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DESCRIPCION
Uso del cabazitaxel en el tratamiento del cancer de préstata
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo uso antitumoral del cabazitaxel en el tratamiento del cancer de préstata, que
puede ser metastasico, especialmente para pacientes con cancer de préstata resistente a la castracion. En particular, la
presente invencion se refiere al uso del cabazitaxel en el tratamiento de pacientes con cancer de préstata metastasico
resistente a la castracion, en donde dichos pacientes tienen un estado positivo para la variante V7 de empalme del
receptor de andrégenos.

Antecedentes de la invencion

El cancer de préstata afecta a una gran proporcion de la poblacion masculina en todo el mundo y generalmente se trata
con terapias con intencién curativa (prostatectomia radical o radioterapia) con o sin terapia de privacion de andrégenos
cuando la enfermedad esta localizada o en casos con enfermedad avanzada que no se pueden modificar para opciones
curativas con terapia de privacion andrégenos, inmunoterapia, quimioterapia o radiofarmacos.

La quimioterapia de primera linea en pacientes con cancer de préstata resistente a la castracion (CRPC) es docetaxel
(vendido bajo la marca Taxotere®) en combinacion con prednisona y se asocia con un beneficio en la supervivencia de
2,4 meses. El docetaxel puede combinarse con otras quimioterapias tales como estramustina o agentes de platino.

Hasta la fecha, docetaxel mas prednisona se considera el estandar de atencidon como tratamiento de quimioterapia de
primera linea para el CRPC metastasico.

Un problema importante con todas las terapias es que el cancer puede volverse resistente a los agentes usados, en
particular a los taxanos, lo que limita las posibles opciones de tratamiento. EI documento WO 2014/047285 A1 describe
la deteccion y/o el tratamiento de un subconjunto de pacientes con cancer de préstata que pueden beneficiarse del
tratamiento con taxanos. El método comprende probar si una variante de empalme del receptor de andrégenos (AR) esta
presente en una muestra de prueba obtenida del paciente, en donde la variante del receptor de andrégenos puede ser
ARVv5,6,7 o0 ARv7, o una de sus combinaciones. Recientemente, se proporciond una nueva opcion terapéutica para tratar
el cancer de prostata, especialmente para pacientes con cancer de préstata metastasico resistente a la castracion
(mCRPC) que han sido tratados previamente con un régimen basado en docetaxel. El acetato de abiraterona y la
enzalutamida acttian sobre la sefalizacion del receptor de andrégenos (AR) y mejoran la supervivencia global (OS) en el
escenario previo y posterior al docetaxel. Cabazitaxel (Jevtana®), el taxano de préxima generacion, se ha desarrollado
para superar la resistencia al docetaxel y bloquea la division celular mediante la estabilizacion de los microtubulos. Al igual
que la enzalutamida y el acetato de abiraterona, el cabazitaxel proporciona un beneficio en la OS en pacientes con
mCRPC previamente tratados con docetaxel. El cabazitaxel esta aprobado actualmente por la FDA como tratamiento de
segunda linea después del docetaxel. Se han realizado o estan en curso un gran numero de ensayos clinicos con
cabazitaxel. Todos estos ensayos enfatizan que las cuestiones criticas que son ahora cémo secuenciar de manera éptima
las lineas de tratamiento para los pacientes con mCRPC; como seleccionar mejor a los pacientes para cabazitaxel; y, lo
que es aun mas importante, como individualizar mejor el tratamiento. Existe una necesidad de biomarcadores que puedan
predecir la respuesta/resistencia de los tumores de prostata a nuevos farmacos, lo que incluye el cabazitaxel y nuevos
agentes dirigidos al receptor de andrégenos (AR) tales como el acetato de abiraterona y la enzalutamida.

Los datos preclinicos, asi como también los clinicos indican resistencia cruzada entre acetato de abiraterona,
enzalutamida y docetaxel. La inhibicion de la sefializacion del AR parece ser el mecanismo de acciéon compartido entre
los tres agentes responsables de esta resistencia cruzada, ya que la estabilizacion de los microtubulos por el docetaxel
junto a la inhibicion de la division celular también inhibe el transporte nuclear del AR. Por el contrario, los pacientes
previamente tratados con acetato de abiraterona, enzalutamida y docetaxel todavia parecen beneficiarse del cabazitaxel.
Por lo tanto, el tratamiento previo parece afectar el resultado de la terapia posterior, lo que enfatiza la necesidad de
factores predictivos confiables que reflejen las caracteristicas del tumor en tiempo real.

Las células tumorales circulantes (CTC) de la sangre periférica han atraido gran atencién durante la ultima década. Un
recuento de CTC antes y durante el tratamiento es un factor prondéstico fuerte e independiente para la supervivencia libre
de progresion (PFS) y la OS en mCRPC, y supera las mediciones del antigeno prostatico especifico (PSA) como marcador
de respuesta temprana al tratamiento. Potencialmente de mayor importancia que la enumeracion de CTC, es la
caracterizacion de las CTC. Recientemente, se evalud la presencia de la variante 7 de empalme de ARNm del AR (AR-
V/7), que codifica un AR truncado y constitutivamente activo, en las CTC de pacientes con mCRPC que comienzan con
enzalutamida o acetato de abiraterona (Antonarakis y otros. 2014. N Engl J Med. 371:1028-38). En la pequefia cohorte
de pacientes investigados, ninguno de los pacientes con los transcritos de AR-V7 en sus CTC respondieron al acetato de
abiraterona o enzalutamida, en comparacion con el 68 % y el 53 %, respectivamente, de los pacientes sin AR-V7
(Antonarakis y otros. 2014). La presencia de AR-V7 se midié mediante el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa de transcripcion reversa (RT-gPCR) en CTC enriquecidas por AdnaTest (AdnaGen AG, Langenhagen,
Alemania), para el cual existen datos limitados sobre la validez en el mCRPC. Los resultados antes mencionados sugieren
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fuertemente que los pacientes AR-V7-positivos no deben recibir enzalutamida ni acetato de abiraterona. Sin embargo,
queda por dilucidar si el cabazitaxel sigue siendo una opcion de tratamiento efectiva para estos pacientes.

Resumen de la invencion

La invencion se refiere a otra indicacion médica del uso terapéutico farmacéutico antitumoral del cabazitaxel de férmula:

En particular, la invencion, en un primer aspecto, se refiere al cabazitaxel para su uso como medicamento en el tratamiento
de un paciente que padece cancer de prostata que comprende determinar el estado AR-V7 en dicho paciente y administrar
cabazitaxel en forma de base o en forma de un hidrato o un solvato, a dicho paciente, en combinacién con un corticoide.

En modalidades preferidas del aspecto anterior, el cancer de prostata es cancer de préstata metastasico resistente a la
castracion (mCRPC). Sin embargo, AR-V7 también puede detectarse en cancer de prostata metastasico no resistente a
la castracion, asi como también en la castracion localizada o en el cancer de préstata resistente a la castracion.

En otras modalidades preferidas del aspecto anterior, la etapa de determinar el estado AR-V7 en dicho paciente se realiza
en células tumorales aisladas. En modalidades preferidas, dichas células tumorales aisladas son células tumorales
circulantes (CTC).

En algunas modalidades preferidas de los aspectos mencionados anteriormente, el paciente ha sido tratado previamente
con un régimen basado en docetaxel.

En algunas otras modalidades preferidas de los aspectos anteriores de la invencion, el paciente es resistente al docetaxel
y a nuevos agentes dirigidos al AR, tales como el acetato de abiraterona y/o la enzalutamida, o el paciente, cuando se
trata previamente con docetaxel y/o nuevos agentes dirigidos al AR, aun no se ha vuelto resistente al docetaxel y/o a
nuevos agentes dirigidos al AR. En tales modalidades, el cabazitaxel en forma de base o en forma de hidrato o solvato,
en combinacién con un corticoide, se usa como parte de una quimioterapia citotoxica de segunda linea para el tratamiento
del cancer de préstata, preferentemente mCRPC.

Alternativamente, en otras modalidades preferidas de los aspectos anteriores de esta invencion, el paciente no ha sido
tratado previamente con docetaxel y/o agentes dirigidos al AR. En tales modalidades, el cabazitaxel en forma de base o
en forma de hidrato o solvato, en combinacién con un corticoide, es parte de una quimioterapia citotdxica de primera linea
para el tratamiento del cancer de préstata, preferentemente mCRPC.

En los aspectos de la invencién mencionados anteriormente, el tratamiento de pacientes con cancer de prostata
comprende preferentemente administrar una cantidad efectiva del agente antitumoral cabazitaxel a dicho paciente.

Este agente antitumoral puede estar en forma de base anhidra, un hidrato o un solvato, destinado al tratamiento del cancer
de prostata, en particular a pacientes que han sido previamente tratados con un régimen basado en docetaxel. Este
compuesto se administra preferentemente a un paciente con enfermedad metastasica que se ha vuelto resistente a la
castracion. El cabazitaxel se administra preferentemente en combinacién con un corticoide elegido especialmente entre
prednisona y prednisolona. Este corticoide se administra preferentemente a una dosis diaria de 10 mg por via oral.

En algunos aspectos de la invencion, el cabazitaxel se administra en combinacién con prednisona para su uso como
medicamento en el tratamiento de pacientes con cancer de préstata hormono-refractario que han sido tratados
previamente con un régimen basado en docetaxel.

En algunos aspectos de la invencion, cabazitaxel es para administracion a una dosis (definida para cada administracion)
de entre 20 y 25 mg/m?. El cabazitaxel puede estar en forma de solvato de acetona. Mas particularmente, el solvato de
acetona de cabazitaxel contiene entre 5 % y 8 % y preferentemente entre 5 % y 7 % en peso de acetona.
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En algunos aspectos de la invencion, el cabazitaxel puede ser para administracion por infusion intravenosa a una dosis
de entre 15y 25 mg/m?, y se repite este ciclo de administracion del agente antitumoral en un intervalo de 3 semanas entre
cada administracion de cabazitaxel, intervalo que puede prolongarse de 1 a 2 semanas en dependencia de la tolerancia
a la administracion del cabazitaxel anterior.

En algunas modalidades, la cantidad efectiva de cabazitaxel produce al menos un efecto terapéutico seleccionado del
grupo que consiste en aumento de la supervivencia global, respuesta parcial, reduccién del tamafio del tumor, reduccién
de la metastasis, remisidon completa, remision parcial, enfermedad estable o respuesta completa.

La presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que trata a pacientes con cancer de prostata
que comprende una cantidad clinicamente probada segura y efectiva de cabazitaxel.

La presente invencion también proporciona un método para identificar pacientes con cancer de préstata, preferentemente
mCRPC, elegibles para el tratamiento con cabazitaxel en forma de base o en forma de hidrato o solvato, en combinacion
con un corticoide que comprende analizar una muestra bioldgica del paciente para la presencia de células tumorales
circulantes AR-V7, como se describié anteriormente, en donde el paciente es elegible para el tratamiento con dicho
cabazitaxel si AR-V7 esta presente en dichas células tumorales circulantes.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Diagrama de flujo del estudio que muestra la seleccion de pacientes para los analisis.

Figura 2. Graficos en cascada de las respuestas del PSA al cabazitaxel después de 12 semanas (A.) y al final del
tratamiento (B.). Las lineas discontinuas representan disminuciones del 30 % y 50 % en el PSA con relacién al nivel al
inicio del estudio. No se observaron diferencias en las respuestas del PSA entre pacientes AR-V7-positivos y AR-V7-
negativos. Los asteriscos por encima o por debajo de las columnas indican pacientes que fueron tratados con acetato de
abiraterona antes de cabazitaxel.

Figura 3. Supervivencia global en funcién de AR-V7 en las CTC al inicio del estudio. El valor P informado proviene de la
prueba del orden logaritmico. Los datos de seguimiento de tres pacientes aun faltaban en el momento de los analisis, ya
que el ensayo clinico aun estaba en curso y se estaba reclutando.

Figura 4. Sensibilidad y especificidad de los ensayos. (A.): Se usé material de 40 pacientes con mCRPC para evaluar la
correlacion lineal entre el recuento de CTC después del enriquecimiento con CellSearch y el valor promedio de Cq de
EPCAMy KRT19 en las correspondientes muestras de ARN. (B.). Los datos de 62 experimentos individuales con entrada
de ARN de 4 a 580 células VCAP en RT-gPCR se usaron para evaluar la correlacion lineal entre el valor de Cq de AR-V7
y el valor promedio de Cq de EPCAM +KRT19. Muestras con un valor promedio de Cq, de EPCAM +KRT19 mas abajo de
26,5 C4 se considero que contenian suficiente sefal epitelial para permitir la medicién de AR-V7 en estas células. Circulos:
células VCAP sin aumento; cuadrados: Células VCAP adicionadas en sangre HBD. (C.). Medicion de la sensibilidad y
especificidad del AR-WTy AR-V7 por RT-gPCR en células VCAP antes y después de la adicion en HBD, antes y después
del enriquecimiento con CellSearch y antes y después de la preamplificacion. Los datos se expresan con relacion a la
expresion promedio de EPCAM + KRT19 (AC,) medido en estas preparaciones. Dentro de una ventana de + 1,1 Cq,
ambas transcripciones pueden medirse de forma reproducible en material de tan solo 2 células VCAP. Circulos azul
oscuro: ACq AR-WT; cuadrados; circulos azul claro: ACq AR-V7. La figura 4C esta dividida en dos partes en donde las 15
columnas que indican la densidad celular inicial corresponden a las dos partes de la figura. En la segunda parte de la
Figura 4C, las primeras 11 celdas de la fila 4 (preamplificadas) indican "si" y las 4 celdas restantes indican "no". En la
segunda parte de la Figura 4C, las primeras 4 celdas de la fila 5 (WBC presente) indican "si" y las 11 celdas restantes
indican "no".

Figura 5.(A.). Niveles de transcripcion de AR-WT frente a AR-V7. No se observd correlacion (r de Spearman=0,30,
P=0,12). (B.). Niveles de transcripcion de AR-WT en pacientes sin AR-V7 (panel izquierdo) y con AR-V7 (panel derecho)
en las CTC. Las lineas horizontales representan las medianas. No hubo diferencia en los niveles de transcripcion (U de
Mann Whitney, P=0,20).

Figura 6. Supervivencia global en pacientes que recibieron o no acetato de abiraterona antes del cabazitaxel (A.) y
pacientes que recibieron o no acetato de abiraterona o enzalutamida después del cabazitaxel (B.). Aun faltaban datos
clinicos sobre los tratamientos previos de cinco pacientes, ya que el ensayo clinico aun estaba en curso y se estaba
reclutando. De un paciente aun no se disponia de los datos de seguimiento.

Figura 7. La secuencia de nucleétidos de la regiéon que codifica el ARNm de AR-V7, proporcionada por el nimero de
acceso de GenBank FJ235916. La secuencia de la region CE3 especifica de AR-V7, que comienza en el nucleétido 2216,
esta subrayada. Un coddn de parada dentro del marco en la posicion 2263-2265 se indica en negrita.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

El término "cantidad efectiva", como se usa en la presente descripcion, significa una cantidad de un compuesto
farmaceéutico, tal como cabazitaxel, que produce un efecto sobre el cancer a tratar.

El término "clinicamente probado”, como se usa en la presente descripcion, significa resultados de eficacia clinica que
son suficientes para cumplir con los estandares de aprobacién de la FDA.
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El término "cancer de prostata resistente a la castracion”, como se usa en la presente descripcion, es sinénimo de cancer
de préstata hormono-refractario y se refiere a pacientes con cancer de prostata que no han recibido un tratamiento
destinado a reducir los niveles de andrégenos a niveles de castracion.

El término "paciente”, como se usa en la presente descripcion, incluye tanto humanos como animales. En una modalidad,
un paciente es un ser humano.

El término "receptor de andrégenos" o "AR" se refiere a la proteina receptora de andrégenos como se define por su
secuencia de aminoacidos codificante conservada en una conformacién estructural activa o nativa. Se han clonado y
secuenciado secuencias de acidos nucleicos que codifican receptores de andrégenos a partir de numerosos organismos.
El numero de acceso de GenBank® para la secuencia del receptor de andrégenos humano es NM-000044.3 (PRI 11-
MAYO-2014). El receptor de andrégenos (AR) es un factor de transcripcion activado por hormonas que regula la expresion
génica eucariota y afecta la proliferacion y diferenciacion de las células diana. La proteina de longitud completa es
citoplasmatica en ausencia de hormona, pero se transloca al nicleo al unirse a la testosterona o la dihidrotestosterona.
El receptor de andrégenos esta codificado por el gen del receptor de andrégenos del cromosoma X. El gen del AR
comprende 8 exones y 7 intrones. Se conocen dos isoformas del AR, Ay B, de las cuales AR-B representa el receptor de
longitud completa y AR-A representa una proteina N-terminal truncada que carece de los primeros 187 aminoacidos
debido a protedlisis in vitroGregory y otros, 2001. J Mol Endocrinol 27: 309-19). La proteina del AR prototipo contiene un
dominio NH2-terminal (N-terminal) (NTD), codificado por el exdn 1, que constituye aproximadamente el 60 % de la proteina
de 110 kDa de longitud completa y es la regiéon reguladora de la transcripcion de la proteina. EI dominio central de unién
al ADN (DBD) esta codificado por los exones 2 y 3, mientras que los exones 4 a 8 codifican el dominio de unién al ligando
COOH-terminal (LBD) (Hu y otros, 2009. Cancer Res 69: 16-22).

El término "agentes dirigidos al receptor de andrégenos (AR)" o "agentes dirigidos al AR" como se usa en la presente
descripcion se refiere a los agentes que tienen afinidad por el receptor de andrégenos y que funcionan particularmente
como antagonistas al ser capaces de inhibir la uniéon de hormonas androgénicas como testosterona y dihidrotestosterona
al receptor de androgenos. Estos agentes encuentran un uso particular en terapias antihormona, como por ejemplo la
terapia antitestosterona. El acetato de abiraterona o la enzalutamida son ejemplos no limitantes de agentes dirigidos a
AR.

El término "variante V7 de empalme del receptor de andrégenos" y su abreviatura AR-V7, como se usa en la presente
descripcion, se refiere a una variante de empalme del receptor de andrégenos (AR) que comprende un dominio N-terminal
de transcripcion/regulador, codificado por el exén 1, y la mayoria de los dos dominios de unién al ADN, codificados por
los exones 2 y 3, pero carecen de una region bisagra, codificada por el exén 4, y un dominio C-terminal de unién a
hormonas y una region C-terminal, codificada por los exones 5-8. En cambio, el exdn 3 se empalma a una region desde
dentro del intrén 3, denominada "region CE3". La variante AR-V7 (también denominada AR3) es constitutivamente activa,
lo que significa que también activa la transcripcion génica en ausencia de testosterona y dihidrotestosterona. La secuencia
de nucledtidos de la region que codifica el ARNm de AR-V7, proporcionada por el nimero de acceso de GenBank
FJ235916, se representa en la Figura 7. La secuencia de la region CE3 especifica de AR-V7, que comienza en el
nucledtido 2216, esta subrayada. Un codén de parada dentro del marco en la posicion 2263-2265 se indica en negrita.

El término "estado AR-V7", con referencia a una condicion del paciente, se refiere a la presencia o ausencia en las células
de cancer de prostata, preferentemente en las CTC, de productos de expresion génica del receptor de andrégenos de la
variante AR-V7 en forma de ARN o proteina.

El término "estado positivo de AR-V7", como se usa en la presente descripcion, se refiere a la presencia (frente a ausencia
en el caso de un estado negativo) de transcritos de la variante 7 de empalme de ARNm del receptor de andrégenos en
una muestra. Cuando se usa la PCR para la deteccion, la presencia de transcritos de AR-V7 se detecta como una
diferencia en el valor de Cq (es decir, el ciclo de cuantificacién o el ciclo en el que se obtiene una sefial detectable
(fluorescencia)) entre AR-V7 y una transcripcion de referencia o gen, como el valor de Cq obtenido para los marcadores
epiteliales EPCAM y/o KRT19, o los genes de referencia GUSB, HMBS y HPRT1, preferentemente EPCAM y/o KRT19.
Como ejemplo, en una muestra que tiene un estado AR-V7 negativo, se requieren mas ciclos para detectar el AR-V7
diana que para detectar el marcador epitelial EPCAM.

El término "reaccion de PCR", como se usa en la presente descripcion, se refiere a una reaccion de amplificacion que se
caracteriza por ciclos repetidos de desnaturalizacion del molde de acido nucleico diana, apareamiento de cebadores y
extension (sintesis) de una nueva hebra de acido nucleico. La especificidad de una reaccién de PCR se determina
sustancialmente por el % de identidad de los cebadores con la plantilla de acido nucleico diana y la temperatura de
apareamiento. El término "reaccién de PCR en tiempo real", como se usa en la presente descripcion, se refiere a una
reaccion de amplificacion de PCR a la que se agrega una sonda marcada o un tinte para generar una sefial. La intensidad
de la sefal es una medida de la cantidad de producto que se genera. La deteccion de la sefal en tiempo real permite
cuantificar la cantidad de material de partida. Una reaccién de PCR en tiempo real se realiza en termocicladores
especializados con sistemas de deteccion que detectan la sefial, por ejemplo, un LightCycler 48011 (Roche Diagnostics,
Almere, Paises Bajos), un Mastercycler Realplex Ep Real-Time PCR System (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) o
StepOne™ Plus (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA EE.UU.). Sin embargo, no es necesario que haya una sonda
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separada. Algunas reacciones de PCR en tiempo real incorporan un colorante en el cebador (por ejemplo, cebadores
Scorpion®; Premier Biosoft, Palo Alto, CA, EE.UU.) y estan comprendidas en el alcance de la presente invencion.

Los términos "cebador directo" y "cebador inverso", como se usan en la presente descripcion, se refieren a un
oligonucledtido monocatenario u oligonucleétido mimético de 15-50 bases, preferentemente 16-30 bases, que es
complementario a las secuencias de acido nucleico que flanquean la regién a ser amplificada. La secuencia del cebador
directo y el cebador inverso determina la especificidad de la reaccion de amplificacién. Los cebadores preferidos son
preferentemente aproximadamente un 100 % idénticos a una region en un molde de acido nucleico diana de manera que
solo se amplifica la region entre dos cebadores en un molde de acido nucleico diana. La distancia entre los sitios de union
del cebador en la plantilla de acido nucleico diana determinara el tamafio del producto amplificado.

El término "sonda", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un oligonucleétido monocatenario o mimético de
oligonucledtido de 15-50 bases, preferentemente 16-30 bases, que es complementario a una secuencia de acido nucleico
dentro de un acido nucleico diana, tal como un amplicon de PCR. Una sonda preferida es aproximadamente 100 % idéntica
a la regién diana de un acido nucleico diana. Una sonda generalmente comprende un marcador detectable en su extremo
3'05.

Los términos "molécula de ADN diana", "acido nucleico diana (plantilla)" y "plantilla de la molécula de ADN", como se usan
en la presente descripcion, se refieren a un acido nucleico cuya region entre dos cebadores, preferentemente un cebador
directo y un cebador inverso, es amplificada. Una plantilla de acido nucleico diana es un gen o un producto génico, tal
como un producto de ARN, o una parte del gen o parte del producto génico.

El término "amplicon", como se usa en la presente descripcion, se refiere a una region en una plantilla de acido nucleico
diana que se amplifica mediante el uso de dichos dos cebadores, preferentemente un cebador directo y un cebador
inverso. Un amplicon comprende preferentemente una secuencia de acido nucleico que es complementaria a una
secuencia de acido nucleico de una sonda que reconoce especificamente dicho amplicon.

El término "hibridar especificamente”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a moléculas de acido nucleico
que forman una molécula de acido nucleico bicatenario en condiciones rigurosas.

Los términos "rigurosidad" e "hibridacion rigurosa" se refieren a condiciones de hibridacién que afectan la estabilidad de
los hibridos, por ejemplo, temperatura, concentracion de sal, pH y similares. Estas condiciones se optimizan
empiricamente para maximizar la union especifica y minimizar la unidon no especifica del cebador o la sonda a su
secuencia de acido nucleico diana. El término como se usa incluye la referencia a las condiciones bajo las cuales una
sonda o cebador se hibridara con su secuencia diana, en un grado mayor de manera detectable que con otras secuencias
(por ejemplo, al menos 2 veces respecto a los valores de fondo). Las condiciones rigurosas son dependientes de la
secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Las secuencias mas largas hibridan especificamente a
temperaturas mas altas. Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5 °C
mas bajas que el punto de fusion térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y un pH definidos. La Tm
es la temperatura (bajo una fuerza i6nica y pH definidos) a la que el 50 % de una secuencia diana complementaria hibrida
con una sonda o cebador perfectamente coincidente. Los procedimientos de hibridacion se conocen bien en la técnica y
se describen por ejemplo en Ausubel y otros, 1998. Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley, Nueva York; y
Sambrook y otros, 2001. Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York.

El término "cabazitaxel", como se usa en la presente descripcidn, se refiere a un compuesto que pertenece a la familia
taxoide y que tiene la féormula:

H.C~

El nombre quimico de cabazitaxel es 4a—acetoxi—2a—benzoiloxi—5, 20—epoxi—1—hidroxi—7,10—dimetoxi—9—
oxo—11—taxen—13a—il(2R,3S)—3—fert—Butoxicarbonilamino—2—hidroxi—3—fenilpropionato. Cabazitaxel se
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conoce como sinénimo (2a,5,7,10,13a)—4—acetoxi—13—({(2R,3S) —3—](tercbutoxicarbonil)amino]—2—hidroxi—3—
fenilpropanoil}oxi)—1—hidroxi—7,10—dimetoxi—9—ox0—5,20—epoxitax—11— en—2—il benzoato.

El compuesto cabazitaxel y un método para su preparacion se describen en los documentos WO 96/30355, EP 0 817 779
B1 y el documento de Estados Unidos 5 847 170, que se incorporan en la presente descripcion como referencia en su
totalidad. El cabazitaxel puede administrarse en forma de base (véase la férmula anterior) o en forma de hidrato. También
puede ser un solvato, es decir, un complejo molecular caracterizado por la incorporacion del solvente de cristalizacion en
el cristal de la molécula del principio activo (véase al respecto la pagina 1276 de J. Pharm. Sci. 1975, 64(8), 1269—1288).
En particular, puede ser un solvato de acetona y, mas particularmente, puede ser el solvato descrito en el documento WO
2005/028462. Puede ser un solvato de acetona de cabazitaxel que contenga entre 5 % y 8 % y preferentemente entre 5
% y 7 % en peso de acetona (% significa contenido de acetona/contenido de acetona + cabazitaxel x 100). Un valor
promedio del contenido de acetona es del 7 %, que representa aproximadamente la estequiometria de la acetona, que es
del 6,5 % para un solvato que contiene una molécula de acetona. El siguiente procedimiento permite la preparacion de
un solvato de acetona de cabazitaxel: Se adicionan 940 ml de agua purificada a 2015 °C (temperatura ambiente) a una
solucion de 207 g de 4a—acetoxi—2a—benzoiloxi—5 ,20—epoxi—1—nhidroxi—7 ,10—dimetoxi—9—oxo—11—taxen—
13a—il(2R,3S)—3—ferf—butoxicarbonilamino—2—hidroxi—3—fenilpropionato en aproximadamente 92 % en peso en
aproximadamente 2 litros de acetona, seguido de la siembra con una suspension de 2 g de 4a—acetoxi—2a—benzoiloxi—
5,20—epoxi—  1—hidroxi—7,10—dimetoxi—9—oxo—11—taxen—13a—il(2R,3S)—3—ferf—butoxicarbonilamino—2—
hidroxi-3-fenilpropionato aislado de acetona/agua en una mezcla de 20 ml de agua y 20 ml de acetona. La mezcla
resultante se agita durante aproximadamente 10 a 22 horas y se afiaden 1,5 litros de agua purificada durante 4 a 5 horas.
Esta mezcla se agita durante 60 a 90 minutos y luego la suspension se filtra a presion reducida. La torta se lava sobre el
filtro con una solucién preparada a partir de 450 ml de acetona y 550 ml de agua purificada, y luego se seca en horno a
55 °C bajo presion reducida (0,7 kPa) durante 4 horas. 197 g de 4a—acetoxi—2obenzoiloxi—5,20—epoxi—1 —hidroxi—
7,10—dimetoxi—9—oxo—11—taxen—130il(2R,3S)—3—fert—butoxicarbonilamino—2—hidroxi—3-fenilpropionato

acetona que contiene 0,1 % de agua y 7,2 % de acetona (cantidad tedrica: 6,5 % para un solvato estequiométrico).

El cabazitaxel puede administrarse por via parenteral, tal como por via intravenosa. Una forma galénica del cabazitaxel
adecuada para la administracion por infusion intravenosa es aquella en la que el cabazitaxel se disuelve en agua en
presencia de excipientes elegidos entre tensioactivos, cosolventes, glucosa o cloruro de sodio, etc. Por ejemplo, puede
prepararse una forma galénica de cabazitaxel al diluir una soluciéon premezclada de cabazitaxel contenida en un vial estéril
(80 mg de cabazitaxel + 2 ml de solvente + polisorbato 80) con un vial estéril que contiene una solucion de 6 ml de agua
y etanol (13 % en peso de etanol al 95 %) para obtener 8 ml de una solucion lista para ser diluida de nuevo en una bolsa
de perfusion. La concentracion de cabazitaxel en esta solucion lista para volver a diluir es de aproximadamente 10 mg/ml.
A continuacion, se prepara la perfusion al inyectar la cantidad adecuada de esta solucion lista para volver a diluir en la
bolsa de perfusion que contiene agua y glucosa (aproximadamente 5 %) o cloruro de sodio (aproximadamente 0,9 %).

El cabazitaxel puede administrarse en combinacién con un corticoide, tal como prednisona o prednisolona, como dos
preparaciones farmacéuticas distintas. También puede administrarse sin prednisona.

En consecuencia, un aspecto de la invencién es cabazitaxel para su uso en un método de tratamiento del cancer de
préstata que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad efectiva de cabazitaxel en combinacion
con un corticoide, tal como prednisona o prednisolona.

La combinacion se administra repetidamente de acuerdo con un protocolo que depende del paciente a tratar (edad, peso,
historial de tratamiento, etc.), que puede ser determinado por un médico experto. En un aspecto de la invencion, el
cabazitaxel se administra mediante perfusion al paciente de acuerdo con un programa intermitente con un intervalo entre
cada administracion de 3 semanas, que puede prolongarse de 1 a 2 semanas en dependencia de la tolerancia a la
administracion anterior. La mediana del nimero de ciclos es 6. La prednisona o prednisolona pueden administrarse
diariamente, por ejemplo, en forma de una toma de dosificacion por dia, durante la duracién del tratamiento. En la seccion
"Ejemplos" se dan ejemplos de dosis para los dos agentes antitumorales. La dosis actualmente recomendada es de 25
mg/m? de cabazitaxel administrado como una infusion de una hora y 10 mg por dia de prednisona o prednisolona
administrada por via oral.

En algunos aspectos de la invencion, el paciente que se va a tratar que expresa una variante V7 del receptor de
androgenos tiene cancer de prostata que es resistente a la terapia hormonal (es decir, hormono-refractario) y ha sido
tratado previamente con docetaxel. En algunos aspectos, el paciente tiene cancer de prostata que progresé durante o
después del tratamiento con docetaxel. En algunos aspectos, el paciente fue tratado previamente con al menos una dosis
acumulativa de 225 mg/m? de docetaxel. En un aspecto particular, el paciente mostrd progresion de su enfermedad en
los seis meses posteriores a la terapia hormonal o durante el tratamiento con docetaxel o después del tratamiento con
docetaxel. En otro aspecto particular, el paciente mostré progresion de su enfermedad en los tres meses posteriores a la
terapia hormonal o después del tratamiento con docetaxel.

En algunos aspectos de la invencion, el paciente a tratar que expresa una variante V7 del receptor de andrégenos tiene
un tumor medible y puede mostrar progresion de la enfermedad a través de una lesion metastasica de las visceras o de
un tejido blando de al menos 1 cm determinada por resonancia magnética o mediante una tomografia axial computarizada
(exploracién por CT).
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En algunos aspectos de la invencion, el paciente a tratar que expresa una variante V7 del receptor de andrégenos tiene
un tumor no medible y puede mostrar un aumento en el nivel de PSA con tres mediciones en un intervalo de 1 semana o
la aparicién de nuevas lesiones.

En algunos aspectos de la invencion, el paciente a tratar que expresa una variante V7 del receptor de andrégenos ha sido
castrado por orquidectomia o con agonistas de LHRH, eliminacion de andrégenos o monoterapia con estramustina.

En un aspecto preferido, la esperanza de vida del paciente a tratar debe ser de al menos 2 meses.

En algunos aspectos, el tratamiento no incluye a pacientes que hayan recibido previamente mitoxantrona o que hayan
recibido menos de 225 mg/m? de docetaxel, o que se hayan sometido a una radioterapia que haya eliminado mas del 40
% de la médula, que hayan recibido un tratamiento dentro de las 4 semanas anteriores a la prueba, que tengan una
neuropatia o estomatitis, que afecte al cerebro o las meninges, que hayan mostrado hipersensibilidad grave al polisorbato
o prednisona, cuyo analisis de sangre muestra una disminucién apreciable de neutrofilos, hemoglobina o plaquetas, un
aumento de bilirrubina y/o enzimas hepaticas y creatinina, o que tienen problemas cardiacos o una infeccidon que requiere
antibidticos.

Un aspecto de la invenciéon comprende cabazitaxel para su uso en el tratamiento de un paciente con cancer de préstata
metastasico hormono-refractario, que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad efectiva
clinicamente probada de cabazitaxel, opcionalmente en combinacién con prednisona o prednisolona. En algunos aspectos
preferidos de esta invencion, el paciente que expresa una variante V7 del receptor de andrégenos ha sido tratado
previamente con un régimen que contiene docetaxel. En aspectos alternativos preferidos, el paciente que expresa una
variante V7 del receptor de andrégenos no ha sido tratado previamente con un régimen que contenga docetaxel.

La variante V7 del receptor de andrégenos (AR-V7) es una variante constitutivamente activa, lo que significa que también
activa la transcripcion de genes en ausencia de testosterona y dihidrotestosterona. La variante AR-V7 comprende el
dominio N-terminal de transcripcion/regulador y la mayoria de los dominios de unién al ADN, pero carece de una region
bisagra y un dominio C-terminal de unién a hormonas y una regién C-terminal. Recientemente fue informado por
Antonarakis y ofros, (Antonarakis y otros, 2014. N Engl J Med 371: 1028-1038), que la deteccion de la variante 7 de
empalme de ARNm del receptor de andrégenos (AR-V7) en las CTC de hombres con mCRPC se asocia con resistencia
a enzalutamida y acetato de abiraterona. Por lo tanto, el estado AR-V7 puede usarse como un biomarcador para predecir
la resistencia a los agentes dirigidos al AR, lo que facilita la seleccion del tratamiento. Se sugiri6 ademas que AR-V7
también careceria de un dominio de unién a microtubulos, lo que haria que estas células AR-V7 positivas también fueran
resistentes a tratamientos mediados por taxanos tal como la quimioterapia con docetaxel (Portella y otros, 2013. Cancer
Res 73: 4081.; Thadani-Mulero y otros, 2014. Cancer Res 74: 2270-82).

Ahora se muestra que, aunque AR-V7 carece de un dominio de unién a microtibulos y las células AR-V7 positivas son
resistentes a tratamientos mediados por taxanos tal como docetaxel, las células AR-V7 positivas son sensibles al taxano
cabazitaxel. Por lo tanto, el cabazitaxel todavia puede usarse como un tratamiento efectivo para pacientes con cancer de
prostata AR-V7-positivo, incluso en el caso de que los pacientes se hayan vuelto resistentes al docetaxel.

Se han descrito otras variantes del receptor de andrégenos que comprenden el dominio N-terminal regulador/transcripcion
y la mayoria de los dominios de unién al ADN, pero carecen de una regién bisagra y un dominio C-terminal de unién a
hormonas y una regioén C-terminal, similar a AR-V7. Estas variantes incluyen AR-V1, AR-V2, AR-V3, AR-V4, AR-V5, AR-
V6, AR-V9, AR-V10 y AR-V11, de las cuales AR-V3, AR-V4 se indican que son constitutivamente activas, similar a AR-
V7 (Lu y Luo, 2013. Trans Androl Urol 2: 178-186).

Los efectos secundarios de la terapia con cabazitaxel y las medidas profilacticas para evitar y/o controlar estos efectos
secundarios se conocen bien por un experto en la técnica y se indican, por ejemplo, en detalle en el documento
W02011/051894, cuya publicacion se incorpora en la presente descripcion como referencia en su totalidad.

Estado del receptor de andrégenos

El estado de la variante V7 del receptor de andrégenos en un paciente se determina preferentemente en una muestra que
comprende células cancerosas del paciente con cancer de prostata. Preferentemente, dicha muestra es una muestra de
tejido tal como, por ejemplo, una muestra de biopsia, o una muestra de un fluido corporal, preferentemente orina, linfa o
sangre, que incluye suero. Dicho estado se determina con la maxima preferencia en las células tumorales circulantes
(CTC) que estan presentes en la sangre o que se han aislado de la sangre.

Las CTC pueden capturarse o aislarse de la sangre mediante el aislamiento sin marcadores de las CTC, con base en, por
ejemplo, las propiedades fisicas tales como un tamafio mayor y diferencias en densidad, carga y propiedades migratorias,
en comparacion con las células sanguineas tal como los leucocitos (Karabacak, 2014. Nature Protocols 9, 694-710). Las
CTC se aislan preferentemente de una muestra de sangre mediante el uso de marcadores de superficie celular especificos
que estan ausentes de las células sanguineas normales. Un marcador preferido para las células tumorales epiteliales es
la Molécula de Adhesion de Células Epiteliales (EpCAM), porque se expresa en células de origen epitelial, pero esta
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ausente en las células sanguineas o los hematocitos. La conjugacion de anticuerpos contra EpCAM con perlas
magnéticas, seguida de la purificacion de las células capturadas a través de un campo magnético, se ha usado para
enriquecer las CTC de la sangre de pacientes con canceres de mama, prostata y colon. Los métodos y medios para el
aislamiento de las CTC de la sangre son conocidos en la técnica, incluido el sistema de recuperacién de células
CytoQuest™ (Abnova, Taipei City, Taiwan), el kit Adna Test Prostate Cancer Select (AdnaGen, Langenhagen, Alemania)
y el sistema CellSearch® (Janssen Diagnostics; South Raritan, Nueva Jersey (EE.UU.)). De estos, el sistema
CellSearch®, un sistema clinicamente validado y aprobado por la FDA para la identificacion, aislamiento y enumeracion
de las células tumorales circulantes (CTC) de la sangre, es el preferido en aspectos de esta invencion debido a su
sensibilidad (el limite de deteccion del ensayo con AR -V7 como se describié en la presente descripcion fue 23 CTC
epiteliales en la preparacion final disponible para RT-gPCR). El sistema CellSearch® permite la enumeracion de las CTC
en virtud de la Prueba de Células Tumorales Circulantes CELLSEARCH®, que comprende la separacién magnética de
las CTC de la mayor parte de otras células en la sangre mediante el uso de nanoparticulas de ferrofluido con anticuerpos
que dirigen la adhesion de las células epiteliales; la tincion de las CTC con anticuerpos monoclonales de citoqueratina
especificos para células epiteliales; la identificacion de leucocitos que pueden haber contaminado la muestra mediante el
uso de una tincién con el anticuerpo monoclonal anti-CD45; la tincion de ADN con DAPI para marcar los nucleos de las
CTC y los leucocitos; la concentracion de células en un cartucho de iman que aplica una fuerza magnética que tira de las
células a una profundidad focal Unica; y escanear las CTC tefiidas en el cartucho en un analizador que muestra células
tumorales candidatas que son positivas para citoqueratina y DAPI, seguido opcionalmente por una revision final de un
operador de las células candidatas.

Las células capturadas se visualizan preferentemente mediante tincién con un céctel de anticuerpos contra las
citoqueratinas epiteliales citoplasmaticas (8, 18 y/o 19) y el marcador CD45 especifico de leucocitos. Las células que son
positivas para CD45 se excluyen de la enumeracion. Las CTC prostaticas se definen como el subconjunto de células
capturadas por EpCAM que son = 4 pm, con morfologia redonda u ovalada, positivas para citoqueratinas y negativas para
CD45.

Una muestra de sangre se procesa preferentemente dentro de las 96 horas posteriores a la provision de la muestra.
Preferentemente, dicha muestra se recoge en un receptaculo que contiene un conservante que mantiene la morfologia y
la expresion del antigeno de la superficie celular de las células. Un receptaculo preferido es el Tubo CellSave® (Janssen
Diagnostics; South Raritan, NJ (EE.UU.)).

Dicho estado de la variante de V7 se determina mediante analisis de productos de expresion de ARN y/o productos de
expresion de proteinas de células de cancer de prostata, preferentemente de las CTC. Para obtener productos de
expresion de ARN y/o productos de expresion de proteinas, las células de cancer de prostata se lisan preferentemente
en condiciones que preserven la calidad del ARN y/o proteina. Los ejemplos de estas condiciones de conservacion son
los inhibidores de ARNasa como RNAsin® (Pharmingen) o RNasecure® (Ambion), las soluciones acuosas tal como
RNAlater® (Assuragen), el Efecto de Proteccion de solvente Organico mediado por tampon de acido Glutamico Hepes
(HOPE) y el RCL2 (Alphelys) y las soluciones no acuosas tal como Universal Molecular Fixative (Sakura Finetek EE.UU.
Inc.).

Se conocen en la técnica los métodos y medios para la extraccion de proteinas de una variedad de muestras, que incluyen,
pero que no se limitan a, lisis de células con un detergente suave tal como acido desoxicolico y agentes caotropicos tales
como cloruro de guanidinio y dodecilsulfato de sodio. Los reactivos adicionales que pueden incluirse en un tampon de
aislamiento de proteinas son un quelante tal como EGTA y/o EDTA, un inhibidor de proteasa y un inhibidor de fosfatasa.
Los kits conocidos para el aislamiento de proteinas de una muestra bioldgica incluyen PARIS™ (Life Technologies,
Carlsbad, EE.UU.), kit de extraccion de proteinas ReadyPrep (BioRad, Hercules, EE.UU.) Y Kit de aislamiento de
proteinas totales sin detergente™ (Norgen Biotek, Ontario, Canada). La presencia o ausencia de AR-V7 a nivel de proteina
puede determinarse mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, incluida electroforesis en gel bidimensional,
tecnologia de identificacion de proteinas multidimensional, ELISA, cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-
MS), espectrometria de masas, desorcion/ionizacion laser asistida por matriz tiempo de vuelo (MALDI-TOF). Los
anticuerpos que son especificos para la variante AR-V7 estan disponibles comercialmente en Precision Antibody,
Columbia (EE.UU.) y Abcam, Cambridge (Reino Unido).

Dicho estado de la variante de V7 se determina en una modalidad particularmente preferida mediante amplificacién de
productos de expresion de ARN del gen del receptor de androgenos en forma de transcritos. Para ello, puede aislarse el
ARN de las células de cancer de prostata, preferentemente en las CTC, mediante cualquier técnica conocida en la técnica,
que incluye, pero que no se limita a Trizol (Invitrogen; Carlsbad, California), RNAqueous® (Applied Biosystems/Ambion,
Austin, Tx), Qiazol® (Qiagen, Hilden, Alemania), AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), Agilent Total
RNA Isolation Lits (Agilent; Santa Clara, California). Un procedimiento de aislamiento de ARN preferido implica el uso de
AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemania).

La presencia o ausencia de AR-V7 en las células tumorales puede determinarse mediante cualquier método conocido en
la técnica, que incluye transferencia Northern, reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa
(RT-gPCR), analisis de micromatrices y secuenciacion de ARN, preferentemente secuenciacion de proxima generacion.
Para el analisis de micromatrices, se prepara una mezcla de hibridacion mediante la extraccion y el marcado del ARN. El
ARN extraido se convierte preferentemente en una muestra marcada que comprende ADN complementario (ADNc) o
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ARNc mediante el uso de una enzima transcriptasa reversa y nucledtidos marcados. Un marcaje preferido introduce
nucledtidos marcados con fluorescencia tales como, pero que no se limita a, cianina-3-CTP o cianina-5-CTP. Los ejemplos
de métodos de marcado se conocen en la técnica e incluyen Low RNA Input Fluorescent Labelling Kit (Agilent
Technologies), MessageAmp Kit (Ambion) y Microarray Labelling Kit (Stratagene). Una o mas sondas que se hibridan
especificamente con una parte del ARNm que codifica el dominio N-terminal regulador/transcripcion y/o el dominio de
union al ADN de la variante AR-V7 pueden usarse para detectar productos de expresion de ARN del receptor de
andrégenos, mientras que las sondas que se hibridan especificamente con una parte del ARNm que codifica la region
especifica de AR-V7 en el extremo C-terminal pueden usarse para detectar productos de expresién de ARN de la variante
AR-V7.

La presencia o ausencia de AR-V7 se determina preferentemente mediante qPCR. Para ello, el ARN mensajero (ARNm)
se convierte en ADN complementario (ADNc) mediante el uso de una transcriptasa reversa. EI ADNc convertido se
amplifica subsecuentemente mediante PCR mediante el uso de un par de cebadores que se hibridan especificamente con
el ADN diana que se va a amplificar. La cantidad de producto que se amplifica puede cuantificarse mediante el uso, por
ejemplo, de TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), Molecular Beacons, Scorpions® y SYBR® Green
(Molecular Probes). La amplificacion cuantitativa basada en la secuencia de acido nucleico (QNASBA) puede usarse como
una alternativa para la qPCR.

El par de cebadores que se hibridan especificamente con el ADN diana incluye preferentemente un cebador que se hibrida
especificamente con una region del ARNm que codifica el dominio N-terminal regulador/transcripcion y/o el dominio de
union al ADN de AR-V7, preferentemente el dominio de unidn al ADN de AR-V7, mas preferido una region dentro del exén
3, y un cebador que se hibrida especificamente con la region CE3 como se indica en la Figura 7. Los cebadores y sondas
preferidos se proporcionan en la Tabla 1.

En la presente descripcién se describe un método para tratar a un paciente AR-V7 positivo que padece cancer de prostata
que comprende determinar el estado AR-V7 en dicho paciente y administrar cabazitaxel en forma de base o en forma de
hidrato o solvato, a un paciente AR-V7 positivo, en combinacién con un corticoide. Preferentemente, dicho cancer de
prostata es cancer de préostata metastasico resistente a la castracion (MCRPC).

En el aspecto de cabazitaxel para su uso como medicamento en el tratamiento de un paciente AR-V7 positivo que padece
cancer de préstata como se describié en la presente descripcion, la etapa de determinar el estado AR-V7 en dicho paciente
se realiza en células tumorales aisladas, preferentemente en las CTC.

En un método para tratar a un paciente AR-V7 positivo que padece cancer de préstata como se describié en la presente
descripcion, la etapa de determinar el estado AR-V7 en dicho paciente se realiza en las CTC aisladas mediante el uso de
la Prueba de Células Tumorales Circulantes CELLSEARCH®. En un método de este tipo para el tratamiento de pacientes,
el paciente se ha tratado preferentemente previamente con un régimen basado en docetaxel, y dicho paciente es
preferentemente resistente al docetaxel y/o acetato de abiraterona y/o enzalutamida.

En un método de tratamiento como se describié en la presente descripcion, el paciente no ha sido pretratado con docetaxel
y/o agentes dirigidos a AR, o en donde dicho paciente, cuando se trata previamente con docetaxel y/o agentes dirigidos
al AR, aun no se ha vuelto resistente al docetaxel y/o agentes dirigidos al AR.

También se describe en la presente descripcion el uso de cabazitaxel en forma de base o en forma de hidrato o solvato
en combinacioén con un corticoide para la fabricacion de un medicamento para tratar a un paciente que padece cancer de
prostata, en donde dicho paciente es un paciente AR-V7-positivo y en donde dicho uso comprende ademas determinar el
estado AR-V7 en dicho paciente, preferentemente dicho cancer de préstata es cancer de préstata metastasico resistente
a la castracion (MCRPC).

En el uso del cabazitaxel para la fabricaciéon de un medicamento como se describié en la presente descripcion, el estado
AR-V7 en dicho paciente se determina en células tumorales aisladas, preferentemente en las CTC. En tal uso del
cabazitaxel para la fabricacion de un medicamento como se describid en la presente descripcion, dicha etapa de
determinar el estado AR-V7 en dicho paciente se realiza preferentemente en las CTC aisladas mediante el uso de la
Prueba de Células Tumorales Circulantes CELLSEARCH®.

En el uso de cabazitaxel para la fabricacion de un medicamento como se describié en la presente descripcion, dicho
paciente ha sido tratado preferentemente previamente con un régimen basado en docetaxel.

En otro uso del cabazitaxel para la fabricaciéon de un medicamento como se describié en la presente descripcion, dicho
paciente es preferentemente resistente al docetaxel.

En un uso del cabazitaxel para la fabricaciéon de un medicamento como se describié en la presente descripcion, dicho
paciente es preferentemente resistente al acetato de abiraterona y/o enzalutamida.

En un uso del cabazitaxel para la fabricacidon de un medicamento como se describié en la presente descripcion, dicho
paciente preferentemente no ha sido previamente tratado con docetaxel y/o agentes dirigidos al AR, o en donde dicho
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paciente, cuando se ha tratado previamente con docetaxel y/o agentes dirigidos al AR, todavia no se vuelve resistente al
docetaxel y/o a agentes dirigidos al AR.

La invencion proporciona ademas un método para identificar pacientes con cancer de préstata, en particular pacientes
con mCRPC, que son elegibles para el tratamiento con cabazitaxel en forma de base o en forma de hidrato o solvato, en
combinacién con un corticoide, el método que comprende probar una muestra biolégica del paciente para la presencia de
células tumorales AR-V7, en donde el paciente es elegible para el tratamiento con dicho cabazitaxel si dichas células
tumorales en dicha muestra dan positivo para AR-V7. Dicho método puede ayudar en la identificacion y/o clasificacion de
pacientes que probablemente se beneficien del tratamiento con cabazitaxel en forma de base o en forma de hidrato o
solvato, en combinacién con un corticoide.

Dichas células tumorales preferentemente son células tumorales circulantes, que estan circulando en un fluido corporal
del paciente, preferentemente orina y/o sangre, incluido el suero. Las células tumorales circulantes se separan
preferentemente de esencialmente todas las demas células en dicha muestra mediante el uso de un marcador que se
expresa por las células tumorales, pero que no se expresa, 0 No se expresa a niveles detectables, por todas las demas
células en dicha muestra.

Por lo tanto, un método preferido de la invencion implica el suministro de una muestra de sangre, suero y/u orina del
paciente, y separar las células tumorales de otras células que estan presentes en dicha muestra mediante el uso de un
marcador que se expresa por las células tumorales, pero que no se expresa, 0 no se expresa a niveles detectables, por
todas las demas células en dicha muestra.

Dicho marcador es preferentemente un marcador que se expresa en la superficie de las células tumorales,
preferentemente en todas o la mayoria de las células tumorales. Un marcador preferido por las células tumorales
epiteliales, tal como las células de la prostata, es el EpCAM. Preferentemente, dicho marcador es reconocido
especificamente por un anticuerpo. El término "reconocido especificamente" significa que la Kd de un anticuerpo para
unirse al marcador es menos de aproximadamente 10 veces, 50 veces o 100 veces la Kd para su union a, por ejemplo,
un marcador no relacionado, como se determina mediante el uso de un ensayo conocido por un experto en la técnica tal
como un ensayo BlAcore.

Alternativamente, la determinacién de que un anticuerpo particular se une especificamente al marcador puede hacerse
facilmente mediante el uso o la adaptacién de procedimientos de rutina. Un ensayo adecuado hace uso del procedimiento
de transferencia Western (descrito en muchos textos estandar, que incluye "Antibodies, A Laboratory Manual" de Harlow
y Lane). Para determinar que un determinado anticuerpo que se une al marcador se une especificamente al marcador, se
extraen las proteinas celulares totales de las células que no expresan el marcador, tal como, por ejemplo, una célula no
epitelial, tal como una célula linfoide, transformada con una molécula de acido nucleico que codifica el marcador. Como
control negativo, las proteinas celulares totales también se extraen de las células no transformadas correspondientes. A
continuacién, estas preparaciones de proteinas se someten a electroforesis en un gel de poliacrilamida no
desnaturalizante o desnaturalizante. A continuacion, las proteinas se transfieren a una membrana (por ejemplo, una
membrana de nitrocelulosa) mediante transferencia Western, y el agente que se va a analizar se incuba con la membrana.
Después de lavar la membrana para eliminar el agente unido no especificamente, la presencia del agente unido se detecta
mediante el uso de un anticuerpo generado contra el agente de prueba conjugado con un agente de deteccion, tal como
la enzima fosfatasa alcalina; la aplicacion del sustrato 5-bromo-5 4-cloro-3-indolil fosfato/nitro azul tetrazolio da como
resultado la produccion de un compuesto azul denso por la fosfatasa alcalina inmunolocalizada. Mediante esta técnica,
se demostrara que los agentes que se unen especificamente al marcador se unen a la banda del marcador (que se
localizara en una posicién dada en el gel determinada por su masa molecular) en el extracto de las células transformadas,
mientras que poco o no se observara uniéon en el extracto de células no transformadas. Puede producirse una unién no
especifica del anticuerpo a otras proteinas y puede detectarse como una sefial débil en las membranas de Western. La
naturaleza inespecifica de esta unién sera reconocida por un experto en la técnica por la sefial débil obtenida en la
membrana de Western con relacion a la sefial primaria fuerte que surge de la unién especifica del anticuerpo-marcador.
Idealmente, un anticuerpo de unién al marcador no se uniria a proteinas extraidas de las células no transformadas.
Ademas de los ensayos de union que usan proteinas extraidas, los anticuerpos de unién a marcadores putativos pueden
probarse para confirmar su capacidad para unirse sustancialmente solo a dicho marcador in vivo al conjugar el anticuerpo
a una etiqueta fluorescente (tal como FITC) y analizar su union a las células epiteliales y células no epiteliales tal como,
por ejemplo, células linfoides, mediante clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Un anticuerpo que
se une sustancialmente solo al marcador tefiira solo las células epiteliales.

Se debe entender que el término "anticuerpo”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una inmunoglobulina
completa policlonal o monoclonal, por ejemplo, IgG, IgM, IgA, IgE y similares, o un fragmento de inmunoglobulina, por
ejemplo, regiones CDR aisladas; moléculas Fv de cadena sencilla ("scFv"), en donde un dominio VH y un dominio VL
estan unidos por un enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un dominio de union,
diacuerpo (Hollinger y otros, 1993. PNAS EE.UU. 90: 6444-6448.), F(ab)2, F(ab')2, Fab, Fab' y similares, o una mezcla
de los mismos. Se conocen anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen especificamente a una amplia variedad
de ligandos, y muchos de ellos se describen en las patentes cuyas descripciones se incorporan en la presente descripcion
como referencia. Muchos anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen especificamente a marcadores asociados
a tumores se describen en, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. Num. 4,348,376, 4,361,544, 4,331,647, 4,468,457,
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4,444,744, 4,460,559 y 4,460,561, cuyas descripciones se incorporan en la presente descripcion como referencia.
Ademas, el término "anticuerpo” incluye moléculas artificiales similares a anticuerpos o miméticos de anticuerpos tales
como moléculas AFFIBODY® (Nord y otros, 1995. Prot Eng 8: 601-608), ANTICALINS® (Skerra, 2008. FEBS J. 275:
2677-2683) y AVIMERS® (Silverman y otros, 2005. Nat Biotechnol 23: 1556-1561).

Dicho anticuerpo se usa preferentemente para capturar células que estan unidas al anticuerpo, al separar de esta manera
las células tumorales de otras células en dicha muestra mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo,
un anticuerpo que reacciona con el anticuerpo marcador puede unirse a una superficie, lo que permite capturar el complejo
marcador-anticuerpo y las células asociadas en la superficie. Como alternativa, puede usarse la Proteina A o Proteina G,
especialmente si el anticuerpo marcador es un anticuerpo IgG.

Preferentemente, dicho anticuerpo marcador esta marcado con un marcador detectable. Dicho marcador detectable es
un marcador que es detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos.
Por ejemplo, los marcadores Uutiles incluyen marcadores radiactivos, marcadores fluorescentes, reactivos densos en
electrones, enzimas (como se usan comunmente en ELISA), biotina o haptenos y proteinas para los que se encuentran
disponibles antisueros o anticuerpos monoclonales.

Preferentemente, dicho marcador es un marcador que permite separar magnéticamente dichas células tumorales. Para
ello, el anticuerpo se marca preferentemente con nanoparticulas de ferrofluido. Las nanoparticulas de ferrofluido
preferidas estan hechas de particulas de 6xido de hierro de tamafio nanométrico, que pueden encapsularse o pegarse
con polimeros. Las particulas magnéticas adecuadas incluyen DYNABEADS® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.),
MICROBEADS®, por ejemplo, en combinacion con MACS® Column Technology (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA,
EE.UU.) y Perlas NanoLink™ y MagnaLink™ acopladas a estreptavidina (Solulink Inc., San Diego, CA, EE.UU.).

La fraccién de células tumorales capturadas se enriquecera con células tumorales, con relacion a otras células que estan
presentes en la muestra bioldgica del paciente. Dichas células tumorales capturadas pueden enumerarse opcionalmente
al tefir las células tumorales en una muestra que comprende las células tumorales capturadas enriquecidas con una
tincion de ADN nuclear, preferentemente DAPI, y un anticuerpo especifico de citoqueratina, preferentemente un
anticuerpo monoclonal, especifico de células epiteliales, preferentemente anti-citoqueratina 18/8/19, mientras que
opcionalmente se diferencian dichas células tumorales tefidas duales de los leucocitos tefiidos en dicha muestra mediante
el uso de una tincion con el anticuerpo monoclonal anti-CD45 especifico de leucocitos. Los métodos y medios para tefir
células mediante el uso de una tincion de ADN nuclear y/o anticuerpos son conocidos en la técnica y estan disponibles,
por ejemplo, en Life Technologies (Life Technologies, Carlsbad, CA), Abcam (Cambridge, MA, EE.UU.) Y Dako (Agilent
Technologies, Glostrup, Dinamarca).

La presencia de transcritos de la variante 7 de empalme de ARNm del receptor de andrégenos en dichas células tumorales
enriquecidas puede determinarse mediante métodos conocidos en la técnica, incluido el uso de anticuerpos disponibles
comercialmente que son especificos para la variante AR-V7, tales como los de Precision Antibody, Columbia (EE.UU.) Y
Abcam, Cambridge (Reino Unido).

Dicho estado de la variante de V7 se determina preferentemente mediante la amplificacion de productos de expresion de
ARN del gen del receptor de andrégenos. Para ello, puede aislarse el ARN de las células de cancer de prostata,
preferentemente en las CTC, mediante cualquier técnica conocida en la técnica, que incluye, pero que no se limita a Trizol
(Invitrogen; Carlsbad, California), RNAqueous® (Applied Biosystems/Ambion, Austin, Tx), Qiazol® (Qiagen, Hilden,
Alemania), AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), Agilent Total RNA Isolation Lits (Agilent; Santa Clara,
California). Un procedimiento de aislamiento de ARN preferido implica el uso de AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania).

Después del aislamiento, los productos de expresién de ARN se transcriben de forma reversa en ADN complementario
(ADNCc) mediante una ADN polimerasa dependiente de ARN, tal como la transcriptasa reversa M-MLV, o una transcriptasa
reversa modificada como la transcriptasa reversa Superscript® (Invitrogen; Carlsbad, California), Superscript® VILO™
cDNA synthesis (Invitrogen; Carlsbad, California), y la Transcriptasa Reversa Quantiscript (Qiagen, Hilden, Alemania).
Dicho cDNA puede sintetizarse mediante el uso de cebadores aleatorios, por ejemplo, hexameros o nonameros, o
cebadores especificos del gen tales como cebadores que son complementarios a la region CE3 especifica de AR-V7, que
se subraya en la Figura 7. La generacion de ADN complementario (ADNc), la preamplificacion y la RT-gPCR se realizan
preferentemente como se describié anteriormente (Sieuwerts y otros, 2009. Breast Cancer Res Treat 118:455-68;
Sieuwerts y otros, 2011. Clin Cancer Res 17:3600-18; que se incorporan en la presente descripcién como referencia).

En la presente descripcion se describe ademas un kit de partes para determinar el estado AR-V7 en células tumorales
aisladas, preferentemente células tumorales circulantes aisladas, en un fluido corporal de un paciente que padece cancer
de prostata. Preferentemente, dicho fluido corporal es una muestra de sangre, suero u orina obtenida de dicho paciente.
Dicho kit comprende preferentemente cebadores de amplificacion para la transcripcion reversa y la amplificacion de un
producto de ADN complementario de transcritos de la variante 7 de empalme de ARNm del receptor de andrégenos
mediante transcripcion reversa acoplada a la reaccidon en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-qPCR). Dicho kit
comprende preferentemente anticuerpos que se dirigen a marcadores de células epiteliales, preferentemente anticuerpos
anti-EpCAM cargados con nanoparticulas de ferrofluido, para enriquecer las células tumorales de esencialmente todas
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las demas células de la muestra del paciente mediante separacién magnética. Opcionalmente, dicho kit comprende
ademas instrucciones para determinar la elegibilidad del paciente con cancer de prdstata para el tratamiento con
cabazitaxel con base en los resultados de la prueba de diagndstico para el estado AR-V7 obtenido y/o instrucciones para
tratar a dicho paciente con cabazitaxel.

Para mayor claridad y una descripcion concisa, las caracteristicas se describen en la presente descripcion como parte de
los mismos aspectos o aspectos separados y modalidades preferidas de los mismos, sin embargo, se apreciara que el
alcance de la invencion puede incluir modalidades que tienen combinaciones de todas o algunas de las caracteristicas
descritas.

La invencion se ilustrara ahora mediante el siguiente ejemplo, que se proporciona a modo de ilustracion y no de limitacion

y se debe entender que se pueden realizar muchas variaciones en los métodos descritos y las cantidades indicadas sin
apartarse del espiritu de la invencioén y el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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EJEMPLO
Introduccién

En este estudio, se investigo el valor predictivo de AR-V7 en las CTC para la respuesta al cabazitaxel en pacientes con
mCRPC previamente tratados con docetaxel. Se establecioé un ensayo de RT-qPCR altamente especifico para medir los
niveles de expresion de ARNm del AR de tipo salvaje (AR-WT) y AR-V7 en las CTC enriquecidas por el Sistema
CellSearch (Janssen Diagnostics LLC, Raritan, NJ). Se dispone de datos extensos y sélidos sobre la relevancia clinica de
las CTC enumeradas por esta técnica de pacientes con mCRPC relativamente disponible y aprobada por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA). A continuacion, se investigé el valor predictivo y prondstico de la presencia de AR-
V7 en las CTC tomadas antes del inicio del cabazitaxel con el objetivo de establecer si cabazitaxel sigue siendo una
opcién de tratamiento valida para pacientes AR-V7-positivos.

Métodos
Pacientes

Los pacientes con mCRPC se reclutaron de un ensayo prospectivo multicéntrico aleatorizado fase Il en curso, que
investigaba los efectos de la budesonida oral sobre la toxicidad del cabazitaxel (CABARESC, Numero de Registro del
Ensayo Holandés NTR2991). Todos los pacientes recibieron previamente docetaxel y debian tener progresion de la
enfermedad segun lo definido por tres mediciones de PSA en aumento con al menos dos semanas de diferencia o un
aumento de PSA de 22,0 pg/L, o progresion de la enfermedad radioldgica. Los criterios completos de inclusion y exclusion
se enumeran a continuacion:

Criterios de inclusion:

e Cancer de prostata metastasico resistente a la castracion con progresion de la enfermedad documentada, definida
como:

o Aumento de los niveles de PSA; al menos dos aumentos consecutivos sobre un valor de referencia y al menos con una
semana de diferencia, o un aumento de PSA de 22,0 ug/L

o Aparicion de nuevas lesiones o progresion de la enfermedad documentada en una tomografia computarizada o una
gammagrafia 6sea

e Tratamiento previo con docetaxel

e Edad 218 arios

e Estado funcional de la OMS <1

e Funcién renal adecuada (creatinina sérica <1,5 x limite superior de lo normal (ULN) y/o aclaramiento de creatinina
calculado por MDRD =50 mi/min) y funcién hepatica (bilirrubina total £1,0 x ULN, alanina aminotransferasa y aspartato
aminotransferasa 2,5 x ULN, o en caso de metastasis hepaticas <5 x ULN y fosfatasa alcalina <5 x ULN, o en caso de
metastasis 6seas <10 x ULN), dentro de los 21 dias anteriores a la aleatorizacion

¢ Recuento sanguineo hematoldgico adecuado (recuento absoluto de neutrofilos 21,5 x 10%L y plaquetas 2100 x 10%/L)
dentro de los 21 dias anteriores a la aleatorizacién

e Castracion, ya sea quirirgicamente o mediante terapia continua con agonistas de LHRH
e Consentimiento informado por escrito de acuerdo con ICH-GCP

Criterios de exclusion:

e Imposibilidad o falta de voluntad para tomar medicamentos orales.

e Enfermedad grave o condiciones médicas inestables que requieran tratamiento, metastasis sintomaticas del sistema
nervioso central o antecedentes de un trastorno psiquiatrico que dificulte la comprension y la obtencién del consentimiento
informado

e Uso de medicamentos o suplementos dietéticos que se sabe que inducen o inhiben el CYP3A

e Uso de agentes hormonales distintos de los agonistas de GnRH

e Hipersensibilidad conocida a los corticosteroides

e Cualquier infeccion bacteriana, viral o fungica sistémica o local activa

o Colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn o enfermedad celiaca (activa o en historial médico)

e Ostomia

e \acuna contra la fiebre amarilla simultanea planificada/activa

e Condiciones geograficas, psicoldgicas u otras afecciones no médicas que interfieren con el seguimiento

Todos los pacientes de ambos brazos de tratamiento reciben la dosis estandar de cabazitaxel de 25 mg/m?. El tratamiento
con cabazitaxel se continué hasta la progresion (a criterio del médico tratante), toxicidad inaceptable o hasta que se
hubieran administrado diez ciclos. La recoleccion de muestras de CTC fue un estudio paralelo del ensayo CABARESC.
Para este estudio, se seleccionaron pacientes incluidos entre agosto de 2012 y agosto de 2014 y con 210 CTC/7,5 ml de
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sangre antes del inicio de cabazitaxel para garantizar un andlisis posterior sélido y especifico de CTC (Figura 1). El
Erasmus MC y los Consejos de Revision Institucional locales aprobaron el estudio (METC 11-324). Todos los pacientes
dieron su consentimiento informado por escrito para el estudio principal, asi como también para el estudio paralelo sobre
enumeracion y caracterizacion de CTC.

Procesamiento de muestras

La sangre se extrajo por puncion venosa antes del inicio del primer y tercer ciclo de cabazitaxel. La enumeracion de las
CTC se llevo a cabo como se describié en detalle antes (Sieuwerts y otros, 2009. Breast Cancer Res Treat 118:455-68;
Sieuwerts y otros, 2011. Clin Cancer Res 17:3600-18). Brevemente, se enumeraron las CTC a partir de 7,5 ml de sangre
extraida en un tubo de conservante CellSave (Janssen Diagnostics). Las muestras de sangre se procesaron dentro de 96
horas mediante el uso del Kit de Células Epiteliales en el Sistema CellSearch (ambos de Janssen Diagnostics). En este
sistema, las células epiteliales se enriqguecen inmunomagnéticamente a partir de sangre completa mediante el uso de
anticuerpos anti-EpCAM cargados con nanoparticulas de ferrofluido. Las células enriquecidas se tifien con el colorante
nuclear 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), anti-citoqueratina 18/8/19 marcados con ficoeritrina (PE) y anti-CD45 marcados
con aloficocianina (APC), seguido de escaneado mediante el uso del Analizador CellTracks (Janssen Diagnostics). Se
consideraron CTC todas las células = 4 ym, con morfologia redonda u ovalada, positivas para citoqueratina y DAPI, con
al menos 50 % de superposicion en la sefial de DAPI y citoqueratina, y negativas para CD45. Todas las muestras fueron
analizadas independientes por dos revisores capacitados.

Para la caracterizacion molecular de las CTC, se procesaron 7,5 ml de sangre de un tubo con EDTA mediante el uso del
Kit CellSearch Profile (Janssen Diagnostics) dentro de 24 horas para limitar la degradacion del ARNm. No se realizé
ninguna etapa de tincioén después del enriquecimiento inmunomagnético. En su lugar, se aspird el tampon después de la
incubacion en un iman manual y las células enriquecidas se lisaron en tampoén RLT+ (Qiagen, Valencia, CA), seguido de
almacenamiento a -80 °C hasta el posterior aislamiento del ARN mediante el uso del Kit AllPrep DNA/RNA Micro (Qiagen)
. Después de las diluciones para la sintesis y preamplificacion de cDNA, los niveles de expresion de AR-WT y AR-V7 se
midieron mediante RT-qPCR en una alicuota del 11 % del material de partida original mediante el uso de Ensayos de
Expresion Génica Tagman (Applied Biosystems, Carlsbad, CA; Tabla 1). La generacion de ADN complementario (ADNc),
preamplificacion y RT-gPCR se realizaron esencialmente como se describié anteriormente (Sieuwerts y otros, 2009.
Breast Cancer Res Treat 118:455-68; Sieuwerts y otros, 2011. Clin Cancer Res 17: 3600-18). Los detalles de esta prueba
fueron los siguientes: Para la caracterizacion molecular de las CTC, se procesaron 7,5 ml de sangre de un tubo con EDTA
mediante el uso del Kit CellSearch Profile (Janssen Diagnostics) dentro de 24 horas para limitar la degradacion del ARNm.
No se realizé ninguna etapa de tincion después del enriquecimiento inmunomagnético. En su lugar, se aspiré el tampon
después de la incubacion en un iman manual y las células enriquecidas se lisaron en tampon RLT+ (Qiagen, Valencia,
CA), seguido de almacenamiento a -80 °C hasta el posterior aislamiento del ARN mediante el uso del Kit AllPrep DNA/RNA
Micro (Qiagen).

De los 12 pL resultantes con >200 pb de ARN, se usaron 5 L para la generacion de 10 pL de ADNc (RevertAid H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit de Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), seguido de una etapa de ARNasa H (Ambion,
Life Technologies) para degradar el ARN restante. A continuacién, se usaron 3 yL de ADNc para preamplificar
especificamente los transcritos generados por los nueve ensayos de Tagman representados en la Tabla 1, que se realizd
en 14 ciclos de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante del kit Tagman PreAmp Master Mix (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Después de la preamplificacion, la muestra de 12 pl resultante se diluyé 15 veces antes de
35 ciclos de RT-gPCR mediante el uso de un sistema de PCR en tiempo real Mx3000P (Agilent, Amsterdam, Paises
Bajos). Para cada muestra, se realizaron nueve reacciones de PCR individuales en un volumen final de 20 pL que contiene
5 pL de ADNc preamplificado diluido, 30-50 % (V/V) Tagman Universal Mastermix (4326614, Life Technologies) y 0,5-1
pL de ensayo de expresion génica Tagman, que se realizé en 35 ciclos de acuerdo con el protocolo proporcionado por el
fabricante de los ensayos Tagman.

Tres genes de referencia (GUSB, HMBS, y HPRT1) sirvieron como control interno de la cantidad y calidad de ARNm y
ADNCc aislado. Para estimar el numero final de células epiteliales presentes en las preparaciones de ARN, se uso la sefial
promedio de EPCAM y KRT19, que se correlacioné con el recuento de CTC evaluado por CellSearch (r de Pearson =
0,71; PAGS<0,01; Figura 4A). A continuacion, se calcul6 la entrada final de células tumorales epiteliales en la alicuota de
ARN usada para el perfil mediante el uso de la ecuacion derivada de la linea de regresion del grafico de correlacion y
teniendo en cuenta que solo se utilizé el 11 % de la muestra original. Muestras con un valor promedio de Cq del gen de
referencia > 26,5, indicativo de calidad baja y/o mala del ARN/ADNCc, y/o un valor promedio de Cq del gen epitelial > 26,5,
indicativo de entrada de CTC epitelial baja/nula en la muestra final de ARN/ADNc, se excluyeron de los analisis.

Para corregir el recuento de CTC y la entrada de células tumorales epiteliales, los valores de Cq de AR-V7 'y AR-WT se
normalizaron al promedio del valor de Cq de los genes epiteliales de EPCAM y KRT19 medido en la misma placa de PCR
de la siguiente manera: AC4 AR = valor promedio de Cq de EPCAM y KRT19 menos valor de Cq de AR-V7 0 AR-WT.

La sensibilidad y especificidad de los ensayos se probaron mediante el analisis de cinco donantes de sangre sanos (HBD),
y de lineas celulares de cancer de préstata (22RV1, LNCaP, PC3 y VCaP) y mama (CAMA1, MDA-MB-415, MDA-MB-
453, MPE600, SUM185PE y ZR75.1). Para este propdsito, se adicionaron 100 células de las siguientes lineas celulares
en 7,5 ml de sangre HBD y se enriquecieron con CellSearch para que sirvieran como controles negativos y positivos:
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22RV1 (WTato/V7neg)y, CAMA1 (WTaito/V7neg), LNCaP  (WTaito/V7bajo), MDA-MB-415  (WTaito/V7neg), MDA-MB-453
(WTaito/V7neg), MPEB00 (WThajo/V7neg), PC3 (WTheg/V7heg), SUMI85PE  (WTaito/V7bajo), VCaP (WTaito/V7aio), ZR75.1
(WThbajo/V7bajo). Todas las muestras se procesaron de manera similar a las muestras de sangre de los pacientes.

Normalizacién y analisis estadistico

Tres genes de referencia (GUSB, HMBS, y HPRT1) sirvieron como controles internos de la cantidad y calidad de ARNm
aislado. Para corregir el recuento de CTC y la entrada de células tumorales epiteliales, los valores de C, de AR-V7 'y AR-
WT se normalizaron al valor promedio C, de los genes epiteliales EPCAMy KRT19, que se correlacionaron con el recuento
de CTC (Figura 4A). La entrada final de células tumorales epiteliales en la alicuota de ARN usada para el perfil se calculd
mediante el uso de la ecuacion derivada de la linea de regresion de la correlacion entre los genes epiteliales y el recuento
de CTC, teniendo en cuenta de esta manera que solo se us6 el 11 % de la muestra original. Muestras con un valor
promedio de Cq4 del gen de referencia > 26,5, indicativo de calidad de ARN baja y/o mala, y/o un valor promedio del gen
de referencia Cq4> 26,5, indicativo de entrada de CTC epitelial baja/nula en la muestra de ARN final, se excluyeron de los
analisis clinicos finales. Se determind un valor de corte de positividad para AR-V7 basado en los experimentos de la linea
celular (Tabla 2).

El criterio principal de valoracion de este estudio fue la tasa de respuesta (RR) de CTC al cabazitaxel, definida como una
disminucion de 210 CTC a <5/7,5 ml de sangre después de dos ciclos de tratamiento. Los objetivos secundarios fueron
la respuesta del PSA (30 % o 50 % de disminucion del PSA desde el inicio del estudio hasta las 12 semanas o antes en
caso de interrupcion del tratamiento), la mejor respuesta del PSA durante el tratamiento y la OS (intervalo entre el registro
y la muerte o la ultima fecha de vida conocida). Los criterios de valoracién informados estan de acuerdo con las directrices
del Prostate Cancer Working Group 2 (PCWG2) (Scher y otros, 2008. J Clin Oncol 26:1148-59.).

Las pruebas estadisticas aplicadas fueron la prueba X? para diferencias entre variables categoricas, la prueba t de Student
para distribuciones normales y la prueba U de Mann-Whitney para otras variables continuas. Las correlaciones fueron
probadas por Pearson o la prueba no paramétrica de Spearman, en dependencia de la distribucion. La supervivencia se
visualizd mediante graficos de Kaplan Meier y las diferencias se calcularon mediante pruebas del orden logaritmico. Todas
las pruebas estadisticas fueron de dos colas. Un valor de P<0,05 se consider6 estadisticamente significativo.

Resultados
AR-WT y AR-V7 en las CTC

Primero se probd la sensibilidad y especificidad de los ensayos. La sefial promedio de EPCAM y KRT19 se correlaciond
con el recuento de CTC evaluado por CellSearch (r de Pearson=0,71; P<0,01; Figura 4A) y se uso para estimar el nimero
final de células epiteliales presentes en las alicuotas de ARN. Para corregir las diferencias en la entrada epitelial entre
pacientes, se evaluo el estado de AR con relacién a la expresion de la sefial promedio de EPCAM y KRT19. Al comparar
las fracciones de ARN aisladas de las células de lineas celulares de cancer de mama y prostata puras y adicionadas (100
células en 7,5 ml de sangre HBD) seguidas de enriquecimiento con CellSearch, se pudo determinar el estado AR-V7
mediante RT-gPCR en material aislado de = 3 células epiteliales enriquecidas. Este valor de corte se confirmd en nuestras
muestras clinicas, donde dos pacientes con ARN de 3 CTC dieron positivo para AR-V7, pero ninguno de los pacientes
con CTC <3 mostré una sefial AR-V7 positiva (Tabla 2). El valor de fondo de leucocitos no influyd en los resultados de los
analisis, ya que los niveles de expresion de AR-WT y AR-V7 antes y después de la adicion y antes y después del
enriquecimiento con CellSearch mostré una fuerte correlacion (Figura 4B/C). Por lo tanto, el limite de deteccion inferior
del ensayo de AR-V7 se establecio en las CTC epiteliales =3 en la preparacion final disponible para RT-qPCR. Se probaron
cinco HBD masculinos, de los cuales cuatro resultaron negativos para la expresion de AR-WT y AR-V7 (Tabla 2). Un
hombre HBD de 67 afios de edad tenia detectable AR-WT en la sangre periférica. Dado que este donante era anénimo,
no se realizaron seguimientos ni diagnosticos adicionales.

A continuacion, se analizaron las muestras de los pacientes. Para este estudio exploratorio, se seleccionaron pacientes
con CTC 210 al inicio del estudio para limitar las variaciones estocasticas entre la enumeracion de CTC y el aislamiento,
al asegurar la entrada epitelial en los analisis de RT-gPCR. Se identificaron veintinueve pacientes con suficiente calidad
y cantidad de ARN en las muestras de CTC (Figura 1). Las caracteristicas de los pacientes se muestran en Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes en todos los pacientes, pacientes AR-V7-negativos, y pacientes AR-V7-positivos.
Los valores P informados son de muestras independientes, prueba t de Student (edad), prueba U de Mann-Whitney no
parameétrica (quimica y recuento de CTC al inicio del estudio) y pruebas de X? (variables categodricas). IQR: rango
intercuartilico; sd: desviacién estandar. *Los valores que faltan se excluyeron del analisis. TFaltan tres pacientes, los tres
AR-V7 positivos. tTLimite superior de lo normal: lactato deshidrogenasa: 247 U/L; fosfatasa alcalina 114 U/L; antigeno
prostatico especifico 6,4 pg/L.
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AR-V7 en las CTC al inicio del estudio

-;Zgic;::z Ausente Presente Valgf de
N 29 100 % 13 1 100 % | 16 | 100 %
Edad al momento del registro (media * ds) 70+7,2 68 +£8,9 71+£55 0,30
Desempeiio de la OMS 0.27
puntuacion
0 9 31 % 6 | 46% | 3 19 %
1 16 55 % 7 | 54% |9 56 %
Desconocido 4 14 % - 4 25%
Tipo de castracion 0.49
Quirargico 3 10 % 1 8 % 2 13 %
Agonista de LHRH 22 76 % 121 92% 10 | 62%
Desconocido 4 14 % - 4 25%
Numero de lineas de quimioterapia previas 0.90
Una (docetaxel) 22 76 % 12 1 92% 10 | 63 %
Dos 2 7% 1 8 % 1 6 %
Desconocido 5 17 % - 5 31 %
Anti-andrégenos previos para mCRPC
Acetato de abiraterona 5 17 % 0 0% 5 31 % 0.009

Orteronel 3 10 % 23 % 0 0% 0.09

Quimica al inicio del estudio

w

431(310- | 467(351-

460(325-651 0,49
Lactato deshidrogenasa (U/l, mediana (IQR))* 1t ( ) 616) 768)
Fosfatasa alcalina (U/l, mediana (IQR))*,t - -
( (1aR) 162(100-382) | gaec | '3y | 008
107(68 -

Antigeno prostatico especifico (ug/l, mediana (IQR))*,1T  |347(75 - 700) 698(79 - 952) 0,04

439)
Recuento de CTC al inicio del estudio (mediana (IQR)) | 100(50-243) | 94(38 - 260) |110(52 - 254) 0,58

Cinco pacientes habian recibido acetato de abiraterona antes de la inscripcion. La expresion de AR-WT en las CTC se
detectd en todos los pacientes. En 16 pacientes (55 %) se midio la expresién de AR-V7. Los cinco pacientes que habian
sido tratados previamente con acetato de abiraterona expresaron AR-V7 en comparacion con siete de los 20 pacientes
(35 %) que no habian recibido acetato de abiraterona (P=0,009). Los pacientes con CTC AR-V7-positivas tenian niveles
medios de PSA mas altos que los pacientes AR-V7-negativos (698 frente a 107 ug/L; P=0,04). Los niveles de expresion
de AR-V7 en las CTC no se correlacionaron con los niveles de expresion en AR-WT (r de Spearman=0,30, P=0,12; Figura
5A). No hubo diferencia en niveles de expresion de AR-WT entre pacientes con y sin AR-V7 en las CTC (P=0,20; Figura
5B).

AR-V7 y respuesta al cabazitaxel

El criterio principal de valoracién de este estudio fue la respuesta de CTC después de dos ciclos de cabazitaxel, definida
como una disminucion de las CTC =10 al inicio del estudio a CTC/7,5 ml de sangre <5 después de dos ciclos. De 25
pacientes se dispuso de una muestra secundaria de CTC; en tres pacientes se perdi6 la segunda extraccion y un paciente
murié después del segundo ciclo debido a un evento no relacionado con la enfermedad. De estos 25 pacientes, 15 eran
AR-V7-positivo y 10 eran AR-V7-negativo. Se observo una respuesta de CTC al cabazitaxel en cinco de los 25 pacientes
(20 %), tres de los cuales expresaron AR-V7 enlas CTC al inicio del estudio. Las CTC-RR tanto en los grupos de pacientes
AR-V7-positivo como AR-V7-los grupos fueron del 20 % (tabla 4).
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Tabla 4. Presencia de AR-V7 en las CTC al inicio del estudio frente a la respuesta al cabazitaxel después de dos ciclos,
respuesta de PSA después de 12 semanas y mejor respuesta de PSA al final del tratamiento. *Los numeros incluyen
pacientes con una respuesta de PSA 250 %.

Respuestade CTC | Respuesta de PSA después de 12 semanas Mejor respuesta de PSA

No Si No 230 %* 250 % No (230 %* 250 %
AR- No |8 2 9 3 2 7 4 2
vz |Si |12 3 12 2 1 12 (3 1

X2 P=1,00 X2P=0,74 X2 P=0,59

Los niveles secuenciales de PSA durante el cabazitaxel para la evaluaciéon de la respuesta de PSA después de 12
semanas Y la respuesta de PSA maxima al final del tratamiento estuvieron disponibles en 26 pacientes. Cinco (17 %) y
tres pacientes (10 %) lograron una respuesta de PSA 230 % y =50 %, respectivamente, después de 12 semanas de
tratamiento. Al final del tratamiento, la mejor respuesta de PSA fue =230 % en siete pacientes (24 %) y =250 % en tres
pacientes (10 %). Las diferencias entre el 30 % y el 50 % de PSA-RR después de 12 semanas y al final del tratamiento
entre pacientes con y sin AR-V7 en las CTC no fueron estadisticamente significativas (Tabla 4, Figura 2). El tratamiento
previo con acetato de abiraterona no influyé en el CTC-RR y el PSA-RR durante el tratamiento con cabazitaxel.

AR-V7 y Supervivencia

Se dispuso de veintiocho pacientes para el analisis de OS. La mediana del tiempo de seguimiento desde la fecha de
registro de los 12 pacientes que aun estaban vivos fue de 6,6 meses (rango de 1,7 - 26,7 meses). Cuatro pacientes
seguian recibiendo tratamiento con cabazitaxel. La mediana de la OS en todos los pacientes fue de 9,5 (IC del 95 %: 5,8-
13,2) meses. La presencia de AR-V7 en las CTC al inicio del estudio no se asocié con la OS (Figura 3). La mediana de
OS en pacientes con AR-V7 fue de 9,5 (95 % CI 4,5-14,5) meses en comparacion con 7,7 (95 % CI 3,3-12,1) meses en
pacientes sin AR-V7 (orden logaritmico P=0,45). El tratamiento con acetato de abiraterona antes o después del cabazitaxel
no influyé en la OS (Figura 6).

Se muestra en la presente descripcién que el analisis repetitivo de las caracteristicas moleculares de las células tumorales
(circulantes) durante la trayectoria del tratamiento puede ser muy beneficioso para los tratamientos personalizados, ya
que las caracteristicas del tumor pueden cambiar con el tiempo y estos cambios pueden afectar el resultado de los
tratamientos sistémicos. La caracterizacion de las CTC proporciona una forma minimamente invasiva de monitorear los
cambios en las caracteristicas de los sitios de tumores metastasicos, lo que potencialmente incluye heterogeneidad de
lesiones intra e intertumorales. Sin embargo, se necesitan métodos avanzados y extremadamente sensibles para el
aislamiento y caracterizacion de las CTC, dado su bajo nimero en la circulacion. Entre los numerosos ensayos de
aislamiento desarrollados, el Sistema CellSearch es el Unico certificado por la FDA para uso clinico. Hasta ahora no se
ha validado ninguin ensayo de caracterizacién de CTC.

Sin embargo, recientemente se ha demostrado la viabilidad y relevancia clinica de medir AR-V7 en las CTC de pacientes
con mCRPC tratados con enzalutamida o acetato de abiraterona (Antonarakis y otros 2014). En este estudio, las CTC se
enriquecieron a partir de sangre periférica mediante el uso de un método de aislamiento basado en ARNm, para el que
existen datos limitados sobre la relevancia clinica en mCRPC. En el presente estudio, se exploro la factibilidad de medir
el AR-WT y el AR-V7 en las CTC después del enriquecimiento de sangre periférica mediante el ensayo CellSearch. Con
base en los en experimentos de adicion mediante el uso de lineas de células cancerosas, pudimos detectar de manera
confiable AR-V7 en = 3 CTC en 7,5 ml de sangre. Se establecié un valor de corte para la positividad de AR-V7 con base
en los experimentos con la linea celular y se aplico a las muestras de los pacientes. Las diferencias en la entrada epitelial
se corrigieron mediante la normalizacion mediante el uso de los marcadores epiteliales que se correlacionaron fuertemente
con el recuento de CTC. En conjunto, se describié un método robusto para medir el AR-WTy el AR-V7 en las CTC aisladas
mediante el uso del Sistema CellSearch.

Dado el papel predictivo recientemente descrito de AR-V7 para la resistencia al acetato de abiraterona, enzalutamida y
docetaxel, se evalué subsecuentemente la asociacion entre la presencia de AR-V7 en las CTC y el resultado al
cabazitaxel. A diferencia del docetaxel, para el que se ha descrito resistencia cruzada con acetato de abiraterona y
enzalutamida, los pacientes que no siguieron los tratamientos antes mencionados todavia parecen beneficiarse del
cabazitaxel. En nuestra cohorte de pacientes de mCRPC previamente tratados con docetaxel con CTC 210, se detectd
AR-V7 en 16 de los 29 (55 %) pacientes, lo que es mayor que el anterior donde se encontré un 29 % de pacientes tratados
con enzalutamida y acetato de abiraterona, de los cuales el 40 % habia sido tratado con docetaxel. La mayor prevalencia
de AR-V7 en el estudio podria reflejar el peor prondstico general del grupo de pacientes en comparacion con el grupo de
estudio anterior, donde también se incluyeron pacientes con CTC <10. De acuerdo con el estudio anterior, la prevalencia
de AR-V7 fue significativamente mayor en pacientes resistentes al acetato de abiraterona. La presencia de AR-V7 se
encontré que predice la resistencia al acetato de abiraterona y enzalutamida (Antonarakis y otros 2014). En la presente
descripcion se mostré que la presencia de AR-V7 en las CTC tomadas antes del tratamiento no fue asociado con el
resultado del cabazitaxel con CTC-RR del 20 % tanto en pacientes con o sin AR-V7. También por el contrario con los
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hallazgos en pacientes tratados con acetato de enzalutamida y abiraterona, la OS después del tratamiento con cabazitaxel
no fue asociada con la presencia de AR-V7 en las CTC. Estos resultados siguen siendo una opcion de tratamiento valida
para pacientes AR-V7 positivos.

Se eligio usar el CTC-RR, definido como una disminucién en el recuento de CTC a <5/7,5 ml de sangre después de dos
ciclos de cabazitaxel, como criterio de valoracioén principal para la eficacia del tratamiento. La solidez de este criterio de
valoracién se establecié en varios estudios previos que muestran que los nimeros de CTC estan fuertemente asociados
con la PFS y la OS en pacientes con mCRPC y que los pacientes con un recuento alto de CTC al inicio del estudio de
CTC =5 pero una disminucion a <5 por 7,5 ml de sangre, estan mejor que los pacientes que permanecieron en un nimero
alto de CTC. Ademas, la combinacion del recuento de CTC y los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) demostraron
cumplir con todos los criterios para la subrogacion de supervivencia, lo que respalda el uso de CTC como criterio de
valoracion sustituto para la OS en ensayos clinicos. Dado que todavia se usa ampliamente, también se analiz6 el PSA-
RR como criterio de valoracion secundario. No se observaron diferencias entre los pacientes AR-V7-positivos y AR-V7-
negativos y respuesta del PSA después de 12 semanas y al final del tratamiento.

La falta de valor predictivo de AR-V7 en las CTC al inicio del estudio para la respuesta al cabazitaxel es novedoso y
sorprendente y el cabazitaxel esta indicado como una opcién de tratamiento valida para pacientes AR-V7-positivos,
posiblemente incluso para pacientes con menos CTC que el limite actual de deteccion de AR-V7 en muestras que
contienen CTC epiteliales 23.

En conclusion, aqui demostramos la viabilidad de medir el AR-V7 en las CTC después del enriquecimiento con CellSearch
en pacientes con mCRPC. Se demostré que el resultado al cabazitaxel en estos pacientes no esta asociado con la
presencia de esta variante de empalme particular. Estos resultados agregan informacién importante a la evidencia
existente de que las CTC proporcionan una herramienta invaluable para personalizar los tratamientos del cancer y mejorar
el pronéstico de los pacientes con mCRPC al permitir una secuenciacion 6ptima del tratamiento.
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REIVINDICACIONES

Cabazitaxel para su uso como medicamento en el tratamiento de un paciente AR-V7 positivo que padece cancer
de prostata, que comprende determinar el estado AR-V7 en dicho paciente y administrar cabazitaxel en forma de
base o en forma de hidrato o solvato, a un paciente AR-V7 positivo, en combinacién con un corticoide.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dicho cancer de préstata es cancer de
préstata metastasico resistente a la castracion.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde dicho corticoide es
prednisona o prednisolona.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha etapa de
determinar el estado AR-V7 en dicho paciente se realiza en células tumorales aisladas, preferentemente células
tumorales circulantes (CTC).

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho paciente ha
sido tratado previamente con un régimen basado en docetaxel.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho paciente es
resistente al docetaxel.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho paciente ha
sido tratado previamente con y/o es resistente al acetato de abiraterona y/o enzalutamida.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho cabazitaxel
tiene forma de solvato de acetona.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el solvato de acetona contiene entre un 5 %
y un 8 % de acetona.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, administrado a una dosis
de entre 15y 25 mg/m2, con la administracion de prednisona o prednisolona a una dosis de 10 mg/dia.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, administrado a una dosis de 25 mg/m2.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende repetir la
administracion de dicho compuesto como un nuevo ciclo cada 3 semanas.

Cabazitaxel para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde la mediana del nimero de ciclos es 6.

Un método para identificar pacientes con cancer de prostata, elegibles para el tratamiento con cabazitaxel en forma
de base o en forma de hidrato o solvato, en combinacién con un corticoide que comprende analizar una muestra
bioldgica del paciente para detectar la presencia de células tumorales circulantes AR-V7, en donde el paciente es
elegible para tratamiento con dicho cabazitaxel si las células tumorales circulantes en dicha muestra dan positivo
para AR-V7.

El método de la reivindicacion 14, en donde dicha etapa de analizar una muestra biolégica del paciente para
detectar la presencia de células tumorales circulantes AR-V7 comprende:

(a) proporcionar una muestra de sangre, suero u orina del paciente,

(b) separar magnéticamente dichas células tumorales de esencialmente todas las demas células en dicha muestra
mediante el uso de nanoparticulas de ferrofluido con anticuerpos que se dirigen a la adhesion de células epiteliales,
para proporcionar una muestra de células tumorales enriquecida;

(c) enumerar opcionalmente dichas células tumorales aisladas en dicha muestra de células tumorales enriquecida
mediante la tincion de dichas células tumorales en dicha muestra con una tincién de ADN nuclear, y un anticuerpo
monoclonal de citoqueratina especifico para las células epiteliales, mientras que opcionalmente se diferencian
dichas células tumorales con doble tincion de los leucocitos tefidos en dicha muestra mediante el uso de una
tincion con el anticuerpo monoclonal anti-CD45 especifico de leucocitos, y

(d) determinar la presencia de transcritos de la variante 7 de empalme de ARNm del receptor de andrégenos en
células tumorales en dicha muestra de células tumorales enriquecida mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa de transcripcion inversa (RT-gPCR).
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 3
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Figura 4A
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Recuento de CTC
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Figura 4B
Medicion de la sensibilidad a AR-V7 en VCAP
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Figura 4C
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Figura 4C (Continuacion)
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Figura 5
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Figura 6A
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Figura 6B
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Abiraterona o enzalutamida después del cabazitaxel
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Figura 7 (continuacién)
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