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DESCRIPCION

Procedimientos y composiciones para inhibir, prevenir o reducir el crecimiento celular tumoral en los pacientes
resistentes a los efectos antineoplasicos de la terapia antiestrogénica.

Antecedentes de lainvencion

La proliferacion y la diferenciacion de las células en los organismos pluricelulares estan sujetas a un proceso muy
regulado. Una caracteristica distintiva de las células cancerosas es la ausencia de control sobre este proceso; la
proliferacion y la diferenciacion se desregulan, provocando un crecimiento incontrolado. Se han realizado
importantes esfuerzos investigadores para mejorar la comprension de esta diferencia entre las células normales y las
células tumorales. Un area de investigacion se centra en los factores de crecimiento y, mas concretamente, en la
estimulacién autocrina del crecimiento.

Los factores de crecimiento son polipéptidos portadores de mensajes a las células sobre el crecimiento, la
diferenciacion, la migracion y la expresion génica. Por lo general, los factores de crecimiento se producen en una
célula y actuan sobre ofra distinta estimulando la proliferacion. Sin embargo, algunas células malignas, en cultivo,
presentan una dependencia mayor o absoluta de un mecanismo autocrino de crecimiento. Las células malignas que
siguen este comportamiento autocrino eluden la regulaciéon de la produccion del factor de crecimiento por otras
células y, por lo tanto, no estan reguladas en su crecimiento.

El estudio del control autocrino del crecimiento facilita la comprensién de los mecanismos de crecimiento celular y da
lugar a importantes avances en el diagndstico y el tratamiento del cancer. Con este fin, se han estudiado una serie
de factores de crecimiento, incluidos los factores de crecimiento similares a la insulina (“IGF1” e “IGF2”), el péptido
liberador de gastrina (“GRP”), los factores de crecimiento alfa y beta transformantes (“TGF-a” y “TGF-b”) y el factor
de crecimiento epidérmico (“EGF”).

La presente invencién se refiere a un factor de crecimiento descubierto recientemente. Dicho factor de crecimiento
fue descubierto por primera vez en el medio de cultivo de “células PC” altamente oncégeno, una variante
independiente de la insulina aislada a partir de la linea celular adipégena 1246 derivada de teratoma. Se hace
referencia a este factor de crecimiento como “GP88” en la presente memoria. EIl GP88 se ha purificado y
caracterizado estructuralmente. La secuenciacion de aminoacidos del GP88 indica que el GP88 presenta similitudes
en la secuencia de aminoacidos con el precursor de granulina/epitelina de ratén.

Las granulinas/epitelinas (“grn/epi”) son polipéptidos de 6 kDa y pertenecen a una nueva familia de polipéptidos ricos
en cisteina doble. La patente US n° 5.416.192 (Shoyab et al.) se refiere a epitelinas de 6 kDa, particularmente
epitelina 1 y epitelina 2. Segun Shoyab, las dos epitelinas estan codificadas por un precursor comun de 63,5 kDa,
que se procesa en formas menores en cuanto se sintetiza, de tal modo que los Unicos productos naturales que se
encuentran en las muestras bioldgicas son las formas de 6 kDa. Shoyab et al. dan a conocer que el precursor de la
epitelina es biolégicamente inactivo.

Contrariamente a las tesis de Shoyab et al., el laboratorio de los presentes inventores ha demostrado que el
precursor no siempre se procesa en cuanto se sintetiza. Los estudios, realizados en parte por el presente inventor,
han demostrado que, en realidad, el precursor (es decir, el GP88) se secreta como una glicoproteina de 88 kDa con
un resto de hidrato de carbono enlazado a N de 20 kDa. El analisis de la secuencia N-terminal del GP88 indica que
el GP88 se inicia en el aminoacido 17 del precursor de grn/epi, lo que demuestra que los primeros 17 aminoacidos
de la secuencia proteinica deducida a partir del ADNc del precursor corresponden a un péptido sefial compatible con
el direccionamiento para localizacion de la membrana o para secrecion. Contrariamente a las tesis de Shoyab et al.,
el GP88 es bioldégicamente activo y tiene una actividad promotora del crecimiento, particularmente como un factor de
crecimiento autocrino para las células productoras.

El documento W098/52607 identifica el GP88 como un factor de crecimiento oncégeno.

Lu et al. (PNAS (2001) 98:142-147) han demostrado que el GP88 modifica los efectos mitdgenos de los estrégenos
en las células MCF-7.

El cancer de mama es una causa importante de morbilidad y mortalidad entre las mujeres en todo el mundo. Es
conocido que los estrégenos son un estimulador importante del crecimiento celular en el cancer de mama humano
positivo para receptores de estrégeno (ER") in vivo e in vitro. Aunque inicialmente los estrégenos son necesarios
para el establecimiento y la proliferacion de los tumores de mama, el desarrollo de tumores independientes a los
estrogenos durante el curso del cancer de mama es indicativo de mal prondstico. Se ha postulado que el efecto
mitdgeno de los estrogenos en las células de cancer de mama estd mediado, por lo menos parcialmente, por
factores de crecimiento autocrinos, incluidos factores de crecimiento regulados por estrégenos. Por lo tanto, la
identificacion y caracterizacion de los genes sensibles a los estrogenos, particularmente los genes que codifican los
factores de crecimiento, contribuye a la comprension de los efectos de los estrogenos en las células de cancer de
mama.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2359494 T3

El citrato de tamoxifeno (“tamoxifeno”) es un antiestrégeno no esteroide recetado habitualmente a los pacientes que
sufren un cancer de mama que ha demostrado potentes propiedades antiestrogénicas y antineoplasicas, tal como se
detalla en la patente US n° 4.536.516. El tamoxifeno es un antagonista de los receptores de estrogeno que compite
con el estrogeno para enlazarse a los receptores de estrogeno Otros antiestrogenos incluyen raloxifeno, inhibidores
de la aromatasa (por ejemplo, Arlmldex (anastrozol), Femera® ), y los reguladores de disminucién de los receptores
de estrégeno (por ejemplo, Faslodex® ). Los efectos antiestrogénicos del tamoxifeno pueden estar relacionados con
su capacidad para competir con los estrogenos por los sitios de unién en los tejidos diana. Otros antiestrégenos,
como los inhibidores de la aromatasa, inhiben o reducen la cantidad de estrogenos disponibles. Por ejemplo, los
inhibidores de la aromatasa impiden la conversién de los andrégenos en estrégenos, con lo que se reduce la
cantidad de estrégenos disponibles. Los reguladores de disminuciéon de los receptores de estrégenos inhiben o
reducen el numero de receptores de estrogenos en la célula.

Actualmente, el tamoxifeno esta dlspomble en comprimidos de 10 y 20 mg a través de los laboratorios AstraZeneca y
Barr con el nombre comercial Nolvadex®, y esta indicado para el cancer de mama metastasico, la terapia adyuvante
del cancer de mama, el carcinoma ductal in situ y la reduccion de la incidencia de cancer de mama en mujeres con
riesgo elevado de padecer cancer de mama. Asi, el tamoxifeno se puede utilizar para tratar y prevenir diversos tipos
de cancer, y particularmente el cancer de mama.

Sin embargo, la administracion de tamoxifeno conlleva riesgos potencialmente graves para el paciente. Por ejemplo,
la administracion de tamoxifeno se ha asociado con un mayor riesgo de cancer de ovario. Ademas, algunos
pacientes muestran resistencia a los efectos previsiblemente beneficiosos del tamoxifeno. Por lo tanto, la
administracion de tamoxifeno a un paciente resistente a sus beneficios provoca dafios innecesarios en el mismo,
aumentando el riesgo de que padezca cancer de ovario y, al mismo tiempo, retrasando u obligandole a renunciar a
tratamientos mas eficaces.

En consecuencia, la administracion de tamoxifeno se debe limitar a los pacientes que presentan mas probabilidades
de beneficiarse del tratamiento con el mismo. La determinacién precisa de si un paciente va a ser susceptible o
resistente a los efectos antineoplasicos de la administracion de tamoxifeno antes de iniciar dicho tratamiento puede
constituir una valiosa herramienta de diagnostico.

En la actualidad, la técnica nos muestra que la ausencia de receptores de estrégenos en un paciente se
corresponde con la resistencia al tamoxifeno. Los pacientes de cancer son sometidos rutinariamente a pruebas con
el fin de detectar la presencia o ausencia de receptores de estrogenos para tratar de predecir si el paciente va a ser
resistente o sensible a la terapia con tamoxifeno. Sobre la base de dichas pruebas, a los pacientes de cancer que
dan positivo a la presencia de receptores de estrégenos (“ER+” o “pacientes positivos para receptores de
estrogenos”) se les prescribe tamoxifeno.

Sin embargo, un numero significativo de pacientes ER+ son, de hecho, resistentes al tamoxifeno. Por lo tanto, la
prescripcion rutinaria de tamoxifeno a los pacientes ER+ puede resultar perjudicial y hacer aumentar el riesgo de
desarrollar cancer de ovario u otros tipos de cancer.

Sumario de lainvencién

Se ha descubierto inesperadamente que una glicoproteina (GP88), que se expresa de una manera bien regulada en
las células normales, se sobreexpresa y no esta regulada en las células muy oncégenas derivadas de las células
normales, que el GP88 actia como un estimulador del crecimiento estrictamente necesario para las células
oncdégenas y que la inhibicion de la expresion o la accion del GP88 en las células oncdégenas da lugar a una
inhibicion de las propiedades oncogenas de las células hiperproductoras. Ademas, la cantidad de GP88 presente en
una célula se correlaciona directamente con su oncogenicidad.

La presente invencidon da a conocer un anticuerpo neutralizante anti-GP88, o fragmento de unién al antigeno del
mismo, o polinucledtido antisentido de GP88, en combinacion con una terapia antiestrogénica, para su uso en el
tratamiento del cancer de mama en pacientes que presentan un tumor resistente a la terapia antiestrogénica.

“Neoplasia” hace referencia al crecimiento de células anormales o tumorales que persiste en ausencia del estimulo
de crecimiento original. El término “efecto antineoplasico” se refiere a la propiedad de reversion o inhibicion de la
neoplasia. El término “cancer” se refiere a cualquier enfermedad causada por células anormales. El término
“oncogenicidad” se refiere al grado hasta el cual una célula o tejido presenta caracteristicas de neoplasia.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “ER” se refiere a receptores de estrégenos, a menos que se indique lo
contrario. “PR” se refiere a receptores de progesterona, a menos que se indique lo contrario.

Los términos “células positivas a GP88” o “células tefiidas con GP88” se refieren a las células en las que se detecta

GP88. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “células negativas a GP88” se refiere a las células en
las que no se detecta GP88. El hecho de que una célula sea positiva 0 negativa a GP88 puede depender, en parte,

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2359494 T3

de la sensibilidad al método de deteccion (por ejemplo, inmunotincion, hibridacion in situ, diagndstico por imagen). El
término “nimero total de células” se refiere al nimero total de células analizadas en una muestra bioldgica y puede
incluir todas o algunas de las células presentes en una parte determinada de una muestra bioldgica.

El término “muestra biolégica” se refiere a materia procedente del cuerpo de un animal vertebrado, que comprende
de manera no limitativa, sangre, suero, plasma, orina, aspirado de pezén, liquido cefalorraquideo, higado, rifidn,
mama, hueso, médula ésea, testiculos u ovarios y cerebro, colon y pulmones.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un sujeto “resistente a” la terapia antiestrogénica es un paciente que no
responde o ha reducido o limitado su respuesta a los efectos antineoplasicos de la misma.

El término “terapia antiestrogénica” se refiere a la administracion de compuestos que impiden la formacion de
estrogenos o analogos de los mismos, o interfieren con la funcion de los estrégenos o analogos de los mismos. Se
hace referencia a los ejemplos de compuestos utilizados para la terapia antiestrogénica en la presente memoria
como “antiestrégenos”, y comprenden de manera no limitativa, tamoxifeno, raloxifeno, inhibidores de la aromatasa
(por ejer%plo, Arimidex, Femera®), e inhibidores de disminucion de los receptores de estrogenos (por ejemplo,
Faslodex").

El uso del término “GP88” en la presente memoria se refiere a un precursor de epitelina/granulina en extractos
celulares vy fluidos extracelulares, y pretende incluir no solo el GP88 segun las secuencias de aminoacidos incluidas
en las figuras 8 6 9, que proceden de ratéon y de humano, sino también el GP88 de otras especies. Ademas, el
término también incluye los derivados funcionales de los mismos que tienen componentes adicionales, como un
resto de hidratos de carbono que incluye una glicoproteina u otras estructuras modificadas. También se incluye en el
término “GP88” cualquier fragmento de polipéptido que presenta, por lo menos, 10 aminoacidos en las secuencias
anteriores. Las secuencias de esta longitud son utiles como antigenos y para preparar conjugados inmunogénicos
con portadores para la produccidon de anticuerpos especificos para diversos epitopos de la proteina completa.
Dichos polipéptidos son utiles en la deteccion de dichos anticuerpos y en los métodos dirigidos a la deteccion de
GP88 en fluidos bioldgicos. Es bien conocido en la técnica que los péptidos son utiles en la generaciéon de
anticuerpos para proteinas mayores. En una forma de realizacion de la presente invencion, se muestra que se han
utilizado con éxito péptidos de 12-19 aminoacidos de longitud para desarrollar anticuerpos que reconocen el GP88
de longitud completa.

El polipéptido segun la presente invencion puede existir enlazado covalente o no covalentemente a otra molécula.
Por ejemplo, se puede fusionar con uno o mas polipéptidos distintos a través de uno o mas enlaces peptidicos, tales
como glutation-transferasa, polihistidina, proteina verde fluorescente, etiqueta myc, u otros compuestos marcados
(por ejemplo, biotina).

El polipéptido es lo suficientemente grande para comprender un determinante o epitopo antigénicamente distinto que
se puede utilizar como inmundgeno para reproducir o someter a ensayo a anticuerpos frente al GP88 o un derivado
funcional del mismo.

Una forma de realizacién incluye el polipéptido sustancialmente desprovisto de otros péptidos de mamiferos. El
GP88 segun la presente invencion se puede purificar bioquimica o inmunoquimicamente a partir de células, tejidos o
fluidos bioldgicos. Alternativamente, el polipéptido se puede preparar por medios recombinantes en un sistema de
expresion procariota o eucariota y en células del huésped.

Un “fragmento” de GP88 se refiere a cualquier subconjunto de la molécula que es un péptido mas corto. Esto
corresponde, por ejemplo, aunque sin limitarse a ello, a regiones tales como K19T y S14R para GP88 de ratén, y
E19V y A14R (equivalente a K19T y S14R murino, respectivamente) para GP88 humano (véanse las figuras 8, 9A y
9B).

Una “variante” del GP88 se refiere a una molécula sustancialmente similar al péptido completo o a un fragmento del
mismo. Dichas variantes peptidicas se pueden preparar por sintesis quimica directa de la variante peptidica
mediante métodos conocidos en la técnica.

Alternativamente, se pueden preparar variantes de la secuencia de aminoacidos del péptido mediante la
modificacion del ADN que codifica la proteina o péptido sintetizados. Dichas variantes incluyen, por ejemplo,
eliminaciones, inserciones o sustituciones de los residuos dentro de la secuencia de aminoacidos del GP88.
También se puede llevar a cabo cualquier combinacion de eliminacién, insercion y sustitucion hasta llegar al
constructo final, siempre y cuando el mismo posea la actividad deseada. La mutacion que se realiza en el ADN que
codifica la variante del péptido no debe alterar el marco de lectura y, preferentemente, no debe crear regiones
complementarias que puedan producir estructuras secundarias de ARNm. En el plano genético, estas variantes se
preparan por mutagénesis dirigida al sitio (8) de nucleétidos en el ADN que codifica la molécula de péptido,
produciendo asi el ADN que codifica la variante y, posteriormente, expresando el ADN en un cultivo celular
recombinante. Tipicamente, la variante presenta la misma actividad biologica cualitativa que el péptido no variante.
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Un “analogo” de la proteina GP88 se refiere a una molécula no natural sustancialmente similar a la molécula
completa o a un fragmento de la misma.

Los anticuerpos neutralizantes segun la invencion se utilizan en el tratamiento del cdncer de mama en células que
presentan una mayor expresion de GP88. El término “neutralizante” se refiere a que el anticuerpo tiene la capacidad
de inhibir o bloquear la actividad biolégica normal del GP88, que comprenden de manera no limitativa, la capacidad
del GP88 de estimular la proliferacion celular, aumentar la supervivencia celular, bloquear la apoptosis o inducir el
crecimiento de tumores en animales experimentales y en humanos. Se administra a un animal, incluido el ser
humano, una cantidad eficaz de anticuerpo anti-GP88 por distintas vias.

Debe apreciarse que la aplicacién de las ensefianzas de la presente invenciéon a un problema o entorno especificos
resultara evidente para el experto en la materia a partir de las ensefianzas contenidas en la presente memoria. Las
figuras adjuntas, que se incorporan y que forman parte de la presente descripcion, ilustran las formas de realizacién
de la invencion y, junto con la descripcién, se proporcionan para explicar los principios de la misma. En los ejemplos
siguientes se proporcionan los ejemplos de los productos segun la presente invencién y procesos para su utilizacion.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1A compara el nivel de expresion de la proteina GP88 en las lineas celulares 1246, 1246-3A y PC. Las
células han sido cultivadas en medio DME-F12 complementado con un 2% de suero fetal bovino (FBS). Los niveles
de expresion de GP88 se midieron por inmunoprecipitacion y analisis de transferencia Western con el anticuerpo
anti-K19T.

La figura 1B compara el nivel de expresion de ARNm de GP88 en las lineas celulares 1246, 1246-3A y PC. El ARNm
para RPL32 se utiliza como control interno para cantidades iguales de carga de ARN.

La figura 1C compara la expresion de ARNm de GP88 en células 1246 (izquierda) y en las células PC (derecha) en
medio sin suero y medio con suero. Los resultados muestran que la expresiéon de GP88 en las células 1246 es
inhibida por la adicién de suero fetal bovino, mientras que dicha inhibicién no se observa en las células PC altamente
oncogenas.

La figura 2 representa el efecto del tratamiento de las células PC altamente oncdgenas con concentraciones
crecientes de anticuerpo neutralizante anti-GP88.

La figura 3 representa los ratones C3H inyectados por via subcutanea con 10° células PC transfectadas con GP88
antisentido (parte inferior) y con células PC de control transfectadas con vector vacio (parte superior).

La figura 4 representa los niveles de expresiéon de GP88 in vivo en los tejidos tumorales de ratones C3H y en los
tejidos circundantes normales.

La figura 5 representa los niveles de expresién de ARNm de GP88 en lineas celulares de carcinoma de mama
humano positivo para receptores de estrégeno y negativo para receptores de estrégeno.

La figura 6 representa el efecto de las concentraciones crecientes de GP88 en el crecimiento de la linea celular
epitelial mamaria C57 de raton.

La figura 7 representa las propiedades de crecimiento y la capacidad oncogénica de las células PC transfectadas
con un vector de expresion controlado por el promotor de citomegalovirus que contienen GP88 en orientacion
antisentido y de las células PC transfectadas con un vector vacio.

La figura 8 representa la secuencia de nucleétidos y la secuencia deducida de aminoacidos del GP88 de ratén. Se
subrayan las regiones peptidicas utilizadas como antigenos para generar anticuerpos anti-GP88 K19T y S14R. La
region clonada en la orientacién antisentido del vector de expresién de mamiferos pCMV4 se indica entre paréntesis.

La figura 9A representa la secuencia de nucleétidos del ADNc de GP88 humano. Se indica entre paréntesis la region
clonada en la orientacién antisentido en el sistema de expresion de mamiferos pADNc3; y

la figura 9B representa la secuencia deducida de aminoacidos del GP88 humano. Se subraya la region E19V
utilizada como antigeno para generar anticuerpos neutralizantes anti-GP88 humanos. También se indica la region
A14R, equivalente a la region S14R de raton.

La figura 10 representa la secuencia de aminoacidos del GP88 de raton dispuesta con el fin de mostrar las 7 y media
repeticiones definidas como granulinas g, f, B, A, C, D y e (derecha). Esta representacién pone de manifiesto que la
region K19T y S14R utilizada para generar anticuerpos GP88 para desarrollar anticuerpos neutralizantes anti-GP88
se encuentra entre dos repeticiones de epitelina/granulina, en lo que se considera una region variante. Se indica en
el lado derecho la clasificacion de granulinas de las repeticiones de acuerdo con Bateman y otros (6). La granulina B
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y la granulina A también se definen como epitelina 2 y epitelina 1, respectivamente, segun Labrador y otros, 1992

(5).

La figura 11 representa una representacion esquematica de pCMV4 y un clon de ADNc de GP88 que indica los sitios
de restriccién utilizados para clonar ADNc de GP88 antisentido en el vector de expresion.

La figura 12 representa el entrecruzamiento de '2%rGP88 con los receptores de superficie celular de GP88 en
células CCL-64. La reaccion de entrecruzamiento se llevd a cabo con suberato de disuccinimidilo (DSS). Los
productos de reaccion se analizaron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 7%.

La figura 13 representa el entrecruzamiento de 125rGP88 con los receptores de superficie celular de GP88 en
fibroblastos 3T3, células PC y células epiteliales mamarias C57MG. Los resultados ponen de manifiesto que estas
lineas celulares presentan receptores de superficie celular de GP88 de peso molecular similar a los de las células
CCL-64 (figura 12).

La figura 14 representa los niveles de expresion de GP88 en células MCF 10A no oncdgenas y en células epiteliales
mamarias malignas humanas (MCF-7, MDA-MB-468).

La figura 15 representa que la expresion de GP88 es inhibida por la transfeccion de ADNc de GP88 antisentido en
las células MDA-MB-468 de carcinoma de mama humano negativo para receptores de estrégeno.

La figura 16 representa el efecto del GP88 en la proliferacion de las células MCF-7. La figura 16(A) representa que el
GP88 estimula la sintesis de ADN de las células MCF-7 en ausencia de 17B-estradiol (E2). La figura 16(B)
representa que el anticuerpo anti-GP88 inhibe especificamente el efecto mitégeno del E2. Los resultados se
expresan como promedio * desviacion estandar de las determinaciones por triplicado.

La figura 17 representa el efecto de inhibir la expresion de GP88 sobre el efecto mitégeno del E2. La figura 17(A)
ilustra la inhibicién de la expresion de GP88 mediante transfeccion de ADNc de GP88 en células MCF-7. La figura
17(B) representa que la inhibicion de la expresion de GP88 en células MCF-7 inhibe la actividad mitégena del E2.

La figura 18 representa que la sobreexpresion de GP88 en las células MCF-7 da lugar a células capaces de
proliferar en ausencia de E2 y que son resistentes al tamoxifeno. La figura 18(A) representa la expresion de GP88
en células O4 y células MCF-7C de control. La figura 18(B) representa la proliferacion de células O4 y MCF-7 de
control en medio PFMEM empobrecido en estréogenos. La figura 18(C) representa una comparacion de la respuesta
de las células MCF-7 y las células O4 al tamoxifeno. Los resultados se expresan como promedio + desviacion
estandar.

La figura 19 representa la determinacion de la via de sefializacion del GP88 en células MCF-7. La figura 19(A)
representa el efecto del inhibidor de la MAP cinasa en el efecto mitdgeno del GP88. La figura 19(B) ilustra la
activacion de la MAP cinasa por el GP88.

La figura 20 representa el efecto del GP88 sobre la ciclina D1 y la expresion de c-myc en células MCF-7. La figura
20(A) representa la estimulacion de la expresion de ciclina D1 por parte del GP88. La figura 20(B) representa el
efecto del E2 y el GP88 en la expresiéon de c-myc.

Descripcion detallada de la invencién

A continuacion, se hace una referencia en detalle a las formas de realizacion de la realizacién preferidas
actualmente, que, junto con los ejemplos siguientes, se proporcionan para explicar los principios de la invencion.

Actividad biolégica del GP88

La presente invencion se refiere a las composiciones de GP88 y antitumorales Utiles para el tratamiento del cancer
de mama relacionado con la alteracién (aumento) de la expresion de GP88. Utilizando un sistema de modelo murino
constituido por tres lineas celulares, se ha demostrado que las células que sobreexpresan GP88 forman tumores. La
linea celular madre 1246 es una linea celular adipogénica de raton C3H que prolifera y se diferencia en adipocitos
en un medio definido bajo una regulacién estricta por parte de la insulina. Las células 1246 no pueden formar
tumores en un animal singénico (ratén C3H), incluso cuando se inyectan con una elevada densidad celular. Se aislé
una linea celular independiente de insulina, 1246-3A, a partir de células 1246 mantenidas en medio sin insulina. Las
células 1246-3A perdieron la capacidad de diferenciarse y formar tumores cuando se inyectaron 10° por via
subcutanea en ratones singénicos. Se desarroll6 una linea celular altamente oncégena, PC, a partir de células 1246(1
3A mediante una técnica de lanzadera in vitro-in vivo. Las células PC formaron tumores cuando se inyectaron 10*
células en ratones singénicos.

El GP88 esta sobreexpresado en las lineas celulares oncégenas independientes de la insulina en relacién con la
linea celular madre no oncégena dependiente de la insulina. Ademas, el grado de sobreexpresion del GP88 se
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correlaciona positivamente con el grado de oncogenicidad de dichas células, lo que demuestra por primera vez que
el GP88 es importante en la oncogénesis (figura 1). Haciendo referencia a la figura 1, dado que el GP88 es
sintetizado por células, pero también se secreta en el medio de cultivo, el nivel de GP88 se determind en lisados
celulares y en el medio de cultivo (CM). Todas las células se cultivaron en un medio con nutrientes DME/F12
complementado con un 2% de suero fetal bovino. Cuando las células alcanzaron la fase de confluencia, se recogio
el medio de cultivo (CM) y se prepararon los lisados celulares por incubacion en tampdén con detergente seguida de
centrifugacion a 10.000 g. El lisado celular y el medio acondicionado se normalizaron por el nimero de células. Las
muestras de lisado celular y medio acondicionado se analizaron por transferencia Western utilizando un anticuerpo
anti-GP88, tal como se describe a continuacion.

El desarrollo de un anticuerpo neutralizante confirmé el papel clave del GP88 en la oncogénesis. Cuando se afadio
al medio de cultivo un anticuerpo anti-GP88 dirigido a la region K19T del GP88 de ratén, el crecimiento de células
PC altamente oncogénicas se inhibié de un modo dependiente de la dosis (flgura 2). Haciendo referencia a la figura
2, las células PC se cultivaron en placas de 96 pocillos a una densidad de 2 x 10* células/pocillo en medio DME/F12
complementado con fibronectina humana (2 ug/ml) y transferrina humana (10 pg/ml). Se afiadieron concentraciones
crecientes de fraccion de IgG anti-GP88 a los pocillos después de la fijaciéon de las células. Las células de control se
trataron con concentraciones equivalentes de IgG no inmune. Tras dos dias, se afadieron 0 25 mCi de *H-timidina
por pocillo durante 6 horas. A continuacion, las células se recogieron con el fin de contar la *H-timidina incorporada
en el ADN como medida de la proliferacion celular.

Ademas, cuando la expresion de GP88 se inhibié especificamente mediante ADNc de GP88 antisentido en células
PC, la produccion de GP88 se redujo y dichas células PC ya no pudieron formar tumores en ratones C3H
singénicos. Ademas, dichas células PC recuperaron la sensibilidad a la insulina. Hamendo referencia a la figura 3 y
las tablas 1 y 2, los ratones hembra C3H se inyectaron por V|a subcutanea con 10° células PC transfectadas con
GP88 antisentido (tal como se explica a continuacién) o 10° células PC transfectadas con un vector vacio. Se
controlé diariamente la aparicion de tumores en los ratones. Se realizaron fotografias 45 dias después de la
inyeccion de las células. Los resultados muestran que los ratones inyectados con células PC transfectadas con
GP88 antisentido no desarrollan tumores, al contrario que los ratones inyectados con células PC transfectadas con
un vector vacio, utilizados como control.

Tabla 1: Comparacién de propiedades oncégenas de células transfectadas con GP88 antisentido, células
transfectadas de control y células PC

CELULAS DiA PROMEDIO DE NUMERO DE RATONES  PESO TUMORAL
INYECTADAS DETECCION DE TUMORES CON TUMORES PROMEDIO (g)
PC 15+3,0 5/5 9,0+3,2
P14 15+ 3,7 5/5 78+27
ASGP88 0/5

PC: células no transfectadas de control

P-14: células PC transfectadas con vector vacio

ASGP88: células PC transfectadas con vector de expresion que contiene ADNc de GP88 antisentido
Los tumores se extirparon y se pesaron a los 45 dias. -- indica sin formacién de tumor

Tabla 2: Comparacion de propiedades de células 1246, PC y células antisentido con GP88

Células 1246 Células PC Células con GP88 antisentido

Sensible a insulina para el Independiente de la insulina para Recuperacion de sensibilidad a la

crecimiento y la diferenciacion deficiencia de crecimiento y insulina para el crecimiento
diferenciacion (¢ diferenciacion?)

Produccién autocrina de factor
relacionado con insulina

Expresion alta de receptor de Expresion muy baja de receptor de  Expresion elevada de receptor de

insulina de superficie celular insulina de superficie celular insulina de superficie celular

Expresion de GP88 baja Expresion de GP88 Expresion de GP88 inhibida por
constitutivamente alta antisentido

Expresion de GP88 inhibida por No inhibicién por suero

suero

Expresion de GP88 regulada por Expresion de GP88 constitutiva Recuperacion de regulacién de

insulina insulina para expresion de GP88

enddgeno
No oncégeno Muy oncégeno No oncégeno

La comparacion de la expresion de GP88 indica que los niveles de GP88 in vivo en Ios tumores son mucho mas
elevados que en los tejidos normales (figura 4). Los ratones C3H se inyectaron con 10° células PC. Los ratones que
presentaban un tumor fueron sacrificados. Se recogieron los tumores, los paniculos adiposos y el tejido conjuntivo.
Se prepararon lisados celulares por incubacién en tampén que contenia detergente, tal como se ha descrito



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2359494 T3

anteriormente para la figura 1. Se determind la concentracion de proteinas de los extractos de tejido y se analizaron
cantidades equivalentes de proteinas para cada muestra por SDS-PAGE seguido de analisis por transferencia
Western utilizando anticuerpos anti-GP88 para medir el contenido de GP88 en los extractos de tejidos. Los
resultados mostraron que el nivel de GP88 en los extractos tumorales son, por lo menos, 10 veces mas elevados
que en los tejidos conjuntivo y adiposo circundantes.

En las células normales (células 1246, fibroblastos), la expresion de GP88 es regulada, particularmente por la
insulina, y es inhibida por el suero fetal bovino. En las células oncégenas, una pérdida de la regulacion del
crecimiento normal conduce a una mayor expresion de GP88 y a la adquisicion de dependencia del GP88 para el
crecimiento. En consecuencia, la inhibicion de la expresidn y/o la accion de GP88 es un enfoque efectivo para la
supresion de la oncogénesis. La deteccidon de una expresion elevada de GP88 en biopsias proporciona un analisis
diagndstico de los tumores que responden a la terapia de inhibicién del GP88.

El GP88 es también un factor inductor de tumores en los canceres humanos. Tal como se ha observado en la linea
celular 1246-3A, se ha documentado (13, 14) una pérdida de la sensibilidad a la insulina (o al IGF-I) y un aumento
simultaneo de la malignidad en varios canceres humanos, que comprenden de manera no limitativa, los canceres de
mama. En concreto, el carcinoma de mama estd acompafado por la adquisicion de un bucle autocrino de
insulina/IGF-I que es también el punto de partida del desarrollo de propiedades oncdégenas en el sistema de modelo
de ratébn mencionado anteriormente. Ademas, la expresion de GP88 es elevada en los carcinomas de mama
humanos. Mas concretamente, haciendo referencia a la figura 5, el GP88 humano presenta niveles elevados de
expresion en las células altamente malignas independientes de insulina/IGF-I positivas para receptores de estrégeno
y también negativas para receptores de estrégeno. Ademas, el GP88 es un potente factor de crecimiento para las
células epiteliales mamarias (figura 6). Los datos de la figura 5 se obtuvieron mediante el cultivo de células MCF-7,
MDA-MB-453 y MDA-MB-468 en medio DME/F12 complementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS). Se
extrajo el ARN de cada linea celular por el método ARNzol y se preparé poli-A™ ARN. La expresion de ARNm de
GP88 se examind mediante analisis por transferencia Northern con 3 ug de poli-A” ARN para cada linea celular
utilizando una sonda de ADNc de GP88 marcada con *2P.

Para el analisis por transferencia Northern de la expresion de ARNm de GP88 en las células o tejidos de roedores
(ratones y ratas), se utilizé una sonda de ADNc de GP88 de ratén de 311 bp de longitud a partir de los nucleétidos
551 a 862 (que corresponden a la secuencia de aminoacidos 160 a 270). El ARN se puede extraer por diversos
métodos (Sambrook, Molecular Biology Manual: 35), bien conocidos por los expertos en la materia. El método
seleccionado fue la extraccién de ARN utilizando las soluciones ARNzol (Cinnabiotech) o Trizol (Gibco-BRL), que
consisten en una extraccion de una sola etapa mediante isotiocianato de guanidina y fenol-cloroformo.

Para el analisis por transferencia Northern de la expresién de ARNm de GP88 en lineas celulares humanas, se
desarrollé6 una sonda de ADNc de GP88 humano de 672 bp correspondiente al nucledtido 1002 a 1674 (que
corresponde a la secuencia de aminoacidos 334 a 558) del GP88 humano.

Con respecto a la figura 6, se cultivaron células C57MG en presencia de concentraciones crecientes de GP88
purificado a partir de medio condicionado por células PC (parte superior), y GP88 recombinante expresado en
células de insecto (parte inferior), con el fin de demostrar el efecto de estimulacion del crecimiento de las
concentraciones crecientes de GP88 en el crecimiento de la linea celular epitelial mamaria C57MG.

También se establecié una buena correlacion entre la produccién autocrina de IGF-1 y el aumento de la malignidad
para glioblastomas, teratocarcinomas y carcinomas de mama. En estos tipos de céancer, la expresién de GP88
también es elevada en los tumores humanos, en comparacion con los fibroblastos humanos no oncégenos y otras
lineas celulares humanas. El GP88 promueve el crecimiento de las células de carcinoma mamario.

Anticuerpos anti-GP88

La presente invencién da a conocer composiciones para el tratamiento del cancer de mama en pacientes que
presentan un tumor resistente a la terapia antiestrogénica relacionado con una mayor expresion de GP88. Las
composiciones segun la presente invencion incluyen anticuerpos anti-GP88 que neutralizan la actividad bioldgica del
GP88.

Para su uso como antigeno para el desarrollo de anticuerpos, la proteina GP88 de procedencia natural o expresada
en forma recombinante o de derivado funcional de la misma, que presenta por lo menos 9 aminoacidos, se obtiene y
se utiliza para inmunizar un animal para la produccién de anticuerpos policlonales 0 monoclonales. Se cree que un
anticuerpo puede enlazarse a una molécula si es capaz de reaccionar con la misma, enlazando la molécula con el
anticuerpo. La expresion “reaccion especifica” se refiere a que el antigeno reacciona de un modo altamente selectivo
con su correspondiente anticuerpo y no con la multitud de otros anticuerpos que pueden ser provocados por otros
antigenos.

En la presente memoria, el termino “anticuerpo” comprende de manera no limitativa anticuerpos policlonales
humanos y no humanos, anticuerpos monoclonales humanos y no humanos (mAb), anticuerpos quiméricos,
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anticuerpos antiidiotipicos (anti-ldAb) y anticuerpos humanizados. Los anticuerpos policlonales son poblaciones
heterogéneas de moléculas de anticuerpos derivadas de sueros de animales inmunizados con un antigeno o de
huevos de gallina. Los anticuerpos monoclonales (“mAb”) son esencialmente poblaciones homogéneas de
anticuerpos con antigenos especificos. Los mAb se pueden obtener por métodos conocidos por los expertos en la
materia, tal como los descritos en la patente US n° 4.376.110. Dichos anticuerpos pueden pertenecer a cualquier
clase inmunolodgica, incluidas 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier subclase de las mismas. El hibridoma que produce
anticuerpos humanos y no humanos para el GP88 se puede cultivar in vitro o in vivo. Para la produccién de una gran
cantidad de mAb, el método de produccién preferido actualmente es el método in vivo. En pocas palabras, las
células de los hibridomas individuales se inyectan por via intraperitoneal en ratones Balb/c inoculados con pristano o
ratones lampifios para producir liquido ascitico con altas concentraciones del mAb deseado. El mAb se puede
purificar a partir de dichos liquidos asciticos o a partir de los sobrenadantes del cultivo mediante métodos
cromatograficos estandares bien conocidos por los expertos en la materia.

El Ab monoclonal humano para GP88 humano se puede preparar mediante la inmunizacion de ratones transgénicos
que expresan genes de inmunoglobulina humana. El hibridoma producido mediante el uso de linfocitos de estos
animales transgénicos produce inmunoglobulina humana en lugar de inmunoglobulina de raton.

Dado que la mayor parte de los anticuerpos monoclonales se derivan de una fuente murina y otras fuentes no
humanas, su eficacia clinica puede ser limitada debido a la inmunogenicidad de los mAb de roedores administrados
a los seres humanos, a la débil incorporacién de la funcion efectora y a su rapida eliminacion del suero. Para evitar
estos problemas, las propiedades de enlazamiento de antigeno de los anticuerpos murinos se pueden trasladar a los
anticuerpos humanos mediante un proceso conocido como humanizacién. Un anticuerpo humanizado contiene las
secuencias de aminoacidos de las 6 regiones determinantes de complementariedad (CDR) de los mAb murinos
precursores, que se injertan en un marco de anticuerpos humanos. El bajo contenido de secuencias no humanas en
anticuerpos humanizados (de aproximadamente 5%) ha demostrado ser eficaz en la reduccion de la
inmunogenicidad y en el prolongamiento de la vida media del suero en humanos. Actualmente, los métodos tales
como los que utilizan expresiéon de fagos monovalentes y estrategia de biblioteca combinatoria para la humanizacion
de anticuerpos monoclonales estdn ampliamente extendidos para la humanizacién de diversos anticuerpos y son
conocidos por los expertos en la materia. Dichos anticuerpos humanizados y anticuerpos humanos desarrollados
con animales transgénicos, tal como se ha descrito anteriormente, son de gran utilidad terapéutica para diversas
enfermedades, que comprenden de manera no limitativa el cancer.

Se analiza en los sobrenadantes de hibridoma y sueros la presencia de anticuerpos especificos para el GP88
mediante una serie de inmunoensayos, incluidos el ensayo por transferencia puntual e inmunoensayos estandar
(EIA o ELISA), bien conocidos en la técnica. Una vez se ha identificado en un sobrenadante la presencia de un
anticuerpo de interés, el mismo se puede analizar adicionalmente por transferencia Western con el fin de identificar
el tamano del antigeno al que se enlaza el anticuerpo. El experto en la materia sabe como preparar y analizar dichos
hibridomas sin experimentacién innecesaria con el fin de obtener el anticuerpo policlonal o el mAb deseados.

Los anticuerpos quiméricos presentan diferentes partes derivadas de diferentes especies animales. Por ejemplo, un
anticuerpo quimérico puede tener una region variable procedente de un mAb murino y una region constante de
inmunoglobulina humana. Los anticuerpos quiméricos y los métodos para su preparacion son también conocidos por
los expertos en la materia.

Un anticuerpo antiidiotipico (“anti-ldAb”) es un anticuerpo que reconoce determinantes unicos, generalmente
asociados con el sitio de unién al antigeno de un anticuerpo. Se puede preparar un anti-ldAb mediante la
inmunizacién de un animal de la misma especie y tipo genético (por ejemplo, una cepa de ratén) que la fuente del
mADb, que presenta el mAb para el que se esta preparando un anti-ldAb. El animal inmunizado reconoce y responde
a los determinantes idiotipicos del anticuerpo de inmunizacién mediante la produccion de anticuerpos contra estos
determinantes idiotipicos (el anti-IdAb). El anti-ldAb también se puede utilizar como inmunégeno para desencadenar
una respuesta inmune en otro animal, obteniéndose de este modo un asi llamado anti-anti-ldAb. Dicho anti-anti-ldAb
puede ser epitdopicamente idéntico al mAb original que ha inducido el anti-ldAb. Asi, mediante el uso de anticuerpos
contra los determinantes idiotipicos de un mAb, es posible identificar otros clones que expresan anticuerpos con una
especificidad idéntica.

De este modo, el mAb generado contra el GP88 se puede utilizar para inducir anti-ldAb humanos y no humanos en
animales adecuados. Las células del bazo de dichos ratones inmunizados se utilizan para producir hibridomas
secretores de un mAb anti-ld humano o no humano. Ademas, el mAb anti-ld se puede acoplar a un portador, tal
como hemocianina de lapa californiana (KLH) o albumina de suero bovino (BSA), y utilizarse para inmunizar ratones
adicionales. Los sueros de estos ratones contienen anti-anti-ldAb humanos o no humanos que tienen las
propiedades de enlazamiento del mAb original especifico para un epitopo polipeptidico del GP88. Asi, los mAb anti-
Id tienen sus propios epitopos idiotipicos o idiotipos, estructuralmente similares al epitopo que se esta evaluando.

El término “anticuerpo” también incluye moléculas intactas y fragmentos de las mismas, tales como, por ejemplo,

Fab y F(ab’)2, pueden unirse al antigeno. A los fragmentos de Fab y F(ab’)2 les falta el fragmento Fc de anticuerpo
intacto, se eliminan mas rapidamente de la circulacion y pueden presentar menos enlazamiento a tejido no
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especifico que un anticuerpo intacto. Dichos fragmentos se producen tipicamente por escision proteolitica, utilizando
enzimas como la papaina (para generar fragmentos Fab) y la pepsina (para generar fragmentos F(ab’)2). Se
apreciara que los Fab y F(ab’)2, y otros fragmentos de los anticuerpos utiles en la presente invencion, se pueden
utilizar para el tratamiento del cancer de mama en un paciente que presenta un tumor resistente a la terapia
antiestrogénica, de acuerdo con los métodos dados a conocer en la presente memoria para las moléculas intactas
de anticuerpo.

Segun la presente invencion, los anticuerpos que neutralizan la actividad del GP88 in vitro se pueden utilizar para
neutralizar la actividad del GP88 in vivo con el fin de tratar el cancer de mama en un paciente que presenta un tumor
resistente a la terapia antiestrogénica. Se trata a un sujeto, preferentemente un sujeto humano, que sufre cancer de
mama y presenta un tumor resistente a la terapia antiestrogénica, asociado con una mayor expresion de GP88, con
un anticuerpo neutralizante del GP88 en combinacion con una terapia antiestrogénica. Un régimen tipico comprende
la administracion de una cantidad efectiva del anticuerpo neutralizante del GP88 junto con una terapia
antiestrogénica durante un periodo de una o varias semanas, e incluyendo entre aproximadamente uno y seis
meses. El anticuerpo neutralizante segun la presente invencion se puede administrar por cualesquier medios que
alcancen el objetivo propuesto. Por ejemplo, la administracion se puede realizar por varias vias, incluidas, aunque
sin limitarse a las mismas, las vias subcutanea, intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal y oral. La
administracion parenteral se puede llevar a cabo por inyeccion intravenosa rapida o por perfusion gradual en el
tiempo. Las preparaciones para la administracion parenteral incluyen soluciones estériles acuosas o no acuosas,
suspensiones y emulsiones, que pueden contener agentes auxiliares o excipientes conocidos en la técnica. También
se pueden preparar composiciones farmacéuticas, como comprimidos y capsulas, segin métodos de rutina. Debe
apreciarse que la dosis depende de la edad, el sexo y el peso del paciente, del tipo de tratamiento simultaneo, en su
caso, de la frecuencia del tratamiento y de la naturaleza del efecto deseado. Los intervalos de dosis efectiva
indicados a continuaciéon no pretenden limitar la invencion y representan Unicamente los intervalos preferidos. Sin
embargo, la dosis mas preferida se adaptara a la persona en cuestion, como apreciara y podra determinar el experto
en la materia. La dosis total necesaria para cada tratamiento se puede administrar en dosis multiples o en una sola
dosis. Son cantidades adecuadas de anticuerpos de aproximadamente 0,01 ug a aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal y, preferentemente, de aproximadamente 10 ug a aproximadamente 50 mg/kg.

Segun la presente invencién, y en relacion con el anticuerpo neutralizante, se pueden utilizar anticuerpos
neutralizantes del GP88 en todos los casos terapéuticos en los que es necesario inhibir la actividad biologica del
GP88, a pesar de que puede no producirse necesariamente un cambio en la expresion de GP88, incluyendo los
casos en los que existe una sobreexpresion de receptores de superficie celular de GP88 y esto, a su vez, da lugar a
una mayor actividad bioldgica, o cuando existe una alteracion en las vias de sefializacién o receptores del GP88,
con la consecuencia de que las vias de sefializacion estan siempre “activadas”. Los anticuerpos neutralizantes de
factores de crecimiento y receptores de factores de crecimiento se han utilizado con éxito para inhibir el crecimiento
de células cuya proliferacion depende de dichos factores de crecimiento. Este ha sido el caso del receptor de IGF-I
en células de carcinoma de mama humano y de la bombesina en el cancer de pulmén.

Una regién que permite a un antigeno desarrollar un anticuerpo neutralizante del GP88 es la region de 19
aminoacidos definida como K19T en el GP88 de ratén, y E19V en el GP88 humano, que no se encuentra dentro de
las repeticiones de epitelina/granulina de 6 kDa, sino entre dichas repeticiones, especificamente entre la granulina A
(epitelina 1) y la granulina C (5), en lo que se considera una regién variante (véase figura 10). Sin vincularse a la
teoria, se cree que la region importante para la actividad biolégica del GP88 se encuentra fuera de las repeticiones
de epitelina.

Componentes de GP88 antisentido

La presente invencion da a conocer también componentes de GP88 antisentido. Se ha puesto de manifiesto que la
expresion constitutiva de ARN antisentido en las células inhibe la expresion de mas de 20 genes, y la lista sigue
creciendo. Los posibles mecanismos de los efectos antisentido son el bloqueo de la traduccién o la prevencion del
empalme, los cuales se han observado in vitro. La interferencia con el empalme permite el uso de secuencias
intrénicas que se deberian conservar menos y, por lo tanto, dar lugar a una mayor especificidad, inhibiendo la
expresion de un producto génico de una especie, pero no su homdlogo en otra especie.

El término “componente antisentido” corresponde a una secuencia de ARN, asi como a la correspondiente
secuencia de ADN que la codifica, que es lo suficientemente complementaria a una molécula de ARNm, para la que
el ARN antisentido es especifico, para provocar la hibridacién molecular entre el ARN antisentido y el ARNm, de tal
modo que se inhibe la traduccion del ARNm. Dicha hibridacion puede producirse en condiciones in vivo. La accion
del ARN antisentido da lugar a la inhibiciéon especifica de la expresion génica en las células.

Segun la presente invencion, la transfeccion de células oncdgenas con ADN antisentido respecto al ADNc de GP88
inhibe la expresion endégena de GP88 y la oncogenicidad de las células transfectadas con ADNc antisentido. Este
ADN antisentido debe presentar una complementariedad suficiente, de aproximadamente 18-30 nucledtidos de
longitud, con el gen de GP88, para que el ARN antisentido se pueda hibridar con el gen de GP88 (0 ARNm) e inhibir
la expresion génica del GP88, independientemente de si dicha accion tiene lugar en el empalme, la transcripcion o la
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traduccion. El grado de inhibicion es facilmente evaluable por parte del experto en la materia sin ninguna
experimentacion innecesaria a partir de la descripcion de la presente memoria y, preferentemente, es suficiente para
inhibir el crecimiento de las células cuya proliferacion depende de la expresion de GP88. El experto en la materia
apreciara que el enfoque basado en el ARN antisentido no es sino uno de entre los varios mecanismos conocidos
que se pueden utilizar para bloquear la expresion de genes especificos.

Los componentes antisentido segun la presente invencién se pueden hibridar con cualquiera de entre varias
porciones del ADNc de GP88 diana, incluida la secuencia de codificacion, las regiones no traducidas en 3’ 0 5°, u
otras secuencias intronicas, o con el ARNm de GP88. Tal como podra comprender faciimente el experto en la
materia, la cantidad minima de homologia requerida por la presente invencion es la suficiente para dar lugar a la
hibridacion con el ADN o ARNm de GP88 y a la inhibicién de la transcripcién del ADN, o de la traduccién o la funcion
del ARNm, preferentemente sin afectar la funcion de otras moléculas de ARNm ni la expresién de otros genes no
relacionados.

El ARN antisentido se suministra a una célula por transformacion o transfeccién a través de un vector, incluidos
vectores retrovirales y plasmidos, en los que se ha inserido ADN que codifica el ARN antisentido con las secuencias
reguladoras adecuadas, incluido un promotor, para dar lugar a la expresion del ARN antisentido en una célula
huésped. Se ha llevado a cabo la transfeccion estable de diversos vectores de expresion antisentido que contienen
fragmentos de ADNc de GP88 en orientacion antisentido. También se pueden suministrar componentes antisentido
a las células utilizando un vector retroviral. Dicho suministro también se puede alcanzar mediante liposomas.

Para la tecnologia antisentido para la terapia in vivo, segun la presente invencién, se utilizan oligonucleétidos
antisentido. Resultan preferidos los oligonucleétidos antisentido que tienen una longitud de 15-30 bases y
secuencias hibridables con cualquiera de entre diversas partes del ADNc de GP88 diana, incluida la secuencia de
codificacion, las regiones no traducidas en 3’ o 5, u otras secuencias intronicas, o con el ARNm de GP88. Las
secuencias para los oligonucledtidos antisentido con respecto al GP88 se seleccionan preferentemente como las
que tienen los efectos antisentido mas potentes. Los factores que dirigen un sitio diana para la secuencia
oligonucledtida antisentido estan relacionados con la longitud del oligonucledtido, la afinidad de enlace y la
accesibilidad de la secuencia diana. Se pueden analizar las secuencias in vitro para determinar la potencia de su
actividad antisentido midiendo la inhibicién de la traduccidn proteinica del GP88 y del fenotipo relacionado con el
GP88, por ejemplo, la inhibicién de la proliferacion celular en células en cultivo. En general, es conocido que la
mayoria de las regiones del ARN (regiones no traducidas en 5 y 3', iniciacion con AUG, codificacion, uniones de
empalme e intrones) se pueden alcanzar como dianas utilizando oligonucleétidos antisentido.

Los oligonucledtidos antisentido de GP88 preferidos son los oligonucledtidos estables, que tienen una alta
resistencia a las nucleasas (enzimas que pueden degradar los oligonucledtidos), poseen una farmacocinética
adecuada para permitirles el transporte a los tejidos afectados en dosis no tdxicas y tienen la capacidad de atravesar
membranas.

Se pueden utilizar oligonucleétidos fosforotioato antisentido. Las modificaciones del enlace fosfodiéster, asi como del
heterociclo o el azucar, pueden aumentar la eficacia. Con respecto a la modificacion del enlace fosfodiéster, se
puede utilizar el fosforotioato. Se ha descrito un enlace fosforamidato N3-P5 como capaz de estabilizar los
oligonucledtidos frente a las nucleasas y aumentar el enlazamiento al ARN. El enlazamiento de acidos nucleicos
peptidicos (ANP) es una sustitucion completa del esqueleto de ribosa y fosfodiéster y es estable frente a las
nucleasas, aumenta la afinidad de enlace al ARN y no permite la escision por parte de la ARNasa H. Su estructura
basica es también susceptible de modificaciones que permitan su optimizacion como componente antisentido. Con
respecto a las modificaciones del heterociclo, ciertas modificaciones del mismo han demostrado aumentar los
efectos antisentido sin interferir con la actividad de la RNAsa H. Un ejemplo de dicha modificacion es la modificacion
del tiazol C-5. Por ultimo, también se puede plantear la modificacion del azucar. Las modificaciones de 2’-O-propil y
2’-metoxietoxi ribosa estabilizan los oligonucleétidos frente a las nucleasas en cultivo celular e in vivo. Los
experimentos tumorales en cultivo celular e in vivo utilizando este tipo de oligonucledtidos dirigidos a c-raf-1 dieron
lugar a una mayor potencia.

La via de administracion debe ser la que proporcione el mejor efecto antisentido, medido de acuerdo con los criterios
descritos anteriormente. Los ensayos de crecimiento tumoral en cultivos celulares in vitro e in vivo utilizando
oligonucledtidos antisentido han puesto de manifiesto que la administracion mediada por liposomas catidnicos
mediante vectores retrovirales y la administracion directa son eficientes. Otro modo de administracion posible
consiste en el direccionamiento utilizando anticuerpos frente a marcadores de superficie celular para las células
tumorales. Los anticuerpos frente al GP88 o su receptor pueden servir para este proposito.

La presente invencion da a conocer composiciones para el tratamiento del cancer de mama en un paciente que
presenta un tumor resistente a la terapia antiestrogénica, que comprenden una combinaciéon de un compuesto
antiestrégeno y un antagonista del GP88. Dado que los niveles elevados de GP88 contribuyen al desarrollo de la
resistencia a la terapia antiestrogénica, la coadministracion de antagonistas anti-GP88 y un antiestrégeno reduce o
evita la resistencia a la terapia antiestrogénica y aumenta la eficacia de la misma. Los tumores resistentes a la
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terapia antiestrogénica son tumores que presentan un crecimiento independiente de los estrégenos y/o presentan
niveles elevados de GP88.

Segun una forma de realizacion de la presente invencion, la terapia antiestrogénica se selecciona de entre el grupo
constituido por el tamoxifeno, el raloxifeno y los inhibidores de la aromatasa, los antagonistas del GP88 se
seleccionan entre anticuerpos neutralizantes o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, y anticuerpos antil]
GP88 o polinucledtidos antisentido de GP88. Los antagonistas del GP88 se pueden preparar y administrar tal como
se ha descrito anteriormente y tal como se describe con detalle en la patente US n° 6.309.826. Estan facilmente
disponibles orientaciones sobre la administracion de terapia antiestrogénica a un paciente y las mismas son
conocidas por el médico responsable del tratamiento.

Debe apreciarse que la aplicacion de las ensefianzas de la presente invencién a un problema o entorno especifico
resultara evidente para el experto en la materia a partir de las ensefianzas contenidas en la misma. La presente
invencion se ilustra con mayor detalle en los ejemplos no limitativos siguientes.

Ejemplo 1

Mediacion del efecto mitdgeno de los estrégenos en células MCF-7 de cancer de mama humano por factor
de crecimiento derivado de células PC (GP88).

En las células positivas para receptores de estrogeno, el 17-R-estradiol (E2), un compuesto de reemplazo de
estroégenos, estimula transcripcionalmente la expresién de GP88 de un modo dependiente de la dosis y la duracién
del tratamiento. La presente invencion demuestra que el GP88 interviene en el efecto mitégeno del estradiol (E2) en
las células MCF-7. El GP88 se sustituyd por E2 para estimular la sintesis de ADN. El efecto mitégeno del E2 se
inhibi6 de un modo dependiente de la dosis mediante anticuerpos neutralizantes anti-GP88. La inhibicion de la
expresion de GP88 en las células MCF-7 mediante transfeccion antisentido también inhibié el efecto mitdgeno del
E2. En cambio, la sobreexpresion de GP88 en las células MCF-7 dio lugar a células que pueden proliferar en
ausencia de estrogenos y resistentes al tamoxifeno. Al igual que el E2, el GP88 estimuld la actividad potenciada por
mitégenos de la proteina cinasa. El GP88 podria sustituir al E2 en la estimulacion de la expresion de ciclina D1. La
estimulacién de la ciclina D1 por parte del E2 se inhibié en un 50% mediante anticuerpos anti-GP88. En cambio, el
GP88 no estimulé la expresion de c-myc, otra diana molecular del E2. La conclusion es que el GP88 autocrino afecta
al efecto mitégeno del E2 mediante la estimulacion de la ciclina D1.

La prueba de deteccion de expresion de GP88 en lineas celulares tumorales humanas indicé que el mismo estaba
altamente expresado en carcinomas de mama humanos negativos para receptores de estrégeno (ER’). La inhibicién
de la expresion de GP88 en dichas células por transfeccion de ADNc antisentido de GP88 dio lugar a una inhibicion
del 90% de la incidencia de tumores y del tamafio del tumor cuando se inyectaron en ratones lampifios. Estos datos
implicaron el GP88 en el mantenimiento del fenotipo tumoral. Tal como se ha indicado anteriormente, en células ER+
el GP88 producido en respuesta a la estimulacion de los receptores de estrégenos afecta a la actividad mitégena del
E2. Cuando se sobreexpresa el GP88, las células resultan independientes de los estrogenos y resistentes a los
efectos antineoplasicos de los antiestrogenos.

Resultados
El GP88 estimula la sintesis de ADN de las células MCF-7 en ausencia de estrogenos

En primer lugar, se analizo si la adicion de GP88 estimulaba la sintesis de ADN de las células MCF-7 mantenidas en
ausencia de E2. En estas cond|C|ones la produccion endoégena de GP88 fue muy baja. Se observé un aumento en
un factor de 2 de la incorporacién de ®H-timidina con respecto al control (las células se mantuvieron en ausencia de
E2 y GP88) (P < 0,01) a 10 ng/ml de GP88 (figura 16A). La figura 16A muestra que el GP88 estimula la sintesis de
ADN de las células MCF-7 en ausencia de E2. Se colocaron en placas las células MCF-7 (10 células por pocillo) en
una mezcla 1:1 de DMEM y medio Ham F-12 mas un 5% de FBS. Tras 48 h, el medio fue reemplazado por PFMEM,
y al cabo de 24 horas por medio a-MEM sin suero. Se afiadieron concentramones crecientes de GP88 humano por
triplicado al medio. Se utilizaron solo EtOH (CON) o E2 10° M (E2) como control positivo y negativo,
respectivamente. 24 h mas tarde, se afnadi6 ®H-timidina (1 pCi/ml) durante 5 h. Los resultados se expresan como
promedio * desviacion estandar de las determinaciones por ftriplicado. Se observo una estimulacion maxima en un
factor de 4 con 100 ng/ml de GP88 (P < 0,001), similar a la observada con E2 10 M. El GP88 estimuld la sintesis de
ADN de otra linea celular ER", la T47D. Se observo una estimulacién en un factor de 2,9 + 0,3 de la sintesis de ADN
con 100 ng/ml de GP88.

El efecto mitégeno del E2 es inhibido mediante el tratamiento de las células con anticuerpos anti-GP88. Sobre la
base de estos resultados, y considerando que el E2 estimula la expresion de GP88 en las células MCF-7, se
determind si el GP88 enddgeno podia afectar al efecto mitdgeno del E2 a través de un bucle autocrino. Para ello, en
primer lugar se examiné si el tratamiento con anticuerpos anti-GP88 que bloquean el GP88 producido por las células
MCEF-7 inhibiria la actividad mitégena del E2. La adiciéon de anticuerpo anti-GP88 humano purificado por afinidad
inhibié de un modo dependiente de la dosis el crecimiento de las células estimuladas por el E2 (figura 16B). La figura
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16B muestra que el anticuerpo anti-GP88 inhibe especificamente el efecto mitdgeno del E2. Se trataron células
MCF-7 con E2 10° M (E2), solo o con concentraciones crecientes de anticuerpos anti-GP88 purificados por afinidad:
50 pg/ml (Ab1), 100 pg/ml (Ab2), 200 ug/ml (Ab3) y 300 ug/ml (Ab4). Se utilizaron como controles células tratadas
con E2 10° M y 300 pg/ml de 1gG preinmune (prelgG) y células tratadas con 10 ng/ml de IGF-II (IGF), solas o en
presencia de 300 ug/ml de anticuerpo anti-GP88 (Ab+IGF). Los resultados se expresan en la figura como promedio +
desviacion estandar de las determinaciones por triplicado. Se observé una inhibicion del 74% del efecto mitdgeno
del E2 con 300 pg/ml de anticuerpos anti-GP88 (P < 0,003), mientras que una concentracion similar de 19G no
inmune no tuvo ningun efecto. Esta concentracion de anticuerpos no puso de manifiesto ninguna toxicidad celular.
La adicion de GP88 (200 ng/ml) restaurd la proliferacion de las células tratadas con anticuerpos anti-GP88. La
especificidad del efecto de los anticuerpos anti-GP88 también se puso de manifiesto porque no podia inhibir el
efecto estimulante del factor de crecimiento similar a la insulina Il, un estimulador conocido del crecimiento de las
células MCF-7. Estos resultados ponen de manifiesto que el GP88 actia como un factor de crecimiento autocrino
que afecta al efecto mitdgeno del E2 en las células MCF-7.

La inhibicion de la expresién de GP88 inhibe el crecimiento de células MCF-7 en presencia de E2. A continuacion,
se tratd de determinar si la inhibicion de la expresién de GP88 en las células MCF-7 impedia el efecto estimulante
del crecimiento de E2. Con este fin, se examinoé el efecto mitégeno del E2 en las células MCF-7, en las que se habia
inhibido la expresion de GP88 por transfeccion de ADNc antisentido de GP88. Los niveles de GP88 en dos clones
antisentido representativos As13 y As22, y en células MCF-7 de control transfectadas con vector vacio (MCF-7C) se
determinaron mediante analisis por transferencia Western de muestras preparadas utilizando nimeros idénticos de
células (figura 17A). La figura 17A ilustra la inhibicion de la expresion de GP88 mediante transfeccion de ADNc de
GP88 en células MCF-7. La expresion de GP88 en células antisentido (As13 y As22) y en células de control
transfectadas con vector vacio (MCF7-C) se examind por analisis por transferencia Western. Se trataron las células
As13 (calle 1), AS22 (calle 2) y MCF-7C (calle 3) con E2 10° M en PFMEM. Los medios acondicionados se
recogieron tras 24 horas y se normalizaron al mismo niimero de células (4 x 10° células) para medir la expresion de
GP88. Las células AS13 mostraron una inhibicién del 80% de la expresion de GP88, mientras que las As22
mostraron una inhibicion del 50% en comparacion con las células MCF-7C.

A continuacion, se estudio el efecto del E2 sobre la sintesis de ADN en estas células MCF-7C antisentido y de
control. Un ensayo de incorporacion de [3H]timidina puso de manifiesto que el efecto estimulante del E2 en las
células MCF-7C se reducia en AS13 y AS22 en correlacion con el grado de inhibiciéon de la expresion de GP88
(figura 17B). La figura 17B ilustra que la inhibicion de la expresion de GP88 en las células MCF-7 inhibe la actividad
mitégena del E2. El efecto mitdgeno del E2 se examin6 en células MCF-7C antisentido y de control. Se trataron
células AS13 (barras llenas), AS22 (barras rayadas) y MCF-7C (barras vaciasg con E2 10° M (E2), 100 ng/ml de
GP88 recombinante (GP88) o 0,1% de EtOH solo (Con). La incorporaciéon de “H-timidina se midié tal como se ha
descrito anteriormente. Los resultados se expresan en la figura como promedio + desviacion estandar. AS13 mostro
la mayor inhibicion del efecto del E2. La sintesis de ADN mediada por E2 fue solo del 25% (P < 0,001) en AS13 y del
60% (P < 0,001) en AS22, respectivamente, con respecto a la observada en las células MCF-7C. La adicién de
GP88 restauré la proliferacion de los clones antisentido al nivel observado en las células MCF-7 de control cultivadas
en presencia de E2.

La sobreexpresion de GP88 conduce a la no dependencia de los estrogenos y a la resistencia al tamoxifeno.

Sobre la base de los resultados anteriores, se examind el efecto de la sobreexpresion constitutiva del GP88 en
células MCF-7 ER" sobre la respuesta a los estrégenos y al tamoxifeno. Las células MCF-7 se transfectaron con un
vector de expresién pADNc3 que contenia ADNc de GP88 bajo el control del promotor de citomegalovirus. Se
obtuvieron diversos clones de sobreexpresion de GP88, incluido un clon representativo denominado O4. La figura
18A muestra que las células O4 produjeron niveles elevados de GP88 en comparacion con las células MCF-7C de
control en medio empobrecido en E2. La figura 18A muestra la expresion de GP88 en células O4 y células MCF-7C
de control. Se cultivaron células 04 y células MCF-7 de control con vector vacio en PFMEM. Los medios
acondicionados se recogieron tras 24 horas para determinar la expresién de GP88.

La incorporacioén de timidina en las células O4 fue 2,2 veces mas alta que en las células MCF-7C (P < 0,01), lo que
demuestra la capacidad de las células O4 para proliferar en ausencia de E2 (figura 18B). La figura 18B muestra la
proliferacion de las células O4 y MCF-7 de control en medio PFMEM empobrecido en estrégenos. Las células se
colocaron en placas por triplicado en medio PFMEM empobrecido en estrégenos. Las células se mantuvieron en
ausencia de E2 (controles: Con) o se trataron durante 24 horas con E2 10° M o con 200 ng/ml de GP88. A
continuacién, se afiadio *H-timidina para medir la sintesis de ADN. Los resultados se expresan como promedio *
desviacion estandar. Ademas, no se produjo ninguna diferencia significativa entre el nivel de incorporacion de
timidina en las células O4 en medio empobrecido en E2 y en las células MCF-7C tratadas con GP88 o E2 (P > 0,05).
La adicion de E2 o GP88 a las células O4 no presentd ningun efecto adicional significativo, a diferencia de las
células MCF-7C. En ensayos de crecimiento a largo plazo, mientras que las células MCF-7C no pudieron crecer en
ausencia de E2, las células O4 proliferaron con un tiempo de duplicacién de 42 h, proximo a las 36 h de tiempo de
duplicacion de las células MCF-7C en presencia de E2. Estos datos indican que la sobreexpresion de GP88
proporciona una ventaja de crecimiento en ausencia de E2.
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Sobre la base de estos resultados, se estudié la capacidad de respuesta de las células O4 y MCF-7C al tamoxifeno.
La figura 18C muestra una comparacion de la respuesta de las células MCF-7 y las células O4 al tamoxifeno. Las
células MCF-7C (barras llenas) y las células O4 (barras vacias) recibieron E2 10° M solo o en presencia de
concentraciones crecientes de tamoxifeno. También se estudiaron células MCF-7C tratadas con 200 ng/ml de GP88
humano y tamoxifeno 1 uM (T+P). La sintesis de ADN se midi6 tal como se describe en la figura 16. Los resultados
se expresaron como porcentaje de los valores de sintesis de ADN en las células tratadas con E2 solamente. El
tamoxifeno inhibio la proliferacién de las células MCF-7C de un modo dependiente de la dosis, con una inhibicién del
60% del efecto del E2 para tamoxifeno 100 nM, una inhibicién del 80% para tamoxifeno 500 nM y una inhibicion
maxima del 90% para tamoxifeno 1 uM (figura 18C). En cambio, las células O4 mostraron una marcada disminucion
de respuesta al tamoxifeno en la medida en que su proliferaciéon no resulté afectada por el tamoxifeno 100 nM,
mientras que se observd Unicamente una inhibicion del 20% y del 55% del efecto del E2 para tamoxifeno 500 nM y
1 uM, respectivamente (P < 0,001). Curiosamente, la adicion de GP88 a células MCF-7 redujo la inhibicion de
tamoxifeno del 90% al 38% (p < 0, 0001). Estos datos muestran que el GP88 puede superar la inhibicion de
tamoxifeno y que el aumento de la expresion de GP88 en las células MCF-7 provoca resistencia al tamoxifeno.

Se evalu6 en todas las células transfectadas el estado de otros parametros asociados con la capacidad de
respuesta a los estrégenos, tal como la expresion de los receptores de estrégenos, la activacion de un elemento de
respuesta a los estrégenos por parte del E2 y la estimulacion de la expresion de ARNm del receptor de progesterona
por parte del E2. No se observd ninguna diferencia en estos ensayos entre células antisentido, células de control y
células con sobreexpresion de GP88 (datos no representados). Estos datos indican que los cambios en la respuesta
proliferativa a E2 observada en las células antisentido o con sobreexpresion no se deben a una alteracion general en
el numero o funcién de los ER, sino que mas bien correlacionan con los cambios en la expresion de GP88.

El GP88 estimula la sintesis de ADN en las células MCF-7 a través de la via Proteina Activada por Mitégeno cinasa
(“MAP cinasa”).

A continuacion, se examinaron las vias de transduccion de sefiales estimuladas por GP88 en las células MCF-7 en
comparacion con E2. Se puso de manifiesto que el E2 estimula la progresion a través de la fase G1 del ciclo celular.
Ahora se han dilucidado algunas de las dianas moleculares subyacentes. Es conocido que el E2 estimula la
actividad de la MAP cinasa en las células MCF-7. Mas tarde, el E2 activa la via de c-myc y los complejos ciclina de
tipo D/cdk. Estudios recientes han postulado que las vias de c-myc y ciclina D1 son activadas independientemente
por el E2 en las células de cancer de mama. Por lo tanto, se intenté determinar si el GP88 podia sustituir al E2 en la
estimulacion de las vias MAP cinasa, ciclina D1 y/o c-myc en las células MCF-7.

Dos enfoques pusieron de manifiesto la participacion de la MAP cinasa en la mediacion de la accion del GP88 en las
células MCF-7. En primer lugar, el efecto estimulador del GP88 sobre la sintesis de ADN fue inhibido de un modo
dependiente de la dosis por el inhibidor de MEK PD098059 (figura 19A). La figura 19A muestra el efecto del inhibidor
de la MAP cinasa sobre el efecto mitogeno del GP88. Se cultivaron células MCF-7 tal como se describe en la figura
16. Las células fueron pretratadas durante 60 min con 10 uM (PD10) o 30 uM (PD30) de PD098059 antes de la
adicion de solo vehiculo (Con) o de 100 ng/ml de GP88 humano recombinante solo (P). Los datos de incorporacion
de timidina se presentan como promedio * desviacion estandar. El efecto del GP88 resultd eliminado casi
completamente por PD098059 10 uM. La inhibicién completa se observé con PD098059 30 uM, una concentracion
que es conocido que inhibe completamente la actividad de la MAP cinasa en otros sistemas. En segundo lugar,
utilizando un ensayo de MAP cinasa in vitro, se puso de manifiesto que el GP88 (200 ng/ml) provoca un aumento en
un factor de tres de la actividad de la MAP cinasa en las células MCF-7 (figura 19B). Este efecto fue anulado por
PD098059 (30 uM). La figura 19B ilustra la activacion de la MAP cinasa por el GP88. Se cultivaron células en medio
PFMEM durante 24 horas, seguido de medio a-MEM sin suero. Las muestras examinadas fueron: células MCF-7
tratadas durante 10 minutos con 0,50 ng/ml y 200 ng/ml de GP88 humano, (calles 1-3, respectivamente); y células
MCEF-7 tratadas durante 10 minutos con 200 ng/ml de GP88 y PD098059 30 uM (calle 4). El ensayo de cinasa se
llevd a cabo tal como se describe en la presente memoria. La intensidad de las bandas de MBP fosforilada se
analizé por densitometria de barrido. Se utilizé una misma cantidad de sobrenadante original para comprobar la
expresion de MAP cinasa (Erk1 y Erk2) como control interno para normalizar la actividad de la MAP cinasa.

El GP88 estimula la expresién de ciclina D1, pero no la de c-myc, en las células MCF-7

Se llevaron a cabo experimentos para determinar el efecto del GP88 en la expresion de ciclina D1. EI GP88 estimulo
de un modo dependiente del tiempo la expresion de ciclina D1 en las células MCF-7 con un maximo de 4 veces
superior con respecto a los controles no tratados tras 5 h (figura 20A). El efecto estimulador de la ciclina D1 fue
eliminado por PD98095 de un modo idéntico a su inhibicion del efecto mitdgeno del GP88. La figura 20A muestra la
estimulacién de la expresién de ciclina D1 por parte del GP88. Se cultivaron por triplicado células MCF-7 en medio
PFMEM vy se sincronizaron mediante tratamiento con tamoxifeno 1 yM. El medio se reemplazd por medio fresco
complementado con 200 ng/ml de GP88 solo o con PD98095 30 uM (parte superior) o con E2 10° M (parte inferior).
Las células fueron lisadas en los tiempos indicados para determinar la expresion de ciclina D1 por analisis de
transferencia Western con 60 ug de lisados de células enteras utilizando anticuerpos anti-ciclina D1. Las muestras
eran células MCP-7 tratadas con 200 ng/ml de GP88 a las 0 h (calle 1), 3 h (calle 2), 5 h (calle 3) y 12 h (calle 4);
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células MCF-7 sin tratar a las 5 h (calle 5); células MCF-7 tratadas con 200 ng/ml de GP88 y PD08950 a las 5 h
(calle 6); y células MCF-7 tratadas con E2 10°Malas0h,3h y 5 h (calles 7-9, respectivamente).

La estimulacién de la expresién de ciclina D1 por parte del GP88 estuvo acompafada por el aumento de la
fosforilacion y la expresién de pRb, estrictamente necesarias para la progresiéon de la fase G1. Tras 6 horas de
tratamiento con GP88, la pRb se volvié hiperfosforilada. Tras 24 horas, toda la pRb se encontraba en forma
hiperfosforilada con un aumento de 5 veces en la expresion de proteinas en comparaciéon con las células no
tratadas. Este efecto también se vio bloqueado por PD98095 (datos no representados).

A continuacioén, se comparé la capacidad del E2 y del GP88 para estimular la expresién de c-myc, otra diana para la
accion de los estrégenos en las células MCF-7. Tal como se muestra en la figura 20B, el E2 (10'9 M) estimulé un
rapido aumento de la expresion de c-myc en células MCF-7 desprovistas de esteroides con una induccién maxima
de 4 veces en 3 horas. El nivel de induccién de c-myc por parte del E2 se mantuvo durante mas de 10 horas. Por el
contrario, el GP88 no ejercié ningun efecto sobre la expresiéon de la proteina c-myc en el mismo periodo de tiempo
(figura 20B). La figura 20B ilustra el efecto del E2 y el GP88 sobre la expresion de c-myc. Las células MCF-7 se
sincronizaron mediante tratamiento con tamoxifeno 1 uM. A continuacion, las células se trataron con E2 10° M
(parte superior) o con 200 ng/ml de GP88 (parte inferior) durante los periodos indicados. La deteccion por
transferencia Western de la expresion de c-myc se llevd a cabo utilizando 60 ug de lisados de células enteras y
anticuerpos policlonales anti-myc.

Dado que el GP88 indujo la expresion de ciclina D1, pero no de c-myc, se determiné si el aumento de GP88
endogeno estaba implicado en la capacidad del E2 de estimular la expresion de ciclina D1. El tratamiento de las
células MCF-7 con anticuerpos neutralizantes anti-GP88 (300 ng/ml) dio lugar a una inhibicion del 52 + 8% de la
estimulacion de la ciclina D1 por parte del E2 5 horas después de la adicién de los anticuerpos. Este grado de
inhibicion se mantuvo durante 12 horas después de la adicidon de los anticuerpos. Estos datos ponen de manifiesto
que la capacidad del E2 para estimular la ciclina D1 en las células MCF-7 esta mediada, por lo menos parcialmente,
por el GP88 de produccion enddgena.

Discusioén

Se ha informado anteriormente de que las células de carcinoma mamario humano ER" expresan GP88 y que el E2
estimula la expresion de GP88 de un modo dependiente de la dosis y el tiempo. En la presente memoria, se
demuestra que el GP88 afecta al efecto estimulante del crecimiento del E2. También se pone de manifiesto que el
GP88 estimula la proliferacion de las células MCF-7 y T47D de cancer de mama humano mantenidas en ausencia
de E2. A continuacion, se ha puesto de manifiesto que el bloqueo de la via autocrina del GP88 con anticuerpos anti(
GP88 inhibe el efecto mitdgeno del E2. Este efecto fue especifico para el GP88, dado que los anticuerpos no
pudieron inhibir el efecto mitdgeno de IGF-Il. La participacién del GP88 en el efecto mitdégeno del E2 se demostro
adicionalmente al ponerse de manifiesto que la inhibicion de la expresién de GP88 por la transfeccion de ADNc
antisentido reducia el efecto mitégeno del E2 sobre las células MCF-7 en correlacién con el grado de inhibicion de la
expresion de GP88. La adicién de GP88 exdgeno restauro la proliferacion de estas células antisentido. Ademas, el
aumento de la expresion de GP88 en las células MCF-7 dio lugar a células que pueden proliferar en ausencia de E2
y resistentes al tamoxifeno. El hecho de que no se produjera ninglin cambio en otros parametros de la capacidad de
respuesta del E2, tal como la expresion de ER, la activacion del gen reportero luciferasa de respuesta a estrégenos,
o la estimulacion de la expresion de receptores de progesterona, indica que la alteracion del efecto mitégeno del E2
en las células transfectadas no se debia a un cambio en los receptores de E2, sino especificamente a un cambio en
la expresién de GP88.

Estos resultados ponen de manifiesto que el GP88 aumenta la expresién de ciclina D1, modificando el efecto
mitdgeno del E2 en las células de cancer de mama humano. Confirmando esta hipétesis, el E2 inhibié la
estimulacion de la expresion de ciclina D1 en un 52% en las 5-12 horas posteriores al tratamiento de las células
MCF-7 con anticuerpos neutralizantes anti-GP88. Como conclusion, los estudios descritos en la presente memoria
identifican el GP88 como un nuevo mediador, por lo menos en parte, del efecto mitégeno del E2 en la linea celular
MCF-7 de cancer de mama humano.

La descripcién anterior y las figuras adjuntas son Unicamente ilustrativas de las formas de realizacion ejemplificativas
que pueden alcanzar las caracteristicas y ventajas de la presente invencién. Las formas de realizacidon descritas con
detalle en la presente memoria no se proporcionan de manera limitativa. La invencioén se puede modificar con el fin
de incorporar cualquier cantidad de variaciones, modificaciones, sustituciones o disposiciones equivalentes no
descritas en la presente memoria, pero que estan comprendidas en el espiritu y el alcance de la presente invencion.
La invencion esta limitada unicamente por el alcance de las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo neutralizante anti-GP88, o fragmento de union al antigeno del mismo, o polinucleétido antisentido de
GP88, en combinacion con una terapia antiestrogénica, para su utilizacion en el tratamiento del cancer de mama en
pacientes que presentan un tumor resistente a la terapia antiestrogénica.

2. Anticuerpo neutralizante anti-GP88, o fragmento de union al antigeno del mismo, en combinacién con una terapia
antiestrogénica, para su utilizaciéon en el tratamiento del cancer de mama en pacientes que presentan un tumor
resistente a la terapia antiestrogénica segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo o fragmento esta
humanizado o quimerizado.

3. Anticuerpo neutralizante anti-GP88, o fragmento de union al antigeno del mismo, en combinacién con una terapia
antiestrogénica, para su utilizacién en el tratamiento del cancer de mama en pacientes que presentan un tumor
resistente a la terapia antiestrogénica segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho anticuerpo o fragmento es
monoclonal.

4. Anticuerpo neutralizante anti-GP88, o fragmento de union al antigeno del mismo, o polinucleétido antisentido de
GP88, en combinacion con una terapia antiestrogénica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el
que dicho tumor de cancer de mama es un tumor de cancer de mama positivo para receptores de estrégeno.

5. Anticuerpo neutralizante anti-GP88, o fragmento de unién al antigeno del mismo, o polinucleétido antisentido de

GP88, en combinacién con una terapia antiestrogénica, segun la reivindicacion 4, en el que dicha terapia
antiestrogénica se selecciona de entre el grupo constituido por tamoxifeno, raloxifeno e inhibidores de la aromatasa.
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ADNCc de GP88 de raton

{E_- GGA CCC CGA CGC AGA CAG ACC ATG TGG GTC CTG ATG AGC TGG CTG
M W V L M S W L

GCC TTC GCG GCA GGG CTG GTA GCC GGA ACA CAG TGT (CA GAT GGG CAG
AF AAG L V A G T QQ C P D G Q

TTC TGC CCT GTT GCC TGC TGC CTT GAC CAG GGA GGA GCC AAC TAL AGC
F C PV A CCL DQGG AN Y S

TGC TGT AAC CCT CTT CTG GAC ACA TGG CCT AGA ATA ACG AGC CAT CAT
c ¢ N P L L DT W P R I T S H H

CTA GAT GGC TCC TGC CAG ACC CAT GGC CAC TGT CCT GCT -GGC TAT TCT
L b6 sS €C T HSEH HC P A G Y S

TGT CTT CTC ACT GTG TCT GGG ACT TCC AGC TGC TGC CCG TTC TCT AAG
c Lt T VvVs 6T S S C C P F S K

GGT GTG TCT TGT GGT GAT GGC TAC CAC TGC TGC CCC CAG GGC TTC CAC
G v S ¢ G D g Y HCC P 4Q 6 F H

TGT AGT GCA GAT GGG AAA TCC TGC TTC CAG ATG TCA GAT AAC CCC TTG
c S A DG K S C F Q M S O N P L

GGT GCT GTC CAG TGT CCT GGG AGC CAG TTT GAA TGT CCT GAC TCT GCC
G AV Q €C P G S Q F E CP D S A

ACC TGC TGC ATT ATG GTT GAT GGT TCG TGG GGA TGT TGT -CCC ATG CCC
T ¢ € 1 M vV D G S W 4 C C P M P

CAG GCC TCT TGC TGT GAA GAC AGA GTG CAT TGC TGT CCC CAT GGG GCC
Q A S ¢C C E DR V H C C P H G A

TCC TGT GAC CTG GTT CAC ACA CGA TGC GTT TCA CCC ACG GGC ACC CAC
s ¢ bL v H TRCV S PTG T H

ACC CTA CTA AAG AAG TTC CCT GCA CAA AAG ACC AAC AGG GCA GTG TCT
T L L K K F P A Q K T NR A V S

TTG CCT TTT TCT GTC GTG TGC CCT GAT GCT AAG ACC CAG TGT CCC GAT
L P F S VvV C P D AK TAQ C P D

FIG.8A
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ADNc de GP88 de ratén (continuacién)

GAT TCT ACC TGC TGT GAG CTA CCC ACT GGG AAG TAT GGC TGC TGT CCA
b s T ¢ C&E L P T G K Y G C C P

ATG CCC AAT GCC ATC TGC TGT TCC GAC CAC CTG CAC TGC TGC CCC CAG
M P N A I C C S D H L HC C P Q

GAC ACT GTA TGT GAC CTG ATC CAG AGT AAG TGC CTA TCC AAG AAC TAC
b T v ¢ DL I Q@ S K C 1L S K N Y

ACC ACG GAT CTC CTG ACC AAG CTG CCT GGA TAC CCA GG AAG GAG GTG
T T bL L T K L P G Y P V K E V

AAG TGC GAC ATG GAG GTG AGC TGC CCT GAA GGA TAT ACC TGC TGC CGC
K ¢ D M E Vv S €C P E GG Y T C C R

CTC AAC ACT GGG GCC TGG GGC TGC TGT CCA TiT GCC AAG GCC GIG TGT
L NT G A W G CC P F A K A V C

TGT GAG GAT CAC ATT CAT TGC TGC CCG GCA GGG TTT CAG TGT CAC ACA
C E D H I H C C P A G F Q@ CH T

GAG AAA GGA ACC TGC GAA ATG GGT ATC CTC CAA GTA CCC TGG ATG AAG
E K 6 T C E X 6 I L Q V P W M K_

AAG GTC ATA GCC CCC CTC CGC CTG CCA GAC CCA CAG ATC TTG AAG AGT
K v I A P L R L P D P 49 I L K S

GAT ACA CCT TGT GAT GAC TTC ACT AGG TGT CCT ACA AAC AAT ACC TGC
b T P C DD F TR CP T NNTC

TGC AAA CTC AAT TCT GGG GAC TGG GGC TGC TGT CCC ATC CCA GAG GCT
Cc K L NS 66 D W C CcC P I P E A

GTC TGC TGC TCA GAC AAC CAG CAT TGC TGC CCT CAG GGC TTC ACA TaGT
v . ¢ S D NQHCCUPAQGF TC

CTG GCT CAG GGG TAC TGT CAG AAG GGA GAC ACA ATG GTG 6CT &GC CTG
L A Q G Y € Q K 6 D T MV A G L

GAG AAG ATA CCT GCC GGC CAG ACA ACC CCG CTC CAA ATT GGA GAT ATC
E K I P AR Q T T P L QI G D I

FIG.8B
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ADNc de GP88 de raton (continuacion)

GGT TGT GAC CAG CAT ACC AGC TGC CCA GTA GGG CAA ACC TGC TaC CCA
G C D Q H TS C PV GQTTCTC P

AGC CTC AAG GGA AGT TGG GCC TGC TGC CAG €3G CCC CAT GCT GTG TGC
S L K @ S Ww A C C Qt P H A Vv C

TGT GAG GAC CGG CAG CAC TGT TGC CCG GCC GGG TAC ACC TGC AAC GIG
C ED R QH CC P A G Y T C NV

AAG GCG AGG ACC TGT GAG AAG GAT GTC GAT TTT ATC CAG CCT CCC GTG
K AR T C E K D V D F I Q P P V

CTC CTG ACC CTC GGC CCT AAG GTT GGG AAT GTG GAG TGT GGA GAA GGG
L L T L G P K V G NV E C G E G

CAT TTC TGC CAT GAT AAC CAG ACC TGT TGT AAA GAC AGT GCA GGA GTC
H F C H D N Q T C C K D S A G V

TGG GCC TGC TGT CCC TAC CTA AAG GGT GTC TGC TGT AGA GAT GGA CGT
W A C C P Y L K GV C C R D G R

CAC TGT TGC CCC GGT GGC TTC CAC TGT TCA GCC AGG GGA ACC AAG TGT
K

H C C P 6 G F H €C S A R G T C
TTG CGA AAG AAG ATT CCT CGC TGG GAC ATG T7T TTG AGG GAT CCG GiC
L R K K I P R W D M F L R D P V

CCA ACA CCG CTA CTG TAA GGA AGG GCT ACA GAC TTA AGG AAC TCC ACA
P R P L L *

GTC CTG GGA ACC CTG TTC CGA GGG TAC CCA CTA CTC AGG CCT CCC TAG
CGC CTC CTC CCC TAA CGT CTC CCC GGC CTA CTC ATT CTG AGT CAC CCT
ATC ACC ATG GGA GGT GGA GCC TCA AAC TAA AAC CTT CTT TTA TGG AAA
GAA GGC TGT GGC CAA AAG CCC CGT ATC AAA CTG CCA TTT €TT CGG GTT
TCT GTG GAC CTT GTG GCC AGG TGC TCT TCC CGA GCC ACA GGT GTT CTG

TGA GCT TGC TTG TGT GTG TGT GCG CGT &TG CGT GG TTG CiC QA___K TAA

AST TTG TAC GCT TTC TGA AAA AAA AAA

FIG.8C
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Secuencia de nucleétidos de precursor de granulinalepitelina (GP88 humano).

Human Granulin Genbank M75161$%

[cacaggcaga
ggaacgcggt
gccagctaca
ctgggtggcc
gtctcaggga
cactgctgcc
ggtaacaact
tccacgtgcet
tgctgtgaag
cgctgcatca
aacagggcag
gatggttcta
gccacctgct
cagagtaagt
cacacagtgg
tgccgtctac
gaccacatac
caggggccce
ccacaagcct
acctgctgee
tgctcggacc
cagcgaggaa
tcccaccceca
tgcccgagce
gatcgccagce
aaggaagtgg
aaggacgtgg
aaccgacagg
cactgctgtc

ccatgtggac cttggtgagce
gcccagatgg tcagttctgce
gctgetgeecg tececttctg
cctgccaggt tgatgcccac
cttccagttg ctgccecttc

cacggggctt
ccgtlgggtgc
gtgttatggt
acagggtgca
cacccacggg
tggccttgte
cctgctgtga
gctccgatca
gcctctccaa
gcgatgtgaa
agtcgggagc
actgctgtcc
accaggtgcec
tgaagagaga
aactcacgtc
accagcactg
gcgagatcgt
gagacatcga
agggtgggag
actgctgccec
tctctgecca
agtgtgggga
gctgggectg
ctgctggett

gcccecgeget gggacgecce
gtactgaaga ctctgcagcc
gtactgaaga ctctgcagcc
cctagcacct ccccctaace
gggaggtggg gcctcaatct
attacaagct gccatccect

ccactgcagt
catccagtgc
cgatggctcc
ctgctgtccg
cacccaccce
cagctcggtc
gctgcccagt
cctgcactge
ggagaacgct
atgtgacatg
ctggggctge
cgcggggttt
ctggatggag
tgtccectat
tggggagtgg
ctgccccecag
ggctggactg
ctatnaccag
ctgggcctge
ggctggctac
gcctgccacc
aggacacttc
ctgtcectac
ccgctgcgcea
tttgagggac
ctcgggaccc
ctcgggacce
aaattctccc
aaggcccttc

tgggtggect
cctgtggect
gacaaatggc
tgctctgeeg
ccagaggccg
gcagacggga
cctgatagtc
tgggggtact

taacagcagg gctggtggct
gctgectgga ccccggagga
ccacaacact gagcaggcat
gccactcctg catctttacc
tggcatgcgg ggatggecat
gatcctgett ccaaagatca
agttcgaatg cccggactic
gcececcatgee ccaggcettec

cacggtgect tctgecgacct ggttcacacc

ctggcaaaga
atgtgtccgg

agctcectge ccagaggact
acgcacggtc ccggtgeect

gggaagtatg gctgctgecc aatgceccaac

tgccccecaag
accacggacc
gaggtgagct
tgcectttta
acgtgtgaca
aaggccccag
gataatgtca
ggctgctgte
cgatacacgt
gagaagatgc
cacaccagct
tgccagttge
acctgcaacg
ttcetggeec
tgccatgata
gcccagggcg
cgcaggggta
ccagccttga
cactcggagg
cactcggagg
tggaccccat
cctgtcagaa

acactgtgtg tgacctgatc
tcctcactaa getgectgeg
gcccagatgg ctatacctgce
cccaggctgt gtgctgtgag
cgcagaaggg tacctgtgaa
ctcacctcag cctgecagac
gcagctgtec ctecteegat
caatcccaga ggctgtctgce
gtgtagctga ggggcagtgt
ctgcccgecg cggttectta
qcecgotagg cggaacctge
cccatgetgt gtgctgegag
tgaaggctceg atcctgegag
gtagccctca cgtgggtgtg
accagacctg ctgecgagac
tctgtigtge tgatcggege
ccaagtgttt gcgcagggag
gacagctgct gtgagggaca
gtgccctetg ctcaggectc
gtgccctetg cteaggectc
tctgagctce ccatcaccat

gggggttgag gcaaaagccc

ccccgtttca gtggaccctg tggccaggtg ctttteecta
tccacagggg tgtttgtgtg ttgggtgtgc tttcaataaa gtttgtcact ttctt*
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Secuencia de aminoacidos de precursor de granulina/epitelina (GP88 humano).

MWTLVSWVALTAGLVAGTRCPDGQFCPVACCLDPGGASYSCCRP
LLDKWPTTLSRHLGGPCQVDAHCSAGHSCIFTVSGTSSCCPFPEAVACGDGHHCCPRG
FHCSADGRSCFQRSGNNSVGAIQCPDSQFECPDFSTCCVMVDGSWGCCPMPQASCCED
RVHCCPHGAFCDLVHTRCITPTGTHPLAKKLPAQRTNRAVALSSSVMCPDARSRCPDG
STCCELPSGKYGCCPMPNATCCSDHLHCCPQDTVCDLIQSKCLSKENATTDLLTYLPA
HTVGDVKCDMEVSCPDGYTCCRLQSGAWGCCPFTQAVCCEDHIHCCPAGFTCDTQKGT
CEQGPHQVPWMEKAPAHL SLPDPQAL KRDVPCDNVSSCPSSDTCCQLTSGEWGCCPIP
EAVCCSDHQHCCPQRYTCVAEGQCQRGSE IVAGLEKMPARRGSLSHPRDIGCDQHTSC
PVGGTCCPSQGGSWACCQLPHAVCCEDRQHCCPAGYTCNVKARSCEKEVVSAQPATFL
ARSPHVGVKDVECGEGHFCHDNQTCCRDNRQGWACCPYAQGVCCADRRHCCPAGFRCA
RRGTKCLRREAPRWDAPLRDPALRQLL*

FIG.9B
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