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DESCRIPCION
Agente especifico de RANKL para el tratamiento de una enfermedad metastasica
Campo técnico

La invencion se refiere a un agente antagoénico especifico de RANKL que reconoce y opcionalmente neutraliza el
ligando de receptor activador para el factor nuclear kappa-B expresado en plaquetas humanas (pRANKL), para su
uso en el tratamiento de un paciente con cancer, un método para identificar un agente candidato principal, y un
método para predecir el potencial metastasico en un paciente con cancer.

Antecedentes

Un amplio campo de investigacion y desarrollo se centra en el tratamiento del cancer. Los productos en desarrollo
abarcan desde inhibidores de quinasa hasta inhibidores de la angiogénesis, anticuerpos monoclonales contra dianas
tumorales, inductores de apoptosis, vacunacion antitumoral y agentes quimioterapéuticos convencionales contra
diversas dianas tumorales y con diversos efectos citotoxicos. El prondstico de los pacientes con cancer esta
determinado principalmente por el riesgo de desarrollar metastasis.

Durante la metastasis, las células anfitrionas son reclutadas por las células tumorales diseminadas para formar
microentornos especializados ("nichos") que promueven la progresion metastasica, pero los mecanismos que guian
el ensamblaje de estos nichos son en gran parte desconocidos. Labelle et al. (PNAS 2014, E3053-3061) describen,
p. €j., que se requieren sefales derivadas de plaquetas en lugar de derivadas de células tumorales para el rapido
reclutamiento de granulocitos por las células tumorales para formar "nichos metastasicos tempranos". Se describe
que las plaquetas interactian con las células tumorales durante su transito a través de la circulacion, formando asi
agregados de plaquetas-células tumorales y potenciarian la metastasis a través de multiples mecanismos.

Gay et al. (Nature Reviews 2011, 11:123-134) revisan la contribucion de las plaquetas a la metastasis tumoral. Entre
otras, dentro del sistema circulatorio, las plaquetas protegerian las células tumorales de la eliminacién inmunitaria y
promoverian su detencion en el endotelio, apoyando el establecimiento de lesiones secundarias. La adhesion de las
plaquetas a las células tumorales y su incorporacion a los heteroagregados plaquetarios se describe para proteger
las células tumorales de la actividad de las células NK.

Las metastasis 6seas son una complicacion frecuente de muchos canceres que dan como resultado una carga
severa de la enfermedad y dolor. La regulacion de la migracion de células cancerosas y la metastasis 6sea por el
ligando de RANK (receptor activador de NF-kB) (RANKL) es descrita por Jones et al. (Nature 2006, 440:692-696).
RANKL desencadena la migracién de células de cancer epitelial humano y células de melanoma que expresan el
receptor RANK. RANK se expresa en una serie de lineas celulares de cancer y células cancerosas en pacientes. En
un modelo de ratéon de metastasis de melanoma, la neutralizacion in vivo de RANKL por la osteoprotegerina da
como resultado una proteccion completa contra la pardlisis y una reduccién marcada de la carga tumoral en los
huesos, pero no en otros érganos. EI RANKL producido por el microentorno 6seo se considera un suelo fértil para
las células tumorales positivas para RANK.

Dougall et al. (BoneKEy Reports 2014, 3:519) describen RANKL, un mediador esencial de la funcion y la
supervivencia de los osteoclastos, que actia a través de su receptor cognado, RANK. Los datos preclinicos han
establecido firmemente que el bloqueo de la osteoclastogénesis inducida por tumores por la inhibicion de RANKL no
solo protegeria contra la destruccion 6sea, sino que también inhibiria la progresion de las metastasis 6seas
establecidas y retrasaria la formacion de metastasis 6seas de novo en modelos de cancer. En pacientes con
metastasis Oseas, las complicaciones esqueléticas son impulsadas por el aumento de la actividad osteoclastica y
pueden ocasionar fracturas patoldgicas, compresion de la médula espinal y la necesidad de radioterapia en el hueso
o cirugia ortopédica (en conjunto, se conocen como eventos relacionados con el esqueleto (SRE)). Se ha descrito el
denosumab, un anticuerpo monoclonal completamente humano contra RANKL, para prevenir o retrasar los SRE en
pacientes con tumores sélidos que han metastatizado en hueso. Ademas de su papel central en la ostedlisis
inducida por tumores, la destruccién ésea y la progresion del tumor esquelético, existen evidencias emergentes de
los efectos prometastasicos directos de RANKL, independientemente de los osteoclastos. Por ejemplo, RANKL
también estimula la metastasis a través de la actividad en células cancerosas que expresan RANK, lo que da como
resultado un aumento de la invasion y la migracion.

Tan et al. (Nature 2011, 470 (7335):548-553) describen que las células T CD4+ infilirantes de tumores reclutadas por
fibroblastos estimulan la metastasis del cancer de mama a través de la sefalizacion RANKL-RANK.

El denosumab fue aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos para su uso
en mujeres posmenopausicas con riesgo de osteoporosis con el nombre comercial Prolia, y como Xgeva, para la
prevencion de SRE en pacientes con metastasis 6seas de tumores solidos. Los ensayos clinicos investigaron
Denosumab en tumores de células gigantes, mieloma multiple con metastasis 6seas e hipercalcemia por neoplasias
malignas.

Las terapias dirigidas a RANK/RANKL p. ej. implican aglutinantes especificos de RANKL, entre ellos Denosumab,
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RANK-Fc recombinante (Schmiedel et al. 2013, Cancer Res. 73(2):683-94), o RANKL-nanoanticuerpos (documento
W02008142164A2). Los péptidos de union a RANKL se describen para inhibir la resorcion 6sea y/o la actividad de
los osteoclastos (documento W02012163887A1).

El efecto de Denosumab sobre la metastasis 6sea en pacientes con tumores sélidos avanzados se describe en una
serie de documentos, p. €j., Rolfo Christian et al. (Expert Opinion on Biological Therapy, vol. 14, nim. 1, 2014, pag.
15-26), Scagliotti Giorgio Vittorio et al. (Journal of Thoracic Oncology, vol. 7, nim. 12, 2012, pag. 1823-1829),
Morikawa K. et al. (Database Embase, Elsevier Science publishers, Amsterdam, XP002736136; y Japanese Journal
of Lung Cancer, vol. 52, num. 7, 2012, pag. 1035-1040), Takeshi Yuasa et al. (Oncotargets and Therapy, vol. 5,
2012, pag. 221-229), Hilbe Wolfgang et al. (Magazine of European Medical Oncology, AT, vol. 6, nim. 2, 2013, pag.
75-82), Laszlé Kopper (Pathology & Oncology Research, vol. 18, nim. 4, 2012, pag. 743-747), Sonya J. Snedecor et
al., (Clinical Therapeutics, vol. 34, nim. 6, 2012, pag. 1334-1349), Sarah Payton (Nature Reviews Urology, vol. 9,
nam. 1, 2011, pag. 1-1), documento WO 2013/176469 y DATABASE WPI, Thomson Scientific, London, GB,
XP002736138; documento US 2012/114665 A1, y documento WO 01/08699 A1).

Nakanishi et al. (Platelets 2014, Early Online 1-7) describen el papel de las plaquetas para mejorar la respuesta Th2
mediada por células dendriticas (CD) que contribuyen a la inflamacion alérgica. Se encontré que las plaquetas
activadas por el péptido agonista del receptor de trombina (TRAP) expresaban RANKL e inducian la maduracion de
las CD mieloides.

B.A. Kerr et al. (Oncogene, vol. 32, nim. 36, 2013, pag. 4319-4324) describen el papel de las plaquetas que
gobiernan la comunicacion del tumor premetastasico con el hueso.

Sharma Deva et al. (Journal of Cellular Physiology, vol. 229, num. 8, 2014, pag. 1005-1015) describen el papel de
las plaquetas en la progresion del tumor. Las plaquetas se describen por proteger las células tumorales de las
respuestas inmunitarias del anfitrion y promover la supervivencia de las células tumorales.

Esposito Mark et al. (Pharmacology and Therapeutics, GB, vol. 151, nim. 2, pag. 222-233) describen el
direccionamiento de las interacciones estromales tumorales en la metastasis 6ésea. Se describe que la supervivencia
de las células tumorales circulantes se ve aumentada por la secrecion plaquetaria de TGFbeta y la formacién de
agregados plaquetarios.

Compendio de la invencion

El objeto de la invencion es proporcionar un tratamiento mejorado de la enfermedad metastasica y los respectivos
agentes antimetastasicos.

El objeto es resuelto por el tema principal de la invencion.

La presente invencion se define en las reivindicaciones y proporciona un agente antagoénico especifico de RANKL
que reconoce el ligando de receptor activador para el factor nuclear kappa-B expresado en plaquetas humana
(PRANKL), para su uso en el tratamiento de un paciente con cancer en estadio temprano para reducir las lesiones de
células cancerosas circulantes premetastasicas en la sangre. Especificamente, el uso médico comprende la
prevencion o reduccion de agregados de células circulantes prometastasicos de plaquetas con células cancerosas.
Tales agregados comprenden especificamente las plaquetas como plaquetas activadas que expresan el pRANKL.
Especificamente, el agente antagénico especifico de RANKL se utiliza en una cantidad eficaz para prevenir la
transduccién de sefiales tras la interaccion RANK-RANKL que facilita la metastasis en la formacién de tales
agregados de células circulantes prometastasicos en sangre, o para prevenir la formacién de tales agregados de
células circulantes prometastasicos en sangre.

En particular, la unién y neutralizacién de pRANKL inhibiria
a) la diseminacion de células tumorales premetastasicas,

b) la activacion de plaquetas y/o células cancerosas (o tumorales) para expresar pRANKL o para inducir la
sefalizacion RANK-RANKL, inhibiendo asi la transformaciéon de las células para convertirse en
prometastasicas, y/o

c) el riesgo de desarrollar diseminacion hematdgena opcionalmente seguida de formacion de metastasis.

pRANKL especificamente resulta estar regulado por incremento al interactuar con las células cancerosas. Por lo
tanto, la inhibicién o neutralizacion de pRANKL por el agente como se describe en la presente memoria, modularia
por disminucion la lesién premetastasica.

Las lesiones premetastasicas implican tipicamente células de una lesién precursora, que se caracteriza por cambios
en la apariencia o la naturaleza de la célula antes de que se convierta en cancerosa, o en el caso de una célula
cancerosa antes de que se convierta en metastasica.

Por lo tanto, la invencién proporciona un nuevo método de tratamiento, en donde un paciente con cancer se trata

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2739925 T3

con el agente en una cantidad eficaz para prevenir o reducir las lesiones prematastasicas.

Especificamente, las células cancerosas se originan a partir de células cancerosas positivas para RANK. Las células
cancerosas pueden ser células cancerosas formadoras de tumores positivos para RANK o células tumorales, en
particular células tumorales sélidas, o células cancerosas positivas para RANK que implican la sangre y los 6rganos
formadores de sangre, p. €. leucemia. Especificamente, las lesiones premetastasicas se identifican mediante la
determinacion de agregados de plaquetas activadas-células cancerosas, que se consideran cumulos de células
premetastasicas circulantes que forman nichos, lo que promueve la metastasis del cancer o aumenta el riesgo de
desarrollar metastasis, p. gj. en 6rganos distantes o metastasis 6seas. Al interactuar con las plaquetas activadas, las
células cancerosas pueden transformarse en células cancerosas positivas para RANKL, que son una caracteristica
adicional de las lesiones premetastasicas. Dado que tales agregados plaquetas-células cancerosas son
transportados por la sangre, el riesgo o potencial metastasico también se conoce como transportado por la sangre o
hematogeno.

El agente puede reconocer y neutralizar especificamente solo pRANKL, o reconocer especificamente de manera
cruzada varias formas de RANKL. Especificamente, el agente tiene reactividad cruzada, reconoce y opcionalmente
neutraliza pRANKL y al menos uno del ligando de receptor activador del factor nuclear kappa-B soluble (SRANKL) y
ligando del activador del factor nuclear kappa-B unido a la membrana (mMRANKL), o ambos.

Especificamente, el agente esta reconociendo el polipéptido RANKL, que puede comprender la secuencia completa
de aminoacidos de RANKL humano (SEC ID 3), o un epitopo en la porcion extracelular del pRANKL, p. €j. AA 69 -
AA 317 de SEC ID 3), en particular compitiendo por la union de RANK a RANKL o pRANKL y opcionalmente
cualquier otra forma de RANKL, y por lo tanto inhibiendo sustancialmente la sefializacion RANK-RANKL.

Especificamente, el agente se une a pRANKL, lo que impide que pRANKL active su receptor en las células
cancerosas, p. €j. en células tumorales que se diseminan o metastatizan.

Especificamente, el agente se une al monémero, o multimero de pRANKL, tal como un multimero de moléculas de
RANKL que interactian en la superficie de las plaquetas, p. ej. en donde una o mas moléculas de pRANKL estan
unidas a la superficie de las plaquetas que interactuan entre si, y/o que interactian con una o mas moléculas de
RANKL que no estan unidas a las plaquetas, o sSRANKL. Tal multimero puede ser un dimero, trimero o multimero
superior, formando preferiblemente un complejo con pRANKL unido a la superficie de las plaquetas y/o pRANKL
escindido de la superficie de las plaquetas, y/o sRANKL, y/o mRANKL. Por lo tanto, la unién puede se puede
producir, por ejemplo, en la superficie de la plaqueta, en el microentorno entre una plaqueta y una célula cancerosa,
o en la circulacion tras la escision del pPRANKL de la superficie de la plaqueta.

Especificamente, la metastasis es transportada por la sangre, con agregacion de células tumorales en dérganos
distantes, p. ej. cualquiera de pulmén, higado, intestino, piel, musculo, bazo, pancreas, rifién, hueso o cerebro.
Especificamente, el riesgo de desarrollar enfermedad metastasica hematdgena en un paciente que padece un tumor
solido primario o cancer de la sangre y el sistema linfatico se puede reducir de manera eficaz.

Especificamente, el paciente con cancer tiene riesgo de padecer una enfermedad residual minima y/o una
recurrencia de la enfermedad metastasica, opcionalmente en donde el paciente tiene un nivel detectable de células
tumorales circulantes en una muestra de sangre, p. €j. segun lo determinado por el nimero de células tumorales
diseminadas en sangre completa o una fraccion de la misma, o por un marcador de célula tumoral especifico. Un
numero detectable de células tumorales es p. ej. menos de 10, o menos de 5, 0 4, 3, 2 o 1 células tumorales
circulantes en una muestra de sangre completa de al menos 5 mL, o 7,5 mL, 0 10 mL.

De acuerdo con una realizacion especifica, el paciente sufre de un tumor sélido seleccionado del grupo que consiste
en tumores epiteliales y tumores mesenquimales, o tumores de origen endodérmico, mesodérmico y/o ectodérmico,
0 un cancer transportado por la sangre, como la leucemia.

Especificamente, el paciente padece cancer de mama, cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer de esofago,
carcinoma de células renales, carcinoma de pulmén, cancer de colon/recto/colorrectal, melanoma, cancer de
prostata, cancer de cabeza y cuello o leucemia.

Segun un aspecto especifico, el tratamiento se combina con una intervencién quirdrgica para extirpar al menos parte
de un tumor y/o se combina con radioterapia, y el agente se administra para terapia neoadyuvante o coadyuvante.
En consecuencia, el paciente se esta preparando especificamente para una intervencion quirdrgica y/o radioterapia,
o ha sido tratado mediante una intervencion quirirgica y/o radioterapia, y se trata adicionalmente con el agente de
acuerdo con la invencion antes o después de la cirugia. De acuerdo con ejemplos especificos, tal tratamiento puede
comenzar entre 1 a 30 dias antes de la cirugia, o durante la cirugia, o en el plazo de 1 a 30 dias después de la
cirugia, y el agente se puede administrar durante un periodo continuado, p. €j. durante 1 a 12 meses, o incluso mas,
en donde el agente se administra a intervalos regulares. Las intervenciones quirirgicas son p. e€j. eliminacion
terapéutica de la masa tumoral, o biopsia. La cirugia se considera un factor de riesgo especifico para diseminar
células tumorales en el torrente sanguineo, lo que provoca la formacion de agregados de plaquetas-células
tumorales. Del mismo modo, la radioterapia puede desencadenar la diseminacion hematégena de las células
tumorales. Por lo tanto, el método de la invencidon esta especificamente indicado combinado con cirugia y/o
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radioterapia lo que potencialmente disemina células tumorales soélidas.

De acuerdo con un aspecto especifico, el agente se administra al paciente combinado con una terapia combinada de
coadyuvante o neoadyuvante, preferiblemente quimioterapia, terapia con inhibidor de quinasa y/o inmunoterapia. Tal
terapia combinada se dirigiria especificamente a la célula cancerosa, p. €j. cualquier antigeno asociado a tumor, tal
como los seleccionados del grupo que consiste en marcador de células de cancer epitelial, factores solubles o
terapia antiangiogénica.

De acuerdo con un aspecto especifico, el agente se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos
de anticuerpos, proteinas de fusion del receptor, tales como proteinas de fusién RANK-Fc, péptidos, tales como
formas inactivadas de osteoprotegerina, o fragmentos de las mismas, moléculas pequefas, tales como moléculas
pequefias organicas especificas de RANK, o aptameros. Las moléculas pequefas ilustrativas son inhibidores de
molécula pequefia de RANKL y TNF, tales como las descritas por Coste E, et al. Ann Rheum Dis 2015; 74:220-226.
doi:10.1136/annrheumdis-2013-203700. Los ejemplos especificos son derivados del éster del acido bifenilcarboxilico
del butanodiol, que son capaces de inhibir la fosforilacién de IkB inducida por RANKL y la quinasa regulada por
sefiales extracelulares (ERK). Por ejemplo, se pueden utilizar compuestos en los que el enlace éster se reemplaza
por una cetona, tales como ABD328 y ABD345 caracterizados por la siguiente féormula:

cl i Q
H Q"""VOH F~ 4 "
cl _
HsC

ABD328 ABD345

Especificamente, el agente es un anticuerpo humano o humanizado, tal como Denosumab, o una variante funcional
del mismo, o un fragmento de unién a antigeno de cualquiera de los anteriores, o una proteina de fusién RANK-Fc.
Denosumab (Amgen, Thousand Oaks, CA, EE.UU.) Es un anticuerpo monoclonal IgG2 completamente humano
especifico para RANKL, que se ha descrito que suprime los marcadores de resorcidon ésea en pacientes con una
variedad de tumores metastasicos y se esta investigando en multiples ensayos clinicos para la prevencion y
tratamiento de metastasis 6seas. Quimicamente, consiste en 2 cadenas pesadas y 2 ligeras. Cada cadena ligera
consiste en 215 aminoacidos. Cada cadena pesada consiste en 448 aminoacidos con 4 disulfuros intramoleculares.
La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada se identifica mediante SEC ID 1; la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera se identifica mediante SEC ID 2.

Especificamente, el agente comprende un fragmento de anticuerpo Fc, tal como un Fc de IgG1 humana, disefiado
para reducir la funcién efectora de Fc (p. €j., que no se une significativamente a FcgammaRllla o CD16) y, por lo
tanto, no presenta una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) significativa. Los fragmentos de Fc
ilustrativos que comprenden mutaciones puntuales para reducir la funcion efectora de Fc se caracterizan por al
menos una de las siguientes mutaciones: E233P, L234V, L235A, deltaG236, A327G, A330S, en donde la
nomenclatura es segun el indice EU de Kabat.

Alternativamente, el agente comprende un fragmento de anticuerpo Fc, tal como un Fc de IgG1 humana, con funcion
efectora de Fc (p. gj., de union a FcgammaRllla o CD16), tal como ADCC. Tal agente tendria la ventaja adicional de
la defensa inmunitaria mediada por células, por lo que una célula efectora del sistema inmunitario destruye
activamente la célula diana, que es la plaqueta y/o la célula cancerosa, preferiblemente el agregado de plaquetas y
cancer.

De acuerdo con un aspecto especifico, el agente se administra al paciente en una cantidad terapéuticamente eficaz
mediante administracion sistémica, preferiblemente mediante infusion intravenosa o inyeccién en bolo.

La terapia de la técnica anterior con Denosumab tipicamente implicaria tratamiento subcutaneo. La presente
invencion se dirigiria a las plaquetas circulantes activadas que expresan RANKL, o agregados de plaquetas-células
cancerosas circulantes. Por lo tanto, la via intravenosa se prefiere especificamente.

Las dosis preferidas son, p. €j. las que varian de 0,5 a 1000 mg, preferiblemente 1-400 mg. Si se administra por via
subcutanea, la dosificacion preferida varia de 0,5 a 400 mg.

La invencion proporciona adicionalmente un método para identificar un agente candidato principal que es eficaz en la
prevencion o el tratamiento de lesiones premetastasicas, o una enfermedad residual minima y/o recurrencia de la
enfermedad metastasica en un paciente con cancer, tal como un paciente que se prepara o se somete a una
intervencion quirdrgica para eliminar al menos parte de un tumor sélido y/o radioterapia, o que se haya sometido a
tal intervencioén quirurgica y/o radioterapia, comprendiendo el método el escrutinio de uno o mas agentes de prueba
en un ensayo basado en células, cuyo ensayo comprende las etapas de:

a) proporcionar un cultivo de células cancerosas;
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b) poner en contacto el cultivo celular con plaquetas de sangre humana en una mezcla de reaccién con un
agente de prueba; y

c) detectar si el agente de prueba
i) inhibe la sefalizacion de RANK por pRANKL; y/o
ii) disminuye el nivel de unién de las plaquetas a las células cancerosas;

identificando asi un agente candidato principal para prevenir o tratar lesiones premetastasicas y, opcionalmente, su
potencial para prevenir o tratar una enfermedad residual minima y/o la recurrencia de la enfermedad metastasica en
un paciente con cancer.

Especificamente, la etapa de deteccion c) implica la prueba de ambos, si el agente de prueba
i) inhibe la sefalizacion de RANK por pRANKL; y
ii) disminuye el nivel de unién de las plaquetas a las células cancerosas.

Especificamente, las plaquetas activadas se utilizan en tal ensayo de escrutinio, tal como plaquetas activadas por
trombina, o aquellas activadas por células cancerosas o tumorales, p. €j. activadas por células tumorales negativas
para RANKL, para expresar pRANKL.

Especificamente, el ensayo es un ensayo funcional de antagonismo o de neutralizacion que mide la capacidad de un
antagonista putativo (un agente de prueba) para inhibir la sefializacién del receptor (RANK) mediada por un agonista
(RANKL). Por ejemplo, un compuesto se puede identificar como un agente antagénico especifico de RANKL si el
compuesto inhibe sustancialmente la sefializacion mediada por el receptor.

La invencién proporciona adicionalmente un método para predecir el potencial metastasico en un paciente con
cancer, que comprende

a) proporcionar una muestra de sangre periférica o una fraccion de sangre que contenga plaquetas;

b) determinar la expresion de pRANKL en dicha muestra y compararla con un valor de referencia, siendo la
expresion diferencial indicativa de lesiones premetastasicas y un mayor potencial de desarrollar metastasis
distantes.

Por ejemplo, la muestra o las plaquetas se pueden incubar con células cancerosas convencionales con potencial
metastasico definido, y el nivel de sefalizacion de RANK por la interaccion de plaquetas-células cancerosas se
puede determinar para obtener un valor de referencia para un potencial metastasico especifico. Del mismo modo, las
plaquetas se pueden activar con trombina y se puede determinar el nivel de pRANKL en la muestra en comparacion
con un patron.

La expresion pRANKL se determina, p. €j., como el nivel de expresion de pRANKL, tal como la expresion de una
secuencia de nucleotidos o el polipéptido de pRANKL, o un fragmento de los mismos. El nivel se puede determinar
cualitativamente, pero también semicuantitativamente o cuantitativamente.

El valor de referencia se puede obtener a partir de un control positivo o negativo, o ambos. El control positivo p. €j.
representa el nivel de expresion de pRANKL de las plaquetas de un paciente de cancer que padece afecciones de
enfermedad metastasica. El control negativo p. €j. representa el nivel de expresion pRANKL de un sujeto de control
sano.

Figuras

Figura 1: Modelo de metastasis pulmonar utilizando células de melanoma transfectadas con RANKL. Se
inyectaron células de melanoma murino B16-F10 (ATCC), que se identificaran mediante color negro) que se habian
transfectado para expresar RANKL humano (RANKL+) o células de control (parentales) en la vena de la cola de
ratones C57BL/6. Células B16-F10 (100.000 células por raton). Después de pasar por el corazén a través del
torrente sanguineo, las células malignas se diseminan a los pulmones. La carga metastasica en el pulmén de los
animales se analizé después de 3 semanas, mostrando un drastico aumento de la metastasis al aumentar la
sefializacion mediada por RANKL cuando se utilizaron células RANKL+. Esto se revela por la mayor cantidad de
zonas de color negro en los pulmones y la destruccion de la arquitectura de los pulmones.

Figura 2: Expresion de RANKL en trombocitos en reposo y activados. Las plaquetas humanas de donantes
sanos se aislaron mediante centrifugacion de muestras de sangre y a continuacion se estimularon con 0,2 U/mL del
agonista plaquetario clasico Trombina (activado) o se dejaron sin tratar (en reposo). La expresion en la superficie de
las plaquetas del marcador de activacion P-selectina (CD62P) y RANKL se analizé mediante citometria de flujo.

Figura 3: Estructura de RANK-Fc-KO. Las proteinas de fusion RANK-Fc-KO consisten en el dominio extracelular
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del receptor humano RANK (Q25-P207; Referencia Gen Bank NP_0003830) y una porcion Fc de IgG1 humana
(P217-K447) que contiene intercambios de aminoacidos E233P/L234V/L235A/AG236/A327G/A330S; Armour et al.
2003, Mol Immunol. 40(9):585-93; Schmiedel et al. 2013) para disminuir su afinidad y, en consecuencia, unirse al
receptor de Fc CD16. Aqui, toda la numeracién esta de acuerdo con Kabat [indice EU].

Figura 4: Modelo de metastasis pulmonar utilizando RANK-Fc-KO. Se inyectaron células de melanoma B16-F10
parentales en la vena de la cola de los numeros indicados de ratones C57BL/6 (75.000 por ratén). Ademas, los
ratones de los diferentes grupos se trataron por agotamiento de plaquetas mediante la aplicacion de 3 pg/g de
anticuerpo anti-GPIba 24 h antes de la inyeccién de la célula tumoral, RANK-Fc-KO (100 pg por raton, el dia de la
inyeccion de la célula tumoral, repetida dos y cuatro dias después), asi como los controles apropiados (ctrl) como se
indica. El nimero de metastasis pulmonares se contd después del sacrificio de los ratones después de 3 semanas.

Figura 5: Prevencion de la senalizacion de TEM inducida por plaquetas (prometastasica) en células MCF10A
inmortalizadas mediante bloqueo de RANKL. Las células MCF10A (ATCC) como modelo convencional para el
analisis de TEM se estudiaron mediante una PCR cuantitativa en tiempo real para (A) RANKL y (B) los marcadores
para el fenotipo mesenquimal ZEB (homeobox 1 de la unién a la caja E de dedos de Zinc, columna izquierda) y N-
Cadherina columna derecha). Con este fin, se aislé el ARN, se transcribié de manera inversa y se sometié a PCR
basada en SYBR-green mediante técnicas de rutina.

(A) Se muestra la razén de la diana (RANKL) con respecto a la expresion del gen de referencia (RPL13) de
las células MCF10A y los controles apropiados. Los resultados no muestran diferencias entre el control negativo y
las células MCF10A, excluyendo asi que las propias células MCF10A expresen RANKL.

(B) El analisis de las firmas del gen TEM prometastasico en células MCF10A se realiz6 después de 2 dias
de cultivo solo (sin tratar) o con plaquetas (razén plaquetas/células tumorales 5:1) en presencia o ausencia del
anticuerpo neutralizante de RANKL Denosumab (10 ug/ml). La presencia de plaquetas causé la induccion de la
expresion del ARNm de ZEB y N-Cadherina como marcadores para la expresion del gen TEM prometastasico que
se redujo sustancialmente por la presencia de Denosumab.

Figura 6: Secuencias
Secuencias de aminoacidos de cadena pesada y ligera de Denosumab:
SEC ID 1: cadena pesada
SEC ID 2: cadena ligera
Secuencia de aminoacidos de RANKL humano (GenBank: AAB86811.1):
SEC ID 3: secuencia completa

Figura 7: La neutralizacion de RANKL previene la migracion inducida por plaquetas de células MCF10A
inmortalizadas. Se sembraron 1*10° células MCF10A en la camara superior de un inserto Transwell (tamafio de
poro de 8 ym) solas (sin tratar) o con plaquetas humanas (1,5*10%ul) en presencia o ausencia del anticuerpo
neutralizante de RANKL Denosumab o el control de isotipo respectivo (cada 5 pg/mL). Después de 24 h de
incubacion, se afiadio EGF (20 ng/ml) a la camara inferior para que actuara como quimioatrayente. Después de un
total de 48 h de incubacion, las células no moéviles en el lado superior de la membrana se eliminaron, mientras que
las células migradas en el lado inferior se fijaron, se tifieron con DAPI y se contaron al microscopio.

Figura 8: Modelo de metastasis pulmonar utilizando ratones modificados para inactivar la expresion de
RANKL especifico de plaquetas. Se obtuvieron ratones B6.129-Tnfsf11™m".1Ca%%/J en |os que el gen RANKL esta
flanqueado por sitios lIoxP (en lo sucesivo, referido como RANKL fl/fl) y ratones C57BL/6-Tg (Pf4-cre)Q3Rsko/J que
contienen una recombinasa especifica de megacariocitos/plaquetas (en lo sucesivo, referida como Pf4cre) de The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EE. UU.), se criaron para generar ratones modificados para inactivar (ko)
RANKL fl/fl Pf4 cre/+ en los que RANKL se inactiva especificamente en megacariocitos/plaquetas. Para la
determinacion de los efectos de RANKL expresado en plaquetas, se inyectaron células de melanoma B16-F10
(75.000 por ratdn) a través de la vena de la cola en ratones modificados para inactivar (ko) RANKL fl/fl Pf4 cre/+ o
ratones C57BL/6 de control (ctrl) (ko, n = 8 animales; ctrl, n = 5 animales). El nimero de metastasis pulmonares se
conté después del sacrificio de los ratones después de 3 semanas.

Figura 9: La neutralizacion de RANKL previene la senalizacion de TEM prometastasica inducida por
plaquetas en células de melanoma SK-Mel. (A) Las células SK-Mel (ATCC) se analizaron mediante citometria de
flujo utilizando un anticuerpo anti-RANKL (histograma relleno) o el control de isotipo respectivo (linea de puntos)
seguido de anti-PE de raton. No se observaron diferencias entre el control de isotipo y la unién de anticuerpos
especificos de RANKL, excluyendo asi que las células SK-Mel expresaran RANKL.

(B) El analisis de las firmas del gen TEM prometastasico en células de melanoma SK-Mel se realizd
después de 1 dia de cultivo solo (sin tratar) o con plaquetas (razén plaquetas/células tumorales 200:1) o plaquetas y
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el anticuerpo neutralizante de RANKL Denosumab (5 pg/mL). A continuacién se analizaron los marcadores de
fenotipo mesenquimal, ZEB (homeobox 1 de union a la caja E del dedos de Zinc), Twist y vimentina mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. Con este fin, se aislé el ARN, se transcribi6 de manera inversa y se sometié a PCR
basada en SYBR-green mediante técnicas de rutina.

La presencia de plaquetas indujo la expresion de ARNm prometastasico de los tres genes marcadores que se redujo
sustancialmente por la presencia de Denosumab.

Descripcion detallada de la invenciéon

El término "coadyuvante" como se emplea en la presente memoria se referira al tratamiento del cancer durante o
después de una intervencion quirtrgica y/o radioterapia, p. €j. para mejorar la terapia.

El término "neoadyuvante" como se emplea en la presente memoria se referira al tratamiento del cancer antes de
una intervencion quirdrgica y/o radioterapia, p. ej. para mejorar la terapia.

El término "agente antagonico especifico de RANKL" como se emplea en la presente memoria se referira a un
compuesto, que es un aglutinante de RANKL que neutraliza sustancialmente a RANKL, y/o reduce, o inhibe la union
de RANKL a su receptor RANK, suscitando antagonismo de ese modo de la via de sefalizacion de RANK-RANKL.

La funcion antagdnica del agente se caracteriza especificamente por disminuir, inhibir o prevenir una respuesta
celular a un receptor (RANK) activado por un agonista (RANKL). Los antagonistas son especificamente antagonistas
competitivos, que pueden unirse reversiblemente a RANKL en el mismo sitio de unién o interferir con el sitio de union
(sitio activo), como receptor enddgeno, sin activar necesariamente el receptor.

El agente puede consistir en anticuerpos, incluyendo fragmentos de anticuerpos que se unen a antigenos. En
algunas realizaciones, el agente antagonico especifico de RANKL es un agente inmunoterapéutico. Un ejemplo
especifico del agente se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo, u osteoprotegerina (que son inactivos o
se vuelven inactivos, para evitar la unién agonistica de RANKL a su receptor RANK) o una proteina de fusion de
receptores, es decir, una proteina de fusion RANK-Fc.

Los métodos para producir y caracterizar un agente antagénico son bien conocidos en la técnica. En una realizacion
preferida, se producen aglutinantes antagonicos y se escrutan para determinar propiedades predefinidas utilizando
uno 0 mas ensayos basados en células. Tales ensayos a menudo implican el control de la respuesta de las células a
un aglutinante, por ejemplo, la supervivencia celular, la muerte celular, el cambio en la morfologia celular o la
activacion transcripcional, tal como la expresioén celular de un gen natural o un gen informador.

La produccion del agente antagdnico del polipéptido recombinante emplea preferiblemente un sistema de expresion
para producir el polipéptido recombinante, p. €j. incluyendo construcciones de expresion o vectores que comprenden
una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido.

En una realizacion, el agente antagoénico se identifica a través de un procedimiento de descubrimiento de farmacos,
tal como la inclusion de un escrutinio que emplea bibliotecas combinatorias (aleatorias o semi-aleatorias) que
contienen posibles candidatos a farmacos, p. €j. bibliotecas de péptidos, bibliotecas de anticuerpos o bibliotecas de
compuestos quimicos. Los escrutinio se pueden realizar en un alto rendimiento utilizando, p. €j., citometria de flujo, y
opcionalmente puede discriminar entre interacciéon de RANK/RANKL activa y no activa o bloqueada. Los escrutinios
biolégicos pueden tener la finalidad de encontrar nuevos agentes antagoénicos dirigidos especificamente a pRANKL.

Al "reducir o inhibir sustancialmente" la sefializacion RANK-RANKL, se entiende que el agente antagoénico (i) inhibe
la unién de RANKL a RANK en mas de 50%, preferiblemente mas de 60%, 70%, 80%, 90% o 95%, o inhibe
completamente tal unién; y/o (ii) inhibe funcionalmente la via inducida por RANKL, y en particular la sefalizacion
después de la estimulacion de RANK, p. €j. las actividades de MAPK (proteina quinasa activada por mitégeno) o
SRC-quinasas, o sefiales de NF-kB implicadas en la formacion de metastasis, p. €j. segin lo determinado en un
modelo de pulmén como se describe en la seccién de ejemplos a continuacion. Tal inhibicion funcional es, p. €j., una
inhibiciéon de la formacion de metastasis en mas de aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95%, o una
inhibicion completa.

Alternativamente, se puede determinar la inhibicién funcional ex vivo, p.ej. determinando la migracién de las células
cancerosas a través de reordenamientos del citoesqueleto provocados por la activacion de Erk1/2 y Src en un
ensayo convencional. Especificamente, el potencial de migracién e invasion de las células tumorales se puede medir
determinando la porcidon de células que han pasado una barrera que simula una matriz porosa y/o extracelular. Tal
inhibicion funcional es p. ej. una inhibicion de la migracion y/o la invasion en mas de aproximadamente 50%, 60%,
70%, 80%, 90% 0 95%, o una inhibicién completa.

La inhibicién funcional también se puede determinar midiendo la regulacion por disminucion de la firma del gen de la
transicion epitelio-mesenquima (TEM), en particular los genes asociados a metastasis en células cancerosas
dirigiéndose a pRANKL, p. ej. por métodos basados en PCR cuantitativa, determinando cualquiera de E-Cadherina,
Claudina, SNAIL o Fibronectina.
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El término "anticuerpo" como se emplea en la presente memoria se referira a polipéptidos o proteinas que consisten
en o comprenden dominios de anticuerpo, que se entiende que son dominios constantes y/o variables de las
cadenas pesadas y/o ligeras de las inmunoglobulinas, con o sin una secuencia conectora. El anticuerpo como se
emplea en la presente memoria tiene un sitio de unién a antigeno especifico para unirse al antigeno RANKL o uno o
mas epitopos de tal antigeno, que comprende especificamente un sitio de unién a CDR de un unico dominio de
anticuerpo variable, tal como VH, VL o VHH, o un sitio unién de pares de dominios de anticuerpos variables, tales
como un par VL/VH, un anticuerpo que comprende un par de dominios VL/VH y dominios de anticuerpos constantes,
tales como Fab, F(ab'), (Fab)., scFv, Fv, o un anticuerpo completo.

Se pueden utilizar formatos de anticuerpos especificos de acuerdo con la invencién, p. €j. un anticuerpo que
comprende o consiste en un dominio de anticuerpo variable Unico, tal como VH, VL o VHH, o combinaciones de
dominios de anticuerpos variables y/o constantes con o sin una secuencia de conexion o region bisagra, incluidos
pares de dominios de anticuerpos variables, tales como un par VL/VH, un anticuerpo que comprende o consiste en
un par de dominios VL/VH y dominios constantes de anticuerpos, tales como anticuerpos de cadena pesada, Fab,
F(ab"), (Fab),, scFv, Fd, Fv o un anticuerpo completo, p. ej. de un anticuerpo de tipo IgG (p. €j., un subtipo IgG1,
IgG2, IgG3 o IgG4), IgA1, IgA2, IgD, IgE o IgM. El término "anticuerpo completo” se puede utilizar para referirse a
cualquier molécula de anticuerpo que comprenda al menos la mayoria del dominio Fc y otros dominios que se
encuentran comunmente en un mondémero de anticuerpo natural. Esta frase se utiliza en la presente memoria para
enfatizar que una molécula de anticuerpo concreta no es un fragmento de anticuerpo.

El término "anticuerpo” incluira especificamente anticuerpos en forma aislada, que estan sustancialmente libres de
otros anticuerpos dirigidos contra diferentes antigenos diana o que comprenden una disposicion estructural diferente
de dominios de anticuerpos. Aun asi, un anticuerpo aislado puede estar comprendido en una preparacion
combinada, que contiene una combinacién del anticuerpo aislado, p. €j. con al menos otro anticuerpo, tal como
anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpos que tienen diferentes especificidades.

El término "anticuerpo” se aplicara a los anticuerpos de origen animal, incluida la especie humana, tales como de
mamiferos, tales como humanos o murinos, o aviares, tales como de gallina, cuyo término incluira particularmente
los anticuerpos recombinantes que se basan en una secuencia de origen animal, p. ej. secuencias humanas.

El término "anticuerpo" se aplica adicionalmente a los anticuerpos quiméricos con secuencias de origen de
diferentes especies, tales como secuencias de origen murino y humano.

El término "quimérico" como se emplea con respecto a un anticuerpo se refiere a aquellos anticuerpos en los que
una porcion de cada una de las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas y ligeras es homdloga a las
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie concreta o pertenecientes a una clase
concreta, mientras que el segmento restante de la cadena es homdlogo a las secuencias correspondientes en otra
especie o clase. Normalmente, la region variable de ambas cadenas ligera y pesada imita las regiones variables de
anticuerpos derivados de una especie de mamifero, mientras que las porciones constantes son homologas a las
secuencias de anticuerpos derivados de otra. Por ejemplo, la regién variable se puede obtener de fuentes
actualmente conocidas utilizando células B o hibridomas facilmente disponibles de organismos anfitriones no
humanos combinados con regiones constantes derivadas de, por ejemplo, preparaciones de células humanas.

El término "anticuerpo" se puede aplicar adicionalmente a anticuerpos humanizados.

El término "humanizado" como se emplea con respecto a un anticuerpo se refiere a una molécula que tiene un sitio
de union a antigeno que se obtiene sustancialmente de una inmunoglobulina de una especie no humana, en donde
la estructura de inmunoglobulina restante de la molécula se basa en la estructura y/o secuencia de una
inmunoglobulina humana. El sitio de unién al antigeno puede comprender dominios variables completos fusionados
en dominios constantes o solo las regiones determinantes de complementariedad (CDR) injertadas en regiones
marco (FR) apropiadas en los dominios variables. Los sitios de unién a antigeno pueden ser de tipo salvaje o
modificados, p. €]. por una o mas sustituciones de aminoacidos, preferiblemente modificadas para parecerse mas a
las inmunoglobulinas humanas. Algunas formas de anticuerpos humanizados conservan todas las secuencias de
CDR (por ejemplo, un anticuerpo de ratén humanizado que contiene las seis CDR del anticuerpo de ratén). Otras
formas tienen una o mas CDR que estan alteradas con respecto al anticuerpo original.

El término "anticuerpo” se aplica adicionalmente a los anticuerpos humanos.

Se entiende que el término "humano" como se emplea con respecto a un anticuerpo, incluye anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. El
anticuerpo humano de la invencién puede incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana (p. €j., mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica
del sitio in vitro o por mutacion somatica in vivo), por ejemplo en las CDR. Los anticuerpos humanos incluyen
anticuerpos aislados de bibliotecas de inmunoglobulina humana o de animales transgénicos para una o mas
inmunoglobulinas humanas.

El término "anticuerpo” se aplica especificamente a los anticuerpos de cualquier clase o subclase. Dependiendo de
la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos pueden asignarse a
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las principales clases de anticuerpos IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varios de estos pueden dividirse adicionalmente en
subclases (isotipos), p. €j., IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2.

El término se aplica adicionalmente a los anticuerpos monoclonales o policlonales, especificamente un anticuerpo
recombinante, término que incluye todos los anticuerpos y estructuras de anticuerpos que se preparan, expresan,
crean o aislan por medios recombinantes, tales como los anticuerpos originados a partir de animales, p. €.
mamiferos incluidos seres humanos, que comprenden genes o secuencias de diferente origen, p. €j. anticuerpos
murinos, quimeéricos, humanizados o anticuerpos derivados de hibridomas. Otros ejemplos se refieren a anticuerpos
aislados de una célula anfitriona transformada para expresar el anticuerpo, o anticuerpos aislados de una biblioteca
recombinante, combinatoria, de anticuerpos o dominios de anticuerpos, o anticuerpos preparados, expresados,
creados o aislados por cualquier otro medio que implique el empalme de secuencias de genes de anticuerpos a
otras secuencias de ADN.

Los dominios de anticuerpos pueden ser de estructura nativa o modificada por mutagénesis o derivatizacion, p. €j.
para modificar las propiedades de unién al antigeno o cualquier otra propiedad, tal como la estabilidad o las
propiedades funcionales, tal como la unidn a los receptores de Fc FcRn y/o al receptor de Fcgamma (FCGR). Se
considera que las secuencias polipeptidicas son dominios de anticuerpos, si comprenden una estructura de barril
beta que consiste en al menos dos cadenas beta de una estructura de dominio de anticuerpo conectadas por una
secuencia de bucle.

Se entiende que el término "anticuerpo” también se refiere a derivados de un anticuerpo, en particular derivados
funcionalmente activos, en la presente memoria también se hace referencia a variantes funcionales de anticuerpos.
Se entiende que un derivado de anticuerpo es cualquier combinacién de uno o mas dominios de anticuerpo o
anticuerpos y/o una proteina de fusion, en la cual cualquier dominio del anticuerpo puede fusionarse en cualquier
posicion de una o mas proteinas, tales como otros anticuerpos, p. €j. una estructura de uniéon que comprende bucles
de CDR, un polipéptido receptor, pero también ligandos, proteinas de armazén, enzimas, toxinas y similares. Un
derivado de anticuerpo se puede obtener por asociacidon o uniéon a otras sustancias mediante diversas técnicas
quimicas, tales como el acoplamiento covalente, la interaccion electrostatica, la unién di-sulfuro, etc. Las otras
sustancias unidas al anticuerpo pueden ser lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, moléculas organicas e
inorganicas o cualquier combinacion de las mismas (p. €j., PEG, profarmacos o farmacos). En una realizacion
especifica, el anticuerpo es un derivado que comprende un farmaco, p. €j. para obtener un producto conjugado de
anticuerpo-farmaco. Especificamente, el anticuerpo se puede utilizar junto con una etiqueta. Por lo tanto, el
anticuerpo puede ser un derivado que comprende una etiqueta, tal como para fines analiticos o de diagnéstico,
incluyendo, p. €j., para su uso como diagnéstico in vivo. No hay una limitacion especifica con respecto a la etiqueta
utilizable, en la medida en que no tenga impacto o tenga un impacto negativo tolerable en la unién del anticuerpo a
su antigeno diana. Los ejemplos de etiquetas adecuadas incluyen la etiqueta His, la etiqueta Myc, la etiqueta FLAG,
la etiqueta Strep, la etiqueta Calmodulina, la etiqueta GST, la etiqueta MBP vy la etiqueta S. En otra realizacion
especifica, el anticuerpo es un derivado que comprende una marca. El término "marca", como se emplea en la
presente memoria, se refiere a un compuesto o composicion detectables que se conjugan directa o indirectamente
con el anticuerpo para generar un anticuerpo "marcado”. La marca puede ser detectable por si misma, p. €j. marcas
radioisotopicas o marcas fluorescentes, o, en el caso de una marca enzimatica, pueden catalizar la alteracion
quimica de un compuesto sustrato o composicién que sea detectable.

El término derivado también incluye fragmentos, variantes, analogos u homoélogos de anticuerpos, p. €j. con un
patron de glicosilacion especifico, p. ej. producido mediante glicoingenieria, que son funcionales y pueden servir
como variantes funcionales, p. €j. uniéndose a la diana especifica.

El término "disefiado mediante glicoingenieria" con respecto a las secuencias de anticuerpos se referira a variantes
de glicosilacion que tienen propiedades inmunogénicas, ADCC y/o CDC modificadas como resultado de la
glicoingenieria. Todos los anticuerpos contienen estructuras de carbohidratos en posiciones conservadas en las
regiones constantes de la cadena pesada, poseyendo cada isotipo una matriz distinta de estructuras de
carbohidratos unidos a N, que afectan de manera variable al ensamblaje, la secrecién o la actividad funcional de las
proteinas. Los anticuerpos de tipo IgG1 son glicoproteinas que tienen un sitio de glicosilacion unido a N conservado
en Asn297 en cada dominio CH2. Los dos oligosacaridos bi-antenarios complejos unidos a Asn297 estan enterrados
entre los dominios CH2, formando contactos extensos con el esqueleto polipeptidico, y su presencia es esencial
para que el anticuerpo medie las funciones efectoras, tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC). La eliminacion del N-Glicano en N297, p. ej. mediante la mutacion de N297, p. gj. a A, o T299 generalmente
da como resultado anticuerpos aglicosilados con ADCC reducida.

Las principales diferencias en la glicosilacion del anticuerpo se producen entre lineas celulares, e incluso se
observan diferencias menores para una linea celular dada que crece en diferentes condiciones de cultivo. La
expresion en células bacterianas proporciona tipicamente un anticuerpo aglicosilado.

Los anticuerpos pueden estar desprovistos de un radical Fc activo, por lo tanto, o compuestos de dominios de
anticuerpos que no tienen un sitio de uniéon a FCGR, incluyendo especificamente cualquier anticuerpo desprovisto de
una cadena de dominios CH2 y CH3, o que comprenden dominios de anticuerpos que carecen de la funcion efectora
de Fc, p. €j. por modificaciones para reducir las funciones efectoras de Fc, en particular para anular o reducir la
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actividad ADCC y/o CDC. Tales modificaciones se pueden efectuar por mutagénesis, p. ej. mutaciones en el sitio de
union de FCGR o por derivados o agentes para interferir con la actividad ADCC y/o CDC de un anticuerpo, para
lograr la reduccion de la funcion efectora de Fc o la falta de la funcion efectora de Fc, que normalmente se entiende
que se refiere a una funcion efectora de Fc de menos de 10% de la del anticuerpo no modificado (tipo salvaje),
preferiblemente menos de 5%, medida por la actividad ADCC y/o CDC.

Un anticuerpo de la presente invencion puede exhibir o no una funcién efectora de Fc. Aunque el modo de accién
esta mediado principalmente por la inhibicion de la sefalizacion RANKL-RANK en el microentorno de las células
tumorales, sin funciones efectoras de Fc, Fc puede reclutar el complemento y ayudar a la eliminacion de los
agregados de plaquetas-células tumorales diana, de la circulacion a través de la formacién de complejos
inmunitarios.

Los anticuerpos ilustrativos comprenden un fragmento Fc o al menos parte de un fragmento Fc, por ejemplo para
mantener el sitio de unién a FcRn, obteniendo asi un anticuerpo con una semivida sustancial in vivo.

Un ejemplo adicional se refiere a la modificacion de un Fc para obtener una reduccién de la posible actividad ADCC
y/o CDC, p. gj. mediante un cambio de subtipo de IgG1 a IgG2 o por modificaciones para reducir la unién al receptor
de Fc, p. ej. mediante E233P y/o L234V y/o L235A y/o D265G y/o A327Q y/o A330A y/o G236, delecion y/o A327G
y/o A330S en un Fc de IgG1 humana, donde la numeracién es segun Kabat [indice EU].

Otros ejemplos se refieren a una modificacion para reducir la inmunogenicidad, p. ej. mediante un sitio de
glicosilacion K.O., tal como N297Q, que proporciona un deterioro de la union al receptor de lectina.

Un anticuerpo ilustrativo es Denosumab, o una variante funcional o un fragmento de unién a antigeno del mismo, p.
€j. incorporado en el marco de una IgG2 o cualquier otro tipo o subtipo de inmunoglobulina. Por ejemplo, el sitio de
union al antigeno Denosumab o las secuencias de CDR se pueden incorporar a un anticuerpo IgG1, con o sin
funcién efectora de Fc.

Se entiende que el término "anticuerpo” también se refiere a variantes de un anticuerpo, incluyendo anticuerpos con
variantes de CDR funcionalmente activas de una secuencia de CDR parental, y anticuerpos de variante
funcionalmente activos de un anticuerpo parental. Por ejemplo, las variantes funcionales de Denosumab se pueden
disefar y utilizar como se describe con mas detalle en la presente memoria.

Especificamente, una variante de anticuerpo derivada de un anticuerpo de la invencién puede comprender al menos
una o mas de las regiones CDR o variantes de CDR de las mismas (del anticuerpo parental), p. €j. al menos 3 CDR
de la regién variable de la cadena pesada y/o al menos 3 CDR de la regién variable de la cadena ligera, con al
menos una mutacion puntual en al menos una de las regiones CDR o FR, o en la regiéon constante de la cadena
pesada (HC) o cadena ligera (LC), siendo funcionalmente activa, p. €j., uniéndose especificamente al antigeno
RANKL.

El término "variante" se referira concretamente a anticuerpos, tales como anticuerpos mutantes o fragmentos de
anticuerpos, p. ej. obtenidos por métodos de mutagénesis, en particular para eliminar, intercambiar, introducir
inserciones en una secuencia o regiéon de aminoacidos especifica del anticuerpo o derivatizar quimicamente una
secuencia de aminoacidos, p. €j. en los dominios constantes para disefiar la estabilidad del anticuerpo, la funcion
efectora o la semivida, o en los dominios variables para mejorar las propiedades de unién al antigeno, p. €;.
mediante mecanismos de maduracion de afinidad disponibles en la técnica. Se puede emplear cualquiera de los
métodos de mutagénesis conocidos, incluidas las mutaciones puntuales en las posiciones deseadas, p. €j. obtenidas
por técnicas de aleatorizacion. En algunos casos, las posiciones se eligen al azar, p. €j. con cualquiera de los
posibles aminoacidos o una seleccién de aminoacidos preferidos para aleatorizar las secuencias de anticuerpos. El
término "mutagénesis" se refiere a cualquier mecanismo reconocido en la técnica para alterar una secuencia de
polinucledtido o polipéptido. Los tipos preferidos de mutagénesis incluyen mutagénesis por PCR propensa a errores,
mutagénesis por saturacion u otra mutagénesis dirigida al sitio.

El término "variante funcionalmente activa" de un anticuerpo significa una secuencia que resulta de la modificacion
de esta secuencia (un anticuerpo parental o una secuencia parental) por insercion, deleciéon o sustitucion de uno o
mas aminoacidos, o derivatizacién quimica de uno o mas residuos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos,
o nucleodtidos dentro de la secuencia de nucledtidos, o en uno o ambos extremos distales de la secuencia, p. €j. en
una secuencia de CDR, los 1, 2, 3 0 4 aminoacidos N-terminales y/o C-terminales y/o los 1, 2, 3 0 4 aminoacidos
centrales (es decir, en medio de la secuencia de CDR), y cuya modificacion no afecta, en particular perjudica, la
actividad de esta secuencia. En el caso de un sitio de uniéon que tenga especificidad para un antigeno diana
seleccionado, la variante funcionalmente activa de un anticuerpo todavia tendria la especificidad de union
predeterminada, o sustancialmente la misma actividad bioldgica, aunque esto podria cambiarse, p. €j. para cambiar
la especificidad fina para un epitopo especifico, la afinidad, la avidez, la tasa de Kon o Koff, etc. Por ejemplo, se
entiende especificamente que un anticuerpo que ha experimentado maduracién de afinidad es un anticuerpo
variante funcionalmente activo. Por lo tanto, se entiende que la secuencia de CDR modificada en un anticuerpo que
ha experimentado maduracion de afinidad es una variante de CDR funcionalmente activa.

Preferiblemente, se utiliza un agente que se une a pRANKL con una alta afinidad, en particular con una alta y/o baja
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velocidad de disociacion, o una alta avidez de unién. La afinidad de unién generalmente se caracteriza en términos
de la concentracion del agente, en la cual la mitad de los sitios de unién estan ocupados, conocida como la
constante de disociacién (Kd, o KD). Por lo general, un aglutinante se considera un aglutinante de alta afinidad con
una Kd <10 M, preferiblemente una Kd <10 M, incluso es mas preferido una Kd <107 M.

Sin embargo, en una realizacion alternativamente preferida, las afinidades de union a antigeno individuales son de
afinidad media, p. €j. con una Kd de menos de 106 M y hasta 10 M, p. €j. cuando se une a al menos dos antigenos.

El término "sustancialmente la misma actividad biolégica" como se emplea en la presente memoria se refiere a la
actividad indicada por sustancialmente la misma actividad que es al menos 20%, al menos 50%, al menos 75%, al
menos 90%, p. €j. al menos 100%, o al menos 125%, o al menos 150%, o al menos 175%, o p. €j. hasta 200% de la
actividad determinada para el anticuerpo comparable o principal.

En una realizacién preferida, la variante funcionalmente activa de un anticuerpo parental

a) es un fragmento bioldgicamente activo del anticuerpo, comprendiendo el fragmento al menos 50% de la
secuencia de la molécula, preferiblemente al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, o al menos
95% y lo mas preferiblemente al menos 97%, 98% o 99%;

b) se obtiene del anticuerpo mediante al menos una sustitucion, adicion y/o delecion de aminoacidos, en
donde la variante funcionalmente activa tiene una identidad de secuencia con la molécula o parte de ella, tal como
un anticuerpo de al menos 50% de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al
menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, todavia mas preferiblemente al menos 90%, aun mas
preferiblemente al menos 95% y lo mas preferiblemente al menos 97%, 98% o 99%; y/o

c) consiste en el anticuerpo o una variante funcionalmente activa del mismo y adicionalmente al menos un
aminoacido o nucledtido heterdlogo con respecto al polipéptido o la secuencia de nucleétidos.

En una realizacion preferida de la invencién, la variante funcionalmente activa del anticuerpo de acuerdo con la
invencion es esencialmente idéntica a la variante descrita anteriormente, pero difiere de su polipéptido o la
secuencia de nucleotidos, respectivamente, en que se obtiene de una secuencia homdloga de una especie diferente.
Estos se conocen como variantes naturales o analogos.

El término "variante funcionalmente activa" también incluye variantes alélicas naturales, asi como mutantes o
cualquier otra variante no natural. Como se conoce en la técnica, una variante alélica es una forma alternativa de un
(poli)péptido que se caracteriza por tener una sustitucion, delecion o adicion de uno o mas aminoacidos que no
alteran esencialmente la funcion bioldgica del polipéptido.

Las variantes funcionalmente activas se pueden obtener mediante alteraciones de secuencia en el polipéptido o la
secuencia de nucledtidos, p. €j. mediante una o mas mutaciones puntuales, en donde las alteraciones de secuencia
conservan o mejoran una funcién del polipéptido o la secuencia de nucleétidos no alterados, cuando se utilizan en
una combinacion de la invencién. Tales alteraciones de secuencia pueden incluir, pero no se limitan a, sustituciones
(conservativas), adiciones, eliminaciones, mutaciones e inserciones.

Las sustituciones conservativas son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que tienen
relacionadas sus cadenas laterales y propiedades quimicas. Los ejemplos de tales familias son los aminoacidos con
cadenas laterales alcalinas, con cadenas laterales acidas, con cadenas laterales alifaticas no polares, con cadenas
laterales aromaticas no polares, con cadenas laterales polares sin carga, con cadenas laterales pequefias, con
cadenas laterales grandes, etc.

Una mutacion puntual se entiende particularmente como la modificacién genética de un polinucleétido que da como
resultado la expresion de una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos no modificada
genéticamente en la sustitucion o intercambio, delecidon o insercién de uno o mas aminoacidos individuales (no
consecutivos) o dobletes de aminoacidos para diferentes aminoacidos.

Las mutaciones puntuales preferidas se refieren al intercambio de aminoacidos de la misma polaridad y/o carga. En
este sentido, los aminoacidos se refieren a veinte aminoacidos naturales codificados por sesenta y cuatro codones
de tripletes. Estos 20 aminoacidos se pueden dividir en aquellos que tienen cargas neutras, cargas positivas y
cargas negativas:

Los aminoacidos "neutros" se muestran a continuacion junto con sus respectivos coédigos de tres letras y de una sola
letra y polaridad:

Alanina: (Ala, A) no polar, neutra;
Asparragina: (Asn, N) polar, neutra;

Cisteina: (Cys, C) no polar, neutra;
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Glutamina: (GIn, Q) polar, neutra;

Glicina: (Gly, G) no polar, neutra;

Isoleucina: (lle, I) no polar, neutra;

Leucina: (Leu, L) no polar, neutra;

Metionina: (Met, M) no polar, neutra;
Fenilalanina: (Phe, F) no polar, neutra;

Prolina: (Pro, P) no polar, neutra;

Serina: (Ser, S) polar, neutra;

Treonina: (Thr, T) polar, neutra;

Triptofano: (Trp, W) no polar, neutro;

Tirosina: (Tyr, Y) polar, neutra;

Valina: (Val, V) no polar, neutra; e

Histidina: (His, H) polar, positiva (10%) neutra (90%).
Los aminoacidos cargados "positivamente" son:
Arginina: (Arg, R) polar, positiva; y

Lisina: (Lys, K) polar, positiva.

Los aminoacidos cargados "negativamente" son:
Acido aspartico: (Asp, D) polar, negativo; y
Acido glutdmico: (Glu, E) polar, negativo.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a las secuencias de anticuerpos y
homologos descritos en la presente memoria se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una
secuencia candidata que son idénticos a los residuos de aminodacidos en la secuencia polipeptidica especifica,
después de alinear la secuencia e introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el porcentaje maximo de
identidad de secuencia, y sin considerar las sustituciones conservativas como parte de la identidad de secuencia.
Los expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para medir el alineamiento, incluidos los
algoritmos necesarios para lograr el alineamiento maximo en toda la longitud de las secuencias que se estan
comparando.

El término "antigeno", como se emplea en la presente memoria de manera indistinta con los términos "diana" o
"antigeno diana", se referira a una molécula diana completa o un fragmento de tal molécula reconocidos por un
agente que reconoce especificamente el antigeno, o capaz de unirse especificamente a la diana, tal como un
anticuerpo que reconoce el antigeno a través de la unién mediante el sitio de union del anticuerpo. Especificamente,
las subestructuras de un antigeno, p. €j. una estructura de polipéptido o carbohidrato, generalmente denominadas
"epitopos", p. €j. los epitopos de células B o epitopos de células T, que son inmunolégicamente relevantes, pueden
ser reconocidos por tal sitio de unién. El término "epitopo”, como se emplea en la presente memoria, se referira en
particular a una estructura molecular que puede constituir completamente un companero de unién especifico o ser
parte de un compafero de union especifico a un sitio de unién de un agente como se describe en la presente
memoria. Un epitopo puede estar compuesto de un carbohidrato, una estructura peptidica, un acido graso, una
sustancia organica, bioquimica o inorganica o derivados de los mismos y cualquiera de sus combinaciones. Si un
epitopo esta comprendido en una estructura peptidica, tal como un péptido, un polipéptido o una proteina,
generalmente incluira al menos 3 aminoacidos, preferiblemente de 5 a 40 aminoacidos, y mas preferiblemente entre
aproximadamente 10-20 aminoacidos. Los epitopos pueden ser tanto epitopos lineales como conformacionales. Un
epitopo lineal esta compuesto por un solo segmento de una secuencia primaria de un polipéptido o cadena de
carbohidrato. Los epitopos lineales pueden ser contiguos o solapantes. Los epitopos conformacionales estan
formados por aminoacidos o carbohidratos unidos por el plegamiento del polipéptido para formar una estructura
terciaria y los aminoacidos no son necesariamente adyacentes entre si en la secuencia lineal.

El antigeno como se describe en la presente memoria es RANKL humano, en particular pRANKL, aunque el
aglutinante especifico de pRANKL puede reconocer especificamente de manera cruzada sRANKL y/o mRANKL, o
tener reactividad cruzada con pRANKL y cualquiera de (o ambos), sSRANKL y mRANKL. El pRANKL humano se
entiende especificamente como RANKL que se origina a partir de plaquetas de sangre humana (también
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denominadas trombocitos), p. ej. un antigeno expresado en la superficie de una plaqueta de sangre humana,
preferiblemente por una plaqueta activada, que se puede dirigir con un antagonista que se une a la misma. La
plaqueta también puede interactuar con una célula cancerosa (negativa para RANKL) para transformar tal célula
cancerosa en una lesion premetastasica, que a su vez es capaz de expresar RANKL. Por lo tanto, el agente
antagonico también puede dirigirse a la célula cancerosa que expresa RANKL. El pRANKL se puede separar o
desprender de la superficie de la plaqueta y ser inhibido por el agente antagénico como un ligando soluble. pPRANKL
cuando se expresa en la superficie de las plaquetas, puede diferir de SRANKL en la accesibilidad de los epitopos. El
mRANKL puede ser expresado por un tejido o una célula cancerosa, y adicionalmente interactuar con una plaqueta
y/u otra célula cancerosa. Otras diferencias estructurales de pPRANKL en comparacion con otras formas de RANKL o
en comparacion con RANKL que se originan a partir de células cancerosas y células de otros origenes como los
osteoblastos, pueden ser evidentes después de un analisis exhaustivo de la secuencia de aminoacidos y el patron
de glicosilacion de pRANKL.

El término "RANKL" incluye todas las variantes, isoformas y homadlogos de especies de RANKL humano que son
expresados de forma natural por las células y que se unen a la superficie de las células, p. ej. de plaquetas de
sangre humana o células tumorales, o que estan presentes como RANKL soluble en la circulacion, como se
determina en una muestra de sangre periférica.

Los epitopos preferidos de pRANKL se incorporan a la porcion extracelular del antigeno RANKL, en particular la
porcién extracelular del pRANKL o la porcion extracelular del RANKL transmembrana, p. €j. un epitopo que es
accesible sobre la superficie de las plaquetas o células.

El agente antagonico como se describe en la presente memoria se une a un epitopo de RANKL, lo que conduce a
una inhibicién sustancial de la unién de RANKL a su receptor RANK, inhibiendo asi la ruta de sefalizacién. Dado
que RANKL promueve la supervivencia e induce la migracion de varias células cancerosas que expresan RANK, el
agente antagonico como se describe en la presente memoria interferiria en la proliferacion y metastasis de las
células cancerosas al prevenir o reducir la migracion premetastasica y la agregacion de células cancerosas o
tumorales.

El término "metastasis" como se describe en la presente memoria se referira a la propagacion de tumores malignos
a sitios secundarios, p. €j. alejados de un tumor original o primario. Normalmente, esto implica desprendimiento de
células cancerosas de un tumor primario, entrada en la circulacion corporal y establecimiento para crecer dentro de
los tejidos normales en otras partes del organismo. Se entiende que tal tumor primario como un tumor que crece en
el sitio del origen del cancer. Las enfermedades hematopoyéticas (leucemia, linfomas y mieloma) se consideran
diseminadas en el momento del diagndstico. Sin embargo, también el cancer hematopoyético puede formar tumores
metastasicos. Aunque es poco frecuente, se ha informado sobre la metastasis de canceres de la sangre y del
sistema linfatico en los pulmones, el corazon, el sistema nervioso central y otros tejidos. Se entiende que las células
tumorales metastasicas son células que tienen la capacidad de producir una metastasis o que ya son parte de un
tumor metastasico. Especificamente, las células cancerosas primarias y/o la metastasis a las que se hace referencia
en la presente memoria son positivas para RANK, p. ej. segun lo determinado por un método inmunohistoquimico
convencional o basado en PCR.

Los ejemplos de tumores mesenquimales primarios son los tumores de tejidos blandos, p. €j. que derivan de
musculo, tejido fibroso y tejido vascular.

Entre los tumores primarios mesodérmicos y/o ectodérmicos se encuentran el melanoma y/o el ameloblastoma y el
tumor primitivo neuro-ectodérmico del pulmén, respectivamente.

Los canceres primarios y epiteliales representativos incluyen, entre otros, los canceres de mama, prostata, pulmon,
vejiga, Utero, ovario, cerebro, cabeza y cuello, eséfago, pancreas, gastricos, células germinales y colorrectal.

Las enfermedades tumorales positivas para RANK particularmente importantes son cancer de mama, cancer de
pancreas, cancer gastrico, cancer de esoéfago, carcinoma de células renales, carcinoma de pulmoén, cancer de
colon/recto/colorrectal, melanoma, cancer de prostata, cancer de cabeza y cuello, u otras enfermedades asociadas
con entidades tumorales positivas para RANK.

Entre los canceres de sangre se encuentran la leucemia, el linfoma o el mieloma.

Un paciente que sufre de leucemia puede beneficiarse especificamente del tratamiento anti-RANKL como se
describe en la presente memoria, ya que la sefializacion de RANK en las células leucémicas puede p. ej. aumentar
su potencial proliferativo y/o alterar su resistencia a la intervencion terapéutica contra el cancer, p. ej. con
quimioterapia y/o inhibidores de quinasa.

Los pacientes tratados para el cancer y tumores primarios a menudo retienen una enfermedad residual minima
relacionada con el cancer. Es decir, aunque un paciente pueda tener, por medidas clinicas, una remisién completa
de la enfermedad en respuesta al tratamiento, puede quedar una pequefia fraccion de las células cancerosas que
hayan escapado a la destruccion. El tipo y tamarfio de esta poblacion residual es un factor pronéstico importante para
el tratamiento continuado del paciente.
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En ciertas realizaciones, el paciente tiene una enfermedad residual minima después de la terapia para el cancer
primario (p. €j., quimioterapia, radioterapia y/o cirugia). El agente antagénico como se describe en la presente
memoria se combinaria particularmente con terapia citorreductora u otras intervenciones terapéuticas, p. €j.
inmunoterapia, para tratar la enfermedad residual minima, y/o como terapia de mantenimiento, p. ej. como una
terapia prolongada o ampliada después del cese de otro tratamiento contra el cancer. Ademas, el agente antagénico
retrasaria el recrecimiento o la recurrencia del cancer o tumor, o la recurrencia de la formacién de metastasis en la
enfermedad metastasica, p. €j. en al menos 1 0 mas meses.

Las células tumorales metastasicas especificas estan diseminando células tumorales que tienden a desarrollar
agregados de células tumorales premetastasicos en la circulacion, que desencadenan la formacién de metastasis en
organos distantes. Sorprendentemente, resultd que las células tumorales positivas para RANK en diseminacion se
podian agregar a las plaquetas positivas para RANKL en la circulacion, induciendo tales agregados la formacion de
metastasis. Las plaquetas activadas pueden regular por incremento pRANKL vy, por lo tanto, estimular RANK sobre
las células tumorales y, por lo tanto, hacerlas premetastasicas. Por lo tanto, el paciente con cancer tratado de
manera ventajosa como se describe en la presente memoria padece una enfermedad tumoral o cancer que se
metastatiza principalmente a través de los vasos sanguineos, y no metastatiza o matastatiza menos a través de los
linfaticos.

Se entiende que los agregados de plaquetas-células cancerosas son prometastasicos, o una forma previa de
metastasis, en particular tras la activacion de las plaquetas para expresar pRANKL. Tal preforma difiere de las
metastasis porque los agregados estan presentes en la circulacion, y adn no crecen a una masa mas grande como
metastasis en érganos distantes. Hasta este punto, los agregados de plaquetas-células cancerosas prometastasicos
se consideran una realizacion de una enfermedad neoplasica positiva para RANK.

El término "células tumorales en diseminacién" como se emplea en la presente memoria se refiere principalmente a
células tumorales encontradas en la circulacion de un paciente que tiene un tumor. Aunque este término
generalmente no incluiria tumores hematolégicos en los que la mayoria del tumor se encuentra en circulacion, el
término "célula tumoral en diseminacion" también abarca las células tumorales (pre)metastasicas en un paciente que
padece cancer de la sangre. Los canceres de la sangre pueden desencadenar el contacto de las plaquetas con las
células cancerosas, lo que opcionalmente da como resultado la diseminacion de los agregados de contacto de las
plaguetas-células cancerosas en la circulaciéon una vez que van a metastatizar. Las células de los canceres de la
sangre adquieren la capacidad de penetrar las paredes de los vasos linfaticos o sanguineos, después de lo cual
pueden circular a través del torrente sanguineo como células tumorales circulantes (diseminadas) a otros sitios y
tejidos del organismo, formando finalmente un tumor clinicamente detectable conocido como implante tumoral
metastasico o secundario. Ademas, la sefializacion pRANKL-RANK puede desencadenar la progresion de la
enfermedad del cancer de la sangre.

El término "prometastasico” como se emplea en la presente memoria en relacion con los agregados de plaquetas-
células cancerosas se entiende de la siguiente manera. Las células cancerosas o tumorales y/o las plaquetas
pueden ser prometastasicas, es decir, promover la metastasis, debido a la tendencia a la agregacion y
posteriormente union de las plaquetas positivas pRANKL a la célula tumoral positiva para RANK, e inicio de la
sefializacion RANK-RANKL. Las interacciones reciprocas entre las células cancerosas y los diversos componentes
del microentorno del tumor influyen en la progresién del tumor y en las metastasis, aunque los mecanismos
moleculares subyacentes a estos efectos que promueven la metastasis todavia no estan bien definidos. La
identificacion y comprension de las vias de intercomunicacién de cancer-plaquetas o tumor-plaquetas pueden
conducir al desarrollo de terapias dirigidas a pRANKL para prevenir la metastasis en su estadio mas temprano,
produciendo un mejor resultado para el paciente.

Las "lesiones premetastasicas" se entienden en la presente memoria como una lesién precursora, caracterizada por
eventos celulares y moleculares tempranos de diseminacion del cancer que conducen a la creacion de un
microentorno que promueve la metastasis (nichos premetastasicos). Resulté sorprendentemente que las células
tumorales en diseminacion causaban metastasis tras el reclutamiento de trombocitos, en particular trombocitos
activados que expresaban pRANKL. A través de la interaccion con las plaquetas de la sangre, formando
opcionalmente agregados de plaquetas-células cancerosas (prometastasicos), y tras la sefializacion de RANK-
RANKL en el microentorno, la célula cancerosa se volveria premetastasica, por lo que cambiaria su apariencia o
naturaleza antes de convertirse en metastasica. Por lo tanto, el pPRANKL se considera la caracteristica que distingue
entre aquellas células que son lesiones premetastasicas o no. El pRANKL es, por lo tanto, una nueva diana de la
prevencion de metastasis o enfoques para detectar y prevenir la metastasis en su inicio mas temprano.

Al reducir los agregados de plaquetas-células cancerosas prometastasicos, el riesgo de formacion de metastasis
especifica de organos se reduce considerablemente. En particular, esto se refiere a metastasis viscerales o
mesoteliales, u 6rganos diana como el higado, pulmén, hueso, intestino, piel, musculo, bazo, cerebro o rifién, y en
muchos casos sitios diana distintos de huesos. La metastasis visceral en particular se refiere a metastasis en las
visceras, los 6rganos internos del cuerpo, especificamente aquellos dentro del térax tales como el corazén o los
pulmones o el abdomen, tales como el higado, el pancreas o los intestinos. La metastasis mesotelial se refiere al
crecimiento de células cancerosas dentro o en un mesotelio tal como la pleura y el peritoneo. En particular, las
metastasis mesoteliales pueden conducir a la acumulacion de liquido en la cavidad rodeada por el mesotelio, en
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particular derrame pleural y/o abdominal, p. ej. debido a la reaccién inflamatoria y/o al aumento de la permeabilidad
del mesotelio afectado causado por las metastasis.

El término "potencial metastasico”, como se emplea en la presente memoria, se referira al potencial para desarrollar
una enfermedad residual minima, la recurrencia de la enfermedad metastasica, el potencial para que el cancer
metastasico progrese rapidamente, o el potencial para que el cancer metastasico muestre resistencia a una terapia
convencional, p. €j. quimioterapia y/o inmunoterapia.

Un potencial metastasico aumentado o alto es indicativo de una propensiéon a formar metastasis distantes o
metastasis en multiples sitios u érganos, o bien metastasis local, especifica de tejido, especifica de 6rgano o
especifica de sitio. Se indica un alto potencial metastasico en un paciente con cancer, donde se determina una carga
relativamente alta de células tumorales diseminadas en la circulacion. En particular, la muestra de sangre periférica
de un paciente con cancer contendria un mayor nimero de plaquetas detectables que expresan pRANKL, o
cualquiera de sRANKL o mRANKL, o conglomerados de células cancerosas y plaquetas, en comparacion con un
valor de referencia. Los ejemplos de lineas celulares de alto potencial metastasico son MDA-MB-231 (linea celular
de carcinoma de mama, derivada del sitio metastasico de un paciente con cancer de mama positivo para Her2/neu,
p. €j., disponible en ATCC (Manassas, Virginia)), o SK-Mel 5 (linea celular de melanoma, derivada del sitio
metastasico de un paciente con melanoma maligno, p. €j., disponible en ATCC (Manassas, Virginia)).

En contraste, un bajo potencial metastasico es indicativo de una baja tasa de metastasis o un tumor no metastasico.
El cancer positivo para RANK de bajo potencial metastasico se presentaria solo con una cantidad baja o limitada de
células tumorales en la circulacién. En particular, la muestra de sangre periférica de un paciente con cancer
contendria solo un nuimero bajo o limitado de plaquetas detectables que expresaran pRANKL, o pRANKL, o
conglomerados de células tumorales y plaquetas. Los ejemplos de lineas celulares de bajo potencial metastasico
son MCF-7 (linea celular de carcinoma de mama, derivada del sitio metastasico de un paciente con cancer de mama
positivo para Her2/neu, p. €j., disponible en ATCC (Manassas, Virginia)), o SK-BR-3 (linea celular de carcinoma de
mama, derivada del sitio metastasico de un paciente con cancer de mama positivo para Her2/neu, p. €j., disponible
en ATCC (Manassas, Virginia)).

Los métodos para analizar las células tumorales en diseminacion y evaluar su potencial metastasico in vivo e in vitro
son bien conocidos en la técnica. Tales métodos pueden ser mejorados mediante la determinacion especifica de la
expresion de pRANKL, o determinando el nivel de lesiones premetastasicas, en particular agregados de plaquetas-
células cancerosas prometastasicos en una muestra de sangre, o una fraccién que contenga plaquetas de los
mismos.

El ensayo de prondstico basado en el método para predecir el potencial metastasico como se describe mas
detalladamente en la presente memoria, se puede utilizar para determinar si un paciente se trata adecuadamente
con un agente, p. €j. un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido, acido nucleico, molécula pequefia
u otro farmaco candidato para tratar el cancer u otros trastornos asociados con el cancer, tales como la enfermedad
metastasica. Por ejemplo, tal ensayo se puede utilizar para determinar si a un sujeto le debe administrar un agente
quimioterapéutico.

El término "paciente”, como se emplea en la presente memoria, se referirda a un mamifero de sangre caliente,
particularmente a un ser humano. En particular, el formato de uso médico de la invencién o el método de tratamiento
respectivo se aplican a un paciente que necesita profilaxis o tratamiento de cancer, tumor o enfermedad
metastasica. El paciente puede sufrir una enfermedad en estadio temprana o en estadio tardio, o bien un paciente
predispuesto a tal enfermedad, p. ej. por predisposicion genética.

El término "composicion farmacéutica" como se describe en la presente memoria se referira a una composicion
adecuada para su administracién a un ser humano, es decir, una composiciéon que contiene componentes que son
farmacéuticamente aceptables. Preferiblemente, una composicién farmacéutica comprende un compuesto activo o
una sal del mismo junto con un portador, diluyente o excipiente farmacéutico tal como un tampdn o un modificador
de la tonicidad.

El agente antagonico de la presente invencion se proporciona especificamente en una composicion farmacéutica. Se
contemplan composiciones farmacéuticas estables que se preparan para el almacenamiento. En realizaciones
especificas, el agente que tiene el grado de pureza deseado se mezcla con portadores, excipientes o estabilizadores
farmacéuticamente aceptables, y se proporciona en forma de formulacion liofilizada, solucién acuosa o emulsion de
aceite en agua. Tipicamente, tales composiciones comprenden un portador farmacéuticamente aceptable como es
conocido y requerido por una practica farmacéutica aceptable, véase, p. €j., Remingtons Pharmaceutical Sciences,
162 edicion (1980) Mack Publishing Co. Los ejemplos de tales portadores incluyen portadores esterilizados tales
como solucién salina, solucion de Ringer o soluciéon de dextrosa, opcionalmente tamponadas con soluciones tampon
adecuadas a un pH dentro de un intervalo de 5 a 8.

Es necesario que las formulaciones que se van a utilizar para la administracion in vivo sean estériles. Esto se logra
facilmente mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles u otros métodos adecuados.

La administracion de la composicién farmacéutica que comprende el agente para uso como se describe en la
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presente memoria es especificamente por la via sistémica o mediante administracion parenteral, p. €j. por via
intravenosa, intramuscular o subcutanea, pero también por via oral, intranasal, intradtica, transdérmica, mucosa,
topica (p. e€j., geles, balsamos, lociones, cremas, etc.), intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar, vaginal,
parenteral, rectal o intraocular. Las formulaciones ilustrativas que se utilizan para la administracién parenteral
incluyen aquellas adecuadas para inyeccion intravenosa, intramuscular o subcutanea como, por ejemplo, una
solucién o suspension estéril.

En particular, se prefiere la administracion intravenosa, p. ej. como infusién intravenosa o como inyeccion en
embolada. Se sabe que el denosumab se administra por via subcutanea. En la nueva indicaciéon para elegir como
diana pRANKL, el agente Denosumab se administraria especificamente de modo que esté disponible en la
circulaciéon durante un periodo de tiempo prolongado, por lo tanto, la ruta subcutanea es especificamente menos
preferida o evitada.

La presente invencion incluye una preparacion farmacéutica, que contiene como sustancia activa el agente
antagonico en una cantidad terapéuticamente eficaz.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz", utilizado en la presente memoria indistintamente con cualquiera de los
términos "cantidad eficaz" o "cantidad suficiente" del agente antagénico como se describe en la presente memoria,
es una cantidad o actividad suficiente para, cuando se administra al sujeto, logra resultados beneficiosos o
deseados, incluidos los resultados clinicos, y, como tal, una cantidad eficaz o sinénimo de la misma dependen del
contexto en el que se esté aplicando. En el contexto de la enfermedad, se pueden utilizar cantidades
terapéuticamente eficaces del agente para tratar, modular, atenuar, revertir o afectar a una enfermedad o afeccion
que se beneficia de una regulacion por disminuciéon o una reduccion de las lesiones premetastasicas, agregados de
plaquetas-células cancerosas, o agregados de células tumorales prometastasicos, p. €j., para prevenir o tratar
enfermedades metastasicas. Se pretende que una cantidad eficaz signifique la cantidad de un compuesto que es
suficiente para tratar, prevenir o inhibir tales enfermedades o trastornos. La cantidad de agente antagénico que
correspondera a dicha cantidad variara dependiendo de diversos factores, tales como el farmaco o compuesto dado,
la formulacién farmacéutica, la via de administracion, el tipo de enfermedad o trastorno, la identidad del sujeto o el
anfitrién que esté siendo tratado, y similares, pero sin embargo puede ser determinada rutinariamente por un experto
en la técnica.

Ademas, un régimen de tratamiento o prevencion de un sujeto (un paciente con cancer) con una cantidad
terapéuticamente eficaz del agente antagdénico puede consistir en una administracién Unica o, alternativamente,
comprender una serie de aplicaciones. Por ejemplo, el agente antagonico se puede administrar al menos una vez al
afio, al menos una vez cada medio afio o al menos una vez al mes. Sin embargo, en otra realizacién, el agente
antagonico se puede administrar al sujeto desde aproximadamente una vez por semana hasta aproximadamente
una administracién diaria para un tratamiento dado. La duracién del periodo de tratamiento depende de una variedad
de factores, tales como la gravedad de la enfermedad, la edad del paciente, la concentracion y la actividad del
agente antagonico. También se apreciara que la dosificacion eficaz utilizada para el tratamiento o la profilaxis puede
aumentar o disminuir en el transcurso de un régimen de tratamiento o profilaxis concreto. Los cambios en la
dosificacion pueden derivar y ser evidentes de ensayos de diagndstico convencionales conocidos en la técnica. En
algunos casos, puede ser necesaria la administracion cronica.

Una cantidad terapéuticamente eficaz del agente antagoénico, tal como la proporcionada a un paciente humano que
lo necesite, puede estar especificamente en el intervalo de 0,5-1000 mg, preferiblemente 1-400 mg, incluso mas
preferido hasta 300 mg, hasta 200 mg, hasta 100 mg o hasta 10 mg, aunque se pueden indicar dosis mas altas, p.
€j., para tratar afecciones de enfermedades agudas, tal como cuando se prepara para una intervencion quirdrgica, o
poco después de una intervencion quirurgica, al comenzar el tratamiento en el plazo de 1-7 dias después de la
cirugia. Las dosis subcutaneas oscilan tipicamente de 0,5 y 400 mg.

El término "tratamiento”, como se emplea en la presente memoria, siempre se referira al tratamiento de pacientes
con fines profilacticos (es decir, para prevenir una enfermedad o dolencia) o terapéuticos (es decir, para tratar una
enfermedad o dolencia). El tratamiento de un paciente sera tipicamente terapéutico en casos de cancer. Sin
embargo, en el caso de pacientes que padecen una enfermedad primaria, que estan en riesgo de progresion de la
enfermedad o en riesgo de desarrollar una dolencia secundaria o reaccion secundaria, p. €j. que depende de los
efectos de sefializacion de RANK-RANKL, el tratamiento puede ser profilactico. Tal tratamiento para la profilaxis
también se denomina en la presente memoria tratamiento o terapia, p. €j. que emplea una cantidad
terapéuticamente eficaz.

En una realizacion, el agente antagoénico es el Unico agente terapéuticamente activo administrado a un paciente, p.
ej. como monoterapia modificadora de la enfermedad.

Alternativamente, el agente antagénico se administra combinado con uno o mas agentes terapéuticos, que incluyen,
pero no se limitan a, el tratamiento convencional, p. ej. quimioterapia para el tratamiento de enfermedades malignas.

En una terapia combinada, el agente antagdénico se puede administrarse como una mezcla, o concomitantemente
con uno o mas regimenes terapéuticos, p. €. antes, simultdaneamente o después de una terapia concomitante.
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Las propiedades bioldgicas del agente antagonico se pueden caracterizar ex vivo en experimentos con células,
tejidos y organismos completos. Como se conoce en la técnica, los farmacos a menudo se prueban in vivo en
animales, que incluyen, pero no se limitan a, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos y monos, para medir la
eficacia de un farmaco para el tratamiento contra una enfermedad o modelo de enfermedad, o para medir la
farmacocinética, farmacodinamica, toxicidad de un farmaco, y otras propiedades. Los animales pueden ser referidos
como modelos de enfermedad. Los productos terapéuticos a menudo se prueban en ratones, que incluyen, pero no
se limitan a, ratones carentes de sistema inmunolégico, ratones SCID, ratones con xenoinjerto y ratones
transgénicos (incluidos aquellos modificados genéticamente para activar o desactivar la expresion de un gen
"knockin" y "knockout"). Tal experimentacion puede proporcionar datos significativos para la determinacion del
potencial del agente para ser utilizado como un agente terapéutico con la semivida, la funcién efectora, la actividad
apoptotica y la actividad inhibidora de IgG apropiadas. Cualquier organismo, preferiblemente mamifero, puede ser
utilizado para la prueba. Por ejemplo, debido a su similitud genética con los seres humanos, los primates, los monos
pueden ser modelos terapéuticos adecuados y, por lo tanto, se pueden utilizar para probar la eficacia, toxicidad,
farmacocinética, farmacodinamica, semivida u otra propiedad del agente. Las pruebas de las sustancias en seres
humanos son finalmente requeridas para su aprobacién como farmacos, y estos experimentos se contemplan en la
presente memoria. Por lo tanto, el agente antagodnico de la presente invencion se puede probar en modelos animales
o en seres humanos para determinar su eficacia terapéutica, toxicidad, inmunogenicidad, farmacocinética y/u otras
propiedades clinicas. El denosumab es un producto disponible comercialmente con propiedades biologicas bien
establecidas, aunque el efecto anti-pRANKL que inhibe las interacciones de una célula cancerosa con los
trombocitos resulté ser sorprendente.

El término "especifico" con respecto al agente especifico de RANKL como se describe en la presente memoria se
referira a una reaccion de unidén que es determinante del ligando de interés cognado (RANKL) en una poblaciéon
heterogénea de moléculas. Por lo tanto, bajo condiciones designadas, p. €j. en las condiciones del inmunoensayo, el
agente que se une especificamente a su diana concreta no se une en una cantidad significativa a otras moléculas
presentes en una muestra.

Un sitio de unidn especifico o un agente especifico suele reconocer solo la diana y no reaccionar de forma cruzada
con otras dianas. Aun asi, el sitio de unién especifico puede unirse especificamente a uno o mas epitopos, isoformas
o variantes de la diana, o puede tener reactividad cruzada con otros antigenos diana relacionados, p. €j., homdlogos
0 analogos.

La unidn especifica significa que la union es selectiva en términos de identidad de la diana, afinidad o avidez de
union alta, media o baja, segun se seleccione. La uniéon selectiva generalmente se logra si la constante de union o la
dinamica de unién es al menos 10 veces diferente, preferiblemente la diferencia es al menos 100 veces, y mas
preferiblemente al menos 1000 veces.

El término "intervencion quirdrgica" en la presente memoria también referido como "cirugia" se referira a una
extirpacion quirurgica, p. €j. biopsia, reseccion o ectomia del tejido que comprende todo o parte de un tumor, en
particular un tumor primario tal como un tumor sélido y/o una o mas metastasis.

De acuerdo con un ejemplo especifico, el efecto de la expresion de RANKL por trombocitos en reposo o activados se
probé en un modelo de ratén con metastasis pulmonar. En el sistema humano se pudo demostrar que los
trombocitos activados expresaban RANKL a un nivel mas alto en comparacion con los trombocitos no activados.

Segun otro ejemplo, se utilizé una proteina de fusion RANK-Fc (Schmiedel et al. 2013, Cancer Res. 73(2):683-94),
que se compone de un receptor humano RANK y Fc de IgG1 humana, y que comprende mutaciones puntuales para
reducir su afinidad por el receptor de Fc FcgammaRllla, CD16, que son 233P/L234V/L235A/AG236/A327G/A330S
(nomenclatura segun Kabat, indice UE). Se determino el efecto de la proteina de fusion RANK-Fc sobre la formacion
de metastasis en un modelo de ratén con metastasis pulmonar. Se demostré que la neutralizacion de RANKL por la
proteina de fusion RANK-Fc era aproximadamente tan eficaz como el agotamiento de los trombocitos.

Otros ejemplos pueden mostrar que el pRANKL es transferido por las plaquetas a las células tumorales negativas
para RANKL, transformando asi las células tumorales en positivas para RANKL. También se puede establecer que
pRANKL induce eventos TEM prometastasicos en células tumorales, e influye en la migracion de células tumorales a
través del matrigel. En un modelo de ratén con modificacion genética para inactivar la expresiéon de un gen que
modifica condicionalmente para inactivar la expresion de RANKL en megacariocitos y plaquetas, se puede demostrar
que, de hecho, pRANKL induce lesiones premetastasicas y la inhibicion de pRANKL inhibiria o reduciria la formacion
de metastasis.

La descripcion anterior se entendera mas completamente con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo,
tales ejemplos son simplemente representativos de los métodos para poner en practica una o mas realizaciones de
la presente invencién y no se deben interpretar como limitantes del alcance de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Expresion de RANKL por células de melanoma transfectadas con RANKL en un modelo de ratén
de metastasis pulmonar
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Se utilizaron células B16-F10 de melanoma de ratén que se transfectaron con RANKL humano o la linea celular
parental en un modelo de ratén de metastasis pulmonar. La aplicacion de células transfectadas, positivas para
RANKL, dio como resultado un aumento drastico de la carga metastasica en los pulmones de los animales en
comparacion con las células parentales (control) (Figura 1). Dado que se sabe que RANKL humano puede estimular
RANK de ratén, estos datos sugieren que el aumento de la carga metastasica en ratones que recibieron células
tumorales positivas para RANKL se debe a una mejor sefalizacion de RANK en las células tumorales. Esto también
esta en linea con los estudios de Jones et al. (2006) que muestran una potenciacion de la metastasis de células
tumorales positivas para RANK tras la estimulacion para- y/o autocrina. Este experimento demuestra que
proporcionar RANKL para la estimulacién de RANK mas alla de los niveles disponibles en circunstancias normales
aumenta el potencial metastasico. La transfeccién de RANKL imita la contribucién/transferencia de pRANKL a las
células tumorales.

Ejemplo 2: Expresion de pRANKL en trombocitos activados

Dado que se sabe que las plaquetas promueven la metastasis tumoral, se realizd6 un analisis de la expresion
potencial de RANKL en la superficie en plaquetas. Si bien se pudieron detectar niveles bajos de RANKL en las
plaguetas en reposo, se obtuvo una expresion profunda de RANKL en la superficie después de la activacion de las
plaquetas con trombina (Figura 2). Por lo tanto, la activacion de las plaquetas, que también ocurre con la formacion
de agregados con células tumorales, da como resultado una rapida regulacion por incremento de la expresion de
RANKL. RANKL regulado por incremento esta disponible para interactuar con, y estimular, RANK en las células
tumorales.

Ejemplo 3: Proteina de fusion RANK-Fc

Se prepar6 la proteina de fusién de inmunorreceptor-Fc que contiene la fraccidon extracelular del receptor humano
RANK y una inmunoglobulina humana G (hlgG1) (Figura 3). La proteina de fusién muestra una notable reduccion de
la afinidad notablemente para el receptor de Fc (FcyRllla, CD16) debido a los intercambios de aminoacidos en la
porcion de IgG1 que prohibe la wunion de la porcion Fc a CD16 en condiciones fisioldgicas
(233P/L234V/L235A/AG236/A327G/A330S, Armor et al,, 1999, Schmiedel et al., 2013). Esta construccion, a
diferencia del Denosumab, muestra una unién a RANKL tanto humano como de ratén y, por lo tanto, es ventajosa
para su uso en modelos murinos de neutralizacion de RANKL (Bossen et al. 2006, J Biol Chem 281(2):13964-71;
Kostenuik et al. 2009, J Bone Miner Res 24 (2):182-95).

Ejemplo 4: Efectos de la neutralizacion de RANKL en un modelo de metastasis pulmonar

Para examinar el papel de pRANKL que se expresa tras la activacion (p. €j., después del recubrimiento de células
tumorales circulantes en el torrente sanguineo) in vivo, se aplicé el modelo de metastasis pulmonar de melanoma.
Se utilizaron células de melanoma parentales para caracterizar el papel de pRANKL murino fisiolégico en este
modelo. El nimero de metastasis se redujo drasticamente con el agotamiento de las plaquetas, lo que también
coincide con los informes anteriores. Curiosamente, la neutralizacion de RANKL murino utilizando proteinas de
fusion RANK-Fc-KO dio lugar a un bajo numero de metastasis que eran comparables a los resultados obtenidos con
el agotamiento de las plaquetas (Figura 4). Estos datos apuntan al hecho de que la metastasis estda mediada por
pRANKL y que su neutralizacion puede prevenir la formacion de metastasis.

Ejemplo 5: La neutralizacion de RANKL evita la sefalizacion de TEM prometastasica inducida por plaquetas
en células MCF10A inmortalizadas.

Como primera etapa, los autores de la presente invencién emplearon PCR cuantitativa en tiempo real para descartar
que las células MCF10A, un modelo clasico para el analisis de TEM, expresaran RANKL. Esto sirvié para determinar
que la estimulacion del RANK expresado en el tumor no se producia de forma autocrina/paracrina
independientemente de las plaquetas. Posteriormente, las células MCF10A se incubaron con plaquetas humanas
para imitar el recubrimiento de plaquetas de las células tumorales en la sangre como se describié anteriormente
(Kopp et al. 2009, Cancer Res 69(19):7775-83; Placke et al. 2012, Cancer Res 72(2):440-8; y Placke et al. 2012,
189(1):154-60). Adicionalmente, se realizaron co-cultivos en presencia o ausencia de Denosumab para neutralizar el
RANKL derivado de plaquetas. El analisis cuantitativo por PCR en tiempo real de la induccion del ARNm de ZEB y
N-Cadherina demostré que la presencia de plaquetas inducia la expresion de los dos genes prometastasicos en las
células MCF10A. Esto se redujo en gran medida al bloquear RANKL con Denosumab, proporcionando asi una clara
evidencia de que, de hecho, pRANKL media los efectos prometastasicos de las plaquetas sobre las células
tumorales tras la formacion de agregados y que la neutralizacion de pRANKL puede servir para limitar el potencial
metastasico de las células tumorales.

Ejemplo 6: La neutralizacion de RANKL previene la migracion inducida por plaquetas de células MCF10A
inmortalizadas.

Dado que el potencial migratorio de las células malignas es clave para su capacidad de formar metastasis, los
autores de la presente invencion estudiaron si RANKL derivado de plaquetas también influia en la migracion de las
células tumorales. Para este fin, se emplearon células MCF10A en un sistema de ensayo Transwell. Las células
MCF10A se incubaron con plaquetas humanas para imitar el recubrimiento de plaquetas de las células tumorales en
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la sangre como se describié anteriormente en presencia o ausencia del control de isotipo o Denosumab en la
camara superior de un sistema Transwell. Después de 48 h, se determiné el niumero de células que habian migrado
a la camara inferior a lo largo de un gradiente de EGF. Los autores de la presente invencion observaron que la
presencia de plaquetas aumentd claramente el niumero de células migradas, y esto se redujo en gran medida
cuando RANKL derivado de plaquetas fue neutralizado por presencia de Denosumab. Esto demuestra que pRANKL
aumenta el potencial migratorio de las células malignas y, por lo tanto, su fenotipo prometastasico en la formacién de
agregados y que la neutralizacion de pRANKL puede servir para limitar el potencial metastasico de las células
tumorales (Figura 7).

Ejemplo 7: Modelo de metastasis pulmonar que utiliza ratones modificados genéticamente para inactivar el
gen RANKL especifico de plaquetas.

Para seguir examinando el papel de pRANKL in vivo, se empled el modelo de metastasis pulmonar de melanoma
B16-F10. Para evaluar especificamente el papel de RANKL expresado en plaquetas, se criaron ratones 129-
Tnfsf11™1.1Ca0b/) en los que RANKL contiene sitios flox (en lo sucesivo RANKL fl/fl) y ratones C57BL/6-Tg(Pf4-cre)
Q3Rsko/J que contienen una recombinasa especifica de megacariocitos/plaquetas (en lo sucesivo denominado
Pf4dcre) para generar ratones RANKL fl/fl Pf4 cre/+ knockout (ko) en los que RANKL se inactiva especificamente en
megacariocitos/plaquetas. Para la determinacion de los efectos de RANKL expresado en plaquetas, se inyectaron
células de melanoma B16-F10 (75.000 por ratén) a través de la vena de la cola en ratones RANKL fl/fl Pf4 cre/+
knockout (ko) o ratones C57BL/6 de control (ctrl. La carencia de RANKL en las plaquetas dio como resultado una
reduccion sustancial de metastasis pulmonares en el grupo ko en comparacion con el de control (Figura 8). Estos
datos confirman adicionalmente la participacion especifica de pRANKL en la formacion de metastasis in vivo, y
respaldan el enfoque de los autores de la presente invencion de que la neutralizacion de pPRANKL puede servir para
prevenir la metastasis.

Ejemplo 8: La neutralizacion de RANKL evita la sefalizacion de TEM prometastasica inducida por plaquetas
en células de melanoma SK-Mel.

Para confirmar y ampliar los resultados obtenidos con células MCF10A inmortalizadas, los autores de la presente
invencion emplearon la linea celular de melanoma maligno SK-Mel (ATCC). El analisis de citometria de flujo excluyo
que las células malignas expresaran por si mismas RANKL para determinar que la estimulacion de RANK expresado
en el tumor no se producia de manera autocrina/paracrina y que en lugar de eso dependia de las plaquetas (Figura
9A). En los experimentos que se muestran en la figura 9B, las células SK-Mel se incubaron con plaquetas humanas
para imitar el recubrimiento de plaquetas de las células tumorales en la sangre como se describié anteriormente. Se
realizaron co-cultivos en presencia o ausencia de Denosumab (5 pg/ml) para neutralizar RANKL derivado de
plaquetas. Después de 24 h, el analisis de PCR cuantitativo en tiempo real de la induccién del ARNm de ZEB
demostré que, al igual que con las células MCF10A, la presencia de plaquetas indujo la expresion de este gen
prometastasico, y esto se redujo en gran medida al bloquear RANKL derivado de plaquetas con Denosumab.
También se observaron efectos similares al analizar los niveles de expresion de Twist y Vimentina, dos genes
adicionales involucrados en la formacion de metastasis/TEM. Estos analisis confirman y amplian los hallazgos de los
autores de la presente invencion obtenidos con las células MCF10A que se describen en la figura 5 y proporcionan
evidencia adicional de que, de hecho, pPRANKL media los efectos prometastasicos de las plaquetas sobre las células
tumorales en la formaciéon de agregados y que la neutralizaciéon de pRANKL puede servir para limitar el potencial
metastasico de las células tumorales.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente antagoénico especifico de RANKL que reconoce el ligando de receptor-activador para el factor nuclear
kappa-B expresado en plaquetas humano (pRANKL), para uso en el tratamiento de un paciente con cancer en
estadio temprano para reducir los agregados de células cancerosas circulantes premetastasicos en la sangre, en
donde el agente se selecciona de grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, proteinas de fusion
RANK-Fc y formas inactivadas de osteoprotegerina.

2. El agente para su uso segun la reivindicacion 1, que presenta reaccion cruzada, que reconoce pRANKL y al
menos uno del activador del ligando de receptor-activador para el factor nuclear kappa-B soluble (SRANKL) y un
activador unido a membrana del ligando del factor nuclear kappa-B (MRANKL).

3. El agente para su uso segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde el agente se une a pRANKL, inhibiendo de ese
modo que pRANKL active su receptor sobre las células cancerosas en diseminacion.

4. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente se une al monémero o
multimero de pRANKL, formando preferiblemente un complejo con pRANKL unido a la superficie de las plaquetas o
pRANKL escindido de la superficie de las plaquetas.

5. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde los agregados de células
cancerosas circulantes premetastasicos son agregados de plaquetas con células cancerosas.

6. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el paciente con cancer tiene
riesgo de padecer una enfermedad residual minima, opcionalmente en donde el paciente tiene un nivel detectable de
células cancerosas circulantes en una muestra de sangre.

7. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el paciente padece un tumor
solido seleccionado del grupo que consiste en tumores epiteliales y tumores mesenquimales, o tumores de origen
endodérmico, mesodérmico y/o ectodérmico, o un cancer transportado por la sangre, tal como la leucemia.

8. El agente para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el paciente padece cancer de mama,
cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer de esofago, carcinoma de células renales, carcinoma de pulmon,
cancer de colon/recto/colorrectal, melanoma, cancer de prostata, cancer de cabeza y cuello, o leucemia.

9. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el tratamiento se combina con una
intervencion quirdrgica para eliminar al menos parte de un tumor y/o irradiacion, y el agente se administra para
terapia neoadyuvante o coadyuvante.

10. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el agente es un anticuerpo
humano o humanizado, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una proteina de fusién RANK-Fc.

11. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el agente se administra al
paciente en una cantidad terapéuticamente eficaz mediante administracion sistémica, preferiblemente mediante
infusion intravenosa o inyeccion en embolada.

12. El agente para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el agente se administra al
paciente combinado con una terapia combinada con coadyuvante o neoadyuvante, preferiblemente quimioterapia,
terapia con inhibidores de quinasa y/o inmunoterapia.

13. Un método para identificar un agente candidato principal que es eficaz en la prevencion o el tratamiento de
lesiones premetastasicas en un paciente con cancer, comprendiendo el método el escrutinio de uno o mas agentes
de prueba en un ensayo basado en células, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un cultivo de células cancerosas;

b) poner en contacto el cultivo celular con plaquetas de sangre humana en una mezcla de reaccién con un
agente de prueba; y

c) detectar si el agente de prueba
i) inhibe la sefalizacion RANK por pRANKL; y
ii) disminuye el nivel de unién de las plaquetas a las células cancerosas;
identificando asi un agente candidato principal para prevenir o tratar lesiones premetastasicas,

en donde dichos uno o mas agentes de prueba se seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos, proteinas de fusion RANK-Fc y formas inactivadas de osteoprotegerina.

14. Un método para predecir el potencial metastasico en un paciente con cancer, que comprende
23
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a) proporcionar una muestra de sangre periférica o una plaqueta que contenga una fraccion de la misma;

b) determinar la expresion de pRANKL en dicha muestra y compararla con un valor de referencia, siendo la
expresion diferencial indicativa de lesiones premetastasicas y de un mayor potencial para desarrollar metastasis
distantes.
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Fig. 6
SEQ ID 1:

EVQOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSWVRQAPGKGLEWVSGITGSGGSTYY
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDPGTTVIMSWEDPWGQGTLVTIV
SSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTEPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID 2:
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQOSVRGRYLAWYQOKPGOAPRLLIYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVEYCQQYGSSPRTFGOGTKVE IKRTVAAPSVEIFP

PSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS SPVTKSEFNRGEC

SEQ ID 3:

MRRASRDYTKYLRGSEEMGGGPGAPHEGPLHAPPPPAPHQPPAASRSMEFVALLGLGLGQVVCSVALEFEFYF
RAQMDPNRISEDGTHCIYRILRLHENADEFQDTTLESQDTKLIPDSCRRIKQAFQGAVOKELOQHIVGSQHTI
RAEKAMVDGSWLDLAKRSKLEAQPFAHLTINATDIPSGSHKVSLSSWYHDRGWAKISNMTEFSNGKLIVNQ
DGEFYYLYANICFRHHETSGDLATEYLQLMVYVTKTSIKIPSSHTLMKGGSTKYWSGNSEFHEYSINVGGE

FKLRSGEEISIEVSNPSLLDPDQDATYFGAFKVRDID
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