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DESCRIPCION

Seleccion de pacientes con cancer para la administracion de inhibidores de la sefializacién Wnt utilizando el estado
mutacional de Rnf43

Campo de la invencidn

La invencion se refiere en general a identificar pacientes con cancer que se predice que se beneficiaran de la terapia
con el inhibidor de Wnt. La invencion también se refiere a un inhibidor de Wnt o a una composicién farmacéutica que
comprende un inhibidor de Wnt para su uso en un paciente seleccionado especificamente.

Antecedentes de la invencién

En Biologia y Medicina, la via candnica Wnt/B-catenina es una serie de eventos de sefializacion intracelular que
implican ligandos Wnt secretados, receptores de la superficie celular y B-catenina coactivadora de la transcripcion, asi
como también muchos otros efectores y reguladores de estos componentes proteicos centrales. En ausencia de
ligandos Whnt, la B-catenina es fosforilada constantemente por un complejo multiproteico que desencadena su
poliubiquitinacién y degradaciéon proteasémica. Tras la uniéon de la proteina Wnt a sus receptores, la B-catenina
citosdlica se estabiliza mediante la inhibicidn del complejo de destruccidon y se transloca al ndcleo para activar la
transcripcidn de los genes diana de Wnt.

Los receptores principales para las Wnt son la familia de proteinas Frizzled (FZD), con LRP5 o LRP6 (proteinas 5y 6
relacionadas con el receptor de LDL) como correceptores esenciales para la sefializacidon de Whnt/B-catenina. Nusse R
(2005), Cell Research 15 (1): 28-32. Los receptores Frizzled son moléculas con siete tramos transmembrana con un
dominio largo rico en cisteina. Los correceptores LRP5/6 son proteinas transmembrana de un solo paso. Huang HC y
Klein PS (2004) Genome Biol. 5 (7): 234. LRP6 es dominante en comparacion con LRP5, que solo se requiere para la
homeostasis dsea en adultos. McDonald BT et al. (2009) Developmental Cell 17 (1): 9-26.

La sefializacion Wnt no candnica es independiente de la B-catenina. Los receptores Frizzled participan en la
sefializacién Wnt no canonica, pero el correceptor LRP6 no es esencial para la actividad de la via no candnica. Hay al
menos dos vias de sefializacién Wnt no candnicas, la via de polaridad celular planar (PCP, por sus siglas en inglés) y la
via de liberacién de calcio Wnt.

La sefalizacion Wnt/B-catenina es importante para regular el crecimiento celular y la diferenciacion durante el desarrollo
embrionario. En adultos, la sefializacion Wnt promueve la homeostasis tisular y su desregulacion se ha implicado en
varias enfermedades humanas, especialmente el cancer. Nusse R (2005) Cell Research 15 (1): 28-32.

La sobreactivacién aberrante de la via Wnt a menudo es importante para la tumorogénesis de los carcinomas
colorrectales. También se ha mostrado que otros tipos de cancer estan asociados con la sefializacion anémala de Whnt.
Estos otros tipos de cancer incluyen cancer de pancreas, cancer de higado, cancer de mama y cancer de piel. También
se ha relacionado una actividad elevada en la via no canénica Wnt/PCP con la tumorogénesis.

Se han desarrollado antagonistas de la sefalizacion Wnt para tratar tumores dependientes de Wnt. El documento
WO02006/017318 divulga métodos para tratar el cancer usando el anticuerpo anti-Wnt16 que inhibe la sefializacion
WNT16. El documento WO2011/004379 divulga un método para destruir células cancerosas que expresan NCAM y
opcionalmente FZD7 que comprende poner en contacto la célula cancerosa con un resto citotdxico y un resto dirigido a
NCAM, para destruir asi la célula cancerosa. El documento WO2004/032838 divulga un método para inhibir el
crecimiento de células cancerosas que sobreexpresan una proteina Wnt, donde el método del documento
W02004/032838 comprende poner en contacto la célula con un agente que inhibe la union de la proteina Wnt a un
receptor Frizzled, donde el agente es un anticuerpo anti-Wnt1 o anti-Wnt2 o anti-Frizzled. Guo ef al. (Reunién anual de
la AACR, 1 de enero de 2007, paginas 1-3) divulga RNF43 como un gen diana de Whnt putativo, lo que indica que
RNF43 se sitia posteriormente en la ruta de sefializacion Wnt. Se estan desarrollando muchos inhibidores de Wnht,
como los inhibidores de porcupina, inhibidores de tanquirasa, anticuerpos Frizzled y anticuerpos LRP6, para el
tratamiento del cancer. Sin embargo, la mayoria de estos inhibidores de Whnt tienen como diana componentes proteicos
anteriores de la via de sefializacion Wnt. Estos inhibidores de Wnt no inhibirian la sefializacién Wnt en tumores con
mutaciones en genes que sean posteriores en la via Wnt y, por lo tanto, a menudo no son eficaces contra tumores con
mutaciones oncogénicas en los genes de la via Wnt posteriores tales como APC (poliposis adenomatosa del colon),
AXIN1/2 y B-catenina.

Esta falta de tumores identificados por tener mutaciones en genes que son anteriores en la via Wnt ha obstaculizado el
desarrollo clinico de los inhibidores de Wnt. Por lo tanto, en la técnica se necesita un método para identificar una
mutacién de la via Wnt asociada al cancer en un gen o producto génico que sea un componente anterior de la via Wnt.
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Compendio de la invencion

En un aspecto, la invencidn proporciona un método para seleccionar un paciente con cancer para el tratamiento con un
inhibidor de Whnt, que comprende determinar si en una muestra biologica del paciente esta presente una mutacion
inactivadora en el gen RNF43.

En un aspecto, la invencioén proporciona un inhibidor de Wnt o una composiciéon farmacéutica que comprende un
inhibidor de Whnt para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente, donde se administra el inhibidor de Wnt al
paciente dependiendo de si se detecta una mutacién inactivadora en el gen RNF43 en una muestra biolégica obtenida
del paciente, y donde la presencia de una mutacién inactivadora en el gen RNF43 se detecta utilizando un método
seleccionado de una lista que consiste en métodos de secuenciacién de ADN, secuenciacion de ADN genémico, ADNc
0 ARN de un tejido canceroso, mediante hibridacidn, reaccién en cadena de la polimerasa, andlisis en gel de
poliacrilamida, cromatografia o espectroscopia, y cribado para detectar un producto proteico alterado codificado por el
gen, p. ej., mediante inmunotransferencia, electroinmunotransferencia, ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), inmunoprecipitacion, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, clasificacion celular activada
por fluorescencia (FACS) y microscopia inmunofluorescente.

Estos aspectos de la invencion y realizaciones adicionales se definen en las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG.1 es una fotografia que muestra ensayos de formacién de colonias con tratamiento con LGK974. La FIG. 1(a)
muestra un ensayo de formacion de colonias de células HPAFII en presencia de LGK974 en dos concentraciones (300
nM y 1 uM). Se sembraron 1300 células en medio con el tratamiento indicado y el medio se reemplazé cada 5 dias
hasta la tincién con cristal violeta en el dia 14. LGK374 inhibe la formacion de colonias en células HPAFII portadoras de
una mutacion terminadora en el gen RNF43. La FIG. 1(b) muestra ensayos de formacién de colonias de células PK1
(que tienen una proteina RNF43 funcional) y HPAFII (que tienen una proteina RNF43 no funcional) en presencia de
LGK974 1 uM solo o junto con la adicion diaria de medio acondicionado con un 10% de Wnt3a (MC). Las células PK1
con RNF43 de tipo natural no mostraron sensibilidad a LGK974 durante el ensayo de 10 dias. Las células HPAFII con
RNF43 mutante fueron inhibidas por LGK974 y la inhibicidn se rescaté parcialmente con la adiciéon de Wnt3a exdgeno,
de modo que inhibicién del crecimiento por LGK974 dependio de la sefializacion Whnt.

La FIG. 2 es un grafico que muestra la alineacién de la proteina RNF43 y la proteina ZNRF3 para mostrar los residuos
conservados. Esta informacion puede usarse para predecir mutaciones de cambio de sentido que son mutaciones
inactivadoras. La secuencia de la proteina RNF43 humana también se proporciona en la SEQ ID NO: 3 y la secuencia
de ZNRF3 humana también se proporciona en la SEQ ID NO: 4.

La FIG. 3 es un conjunto de graficos de barras que muestran la regulacién negativa de la sefializacion Wnt por RNF43
en células de cancer pancreatico YAPC, que expresan RNF43 de tipo natural. La FIG. 3(a) muestra que el agotamiento
de RNF43 aumenta la actividad Super TOPFlash (STF) en la linea de células de cancer pancreatico YAPC. Las células
YAPC-STF se transfectaron con el ARNip indicado en ausencia o presencia de medio acondicionado (MC) con Wnt3a, y
se midi6 la actividad del indicador de luciferasa STF. ARNip de pGL2 actia como un control negativo. La FIG. 3(b)
muestra que la activacion inducida por ARNip de RNF43 de la actividad STF depende de Wnt endégena. Las células
YAPC-STF se transfectaron con el ARNip indicado y a continuacién se trataron con DMSO o inhibidor de Porcupina
LGK974. A continuacion, se midi¢ la actividad del indicador STF. La FIG. 3(c) muestra que el agotamiento de RNF43
aumenta la expresion de AXIN2, un gen diana de B-catenina. Las células YAPC que expresan el vector vacio (VV) o
RNF43 resistente a ARNip se transfectaron con el ARNip indicado, y los niveles relativos de ARNm de AXIN2 y RNF43
por RT-PCR cuantitativa.

La FIG. 4 es un conjunto de graficos de barras que muestran alteraciones en el nivel del ARNm para varios genes
relacionados con la sefializacion Wnt/B-catenina. La FIG. 4(a) muestra que el agotamiento de B-catenina disminuye el
nivel de ARNm de AXIN2 y RNF43. Las células se trataron con ARNip, y los niveles relativos de ARNm de los genes
indicados se analizaron por RT-PCR cuantitativa. La FIG. 4(b) muestra que los inhibidores de Porcupina disminuyeron la
expresion de ARNm de RNF43 y ARNm de AXIN2. Las células YAPC se trataron con IWP2 3 uM o LGK974 1 uM, y se
sometieron a andlisis de expresion génica por RT-PCR cuantitativa.

Descripcion detallada de la invencion

Introduccion

La informacion técnica expuesta a continuacién puede, en algunos aspectos, ir mas alla del alcance de la invencion, que
esta definida por las reivindicaciones adjuntas. La informacién técnica adicional se proporciona para situar la presente
invencién en un contexto técnico mas amplio y para ilustrar posibles desarrollos técnicos relacionados.

Los inventores habian descubierto la funcién de dos reguladores negativos de la sefializacion Whnt, proteina dedos de
Zinc/RING 3 (ZNRF3, por sus siglas en inglés, Swiss-Prot QOULT6, SEQ ID NO: 4) y la proteina con dedos RING 43
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(RNF43, por sus siglas en inglés, Swiss-Prot Q68DV7, SEQ ID NO: 3). Hao HX ef al. (2012) Nature 485 (7397): 195-
200. RNF43, una proteina con dedos RING asociada al cancer, es una ubiquitina-ligasa que interactia con una proteina
nuclear, HAP95. Sugiura T y col. (2008) Exp. Cell Res. 314 (7). 1519-28. ZNRF3 y RNF43 son ambas ubiquitina-ligasas
E3 transmembrana de superficie celular homdélogas para el receptor de Whnt Frizzled. Ambas proteinas inhiben los
niveles de la superficie celular del complejo receptor de Wnt compuesto por Frizzled y LRP6.

Los inventores también habian mostrado que ZNRF3 es inducido transcripcionalmente por la activacién de la via Wnt.
La sobreexpresion de ZNRF3 disminuy6 la sefializacion Wnt, mientras que el ARNip de ZNRF3 o el ZNRF3 negativo
dominante aumentaron de manera potente la sefializacion Wnt. La fosforilacion de LRP6 se incremento con la inhibicion
de ZNRF3, lo que muestra que ZNRF3 actia anteriormente en la via Wnt. Por lo tanto, ZNRF3 regula la capacidad de
respuesta celular a la estimulacién del ligando Whnt. Los inventores confirmaron esta observacién en sistemas celulares
mediante experimentos in vivo utilizando tanto pez cebra como ratones con genes inactivados. Los inventores también
han mostrado que RNF43 es un homoélogo funcional de ZNRF3 y regula la sefializacién Whnt.

En la presente, se describe un uso diagnostico para dos ubiquitina-ligasas E3 transmembrana homélogas (RNF43 y
ZNRF3), que regulan de manera negativa los niveles del complejo receptor de Wnt Frizzled/LRP6 mediante la
ubiquitinaciéon de Frizzled. En la presente se describe el uso de mutaciones inactivadoras en el gen RNF43 o el gen
ZNRF3 como biomarcadores para la seleccion de células tumorales que son susceptibles de experimentar un retraso de
crecimiento debido a inhibidores de la via Wnt. En un aspecto, la invencién proporciona la seleccidén de pacientes con
cancer para el tratamiento con inhibidores de Whnt, donde la selecciéon es mediante el uso de mutaciones inactivadoras
en el RNF43 como biomarcadores para la susceptibilidad tumoral al tratamiento con inhibidores de Wnt. En la presente,
se describe que mutaciones inactivadoras de RNF43 tales como mutaciones de cambio de sentido y de desplazamiento
del marco de lectura estan presentes en tumores primarios y lineas celulares de adenocarcinomas ductales
pancreaticos (PDAC, por sus siglas en inglés). Dado que el RNF43 enddgeno de tipo natural regula la sefializacion Wnt
en las células PDAC y la inhibicién del RNF43 enddgeno en PDAC aumenta el nivel Frizzled y la sefializacién Whnt, la
invencién proporciona la identificacion de un componente de la via Wnt anterior (RNF43) que esta mutado en el cancer.

En la presente, se muestra que las células cancerosas con mutaciones del gen RNF43 son mas sensibles a la inhibicién
de la via Wnt. La inhibicién de RNF43 en las células cancerosas conlleva un aumento de los niveles de la superficie
celular de las proteinas Frizzled. En consecuencia, la sefializacion Wnt mejorada y las células cancerosas con RNF43
mutante, particularmente las células de cancer pancreatico, son mas sensibles a los antagonistas de Whnt. Por lo tanto,
la invencion proporciona que el estado mutacional de RNF43 puede usarse como una estrategia de seleccidén de
pacientes con cancer para la administracién terapéutica de inhibidores de la sefializaciéon Whnt.

Los inhibidores de Whnt son Utiles en composiciones farmacéuticas para uso humano o veterinario donde la inhibicion de
la via Wnt esta indicada, por ejemplo, en el tratamiento de tumores o crecimiento celular anémalo. La invencién
proporciona un inhibidor de Wnt o una composicién farmacéutica que comprende un inhibidor de Wnt para uso en un
método de tratamiento de un paciente con cancer con un inhibidor de Wnt, que comprende administrar un inhibidor de
Wnt o una composicién farmacéutica que comprende un inhibidor de Wnt a un paciente dependiendo de si se detecta
una mutacion inactivadora en el gen RNF43 en una muestra bioldgica obtenida del paciente, donde la presencia de una
mutacién inactivadora en el gen RNF43 se detecta utilizando un método seleccionado de una lista que consiste en
métodos de secuenciacion de ADN, secuenciacion de ADN gendomico, ADNc o ARN de un tejido canceroso, mediante
hibridacion, reacciéon en cadena de la polimerasa, analisis en gel de poliacrilamida, cromatografia o espectroscopia, y
cribado para detectar un producto proteico alterado codificado por el gen, p. ej., mediante inmunotransferencia,
electroinmunotransferencia, ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA), radioinmunoensayo (RIA),
inmunoprecipitacion, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, clasificacién celular activada por fluorescencia (FACS) y
microscopia inmunofluorescente.

ZNRF3 y RNF43 son homoélogos funcionales y ZNRF3 también esta mutado en ciertos tipos de tumores. El estado
mutacional de ZNRF3 es, por lo tanto, también informativo para la seleccién de pacientes con cancer para la
administracion terapéutica de antagonistas de Wnt.

En la presente, también se describe un ensayo o kit para estudiar el estado mutacional del gen RNF43 o del gen
ZNRF3. El ensayo o kit puede ser un ensayo de diagndstico complementario para su uso después de la aprobacién del
farmaco de un inhibidor de Whnt relacionado.

RNF43 y tumores pancregticos

El adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC, por sus siglas en inglés) es la forma mas comun de cancer pancreatico.
PDAC es extremadamente agresivo y se asocia con un prondstico sombrio. Matthaei H ef al. (2011) Ann. Surg. Oncol
18 (12): 3493-9; Luebke AM ef al. (2012) Pancraetology 12 (1): 16-22; Hezel AF (2006) Genes Dev. 20 (10). La
endoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN, por sus siglas en inglés), la neoplasia mucinosa papilar intraductal (IPMN,
por sus siglas en inglés) y la neoplasia quistica mucinica (MCN, por sus siglas en inglés) se consideran precursores de
PDAC. A pesar de sus caracteristicas ductales, PDAC no surge necesariamente del compartimento ductal.
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La via de sefializacion Wnt/B-catenina se regula dinamicamente durante el desarrollo pancreatico y es necesaria para el
desarrollo del pancreas exocrino. Wells JM (2007) BMC Dev. Biol. 7: 4. La inhibicion de la sefializacion Wnt/B-catenina
interrumpe el desarrollo acinar pero no de los islotes del pancreas. La expresién inducible de B-catenina estabilizada en
el pancreas de ratones adultos aumenta la proliferacion de células exocrinas maduras con efectos minimos en las
células de los islotes. Heiser PW et al. (2006) Development 133 (10): 2023-32. Cada vez hay mas pruebas de que la
activacion de la via Wnt puede contribuir al mantenimiento y/o progresién de PDAC. Morris JP et al. (2010) Nat. Rev.
Cancer 10 (10): 683-95. Se observa acumulacién nuclear o citoplasmatica de B-catenina en un subconjunto de PDAC
(Pasca di Magliano M et al. (2007) PLoS One 2 (11): e1155), lo que indica que la via esta activada. El nivel de B-
catenina citosélica y nuclear se correlaciona de manera positiva con el grado PanIN y el desarrollo de PDAC (Wang L et
al. (2009) Cancer Sci. 101 (3): 700-6), de manera que la sefializacién de pB-catenina promueve la progresion de PDAC.
El agotamiento de la B-catenina disminuyd la proliferacion de las células PDAC, lo que muestra la importancia de la p-
catenina en el mantenimiento del fenotipo transformante.

RNF43 esta mutado con frecuencia en IMPN y MCN (Furukawa T et al. (2011) Sci. Rep. 1: 161; Wu J et al. (2011) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 108 (52): 21188-93). IPMN y MCN son precursores del adenocarcinoma ductal pancreatico
invasivo (PDAC).

En la técnica se conoce la secuencia del RNF43 humano. El ADNc de RNF43 humano completo (NM_017763.4) se
puede adquirir de proveedores comerciales (por ejemplo, Open Biosystems, Glastonbury, CT, EE. UU. 06033). Para
obtener mas informacion sobre RNF43, consulte la Pat. de EE. UU. N.° 7 425 612. El polipéptido TAT179 es idéntico a
la regidn extracelular RNF43 después del péptido sefial. Véase la solicitud de patente internacional W02003/024392,
concedida en Europa como EP1487877B1.

Recientemente, se propuso que RNF43 era un supresor tumoral en tumores pancreaticos quisticos. Wu J et. al. (2011)
Proc. Natl. Acad. Sci. 108: 2188. En un estudio de secuenciacién de todo el exoma, 6 de 8 neoplasias mucinosas
papilares intraductales (IPMN) y 3 de 8 neoplasias quisticas mucinosas (MCN) mostraron que albergaban mutaciones
inactivadoras de RNF43. La preponderancia de mutaciones inactivadoras en RNF43 y la pérdida de heterocigosidad
(LOH, por sus siglas en inglés) de su locus establecen a RNF43 como un supresor tumoral tanto en IPMN como en
MCN. En su informe, Wu et al. no proporcion6 ningun estudio funcional de RNF43.

Mas recientemente, se mostrd que la delecion especifica del intestino de Znrf3 y Rnf43 induce la sobreproliferacion de
las criptas intestinales y la formacion de adenoma intestinal en ratones. Koo BK et al. (2012) Nature 488 (7413): 665-9.
Ademas, se han identificado mutaciones de RNF43 en diferentes tumores, incluidos los tumores pancreaticos quisticos.
Estos estudios muestran que RNF43 actia como un regulador negativo de la sefializacién Wnt/B-catenina relacionada
con ZNRF3.

Sin embargo, no se ha identificado un sistema celular en el que RNF43 sea importante, y el estudio de pérdida de
funcién in vitro de RNF43 no ha sido posible. Por lo tanto, la relevancia fisiolégica de la mutacién RNF43 en el cancer ha
sido desconocida hasta la fecha.

Via Wht/B-catenina

La via de sefalizacion Wnt/B-catenina conservada evolutivamente es importante para el desarrollo embrionario y la
homeostasis del tejido adulto. Logan CY y Nusse R (2004) Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 20: 781-810; Clevers H (2006)
Cell 127 (3). 469-80. La sefializacién Whnt regula el recambio del cofactor de la transcripcion p-catenina y controla los
programas clave de la expresion génica del desarrollo. MacDonald BT ef al. (2009) Dev. Cell 17 (1): 9-26. En ausencia
de la activacion de la via Wnt, la pB-catenina citosdlica se asocia con el complejo de destruccién de B-catenina, que
contiene multiples proteinas, que incluyen poliposis adeomatosa del colon (APC, por sus siglas en inglés), AXIN y la
glucdgeno sintasa cinasa 3a/p (GSK3a/B). En este complejo, la B-catenina es fosforilada constitutivamente por GSK3, y
la B-catenina fosforilada es degradada por la via de la ubiquitina-proteasoma. La sefial Wnt es recibida por sus dos
receptores, Frizzled y LRP5/6, lo que conduce a la disociacion del complejo de destruccion de pB-catenina. La pB-catenina
estabilizada entra en el nucleo, se une a la familia de factores de transcripcion TCF y activa la transcripcion.

Se ha implicado la activacién aberrante de la sefializacién Wnt/B-catenina en la tumorogénesis, y muchos componentes
posteriores de la via Wnt estan mutados en los canceres. Se observan mutaciones de truncamiento de APC en un 80%
del cancer colorrectal. También se observan mutaciones de estabilizacion de pB-catenina y las mutaciones de pérdida de
funcién de AXIN1/2 en varios tipos de cancer. A pesar de la intensa investigacion, actuar sobre la sefializacion de B-
catenina en los canceres que albergan la mutacion de la via posterior sigue constituyendo un desafio debido a la falta
de dianas manejables. Por otro lado, hay varias dianas manejables en la via de sefializacién Wnt anterior. Se estan
desarrollando varios agentes dirigidos a la sefializacion Wnt anterior, incluido el anticuerpo LRP6 (Ettenberg S et al.
(2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107 (35): 15473-8), anticuerpo Frizzled (Gurney A et al. (2012) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 109 (29): 11717-22), e inhibidor de Porcupina (Chen B et al. (2009) Nat. Chem. Biol. 5 (2): 100-7). Sin embargo, el
desarrollo clinico de estos agentes ha sido dificil previamente, ya que estas moléculas no inhibirian la sefializacion de B-
catenina en tumores con una mutacién posterior y ha resultado un desafio identificar tumores humanos adictos a la
sefializacién Wnt/B-catenina inducida por ligando.
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Definiciones

«Cancer", tal como se describe en la Pat. de EE. UU. N.° 8 093 011 y la Pat. de EE. UU. N.® 8 093 011 es un nombre
genérico para una amplia gama de neoplasias malignas celulares caracterizadas por un crecimiento desregulado, falta
de diferenciacion y la capacidad de invadir tejidos locales y generar metastasis. Estas neoplasias malignas afectan, con
diversos grados de prevalencia, a cada tejido y 6rgano del cuerpo. Por lo tanto, el término «cancer», tal como se usa en
la presente, se refiere a la presencia de células que poseen caracteristicas tipicas de las células que provocan cancer,
tales como proliferacion descontrolada, inmortalidad, potencial metastasico, rapido crecimiento y tasa de proliferacion, y
ciertos rasgos morfolégicos caracteristicos. A menudo, las células cancerosas adoptaran la forma de un tumor, pero
tales células pueden existir solas o pueden circular en el torrente sanguineo como células independientes, como las
células leucémicas.

El «crecimiento celular anémalo» se refiere al crecimiento celular que es independiente de los mecanismos reguladores
normales (por ejemplo, pérdida de inhibicién por contacto). Esto incluye el crecimiento anémalo de: (1) células tumorales
(tumores) que proliferan por la hiperactividad de una via Wnt en la célula; (2) células benignas y malignas de otras
enfermedades proliferativas en las que se produce una hiperactividad aberrante de una via Wnt en la célula; (4)
cualesquiera tumores que proliferen por hiperactividad de una via Wnt en la célula; (5) cualesquiera tumores que
proliferen por hiperactividad de una via Wnt en la célula; y (6) células benignas y malignas de otras enfermedades
proliferativas en las que se produce una hiperactividad aberrante de una via Wnt.

Un «biomarcador» es cualquier cosa que pueda usarse como un indicador de un estado patologico particular o algin
otro estado fisioldgico de un organismo, tal como un ser humano. Un biomarcador puede ser la presencia de un gen, un
alelo de un gen, una medida de la expresion génica, una proteina o un efecto funcional de la actividad de la proteina
que puede medirse y correlacionarse con un estado fisiologico. Los biomarcadores se usan en medicina como
parametros de laboratorio que un médico puede usar como ayuda para tomar decisiones al realizar un diagnéstico y
seleccionar un curso de tratamiento.

Una «pérdida de heterocigosidad» (LOH) es una deleciéon de material genético (ADN) que experimentan casi todas las
variedades de cancer, en comparacién con las células normales. Véase, la Pat. de EE. UU. N.° 7 718 364. La pérdida
de material genético de las células cancerosas puede dar como resultado la pérdida selectiva de uno de dos o mas
alelos de un gen en un locus particular en el cromosoma, donde el gen puede afectar al crecimiento celular. Debido a la
heterogeneidad genética o al polimorfismo del ADN, muchos de los alelos apareados de genes difieren entre si. Cuando
los dos alelos son idénticos, se dice que el individuo es homocigético para ese par de alelos en ese locus particular.
Como alternativa, cuando los dos alelos son diferentes, el individuo es heterocigoético en ese locus. Tipicamente, ambos
alelos se transcriben y, en ultima instancia, se traducen en proteinas idénticas en el caso homocigético o en proteinas
diferentes en el caso heterocigético. Si se pierde uno de un par de alelos heterocigoéticos debido a la delecion de ADN
de uno de los cromosomas apareados, solo se expresara el alelo restante y las células afectadas seran homocigéticas
desde un punto de vista funcional. Esta situacion se denomina "pérdida de heterocigosidad" (LOH) o reduccion a la
homocigosidad. Mediante el uso de sondas de ADN, el ADN de las células normales de un individuo se puede comparar
con el ADN extraido de las células tumorales del mismo individuo y se puede identificar LOH utilizando técnicas
experimentales muy conocidas en la técnica. Como alternativa, se puede analizar LOH demostrando dos formas
polimoérficas de una proteina en células heterocigoticas normales, y solo una forma en células cancerosas donde se ha
producido la deleciéon de un alelo. Véase, por ejemplo, Lasko et al. (1991) Annu. Rev. Genet. 25: 281-314. Se ha
informado de LOH frecuente en regiones cromosdmicas especificas en muchos tipos de neoplasias malignas, lo que
muestra la existencia de genes supresores de tumores o genes relacionados con tumores putativos en estos loci o cerca
de ellos. Por lo tanto, el analisis LOH es una herramienta poderosa para buscar un gen supresor de tumores al
estrechar e identificar la regidén donde existe un gen putativo. Véase, Vogelstein ef al. (1988) New Engl. J. Med. 319 (9):
525-532; Fearon et al. (1990) Cell 61: 759-767; y Friend et al., Nature 323: 643-646 (1986). Los andlisis han identificado
muchos tipos de genes relacionados con tumores o supresores de tumores candidatos. Véase, Call et al. (1990) Cell 60
509-520; Kinzler et al. (1991) Science 253:; 661-665; y Baker ef al. (1989) Science 244. 217-221.

Una mutacién de «pérdida de la funcion» (LOF, por sus siglas en inglés) es una mutacion o alelo de un gen, cuyo
resultado es que el producto génico (tal como la proteina codificada) tiene una funcién inferior a la normal o no tiene
funcién en una célula u organismo (incluido una célula humana o un ser humano). Cuando el alelo tiene una pérdida
completa de la funcion (alelo nulo), a menudo se lo llama mutaciéon amorfa. Los fenotipos asociados con mutaciones de
pérdida de la funcidén son a menudo recesivos.

Una «sustitucion» es una mutacion que intercambia una base por otra (es decir, un cambio en una Unica «letra
quimicay, tal como cambiar una A por una G). Una sustitucion de este tipo podria (1) cambiar un cod6n a uno que
codifica un aminoacido diferente y causar un pequefio cambio en la proteina producida (por ejemplo, la anemia de
células falciformes esta causada por una sustitucion en el gen de la beta-hemoglobina, que altera un tnico aminoacido
en la proteina producida, (2) cambiar un codén a uno que codifica el mismo aminoacido y no causa ningin cambio en la
proteina producida («mutaciones silenciosas»), o (3) cambiar un codén que codifica un aminoacido a un Unico codén de
«parada» y provocar una proteina incompleta (una proteina incompleta por lo general no es funcional).

Una «insercion» es una mutacién en la que se insertan pares de bases adicionales en un lugar en el ADN.
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Una «delecién» es una mutacion en la que una seccién de ADN se pierde o se elimina.

Un «desplazamiento del marco de lectura» es una mutacién provocada por inserciones o deleciones) de una serie de
nucleoétidos que no es divisible de forma equitativa por tres de una secuencia de ADN. Debido a la naturaleza triple de la
expresion de genes a partir de codones, la insercion o deleciéon puede cambiar el marco de lectura (el agrupamiento de
codones), lo que da como resultado una traduccién completamente diferente de la original. Esto a menudo genera
proteinas truncadas que dan como resultado una pérdida de la funcién.

La «secuenciacion de Sanger» (llamada asi por su inventor Frederick Sanger) es el método de terminacién de la cadena
para secuenciar polinucleétidos. Una caracteristica del método de secuenciacion de Sanger es el uso de
didesoxinucledtidotrifosfatos (ddNTP) como terminadores de la cadena de ADN. El método de secuenciacidn Sanger es
a menudo un método automatico.

Los métodos de «secuenciacion de ultima generacion» son un grupo de métodos de secuenciacién de alto rendimiento
desarrollados recientemente en el que el proceso de secuenciacidén se realiza en paralelo y se producen miles o
millones de secuencias a la vez. La combinacion del aumento de los datos generados, junto con la reduccién de los
costes necesarios para generar estos datos, ha hecho que esta tecnologia sea reconocida por los expertos en la técnica
como una herramienta manejable de uso general.

El término «tratar» tal como se usa en la presente, a menos que se indique lo contrario, significa revertir, aliviar, inhibir el
progreso o prevenir, ya sea parcial 0 completamente, el crecimiento de tumores, metastasis tumorales u otras células
neoplasicas o causantes de cancer en un paciente . El término «tratamiento» tal como se usa en la presente, a menos
que se indique lo contrario, se refiere al acto de tratar.

La frase «un método de tratamiento» o su equivalente, cuando se aplica al tratamiento del cancer, se refiere a un
procedimiento o curso de accion disefiado para reducir o eliminar la cantidad de células cancerosas o para aliviar los
sintomas de un cancer. «Un método para tratar» el cancer u otro trastorno proliferativo no necesariamente significa que
las células cancerosas u otras células desordenadas se eliminaran realmente, que el nimero de células o trastorno se
reducira realmente, o que los sintomas de un cancer u otro trastorno se aliviaran realmente. A menudo, se llevara a
cabo un método para tratar el cancer incluso con una baja probabilidad de éxito, pero que, dado el historial médico y la
esperanza de supervivencia estimada, se considera un curso de accion beneficioso en general.

Un «agente terapéuticamente eficaz» es una composicion que provocara la respuesta biolégica o médica de un tejido,
sistema, animal o ser humano que esté buscando el investigador, veterinario, médico u otro facultativo.

Una «cantidad terapéuticamente eficaz» o «cantidad eficaz» es la cantidad del compuesto o combinacion objeto que
provocara la respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que esta buscando el
investigador, veterinario, médico u otro facultativo.

Un «inhibidor» es un compuesto que inhibe (por ejemplo, antagoniza, reduce, disminuye, bloquea, revierte o altera) el
efecto de un compuesto de origen natural o de referencia tal como se ha descrito anteriormente. Tales inhibidores
pueden incluir cualquier compuesto, proteina, péptido o acido nucleico (incluidos ribozimas y antisentido) o producto de
disefio o seleccion de farmacos/compuestos/péptidos que proporcione el efecto antagonista.

Un polinucleétido «aislado», 0 una molécula de acido nucleico aislada, es una molécula de acido nucleico que se ha
separado de su medio natural (es decir, que ha sido sometida a manipulacién humana), siendo su medio natural el
genoma o el cromosoma en el que la molécula de acido nucleico se encuentra en la naturaleza. Como tal, «aislado» no
refleja necesariamente el grado en que la molécula de acido nucleico se ha purificado, pero muestra que la molécula no
incluye un genoma completo o un cromosoma completo en el que la molécula de acido nucleico se encuentra en la
naturaleza. Los polinucleétidos tales como los utilizados en un método de la invencién para detectar genes (por ejemplo,
por hibridacion con un gen) son habitualmente una porcién del gen diana que es adecuada para uso como sonda de
hibridacion o cebador de PCR para la identificacién de un gen completo (0 una porcién de este) en una muestra dada
(por ejemplo, una muestra celular). Una molécula de acido nucleico aislada puede incluir un gen o una porcién de un
gen (por ejemplo, la regién reguladora o el promotor). Una molécula de acido nucleico aislada que incluye un gen no es
un fragmento de un cromosoma que incluye dicho gen, sino que incluye la regién codificante y las regiones reguladoras
asociadas con el gen, pero no genes adicionales que se encuentran de forma natural en el mismo cromosoma. Una
molécula de acido nucleico aislada también puede incluir una secuencia de acido nucleico especificada flanqueada por
(es decir, en el extremo 5 'o el extremo 3' de la secuencia, 0 ambos) acidos nucleicos adicionales que normalmente no
flanquean la secuencia de acido nucleico especificada en la naturaleza (es decir, secuencias heter6logas). La molécula
de acido nucleico aislada puede incluir ADN, ARN (por ejemplo, ARNm) o derivados de ADN o ARN (por ejemplo,
ADNCc). Aunque la frase «molécula de 4cido nucleico» se refiere principalmente a la molécula fisica de acido nucleico y
la frase «secuencia de acido nucleico» se refiere principalmente a la secuencia de nucleédtidos en la molécula de acido
nucleico, las dos frases se pueden usar indistintamente, especialmente con respecto a un molécula de acido nucleico, o
una secuencia de acido nucleico, que es capaz de codificar una proteina. Se puede producir una molécula de acido
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nucleico aislada usando tecnologia de ADN recombinante (por ejemplo, amplificacion mediante la reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR), clonacion) o sintesis quimica.

Una «sonda» (sonda oligonucleotidica) es una molécula de acido nucleico en la que su tamafio normalmente varia de
aproximadamente 50-100 nucleétidos a varios cientos de nucleédtidos a varios miles de nucleétidos de longitud. Por lo
tanto, una sonda puede tener cualquier longitud adecuada para su uso en un ensayo descrito en la presente, incluida
cualquier longitud en el intervalo de 50 a varios miles de nucleétidos, en incrementos de ndmeros enteros. Dicha
molécula se usa normalmente para identificar una secuencia de acido nucleico diana en una muestra mediante la
hibridacion con dicha secuencia de acido nucleico diana en condiciones de hibridacidn rigurosas. Las condiciones de
hibridacion son conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al . (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Labs Press.

Los «cebadores» también son secuencias de acido nucleico. Los cebadores de PCR son normalmente oligonucleédtidos
de longitud bastante corta (por ejemplo, 8-30 nucledtidos) que se usan en reacciones en cadena de la polimerasa. Los
expertos en la técnica pueden desarrollar y producir faciimente cebadores y sondas de hibridacion de PCR, utilizando
informacién de la secuencia procedente de la secuencia diana. Véase, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Labs Press.

Los términos «muestra de prueba» o «muestra del paciente» se pueden usar generalmente para referirse a una muestra
de cualquier tipo que contenga células o productos que hayan sido secretados de las células para ser evaluados por el
método de la invencidn, que incluyen, sin caracter limitante, una muestra de células aisladas, una muestra de tejido o
una muestra de fluido corporal. Una muestra de células aisladas es una muestra de células, normalmente en
suspension o separadas del tejido conectivo que pueda haber conectado las células dentro de un tejido in vivo , que se
han recogido de un 6rgano, tejido o fluido mediante cualquier método adecuado que dé como resultado la recogida de
un numero adecuado de células para su evaluacion por el método de la invencion. Las células en la muestra de células
no son necesariamente del mismo tipo, aunque se pueden utilizar métodos de purificacidn para enriquecer en el tipo de
células que se evallan preferentemente. Las células pueden obtenerse, por ejemplo, raspando un tejido, procesando
una muestra de tejido para liberar células individuales o mediante aislamiento a partir de un fluido corporal.

Una «muestra de tejido», aunque similar a una muestra de células aisladas, se define en la presente como una seccién

de un organo o tejido del cuerpo que normalmente incluye varios tipos de células, opcionalmente con estructuras del
citoesqueleto que mantienen las células juntas. El término «muestra de tejido» puede usarse, en algunos casos,
indistintamente con una «muestra de células», aunque el término «muestra de tejido» puede usarse mas
frecuentemente para designar una estructura mas compleja que una muestra de células. Se puede obtener una muestra
de tejido mediante una biopsia, por ejemplo, que incluye corte, corte en rebanadas o sacabocados.

Una «muestra de fluido corporal», como la muestra de tejido, contiene las células que se van a evaluar, y es un fluido
obtenido por cualquier método adecuado para el fluido corporal particular que se va a muestrear. Los fluidos corporales
adecuados para el muestreo incluyen, sin caracter limitante, sangre, mucosa, liquido seminal, saliva, esputo, lavado
bronquial, leche materna, bilis y orina.

Un «nivel de control» es un nivel de control de la heterocigosidad, que puede incluir un nivel que se correlaciona con la
sensibilidad al inhibidor de Wnt o un nivel que se correlaciona con la resistencia al inhibidor de Wnt. Por lo tanto, se
puede determinar, en comparaciéon con el control o el nivel de referencia de pérdida de la heterocigosidad, si una
muestra de un paciente es mas probable que sea sensible o resistente a la terapia con inhibidores de Wnt (por ejemplo,
que responde bien o que responde (uno que se beneficiara de la terapia) o que responde mal o0 no responde (uno que
no se beneficiara o se beneficiara poco de la terapia). Mas especificamente, un «nivel de control» puede denotar un
nivel de control de la heterocigosidad; una secuencia de ADN, ADNc o ARN que muestra un estado natural, normal o de
referencia; un nivel de control del ARNm o actividad de RNF43; un nivel de control del ARNm o actividad de ZNRF3, el
efecto funcional de la pérdida del gen RNF43 o la pérdida del gen ZNRF3, que puede incluir un nivel, secuencia o efecto
que se correlaciona con la sensibilidad al inhibidor de Wnt o un nivel que se correlaciona con la resistencia al inhibidor
de Whnt. Por lo tanto, se puede determinar, en comparacién con la heterocigosidad de control; una secuencia de ADN,
ADNc o ARN que muestra un estado natural, normal o de referencia; ARNm o actividad normal o de referencia de
RNF43; ARNm o actividad normal o de referencia de ZNRF3, o efecto funcional normal o de referencia de los genes
RNF43 o0 ZNRF3, si una muestra de un paciente, una célula cancerosa o una célula es mas probable que sea sensible o
resistente al inhibidor de Wnt. El «nivel de control» puede referirse a la secuencia, parametro o nivel medido para la
comparacion en un tejido o célula no cancerosa, sana, de tipo natural, o en una realizacion particular, una célula tumoral
tratada con placebo.

La expresidn «individuos emparejados» se refiere a un emparejamiento de los individuos de control en funcién de una o
mas caracteristicas que son adecuadas para el tipo de crecimiento tumoral o celular que se va a evaluar. Los individuos
de control se pueden emparejar con el paciente que se va a evaluar en funcién del género, edad, raza o cualquier factor
biolégico o sociologico relevante que pueda afectar a la referencia de los individuos de control y el paciente (por
ejemplo, afecciones preexistentes, consumo de sustancias concretas, niveles de otros factores bioldgicos o fisioldgicos).
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Una «composicidn farmacéutica» es una combinacion de agente activo y otro portador, por ejemplo, compuesto o
composicion, inerte (por ejemplo, un agente o etiqueta detectable) o activo, tal como un adyuvante, diluyente,
aglutinante, estabilizante, tampones, sales, disolventes lip6filos, conservantes, adyuvantes o similares. Los portadores
también incluyen excipientes y aditivos farmacéuticos, por ejemplo: proteinas, péptidos, aminodcidos, lipidos y
carbohidratos (por ejemplo, azlcares, incluidos monosacaridos y oligosacaridos; azlcares derivatizados tales como
alditoles, acidos aldonicos, azucares esterificados y similares; y polisacaridos o polimeros de azucar), que pueden estar
presentes solos o combinados, que comprenden solos 0 combinados un 1-99,99% en peso o volumen. Los excipientes
de carbohidratos incluyen, por ejemplo: monosacaridos tales como fructosa, maltosa, galactosa, glucosa, D-manosa,
sorbosa y similares; disacaridos, tales como lactosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa y similares; polisacaridos, tales
como rafinosa, melecitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones y similares; y alditoles, tales como manitol, xilitol,
maltitol, lactitol, xilitol sorbitol (glucitol) y mioinositol. Puede ser un sélido o estar en forma liquida.

Métodos

En un aspecto, la invencidn proporciona un método para seleccionar un paciente con cancer para el tratamiento con un
inhibidor de Whnt, que comprende determinar si en una muestra biologica del paciente esta presente una mutacion
inactivadora en el gen RNF43.

En una realizacion, la presencia de la mutacion inactivadora se detecta mediante métodos de secuenciacion de ADN.
En una realizacion, la presencia de la mutacién inactivadora se detecta secuenciando el ADN gendmico, ADNc o ARN
de un tejido canceroso. En una realizacidn, la presencia de la mutacion inactivadora se detecta mediante hibridacion,
reaccion en cadena de la polimerasa, analisis en gel de poliacrilamida, cromatografia o espectroscopia. En una
realizacién, la mutacién inactivadora se detecta mediante un cribado para detectar un producto proteico alterado
codificado por el gen, p. ej., mediante inmunotransferencia, electroinmunotransferencia, ensayo de inmunoadsorcion
enzimatica (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), inmunoprecipitacién, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia,
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) y microscopia inmunofluorescente.

De acuerdo con la divulgacién, el estado mutacional del gen RNF43 o del gen ZNRF3 en las células tumorales se puede
analizar mediante cualquiera de los siguientes métodos, 0 mediante una combinacion de los métodos.

(i) Analisis del nimero de copias del ADN de la regién RNF43 en el cromosoma 17 en el locus genédmico 17q22
para ver si se pierden una o ambas copias del gen RNF43. Como alternativa, analisis del nimero de
copias del ADN de la regién ZNRF3 en el cromosoma 22 en el locus genémico 22q12.1 para ver si se
pierden una o0 ambas copias del gen ZNRF3. La pérdida de heterocigosidad de RNF43 o0 ZNRF3 es un
biomarcador para tumores que se seleccionan para reducir su tasa de crecimiento mediante el
tratamiento con un inhibidor de Whnt.

(ii) Secuenciacién de ADN gendmico, ADNc o ARN a partir de tejidos cancerosos para detectar una mutacién
inactivadora en el gen RNF43. Una mutacién inactivadora de RNF43 o ZNRF3 es un biomarcador
para tumores que se seleccionan para reducir su tasa de crecimiento mediante el tratamiento con un
inhibidor de Wnt. Una mutacién inactivadora puede ser una mutacién terminadora, una mutacion de
desplazamiento del marco de lectura, una variante de corte y empalme o0 una mutaciéon de cambio de
sentido que produce un cambio de aminoacidos en los residuos conservados.

(iii) Ensayo de expresion del ARNm de RNF43 o ensayo de expresion del ARNm de ZNRF3 usando Tagman u
otras técnicas similares. Las mutaciones terminadoras o de desplazamiento del marco de lectura en
los ARNm a menudo dan como resultado una desintegracion de ARNm mediada por la mutacion
terminadora. Por lo tanto, la pérdida de la expresion del ARNm de RNF43 en células cancerosas
podria usarse como un ensayo secundario o alternativo para detectar mutaciones terminadoras o de
desplazamiento del marco de lectura de RNF43. La ausencia de ARNm de RNF43 también podria
deberse al silenciamiento epigenético, en cuyo caso no hay mutaciéon en el ADN genomico.

(iv) Analizar el efecto funcional de la pérdida del gen RNF43 o la pérdida del gen ZNRF3, tal como mediante el
analisis y la deteccién de un aumento de los niveles de proteina Frizzled, aumento de los niveles de la
proteina LRP6, aumento de la fosforilacidn de LRP6 y aumento de la fosforilacion de Disheveled en
muestras tumorales en comparacién con el control normal (donde el aumento de los niveles de la
proteina Frizzled, aumento de los niveles de proteina LRP6, aumento de la fosforilacion de LRP6 y el
aumento de la fosforilacién de Disheveled en muestras tumorales es indicativo de un nivel inferior al
del control del biomarcador gen RNF43 o del biomarcador gen ZNRF3).

El paso de deteccién se puede realizar mediante el uso de una sonda de nucleétidos que se hibrida con las secuencias
proporcionadas en la SEQ ID NO: 1 (para RNF43) o la SEQ ID NO: 2 (para ZNRF3).

Una mutacion inactivadora puede ser una mutacién terminadora (véase la TABLA 1 y la TABLA 2), una mutacién de

desplazamiento del marco de lectura (véase la TABLA 1 y TABLA 2), una mutacion del sitio de corte y empalme o una
mutacién de cambio de sentido que da como resultado un cambio de aminoacidos en los residuos conservados. La FIG.
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2 muestra una alineacién de las proteinas RNF43 y ZNRF3 humanas, que proporciona una guia sobre cudles son los
aminoacidos conservados en las proteinas.

Una mutacion en el sitio de corte y empalme es una mutacion genética que inserta o elimina una serie de nucleétidos en
el sitio especifico en el que se produce el corte y empalme de un intrén durante el procesamiento del ARN mensajero
precursor en ARN mensajero maduro. La supresion del sitio de corte y empalme da como resultado que uno o mas
intrones permanezcan en el ARNm maduro y puede dar lugar a la produccion de proteinas aberrantes.

Las mutaciones terminadoras o de desplazamiento del marco de lectura en los ARNm a menudo dan como resultado
una desintegracién de ARNm mediada por la mutacion terminadora. Por lo tanto, la pérdida de la expresién del ARNm
de RNF43 en células cancerosas podria usarse como un ensayo secundario o alternativo para detectar mutaciones
terminadoras o de desplazamiento del marco de lectura de RNF43. La ausencia de ARNm de RNF43 también podria
deberse al silenciamiento epigenético, en cuyo caso no hay mutaciéon en el ADN genomico.

El paso de comparacién se puede llevar a cabo comparando el nivel de biomarcador en las células tumorales con un
nivel de control del biomarcador en una 0 mas células de control que son resistentes al inhibidor de Wnt 0 en una 0 mas
células de control que son sensibles al inhibidor de Wnt, o ambos. En un aspecto, se ha predeterminado el nivel de
control del biomarcador que se ha correlacionado con la sensibilidad o resistencia al inhibidor de Whnt.

Para el paso de seleccién del paciente que se predice que se beneficiara o no se beneficiara de la terapia con el
inhibidor de Whnt, se contempla que para la mayoria de los pacientes estudiados, la mayoria de los pacientes tendran
tumores resistentes al tratamiento con inhibidores de Wnt. Se espera que la dependencia de los tumores de la
sefializacién Wnt no sea tan frecuente como la dependencia de los tumores de la sefializacidn del factor de crecimiento.
Ademas, si los tumores dependientes de Wnt tienen mutaciones genéticas posteriormente en la via Wnt, entonces los
tumores no responderian a la mayoria de los inhibidores de Whnt actuales. Por lo tanto, en la técnica es necesario
seleccionar para el tratamiento el conjunto de pacientes con cancer que responderan bien al tratamiento con inhibidor
de Whnt. La capacidad de predecir a los que responderan bien es la principal utilidad de la determinacién del estado
mutacional de RNF43 o el estado mutacional de ZNRF3 en tumores de pacientes con cancer.

Se puede utilizar cualquiera de las realizaciones del método de la invencidn descrito anteriormente con un paciente que
tiene cualquier tipo de cancer. En una realizacion, el paciente tiene un carcinoma ductal, adenocarcinoma o melanoma
(véase la TABLA 1). En ofra realizacién, el paciente tiene un cancer pancreatico, un cancer de colon, un cancer de
esofago o un cancer de piel (véase la TABLA 1, TABLA 2, TABLA 3, TABLA 4 y TABLA 5). En otro método mas de la
invencién, el paciente tiene un tumor gastrico con una mutacion de RNF43.

En cualquiera de las realizaciones de la invencion descritas anteriormente, se puede evaluar la sensibilidad a cualquier
inhibidor de Wht. In vitro, la sensibilidad del inhibidor de Wnt puede determinarse en ensayos estandar de proliferacion,
diferenciacién y apoptosis celular. El efecto del inhibidor de Wnt sobre el estado de la sefializacion Wnt en las células
tumorales se puede evaluar verificando el nivel de B-catenina, la expresion de ARNm del gen diana de B-catenina
AXIN2 y la fosforilacion de LRPS6. En la clinica, la evaluacion se basa en cuanto se reduce el tumor segln la obtencion
de imagenes si es un tumor sélido o un biomarcador para el estado del tumor, por ejemplo, mediante una tomografia por
emision de positrones (PET).

En la técnica existe constancia de métodos para medir el volumen tumoral. Véase, Therasse P. ef al. (2000) J. Natl.
Cancer Inst. 92(3): 205-216. Se deberian utilizar el mismo método de evaluacién y la misma técnica para caracterizar
cada lesion identificada y sefialada en el inicio y durante el seguimiento. Se prefiere la evaluaciéon basada en imagenes
a la evaluacion por examen clinico cuando se han utilizado ambos métodos para evaluar el efecto antitumoral de un
tratamiento.

Examen clinico. Las lesiones detectadas clinicamente solo se consideraran medibles cuando sean superficiales (por
ejemplo, nédulos de la piel y ganglios linfaticos palpables). Para el caso de las lesiones cutaneas, se recomienda la
documentacion mediante fotografias en color, incluida una regla para estimar el tamafio de la lesion.

Radiografia de pecho. Las lesiones en la radiografia de térax son aceptables como lesiones medibles cuando estan
claramente definidas y rodeadas de pulmén aireado. Sin embargo, se prefiere la TAC. Se proporcionan mas detalles
sobre el uso de este método de evaluacion para la evaluacion objetiva de la respuesta tumoral en Therasse P ef al.
(2000) J. Natl. Cancer Inst. 92 (3): 205-216.

TAC e IRM. La tomografia computarizada de rayos X (TAC) y la obtencion de imagenes por resonancia magnética (IRM)
son los mejores métodos y mas reproducibles de los que se dispone en la actualidad para medir las lesiones diana
seleccionadas para la evaluacion de la respuesta. La TAC y la IRM convencionales se deben realizar con cortes
contiguos de 10 mm o menos de grosor de corte. La TAC espiral debe realizarse mediante el uso de un algoritmo de
reconstruccion contigua de 5 mm; esta memoria descriptiva se aplica a los tumores de pecho, abdomen y pelvis,
mientras que los tumores de cabeza y cuello y los de las extremidades generalmente requieren protocolos especificos.
Véase, Therasse P et al. (2000) J. Natl. Cancer Inst. 92 (3): 205-216.
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Ecografia. Cuando el criterio de valoracion primario del estudio es la evaluacién objetiva de la respuesta, la ecografia no
debe usarse para medir lesiones tumorales que no son faciimente accesibles desde el punto de vista clinico. Puede
usarse como una posible alternativa a las medidas clinicas para los ganglios linfaticos palpables superficiales, lesiones
subcutaneas y nddulos tiroideos. La ecografia también puede ser Util para confirmar |la desaparicion completa de las
lesiones superficiales, generalmente evaluadas mediante examen clinico. Las justificaciones para no utilizar la ecografia
para medir las lesiones tumorales para la evaluacién objetiva de la respuesta se proporcionan en el Apéndice |.

Endoscopia y laparoscopia. La utilizacion de estas técnicas para la evaluacion objetiva del tumor atn no se ha validado
total o ampliamente. Sus usos en este contexto especifico requieren equipos sofisticados y un alto nivel de experiencia
que puede estar disponible solo en algunos centros. Por lo tanto, la utilizacion de tales técnicas para la respuesta
objetiva del tumor debe limitarse a fines de validacion en centros especializados. Sin embargo, tales técnicas pueden
ser (tiles para confirmar la respuesta histopatolégica completa cuando se obtienen muestras de biopsia.

Marcadores tumorales. Los marcadores tumorales que se usan para la correlacién con las medidas del volumen tumoral
(es decir, no los marcadores de la invencién) solos no pueden usarse para evaluar la respuesta. Sin embargo, si los
marcadores estan inicialmente por encima del limite superior normal, deben volver a los niveles normales para que se
considere que un paciente tiene una respuesta clinica completa cuando todas las lesiones tumorales hayan
desaparecido. Se estan validando criterios adicionales especificos para el uso estandarizado de antigeno prostatico
especifico y respuesta de CA (antigeno de cancer) 125 en apoyo de ensayos clinicos.

Citologia e histologia. Las técnicas citolégicas e histoldgicas se pueden usar para diferenciar entre la respuesta parcial y
la respuesta completa en casos raros (por ejemplo, después del tratamiento para diferenciar entre las lesiones benignas
residuales y las lesiones malignas residuales en tipos de tumores como los tumores de células germinales). Se requiere
confirmacion citolégica de la naturaleza neoplasica de cualquier derrame que aparezca o empeore durante el
tratamiento cuando el tumor medible haya cumplido los criterios de respuesta o enfermedad estable. En tales
circunstancias, el examen citoldgico del liquido recolectado permitira la diferenciacion entre la respuesta o la
enfermedad estable (un derrame puede ser un efecto secundario del tratamiento) y la enfermedad progresiva (si se
confirma el origen neoplasico del liquido). Las nuevas técnicas para establecer mejor la respuesta objetiva del tumor se
integraran en estos criterios cuando estén completamente validadas para usarse en el contexto de la evaluacién de la
respuesta tumoral.

Pérdida de la heterocigosidad.

El método para establecer un nivel de control de pérdida de la heterocigosidad se selecciona en funcién del tipo de
muestra, el tejido u 6rgano del que se obtiene la muestra y el estado del paciente que se va a evaluar. El método puede
ser el mismo método que se utilizara para evaluar la muestra en el paciente. El nivel de control se puede establecer
usando el mismo tipo de célula que la célula que se va a evaluar. El nivel de control se puede establecer a partir de
muestras de control que son de pacientes o lineas celulares que se sabe que son resistentes o sensibles a los
inhibidores de Wnt. En una ocasion, las muestras de control se obtuvieron de una poblacién de individuos emparejados.

Para establecer un nivel de control, se obtienen y evallan muestras de una serie de individuos emparejados de la
misma manera que para las muestras de prueba. Los expertos en la materia pueden determinar el nimero de individuos
emparejados de los que se deben obtener muestras de control para establecer un nivel de control adecuado (por
ejemplo, una poblacién), pero deben ser estadisticamente apropiados para establecer una referencia adecuada para la
comparaciéon con el paciente que se va a evaluar (es decir, el paciente de prueba). Los valores obtenidos de las
muestras de control se procesan estadisticamente utilizando cualquier método adecuado de analisis estadistico para
establecer un nivel de referencia adecuado utilizando métodos estandar en la técnica para establecer dichos valores.

El nimero de copias del gen RNF43 o el gen ZNRF3 por célula tumoral se puede detectar mediante hibridacién
fluorescente in situ (FISH). FISH es una técnica basada en ADN que se puede realizar con éxito en muestras tumorales
frescas o conservadas mediante inclusiéon en parafina. La tecnologia estad bien establecida y se pueden generar
facilmente sondas con un tiempo de obtencién reducido en laboratorios de patologia molecular y citogenética clinica. Se
comercializan sondas FISH para RNF43 de ratén, de modo que un experto en la técnica seria capaz de generar
facilmente la correspondiente sonda FISH para RNF43 humano. Véase, Rogan P ef al. (2001) Genome Res. 11(6):
1086-1094. Como alternativa, se ofrencen servicios comerciales de disefio personalizado de una sonda FISH para un
gen humano, tal como RNF43 humano o ZNRF3 humano, tal como Sondas FISH de Empire Genomics, Bufalo, NY,
EE. UU.

Hibridacion

La deteccion de un gen se puede lograr mediante ensayos de hibridaciéon. La hibridacion de acidos nucleicos
simplemente implica poner en contacto una sonda (por ejemplo, un oligonucle6tido o un polinucleétido mayor) y acido
nucleico diana en condiciones en las que la sonda y su diana complementaria pueden formar duplex hibridos estables a
través del emparejamiento de bases complementarias. Segln se usa en el presente documento, las condiciones de
hibridacion se refieren a condiciones de hibridacion estandar en las que se usan moléculas de acido nucleico para
identificar moléculas de acido nucleico similares. Dichas condiciones estandar se divulgan, por ejemplo, en Sambrook et
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al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Labs Press (incorporado por referencia en su
totalidad, véanse especificamente las paginas 9.31-9.62). Ademas, se divulgan férmulas para calcular las condiciones
de hibridacién y lavado apropiadas para lograr la hibridacién que permiten diversos grados de falta de emparejamiento
de nucleoétidos, por ejemplo, en Meinkoth ef al. (1984) Anal. Biochem. 138, 267-284. Los acidos nucleicos que no forman
duplex hibridos se eliminan con lavados de los acidos nucleicos hibridados y a continuacién, los acidos nucleicos
hibridados se pueden detectar, tipicamente mediante la deteccidon de una etiqueta detectable unida. Los acidos
nucleicos se desnaturalizan aumentando la temperatura o disminuyendo la concentraciéon salina del tampén que
contiene los acidos nucleicos. En condiciones de rigurosidad baja (por ejemplo, temperatura baja 0 mucha sal o0 ambas)
se formaran duplex hibridos (por ejemplo, ADN:ADN, ARN:ARN o ARN:ADN) incluso cuando las secuencias hibridadas
no sean perfectamente complementarias. Por lo tanto, la especificidad de la hibridacién se reduce con una rigurosidad
menor. Por el contrario, en una rigurosidad mas alta (por ejemplo, temperatura mas alta o menos sal) el éxito de la
hibridacion requiere menos emparejamientos erréneos.

Las condiciones de hibridacion y lavado de rigurosidad alta, como se denominan en la presente, se refieren a
condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de acido nucleico que tienen al menos aproximadamente un 90%
de identidad de la secuencia de acido nucleico con la molécula de acido nucleico que se usa como sonda en la reaccion
de hibridacién (es decir, condiciones que permiten aproximadamente un 10% o0 menos de emparejamientos erréneos de
nucleoétidos). Un experto en la materia puede usar las formulas de Meinkoth et al. (1984) Anal. Biochem. 138, 267-284
para calcular las condiciones de hibridacion y lavado apropiadas para lograr estos niveles particulares de
emparejamiento erréneo de nucleoétidos. Tales condiciones variaran, dependiendo de si se estan formando hibridos de
ADN:ARN o ADN:ADN. Como alternativa, la T m puede calcularse empiricamente como se establece en Sambrook et al.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Labs Press., paginas 9.31 a 9.62.

Los acidos nucleicos hibridados se detectan detectando una o mas etiquetas unidas a los acidos nucleicos de la
muestra. Las etiquetas pueden incorporarse mediante uno cualquiera de varios medios muy conocidos por los expertos
en la técnica. Las etiquetas detectables adecuadas para su uso en la invencién incluyen cualquier composicion
detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, Opticos o quimicos.
Las etiquetas utiles en la invencion incluyen tintes fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rojo de Texas, rodamina,
Alexa Fluor, tintes Spectrum y similares), puntos cuanticos, radioetiquetas (por ejemplo, 3H, 125, 38, 14C o0 2P), y
etiquetas colorimétricas. Los medios para detectar tales etiquetas son muy bien conocidos por los expertos en la
técnica. Asi pues, por ejemplo, las radioetiquetas pueden detectarse usando pelicula fotografica o contadores de
centelleo, los marcadores fluorescentes pueden detectarse usando un fotodetector para detectar luz emitida y
microscopios de fluorescencia. Las etiquetas colorimétricas se detectan simplemente visualizando la etiqueta coloreada.
Preferentemente, los acidos nucleicos de hibridacién se detectan mediante etiquetas fluorescentes y de la manera mas
preferente, en el contexto de un ensayo de hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés). Los ensayos
de FISH son bien conocidos en la técnica.

Mutacién inactivadora

En la presente, se describe que los tumores que tienen una mutacion inactivadora en el gen RNF43 o el gen ZNRF3 es
mas probable que respondan a (es decir, a que su crecimiento se vea ralentizado por) un inhibidor de Wnt. La deteccién
de una o mas mutaciones en el gen RNF43 o el gen ZNRF3 es predictiva de que el paciente se beneficiara del
tratamiento con el inhibidor de Wnt. En los EJEMPLOS se proporciona una guia para la deteccién de una o mas
mutaciones en el gen RNF43.

La deteccion de una o mas mutaciones en el gen gen RNF43 es predictiva de que es mas probable que un paciente
responda o se beneficie de la terapia con inhibidores de Wnt. La detecciéon de ausencia de mutaciones es predictiva de
que es poco probable que un paciente responda o se beneficie de la terapia con inhibidores de Wnt. Los métodos para
el cribado de mutaciones genéticas son muy conocidos en la técnica y se describen en Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Labs Press, e incluyen hibridacion, reaccién en cadena de
la polimerasa, andlisis en gel de poliacrilamida, cromatografia o espectroscopia. Con los avances recientes en la
«secuenciacién de dltima generacion», se contempla que la secuenciacion directa de polinucleétidos se convierta en el
método fiable menos costoso para analizar el estado mutacional del gen RNF43 o el estado mutacional del gen ZNRF3.

Los métodos de cribado para detectar mutaciones génicas pueden incluir ademas el cribado para detectar un producto
proteico alterado codificado por el gen (por ejemplo, mediante inmunotransferencia (por ejemplo,
inmunoelectrotransferencia), ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA), radicinmunoensayo (RIA),
inmunoprecipitaciéon, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, clasificacién de células activadas por fluorescencia
(FACS) y microscopia de inmunofluorescencia.

Para la pérdida de ARNm de RNF43, se puede considerar que una caida de al menos un 50% en el ARNm indica una

pérdida de la funcion, debido a que las muestras tumorales no estan compuestas de manera homogénea por células
tumorales.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2968 742 T3

Muestra del paciente

Un experto en la técnica estara familiarizado con los métodos adecuados para obtener una muestra del paciente. Una
muestra del paciente puede incluir cualquier fluido o tejido corporal de un paciente que pueda contener células
tumorales o proteinas de células tumorales.

En general, el tipo de muestra (es decir, células, tejidos o fluidos corporales) se selecciona en funcién de la accesibilidad
y la estructura del érgano o tejido que se va a evaluar para determinar el crecimiento de células tumorales o sobre qué
tipo de cancer se va a evaluar. La invencidn es particularmente (til para evaluar un tumor tal como un carcinoma ductal,
adenocarcinoma o melanoma (véase la TABLA 1) o tumores de pacientes con cancer pancreatico, un cancer de colon,
un cancer de eséfago o un cancer de piel (véase la TABLA 1, TABLA 2, TABLA 3, TABLA 4 y TABLA 5). En estos
casos, una muestra tipica es una secciéon de una muestra tumoral o de una muestra de tejido pancreatico del paciente,
respectivamente.

Una vez que se obtiene una muestra del paciente, se evalla la muestra para detectar uno 0 mas de cualquiera de los
biomarcadores descritos en la presente. En algunas realizaciones de la invencion, un tejido, una célula o una porcion de
estos (por ejemplo, una seccién de tejido, un componente de una célula tal como acidos nucleicos, etc.) se pone en
contacto con uno o mas acidos nucleicos. Tales protocolos se usan para detectar la expresion génica o la pérdida de la
heterocigosidad, por ejemplo. Tales métodos pueden incluir ensayos que utilizan células o ensayos que no utilizan
células. El tejido o la célula que expresa un gen diana generalmente se pone en contacto con un agente de deteccion
(por ejemplo, una sonda, cebador u otro marcador detectable), mediante cualquier método adecuado, tal como mediante
la mezcla, hibridacién o combinacién de una manera que permita la deteccién del gen diana mediante una técnica
adecuada.

La muestra del paciente se prepara por cualquier método adecuado para la técnica de deteccidn utilizada. En una
realizacién, la muestra del paciente se puede usar fresca, congelada, fijada o conservada de otro modo. Por ejemplo,
las células tumorales del paciente se pueden preparar inmovilizando el tejido del paciente en parafina. El tejido
inmovilizado se puede seccionar y a continuacion, poner en contacto con una sonda para detectar la hibridacién de la
sonda con un gen diana (por ejemplo, el gen RNF43 o el gen ZNRF3).

Controles

No es necesario establecer un nivel de control para cada ensayo segln se realiza el ensayo. Mas bien, se puede
establecer una referencia o control haciendo referencia a una forma de informacion almacenada referente a un nivel de
control determinado previamente para pacientes sensibles y resistentes (que responden y que no responden). Se puede
establecer un nivel de control para cualquiera de los métodos de deteccion descritos anteriormente, para su uso cuando
se utilice un método de detecciéon correspondiente. Tal forma de informacidén almacenada puede incluir un cuadro de
referencia, una lista o un archivo electronico de datos de poblaciones o individuos respecto a tumores/pacientes
sensibles y resistentes, o cualquier otra fuente de datos respecto a la pérdida génica de heterocigosidad del nivel de
control que sea util para el paciente que se va a evaluar.

Un nivel de control para la comparacion puede ser cualquier tipo de control, incluido un control preestablecido que se
proporciona como una forma de informacién. Se pueden idear otros sistemas de puntuaciéon basados en comparaciones
con controles, y los pacientes que estén cerca del valor de corte se pueden evaluar mediante otros criterios,
biomarcadores o técnicas para confirmar un diagnostico. Ademas, el valor de corte se puede variar segun lo desee el
médico o investigador segtn las poblaciones de pacientes.

Para un control que se ha correlacionado con resistencia a los inhibidores de Wnt, cuando el biomarcador es una
mutacién inactivadora en el gen RNF43 o el gen ZNRF3, el control puede ser la secuencia de tipo natural del gen
RNF43 o el gen ZNRF3 . Dichas secuencias son de acceso publico y estan bien definidas. En una realizacion, se
proporciona la secuencia del gen RNF43 en la SEQ ID NO: 1. En otra realizacion, se proporciona la secuencia del gen
ZNRF3 mediante la SEQ ID NO: 2.

Para la pérdida de ARNm de RNF43, se debe observar al menos una disminucién de un 50% de la expresion de ARNm
en las muestras tumorales.

Otro control para la resistencia a los inhibidores de Wnt serian las muestras no tumorales del mismo paciente. Si tales
muestras no tumorales no estan disponibles, entonces se pueden comparar los valores promedio de otros pacientes o
sujetos sanos, porque la mayoria de los pacientes no responderian a los inhibidores de Wnt.

Inhibidores de Whnt

El método de la invencion es util para determinar o predecir los pacientes que es mas probable que respondan (por
ejemplo, con un beneficio terapéutico) a la terapia que usa un inhibidor de Wnt o un farmaco que tiene una actividad
bioldgica sustancialmente similar al inhibidor de Wnt, asi como también para determinar o predecir los pacientes que es
mas probable que no respondan a la terapia usando un inhibidor de Wnt. La divulgacion también proporciona que las
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células cancerosas con mutaciones del gen RNF43 son mas sensibles a la inhibicién de la via Wnt. La inhibicién de
RNF43 en células cancerosas conduce a un aumento de los niveles de Frizzled en la superficie celular. En
consecuencia, las células con una sefializacion Wnt mejorada y cancerosas, particularmente las células de cancer de
pancreas, con RNF43 mutante son mas sensibles a un antagonista de Wnt. Véanse las FIGS. 3 y 4, relativas a HPAFII,
una linea celular con una proteina RNF43 no funcional. Los inventores también han observado que la linea celular
Panc10.05, que también tiene una proteina RNF43 no funcional, también es sensible a los inhibidores de Porcupina.

En una realizacion, el inhibidor de Wnt es un inhibidor de Porcupina adecuado para uso en seres humanos. El inhibidor
de Whnt puede ser un inhibidor de Porcupina que tiene una funcién similar a un inhibidor de Porcupina conocido tal como
IWP-2, IWP-3 o IWP-4, que se describen en Chen B et al. (2009) Nafure Chem. Biol. 5. 100-107 y comercializados por
Miltenyi Biotech como Inhibidor de Wnt Stemolecule™ IWP-2 (n.° 130-095-584), inhibidor de Wnt Stemolecule™ IWP-3
(n.° 130-095-585) e inhibidor de Wnt Stemolecule™ [WP-4) Stemolecule™ |WP-2, Stemolecule™ [IWP-3 y
Stemolecule™ [WP-4 previenen la palmitilacion de proteinas Wnt por Porcupina (PORCN), una O-aciltransferasa unida
a la membrana.

Como alternativa, los inhibidores de Wnt pueden ser productos del disefio de farmacos y se pueden producir usando
diversos métodos conocidos en la técnica. Véase, la solicitud de patente internacional W02010/101849, publicada el 10
de septiembre de 2010. Varios métodos de disefio de farmacos, Utiles para disefiar miméticos u otros compuestos utiles
en la invencién se divulgan en Maulik et al. (1997) Molecular Biotechnology: Therapeutic Applications and Strategies.
Wiley-Liss, Inc. Se puede obtener un inhibidor de Whnt a partir de estrategias de diversidad molecular (una combinacion
de estrategias relacionadas que permite la construccion rapida de grandes colecciones de moléculas con diversidad
quimica), colecciones de compuestos naturales o sintéticos, en particular de colecciones quimicas o combinatorias (es
decir, colecciones de compuestos que difieren en secuencia o tamafio pero que tienen similares componentes basicos)
o por disefio de farmacos racional, dirigido o aleatorio. Véase, por ejemplo, Maulik et al. (1997) Molecular Biotechnology:
Therapeutic Applications and Strategies. Wiley-Liss, Inc. En una estrategia de diversidad molecular, se sintetizan
grandes colecciones de compuestos, por ejemplo, a partir de péptidos, oligonucleétidos, compuestos esteroides
naturales o sintéticos, carbohidratos o moléculas organicas y no esteroides naturales o sintéticas, utilizando enfoques
bioldgicos, enzimaticos o quimicos. Los parametros criticos en el desarrollo de una estrategia de diversidad molecular
incluyen diversidad de subunidades, tamafio molecular y diversidad de colecciones. El objetivo general de cribar dichas
colecciones es utilizar la aplicacion secuencial de seleccién combinatoria para obtener ligandos de alta afinidad para
una diana deseada, y después optimizar las moléculas iniciales mediante estrategias de disefio aleatorias o dirigidas.
Los métodos de diversidad molecular se describen en detalle en Maulik ef al. (1997) Molecular Biotechnology:
Therapeutic Applications and Strategies. Wiley-Liss, Inc.

En una realizacion preferida, el inhibidor de Wnt es un compuesto de Férmula (1):

Rt I s

o ORRE

A% 8 X
e ' Ml n
¥ s \H)&“/'_MA&_
| o .

. (2
a2X & Rt T %S

M
0 una sal fisiolégicamente aceptable de este, donde:
X1, X2, X3y X* se seleccionan entre Ny CR7;
uno de X%, X8 X7y X% es Ny los otros son CH;
X® se selecciona entre Ny CH;

Z se selecciona entre fenilo, pirazinilo, piridinilo, piridazinilo y piperazinilo; donde cada fenilo, pirazinilo,
piridinilo, piridazinilo o piperazinilo de Z esta sustituido opcionalmente con un grupo R,

R', R? y R® son hidrogeno;
mes 1;
R 4 se selecciona entre hidrogeno, halo, difluorometilo, trifluorometilo y metilo;

R ¢ se selecciona entre hidrogeno, halo y -C(O)R'%: donde R'? es metilo; y
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R 7 se selecciona entre hidrogeno, halo, ciano, metilo y trifluorometilo.

El inhibidor de Wnt puede ser un compuesto seleccionado del grupo de:
N-[5-(3-fluorofenil)piridin-2-il]-2-[5-metil-6-(piridazin-4-il) piridin-3-illJacetamida;
2-[5-metil-6-(2-metilpiridin-4-il)piridin-3-il]-N-[5-(pirazin-2-il)piridin-2-ilJacetamida (LGK974);
N-(2,3"-bipiridin-6'-il)-2-(2',3-dimetil-2,4"-bipiridin-5-il)acetamida;
N-(5-(4-acetilpiperazin-1-il)piridin-2-il)-2-(2'-metil-3-(trifluorometil)-2,4'-bipiridin-5-il)acetamida;
N-(5-(4-acetilpiperazin-1-il)piridin-2-il)-2-(2'-fluoro-3-metil-2,4'-bipiridin-5-il)acetamida; y
2-(2'-fluoro-3-metil-2,4'-bipiridin-5-il)-N-(5-(pirazin-2-il)piridin-2-il)jacetamida;

0 una sal farmacéuticamente aceptable de este.

De la manera mas preferente, el inhibidor de Wnt es 2-[5-metil-6-(2-metilpiridin-4-il) piridin-3-il]-N-[5-(pirazin-2-il) piridin-2-
illacetamida (LGK974).

Un farmaco que tiene una actividad biolégica sustancialmente similar a un inhibidor de Wnt se refiere a un farmaco que
tiene sustancialmente las mismas funciones exhibidas o realizadas por el compuesto de referencia que se atribuye al
compuesto de referencia segin se mide u observa in vivo o in vitro. Por ejemplo, un farmaco que tiene una actividad
biolégica sustancialmente similar a un inhibidor de Porcupina se refiere a un farmaco que tiene sustancialmente las
mismas funciones exhibidas o realizadas por un compuesto de referencia como IWP-2, IWP-3 o [WP-4,

En otra realizacion, el inhibidor de Whnt es el inhibidor de tanquirasa XAV939 (C9289), que se puede adquirir de Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE. UU., y otros proveedores comerciales. Véase, Huang SM et al. (2009) Nature 461
(7264): 614-20.

Otros tipos de inhibidores de Wnt pueden incluir, sin caracter limitante, aptameros, iARN y ribozimas. Los aptameros
son hebras cortas de acidos nucleicos sintéticos (generalmente ARN pero también ADN) seleccionados de colecciones
de acidos nucleicos combinatorias aleatorias en virtud de su capacidad para unirse a una molécula diana especifica
predeterminada con una alta afinidad y especificidad. Los aptameros asumen una estructura tridimensional definida y
son capaces de discriminar entre compuestos con diferencias muy pequefias en la estructura. La interferencia por ARN
(IARN) es un proceso mediante el cual el ARN bicatenario, y en los sistemas de mamiferos, el ARN interferente
pequefio (ARNip), se usa para inhibir o silenciar la expresién de genes complementarios. Una ribozima es un segmento
de ARN que es capaz de realizar catdlisis biologica (por ejemplo, al romper o formar enlaces covalentes). Mas
especificamente, las ribozimas son moléculas de ARN antisentido que funcionan uniéndose al resto de ARN diana y lo
inactivan escindiendo el esqueleto del fosfodiéster en un sitio de corte especifico.

Los otros tipos de inhibidores pueden tener similitud con los inhibidores naturales de Whnt. Los antagonistas naturales
conocidos de la sefializacion Wnt incluyen proteinas Dickkopf, proteinas secretadas relacionadas con Frizzled (sFRP,
por sus siglas en inglés), Factor inhibidor de Wnt 1 (WIF-1, por sus siglas en inglés) y Soggy. Los miembros de la familia
de proteinas relacionadas con Dickkopf (Dkk-1 a 4) son proteinas secretadas con dos dominios ricos en cisteina,
separados por una region conectora. La familia Dkk también incluye Soggy, que es homoéloga a Dkk-3 pero no a los
otros miembros de la familia.

Las sFRP son una familia de cinco glucoproteinas de union a Wnt que se asemejan a las Frizzleds unidas a la
membrana. La familia mas grande de inhibidores de Wnt contiene dos grupos, el primero consiste en sFRP-1,2y 5, y el
segundo incluye sFRP-3 y 4.

En una realizacion, el antagonista de la sefializacion Wnt puede ser un receptor de Wnt soluble, tal como un
Frizzled8CRD-hFc¢, del que se ha publicado que ha inhibido el crecimiento de teratocarcinomas in vivo. DeAlmeida VI et
al. (2007) Cancer Res. 67(11): 5371-9.

Otros antagonistas naturales de la sefializacion Whnt incluyen WIF-1 (Factor Inhibidor de Whnt 1), una proteina secretada
que se une a las proteinas Wnt e inhibe su actividad.

Otro tipo mas de inhibidor de Wnt puede ser un anticuerpo, un fragmento de unién al antigeno de este, o un péptido de
union al antigeno o «compafiero de unién». Los anticuerpos se caracterizan por que comprenden dominios de
inmunoglobulina y, como tales, son miembros de la superfamilia de proteinas de la inmunoglobulina. Un anticuerpo
puede incluir anticuerpos policlonales y monoclonales, anticuerpos divalentes y monovalentes, anticuerpos bi- o
multiespecificos, suero que contiene dichos anticuerpos, anticuerpos que se han purificado en diversos grados y
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cualesquiera equivalentes funcionales de anticuerpos completos. Los anticuerpos aislados Utiles como inhibidores de
Wt pueden incluir suero que contiene dichos anticuerpos, o anticuerpos que se han purificado en diversos grados. Los
anticuerpos completos de la invencion pueden ser policlonales o monoclonales. Como alternativa, también se pueden
emplear como inhibidores de Wnt equivalentes funcionales de anticuerpos completos, tales como fragmentos de union
al antigeno en los que uno o mas dominios del anticuerpos estan truncados o ausentes (por ejemplo, fragmentos Fv,
Fab, Fab’ o F(ab)2), asi como también anticuerpos modificados genéticamente o fragmentos de unién al antigeno de
estos, incluidos anticuerpos monocatenarios o anticuerpos que se pueden unir a mas de un epitopo (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos), o anticuerpos que se pueden unir a uno o mas antigenos diferentes (por ejemplo,
anticuerpos bi- o multiespecificos).

Se estan desarrollando varios anticuerpos que tienen como diana la sefializacion Whnt anterior, incluido el anticuerpo
LRP6 (Ettenberg S ef al. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107(35): 15473-8) y el anticuerpo Frizzled (Gurney A et al.
(2012) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 109(29): 11717-22).

Ensayos y kits

Los métodos y kits de ensayo de la divulgacién se pueden usar para identificar pacientes, células o tejidos que se
predice que son sensibles a un inhibidor de Whnt particular. El uso de un kit de diagnéstico complementario de este tipo
seria similar a otras pruebas de diagnéstico complementarias aprobadas por las agencias gubernamentales de registro
de farmacos para su uso con farmacos aprobados. Véanse, por ejemplo, las autorizaciones de la Administracion de
Alimentos y Farmacos (FDA) en 2011 de crizotinib para el tratamiento del cancer de pulmén con ALK4 mutado y de
vemurafenib para el melanoma con BRAF mutado.

Los métodos y kits de ensayo de la divulgacion también pueden ser Utiles para identificar tratamientos que pueden
mejorar la sensibilidad de las células cancerosas que son resistentes a los inhibidores de Wnt, y para desarrollar
tratamientos adyuvantes que mejoren la respuesta de los inhibidores de Whnt.

Los métodos y kits de ensayo de la divulgacion son Utiles para pacientes con cualquier cancer que se pueda tratar con
inhibidores de Wnt, tal como el cancer pancreatico (véase la TABLA 2), o cualesquiera tumores cuyo crecimiento se
pueda ralentizar con inhibidores de Wnt, tales como los carcinomas ductales, adenocarcinomas o melanomas (véase la
TABLA 1). Dichos pacientes pueden, como resultado de los métodos proporcionados en la presente, evitar los efectos
secundarios y los costes financieros de una terapia ineficaz en el caso de que no tengan una expresion génica reducida
de RNF43 o ZNRF3. Los métodos y kits de ensayo de la divulgacion también son Gtiles para los médicos, que pueden
recomendar una terapia con inhibidores de Whnt, o no, para pacientes particulares en funcién de la informacion sobre las
caracteristicas moleculares de sus tumores. Los métodos y kits de ensayo de la divulgacién también aumentaran de
manera Util la demanda para el desarrollo de un ensayo FISH para RNF43 humano eficiente que estara disponible con
sondas nucleotidicas aun por desarrollar.

El kit puede incluir un medio para detectar una mutacion en el gen RNF43 o el gen ZNRF3.

En una ocasion, el medio para detectar la mutacién es una sonda nucleotidica que se hibrida con una porciéon del gen
RNF43 o el gen ZNRF3. En una ocasidn, el medio de deteccion es una sonda de hibridacion in situ fluorescente (FISH).
Cualquiera de los medios de deteccion puede contener una etiqueta detectable. Cualquiera de los medios de deteccion
puede ser inmovilizado en un sustrato.

En una ocasion, un medio para detectar la pérdida de heterocigosidad del gen RNF43 o el gen ZNRF3 puede ser
generalmente cualquier tipo de reactivo que se pueda usar en un método de la divulgacion. Tales medios de deteccion
incluyen una sonda o cebador que se hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas con el gen RNF43 o ZNRF3. Las
secuencias de acido nucleico para el gen RNF43 0 ZNRF3 son conocidas en la técnica y se pueden usar para producir
tales reactivos de deteccion. También se pueden incluir reactivos adicionales tiles para realizar un ensayo utilizando
tales medios de deteccidn, tales como reactivos para realizar hibridacién in situ, reactivos para detectar marcadores
fluorescentes, reactivos para realizar una reaccién en cadena de la polimerasa, etc.

Los medios de deteccidn del kit de ensayo de la divulgaciéon se pueden conjugar con una marca detectable o etiqueta
detectable. Tal etiqueta puede ser cualquier etiqueta adecuada que permita la deteccidn de los reactivos utilizados para
detectar el gen o la proteina de interés e incluye, sin caracter limitante, cualquier composicion o etiqueta detectable por
medios espectroscopicos, fotoquimicos, eléctricos, opticos o quimicos. Las etiquetas Utiles en la divulgacion incluyen:
biotina para la tincion con un conjugado de estreptavidina marcado, perlas magnéticas (por ejemplo, Dynabeads™),
tintes fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rojo de texas, rodamina, proteina verde fluorescente y similares),
radioetiquetas (por ejemplo, 3H, 1251, 355, 14C o %2P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina y otras utilizadas cominmente en un ELISA) y etiquetas colorimétricas tales como perlas de oro coloidal o vidrio
o plastico coloreado (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

Ademas, los medios de deteccion del kit de ensayo de la divulgacién se pueden inmovilizar en un sustrato. Tal sustrato

puede incluir cualquier sustrato adecuado para la inmovilizaciéon de un reactivo de deteccidn tal como se usaria en
cualquiera de los métodos de deteccidon descritos anteriormente. Resumiendo, un sustrato adecuado para la

16



10

15

20

25

30

ES 2968 742 T3

inmovilizacién de un medio de deteccidn incluye cualquier soporte soélido, tal como cualquier soporte sélido organico,
biopolimérico o inorganico que pueda formar un enlace con los medios de deteccion sin afectar significativamente la
actividad o capacidad de los medios de deteccion para detectar la molécula diana deseada. Los soportes soélidos
organicos ejemplares incluyen polimeros tales como poliestireno, nailon, resinas de fenolformaldehido y copolimeros
acrilicos (por ejemplo, poliacrilamida). El kit también puede incluir reactivos adecuados para la deteccién del reactivo o
para el etiquetado de controles positivos 0 negativos, soluciones de lavado, tampones de diluciéon y similares. El kit
también puede incluir un conjunto de instrucciones escritas para usar el kit e interpretar los resultados.

El kit de ensayo también puede incluir uno 0 mas controles. Los controles podrian incluir: (i) una muestra de control para
detectar la sensibilidad al inhibidor de Wnt que se esta evaluando para su uso en un paciente; (i) una muestra de
control para detectar resistencia al inhibidor de Whnt; (iii) informacidn que contiene un nivel de control predeterminado de
un biomarcador particular que se va a medir con respecto a la sensibilidad o resistencia al inhibidor de Wnt (por ejemplo,
un nivel de control predeterminado de la pérdida de heterocigosidad del gen RNF43 o del gen ZNRF3 que se ha
correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de Whnt o resistencia al inhibidor de Whnt).

El kit también puede incluir un medio para detectar un marcador de control que es caracteristico del tipo de célula que
se estd muestreando, generalmente puede ser cualquier tipo de reactivo que se pueda usar en un método para detectar
la presencia de un marcador conocido (a nivel del acido nucleico o proteina) en una muestra, tal como por un método
para detectar la presencia de un biomarcador descrito anteriormente en la presente. Especificamente, el medio se
caracteriza por que identifica un marcador especifico del tipo de célula que se analiza que identifica positivamente el tipo
de célula. Por ejemplo, en un ensayo de tumor pulmonar, es deseable cribar células epiteliales pulmonares para
determinar el nivel de expresion o actividad biolégica del biomarcador. Por lo tanto, el medio para detectar un marcador
de control identifica un marcador que es caracteristico de una célula epitelial y preferentemente, una célula epitelial
pulmonar, de modo que la célula se distinga de otros tipos de células, como un tejido conectivo o una célula
inflamatoria. Tal medio aumenta la precision y especificidad del ensayo de la divulgaciéon. Tal medio para detectar un
marcador de control incluye, sin caracter limitante: una sonda que se hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas con
una molécula de acido nucleico que codifica un marcador proteico; cebadores de PCR que amplifican tal molécula de
acido nucleico; un aptamero que se une especificamente a un sitio distinto desde un punto de vista conformacional en la
molécula diana; o un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno de este, o péptido de unién al antigeno que se une
selectivamente al marcador de control en la muestra. Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos para muchos
marcadores celulares son conocidas en la técnica y se pueden usar para producir tales reactivos de deteccion.
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Ejemplos
Ejemplo 1

Como se muestra en la TABLA 1, el gen RNF43 estd mutado en el adenocarcinoma ductal pancreatico primario y en
otros tumores. Mutaciones terminadoras y de desplazamiento del marco de lectura en nueve ADN gendmicos de
tumores primarios de pancreas, intestino grueso, eséfago y piel. De ellos, cinco son tumores pancreaticos y el namero
total de tumores pancreaticos examinados es 19 (mutados en mas de un 25% de las muestras, excluidas mutaciones de
cambio de sentido potencialmente dafiinas).

10

TABLA 1
MUTACION CAMBIO DE | ID PATOLOGIA | SITIO HISTOLOGIA EDAD
AA PRIMARIO

(SUBTIPO)
terminadora p.R337X X-1633 | primaria pancreas carcinoma 44

(carcinoma ductal)
desplazamiento del marco | desconocido | X-1948 | primaria pancreas carcinoma NA
de lectura

(carcinoma ductal)
desplazamiento del marco | desconocido | X-2406 | primaria pancreas carcinoma NA
de lectura

(carcinoma ductal)
desplazamiento del marco | desconocido | X-3184 | primaria pancreas carcinoma 55
de lectura

(carcinoma ductal)
desplazamiento del marco | desconocido | X-3268 | primaria pancreas carcinoma 78
de lectura

(carcinoma ductal)
desplazamiento del marco | desconocido | X-2239 | primaria intestino carcinoma 76
de lectura grueso

(carcinoma ductal)
desplazamiento del marco | desconocido | X-3205 | primaria intestino carcinoma 78
de lectura grueso

(adenocarcinoma)
desplazamiento del marco | desconocido | X-1433 | metastasis esofago carcinoma 78
de lectura

(adenocarcinoma)
terminadora p.W302X X-2163 | metastasis piel melanoma 54

(NS)

Ejemplo 2

Tal como se muestra en la TABLA 2, el gen RNF43 esta mutado en multiples lineas celulares de cancer pancreatico.
Variaciones gendmicas identificadas por la secuenciacién de Sanger en 10 lineas celulares de cancer pancreatico
potencialmente con solo una copia del gen RNF43 en funcion del andlisis del nimero de copias. Se identificaron tres
lineas celulares unicas con mutaciones inactivadoras de RNF43: HPAFII (mutacion terminadora), Panc 10.05 (mutacion
con desplazamiento del marco de lectura, se relaciona con células PL45), PaTu-8988S (mutacion perjudicial, se
relaciona con células PaTu-8988T).

TABLA 2

LINEA NOMBRE CAMBIO EXON CAMBIO Conservacié | Comentario
CELULAR | DEL GEN DE ADNc DE AA n s

PK-1. RNF43 €.g350a 2 p.R117H No

HPAFII RNF43 c.g520t 4 p.E174X Si No funcional
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Panc RNF43 c.54insatca 1 p.M18fs ~ No funcional

10.05

PL45 RNF43 c.54insatca 1 p.M18fs ~ No funcional

PaTu- RNF43 c.t206g 1 p.F69C Si No funcional

8988S

PaTu- RNF43 c.1206g 1 p.F69C Si No funcional

8988T

KLM-1 €.g350a 2 p.R117H

Capan-1 RNF43 | c.c692¢ 6 p.P231L No Tanto no
polar como
hidréfoba

KP1N RNF43 c.c692¢ 6 p.P231L Tanto no
polar como
hidréfoba

PANC-1 RNF43 c.c692¢ 6 p.P231L No Tanto no
polar como
hidréfoba

Se proporciona informacion adicional sobre las lineas celulares HPAFII, Panc 10.05, PaTu-8988S, asi como otras lineas
celulares con mutaciones inactivadoras de RNF43 (por ejemplo, Capan-2) en el Ejemplo 3 y el Ejemplo 4 a
continuacién.

Ejemplo 3

Inhibicién de la via Whnt candnica por LGK974

Se estudio la sensibilidad de las células pancreaticas al tratamiento con LGK974 en un ensayo de proliferacion celular in
vitro. Se trataron veinticuatro lineas celulares humanas de cancer pancreatico con o sin LGK974.

Los datos de proliferacion celular se generaron en un formato de 384 pocillos. Las células se recolectaron y se
resuspendieron en su medio de crecimiento apropiado en una densidad de 1,5 x 10 4 células por mL. A continuacion, las
células se sembraron en placas de cultivo tisular de 384 pocillos (Greiner-BioOne 789163) en un volumen final de 50 uL
por pocillo para lograr una densidad por pocillo de 750 células por pocillo utilizando un dispensador BioTek uFill (nimero
de serie 000-3586). A continuacion, las placas se transfirieron a incubadoras en el sistema ACP-1 (37° C, 5% de CO2) y
se permitid que las células se adhirieran durante toda la noche. Se prepar6 una curva de respuesta a la dosis de 12
puntos para LGK974 en una placa fuente compatible ECHO de 384 pocillos (Labcyte P-05525) con una concentracién
mas alta de 2 mM y una concentraciéon mas baja de 1,13 x 10" mM. Aproximadamente 18 horas después de la siembra
en placas, se afiadié a las células una dosis de 50 nL de LGK974 usando Labcyte ECHO555, con réplicas de las curvas
Cl s0 dentro de una placa y réplicas de las placas por linea celular. Después de la adicion del compuesto, las placas se
devolvieron a la incubadora durante 120 horas. Las placas de ensayo se leyeron con la adiciéon de 10 yL de 1x Cell Titer
Glo (Promega G7573) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacion, las placas se incubaron a
temperatura ambiente durante diez minutos y se leyeron en un Viewlux integrado de Perkin Elmer (exposicion de 2
segundos, 2x bin, sensibilidad elevada). Los datos no tratados se normalizaron utilizando los pocillos de control con
DMSO dentro de cada placa y se realiz6 el ajuste de la curva para la determinacién de Clso .

El crecimiento celular se midié cinco dias después con Cell Titer Glo (Promega). Como se muestra en la TABLA 3,
LGK974 inhibié el crecimiento celular con ICso nM en un subconjunto de lineas celulares de cancer pancreatico,
incluidas Capan-2, PA-TU-8988S y HPAFII. Como se muestra en la TABLA 4 y el Ejemplo 4, las cuatro lineas celulares
albergan mutaciones de pérdida de la funciéon (LOF) en RNF43.
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TABLA 3
Linea celular Cl50 de LGK974 en el ensayo | Factor de cambio de Ia
de proliferaciéon de la linea | inhibicién (1-Tratado/Control)
celular

Capan-2 0,0018 0,40
PA-TU-8988S 0,0116 0,40
HPAFII 0,0336 0,50
TCC-PAN2 >1,7 0,02
BXPC3 >2,0 0,01
HUP-T3 >2,0 0,07
KP-1N >2,0 0,01
KP-1NL >2,0 0,00
KP-2 >2,0 0,06
KP-3 >2,0 0,02
Panc 03.27 >2,0 0,06
Panc 05.04 >2,0 0,09
Panc 10.05 >2,0 0,02
Panel >2.0 0,00
PA-TU-8902 >2,0 0,02
PA-TU-8988T >2,0 0,00
PK-1 >2,0 0,00
PK-59 >2,0 0,06
PSN-1 >2,0 0,06
SU8686 >2,0 0,03
SUIT-2 >2,0 0,00
SW1990 >2,0 0,03
YAPC >2,0 0,20

La TABLA 4 muestra una lista de lineas celulares pancreaticas, las mutaciones de RNF43 en las lineas celulares y la
inhibicion de la via por LGK974.

TABLA 4
ID de la muestra Mutaciéon LOF potencial Proliferacion Inhibicién _de la
via
(Linea celular) Clso B
Capan-2 p.R330fs 0,0018 Si
HPAFII p.E174X 0,0336 Si
PA-Tu-8988S F69C 0,0116 Si
PA-TU-8988T F69C >2.0 Si
Panc 10.05 p.M18fs >2.0 Si
PL45 p.M18fs NA No
BXPC3 p.S495Y >2.0 Si
KP1N Ninguna >2.0 Si
PK-1 Ninguna >2.0 Si
PANC-1 Ninguna >2.0 Si
Panc03.27 Ninguna >2.0 Si
SUIT-2 Ninguna >2.0 Si
IYAPC Ninguna >20 Si
PANC-05-04 Ninguna >2.0 Si
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TABLA 4
ID de la muestra Mutaciéon LOF potencial Proliferacién Inhibicién _de la
via
(Linea celular) Clso
KP-2 Ninguna >2.0 Si
KP-3 Ninguna >2.0 Si
PA-TU-8902 Ninguna >2,0 Si
PK-59 Ninguna >2.0 Si
SW1990 Ninguna >2,0 Si
Tcc-Pan2 Ninguna >2.0 Si
HUP-T3 Ninguna >2.0 Si
PA-TU-8902 Ninguna >2,0 Si
SU86386 Ninguna >2,0 Si
KP-1NL Ninguna >2.0 Si
SW1990 Ninguna >2.0 Si
PK-59 Ninguna >2.0 Si
PSN-1 Ninguna >2.0 Si
HUP-T3 Ninguna >2.0 Si
Capan-1 Ninguna NA No
KLM-1 Ninguna NA NA
HUCCT1 Ninguna NA NA
MiaPaca Ninguna NA No
PK-45H Ninguna NA No
DANG Ninguna NA No
Panc-04-03 Ninguna NA No
QGP-1 Ninguna NA No
Ejemplo 4

La mutacidn inactivadora de RNF43 confiere dependencia de Whnt en el cancer pancreatico

En este ejemplo, los autores muestran que RNF43 inhibe la sefializacion Wnt/B-catenina y reduce el nivel de membrana
de Frizzled en células de cancer pancreatico como mecanismo de retroalimentacion negativa. La inhibiciéon de la
sefializacién Wnt end6égena aumentoé el nivel en la superficie celular de Frizzled.

Se estudiaron multiples lineas celulares de cancer pancreatico para determinar la dependencia de Wnt usando LGK974,
un inhibidor de Porcupina que bloquea la secrecidon de Whnt. Las células de cancer pancreatico se cultivaron en el medio
recomendado por ATCC complementado con un 10% de FBS.

Sorprendentemente, todas las lineas sensibles al inhibidor de Porcupina portan la mutacion inactivadora de RNF43. La
inhibicion de la secrecion de Wnt o el agotamiento de B-catenina inhibe la proliferacion de células tumorales
pancreaticas con RNF43 mutante pero no con RNF TN. La reintroduccién de RNF43 de tipo natural en lineas con
RNF43 mutante también inhibe su proliferacion. LGK974 inhibe el crecimiento de tumores pancreaticos mutantes para
RNF43 in vivo. Los datos de los autores muestran que la mutacion de RNF43 en el cancer pancreatico confiere
dependencia de Wnt y la mutacion de RNF43 se debe utilizar como un biomarcador para la seleccion de pacientes para
el desarrollo de inhibidores de Whnt.

Se han identificado tres lineas celulares de cancer pancreatico dependientes de Wnt usando el inhibidor de Porcupina
LGK974, y sorprendentemente todas estas lineas celulares albergan mutaciones de pérdida de la funcion en RNF43. El
crecimiento de estas lineas celulares con RNF43 mutante se inhibe tras el agotamiento de B-catenina o la reexpresion
de RNF43, y LGK974 inhibe su crecimiento. Los datos de los autores establecen que RNF43 es un supresor tumoral en
el cancer pancreatico y muestran que la mutacion de RNF43 se puede utilizar como un biomarcador para predecir la
eficacia de los agentes que tienen como diana la via de sefializacion Wnt.

Los autores estudiaron un conjunto de 39 lineas celulares de cancer pancreatico para determinar la dependencia de
Wit usando LGK974, un inhibidor de Porcupina que actualmente se esta examinando en la clinica. Sorprendentemente,
todas las lineas sensibles a LGK974 portan mutaciones inactivadoras de RNF43. La inhibicion de la secrecion de Wnt,
el agotamiento de B-catenina o la expresion de RNF43 de tipo natural bloquearon la proliferacion de células de cancer
pancreatico con RNF43 mutante pero no con RNF43 de tipo natural. LGK974 inhibié el crecimiento de tumores
pancreaticos mutados en RNF43 en modelos de xenoinjerto en ratones.
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TABLA 5

Ensayo de inhibiciéon del crecimiento | Inhibiciéon de la via en el ensayo qPCR

en la formacién de focos Axin2
BxPC3 No Si
Capan-1 No No
Capan-2* Si Si
CFPAC-1 No No
DanG No No
HPAFII* Si Si
Hs766T No ND
HuUPT3 No Si
HuPT4 No No
KCI-MOH1 No ND
KLM1 No ND
KP1-N No Si
KP-1NL No Si
KP2 No Si
KP3 No Si
KP4 No No
L3.3 No No
MIA CaPa-2 No No
PANC-1 No Si
Pan02.03 No ND
Panc03.27 No Si
Panc04.03 No No
Panc05.04 No Si
Panc08.13 No ND
Panc10.05* No Si
PaTu-8902 No Si
PaTu-8988S* Si Si
PaTu-8988T* No Si
PK45H No No
PK1 No Si
PK59 No Si
PL45* No No
PSN-1 No Si
QGP-1 No No
SU86.86 No Si
SUIT-2 No Si
SW1990 No Si
T3M4 No No
YAPC No Si
*lineas celulares con mutacion inactivadora de RNF43
ND: no determinado

Para analizar la formacién de focos, se sembraron 6000~12 000 células de las lineas celulares indicadas en una placa
de cultivo tisular de 6 pocillos en 2 mL de medio de cultivo. Después de cultivar durante toda la noche para la
adherencia de las células, se reemplazé el medio con medio de cultivo fresco que contenia LGK974 1uM en ausencia y
presencia de Wnt3a recombinante. Para el experimento con ARNhc de B-catenina inducible con DOX, las células se
trataron con 5 ng/mL de doxiciclina. Cuando las colonias celulares alcanzaron el tamafio deseable, las células se fijaron
con un 4% de formalina en PBS y se tifieron con solucion de cristal violeta. Después de unos pocos lavados, las placas
se secaron y se obtuvieron las imagenes.

Para la retrotranscripciéon y PCR cuantitativa (QPCR), se extrajo el ARN total de las células o tumores utilizando el Mini
Kit RNeasy Plus (Qiagen). Se retrotranscribié 1 ug de ARN con los reactivos de retrotranscripcion Tagman (Applied
Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realizé6 la PCR cuantitativa en reacciones de 12 uL
constituidas por 0,6 uL de sonda Tagman 20X y mezcla de cebador para PCR, 6 yL de la mezcla maestra 2X Tagman
FAST Advanced (Applied Biosystems) y 5,4 uL de molde de ADNCc diluido. Las condiciones de termociclado utilizadas
fueron 20 segundos a 95 °C, después 40 ciclos de 1 segundo a 95 °C y 20 segundos a 60 °C. Todos los experimentos
se realizaron por cuadriplicado. El analisis de la expresién génica se realiz6 utilizando el método AACT comparativo y se
normalizaron con el gen de mantenimiento GUSB o 18S. Las sondas Tagman se adquirieron de Applied Biosystems.

Regqulacion neqativa de la sefializacion Wit por RNF43 en células de cancer pancreatico
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El agotamiento de RNF43 incrementa STF inducido por Wnt. Ya que RNF43 esta mutado con frecuencia en los tumores
pancreaticos cisticos (Furukawa T ef al.(2011) Sci. Rep. 1:161; Wu J ef al. (2011) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108(52):
21188-93), RNF43 podria ser un regulador esencial de la sefializacion Wnt/p-catenina en células de cancer pancreatico.
En consecuencia, los autores realizaron experimentos de pérdida de la funcién en YAPC, una linea celular de cancer
pancreatico. El agotamiento de RNF43 utilizando ARNip independientes incrementé significativamente la actividad
indicadora de Wnt SuperTOPFlash (STF), en ausencia o en presencia de medio condicionado con Wnt3a exoégeno.
Véase la FIG. 3(a).

Para el ensayo indicador de luciferasa, las células indicadoras YAPC-STF se transfectaron con ARNip y se trataron con
medio acondicionado con Wnt3a o compuesto cuando procedié. Los ensayos de SFT luciferasa se realizaron utilizando
kits de ensayo de luciferasa BrighGlo (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para construir las lineas celulares pancreaticas que expresan el indicador SFT, las células HEK293 se cultivaron en el
medio recomendado por ATCC complementado con un 10% de FBS. Se produjo retrovirus o lentivirus a partir de células
HEK293 mediante un procedimiento de empaquetamiento del virus estandar utilizando reactivo de transfeccion FUGENE
6 (Roche). Se generaron lineas celulares pancreaticas que expresaban el indicador STF, constructos de RNF43 o
ARNhc de B-catenina inducible con DOX mediante infeccidn viral y selecciéon farmacolégica.

La transfeccion con ARNip se realizé utilizando el reactivo de transfeccion Dharmafect 1 (Dharmacon) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las secuencias de los ARNip se enumeran de la siguiente manera: pGL2 (Dharmacon
D-001100-01), secuencia diana, 5' -CGTACGCGGAATACTTCGA-3'; RNF43-1 (Dharmacon J-007004-12), secuencia
diana, 5' -GGUGGAGUCUGAAAGAUCA-3'; RNF43-2 (Dharmacon J-007004-11), secuencia diana, 5' -
GGAGAAAGCUAUUGCACAG -3, CTNNB1- 1 (Dharmacon J-003482-10), secuencia diana, 5 -
UAAUGAGGACCUAUACUUA -3 y CTNNB1- 2 (Dharmacon J-003482-12), secuencia diana, 5' -
GGUACGAGCUGCUAUGUUC-3'.

El agofamiento de RNF43 induce la fosforilacion de Dvl y la estabilizacion de B-catenina. LGK974 es un inhibidor de
Porcupina que inhibe con potencia la secrecion de Wnt y en la actualidad esta en evaluacion clinica. La actividad STF
inducida por ARNip de RNF43 en ausencia de Wnt3a exodgena esta inhibida por LGK974 y un inhibidor de Porcupina
conocido con anterioridad IWP-2. Chen B et al. (2009) Nat. Chem. Biol. 5(2):100-7. Véase la FIG. 3(b), que muestra que
esta actividad depende de la expresion de las proteinas Wnt enddgenas. Estos resultados muestran que RNF43
suprime activamente la sefializacion Wnt/B-catenina autocrina en células YAPC.

La deteccién de RNF43 incrementa el nivel de FZD segin FACS. A continuacién, los autores realizaron ensayos
bioquimicos para caracterizar la funcion de RNF43 en células YAPC. El agotamiento de RNF43 incrementé el nivel de
B-catenina citosoélica, en consonancia con un incremento de la actividad del indicador STF.

Dishevelled (DVL) es una proteina de sefializacidn intracelular posterior a Frizzled, y su fosforilacion esta estimulada por
Frizzled. El agotamiento de RNF43 incrementd la fosforilacién de DVL2 en un ensayo de inmunohistoquimica. Se obtuvo
un anticuerpo anti-DVL de Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE. UU.

Ciertamente, el agotamiento de RNF43 redujo drasticamente el nivel en la superficie celular de Frizzled, segun un
ensayo de citometria de flujo utilizando el anticuerpo pan-Frizzled 18R5. La TABLA 6 muestra que el agotamiento de
RNF43 incrementa el nivel en la superficie celular de Frizzled (FZD). Se transfectaron células YAPC con el ARNip
indicado, y los niveles de la membrana de Frizzled se analizaron mediante citometria de flujo utilizando el anticuerpo
pan-Frizzled 18RS.

TABLA 6

Regulacién negativa de la sefializacién Wit por RNF43 en células de cancer pancreético
ARNip Intensidad de FZD mediana en FACS
ARNip de pGL2 237

ARNip de RNF43 n.° 1 1498

ARNip de RNF43 n.° 2 1751

Sin tincion 33

Para los andlisis de citometria de flujo, se recolectaron las células utilizando tampdn de disociacidn celular sin tripsina
(Invitrogen) y se resuspendieron en tampén FACS (PBS con un 1% de BSA y un 0,02% de azida de sodio). Después del
bloqueo, las células se incubaron con anticuerpo anti-pan-Frizzled (18R5) durante 1 hora a 4 °C, después se incubaron
con un anticuerpo secundario de cabra anti-lgG humana conjugado con aloficocianina (APC). Después de lavados
exhaustivos utilizando tampdn FACS, las células se tifieron con yoduro de propidio (PI, por sus siglas en inglés) y se
sometieron a un analisis multicanal utilizando el citdmetro de flujo BD LSR Il. Las sefiales de la fluorescencia de células
negativas para Pl se muestran en los graficos de tipo histograma.
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La sobreexpresion de RNF43 de tipo natural disminuye FZD de la membrana. Para descartar la posibilidad de que el
efecto del ARNip de RNF43 esté mediado por una actividad inespecifica, los autores llevaron a cabo un experimento de
rescate del ADNc expresando de manera estable ADNc de RNF43 resistente a ARNip en células YAPC.

La expresion de RNF43 resistente a ARNip anulé en gran medida el efecto del ARNip de RNF43 en los niveles de
Frizzled, de manera que la actividad del ARNip de RNF43 es especifico.

La sobreexpresién de RNF43ARING incrementa FZD en la membrana. El agotamiento de RNF43 también increment6 la
expresion de AXIN2, un gen diana de B-catenina, y este efecto también se vio anulado por la expresion de RNF43
resistente a ARNip. Véase la FIG. 3(c).

Se generaron ADNc de RNF43 resistente a ARNip de RNF43, RNF43 ARING (que carece de los aminoacidos 272-312)
y F69C mutante mediante PCR con mutagénesis en dos pasos y se clonaron en varios vectores de expresion de
mamiferos. El plasmido indicador pLenti6-STF y el plasmido viral de ARNhc de B-catenina se han descrito previamente
en Hao H-X ef al. (2012) Nature 485(7397): 195-200.

Basandose en los valores de ciclo umbral (Ct) que los autores observaron en un ensayo de PCR cuantitativa, RNF43 se
expresa de manera dominante en comparacion con ZNRF43 en las células YAPC. Los resultados de los autores
muestran que RNF43 regula de manera negativa la sefializacion Wnt mediante la reduccion de la expresion en la
membrana de Frizzled en las células pancreaticas.

RNF43 se expresa en un nivel mas elevado que ZNRF3 en YAPC de cancer pancreético segin pPCR, lo que concuerda
con su importancia en la regulacién de la sefializacién Wnt. La sefializacion Wnt/B-catenina promueve el desarrollo del
compartimento exocrino del pancreas y la expresidn ectopica de la proliferacion por p-catenina estabilizada de células
acinosas. Heiser PW et al. (2006) Development 133(10): 2023-32. Los autores han demostrado previamente que las
proteinas R-espondinas estimulan la sefializacién Whnt al inhibir ZNRF3 y RNF43 y estabilizar Frizzled. Hao HX et al.
(2012) Nature 485(7397): 195-200.

La sefalizacién Whni/B-catenina suprime la expresion en la membrana de Frizzled

La sefializacion Wnt/B-catenina regula de manera negativa la expresion en la membrana de FZD. El inhibidor de
Porcupina LGK974 incrementa el nivel en la membrana de FZD. Se ha mostrado que RNF43 y ZNRF3 son genes diana
de B-catenina. Hao HX ef al. (2012) Nafure 485(7397): 195-200; Koo BK et al. (2012) Nafure 488(7413): 665-9. Sin
embargo, el efecto de la sefializacién Wnt/B-catenina enddgena en la expresion de Frizzled no se ha estudiado.

Los autores observaron por citometria de flujo que ARNip de p-catenina independientes incrementaban
significativamente el nivel en la superficie celular de Frizzled en células YAPC. El agotamiento de B-catenina también
reduce los niveles de ARNm de los genes diana de B-catenina AXIN2 y RNF43. Véase la FIG. 4(a). La TABLA 7
muestra que el agotamiento de B-catenina incrementa el nivel de la superficie celular de Frizzled. Se transfectaron
células YAPC con el ARNip indicado y se analizaron los niveles en la membrana de Frizzled por citometria de flujo.

TABLA 7

La sefializacion Wnt/B-catenina suprime la expresién en la membrana de Frizzled en
células de cancer pancreatico

ARNip Intensidad de FZD mediana en FACS
ARNip de pGL2 137

ARNip de P-cateninan.®1! 530

ARNip de p-catenina n.° 2 561

Sin tincion 37

En consonancia con esta observacion, el tratamiento con el inhibidor de Porcupina IWP2 o LGK974 incremento el nivel
de la superficie celular de Frizzled y disminuyé los niveles de ARNm de AXIN2 y RNF43. Véase la FIG. 4(b). La TABLA
8 muestra que los inhibidores de Porcupina incrementan el nivel en la superficie celular de Frizzled. Se trataron células
YAPC con IWP-2 3 uM o LGK974 1 uM, y se sometieron a andlisis por citometria de flujo para determinar la expresion
en la membrana de Frizzled.
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TABLA 8

La sefalizacién Wnt/B-catenina_suprime la_expresién_en la_membrana de Frizzled en
células de cancer pancreatico

Compuesto Intensidad de FZD mediana en FACS
DMSO 721

IWP-2 1754

LGK974 1373

Sin tincion 64

Estos resultados muestran que la sefializacion Wnt/B-catenina inhibe de forma potente el nivel en la membrana de
Frizzled.

Caracterizacion de la mutaciéon de RNF43 en tumores pancreaticos

Identificacién de lineas de cancer pancreético que contienen la mutacion inactivadora de RNF43. El descubrimiento de
LGK974, un inhibidor potente y selectivo de Porcupina, ofrecié a los autores una herramienta quimica Unica para
examinar sistémicamente la dependencia de Wnt en un conjunto grande de lineas celulares de cancer. Los autores
estudiaron LGK974 en un conjunto grande de lineas celulares de cancer pancreatico utilizando el ensayo de formacion
de focos. Se utilizé el ensayo de formacidn de focos porque es mas sensible que los ensayos de crecimiento habituales
tales como CellTiter-Glo, y se ve menos afectado por las diferentes tasas de crecimiento de las diversas lineas
celulares. De las 39 lineas celulares pancreaticas cribadas, LGK374 Gnicamente mostré una potente actividad inhibidora
del crecimiento en tres lineas celulares, PaTu-8988S, HPAFII y Capan-2.

A continuacion, los autores buscaron determinar la lesion genética que podria conferir dependencia de Wnt. RNF43 es
el Unico regulador negativo conocido en la parte anterior de la via Wnt mutada en el cancer. Por esta razoén, los autores
realizaron la secuenciacion de exones de RNF43 en todas las lineas celulares de cancer pancreatico.
Sorprendentemente, las tres lineas celulares sensibles a LGK974 tienen mutaciones homocigéticas de RNF43 (HPAFII,
E174X; PaTu-8988S, F69C; Capan-2, R330fs). Las mutaciones E174X y R330fs truncan la mayoria de la proteina
RNF43 y muy probablemente inactivan la proteina. La consecuencia de la mutacién F69C, que introduce una cistina
extra en el dominio extracelular de RNF43, esta menos clara.

Las mutaciones en las lineas celulares se determinaron mediante andlisis de la secuenciaciéon gendmica. Para el
analisis de la secuenciacion en general se extrajo el ADN genomico utilizando el minikit de ADN QlIAmp (Qiagen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los exones de RNF43 se amplificaron mediante PCR y se secuenciaron
utilizando la plataforma de Applied Biosystems.

Para definir la funcién de la mutacién F69C, los autores expresaron de manera estable RNF43 de tipo natural con una
etiqueta HA en el extremo C, RNF43 ARING y RNF43 F69C en células YAPC.

Se adquiri6 ADNc de RNF43 humano completo (NM_017763.4) de Open Biosystems y se etiquetd con un epitopo de
HA en el extremo C mediante PCR. Se generaron ADNc de RNF43 resistente a ARNip de RNF43, RNF43 ARING (que
carece de los aminodacidos 272-312) y F69C mutante mediante PCR con mutagénesis en dos pasos y se clonaron en
varios vectores de expresion de mamiferos. El plasmido indicador pLenti6-STF y el plasmido viral de ARNhc de B-
catenina se han descrito previamente en Hao H-X et al. (2012) Nature 485(7397): 195-200.

En consonancia con la funcion de RNF43 en la regulacion del recambio de Frizzled, la sobreexpresién de RNF43 de tipo
natural disminuy6 el nivel en la membrana de Frizzled, mientras que la sobreexpresion de RNF43 ARING mostré una
actividad negativa dominante e incrementé el nivel en la membrana de Frizzled. La sobreexpresion de RNF43 F69C
incrementd de manera moderada el nivel en la membrana de Frizzled, de modo que F69C es un mutante con pérdida de
la funcion y tiene una actividad negativa dominante parcial tras la sobreexpresion.

La TABLA 9 muestra el andlisis por citometria de flujo de Frizzled en la membrana en células YAPC que expresan de
manera estable el vector vacio (VV), RNF43 de tipo natural (TN) o RNF43 mutante (ARING o F69C).

TABLA 9

Células Reexpresion de RNF43
VvV 1040

Tipo natural 686

ARING 2004

F69C 1501

Sin tincién 64
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Ademas, la sobreexpresion de RNF43 ARING, y en menor medida para RNF43 F69C, incrementd la fosforilaciéon de
DVL2 y potencia la actividad indicadora STF inducida por Wnt3a. Estos datos demuestran que F69C es una mutacién
de cambio de sentido inactivadora para RNF43.

El agotamiento de RNF43 incremento la expresion en la membrana de FZD en una célula con RNF43 de tipo natural,
pero no RNF43 mutante. A continuacion, los autores examinaron la funcién de RNF43 en estas lineas celulares de
cancer pancreatico. Aunque el agotamiento de RNF43 incrementé la fosforilacion de DVL2 en YAPC y PK1, dos lineas
celulares de cancer pancreatico con RNF43 de tipo natural, el agotamiento de RNF43 en células HPAFII, PaTu-8988S y
Capan-2 no increment6 la fosforilacion de DVL2. En consecuencia, el agotamiento de RNF43 incrementd el nivel en la
superficie celular de Frizzled en lineas celulares de cancer pancreatico con RNF43 de tipo natural (YAPC y PK1), pero
no con RNF43 mutante (HPAFII, PaTu-8988S y Capan-2). En conjunto, estos resultados muestran que el nivel de
Frizzled ya no esta inhibido por RNF43 en lineas celulares de cancer pancreatico con mutacién en RNF43.

La TABLA 10 muestra un andlisis por citometria de flujo de Frizzled en la membrana en lineas celulares de cancer
pancreatico tratadas con ARNip de RNF43.

TABLA 10

Intensidad de FZD media en FACS

Células ARNip de pGL2 ARNip de RNF43 sin tincién
353 1224 32

PKA1 473 923 32

HPAFII 375 402 23

PaTu-8988S 293 245 34

Capan-2 2437 2643 23

La mutacion en RNF43 predice sensibilidad a la inhibicion de Wnt en tumores pancreaticos

LGK974 disminuye la B-catenina cifosélica en todas la lineas celulares. A continuacion, los autores caracterizaron la
dependencia de Whnt en las lineas celulares de cancer pancreatico. En el ensayo de formacion de focos, LGK974 inhibi6
de manera potente el crecimiento de PaTu-8988S, HPAFII y Capan-2, sin un efecto significativo en PK1 y YAPC (véase
la TABLA 6). De manera importante, el efecto inhibidor del crecimiento de LGK374 en células con RNF43 mutante es
rescatado por Wnt3a exdgena, de manera que el efecto de LGK974 estd mediado por el bloqueo de la secrecion de
Whit. (Las lineas celulares de cancer pancreatico fueron tratadas con DMSO, LGK974 1 uM o LGK974 junto con Wnt3a
recombinante en un ensayo de formacion de focos.) Los ensayos de inmunotransferencia y qPCR indicaron que
LGK974 disminuia la expresion de MYC, un gen diana de B-catenina, e incrementaba la expresion del inhibidor de
cinasas dependiente de ciclinas p21 en lineas celulares con RNF43 mutante pero no con RNF43 de tipo natural.
LGK974 disminuy6 la B-catenina citosdlica y disminuyé la expresion del gen diana de p-catenina AXIN2 tanto en lineas
celulares con RNF43 mutante como RNF43 de tipo natural, de manera que todas estas lineas celulares tiene una
sefializacién Wnt autocrina activa.

Ademas, LGK974 indujo la expresion del marcador de diferenciacion MUC2, MUCS5A/C en las células con RNF43
mutante. LGK974 bloqued la incorporacion de EDU en las lineas celulares con RNF43 mutante, de manera que la
inhibicion de Wnt en estas células condujo a la detencién del ciclo celular. La inhibicion del crecimiento y la
diferenciacién celular inducidas por LGK974 de las células con RNF43 mutante también son obvias utilizando la tincion
de Ki67 (anti-Ki67 (SP6) de Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU. 94010) y la tincién con azul alcian. Ademas,
LGK974 inhibié de manera potente la proliferacion de PaTu-8988S y HPAFII, pero no de PK1, en el ensayo en agar
blando. Capan-2 no se estudi6é ya que no crece en el ensayo en agar blando. En conjunto, estos resultados muestran
que la inhibicién de la sefializacion Wnt autocrina en células con RNF43 mutante induce la parada del crecimiento
celular y la diferenciacion celular.

Para el ensayo en agar blando, las células se suspendieron en 250 uL de un agarosa de bajo punto de fusion (Lonza) al
0,3% en DMEM que contenia un 10% de FBS y se sembraron en 250 yL de DMEM que contenia un 0,8% de agarosa
en estado solido en placas de cultivo de 48 pocillos con una densidad de 5000-10 000 células por pocillo. Se afiadieron
250 uL de medio de cultivo sobre las células después de que la placa se enfriara a TA durante 30 minutos. A
continuacion, la placa se incub6 a 37 °C en una atmosfera humidificada que contenia un 5% de CO.. Las células se
trataron con medio de cultivo fresco que contenia DMSO o LGK974 1 uM cada 3-4 dias. Cuando las colonias
alcanzaron el tamafio deseable, se tomaron fotografias y las colonias se tifieron con azul Alamar (de Invitrogen, Life
Technologies, Grand Island, NY, EE. UU. 14072) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Estos experimentos se
repitieron tres veces y al menos cuatro pocillos fueron replicados cada vez para cada condicién.
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Para el ensayo de proliferacion EdU, las células se colocaron en medio de cultivo en una placa de 96 pocillos con una
densidad de 6000-12 000 células por pocillo, y se trataron con DMSO o LGK974 1 uM. Después de 3 dias, las células
se trataron con medio de cultivo fresco que contenia EdU 20 uM, que estaba incluido en el kit de ensayo Click-iT EdU
Alexa Fluor 488 HCS (Invitrogen) y la placa se incubé durante 2 h a 37 °C en una atmdsfera humidificada que contenia
un 5% de CO.. Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% final durante 30 min, se lavaron con PBS, se
permeabilizaron y se tifieron con PBS con un 0,75% de TritdnX-100 y 50 pyg/mL de Hoechst durante 30 min. Después
del lavado, las células se dispusieron para la deteccion de EdU de acuerdo con las instrucciones del ensayo Click-iT
EdU. Se realizaron ensayos triplicados para cada condicién.

El procedimiento con azul Alcian de la mucina es de la siguiente manera: las lineas celulares de cancer pancreatico se
colocaron en matraces de cultivo tisular de 225 cm?® con varias densidades, y se trataron con DMSO o LGK974 (100 nM)
durante 72 horas. Los sedimentos celulares se recolectaron eliminando el medio, lavando con 1x PBS y afiadiendo 10
mL de formalina tamponada al 10%. A continuacién, se rasparon las células del fondo del matraz y se colocaron en un
tubo cénico de 50 mL, se rellenaron hasta ~50 mL con formalina tamponada al 10%, y se permitié que se fijaran durante
1-2 horas. El tubo cénico que contenia las células fijadas se centrifugd a continuaciéon a 1200 rpm durante 5 min y las
células sedimentadas se envolvieron en papel para lentes, se colocaron en un casete de histologia, se procesaron y se
incluyeron en parafina. Se cortaron secciones FFPE de 5 ym, se montaron en portaobjetos, calentaron a 60 °C durante
al menos 30 minutos y se desparafinaron. Los portaobjetos se lavaron a continuacién dos veces con H:0O, se
transfirieron a acido acético acuoso al 3% durante 3 minutos y se movieron directamente a azul Alcian al 1% en acido
acético al 3%, pH 1 durante 30 minutos. A continuacién, los portaobjetos se colocaron en una corriente de agua durante
10 minutos tras los cuales se lavaron con H20 destilada antes de colocarlos en rojo rapido nuclear al 0,1% (Kernechtrot)
durante 5 minutos. Los portaobjetos se lavaron de nuevo en una corriente de agua y a continuacion, se deshidrataron.
Por altimo, los portaobjetos se cubrieron con Permaslip®.

Para la inmunotransferencia, los lisados celulares totales se prepararon sometiendo las células a lisis utilizando tampén
RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, NP-40 al 1%, desoxicolato de sodio al 0,5%, SDS al 0,1%, EDTA 1 mM)
complementado con inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas, lo cual fue seguido por una centrifugacion a
14 000 rpm durante 10 min a 4 °C. Para la extraccidon de B-catenina citosélica, se resuspendieron los sedimentos
celulares en tampén hipotdnico (Tris-HClI 10 mM, pH 7,5 y KCI 10 mM, complementado con inhibidores de
proteasas/fosfatasas) y se sometieron a lisis mediante ciclos de congelacidn-descongelacion. Se resolvieron cantidades
idénticas de proteinas mediante SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se incubaron con
anticuerpos primarios durante toda la nocha a 4 °C. Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con o bien HRP o
tintes infrarrojos para la visualizacion de la sefial mediante pelicula de ECL o un escaner LI-COR Odyssey,
respectivamente.

LGK974 inhibe MYC e induce la expresion de la proteina p21 en lineas de cancer pancreatico con RNF43 mutante pero
no con RNF43 de tipo natural. Las proteinas Frizzled potencian tanto la sefializacién Wnt/p-catenina canénica como la
sefializacién Wnt no candnica, de modo que la inactivacion debida a una mutacién de RNF43 se esperaria que
incrementase tanto la sefializacion Wnt candnica como no canénica. Para determinar la contribucion de la sefializacion
Wht/B-catenina al crecimiento celular de las lineas pancreaticas estudiadas por los autores, estos utilizaron ARNhc de B-
catenina. La expresion inducible de un ARNhc de B-catenina validado con anterioridad (Scholer-Dahirel A ef al. (2011)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108(41). 17135-40) inhibié de manera potente la proliferacion de las lineas de cancer
pancreatico con RNF43 mutante (PaTu-8988S, HPAFII y Capan-2), pero no RNF43 de tipo natural (PK1 y YAPC). El
agotamiento de B-catenina también disminuyé la expresion del gen diana de p-catenina AXIN2 y MYC (se puede
adquirir anti-MYC de Abcam, Cambridge, MA, EE. UU. 02139), e incrementd la expresion de p21 (se puede adquirir
anti-p21 de Millipore, Bedford, MA, EE. UU. 01730), MUC2 y MUC5A/C en lineas celulares con RNF43 mutante. Estos
resultados muestran que es probable que el efecto de LGK974 en el crecimiento celular esté mediado por la
sefializacién Wnt/B-catenina canénica.

A continuacion, los autores examinaron si la mutacion en RNF43 es necesaria para el crecimiento de las células con
RNF43 mutante. Los autores observaron que la expresion de RNF43 de tipo natural, pero no LacZ o RNF43 ARING,
inhibié de manera significativa la proliferacién de células PaTu-8988S y Capan-2 con RNF mutado, mientras que no tuvo
efecto en células YAPC con RNF43 de tipo natural. La sobreexpresion de RNF43 de tipo natural presuntamente supera
la actividad dominante minoritaria de RNF43 F69C expresado de manera enddgena en células PaTu-8988S. HPAFII no
se puede estudiar en este ensayo ya que la eficacia de infeccién viral en esta linea celular es demasiada baja y los
autores no pudieron obtener células infectadas de manera estable utilizando retrovirus que expresaban LacZ o RNF43
ARING.

En conjunto, los resultados de los autores muestran que la sefializacion Wnt/B-catenina potenciada por la mutacién de
RNF43 es necesaria para la proliferacion de células de cancer pancreatico con RNF43 mutante, y que la supresion de la
sefializacién Wnt/B-catenina en estas células induce la detencién del ciclo celular y la induccion de los marcadores de
diferenciacion.

El blogueo de la secrecion de Wht inhibe el crecimiento de tumores pancreaticos con RNF43 mutante in vivo. Para
analizar la funcién de la activacion de la via Wnt en el mantenimiento de tumores pancreaticos con RNF43 mutante in
vivo, los autores utilizaron dos modelos de xenoinjerto PDAC (HPAFII y Capan-2).
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Para la eficacia in vivo y los estudios farmacodinamicos, las células se recolectaron a una densidad de un 95-110% de
confluencia. Se implantaron por via subcutanea 10 millones de células (HPAFII) o 3 millones de células (Capan-2)
mezcladas 50:50 con membrana basal matriz Matrigel BD (Matrigel) (BD Biosciences) en la regién supraaxilar superior
derecha de ratones nu/nu (Harlan) (HPAFII) o scid.bg (Harlan) (Capan-2). Los tumores se monitorizaron dos veces a la
semana con un calibrador y se calcularon los volimenes tumorales (VT) utilizando la formula elipsoide: VT(mm?®) = ((I x
w?) x 3,14159))/6. Los ratones que portaban xenoinjerto de tumores se distribuyeron aleatoriamente en los grupos de
tratamiento (n = 8 por grupo) 14 dias después del implante del tumor (Capan-2), cuando el volumen tumoral medio
alcanzé 223 mm?® (intervalo de 200-250 mm?) u 11 dias después del implante (HPAFII), cuando el volumen tumoral
medio alcanzé 341 mm? (intervalo de 272-418 mm?®). Los ratones se trataron mediante alimentacién forzada (p.o.) dos
veces al dia (BID) con un volumen posoldgico de 10 mL/kg con vehiculo (0,5% de metilcelulosa (MC)/0,5% de Tween
80) o una suspensién de 0,65 mg/mL de la forma salina de fumarato de LGK974 (LGK974-AE-4, factor de conversion
del peso molecular de la base libre 1,293) en un 0,5% de MC/0,5% de Tween 80. Las dosis in vivo se notifican como
equivalentes de base libre. Después del tratamiento durante 14 dias (HPAFIl) o 35 dias (Capan-2), se notifico la
actividad antitumoral como valores de porcentaje del tratamiento/control (%T/C) o %Regresion (%REG). La actividad
antitumoral se calculd utilizando la siguiente formula: %T/C = 100 AATYAC: si ATt 2 0; 0 %REG = 100 AAT/To si ATt < 0;
donde: To = volumen tumoral (VT) medio del grupo tratado con fArmaco en el dia de la distribucion aleatoria; Tt = VT
medio del grupo tratado con farmaco al final del estudio; ATt = To - Tt; Ct = VT medio del grupo de control en el dia final
del estudio; Co = VT medio del grupo de control en el dia de la distribucién aleatoria; y ACt = Co - Ct *se interpreta que
valores %T/C en el intervalo de 100 a 42% no tienen actividad antitumoral; se interpreta que los valores %T/C <42% y
>10% tienen actividad antitumoral, se interpreta que los valores %T/C < 10% 0 %REG = -10% son estasis tumoral. Se
interpreta que los valores %REG <-10% son regresiones. Se trataron cohortes paralelas, separadas de animales (n =3
por tratamiento y punto temporal) con vehiculo o LGK974 como anteriormente para obtener tejido tumoral para el
andlisis ex vivo de los marcadores farmacodinamicos.

El tratamiento de ratones portadores de xenoinjertos HPAFII con 5 mg/kg de LGK974, p.o. BID durante 14 dias dio
como resultado una inhibicion significativa del crecimiento tumoral (T/C=33%) respecto al tratamiento con vehiculo.
Ademas, el tratamiento de ratones portadores de xenoinjertos Capan-2 con 5 mg/kg de LGK974, p.o. BID durante 35
dias logro la estasis tumoral (T/C=5%). En consonancia con el mecanismo de accion de LGK974, la expresién del gen
diana de B-catenina, AXIN2, se redujo en xenoinjertos de HPAFII y Capan-2 tratados. De manera analoga a los
hallazgos in vitro en células PDAC con RNF43 mutante, el tratamiento con LGK974 indujo la detencién del ciclo celular y
la diferenciacion dentro de los tumores de xenoinjertos.

Para los analisis inmunohistoquimicos y por imagenes, las muestras de tumores de xenoinjertos se fijaron en formalina
tamponada neutra al 10% durante 6-24 horas, se procesaron e incluyeron en parafina. La tinciéon inmunohistoquimica se
realiz6 en el sistema Ventana Discovery. Se capturaron las imagenes utilizando un Aperio Scanscope. Se analizaron las
imagenes de secciones completas de tumores de pancreas y xenoinjerto de ratones con Visiopharm. Para los tumores
de xenoinjerto, se excluyé automaticamente el tejido estromal utilizando el mddulo Section Assembler. Las regiones
necroéticas se excluyeron a mano utilizando herramientas de dibujo que proporciona el soffware de analisis. Los tejidos
se segmentaron utilizando el médulo TissuemorphDP y la intensidad DAB se cuantific6 como porcentaje de nucleos
positivos para proteinas nucleares o porcentaje de pixeles positivos para proteinas no confinadas al nucleo.

Discusion.

En este Ejemplo, los autores han demostrado que RNF43 sirve como regulador de retroalimentacién negativa de la via
Whnt en células pancreaticas al suprimir la expresion en la membrana de Frizzled. Los autores han mostrado que la
sefializacién Whnt/B-catenina inhibe de manera potente la expresidén en la membrana de Frizzled, probablemente
mediante la induccion de RNF43. Este hallazgo proporciona una explicacion de por qué las células de cancer
pancreatico seleccionan mutar RNF43 para escapar de esta potente regulacion por retroalimentacion negativa y lograr
un nivel elevado de sefalizacién Wnt/B-catenina. Los datos de los autores establecen RNF43 como un supresor tumoral
en el cancer pancreatico y muestran que la mutacion de RNF43 se puede utilizar como un biomarcador para predecir la
eficacia de los agentes que tienen como diana la via de sefializacion Wnt.

Los autores han observado que LGK974 disminuye la expresion de AXIN2 en 22 de 29 (76%) lineas celulares de cancer
pancreatico, de modo que un porcentaje elevado de lineas celulares de cancer pancreatico tienen sefializacion Wnt
autocrina. Sin embargo, el crecimiento de la mayoria de estas lineas celulares no se ve afectado por LGK974 en el
ensayo de formacion de focos. Sorprendentemente, las tres lineas de cancer pancredatico que muestran una clara
sensibilidad a LGK974 en el ensayo de crecimiento portan una mutacién de pérdida de la funcion en RNF43. Estos
resultados muestran que los tumores con RNF43 mutados tienen muchas mas posibilidades de ser dependientes de
Wt en comparacién con los tumores con RNF43 de tipo natural.

Resulta interesante que no todas las lineas celulares con mutaciones en RNF43 son sensibles a LGK974. Los autores
han detectado tres lineas de cancer pancreatico que portan una mutaciéon homocigética de RNF43, Patu-8988T (F69C),
Panc10.05 (M18fs) y PL45 (M18fs), pero el crecimiento de estas lineas celulares no es sensible a LGK974. Notese que
Patu-8988S y Patu-8988T procedieron del mismo paciente, y Panc10.05 y PL45 también procedieron del mismo
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paciente. Estos resultados muestran que otros mecanismos pueden wvolver los tumores con RNF43 mutado
independientes de la sefializacién Whnt.

Aumentar el niamero de pacientes que es mas probable que respondan a la terapia en los ensayos clinicos es
beneficioso para el desarrollo con éxito de agentes terapéuticos contra el cancer dirigidos desde un punto de vista
molecular, debido a la toxicidad de estos agentes y la heterogeneidad de los tumores a nivel de la lesiéon molecular. Sin
embargo, el desarrollo clinico de estos agentes es dificil porque no se dispone de una buena estrategia para identificar
tumores dependientes de Wnt. Una estrategia basada en la sobreexpresidn de las proteinas Whnt o la subexpresion de
los inhibidores de Wnt no seria lo suficientemente robusta para la seleccién de pacientes. Ciertamente, muchas lineas
PDAC con una clara sefializacion Wnt/pB-catenina autocrina no son dependientes de Whnt para el crecimiento in vitro.
Ademas, la sefalizacion de B-catenina se puede activar de manera independiente del ligando, de modo que una
estrategia basada en la acumulacion nuclear de pB-catenina tampoco seria fiable.

El estudio de los autores ha establecido RNF43 como un supresor tumoral que inhibe la sefializacion Wnt anterior en el
cancer pancreatico. Sus hallazgos de que todas las lineas celulares de cancer pancreatico del inhibidor de Whnt
sensibles al inhibidor de Whnt in vitro portan la mutacion de RNF43 muestran que la mutaciéon de RNF43 se puede utilizar
como un biomarcador predictivo para seleccionar tumores pancreaticos para un ensayo clinico para estudiar la eficacia
de un inhibidor de Whnt.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para seleccionar un paciente con cancer para el tratamiento con un inhibidor de Wnt, que comprende
determinar la presencia de una mutacion inactivadora en el gen RNF43 en un fluido corporal o tejido de un paciente que
puede contener células tumorales o proteinas de células tumorales.

2. El método de la reivindicacién 1, donde la presencia de la mutacién inactivadora se detecta mediante métodos de
secuenciacién de ADN.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, donde la presencia de la mutacion inactivadora se detecta mediante la
secuenciacion de ADN gendmico, ADNc o ARN de un tejido canceroso.

4. El método de la reivindicacion 1, donde la presencia de la mutacién inactivadora se detecta mediante hibridacion,
reaccion en cadena de la polimerasa, andlisis en gel de poliacrilamida, cromatografia o espectroscopia.

5. El método de la reivindicaciéon 1, donde la mutacién inactivadora se detecta mediante un cribado para detectar un
producto proteico alterado codificado por el gen, p. ej., mediante inmunotransferencia, electroinmunotransferencia,
ensayo de inmunoadsorciéon enzimatica (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), inmunoprecipitacién, inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia, clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) y microscopia inmunofluorescente.

6. Un inhibidor de Wnt o una composicién farmacéutica que comprende un inhibidor de Wnt para su uso en el
tratamiento del cancer en un paciente, donde el inhibidor de Wnt se administra al paciente dependiendo de si se detecta
una mutacion inactivadora en el gen RNF43 en un fluido corporal o tejido de un paciente que puede contener células
tumorales o proteinas de células tumorales, y donde la presencia de una mutacién inactivadora en el gen RNF43 se
detecta utilizando el método de una cualquiera de las reivindicaciones 2-5.

7. Elinhibidor de Wnt o la composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de Wnt para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 6, donde el cancer es cancer pancreatico, carcinoma ductal, adenocarcinoma o melanoma.

8. El inhibidor de Wnt o la composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de Wnt para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 6, donde el cancer es cancer pancreatico.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o el inhibidor de Wnt o la composicidén farmacéutica para su
uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6, 7 u 8, donde el inhibidor de Wnt es un compuesto de
Férmula (1):

z %2 | b
M

0 una sal fisiolégicamente aceptable de este, donde:

X', X2, X3y X4 se seleccionan entre Ny CR7;

uno de X3, X8 X7y X8 es Ny los otros son CH;

X® se selecciona entre Ny CH;

Z se selecciona entre fenilo, pirazinilo, piridinilo, piridazinilo y piperazinilo; donde cada fenilo, pirazinilo, piridinilo,
piridazinilo o piperazinilo de Z esta sustituido opcionalmente con un grupo R®;
R', R2y R®son hidrégeno;

mes 1;

R 4 se selecciona entre hidrogeno, halo, difluorometilo, trifluorometilo y metilo;
R ¢ se selecciona entre hidrogeno, halo y -C(O)R'%; donde R'® es metilo; y

R 7 se selecciona entre hidrogeno, halo, ciano, metilo y trifluorometilo.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o el inhibidor de Wnt o la composicion farmacéutica para su

uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, donde el inhibidor de Wnt es un compuesto
seleccionado por el grupo de:
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N-[5-(3-fluorofenil)piridin-2-il]-2-[5-metil-6-(piridazin-4-il) piridin-3-illJacetamida;
2-[5-metil-6-(2-metilpiridin-4-il)piridin-3-il]-N-[5-(pirazin-2-il)piridin-2-ilJacetamida;
N-(2,3'-bipiridin-6'-il)-2-(2',3-dimetil-2,4'-bipiridin-5-il)acetamida;
N-(5-(4-acetilpiperazin-1-il)piridin-2-il)-2-(2'-metil-3-(trifluorometil)-2,4'-bipiridin-5-il)acetamida;
N-(5-(4-acetilpiperazin-1-il)piridin-2-il)-2-(2'-fluoro-3-metil-2,4'-bipiridin-5-il)acetamida; y
2-(2'-fluoro-3-metil-2,4'-bipiridin-5-il)-N-(5-(pirazin-2-il)piridin-2-il)acetamida;

0 una sal farmacéuticamente aceptable de este.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o el inhibidor de Wnt o la composicién farmacéutica para

su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, donde el inhibidor de Wnt es 2-[5-metil-6-(2-
metilpiridin-4-il)piridin-3-il]-N-[5-(pirazin-2-il)piridin-2-ilJacetamida.
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