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MODELOS EXPERIMENTALES PARA LA METASTASIS A HUESO DF

CANCER DE PULMON NO MICROCITICO

CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencién se engloba dentro del estudio
del cancer, en concreto del” desarrollo de modelos

experimentales de cancer de pulmdn.

ESTADO DE LA TECNICA

El céancer de pulmén representa la principal causa de

mortalidad en los palises occidentales con mas de 500.000
muertes anuales en Estados Unidos y méds de un milldn en el
mundo entero, con una tasa de supervivencia a los 5 afos
situada en torno al 10-15%. Mas del 90% de los cénceres de
pulmén se han asociado con el consumo de tabaco. A pesar
del wuso de terapias combinadas y de los esfuerzos
realizados por los politicos y organizaciones de la salud
dirigidos a ©prevenir este habito, la incidencia 'y
mortalidad no han mejorado sustancialmente en el mundo. La
mayoria de 1los esfuerzos actuales estédn destinados a
mejorar tanto el diagndéstico temprano, como la terapia,
pero hasta el momento hay pocos estudios dedicados a la
metastasis, la complicacidén mas devastadora del cancer de
pulmdén, responsable de casi todas las muertes.

El adenocarcinoma, una forma de céncer de pulmdn no
microcitico, representa aproximadamente el 80% de los casos
de cancer de pulmdn no microcitico. A pesar de que el
estadio I de la enfermedad estd asociado con un prondstico
favorable, el 30-40% de los pacientes diagnosticados con el
estadio I de cancer de pulmdn no microcitico, recayeron con
metdstasis después de una extirpacidén tumoral completa. Tal
y como se ha demostrado para otros tumores, las células de
cédncer de pulmédn a menudo se escapan del foco primario vy

tienden a diseminarse bien localmente en la cavidad

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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toradcica o bien hasta o6rganos distantes como el cerebro,
hueso, glandula adrenal, pericardio e higado.

El hueso representa una diana frecuente para las
metastasis pulmonares, que aparecen en hasta un 40% de los
pacientes con cadncer de pulmdén. La mediana de supervivencia
de estos pacientes es <6 meses, la menor de todos los tipos
de céncer que metastatizan a hueso, por tanto es con mucho
el de peor prondstico. La metdstasis de cancer pulmonar a
hueso estd asocociada clinicamente con dolor, frecuentemente
refractario a terapilas convencionales, y con compresién y
fractura de la médula Osea, con desenlace fatal en todos
los casos.

Este ©proceso de varias etapas implica la accidn
coordinada de multiples genes que permite la invasidn e
intravasacidén, supervivencia en los capilares, detencidn vy
crecimiento o finalmente extravasacidn y multiplicacidn en
el Organo diana. La capacidad metastasica de las células
tumorales estd muy influenciada por su interaccidn con el
microambiente 6seo. Las interacciones heterotipicas tumor-
estroma, las interacciones célula-matriz, y la estimulacidn
paracrina por parte de factores solubles, pueden modular el
comportamiento tumoral.

A pesar de que los mecanismos de induccidn, progresidn
y dispersidn de metdstasis no se conocen bien, se acepta
que el microambiente Oseo ejerce un fuerte efecto modulando
la atraccidén celular, el crecimiento y la invasidn.

En un trabajo reciente ([Kang et al. A multigenic
program mediating breast cancer metastasis to bone. Cancer
Cell, 3: 537-549; 20031 se demostrd que la actividad
prometastasica estaba gobernada por un grupo peqgquefio de
genes, los cuales cuando son sobrexpresados en una fraccidn
de celulas procedentes de tumores primarios les conferian
una fuerte proclividad metastasica. La identificacidn de
perfiles de expresidén de subpoblaciones de células

metastédsicas con tropismo hacia pulmdbn, £rente a las que
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presentan tropismo hacia hueso, reveld que un grupo
concreto de genes confiere especificidad para cada O6rgano
diana \% coopera para adquirir diversas funciones
complementarias necesarias para desarrollar una metdstasis
agresiva. Adicionalmente, el grupo de genes que mediaba
exclusivamente la metéstaéis pulmonar fue validado
clinicamente y permitia predecir pacientes de mal
prondéstico con riesgo de desarrollar metastasis pulmonar.
Los esfuerzos dirigidos a blogquear estos procesos
metastéasicos se han visto dificultados por la falta de

modelos consistentes en los que se pudiera identificar

dianas moleculares clave. Estos modelos facilitan el
analisis de nuevos protocolos terapéuticos
antimetastasicos.

En el documento [“Animal models of bone metastasis”
Cancer 2003; 97:748-757], se describe una técnica gque
consiste en realizar xenotransplantes o)
inoculacidén/inyeccidén de células o tejidos derivados de
tumores humanos en ratones inmunodeficientes para
seleccionar subpoblaciones de células tumorales con una
capacidad elevada de generar metastasis. La capacidad de
formar metdstasis a uno u otro Organo depende de las
caracteristicas fenotipicas de cada tipo celular, es decir,
de la expresidédn de un perfil de genes prometastasicos que
confieren capacidad de formar metidstasis en unos u otros
6rganos. Hasta el momento no se conoce cuales son 1los genes
cuya expresidn define el tropismo y metastaticidad hacia
uno u otro drgano.

El documento mas cercano del estado de la técnica lo
constituye la solicitud de patente US 2002/0199212. En este
documento se describe un modelo animal de metastasis odsea
de celulas tumorales. Dichas células tumorales proceden de
cancer de pulmén © de mama y se caracterizan por expresar
niveles elevados de PTHrP (péptido relacionado con la

paratohormona). Se describe un modelo de metastasis dsea
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obtenido mediante la inyeccidén periférica de células de
carcinoma pulmonar microcitico humano en ratones
inmunodeficientes SCID, en el que ademds se forman
metastasis multiorgédnicas en uno o més de los siguilentes
drganos: pulmén, higado, rifién y ganglios linfaticos.

El objeto de la presente invencidén se refiere a un
modelo animal no humano de metastasis a hueso de cancer de
pulmén no microcitico. El1 céncer de pulmbdn no microcitico
es el mas frecuente y representa alrededor de un 70-80% del
total de todos los casos de cancer de pulmdén. En este
modelo se obtienen metédstasis a hueso con una eficiencia de
al menos 90%, y de forma reproﬁucible y extraordinariamente
rapida con un tiempo de latencia de 9-12 dias,
diferenciandose de la solicitud estadounidense
anteriormente citada en que adicionalmente, no se producen
metdstasis multiorgédnicas, sino casi exclusivamente con

tropismo a hueso.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Para facilitar la comprensién de la presente invenciodn
se definen a continuacidén una serie de conceptos tal y como
se entienden en el presente contexto.

El término “metastasis” segun se utiliza en la
presente descripcidén se refiere a un cancer o tumor (tumor
secundario) gque se desarrolla en un d4rgano o parte del
cuerpo por diseminacidén a partir de células tumorales
procedentes de un tumor iniciado en otro dérgano o parte del
cuerpo (tumor primario). Asi, células tumorales gque se han
propagado al hueso desde otro o6rgano (por ejemplo desde un
cancer de mama) no son un cancer de hueso, sino metéstasis
6seas de wun cancer de mama. Estas células tumorales
seguiran siendo células tumorales de mama,
independientemente de su localizacidén en el hueso.

El “cancer de pulmén no microcitico” agrupa diversos

subtipos histoldégicos de pulmdédn que se caracterizan porque
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tienen un crecimiento y diseminacidn lentos y porque pueden
ser tratados de la misma manera (reseccidn quirtrgica como
primera opcidn, radioterapia y quimioterapia). A diferencia
del cancer de pulmén microcitico, gue se caracteriza por
ser muy agresivo y de rapida diseminacién, y porque una vez
ha metastatizado no es <candidato para la reseccidn
guirirgica y no responde a la gquimioterapia convencional.
Desde el punto de vista epidemioldgico, los subtipos de
cancer de pulmdn no microcitico mas relevantes son:
adenocarcinoma mixto (mixed cell adenocarcinoma o

adenocarcinoma with mixed subtypes), carcinoma escamoso Vy
carcinoma Dbroncoalveolar (bronchiolocalveolar caxrcinoma),
este Ultimo incluido entre los adenocarcinomas. [Brambilla
E et al. The World Health Organization classification of
lung tumours. Eur. Respir. J. 2001; 18:1059-1068]. Entre
los subtipos de cancer de pulmdén no microcitico se incluye
también el carcinoma de células grandes y otros subtipos
histoldégicos mas raros.

La “inyeccidn por via intracardiaca” se refiere a la
inyeccidén en el ventriculo izquierdo del corazdén del animal
en cuestidn.

El hecho de que una linea celular posea capacidad de
metastatizar a hueso con una “eficiencia de al menos el
90%”, se refiere a que en al menos 9 de cada 10 ratones que
han recibido una inyeccién intracardiaca de dichas células
se han formado masas tumorales en tejido dseo.

El término “sobrexpresidén” de un gen, se refiere a gue
su nivel de expresidén es de al menos 1,5 veces mayor al
nivel de expresidn de las células empleadas como control.

La “actividad antimetastasica“ de un compuesto se
refiere a su capacidad de reducir la migracidén de ceélulas
desde el foco primario, o su alojamiento en un foco

secundario o su crecimiento y desarrollo en ese foco
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secundario. Dentro del contexto de la presente invencidn el
foco secundario es un hueso.

Asi, la presente invencidn se refiere en primer lugar a
una linea celular de céncer de pulmbdbn caracterizada porque
es un cancer de pulmdén no microcitico y posee capacidad de
metastatizar a hueso con una eficiencia de al menos 90% con
un tiempo de latencia de entre 9 a 12 dias. Preferentemente
dicha linea celular de céancer de pulmdn no microcitico esta
caracterizada porgue dicho céncer se ha seleccionado entre
una linea derivada de wun carcinoma de células grandes
(LCC), carcinoide y carcinoma broncoalveolar.

En una realizacidn concreta, la presente invencidn se
refiere a wuna linea celular de <cancer de pulmdédn no
microcitico segln las reivindicaciones 1 6 2, caracterizada

porque dicha linea celular estd seleccicnada entre: NCI-

H460 subpoblacidn M5 {ECACC 06091547) : Lce, H727
subpoblacién M5/M2 (ECACC 06091545): carcinoide vy A549
subpoblacidn M1 /M1 (ECACC 06091546) : adenocarcinoma
broncoalveolar. -

En una realizacidn particular, la 1linea celular de
cancer de pulmdén no microcitico objeto de la presente
invencidén es una 1linea celular de carcinoma de células
grandes que sobrexpresa al menos 3, 4 & 5 genes
seleccionados entre: TCF4, PKD3 (conocido también como
PRKD3), MCAM, SUSD5 y KIAAQ0960. En una realizacidén mas
preferente dicha linea celular de carcinoma de células
grandes de pulmbn sobrexpresa los genes TCF4, PKD3, MCAM,
SUSD5 y KIAA(0960. En una realizacidén mas particular, la
linea celular se obtiene mediante la transduccidn de
células parentales con al menos 3, 4 &6 5 de los genes TCF4,
PKD3, MCAM, SUSDS5 y KIAAO960, es decir transfectadas con
vectores gue expresan las proteinas gque dichos genes

codifican.
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En una realizacidn concreta, dicha linea celular de
carcinoma de pulmdn se deriva de la linea NCI-H460, por
ejemplo de la subpoblacidén M5 (ECACC 06091547).

En otra realizacidén particular, la linea celular de
cancer de pulmdén no microcitico objeto de la presente
invencidn es una linea celular de carcinoide que
sobrexpresa al menos 3, 4 6 5 genes seleccionados entre:
GAL, SPOCK2, CRIP2, ELF5 y EPCR. En una realizacién mas
particular, la linea celular se obtiene mediante la
transduccidn de células parentales con al mencs 3, 4 & 5 de
los genes GAL, SPOCKZ, CRIPZ, ELF5 y EPCR.

En una realizacidn concreta, dicha linea celular de
carcinoide se deriva de la linea H727, por ejemplo de la
subpoblacidén M5/M2 (ECACC (06091545) .

En otra realizacidén particular adicional, la Ilinea
celular de céncer de pulmdn no microcitico objeto de 1la
presente invencidén es una linea celular de adenocarcinoma
broncoalveolar que sobrexpresa al menos 3, 4, 5 & 6 genes
seleccionados entre: IL11l, PITX1, HDAC4, RHOB, R2EQOL
SLC26A2. En una realizacidn mé&s particular, la linea
celular se obtiene mediante la transduccidn de células

parentales. con al menos 3, 4, 5 6 6 de los genes IL1I1,

PITX1, HDAC4, RHOB, ROBOl y SLCZ6AZ2.

En una realizacidn concreta, dicha linea celular de
adenocarcinoma broncoalveolar se deriva de la linea A549,
por ejemplo de la subpoblacidén M1/M1(ECACC 06091546) .

Por otro lado, la presente invencidén se refiere a un
procedimiento para obtener una linea celular anteriormente
descrita, caracterizado porque comprende:

a) inyectar por via intracardiaca en un animal no
humano células derivadas de una 1linea parental
procedente de dicho cancer de pulmdén, previamente

transfectada con un gen de seleccidn; y
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b) aislar, expandir en cultivo vy seleccionar las
células tumorales de las metdstasis dseas generadas en

dicho animal.

Adicionalmente, dicho procedimiento preferentemente
comprende:
a) inyectar por via intracardiaca las células

obtenidas en el paso b en un animal no humano; y

b) aislar, expandir en cultivo y seleccionar las
células tumorales de las metastasis Oseas generadas en
dicho animal.

En una realizacién preferente de este procedimiento

dicho gen de seleccidn es un gen de resistencia a
antibidtico y un gen que codifica luciferasa.

En una realizacién concreta del procedimiento
descrito, la linea celular a inyectar en el animal no
humano se deriva de un carcinoma de células grandes, vy
dicho procedimiento comprende seleccionar las células que
sobrexpresan al menos 3, 4 & 5 genes seleccionados entre:
TCF4, PKD3, MCAM, SUSDS5 y KIAA09%60. En wuna realizacidn
preferente, dicho procedimiento comprende seleccionar las
células que sobrexpresan los 5 genes. En otra realizacidn
la linea celular a inyectar se deriva de un carcinoide, vy
dicho procedimiento comprende seleccionar las células que
sobre expresan al menos 3, 4 0 5 genes seleccionados entre:
GAL, SPOCK2, CRIP2, ELF5 vy EPCR. En una realizacidn
preferente, dicho procedimiento comprende seleccionar 1las
células que sobrexpresan los 5 genes. En otra realizacidn
adicional la linea celular a inyectar se deriva de un
adenocarcinoma broncoalveolar, vy dicho procedimiento
comprende seleccionar las células que sobre expresan al
menos 3, 4, 5 & 6 genes seleccionados entre: IL11, PITX1,
HDAC4, RHOB, ROBO1 y  SLC26AZ2. En una realizacidn
preferente, dicho procedimiento comprende seleccionar las

células que sobrexpresan los 6 genes.
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En una realizacidn preferente del procedimiento objeto
de la presente invencidén se caracteriza porque dichas
células derivadas de una linea parental de céancer de pulmdn
no microcitico estd seleccionada entre: NCI-H460, ALB49 vy
H727.

Adicionalmente, la presente invencién se refiere a un
modelo animal no humano de céncer de pulmdn no microcitico
con metdstasis a hueso caracterizado porque comprende
inyectar por via intracardiaca en el animal células
tumorales procedentes de una linea celular anteriormente
descrita. Preferentemente, el animal no humano objeto del
presente modelo es un animal inmunodeprimido, mas
preferentemente es un roedor. En una realizacidn concreta
del modelo animal objeto de la presente invencidén dicho
animal es un ratén atimico desnudo (athymic nude) .

Por otro lado, la presente invencidn se refiere a un
procedimiento para la obtencidén de dicho modelo animal no
humano de céncer de pulmdn no microcitico con metastasis a
hueso caracterizado porque comprende inyectar por via
intracardiaca en el animal células tumorales procedentes de

una linea celular definida en los parrafos precedentes.

Por otro lado, la presente invencidn se refiere al uso
de la linea celular o del modelo animal anteriormente
descritos y objeto de la presente invencidén, para ensayar
la actividad antimetastdsica de un compuesto.

En una realizacidn preferente dicho se caracteriza
porque dicho ensayo de actividad metastédsica comprende:

a) cultivar células de dicha linea celular con el compuesto
a ensavar; y

b) comparar el efecto antimetastdasico producido sobre
dichas células con respecto a células control tratadas con

otro compuesto de referencia o gque no han sido tratadas.
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En otra realizacidén preferente, dicho ensayo de

actividad antimetastédsica comprende:
a) administrar el compuesto a ensayar a dicho animal
modelo, y;
b) comparar el efecto de dicho compuesto sobre los tumores
de dicho animal, con los tumores de animales control
tratados con otro compuesto de referencia o que no han sido
tratados.

En una realizacién concreta dicha actividad
antimetastésica a ensayar estéd seleccionada entre:
prevencidén de la metdstasis, amortiguacidn de los efectos
deletéreos de la metdstasis, y una accidn bloqueante del
tropismo tejido-especifico.

Adicionalmente, la presente invencidén se refiere al uso
de una linea celular anteriormente descrita, en un método
para identificar marcadores asociados a cancer de pulmdén no
microcitico caracterizado porque comprende comparar la
presencia, ausencia, o el nivel de expresidén génica en
muestras de tejido tumcral de dicha linea celular, con la
expresidn génica en células control.

Por otro lado, la presente invencidén también se refiere
al uso de un modelo animal anteriormente descrito, en un
método para identificar marcadores asociados a cancer de
pulmén no microcitico caracterizado porque comprende
comparar la presencia, ausencia, o el nivel de expresidn
génica en muestras de tejido tumoral dicho animal modelo,
con la expresidn génica en el tejido de un segundo animal

que no ha recibido inyeccién de células.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Analisis mediante RT-PCR de un panel de lineas de
cancer de pulmdbn microcitico (SCLC) y no microcitico
(NSCLC). Los genes implicados en  metastasis en otros
modelos incluyen MIP-lg, osteopontina, PTHrP, MMP-2,

Galectina-3, CTGF se compararon con un gen control,
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p-actina. Las células utilizadas incluyeron SCLC: 1. H69;
2. H82; 3. H187; 4. H345; 5. H446; 6. H510 y NSCLC: 7.
H460; 8. A549; 9. H441; 10. HTBS8; 11. H676; 12. H727; 13.
H720; 14. H1299.

Figura 2: Ensayo de quimiotaxis. Células inducidas o no
inducidas con 10% de suero (FCS) en el compartimento
inferior de una cémara de Boyden durante 6 horas. Las
células qgue migraron al compartimento inferior se tifieron
con tincidén fluorescente. La fluorescencia total se midid
utilizando un filtro 480/520 nm.

Figura 3: Curva Kaplan-Meier de wvarios grupos de ratones
atimicos inoculados con diferentes lineas celulares
tumorales humanas: H460, H157, H1299 y A549.

Figura 4: Imagen de bioluminiscencia in vivo. Células
establemente transfectadas con CMV-Luc, fueron
seleccionadas e inoculadas en el ventriculo izquierdo del
corazédn de ratones atimicos. Dos semanas después se
visualizaron. A. Células H1299. B. Células A549. Los
ratones control estédn en la parte inferior. C. Células
H460. El1 ratdén control estd en el centro de la parte
inferior.

Figura 5: Andlisis mediante rayos-X de las vértebras
dorsales de un ratdn control y de un ratdn inoculado con la
linea tumoral A. BA549. Como se muestra, las Jlesiones
osteoliticas aparecen de forma concomitante con una
osteogénesis peridstica reactiva (panel de 1la derecha,
flechas).B. H460. Las lesiones osteoliticas se observaron
en las epifisis distales y proximales de fémur y tibia.
Figura 6: Imagenes de bioluminiscencia in vivo. Las células
fueron transfectadas con‘ON—Luc {(promotor de osteonectina
con luciferasa). Tras Jla seleccidn, las células fueron
inoculadas en el ventriculo izquierdo de ratones atimicos
desnudos. Dos meses después de la inyeccidén las células

fueron visualizadas. A. Células H727. B. Células HTB5H8. Los
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ratones control son los primeros de la izquierda en ambos
paneles,

Figura 7: Estrategia in vivo para averiguar los tejidos
diana de metéstasis.

Figura 8: Curva de Kaplan—-Meier de H460 parental (CMV) vy
subpoblaciones metastasicas (ML, M4 y M5).

Figura 9: Numero de SCC (colonias derivadas de una unica
célula) derivadas de la inoculacidén de 10 ratones con H460
parental (CMV) vy subpoblaciones metastasicas (M1, M4 y M5H).
Figura 10: Area metastasica en los huesos largos de los
ratones inoculados con H460 parental (CMV) y subpoblaciones
metastasicas (M1, M4 y M5).

Figura 11: Curva de Kaplan-Meier de A549 parental (CMV) vy
subpoblaciones metastésicas (M1, M1/M1, M1/M3 y M1/M4).
Figura 12: Area metastasica en los huesos largos de 1los
ratbnes inoculados con A549 parental (CMV) y subpoblaciones
metastasicas (M1, M1/M1 y M1/M3).

Figura 13: Numero total de subpoblaciones metastésicas
aisladas de fémures y tibias de 7 de los 8 ratones
inoculados con 1lineas celulares altamente metastéasicas
(M1/M4 vy M1/Ml) vy células parentales (A549 CMV-Luc).
Veinticinco dias post-inoculacién, los ratones fueron
sacrificados y las células de la médula oésea fueron
cultivadas en medic de seleccidn conteniendo G-418, durante
5 dias. Tras ese tilempo se contaron las SCC (colonias
derivadas de una unica célula).

Figura 14: A. Numero de subpoblaciones aisladas de huesos
largos de 8 ratones inoculados con células H727, 59 dias
después de la inoculacidén (panel superior) y en 7 ratones
inoculados con células A549, 29 dias tras la inoculacidn
{(panel inferior). B. Radiografia de la extremidad inferior
de un ratdén inoculado con células H727 y A549, mostrando
lesiones metastasicas. El1 numero total de subpoblaciones
ailsladas después de “flushing” de la médula dsea fue de 192

para H727 y de 3190 para AD49. Obsérvese 1las lesiones
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prominentes inducidas por H727 y el numero tan pequefio de
subpoblaciones aisladas con comparacidén en A549.

Figura 15: A. Hematoxilina-Eosina de cortes de fémures de
ratones tratados con vehiculo e inoculados con células H460
por via intracardiaca. B. Recuento del numero de
osteoclastos inducido por la linea H460.

Figura 16: Recuento del porcentaje del Area metastésica de
osteolisis total con respecto al &rea odsea total en las
radiografias, obtenido mediante andlisis de imagen de los
huesos largos (fémures y tibias) de ratones inoculados con
células H460 control, o H460 transducidas con A. TCF4,
PRKD3, MCAM y SUSD5. B. H460 transducidas con tres genes,
PRKD3, SUSD5, TCF4 o bien, PRKD3, MCAM y TCF4,

Figura 17: A. Curva de Kaplan-Meier de células HT27
transfectada parental (ON-LUC) \% subpoblaciocnes
metastédsicas (M4/M2, M4/M3, M5/M2 y M5/M4) derivados de la
linea parental. B. Area metastdsica de osteolisis total en
las radiografias mediante andlisis de imagen de los huesos
largos (fémures y tibias) de ratones inoculados con células
H727 parental y transfectadas (con el plasmido ON-LUC), vy
subpoblaciones altamente metastdsicas derivadas de ésta,
M4/M2, M4/M5, M5/M2 y M5/M4. *#*p<0,001 y ***p<0,0001 con
respecto a ON-LUC y parental.

MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION

+ A continuacidén se describen una serie de ejemplos para
ilustrar la realizacién de la presente invencidn, sin
poseer en modo alguno caracter limitativo del alcance de la

misma.

EJEMPLO 1: Desarrollo de lineas celulares altamente

metastasicas con tropismo a hueso.

Material y métodos
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Las lineas celulares empleadas fueron:

H460 (ATCC N° HTB-177): procedente de un cancer pulmonar no

microcitico mixto obtenido a partir de una biopsia pulmonar
de un hombre de raza negra de 54 afios, con tumor de estadio
3A en el momento de diagnéstico.

H727 (ATCC N° CRL-5815): procedente de un tumor carcinoide
obtenido de una biopsia pulmonar de una mujer caucasoide de
65 afios, con tumor de estadio 3A en el momento de
diagndstico.

H157 (ATCC N° CRL-5802): procedente de un carcinoma de
células escamosas obtenido de 1la efusidén pleural de un
hombre caucasoide de 59 afios, con un tumor de estadioc 3A én
el momento de diagndstico.

H1299 (ATCC N° CRL-5803): procedente de un carcinoma
pulmonar obtenido de la biopsia de un ganglio linfatico
procedente de un hombre caucasoide de 43 afios, con un tumor
deyestadio 3A en el momento de diagndstico.

A549 (ATCC N° CCL-185): procedente de un carcinoma pulmonar
obtenido de la biopsia de un tumor de un hombre caucasoide
de 58 afios.

HTB58 (ATCC): procedente de wun carcinoma de células
escamosas obtenido de 1la efusidén pleural de un hombre

caucasoide de 65 afos.

La inyeccidn intracardiaca se realizé de acuerdo con
los protocolos conocidos por un experto en la materia. Un
total de 200.000 células en las gque previamente se ha
insertado un gen de seleccidn, con una viabilidad superior
al 95% en 100 pl de PBS fueron inyectadas.

La invasidén celular fue determinada empleando un
ensayo de migracidn en dos camaras modificado (didmetro de
poro de 8 um, Chemicon International, Inc) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las células fueron
sembpradas en la camara superior en un medio que contenia un

0,4% de suero y migraron hacia un 10% de suero bovino de
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ternero (FCS) en la cémara inferior durante 8 horas. Las
células del inferior de la membrana fueron despegadas,
lisadas y teflidas con CyQuant GR Dye. La fluorescencia fue
analizada en un lector de placas empleando los filtros de
480/520 nm.

El aislamiento de células metastdsicas de la médula
b6sea de las extremidades inferiores se realizd medilante
protocolos de sobra conocidos por un experto en la materia.
En resumen, los ratones fueron sacrificados de acuerdo con
los protocolos aprobados por el Comité de Experimentacidn
Animal de la institucidén donde se realizaron los ensayos.
Los huesos largos fueron extirpados y limpiados de todos
los tejidos blandos. Las células de la médula fueron
liberadas mediante arrastre, introduciendo 5 ml de o-MEM
con una aguja de didmetro 27G en la epifisis distal a
través de la médula o6sea. Las células fueron plaqueadas en
placas p-100 y p-150 y expandidas durante 5 dias en medio
suplementado con G-418. Este procedimiento se realizd por
separado para cada fémur y tibia. Las subpoblaciones fueron
cuantificadas bajo el microscopid tras su tincidn con
cristal violeta.

El analisis mediante rayos X se realizd empleando un
Faxitron MX-20 con una pelicula de elevada sensibilidad
MNR-2000 (Kodak), empleando una exposicidn de 20kW vy 20
segundos y 2 x aumentos.

Estas peliculas fueron escaneadas y el andlisis de la
imagen se realizd empleando ScanAnalys®, determinando el %

de area metastasica de hueso/drea total de hueso.

Resultados

Se  desarrolld una estrategia sistematica para
desarrollar un modelo nuevo de células de cancer de pulmon
no microcitico con un tropismo especifico a hueso. En
primer lugar se analizdé la expresidn de diversos genes

previamente relacionados con fendmenos de metdstasis en
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otros modelos, incluyendo galectina-3, PTHrP, MIP-lua, MMP-
2, CTGF y osteopontina (FIGURA 1). Por otro lado se
comprobd la capacidad de migracidén hacia un 10% o 0,4% de
suero (FCS) en una camara de Boyden (FIGURA 2).

En funcidén de estos dos criterios se seleccionaron cuatro
lineas celulares de cancer de pulmdén no microcitico: A549,
H157, HTB58 y H460, para analizar su capacidad de
metastatizar en un modelo in vivo.

En primer lugar se realizdé una transfeccidn estable
con el gen reportero de la luciferasa (CMV-luc) para poder
monitorizar el tropismo mediante la obtencidn de imagenes
por biocluminiscencia in vivo. Estas células fueron
inoculadas en el ventriculo izquierdo del corazdn de
ratones atimicos desnudos. Cada dos semanas la
bioluminiscencia fue monitorizada iIin vivo mediante la
inyeccién de D-luciferina (3 mg/100unl, Xenogen Inc.). EL
desarrollo de las metédstasis fue diferente para cada linea
celular, en términos de especificidad de tejidos,
incidencia y periodo de latencia (FIGURA 3). Las curvas
Kaplan-Meier de monitorizacidén de supervivencia libre de
metéastasis mostraron un patrdén diferente de progresidn de
las metdstasis entre las diferentes lineas celulares.

A pesar de poseer patrones de expresidén de genes
relacionados con metastasis semejantes, las metastasis
alcanzaron diferentes 6rganos especificos. La linea
parental A549 produjo lesiones metastdsicas significativas
en los huesos largos en 4 de 8 de los animales estudiados,
vy en las vértebras (Figura 4). También fue detectada una
bioluminiscencia difusa que sugiere una potencial
colonizacién de otros huesos. 4 de los 8 animales mostraron
una reduccidn dramatica de la - movilidad de las
extremidades, sugiriendo un defecto en la médula espinal.
Mediante un examen de rayos X, se observd una osteolisis
intensa en combinacidn con una osteogénesis de novo en la

columna vertebral (Figura 5A). Por el contrario, la
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inyeccidén de células H460 en ratones desnudos desencadend
la aparicién de luz intensa en las extremidades inferiores
de 2 de 8 animales (Figura 4). El analisis mediante rayos X
mostrdé la presencia de lesiones osteoliticas dramiticas
frecuentemente localizadas en las metafisis tibiales
proximales y femorales distales (Figura 5B).

La 1linea parental H727 mostrd bioluminiscencia en
sitios compatibles con una localizacidén bsea en 7 de 8
animales (Figura 6).

La inoculacidén intracardiaca de células HTB58 induce
la formacidn de tumores en la regidén dorsal de la escapula
en 5 de los 7 animales estudiados (Figura 6).

Para monitorizar serfiales de caquexia, el peso fue
examinado durante todo el periodo. Curiosamente, en la
linea parental H460, la deteccidén de bioluminiscencia en
huesos largos y una manifiesta metastasis detectada
mediante rayos X, sSe correlacionan con caquexia. Sin
empbargo, HTB58 y H1299 incluso con wuna masa tumoral
prominente no presentaban alteraciones en su masa corporal.
Adicionalmente, animales inoculados con células H727, una
linea parental gque mostrd un elevado tropismo a hueso, no
presentaban seflales de caquexia en el momento en dgue se
detectaban profundas lesiones osteoliticas mediante rayos
X.

Para establecer lineas celulares con capacidad
metastédsica, las células parentales fueron transfectadas de
forma estable con un gen de resistencia a la geneticina.
Estas células fueron inoculadas por via intracardiaca en
ratones desnudos atimicos (Figura 7).

Tras lavar la médula de los huesos largos de dichos
animales, las células de médula se expandieron en cultivo,
y se obtuvieron diversas colonias de células de cancer de
pulmén no microcitico resistentes a 1la geneticina en

cultivo.
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Células procedentes de las colonias resistentes
obtenidas en el ©paso anterior fueron reinoculadas en
ratones atimicos desnudos. Este procedimiento permitid el
aislamiento de subpoblaciones altamente metastasicas en
comparacién con la linea celular parental. Asi se
seleccionaron subpoblaciones con un periodo de latencia
menor, una elevada incidencia y una mayor capacildad de
formar lesiones dseas con mayor carga tumoral (Figura 7).

Esta estrategia se siguidé con las lineas parentales
H727, H460 y Ab49. En ia Figura 8 se muestran las curvas
Kaplan-Meier para diferentes subpoblaciones de H460. Tal y
como se esperaba, el aislamientb de diversas subpoblaciones
tras la reinoculacién intracardiaca, dio lugar a la
seleccidn de subpoblaciones altamente metastasicas con un
periodo de latencia menor, y una incidencia y especificidad
a hueso mayores en comparacién con la linea parental. Como
puede verse en la figura 9 la subpoblacidén M5 procedente de
la linea H460 muestra una elevada carga tumoral tras el
aislamiento y recuento in vitro de las células de la médula
6sea formadoras de colonias (SCC, single cell colonies)
metastaticidad y capacidad de crecimiento al estudiar el
numero de subpoblaciones aisladas in vitro en comparacidn
con la linea parental o transfectada con CMV-Luc. El area
de lesidén osteolitica metastédsica en las subpoblaciones M1,
M4 y M5 fue también mayor que la poblacidén parental (Figura
10).

Con la subpoblacién M1 procedente de la linea parental
A549 se obtuvieron resultados comparables (Figura 11). De
forma semejante se muestran los resultados obtenidos para
la linea A549 (Figura 11, 12 y 13). Para todas las lineas
parentales, se obtuvo al menos wuna subpoblacién que
mostraba tropismo a hueso de elevada especificidad, un
periodo de latencia corto que variaba entre 9 y 20 dias, Yy

una elevada reproducibilidad.
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Curiosamente, el area metastasica determinada mediante
rayos X no siempre correlaciona con el numero de
subpoblaciones aisladas después del lavado de médula. Por
ejemplo, las células A549 desarrcllan lesiones dseas en 29
dias, mientras que la linea H727 muestra metéastasis
prominentes determinadas por rayos X en 59 dias, como puede
verse en la Figura 14. El numero de subpoblaciones aisladas
a partir de un grupo de 7 animales inoculados con H727 era
extremadamente bajo, comparado con los animales inoculados
con células A549.

También se realizo el experimento descrito
anteriormente éon la linea H727 correspondiente a un tumor
carcinoide, y se obtuvieron subpoblaciones mas metastasicas
que la poblacidén parental. Como se observa en la figura 17
A, las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier realizadas
42 dias tras la inoculacidén de las células mostraron una
disminucidén significativa en la supervivencia de 1los
ratones inoculados con las subpoblaciones altamente
metastésicas M4/M2, M4/M5, M5/M2 y M5/M4 con respecto a la
poblacién parental y la poblacidén transfectada con el
plasmido de luciferasa (ON-Luc). Asimismo, el 4&rea de
lesidén osteolitica fue superior muy significativamente en
las lesiones inducidas en los huesos largos de las
extremidades de los ratones inoculados con las
subpoblaciones altamente metastésicas (Figura 17 B). Estos
resultados sustentan de forma fidedigna la mayor capacidad
metastdsica a hueso de las subpoblaciones M4/M2, M4/M5,
M5/M2 y M5/M4 derivadas de H727.

Mediante un examen histoldgico se detectaron
diferencias sutiles entre las tres lineas parentales H460,
H727 y A549. Aunque la localizacidn era similar, el examen
histoldgico reveld patrones especificos de invasion vy
colonizacidén. Las lesiones de las tres lineas parentales se
encontraban en las extremidades inferiores. Las lesiones

causadas por H460 siempre aparecian en las metafisis



10

15

20

25

30

35

WO 2008/031910 PCT/ES2007/000519

- 20 -

tibiales proximales y femorales distales. La superficie
subperidéstica es una diana frecuente de metéastasis,
especialmente alrededor de la regidn epifisial. El
crecimiento de los tumores periostios progresa entre el
periostio y el hueso cortical, frecuentemente induciendo
una osteogénesis reactiva en el hueso cortical. Tanto la
linea A549 como H460 inducen una nueva formacidn osteoilde
desde el periostio de la regidn epifisio-metafisiaria. En
la médula dsea, la progresidn de las lesiones estd dirigida
por el crecimiento tumoral colonizando la medula vy
destruyendo la esponjosa primaria. En contraste con H460,
la linea A549 posee 1la capacidad de dirigirse a las
vértebras ademés de a las extremidades inferiores. En las
regiones tibiales proximales vy femorales distales, las
lesiones osteoliticas macroscédpicas podian detectarse en el
hueso cortical, surgiendo del periosteo y progresando hacia
la médula. Mediante tincidn TRAP se detectd una fuerte
actividad osteocléastica en el endostio (Figura 15).

Por ultimo, se realizd el mismo procedimiento con las
lineas celulares H157 y H1299, dos lineas celulares de
cédncer de pulmdn no microcitico que expresaban el perfil
metastdsico descrito al principio de este ejemplo y gue
poseen capacidad de migracidén a suero en camaras de Boyden.
Sin embargo, estas dos lineas celulares no dieron lugar a
metastasis odseas tras su 1noculacidén intracardiaca en
animales modeio. Poniendo asi de manifiesto gque la
especificidad del tropismo a hueso es lo que representa la
actividad inventiva necesaria para desarrollar el modelo

objeto de la presente invencidn.

EJEMPLO 2: Desarrollo de un modelo animal de metdstasis a

hueso de cancer de pulmdn no microcitico.

Material y métodos
Como lineas celulares se han empleado las lineas H460

subpoblacibén M5, A549 subpoblacién M1/M1 Y H727
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subpoblacidén M5/M2, las cuales fueron crecidas en RPMI al
10% FBS, suplementado con 0,4 wmg/ml de G418.
Se emplearon hembras de ratones nu/nu de 4 semanas de

edad, que fuercon anestesiados con ketamina (100 mg/kg) V¥

xilazina (10 mg/kqg) previamente a la inyeccidn
intracardiaca.
Resultados

Para desarrollar un nuevc modelo animal de metastasis
a hueso con tropismo especifico a hueso, se emplearon
agquellas lineas celulares obtenidas en el ejemplo 1.

El procedimiento consistid en inyectar 200.000 células
de una de las lineas celulares H460 subpoblacidén M5 (ECACC
06091547), A549 subpoblacidén MI1/M1 (ECACC 06091546) y H727
subpoblacidn M5/M2 (ECACC 06091545), en 100 ul de PBS, con
una viabilidad superior al 95%, en el ventriculo izquierdo
de un ratdn atimico nu/nu.

Tras un periodo de latencia de 7 dias, este animal
puede considerarse un modelo de metastasis Osea de cancer
de pulmdn gue puede emplearse para estudiar el desarrollo
de dichas metéastasis, para ensayar el efecto de potenciales

agentes antimetastdsicos, etc.

EJEMPLO 3: Perfil de expresidén genética asociada con la

metastasis Osea.

Se realizaron andlisis de la expresidén genética en
células de subpoblaciones derivadas de las lineas celulares
H460, H727 y RA459 seleccionadas por su capacidad de generar
metidstasis Oseas. En todos los casos se realizd un analisis
de expresién diferencial frente a la linea parental de la
que se derivaron.

Para cada subpoblacidén celular se realizaron 3
extracciones de mRNA independientes y se formdé 'un “pool”

para posteriormente realizar una hibridacidén en un Chip
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comercial (Genechip U133A 2.0, affymetrix, CA, USA).
Posteriormente, se aplicd el algoritmo RMA (Robust
microarray analisis) (Irizarry et al. Nucleic Acids Res.,
2003, 31: elb) para la correccidn del fondo, normalizaciédn
y calculo de la expresidn para cada Jjuego de sondas,
utilizando la herramienta informdtica R y bioconductor
(www.pbiloconductor.org). Tras el célculo de la expresidn
para cada juego de sondas se empled otro algoritmo para
emplear aquellas sondas gue mostraban una expresidn
diferencial significativa entre muestras metastdsicas vy
control. Se empled SAM (Significance Analysis of

Microarrays) (http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/) que

emplea permutaciones para chequear la estabilidad de las
variables que cumplen la hipdtesis alternativa, es decir,
la hipdtesis que indica la existencia de una diferencia
significativa en la expresién de un gen dado entre las
muestras a analizar y las muestras control. Al mismo
tiempo, este método calcula el error tipo I o numero de
falsos positivos esperados empleando el cadlculo del
parametro FDR (False Discovery Rate). Se establecid un
valor de corte de FDR <0.2 calculado para el grupo de
significantes junto con un valor p<0,0006 para cada gen
individual. De este modo, la matriz de valores de expresidn
correspondiente a las sondas gque mostraban una expresidn
diferencial, fue analizada mediante el algoritmo hclust
insertado en el programa R (wwww.bioconductor.org) Este
algoritmo realiza wun andlisis de grupo aglomerativo
Jerarquico para encontrar la similaridad entre juegos de
sondas basado en sus valores de expresidén. Este algoritmo
se emplea para clasificar los juegos de sondas en grupos

con perfiles de expresidén similares.

Resultados
Con el objeto de identificar genes implicados en el

comportamiento  metastdsico de las lineas celulares
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altamente metastésicas en comparacidn con células
parentales, se emplearon “microarrays’” humanos.

Para la linea H460 se analizdé la expresidn génica de
las subpoblaciones M1, M4 y M5. Los genes expresados
diferencialmente fueron seleccionados realizando un
contraste en condiciones altamente restrictivas mediante el
algoritmo descrito previamente (Irizarry, 2003) y FDR<0.02.
Las subpoblaciones altamente metastasicas mostraron un
patrén transcripcional unico de 43 genes. La mayoria de
estos genes se encontraban sobrexpresados mas de 1,5 veces.
Estas proteinas incluyen MCAM, una molécula de adhesidn
transmembrana previamente asociada con metastasis de
melanoma. Dos componentes intracelulares también fueron
identificados: TCF4, un factor de transcripcién, y PKD3,
una serin/treonin quinasa poco caracterizada.
Adicionalmente se determinaron dos proteinas putativas
transmembrana relacionadas con las interacciones
célula/matriz, incluyendo SUSD5, una proteina perteneciente
a la superfamilia de “dominios de unidén” que contiene
dominics de unidén a Aacido hialurdnico, y KIAA0960 wuna
proteina desconocida que contiene un dominio GON-1 yy
diversas repeticiones de trombospondina. Algunos genes
poseian una expresidén significativamente inferior, entre
ellos CSF2RA, GDF15, STCZ2, NID, EXT, TGF-(3, y NFxB2.

Para estudiar la contribucidén de estos genes a la
capacidad metastéasica de las subpoblaciones celulares
altamente metastédsicas, se seleccionaron los 5 genes que
mostraban mayor sobrexpresién |y  mayor significacidn
estadistica.

A continuacidén, se generaron grupos de células
transducidas con  uno de esos genes y diferentes
combinaciones de transducidos dobles y triples. Aquellas
células que sdlo sobrexpresaban MCAM no mostraron un
incremento significativo de su capacidad de formar

metastasis a hueso en comparacién con la linea celular
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parental, aunque el andlisis por rayos X dio un valor al
limite de la significancia. Por el contrario, los animales
inoculados con células que sobrexpresaban PKC, TCF4 y SUSDS
mostraron un incremento significativo moderado en su
capacidad prometastasica en comparacidén con la linea
celular parental. Sin embargo, las combinaciones génicas
triples sobreexpresadas en la linea celular parental H460
mostraron un incremento dramadtico en la incidencia vy
agresividad de las lesiones metastédsicas (Figura 16). Las
actividades combinadas de estos dgenes incrementaron la
metastasis Osea.

Se comprobd que estas células transfectantes crecian a
un ritmo similar a la linea celular parental en cultivo e
in vivo tras su inyeccidn subcutanea. Lo que quiere decir
que su mayor actividad destructora de hueso no se debe
simplemente a la reproliferacién mas rapida de células,
sino a su efecto especifico en el hueso.

En el caso de la linea Ab49, se analizd la expresiodn
génica de las subpoblaciones M1, M1/M1 y M1/M3, de manera
similar a como se realizd para las subpoblaciones de la
linea H460. Las subpoblaciones altamente metastasicas
mostraron 6 genes que se encontraban sobrexpresados mas de
1,5 veces. Estos genes incluyen IL11 que codifica una
citoquina de la familia gpl30, PITX1 codificante de un
factor que actua como regulador transcripcional, HDAC4 que
codifica la histona deacetilasa 4 implicada en el ciclo
celular, el encogen RHOB , ROBOl wun miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas y SLC26AZ2 codificante
de una proteina de membrana.

Del mismo modo, en el caso de la linea H727 se analizd

la expresidn génica de las subpoblaciones M4/M2, M4/M3,
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M2/M5 y M5/M4. Las subpoblaciones altamente metastdsicas
mostraron 5 genes diferencialmente sobrexpresados: GAL que
codifica la proteina Galanina (neuropéptido), SPOCKZ una
proteina de la familia de proteoglicanos que sé une al
Ca(2+), CRIP2 codificante de la proteina rica en cisteina
2, ELF5 un factor de transcripcién y EPCR codificante del

receptor endotelial de proteina C.

EJEMPLO 4: Ensayo de potenciales agentes antimetastéasicos

en las lineas celulares y/o modelo animal descrito en los

ejemplos anteriores.

Se inyectaron 200.000 células de una de las lineas
H460 subpoblacidén M5 (ECACC 06091547), A549 subpoblacidn
M1/M1 (ECACC 06091546) o H727 subpoblacidén M5/M2 (ECACC
06091545), en 100 pl de PBS, con una viabilidad superior al
95%, en el ventriculo izquierdo de un ratdén nu/nu.

Tras un periodo de latencia de 7 dias, este animal
puede considerarse un modelo de metdstasis Osea de cancer
de pulmdn.

Una vez transcurridos estos 7 dias se administra el
agente antimetastédsico a estudiar, siguiendo un régimen de
administracién previamente disefiado. A los 21 dias después
de la inoculacidén se sacrifica el animal. Mediante el
estudio comparado de los fémures de animales gque han
recibido el antimetastdsico y animales control (que han
desarrollado la metéastasis sin ningin tratamiento adicional
o habiendo recibido dosis de vehiculo) puede determinarse

la actividad antimetastédsica del agente en cuestidn.
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REIVINDICACIONES

Una linea celular de céncer de pulmdbn no microcitico
caracterizada porgue posee la capacidad de metastatizar
a hueso con una eficiencia de al menos el 90% y porgue
ha sido obtenida mediante administracidén por via
intracardiaca de c¢élulas tumorales en un animal no
humano.

Una linea celular de cancer de pulmébn no microcitico
segin la reivindicacidén 1, caracterizada porque posee
un periodo de latencia entre 9 a 12 dias y porgue ha
sido obtenida mediante administracidn pox via
intracardiaca de células tumorales en un animal no
humano.

Una linea celular de cancer de pulmdén no microcitico
segun una de las reivindicaciones 1 & 2, caracterizada
porque dicho cé@ncer se ha seleccionado entre una linea
de carcinoma de células grandes, carcinoide y carcinoma
broncoalveolar.

Una linea celular de céancer de pulmdn no microcitico
segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada
porque es una linea de carcinoma de células grandes gue
sobreexpresa al menos 3 genes seleccionados entre TCF4,
PKD3, MCAM, SUSDS5 y KIAA(3960.

Una linea celular de céncer de pulmdn no microcitico
segin la reivindicacidén 4, caracterizada porque
sobreexpresa los genes TCF4, PKD3, MCAM, SUSD5 vy
KIAAQS60.

Una linea celular de carcinoma de células grandes de
pulmén, caracterizada porque dicha linea celular se ha

obtenido mediante la transduccidén de células parentales
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con al mencos 3 de los genes TCF4, PKD3, MCAM, SUSDS5 vy
KIAA0960.

Una linea celular de céancer de pulmdén no microcitico
segiin la reivindicacién 4, caracterizada porque es la
linea NCI-H460 subpoblacidén M5 (ECACC 06091547) .

Una linea celular de céncer de pulmén no microcitico
segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada
porque es una linea de carcinoide gue sobreexpresa al
menos 3 genes seleccionados entre GAL, SPOCK2, CRIPZ,
ELF5 y EPCR.

Una linea celular de céancer de pulmén no microcitico
segln la reivindicacidn 8, caracterizada  porgue
sobreexpresa los genes GAL, SPOCK2, CRIPZ, ELF5 y EPCR.
Una linea celular de carcinoide, caracterizada porgue
dicha 1linea celular se ha obtenido mediante la
transduccidén de células parentales con al menos 3 de
los genes GAL, SPOCK2, CRIP2, ELFS y EPCR.

Una linea celular de céncer de pulmdn no microcitico
seglin la reivindicacién 8, caracterizada porque es la
linea H727 éubpoblacic')n M5/M2 (ECACC 06091545) .

Una linea celular de céancer de pulmdn no microcitico
segiin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada
porgue es una linea de adenocarcinoma broncoalveolar
que sobreexbresa al menos 3 genes seleccionados entre
1111, PITX1, HDAC4, RHOB, ROBOl y SLCZ6AZ.

Una linea celular de cancer de pulmén no wmicrocitico
segin la reivindicacién 12, «caracterizada porque
sobreexpresa los genes IL11, PITX1, HDAC4, RHOB, ROBOI1
y SLCZ26AZ.

Una linea celular de adenocarcinoma Dbroncoalveolar,

caracterizada porque dicha linea celular se ha obtenido
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mediante la transduccidén de células parentales con al
menos 3 de los genes IL11, PITX1l, HDAC4, RHOB, ROBOl y
SLC26A2.

Una linea celular de céncer de pulmébn no microcitico
seglin la reivindicacidén 12, caracterizada porgue es la
linea A549 subpoblacién M1/M1(ECACC 06091546) .
Una 1linea celular de céancer de pulmdén no microcitico
segln una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada
porque dicha 1linea celular estd geleccionada entre:
NCI-H460 subpoblacidén M5 (ECACC 06091547) , H727
subpoblacidn M5/M2 (ECACC 06091545) y A549 subpoblacidn
M1/M1 (ECACC 06091546).

Procedimiento para obtener una linea celular descrita
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16,
caracterizado porgue comprende:

a) inyectar por via intracardiaca en un animal no
humano células derivadas de una 1linea parental

procedente de dicho cancer de pulmdn previamente

transfectada con un gen de seleccidn; vy
b) aislar, expandir en cultivo y seleccionar Ilas

células tumorales de las metastasis &seas generadas en
dicho animal.

Procedimiento seglGn la reivindicacidén 17, caracterizado
porque ademds comprende:

a) inyectar por via intracardiaca las células obtenidas
en el paso b en un animal no humano, y

b) aislar, expandir en cultivo y seleccionar las
células tumorales de las metdstasis Oseas generadas en
dicho animal.

Procedimiento segin la reivindicacidn 17, caracterizado
porgue dicho gen de seleccidén es un gen de resistencia

a antibidtico, y un gen que codifica luciferasa.
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Procedimiento segln una cualquiera de las
reivindicaciones 17 a 19, caracterizado porgque la linea
celular a inyectar en el animal no humano se deriva de
un carcinoma de células grandes, y porque dicho
procedimiento comprende seleccionar las células que
sobreexpresan al menos 3 genes seleccionados entre:
TCF4, PKD3, MCAM, SUSD5 y KIAA0960.

Procedimiento seglin la reivindicacién 20, caracterizado
porgue comprende seleccionar las células gue
sobreexpresan los genes TCF4, PKD3, MCAM, SUSD5 vy
KIAAQ0960.

Procedimiento segln una de 1las reivindicaciones 20 6
21, caracterizado porque la linea celular a inyectar en
el animal no humanoc se ha obtenido mediante la
transduccidén de células parentales de carcinoma de
células grandes con al menos 3 de los genes TCF4, PKD3,
MCAM, SUSDS5 y KIAA(0960.

Procedimiento segln una cualqgquiera de las
reivindicaciones 17 a 19, caracterizado porgue la linea
celular a inyectar en el animal no humano se deriva de
un carcinoide, y porque dicho procedimiento comprende
seleccionar las células que sobreexpresan al menos 3
genes seleccionados entre: GAL, SPOCK2, CRIP2, ELF5 vy
EPCR.

Procedimiento segin la reivindicacidn 23, caracterizado
porgue comprende seleccionar las células gue
sobreexpresan los genes GAL, SPOCK2, CRIP2, ELF5 vy
EPCR.

Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 23 6
24, caracterizado porque la linea celular a inyectar en
el animal no humano se ha obtenido mediante la

transduccidn de células parentales de un carcinoide con
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al menos 3 de los genes GAL, SPOCK2, CRIP2, ELF5 vy
EPCR.

Procedimiento segin una cualgquiera de las
reivindicaciones 17 a 19, caracterizado porque la linea
celular a inyectar en el animal no humano se deriva de
un adenocarcinoma broncoalveolar, y porgue dicho
procedimiento comprende seleccionar las células dgue
sobreexpresan al menos 3 genes seleccionados entre:
IL11, PITX1, HDAC4, RHOB, ROBOl y SLC26AZ.
Procedimiento seglin la reivindicacidn 26, caracterizado
porque comprende seleccionar las células gue
sobreexpresan los genes IL11, PITX1, HDAC4, RHOB, ROBOL
y SLC26A2.

Procedimiento seglin una de las reivindicaciones 26 0
27, caracterizado porque la linea celular a inyectar en
el animal mno humano se ha obtenido mediante 1la
transduccidén de cé&lulas parentales de adenocarcinoma
broncoalveolar con al menos 3 de los genes IL11, PITX1,
HDAC4, RHOB, ROBOl y SLC26A2.

Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 16,
caracterizado porgue dichas células se derivan de una
linea parental de céncer de pulmdn no wmicrocitico
seleccionado entre: NCI-H460, H727 y B549.

Un modelo animal no humano de cancer de pulmdn no
microcitico con metdstasis a hueso cafacterizado porgque
ha sido obtenido wediante administracién por via
intracardiaca de células tumorales procedentes de una
linea <celular definida en nuwuna cualquiera de 1las

reivindicaciones 1 a 16.
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Modelo animal no humano gegin la reivindicacidn 30,
caracterizado porque dicho animal es un animal
inmunodeprimido.
Modelo animal no humano seglin una de las
reivindicaciones 30 & 31, caracterizado porque dicho
animal no humanc es un roedor.
Modelo animal no humano segin la reivindicacidén 32,
caracterizado porque dicho roedor es un ratdn atimico
desnudo f{athymic nude).
Un procedimiento para la obtencidn de un modelo animal
no humano de cancer de pulmdn no wmicrocitico con
metdstasis a hueso caracterizado porgque ha sido
obtenido mediante administracidén por via intracardiaca
de células tumorales procedentes de una linea celular
seglin una cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 16.
Uso de uné linea celular descrita en una de las
reivindicaciones 1 a 16, o de un modelo animal descrito
en una de las reivindicaciones 30 a 33, para ensayar la
actividad antimetastasica de un compuesto.
Uso sgeglin la reivindicacidn 35, caracterizado porqgue
dicho ensayo de actividad metastésica comprende:
a) cultivar cé€lulas de dicha linea celular con el
compuesto a ensayar, y
b) comparar el efecto antimetastasico producido
sobre dichas células con respecto a células control
tratadas con otro compuesto de referencia © gue no

han sido tratadas.

Uso seglin la reivindicacidn 35, caracterizado porgue

n

. o \ :
dicho ensayc de actividad antimetastisica comprende:

a) administrar el compuesto a ensayar a dicho

animal modelo, vy
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b) comparar el efecto de dicho compuesto sobre los
tumoregs de dicho animal, con los tumores de
animales control tratados con otro compuesto de
referencia o que no han sido tratados.
Uso segun una de las vreivindicaciones 35 a 37,
caracterizado porque dicha actividad antimetastasica a
ensayar estd seleccionada entre: prevencidén de la
metdstasis, amortiguacidén de los efectos deletéreos de
la metdstasis, y una accién blogueante del tropismo
tejido-especifico.
Uso de una linea celular descrita en una de las
reivindicaciones 1 a 16, en un wétodo para identificar
marcadores asociados a céncer de pulmén no microcitico
caracterizado porque cowprende comparar la presencia,
ausencia, o el nivel de expresidn génica en muestras de
tejido tumoral de dicha linea celular, con la expresiodn
génica en cé&lulas control.
Uso de un modelo animal descfito en una de 1las
reivindicaciones 30 a 33, en un método para identificar
marcadores asociados a cancer de pulmdén no microcitico
caracterizado porque comprende comparar la presencia,
ausencia, o el nivel de expresidn génica en muestras de
tejido tumoral de dicho animal modelo, con la expresidn
génica en el tejido de un segundo animal que no ha

recibido inyeccidn de cé&lulas.
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