351 de férmula general

Donde

==-:-:-: es un enlace sencillo o doble,

R' se selecciona del grupo formado por H, alquilo C4-C4, C(O)O alquilo C4-C4, C(O) alquilo C4-C4
y C(O)NH alquilo C4-Cy;

R? se selecciona entre H y alquilo C1-Cy;

R? se selecciona de H y alquilo C1-Cg;

o R? y R? estan unidos y junto con el atomo de carbono y el atomo de nitrogeno a los que estan
unidos forman un anillo de piperidina,

R*y R® se seleccionan independientemente entre H, haldégeno, hidroxilo, alquilo C4-Cs, alquilo Cs-
C4 sustituido por fluor y alcoxi C1+-Ca; y
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X se selecciona entre C y N,
y compuestos preferidos tales como
Ciproheptadina (4-(5H-dibenzo[a,d]cicloheptan-S-ilideno)-1-metilpiperidina),

Amitriptilina (3-(10,11-dihidro-5H-dibenzo[[a,d]]cycloheptene-5-ilideno)-N, N-dimetil-1-
propanamina),
Loratadina (etil-4-(8-cloro-S,6-dihidro-11H-benzo[5,6]ciclohepta[1,2-b]piridin-11-ilidine)-1-

)piperidincarboxilato,
Ciclobenzapina (3-(5H-dibenzo[a,d]cycloheptan-5-ilideno)-N,N-dimetil-1-propanamina).

Nivalenol (12,13-epoxi-3,4,7,15-tetrahidroxitrichotec-9-en-8-ona) tal y como se describe en

Vo | W00359249

Tabla 1: Pequefias moléculas con capacidad de inhibir c-MAF

Otros inhibidores de c-MAF se describen en la solicitud de patente W02005063252, tal como se muestra en la tabla
5 siguiente (Tabla 2).

Antagonista Referencia para la actividad inhibidora cdk2
Anélogos de Purina
Purvalanoles tales como 2-(1R-isopropil-2- Gray, N.S. et al,, Science, 281, 533-538 (1998);

hidroxietilamino}-6-(3-cloroanilino)-9-isopropilpurina Chang, Y.T. et al., Chem. Biol. 6, 361-375 (1999).
que tiene una formula molecular C1gHa2sCIN6O
disponible de Sigma-Aldrich bajo la marca Purvalanol
A (#P4484, Sigma Aldrich, St. Louis, MO),

Pulvalanol B, aminopurvalanol, compuesto 52 (en
donde el isopropilo de purvalanol A se reemplaza con
H)

2-(hidroxietilamino)-6-bencilamino-9-metilpurina que Vesely, J., ef al. (1994) Eur. J. Biochem, 224, 771-86,
tiene una formula molecular C1sH1eNsO disponible de | 11;

Sigma-Aldrich bajo la marca Olomoucine (#00886), 2- | Brooks, E. E., et al. (1997} J. Biol. Chem., 272, 29207-
(2-Hidroxietilamino)-6-bencilamino-9-isopropilpurina 11

que tiene una formula molecular C+7H22NsO disponible
de Sigma-Aldrich bajo la marca N°-
isopropylolomoucine (#10763); CVT-313
6-(Bencilamino)-2(R)-{[1-(hidroximetil)propillamino]-9- | Wang, D. et al,, J. Virol., 75, 7266-7279 (2001);
isopropilpurina 2-(R)-[[9-(1-metiletil)-6- McClue, S.J. et al., Int. J. Cancer, 102, 463-468
[{fenilmetil)amino]-OH-purin-2-iljamino]-1-butanol que | (2002);

tiene una formula molecular de C1gHzsNsO disponible | Meier, L., et al.,, (1997) Eur. J. Biochem., 243, 527-36
de Sigma-Aldrich bajo la marca Roscovitine (#R7772),
metoxiroscovitina o
Anélogo de purina N2-(cis-2-aminociclohexil)-N6-(3- Imbach, P. et al., Bicorg. Med. Chem., Lett,, 9, 91-96
clorofenil)-9-etil-9H-purin-2,6-diamina que tiene una (1999);

formula molecular de C19Ha4CIN7 disponible de Sigma- | Dreyer, MK,, et al., J. Med. Chem., 44, 524-530
Aldrich bajo la marca CGP74514 (#C3353) (2001).
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CGP79807, un analogo de purina de CGP74514
{supra) en donde Cl se reemplaza con CN, OH se
remueve, y la posicion orto del anillo ciclohexano es
NH2

Imbach, P. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett, 9, 91.96
(1999);
Dreyer, M.K. ef al., J. Med. Chem. 44, 524-530 (2001).

Analoge de purina tat como O6-ciclohexilmetil guanina
NU2058

Arris,C.E. et al,, J. Med. Chem., 43, 2797-2804 {2000);

Davies ef al., Nature Structural Biology, 9:10, 745748,
2002

Anélogo de Purina tal como NU6102

Atris, C.E. et al,, J. Med. Chem., 43, 2797-2804
(2000); Davies, T.G. et al., Nat. Struct. Biol., 9, 745-
749 (2002).

Isopentenil-adenina

Vesely, J., ef al., (1994) Eur. J. Biochem., 224, 771-86

Agentes sin base en Purina

Indirubinas tales como indirubin-3-monoxima que
tiene una formula molecular de C1sH11N30; disponible
de Sigma-Aldrich bajo la marca (#0404), 5-sulfonato
de indirubina, 5-cloro indirubina

Davies, T.G. et al,, Structure, 9, 389-397 (2001);
Marko, D. et al., Br. J. Cancer, 84, 283-289 (2001);
Hoessel, R., et al., (1999) Nat Cell Biol., 1, 60-7;
PCT/US02/30059 a Hellberg et al., publicada como
WO 03/027275.

Oxindol 1 de Fischer como referencia en |z columna 2
de esta tabla (#IN118, JMAR Chemical,

Poros-Makkay, M., et al., Tetrahedron 2000, 56, 5893;
Org. Process Res. Dev. 2000, 4, 10

Indenapirazoles

Nugiel, D.A. et al,, J. Med. Cham. 44, 1334-1336
(2001); Nugiel, D.A. et al., J. Med. Chem., 45, 5224-
5232 (2002); Yue, E.W. et al., J. Med. Chem. 45, 5233-
5248 (2002)

Pirido(2,3-d)pirimidin-7-onas, compuesto 3 de Fischer

Barvian, M. et al,, J. Med. Chem., 43, 4606-4616
{2000); Toogood, P.L., Med. Res. Rev., 21, 487-498
(2001)

Quinazolinas tales como anilinoguinazoling

Sielecki, T.M. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 11,
1157-1160 (2001);
Mettey et al., J. Med. Chem. 2003, 46, 222-236.

Tiazoles tales como tiazol combinado 4-{/(7-oxo-6,7-
dihidro-8H-[1,3]tiazol[5,4-e]indol-8-iliden)metitjamino}-
N-(2-piridil)bencensulfonamida que tiene una formula
molecular de C21H1sNs03S2 disponible de Sigma-
Aldrich bajo la marca GW8510 (#G7791)

Davis, S.T. et al,, Science, 281, 134-137 (2001);
PCT/US02/30059 para Hellberg et al.,, publicada como
WO 03/027275.

Flavopiridoles tales como flavopiridol (L86 8275; NCS
649890, National Cancer Institute, Bethesda, MD) y un
derivado de decloro

Carlson, B.A,, et al., (1996) Cancer Res., 56, 2973-8.

Alcaloides tales como Estaurosporina (#51016, A.G.
Scientific, San Diego, CA) o UCN-01 (7-
hidroxiestaurosporina) National Cancer Institute,
Bethesda, MD

Rialet, V., et al., (1991) Anticancer Res., 11, 1581-90;
Wang, Q,, et al,, (1995) Cell Growth Differ,, 8, 927-36,
Akiyama, T., et al., (1997) Cancer Res,, 57, 1495-501,
Kawakami, K., ef al, (1996) Biochem. Biophys. Res.
Commun., 219, 778-83

Paulonas tales como 9-Bromo-7,12-dinidro-indol[3,2-
d][1]benzacepin-6(5H)-ona que tiene una formula
molecular de CisH1BrN20 disponible de Sigma-Aldrich
bajo la marca kenpaullone (#£3888) o 9-Nifro-7,12-
dihidroindol-[3,2-d][1]benzacepin-6(5)ona que tiene
una formula molecular de C1sH11N303 disponible de
Sigma-Aldrich bajo la marca alsterpaullone (#A4847)

Zaharevitz, D.W. ef al., Cancer Res., 59, 2566-2569
(1999); Schultz, C., et al., J. Med. Chem., 42, 2909-
2919 (1999);

Zzharevitz, D.W., et al,, (1999) Cancer Res., 59, 2566-
9,

PCT/US02/30059 para Hellberg et al,, publicada como
WO 03/027275.

CGP 41251, un &lcaloide

Begemann, M., et al., (1998) Anticancer Res.
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18, 2275-82;
Fabbro et al., Pharmacol Ther. 1999 May-Jun; 82 (2-
3): 293-301.
Himenialdisinas tales como 10z-himenialdisina que Meijer, L., et al., (1999) Chemistry & Biology, 7, 51-63;
tiene una formula molecular de Cy1H1BrNsO2 PCT/US02/30059 para Hellberg et al., publicada como

disponible de Biochemicals.net, una division de A.G. WO 03/027275.
Scientific, Inc. (San Diego, CA) (H-1150) '

CGP60474, una fenilaminopirimidina 21, W095/09853, Zimmermann ef al,, septiembre 21
de 1994

Tiazolopirimidina 2 Attaby et al., Z. Naturforsch 54b, 788-798 (1999)

Diarilurea Honman, T. et al., J. Med. Chem., 44, 4628-4540
{2001), Honma, T. et al., J. Med. Chem., 44, 4615-
4627 (2001).

Metiléster del &cido {2R)-2,5-dihidro-4-hidroxi-2-[(4- Kitagawa, M. ef al., Oncogene, 8, 2425-2432 (1993).
hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)fenil)metal]3-(4-hidroxifenil)-
5-oxo-2-furancarboxilico que tiene una formula
molecular de C24H2407 disponible de Sigma-Aldrich
bajo la marca Butyrolactone-| (87930) )
Aloisine A, Cat. No. 128125 (Calbiochem, San Diego, | Mettey, ef al,, J. Med. Chem. 2003, 46, 222-236.
CA)

Tabla 2: inhibidores de c-MAF

En una forma preferida de realizacion, los agentes inhibidores de c-MAF se usan para el tratamiento y/o prevencion
de la metastasis a hueso. En una forma de realizacién ain mas preferida, la metastasis en hueso es metastasis
osteolitica.

Los agentes inhibidores de c-MAF se administran tipicamente en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

El término “vehiculo” se refiere a un diluyente o excipiente con el que se administra el principio activo. Tales
vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo aquellos de origen del
petroleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de
sésamo y similares. Se emplean preferiblemente como vehiculos agua o disoluciones acuosas de solucién salina y
disoluciones acuosas de dextrosa y glicerol, particularmente para las disoluciones inyectables. Vehiculos
farmacéuticos adecuados se describen en “Remington's Pharmaceutical Sciences” por E.W. Martin, 1995.
Preferiblemente, los vehiculos estan aprobados por la agencia reguladora de un gobierno de estado o el federal o
estan enumerados en la Farmacopea Estadounidense u otra farmacopea reconocida en general para su uso en
animales, y mas particularmente en seres humanos.

Los vehiculos y las sustancias auxiliares necesarios para fabricar la forma farmacéutica deseada de administracion
de la composicion farmacéutica descrita dependeran, entre otros factores, de la forma farmacéutica de
administracion elegida. Dichas formas farmacéuticas de administracion de la composicion farmacéutica se fabricaran
segun métodos convencionales conocidos por el experto en la técnica. Una revision de diferentes métodos de
administracion de principios activos, excipientes que van a usarse y procedimientos para producirlos pueden
encontrarse en “Tratado de Farmacia Galénica”, C. Fauli i Trillo, Luzan 5, S.A. de Ediciones, 1993. Ejemplos de
composiciones farmacéuticas incluyen cualquier composicion sélida (comprimidos, pildoras, capsulas, granulos, etc.)
o liquida (disoluciones, suspensiones o emulsiones) para la administracion oral, topica o parenteral. Ademas, la
composicion farmacéutica puede contener segin sea necesario estabilizadores, suspensiones, conservantes,
tensioactivos y similares.

Para uso en medicina, los agentes inhibidores de c-MAF pueden encontrarse en forma de prodroga, sal, solvato o
clatrato, bien de forma aislada o bien en combinacién con agentes activos adicionales y pueden ser formuladas
conjuntamente con un excipiente que sea aceptable desde el punto de vista farmacéutico. Excipientes preferidos
para su uso en la presente divulgacion incluyen azucares, almidones, celulosas, gomas y proteinas. En una
realizacion particular, la composicion farmacéutica se formulara en una forma farmacéutica de administracion sélida
(por ejemplo comprimidos, capsulas, grageas, granulos, supositorios, soélidos estériles cristalinos o amorfos que
pueden reconstituirse para proporcionar formas liquidas etc.), liquida (por ejemplo soluciones, suspensiones,
emulsiones, elixires, lociones, unglentos etc.) o semisdlida (geles, pomadas, cremas y similares). Las
composiciones farmacéuticas pueden ser administradas por cualquier ruta, incluyendo, sin ser limitante, oral,
intravenosa, intramuscular, intrarterial, intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmica, subcutanea,
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intraperitoneal, intranasal, entérica, tdpica, sublingual o rectal. Una revision de las distintas formas de administracion
de principios activos, de los excipientes a utilizar y de sus procedimientos de fabricacion puede encontrarse en el
Tratado de Farmacia Galénica, C. Fauli i Trillo, Luzan 5, S.A. de Ediciones, 1993 y en Remington’s Pharmaceutical
Sciences (A.R. Gennaro, Ed.), 20? edicion, Wiliams & Wilkins PA, USA (2000). Ejemplos de vehiculos
farmacéuticamente aceptables son conocidos en el estado de la técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas
con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones aceite/agua, diferentes tipos de agentes humectantes,
soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden dichos vehiculos se pueden formular por
procedimientos convencionales conocidos en el estado de la técnica.

En el caso de que se administren acidos nucléicos (ARNip, polinucleétidos que codifican ARNip o shARN o
polinucledtidos que codifican dominantes negativos de c-MAF) la divulgacién contempla composiciones
farmacéuticas especialmente preparadas para la administracion de dichos acidos nucleicos. Las composiciones
farmacéuticas pueden comprender dichos acidos nucleicos en forma desnuda, es decir, en ausencia de compuestos
que protejan a los acidos nucleicos de su degradacion por las nucleasas del organismo, lo que conlleva la ventaja de
que se elimina la toxicidad asociada a los reactivos usados para la transfeccion. Rutas de administracion adecuadas
para los compuestos desnudos incluyen intravascular, intratumoral, intracraneal, intraperitoneal, intraesplénica,
intramuscular, subretinal, subcutanea, mucosa, topica y oral (Templeton, 2002, DNA Cell Biol., 21:857-867).
Alternativamente, los acidos nucleicos pueden administrarse formando parte de liposomas, conjugados a colesterol
o conjugados a compuestos capaces de promover la translocacién a través de membranas celulares tales como el
péptido Tat derivado de la proteina TAT de HIV-1, la tercera hélice del homeodominio de la proteina Antennapedia
de D. melanogaster, la proteina VP22 del virus del herpes simplex, oligdmeros de arginina y péptidos tales como los
descritos en WO07069090 (Lindgren, A. et al., 2000, Trends Pharmacol. Sci, 21:99-103, Schwarze, S.R. et al. ,
2000, Trends Pharmacol. Sci., 21:45-48, Lundberg, M et al., 2003, Mol Therapy 8:143-150 y Snyder, E.L. y Dowdy,
S.F., 2004, Pharm. Res. 21:389-393). Alternativamente, el polinucléotido puede administrarse formando parte de un
vector plasmidico o de un vector viral, preferiblemente vectores basados en adenovirus, en virus adenoasociados o
en retrovirus, tales como virus basados en el virus de la leucemia murina (MLV) o en lentivirus (HIV, FIV, EIAV).

Los agentes inhibidores de c-MAF o las composiciones farmacéuticas que los contienen pueden ser administradas
en dosis de menos de 10 mg por kilogramo de peso corporal, preferiblemente menos de 5, 2, 1, 0.5, 0.1, 0,05, 0,01,
0,005, 0,001, 0,0005, 0,0001, 0,00005 6 0,00001 mg por cada kg de peso corporal. La dosis unitaria se puede
administrar por inyeccion, por inhalacion o por administracion topica.

La dosis depende de la severidad y respuesta de la condiciéon a tratar y puede variar entre varios dias y varios
meses 0 hasta que se observe que la condicién remite. La dosificacion éptima se puede determinar realizando
mediciones perioddicas de las concentraciones de agente en el organismo del paciente. La dosis 6ptima se puede
determinar a partir de los valores de EC50 obtenidos mediante ensayos previos in vitro o in vivo en modelos
animales. La dosis unitaria se puede administrar una vez al dia o menos de una vez al dia, preferiblemente, menos
de una vez cada 2, 4, 8 o 30 dias. Alternativamente, es posible administrar una dosis inicial seguida de una o varias
dosis de mantenimiento, generalmente de menos cantidad que la dosis inicial. El régimen de mantenimiento puede
implicar tratar al paciente con dosis que oscilan entre 0,01 ug y 1,4 mg/kg de peso corporal por dia, por ejemplo 10,
1, 0,1, 0,01, 0,001, o 0,00001 mg por kg de peso corporal por dia. Las dosis de mantenimiento se administran,
preferiblemente, como mucho una vez cada 5, 10 6 30 dias. El tratamiento se debe continuar durante un tiempo que
variara segun el tipo de alteracion que sufra el paciente, su severidad y el estado del paciente. Tras el tratamiento,
se debe monitorizar la evolucién del paciente para determinar si se debe incrementar la dosis en caso de que la
enfermedad no responda al tratamiento o se disminuye la dosis si se observa una mejora de la enfermedad o si se
observan efectos secundarios indeseados.

TRATAMIENTO O PREVENCION DE LA DEGRADACION OSEA EN PACIENTES DE CANCER DE MAMA CON
METASTASIS EN HUESO QUE PRESENTAN NIVELES ELEVADOS DE C-MAF

Los autores de la presente invencion han demostrado que los niveles de c-MAF se encuentran elevados en las
metastasis en hueso de tumores mama. Asimismo, los autores de la presente invencién han puesto de manifiesto
que el medio condicionado de lineas celulares derivadas de tumores de mama primarios y que presentar alta
capacidad de dar lugar a metastasis en hueso y que sobre-expresan c-MAF son capaces de inducir la formacion
osteoclastos en mayor grado que las células que no sobre-expresan c-MAF. Asi, aquellos pacientes que sufren
cancer de mama que ya ha metastatizado en hueso y en los que aparecen niveles elevados de c-MAF en dichas
metastasis pueden beneficiarse particularmente de terapias encaminadas de evitar la degradacion 6sea causada por
la actividad osteoclastica aumentada.

Asi, se describe el uso de un agente para evitar o prevenir la degradacion ésea en la elaboracion de un
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de la metastasis en hueso en un sujeto que padece cancer de
mama y presenta los niveles de c-MAF elevados en una muestra de tejido tumoral metastasico con respecto a una
muestra control.
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Alternativamente, la divulgacion se relaciona con un agente para evitar o prevenir la degradacion 6sea para su uso
en la prevencion y/o el tratamiento de la metastasis en hueso en un sujeto que padece cancer de mama y presenta
los niveles de c-MAF elevados en una muestra de tejido tumoral metastasico con respecto a una muestra control.

Alternativamente, la divulgacion se relaciona con un método de prevencion y/o tratamiento de la degradacién en un
sujeto que padece cancer de mama y presenta los niveles de c-MAF elevados en una muestra de tejido tumoral
metastasico con respecto a una muestra control, que comprende la administracion de un agente para evitar o
prevenir la degradacion 6sea a dicho sujeto.

En una realizacién particular, la metastasis en hueso es metastasis osteolitica. En otra realizaciéon particular, el
cancer de mama es cancer de mama ER+ o ER-.

Los términos y expresiones “sujeto”, “cancer de mama ER+”, “muestra de tejido tumoral”, “metastasis”, “gen c-MAF”,
“niveles de expresion incrementados o elevados” y “muestra control” han sido descritos en detalle en relacion con el
primer método y son igualmente aplicables al agente para evitar o prevenir la degradacion ésea.

Agentes capaces de evitar o prevenir la degradacion 6sea adecuados para el método terapéutico descrito
anteriormente se han descrito en detalle con anterioridad en el contexto del método de terapias personalizadas.

La muestra de referencia o control es una muestra de tejido tumoral de un sujeto con cancer de mama ER+ o ER-
que no ha sufrido metastasis o que corresponden al valor mediana de los niveles de expresion del gen c-MAF
medidos en una coleccion de tejidos tumorales en muestras de biopsias de sujetos con cancer de mama ER+ que no
han sufrido metastasis.

Métodos para determinar o cuantificar si los niveles de c-MAF se encuentran elevados con respecto a una muestra
control han sido descritos en detalle en relacion con el primer método y son igualmente aplicables al agente para
evitar o prevenir la degradacion dsea.

Alternativamente se puede llevar a cabo un tratamiento combinado, en el que se combinen mas de un agente para
evitar o prevenir la degradacion ésea de los mencionados anteriormente para tratar y/o prevenir la metastasis o bien
se pueden combinar dichos agentes con otros suplementos, tal como calcio o vitamina D o con alguna hormona.

Los agentes para evitar o prevenir la degradacion dsea se administran tipicamente en combinacion con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. El término “vehiculo” y los tipos de vehiculos han sido definidos anteriormente para el
agente inhibidor de c-MAF, asi como la forma en la que se pueden administrar y las dosis y son igualmente
aplicables al agente para evitar o prevenir la degradacion 6sea.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencion y no pretenden ser limitativos del alcance de la misma.
Ejemplos

i. Materiales y métodos

Modelos experimentales de estudio

Se han desarrollado nuevos modelos experimentales para el estudio de la metastasis en cancer de mama ER+. Con
este fin se ha utilizado una linea celular humana de cancer de mama ER+, denominada MCF?7, |la cual se transfectd
de forma estable con un vector que permite la expresion de la GFP/Luciferasa. Esta linea celular se inoculé en
ratones inmunodeficientes (Balb-c/nude) por inyecciéon via intraventricular o en la vena caudal para poder
seleccionar células con capacidad metastasica en distintos 6rganos. Los ratones llevaron implantes subcutaneos de
estrégenos que garantizaron la presencia de esta hormona durante todo el experimento.

Seleccién de poblaciones metastasicas

Las poblaciones metastasicas a diferentes tejidos se seleccionaron mediante la identificacion y aislamiento de las
células de las lesiones metastasicas. Para ello, se usaron técnicas de imagen por bioluminiscencia utilizando la
tecnologia que permite detectar el establecimiento y crecimiento de células tumorales en 6rganos de interés a
distintos tiempos y cuantificar el numero de células tumorales presentes. Para la aplicacion de esta técnica, las
células han sido transducidas para expresar el gen de la luciferasa y la GFP y con ellos se permite su seguimiento in
vivo en tiempo real métodos no invasivos. La captura de imagen de luminiscencia (actividad luciferasa) se realiza
con el animal en condiciones de anestesia, utilizando un equipo tipo Xenogen IVIS y el software Livingimage como
metodologia preferida debido a su sensibilidad y velocidad. Para aislar las células metastasicas, se disecciona la
lesion tumoral y, posteriormente, mediante técnicas de citometria por barrido con laser por fluorescencia (GFP) se
aislan las células metastasicas de las propias del organismo huésped. Una vez aisladas estas células se repitio el
proceso para enriquecer su tropismo por los distintos tejidos. Mediante estos procedimientos, se aislaron distintas
poblaciones metastasicas con especificidad de tejido incluyendo metastasis a hueso.
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Una vez identificadas y aisladas las poblaciones metastasicas se realizé un analisis transcripcional de alto
rendimiento. En conjunto, esta estrategia permitié identificar genes cuya transcripcion se ve incrementada y algunos,
que actian como mediadores del proceso metastasico en células cancerosas con mala prognosis. La implicacion de
los genes cuya expresion se encuentra alterada en la colonizacion por parte de las células metastasicas en tejidos y
organos concretos fue confirmada mediante un procedimiento de seleccion in vivo no sesgado.

Identificaciéon del grupo de genes enriguecidos en metastasis a hueso en cancer de mama ER+

Mediante comparaciéon de los perfiles de expresion génica de las subpoblaciones celulares alta y pobremente
metastasicas, se identific6 un grupo de genes cuya sobreexpresion o represion esta asociada a un fenotipo
osteolitico de metastasis al hueso. Las lesiones metastasicas osteoliticas a hueso (degradacion), a diferencia de las
osteoblasticas (sintesis), estan asociadas a formas de cancer de mama metastasico a hueso clinicamente mas
agresivas. Los perfiles de expresion asociados a las lineas celulares con alta capacidad metastasica a hueso, se
obtuvieron usando métodos estandarizados. Los distintos derivados metastasicos a hueso procedentes de células
mamarias ER+ se clasificaron, a través de un analisis no sesgado, con respecto a su fenotipo de agresividad a
hueso y su perfil de expresion. En ambos casos las lineas celulares metastasicas derivadas, BoM1 y BoM2,
demostraron tener un comportamiento metastasico distinto al de las células de partida (MCF7), tanto a nivel del perfil
de expresion génica asi como fenotipicamente (Figura 1A).

El grupo de genes enriquecido para metastasis a hueso en cancer de mama ER+ incluye citoquinas, moléculas de
adhesion celular, proteasas de membrana, mediadores de sefializacion y factores de transcripcion.

A continuacién el grupo de genes seleccionado como candidatos a regular la capacidad de metastasis a hueso en
cancer de mama ER+ se sometié a validacién clinica en humanos. Para ello, se compararon los cambios de
expresion de los genes candidatos con aquellos que ocurren en los perfiles de expresion génica de dos cohortes,
una de tumores primarios de mama y la otra de metastasis, que incluyen 560 y 58 tumores de mama y metastasis
respectivamente.

Identificacion de aquellos genes enriquecidos en metastasis a hueso en cancer de mama ER+ que son relevantes en
metastasis a hueso en cancer de mama ER-

Se procedid a evaluar el papel de los genes enriquecidos en metastasis a hueso en cancer de mama ER+ en el
subtipo ER-. El grupo de genes enriquecido para metastasis a hueso en cancer de mama ER+ incluye el factor de
transcripcion c-MAF.

Bioinformatica y biologia computacional

Para obtener los grupos de genes enriquecidos en metastasis y verificar su correlacion clinica se usaron paquetes
estadisticos R y Bioconductor. Las funciones y estructuras especificas para el tratamiento de los datos fueron
importadas y son de acceso publico abierto a través de www.bioconductor.org.

Ejemplo 1
Seleccion de genes relevantes

Se llevo a cabo un analisis para seleccionar genes que se expresan de forma diferencial en células derivadas de una
linea celular de cancer de mama ER+ con propension a formar metastasis a hueso (Figura 1A). El analisis realizado
permitio identificar 91 genes enriquecidos o silenciados en las lineas celulares derivadas de la linea celular ER+
MCF7 con capacidad de metastatizar a hueso (Figura 1B). Los genes y funciones determinantes de forma individual
fueron seleccionados para un estudio mas detallado siguiendo los siguientes criterios:
i) Correlacion clinica con cancer de mama ER+ agresivo y metastasis al hueso.
i) Funciones conocidas anteriormente por participar en procesos compatibles con un fenotipo agresivo (p.e.
Reabsorcion de los huesos, Inflamacion, Angiogénesis),
iii}) Variaciones en el nivel de expresion entre las poblaciones metastasicas frente a las parentales tal y como
se ha descrito anteriormente, y
iv) Papel central en las redes de regulacion génica y las vias de sefializacion celular

Basandose en estos criterios, se identificd el factor de transcripcion c-MAF y se comprobd cémo sus variaciones en
los niveles de expresion predicen recurrencia a hueso en tumores primarios de cancer de mama ER+.

Ejemplo 2

Valor terapéutico y valor pronéstico de los genes enriquecidos para metastasis a hueso independiente del subtipo de
cancer de mama:
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Los genes enriquecidos en las metastasis a hueso mediante el sistema experimental de seleccidon de poblaciones
celulares metastasicas aqui desarrollado se evaluaron frente a dos bases de datos distintas que contenian los
perfiles de expresion y las anotaciones clinicas de 560 tumores primarios de cancer de mama y 58 metastasis de
pacientes con cancer de mama. Estos tumores son representativos de todos los subtipos de cancer de mama y
localizacion de metastasis. Ambas bases de datos y sus anotaciones clinicas son accesibles publicamente (GSE
2603, 2034, 12276 y 14020).

La expresion génica en tumores primarios ER+ de los genes de metastasis a hueso correlacioné de manera
significativa con recurrencia, supervivencia libre de metastasis y supervivencia (Figuras 1C y D).

Por otro lado, se evaluaron los niveles de expresion del gen c-MAF en una cohorte de 58 metastasis de pacientes
con cancer de mama (GSE 14020). Estas metastasis fueron aisladas de pulmon, higado, hueso y cerebro. Se
verificé el enriquecimiento del gen c-MAF especificamente en metastasis a hueso con independencia del subtipo de
cancer de mama, ER+ o ER-, al que perteneciera el tumor o lesion metastasica (Figura 2A).

Ejemplo 3
Validacion funcional in vivo del gen metastasico c-MAF a hueso en cancer de mama ER-

El gen metastasico c-MAF, que resultd positivo en el analisis, fue validado funcionalmente en un ensayo de
colonizacién metastasica a hueso en un modelo experimental de injerto de metastasis de cancer de mama en
ratones. La seleccion de células de cancer de mama ER- con alta capacidad de crecer en hueso va acompafnada de
la seleccion de altos niveles del gen metastasico c-MAF (Figura 2B).

Las aproximaciones realizadas para validar el gen candidato a dirigir el proceso de metastasis fueron ensayos de
ganancia de funcion. Con este fin, el gen c-MAF fue expresado en las células parentales MDA-MB-231 y
posteriormente se evalud su capacidad para inducir la expresion de genes que contribuyen a la metastasis (CTGF)
(Figura 2C).

Ejemplo 4
Validacion funcional in vivo de los genes metastasicos especificos de tejido

El gen metastasico c-MAF, que resultd positivo en el analisis, fue validado funcionalmente en un ensayo de
colonizacién metastasica a hueso en un modelo experimental de injerto de metastasis de cancer de mama en
ratones.

Las aproximaciones realizadas para validar el gen candidato a dirigir el proceso de metastasis fueron ensayos de
pérdida y ganancia de funcién. Con este fin, el gen c-MAF fue expresado o silenciado en las células parentales o en
las células derivadas altamente metastasicos para hueso y posteriormente su capacidad metastasica a hueso fue
evaluada in vivo.

Ensayos de ganancia de funcion

Para expresar el gen c-MAF se utilizaron sistemas lentivirales para inducir la expresion heteréloga del gen candidato
en las células tumorales parentales y aquellas seleccionadas con baja capacidad metastasica. Las capacidad
inductora de metastasis del gen c-MAF fue determinada mediante técnicas de seguimiento por bioluminiscencia de
las células metastasicas inoculadas en el raton por via intracardiaca (como se describe en el apartado “modelos
experimentales de estudio”). En todos los casos, se inyectaron en paralelo las correspondientes células control
infectadas con vectores lentivirales que no expresaban la proteina c-MAF en una cohorte paralela de animales como
control negativo (Figura 3B).

Ensayos de pérdida de funcion

La expresion del gen c-MAF fue suprimida en la linea celular BoM2 altamente metastasica a hueso y que presenta
elevados niveles de expresion del gen c-MAF enddgeno (Figura 3A y 3C). Con este fin se utilizé un vector lentiviral
que permitia la expresion de un ARN de interferencia (ARNip) con capacidad para reducir la expresion del gen c-
MAF en un 80% en relacion a los niveles presentes en la linea celular BoM2. Esta poblacion celular con la expresion
del gen c-MAF silenciada fue inoculada por via intracardiaca (como se describe en el apartado “modelos
experimentales de estudio”) en ratones inmunodeprimidos siendo estos animales monitorizados para detectar
actividad metastasica mediante técnicas de imagen por bioluminiscencia. En estos experimentos se us6 como
control negativo células obtenidas a partir de la linea BoM2 por infeccién con un vector lentiviral que codifica para un
ARNIip que actua eficazmente contra la expresion de otro gen que es irrelevante para el proceso metastasico.
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Ejemplo 5
Ensayo de diferenciacion de osteoclastos

Se aislaron células primarias procedentes de la médula 6sea de un ratén y se hicieron crecer en cultivo en presencia
de M-CSF (factor estimulador de colonias - macréfagos). Después de 3 dias las células fueron tripsinizadas y
sembradas en placas de 24 pocillos (1.5x10* células por pocillo), en triplicado para cada condicion experimental.
Para inducir la diferenciacion de osteoclastos, estos precursores fueron cultivados con medio condicionado
procedente de células de cancer de mama ER+ MCF7 con o sin sobreexpresion de las isoformas “short” y “long” del
gen c-MAF, en presencia de ligando RANK y M-CSF. El medio fue renovado cada tres dias y, en el séptimo dia, se
procedié a la tincidon especifica de osteoclastos, que consiste en detectar la enzima fosfatasa acida tartrato-
resistente (TRAP, por sus siglas en inglés). Se obtuvieron imagenes mediante microscopio 6ptico de haz invertido.
Se determin6 el ndmero de células TRAP positivas y se dividid entre el nimero total de células por campo.
Finalmente, todos los valores fueron normalizados con los del grupo control, MCF7. Tal como se puede observar en
la Figura 4, el numero de osteoclastos aumenté cuando se pusieron en contacto precursores de osteoclastos con
medio procedente de células de cancer de mama ER+ MCF7 que sobre-expresan la isoforma corta de c-MAF o la
isoforma larga.

Este ensayo permite determinar la interaccion de las células metastasicas con los componentes del entorno
metastasico o nicho del hueso. Los osteoclastos son responsables de la degradacion del hueso y se manifiestan en
las lesiones metastaticas osteoliticas.

Ejemplo 6
Identificacion de ampliacion cromosdmica en la region chr16q22-g24 (incluye gen c-MAF)

La deteccion de alteraciones en el nimero de copias (del inglés, CNA) mediante analisis de perfiles de expresion es
tedricamente posible ya que existe una fuerte correlacion entre las alteraciones gendémicas y la expresion aberrante
de genes en las regiones gendmicas afectadas (Pollack et al. 2002; PNAS; 99:12963-12968). En concreto, la
deteccion exacta de CNAs utilizando analisis de expresion génica es posible y su dificultad proviene del tipo de
datos de expresion de partida (Hu et al. 2009 Cancer Cell, 15:9-20).

Se ha procedido a evaluar el papel de los genes enriquecidos en metastasis a hueso en cancer de mama ER+. Para
ello se analizaron las alteraciones en el nimero de copias del genoma en las células altamente metastasicas a
hueso, BoM2, derivadas de la linea celular de cancer de mama MCF7 que generadas en el propio laboratorio de los
investigadores y que se caracterizan por la expresion de altos niveles de gen c-MAF. Este analisis se ha basado en
la comparacién de los perfiles de expresion génica de las células parentales y BoM2 derivadas de MCF7. Se
alinearon y se localizaron las diferencias de expresion génica observadas en las células BoM2 en comparacion con
las células parentales en su posicion, en los 23 tipos de cromosomas presentes en células humanas.

De esta manera, se han identificado regiones gendmicas (Figura 5) la expresion de cuyos genes esta sobre o infra
representada en las células BoM2 en comparacion con las células parentales, lo cual es un indicador de
amplificacion o delecion de ADN gendmico (Hu et al. 2009 Cancer Cell, 15:9-20). Para ello, se ha utilizado el
software “Partek Genomic Suite 6.5”. Este software nos ha permitido identificar aquellos genes cuya expresion esta
incrementada o reducida en las células BoM2 en comparacion con las parentales. Una vez identificados estos
genes, las diferencias de expresion observadas para cada gen se representaron en la correspondiente localizacion
cromosomica de dicho gen. La representacion grafica de estas observaciones ha permitido identificar ganancias o
pérdidas de regiones cromosdmicas basandose en una continua expresion incrementada o reducida de genes con
una localizacién cromosémica consecutiva (Figura 5). Los autores de la invencién han sido capaces de posicionar
estas regiones utilizando citobandas bien conocidas y descritas con anterioridad.

Entre las regiones diferencialmente amplificadas en las células BoM2, en comparacién con las células parentales
MCF7 ER+ de cancer de mama, se ha observado una ganancia en la regién cromosémica 16922-g24, la cual incluye
el locus que codifica el gen c-MAF.

De esta manera, se han identificado regiones cromosémicas con un numero significativo de genes asociados con
metastasis, identificados usando el modelo “Cox log Hazard ratio (HR). Se han seguido los conceptos en ACE
(Analisis de alteraciones en el nimero de copias en datos de expresion) (Hu et al. 2009, citado ad supra),
localizando regiones potenciales con variaciones en el nimero de copias. Se han utilizado funciones del paquete R
“phenoTest”. Asi, se han obtenido el “log HR” para cada gen via la generalizacion de modelos aditivos, eligiendo
parametros via validacion cruzada y se ha evaluado la significancia estadistica permutando (1000 permutaciones) el
“log HR” por todo el genoma, y ajustando los P-valores via Benjamini-Hochberg para controlar el indice de falsos
positivos (FDR) a un nivel de 0.05. Unicamente las regiones con un minimo de 15 genes significativos y
consecutivos han sido identificadas (Figura 5B). La region 16q12-g24 que incluye al gen c-MAF se encuentra entre
esas regiones.

El nimero de copias del gen c-MAF se caracterizd6 subsecuentemente mediante hibridacion in situ fluorescente
(FISH) in células parentales MCF7 y en la linea celular BoM2, caracterizada por tener alta propensién para producir
metastasis en tejido 6seo. El numero de copias de IGH se determiné simultdneamente como control del
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experimento. Los resultados mostraron que la mayoria de las células MCF7 estudiadas tienen una tasa entre el
numero de copias del gen c-MAF y el numero de copias del gen IGF igual a o menor que 1,5, por ejemplo, que el
numero de copias de ambos genes es similar (Figura 6), mientras que la mayoria de las células BoM2 estudiadas
mostraron una tasa entre el niumero de copias del gen c-MAF y el niumero de copias del gen IGF mayor que 2
(Figura 6). Estos resultados demuestran que la adquisicion del fenotipo metastasico dseo a partir de las células de
cancer de mama va a acompafiada de un incremento en el numero de copias del gen c-MAF.

Conclusiones

c-MAF es un marcador para diagndstico y prondstico y un gen diana causal en procesos de metastasis en cancer de
mama, en particular, en metastasis a hueso de cancer de mama ER+. Esta conclusidon se apoya por los datos de
validacion clinica y los experimentos de ganancia y pérdida de funciéon que forman parte de la presente divulgacion.

Teniendo en cuenta los resultados presentados en la presente divulgacion, en donde se demuestra que la expresion
de c-MAF en tumores primarios predice un alto riesgo de sufrir metastasis a hueso en pacientes con cancer de
mama, los pacientes cuyos tumores contengan células que presenten una amplificacién en la regiéon gendémica
chr16g22-g24 o una amplificacion del gen c-MAF, también seran susceptibles de sufrir un alto riesgo de metastasis a
hueso. Por tanto, la determinacion de la amplificacion del gen c-MAF o del locus 16q22-g24 es util como método de
diagndstico y método de prediccion de metastasis a hueso a partir de tumores primarios de cancer de mama.

Asimismo, los experimentos de la presente divulgacion (Ejemplos 4 y 5) sugieren que c-MAF es una diana adecuada

para el tratamiento y/o prevencion de la metastasis (tanto a partir de tumores ER+ como ER-). Asi inhibidores de c-
MAF serian utiles para el tratamiento de la metastasis en sujetos con cancer de mama.
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180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



cgcacctgga
tgggcttcag
gcggettega
ccggegecte
cegtgatege
accacgccgc
cggecgecte
gcggeggegg
tgcacccgeca
tggtgaccat
tgatceggcet
gcttcaagag
aagtcgacca
agaaatacga
cgtectetec
agtgctcege
ccacctcacc
acccgcacgc
agtttgtggt
tgccaatctg
cgccccaccce
gttgatcacc
catgaactgg
ttaattttac
ccttcteaac
tecctgagtte
acttgcagecg
aaaaaaatcc
tgagttttgg
ctcatcteat
tcaaagactt

catgtatggt

agactactac
ccccgaggac
tggctacgeg
cttgggegge
cgoggecgec
cggccaccac
ggceggtgge
cggcggegge
ccacgccgec
gtctgtgege
gaagcagaag
ggtgcagcag
cctcaagcag
gaagttggtg
cgagttttte
gggggteegg
acccccaccce
acacaccaca
ggtggtgget
aaattctcca
ccggacttge
tttgaagcct
tgttcatttt
ttttagaget
ccatctette
ttcatgtgag
tgccgagtte
tcatgaacct
ccttgtgatg
gcattattat
tatggaaaag

ataattattt
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tggatgaccg
gcggtegagyg
cgcggggegce
agcggcgagg
gegecagageg
caccacccga
gctgggggeg
ggcggaggceg
ggcggectge
gagctgaacce
aggcggacce
agacacgtcc
gagatctcca
agcagcggct
atgtgagtct
ctegggtgtyg
ccaccgagtt
cacacacaca
gttttaaact
taacttgcta
acaatgttca
gcatcattca
ctgtgtgtgt
tgctgtgttg
cgagatgaaa
attgagcttg
catcgggttt
tccacaatca
ccaaatctga
gecttgetact
agacattata

tttecettttt

gctacccgea
cgctcatcag
agcagctggce
agatgggccce
gcgegggece
cggccggcege
cgggcggcgyg
gcgggggcege
acttcgacga
ggcagctgeg
tgaaaaaccg
tggagtcgga
ggctggtgeg
tccgagaaaa
gacacgcgat
ggcttgetag
tggceceectt
cacacacaca
ggggagggaa
gcttgttttt
atgatctcag
catatttttt
gtgtgtttta
cccacctttt
gaaaaaaaaa
caaaggaaaa
tttttttage
agcctgecate
gagtttagtc
ttgtcttage
ttaataaaaa

ttttectttt
32

gcagctgaac
caacagccac
cgceggeggcec
cgccgecgec
gcactaccac
gcccggegec
tggececeggece
ggcgggggcyg
ccgcettetee
cggggtcage
cggctatgece
gaagaaccag
cgagagggac
cggctcgagce
tccagctage
ttctagagee
ggccecctac
cacaccccac
tgggtgtctg
tttttttttt
cagagttctt
cttcttette
ttttgtttgg
ttccaaccte
agcaaagttt
aaaaatgtga
attgttatgce
aaccttctgg
tgccattaaa
aacaatgaac
aaaaaagcct

ggcttggaaa

cccgaggcege
cagctcocagg
ggggccggtg
gtggtgtccg
caccaccacc
gcgggcagceg
agegetgggg
gggggcgece
gacgagcagc
aaggaggagg
cagtcctgece
ctgctgecage
gcgtacaagg
agcgacaacc
caccctgata
atgetegeca
acacacacaa
accctgceteg
gctcatggat
tacaccccecce
catgtgaaac
cccttecagtt
attttttttt
caccctcact
ttttttette
aatgttatag
taaaatagag
gtgtgacttg
aaaactcatt
tataactgtt
gcatgctgga

tggacgttcg

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



aagacttata
gaacaaaaca
tgctttgagt
taccagaatg
ttaataagaa
aaaatttatt
ttatattttt
atttaattct
atgttataga
atgcactaaa
taaaaaaagt
tctttgcetat
ttatatctgt
aagtatttgg
ttgcaaaact
cagttttaag
gtaacttaaa
actgacatcc
aatcttgtca
gttactaact
atatcaagaa
tttecttagtg
tttcteccagt
ggctgttttt
tgtaaattat
ataattgccce
ccctacactt
gcatcagagg
ttcactaaag
ggcctgacaa

ctctttaaca

gcatggcatt
gtgcaaccgt
tactcagaac
ggttacacat
tgacgcccca
ttttaaaaag
tggcttttgg
agtttttata
taaatttgaa
ttgtttacta
agcttataca
accactgact
aggggtattt
gactgaattg
gtttagaacg
atgatgcaga
aaaaaatcca
tgtctttaaa
gttacttttce
aaccacgcegt
aagaataatc
tacagtttaa
ggaaggattc
tgaagtgagg
gacctcattt
ttggtaggaa
ctgatcagga
tggcttgege
ttgactattt
gatttaacat

ctgaagatca
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catacttttg
agagccttcet
ttcaacctcc
ttaacctggce
ctttggggac
agaaactgcce
tcattgtcaa
atctgttage
agagttaggt
ttgtgatgtt
gcatgtgcett
gtattgaaaa
tacattcaaa
cactaagata
ctaataaaat
tttttttaca
cagttttaaa
aagaaatgaa
ttttacatat
gttgtteccta
tacaataata
ctgggcccaa
ctggaggaat
aggctggecce
ttttctcecce
aaacaaaaca
gcaaagccat
acatatgcat
ttececttette
aaacatgaca

tttgtcttaa

ttttattgcece
tcccatgaaa
caatgcactg
aaacattgaa
taaaattgtg
ccattatttt
atgtggaatg
ccagttaaaa
ctgtttaget
aaggggggta
gcaacttaaa
ccaaagtatt
aatgtatgtt
taacctgcaa
ttatgcagtt
gttgtattgt
ggcaataatc
aagtaaatct
tttgectgtge
tgtgectttte
aacggcattt
caacctegtt
agggagacag
catatactga
aaagttttca
aaacagtgga
ccatagacag
tgaacggtaa
tcttacacac
aatcatagtt

ataggaaaaa
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tcatgacttt
ttttgcatct
aaggcattcc
gaactcttaa
ctattgccga
tggtttgttt
ctctgggttt
tgtatgctac
gtagattttt
gagtttgcaa
tataagttgg
aagaggggaa
tttttttett
gcatataata
ataaaaatgg
ggtgcagaac
agtaaatgtt
taccacaata
aaaattgttt
tttcattttc
ttttttgatt
aaaagtgtaa
taattcaggg
ttagcaatat
gttttcaaat
actaggcttce
aggagccgga
agagaaacag
cgagatttte
gtttgttttg

gaaaatccac

tttgagttta
gctccaaaac
ttgtcaaaga
tgttttettt
gaagcagtct
tatttttatt
ctagtatata
agataaagga
taaacgattg
ggggactgtt
gtatgtgtag
acgcccctgt
ttcaaaatta
caaaaaaaaa
cattactgca
tggattttct
attttcaggg
aatataaaaa
tatatcttga
aattctggtt
ctgtactcag
aatgcatcct
tgaaattata
ttaatataga
gagttgagcc
ctgagcatgg
caaatatggc
cgettgectt
ttgttagcaa
ttttgetttt

tccttactte

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



catatttcca
attcagtgga
cagaaataaa
tatttacccc
aaactacctt
tgaaactaat
aatagaatgt
gttttgtttt
cttattttta
ggccttectg
ttcctttatg
gtcttaatag
tcttteettt
cagaaatgga
tctcaaaata
cctggattgg
gtagttgaat
gctggcaaaa
catttttaga
catgtttttt
aagtctctaa
tgcgtttgat
cccactcgeca
gtacttacca
atcattatta
tcctttttaa
atgcctcettg
ttatggtgtg
ttcactgaaa
gcaacaatta
tgcttcattg

cttcectaaa

agtacatatc
gaacttctct
agcaaaaaat
aaaataggct
cactagtagg
gttacaaatt
tagacaaagc
ctgecegttet
agaaaacagg
cctatttttt
tgctagttta
taaacctcce
tttttttttt
gagaatgctt
agagtgatat
aaggaaaata
ataataagca
atgaggtttg
aataacaatt
ttttcttaca
atttaaaaaa
ctttgtctaa
agttggagcc
gtgtgttcac
ttattatttg
ataaaaatta
tctgggggtt
tgcaagtaaa
ttacaaagat
gcattttaaa
tttctectgge

caaatccacg
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tggtttaaac
acctggatga
aatacctgtg
gtgtatgggg
actcctaagce
catgcagttt
cagcactgtt
taaaagaaaa
ttgtgtttgg
acaaaacacg
gacaggctcc
ctcatgagcet
ttcctcatca
ttaacaaaaa
tctggatgta
tagttgtgta
ggtttgggece
agtggctgge
actgaaaact
aagaactcct
aaaaaaatca
atagtgttaa
atcagtggga
aaaatgaaat
cagtcatgga
ctgtgttaga
tcatagagac
caggtgcatt
acatatatat
atcatatata

agataatttt

ggcagaggct

tatgttatca
gctagtaatg
tggaatatag
gctgacttaa
gctgacctat
gcactcttag
ttgaaaatac
aaagataata
tgctgctaag
aagacagtgt
tgaatccaca
tgaagtcaag
caactaagag
agcatctgat
gttattgcag
gaattaagca
cccaaacttt
tgtaagagaa
ttgaagtata
aaatcctgag
tatgaggaaa
aattcctttce
tacgccacat
ttgtgtgaga
gaaccaccta
gaagaaggct
cggtaggaaa
gctttcaacce
gcatatatat
ggcatgcaca
actaagaaga
ccagcggagce

34

aatcatattt
atttcagatc
gctgtgettt
agatcccettg
ttttaaatga
tcatcttece
agccaaacac
ttgcaactct
ttetggcecag
gtaacctcga
cttaattttg
tgttcttgac
atacacaaac
gaaagatttt
ttatctcatg
ttttgatagg
agaaaatcaa
ggttaactcce
gtgggagtag
taagtgccat
tctagettte
attccaatta
tttggaagcce
gctgtacatt
ccectgactt
attaaatgta
gcgcactcect
tgccatacta
aatggaaagt
ttctaaatag
aaaatagata

cgagcccect

caccgtgaat
atgctatccc
gatttactgg
gaaagactca
cacaaattca
ctagcacacc
gatgactttt
gactgaaaga
tttatcatct
cattttgacc
cttaacaaaa
ttcagatatt
tctgaagaag
aggcaaacat
acaaatgagg
aatctacaag
atgcaaaggt
tagtaaaagg
caaacaaata
tcattacaat
ccctttacge
cagaactgag
ccagcatcegt
aaaaaaaatc
ctgtttagtc
gtagttaact
gcttttegat
gttttaaaaa
ttcececggaat
tactttttca
ttcgactcece

ggttttectcg

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



taggccectag
gctgtaaatg
<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2
gaggctttaa

tccecectece
ttaaaaaaag
tctgeettge
aataataaag
gccaaggccc
cgegegecect
gcggagcegge
agccaccacc
cggcgcgcaa
gtgagcaggg
gtgagcgege
cggcaagctg
catctggecgg
aatgagcaac
tctgatgaag
cggeccgtete
ggtgccecect
gcacctggaa
gggcttcagc
cggcttcgat
cggecgcectece
cgtgatecgece
ccacgccgec

ggccgectceg

cggcggcgge

2656
ADN
Homo sapiens

acggtgttge

aaaacaatgt

aatctttttt
ccctttgete
gcaagaaaga
actttgcaca
agagccaagc
gcgccgeccg
gcctgecagece
gagcggggga
gccgccacceg
ggaggcgagce
gggagggagg
tcggaggttt
gctcacccge
agcggeggceg
tcecgacctge
tttgaagtga
atcgccgggg
tcecececcaget
gactactact
cccgaggacg
ggctacgcge
ttgggcggea
gcggccgecg
ggccaccacc
gcecggtggeg

ggcggcggceg
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atttatcagt

gtggcaaaat

catcttctag
tctgectegt
actaaactcc
gaggtagaga
agaagaggag
gacagacgcc
cgggccggeg
cgccgcgeac
cagctcgegg
gagcaaggag
gcgggcgegg
cgggccagcc
tggccaccca
gcggceggegg
ccaccagtcce
aaaaggaacc
gctegetgte
tcteggegee
ggatgaccgg
cggtcgagge
gcggggcgea
gcggcgagga
cgcagagcgg
accacccgac
ctgggggcge

gcggaggcgyg

gatgtcaaac gtgctcattt gtcagacata

acaaagtt

ctgtagcteg
ctttecccag
ccecteecte
gcgcgegagg
gcgagaagca
cgccgcgect
aggcgagccc
cgggcecggge
aggatcttcc
gggccgggge
ggggcgcggg
accgccgcege
gcacagcccg
cggcggcagg
cctggceccatg
ggtggagacc
ctcecacccce
cagcccgggce
ctacccgeag
gctcatcagce
gcagctggcc
gatgggcccce
cgcgggcecceg
ggccggegeg
gggcggeggt

cgggggcgceg
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ggctgecttgt
gacttcgcecta
tcctceecagte
gagagagagg
tgaagtgtta
ccagccccga
ttcecttatge
tcctcececaget
cgagcctgaa
gagcgaggga
cagggcgggg
aagctagaag
ctggccecte
agaatggcat
gaatatgtta
gaccgcatca
atgagcacgc
tcgggcageg
cagctgaacc
aacagccacc
gcggeggecg
gccgeegecg
cactaccacc
cccggcgecg
ggcccggceca

gcgggggcgg

cggcttggee
ttttgetttt
gggctgcacc
aaagaaaaaa
actcccecegt
gcggacgecg
aaagcgcgca
tcgeegecege
gcecgecgget
gcacattggce
gggtgtgtgt
cgccccagcec
tcctgecagece
cagaactggce
atgacttcga
tcagccagtg
cgtgcagcete
agcagaaggc
ccgaggeget
agctccaggg
gggceggtge
tggtgtcege
accaccacca
cgggcagcegce
gcgetggggg

ggggcgcecct

6840

6878

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



gcacccgcac
ggtgaccatg
gatccggetg
cttcaagagg
agtcgaccac
gaaatacgag
gtcctetece
cgccacattt
gtgtgagagce
accacctacc
agaaggctat
gtaggaaagc
tttcaacctg
atatatataa
catgcacatt
taagaagaaa
agcggagccg
tgtcaaacgt
aaagttaaaa
<210> 3

<211>
<212>
<213>

<400> 3
gaggctttaa

tccecectece
ttaaaaaaag
tctgeettge
aataataaag
gccaaggccce
cgecgegecct
gcggagcgge

agccaccacc

6887
ADN
Homo sapiens

cacgccgecg
tctgtgegeg
aagcagaaga
gtgcagcaga
ctcaagcagg
aagttggtga
gagtttttca
tggaagcccce
tgtacattaa
cctgacttet
taaatgtagt
gcactcctge
ccatactagt
tggaaagttt
ctaaatagta
aatagatatt
agccccectgg
gctcatttgt

aaaaaa

aatctttttt
ccctttgete
gcaagaaaga
actttgcaca
agagccaagc
gcgccgeccg
gcctgecagece
gagcggggga

gcecgecacceg
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gcggcectgea
agctgaaccg
ggcggaccct
gacacgtcct
agatctccag
gcagcggcett
taactgagcce
agcatcgtgt
aaaaaatcat
gtttagtcte
agttaactat
ttttcgattt
tttaaaaatt
cccggaatge
ctttttcatg
cgactccect
ttttctegta

cagacatagc

catcttctag
tctgectegt
actaaactcc
gaggtagaga
agaagaggag
gacagacgcc
cgggccggeg
cgccgcgcac

cagctegegg

cttecgacgac
gcagctgege
gaaaaaccgc
ggagtcggag
gctggtgege
ccgagaaaac
cactcgcaag
acttaccagt
cattattatt
ctttttaaat
gcctecttgte
atggtgtgtg
cactgaaatt
aacaattagc
cttcattgtt
tccctaaaca
ggccctagac

tgtaaatgaa

ctgtagcetceg
ctttceccecag
ccecteecte
gcgcgegagg
gcgagaagca
cgccgegect
aggcgagccc
cgggccgggce

aggatcttcce

36

cgcttceteceg
ggggtcagca
ggctatgecce
aagaaccagc
gagagggacg
ggctcgagca
ttggagccat
gtgttcacaa
attatttgca
aaaaattact
tgggggtttc
caagtaaaca
acaaagatac
attttaaaat
tctectggecag
aatccacggg
ggtgttgcat

aacaatgtgt

ggctgcettgt
gacttcgcta
tcctecagtce
gagagagagg
tgaagtgtta
ccagccccga
ttcecttatge
tcectecaget

cgagcctgaa

acgagcagct
aggaggaggt
agtcctgecg
tgctgcagca
cgtacaagga
gcgacaaccc
cagtgggata
aatgaaattt
gtcatggaga
gtgttagaga
atagagaccg
ggtgcattgc
atatatatgc
catatatagg
ataattttac
cagaggctcce
ttatcagtga

ggcaaaatac

cggcttggee
ttttgetttt
gggctgcacc
aaagaaaaaa
actcecceegt
gcggacgecg
aaagcgcgca
tcgecgecege

gcecgecgget

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2656

60

120

180

240

300

360

420

480

540



cggcgcgcaa
gtgagcaggg
gtgagcgege
cggcaagctg
catctggcgg
aatgagcaac
tctgatgaag
cggeccgtete
ggtgcccecect
gcacctggaa
gggcttcagce
cggcttegat
cggecgcectece
cgtgategece
ccacgccgec
ggcegecteg
cggcggcggce
gcacccgcac
ggtgaccatg
gatccggctg
cttcaagagg
agtcgaccac
gaaatacgag
gtcctctecce
gtgctcegeg
cacctcacca
cccgcacgca
gtttgtggtg
gccaatctga
gccccaccce

ttgatcacct

ggaggcgagce
gggagggagg
tcggaggttt
gctcacccge
agcggceggceg
tccgacctge
tttgaagtga
atcgccgggg
tcececcaget
gactactact
cccgaggacg
ggctacgege
ttgggcggcea
gcggccegecg
ggccaccacc
gcecggtggeg
ggcggcggcyg
cacgccgccg
tctgtgegeg
aagcagaaga
gtgcagcaga
ctcaagcagg
aagttggtga
gagtttttca
ggggtccgge
ccceccaccee
cacaccacac
gtggtggctg
aattctccat
cggacttgca

ttgaagcctg
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gagcaaggag
gcgggcgegg
cgggccagcc
tggccaccca
gcggceggegg
ccaccagtcc
aaaaggaacc
gctegetgte
tcteggegece
ggatgaccgg
cggtcgagge
gcggggcgcea
gcggcgagga
cgcagagcgg
accacccgac
ctgggggcge
gcggaggcgg
gcggcctgeca
agctgaaccg
ggcggaccct
gacacgtcct
agatctccag
gcagcggcett
tgtgagtctg
tcgggtgtgg
caccgagttt
acacacacac
ttttaaactg
aacttgctag
caatgttcaa

catcattcac

gggccggggce
ggggcgcggg
accgccgcge
gcacagcccg
cggcggcagg
cctggceccatg
ggtggagacc
ctccacccecce
cagcccgggce
ctacccgecag
gctcatcage
gcagctggcece
gatgggcccce
cgcgggceccg
ggccggcgcg
gggcggeggt
€gggggcgcg
cttcgacgac
gcagctgcge
gaaaaaccgc
ggagtcggag
gctggtgege
ccgagaaaac
acacgcgatt
gcttgctagt
ggcccecttg
acacacacac
gggagggaat
cttgtttttt
tgatctcage

atattttttce
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gagcgaggga
cagggcgggg
aagctagaag
ctggccecte
agaatggcat
gaatatgtta
gaccgcatca
atgagcacgce
tcgggecageg
cagctgaacc
aacagccacc
gcggcggecg
gccgeegecg
cactaccacc
ccecggegecg
ggcccggcca
gcgggggcgg
cgcttctecg
ggggtcagca
ggctatgccc
aagaaccagc
gagagggacg
ggctcgagca
ccagctagce
tctagagcca
gcccectaca
acaccccaca
gggtgtctgg
tttttttttt
agagttcttce

ttecttettece

gcacattggce
gggtgtgtgt
cgccccagcec
tcctgecagece
cagaactggc
atgacttcga
tcagccagtg
cgtgcagctce
agcagaaggc
ccgaggegcet
agctccaggg
gggceggtge
tggtgtcege
accaccacca
cgggcagcgce
gcgetggggg
ggggcgccct
acgagcagct
aggaggaggt
agtcctgeceg
tgctgcagceca
cgtacaagga
gcgacaaccc
accctgataa
tgctegecac
cacacacaaa
ccectgetega
ctcatggatt
acaccccccce
atgtgaaacg

ccttcagtte

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



atgaactggt
taattttact
cttctecaacc
cctgagttcet
cttgcagegt
aaaaaatcct
gagttttggce
tcatctcatg
caaagacttt
atgtatggta
agacttatag
aacaaaacag
gctttgagtt
accagaatgg
taataagaat
aaatttattt
tatatttttt
tttaattcta
tgttatagat
tgcactaaat
aaaaaaagta
ctttgctata
tatatctgta
agtatttggg
tgcaaaactg
agttttaaga
taacttaaaa
ctgacatcct
atcttgtcag
ttactaacta
tatcaagaaa

ttcttagtgt

gttcattttce
tttagagett
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para disefar una terapia personalizada para un sujeto con cancer de mama ER+, que comprende

(i) cuantificar el nivel de expresion del gen c-MAF en una muestra de tejido tumoral de dicho sujeto y

(ii) comparar el nivel de expresion previamente obtenido con el nivel de expresiéon de dicho gen en una muestra de
control, en donde si el nivel de expresion aumenta con respecto al nivel de expresion de dicho gen en la muestra de
control, entonces dicho sujeto es susceptible de recibir una terapia con el objetivo de prevenir y/o tratar la metastasis
6sea, en donde dicha terapia es un agente inhibidor de c-MAF.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la metastasis dsea es metastasis osteolitica.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la cuantificacién de los niveles de
expresion del gen c-MAF comprende cuantificar el ARN mensajero (ARNm) de dicho gen, o un fragmento de dicho
ARNm, el ADN complementario (ADNc) de dicho gen o un fragmento de dicho ADNCc.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde los niveles de expresion se cuantifican mediante una reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa o una matriz de ADN o ARN, o hibridacion.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la cuantificacién de los niveles de
expresion del gen c-MAF comprende la cuantificacion de los niveles de proteina codificada por dicho gen o de una
variante del mismo.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde los niveles de proteina se cuantifican mediante transferencia
Western, técnicas inmunohistoquimicas, ELISA o una matriz de proteinas.

7. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el agente inhibidor de c-MAF se selecciona del grupo que
consiste en un ARNpi especifico para c-MAF, un oligonucleétido antisentido especifico para c-MAF, una ribozima
especifica para c-MAF, un anticuerpo inhibidor de c-MAF, una variante dominante negativa de c-MAF, ARN cataliticos,
enzimas de ADN, péptidos inhibidores y un compuesto de la Tabla 1 o de la Tabla 2.
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