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INHIBIDORES DE PCSKS PARA LA PREVENCION Y/O TRATAMIENTO DE
CANCER

DESCRIPCION

La presente invencién se engloba dentro del campo de {a biclogia molecular aplicada a
la medicinag, la farmacologia y la oncologia. Especificamente, la invencion se refiere al
uso de un agente inhibidor de la proproteina convertasa subtilisina/kexing tipo 2 ©
PCSKY para ia prevencidon y/o el fratamiento de metastasis en un sujeto que padece

cancer y esta sometido, o va a ser sometido, a ventilacion mecanica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La supervivencia a los tumores, mas concretamente a los tumores pulmonares esta
determinada por diferentes factores, que incluyen tanto las caracteristicas del fumor
como del paciente. Uno de los evenios clave en ia progresion tumoral que tiene mas
impacio en af prondstico de los pacientes es la aparicidn de metastasis en drganos
diferentes al pulmén. A pesar de que se han caracterizado con detalle diferentes
mecanismos moleculares responsables de esie proceso de metasiasis, no hay
aprobade, en el momenio actual, ningun farmaco gue actie de forma especifica en la

inhibicion de dicho proceso metastasico.

El tejido pulimonar esta sometido constaniemente a un estrés mecanico causado porlos
cambios en la presidn infratoracica durante el ciclo respiratoric. En condiciones
normales, durante la ventilacion espontdnea, estas presiones son bajas y se distribuyen
de forma uniforme por el parénguima pulmonar, causando una deformacién isoirépica
del parénquima. Cuando un paciente requiere ventilacidn mecanica, ya sea por fallo
respiraioric o por 1a necesidad de soporte ventilatorio durante un procedimiento (como
la anestesia general con paradlisis muscular), las presiones de ventilacidn empleadas
son positivas, de mavor magnitud, v con una distribucidn heterogénea a lo largo del
parénquima. Esta condicidén puede causar un aumento de la carga mecanica en
diferentes zonas del pulmdn, especialmente en las interfaces entre tejido aireado y no

aireado.

Asi, el esfrés mecanico al que se ven sometidas ias células es uno de los principales
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determinantes de su comportamiento. Las células aserniadas sobre una matriz
extracelular rigida exhiben un comportamiento diferente de las asentadas sobre una
matriz blanda. La carga mecanica se transmite al interior celular mediante un proceso
de mecanotransduccin, que culmina con un cambio en la expresion génicay, por tanto,
en el comportamiento celular. Asi, el estrés mecanico puade inducir cambics en la

proliferacion, migracién ¢ diferenciacion celular.

Los pacientes con cancer de puimédn se ven sometidos a ventilacién mecanica durante
la anestesia general requerida para la cirugia de su tumor. Las comorbilidades (i.e. la
existencia de dos ¢ mas enfermedades en un mismo individuo, generalmente
relacionadas) que presentan estos pacientiss hacen gque también pueden precisar
ventilacidon mecanica al ser intervenidos por cualguier otra patologia, ¢ en casos de
insuficiencia respiratoria. No se conoce cudl es el impacto del esirés mecanico
provocado por dicha ventilacidén mecanica en la evolucion de los tumores, en particular,

en la evolucion de ios tumores pulmonares.

Por lo fanto, existe en el estado de Ia técnica la necesidad de conocer los sfectos del
estrés mecanico, preferiblemants como consecuencia de la ventilacidn mecanica, en la
evolucion del tumor vy su metastizacion, v proporcionar ias terapias adecuadas para ef

tratarmiento de dichos tumores de la manera mas eficaz posible.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencidn han astudiado los efectos del estrés mecanico en
el desarrolio v ia evoiucidn de los tumores, preferiblemente tumores pulmonares,
encontrando que aquellos tumores gue son sometidos a estrés mecanico muestran una

mayor invasividad, favoreciendo asi la metastasis del tumor.

Para liegar a esta conclusidn, los inventores sometieron células tumorales a esirés
mecanico medianie estiramientos equibiaxiales utilizando un equipo de deformacidn
celular, y estudiaron su migracién calular mediante un ensayo en matrigel. El resultado
evidencio que el area del pocilic cublerto por células migrantes era mayor en el grupo
de células que habian sufrido estrés mecanico (ver Figuras 1A v 1B) gue en el grupo

de células que no habian sufrido esirés mecanico. A continuacion, los inventores
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procedieron a hacer ensayns /n vivo en ratones a los que provocaron umores
pulmonares, y observaron que [os animales somelidos a ventilacién mecanica
mostraban una mayor proporcion de metdsiasis cerebrales, renales y hepaticas gue
aguelios que se mantuvieron con respiracion espontanea (Figura 2).

Asimismo, los inventores también han observado que las células tumorales gue sufren
esirés mecanico y que, por fanic, son mas propensas a evolucionar a metastasis,
presentan una alta expresion de genes reiacionados con el procesamienio celular del
colesterol (Figura 3A), especialmente de FCSKY (siglas derivadas de su nombre en
inglés proprotein convertiase sublilisin/Kexin 9), en comparacion con aguellos tumores
que no son sometidos a estrés mecanico (ver Figura 3B), y gue la inhibicion de Ia
funcién de dicho enzima evita e aumento de dicha invasividad/agresividad (ver Figura
4).

A efectos de la presente invencion se entiende por veniilacidén mecanica el emplec de
un dispositivo para generar presiones posilivas ciclicas en ia via aérea ¢ presionas
negativas ciclicas en ef espacio pleural con el fin de facilitar la ventilacién alveolar en un
sujeto, bien porgue es incapaz de generar dichas presiones por si mismo o porgue éstas

son insuficientes.

En un primer aspecto, la presente invencién se relaciona con un agente inhibidor de
PCSKQ, de aqui en adelante “inhibidor de la invencion”, para usario en la prevencidén y/o
gl tratamiento de metastasis en un sujsto que padece cancer y esta sometido, cva a

astar somstido, a ventilacidon mecénica.

Tal como se usa en la presente invencion, ia expresidon “agente inhibidor de PCSKY” se
refiere a cualquier molécula capaz de inhibir total o parcialmente tanto la expresién del
gen PCSKS como la actividad de la proteina codificada por dicho gen PCSKS, es decir,
la proteina PCSKS. Por fante, ef agente inhibidor induce la supresion o la reducciton de
la transmisidén de sefales bicquimicas a través de PCSKS. Como se ha explicado
anteriormente, la actividad de la proteina PCSKS comprende promover la proliferacion
celufar y metastasis. Por o fanto, un inhibidor de PCSKS se caracterizara por impedir o
disminuir la proliferacion celular y metastasis. La aclividad y expresion de PCSKY puede
ser sometida a ensayo faciimente mediante cualquier méfodo conocido en el arte. Esta

definicidon incluye también aquallos compuestos que evitan o disminuyen ia transcripeidn
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o exprasion del gen, la maduracion del ARNm, la traduccion del ARNm y la modificacion
post-traduccional de la proteina. &n una realizacion mas preferida, el agente inhibidor
pueds ser un anticuerpe que reconczca la proteina de PCSKY, o un polinucledtide que
codifica una secuencia antisentido de nucledtidos especificos frente a la secuencia de
PCSKS, por gjemplo, utilizando ARNI, aniisentido, ribozima o aptameros. La aclividad
inhibidora puede someterse a ensayo mediante la medicion del nivel de expresion de

PCSKSE, al nivel de la proteina o al nivel del ARN.

Los agentes inhibidores de la expresion y/o aclividad de PCSK? pueden identificarse
usando procedimientos tales como una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
tales como por ejemplo, una PCR a tiempo real, PCR anidada, PCR multiplex, un array
de ADN o ARN, una hibridacion, ensayos de fransferencia de energia de fluorescencia
en tiempo (TR-FRET), ensayo de ftransferencia mediante Western Blot, técnicas
inmunohistoquimicas, ELISA, un amay de profeinas, inmunoprecipifacion o
radicinmunoensayg, entre otros. Los protocolos v kils para lievar a cabo dichas técnicas

son bien conocidos por los expertos en la materia y estan disponibies comerciaiments.

El gen PCSKY codifica una profeina enzimatica presente en la sangre con actividad
endoproteasa. El nombre es un acronimo de su denominacion en ingiés Froprofein
Convertase Sublilisin Kexin 9, es decir, proproteina convertasa subtilisina’kexina tipo 9,
o proteina PCSKY. Otros nombres por ios que es conocide este gen son FH3,
HCHOLAS, LDLCO, NARC-1, NARC1, o PC2. El gen PCSKO esta conservado en un
gran numero de especies, tales como, & chimpance, (os monos Rhesus, el ratén, la rala,
el polio, el pez cebra, 8. cerevisiae, S. pombey la rana, entre ofros. En humanos, &l gen
PCSKY comprende una secuencia de nucledtidos SEQ 1D NO: 1 (NCBI, nuimero de
acceso NG_009061.1) que al transcribirse da lugar a un ARN mensajerc que comprende
fa secuencia SEQ 1D NO: 2 (NCBI, numero de acceso NM_174938.3).

En una realizacion particular del inhibidor de la invencion, el gen PCSK9 comprende una
secuencia de nucledtidos que tiene, al menos, un 70, 75, 80, 85, 80, 91, 92, 83, 94, 95,
96, 97, 88, o 99% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 1 o SEQID NO: 2. Enofra
realizacidn particular, el gen PCSKY comprende una secuencia de nucledtidos que tiens,
un 100% de identidad con la secuencia SEQ 1D NO: 1 o SEQ D NO: 2.

El término “identidad” “porcentaje de identidad” o “identidad de secuencia” enire dos
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secuencias {(acidos nucleicos ¢ proteinas), se entiende que designa un porcentaje de
nucledtidos o de amincacidos idénticos entre las dos secuencias gue se comparan,
obtenido después del mejor alineamiento, siendo dicho porcentaje puramenie
estadistico y estando repartidas las diferencias entre las dos secuencias al azary alo
large de toda su longitud. Por "mejor alineamiento” o “alineamiento &ptimo” se entiends
gue se designa el alineamients por el cual el porcentaje de identidad determinado como
se describe a continuacién es el mas elevado. Las comparaciones enire dos secuencias
de nuclettidos o de aminoacidos tradicionalmente se llevan a cabo: comparando estas
secuencias después de haberlas alineado de forma doptima, Hevandose a cabo dicha
comparacion por segmento © por “ventana de comparacidn” para identificar y comparar
las regiones locales de similitud de secuencia. Bl alineamiento éplimo de estas
secuencias para la comparacion se puede realizar, en particular con ayuda de uno de
los siguientes algoritmos: el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981),
gl algoritmo de homologia local de Neddleman y Wunsch (1870}, el procedimiento de
busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988), Ios programas informaticos gue
usan estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLASTR, BLASTN, BLASTX, TBLASTX, FASTA
y TFASTA en el paquete de software Wisconsin Genetics, (Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, W), o los servidores de internet en particular los del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (http /Awww . nebinim.nih.gov), EMBL (htip
Jhwww.embl.org) ¥y el proyecto Ensembi (http /iwww.ensemblorg)). Con el fin de
obtener el alineamiento dptimo, se usa preferiblemente el programa BLAST, con la
mairiz BLOSUM 62. También se pueden usar las matrices PAM o PAM250, asi como

una mairiz de identidad para las secuencias de nucledtidos.

Ejemplos de inhibidores de la expresion del gen PCSK9incluyen, sinlimitarse a, un ARN
de interferencia (ARNI), un dligonucledtide antisentido, una enzima de ADN, una

molécula de ribozoma, un aptamero, y un CRISPR de interferencia (CRISPRI).

El término “ARNP, "ARN de interferencia” o siARN, a efecios de la presente invencidn
significa cualquier ARN que es capaz de regular por disminucién la expresion de PCEKE.
Abarca moléculas de ARN peguefic de interferencia (ARNIp), de ARN de doble cadena
(ARNDC), de ARN de cadena unica (ARNme), de micro ARN (miARN), v de ARN de
horquilla corta (ARNhc). Los ARNip se disefian habituaimenie contra una regién 50-100

nucledtidos después del extremo 2’ (downstream) del coddn iniciador de la traduccidn,
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mientras que la 5'UTR (regidn no traducida) v la 3'UTR se evitan habitualmente.

Los ARNI son agentes que son capaces de inhibir la expresion de un gen diana mediante
interferencia de ARN. Un ARNip se puede sintetizar quimicamente, se puede obtener
mediante transcripcion in vitro o se puede sintetizar in vivo en la célula diana.
Tipicamente, los ARNip consisten en una cadena doble de ARN de entre 15 vy 40
nucledtidos de longitud v que puede contener una region proluberante 3'y/o 5 de 1a b
nucledtidos. La longitud de la regidn protuberante es independiente de la longitud iotal
de la molécula de ARNIp. Los ARNip actuan mediante la degradacion o el silenciamiento

post-transcripcional del mensajero diana.

Los ARNip de la invencidn son sustancialmente homdlogos al ARNm del gen PCSK9
(SEQ 1D NO: 1) o a la secuencia de nucledtidos (SEQ 1D NO: 2) que codifica la proteina
PCSKE (SEQ 1D NO: 3). Por "sustancialmente homdlogos” se entiende qgue tienen una
secusncia que es suficientemente complementaria ¢ similar al ARNm diana, de forma
que ef ARNIp sea capaz de provocar la degradacion de este por interferencia de ARN.
Los ARNip adecuados para provocar dicha interferencia incluyen, sin limitar a, ARNIp
formados por ARN, asi como ARNip gue contienen distintas modificaciones guimicas
entre {as que se incluyen, sin limitar a
- ARNip en los gue los eniaces entre los nucledtidos son distintos a los que
aparecen en la naturaleza, tales como enlaces fosforotionato.
- Conjugados de la cadena de ARN con un reactivoe funcional, tal como un
fluoraforo.
- Moedificaciones de los extremos de las cadenas de ARN, en particular e extremo
3 mediante la modificacién con distintos grupos funcionales hidroxilo en posicion
2"
- Nucledtidos con azucares modificados tales como restos O-alquilados en
posicion 2' tales como 2-O-metilribosa o 2'-0O-fluorosibosa.
- Nucledtidos con bases modificadas tales como bases halogenadas (por ejemplo
S5-bromouraciic  y  S-icdouracilo), bases alquiladas {(por ejemplo 7-

metilguanosina).

Los ARNip pueden ser usados tal cual, es decir, en forma de un ARN bicatenario con

las caracteristicas anteriorments mencionadas. No obstante, también es posible el uso
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de vectores gue conlienan ias secuencias de las cadenas sentido v andisentido de los
ARNip bajo el control de promotores adecuados para su expresion en la célula de
interés. Los vectores adecuados para ia exprasidén de ARNip son aguelios en gue las
dos regiones de ADN que codifican para las dos cadenas del ARNip se encuentran
dispuestas en tandem en una misma cadena de ADN separadas por una regidn
separadora que, al transcribirse, forma un bucle y en donde un Unico promotor dirige ia
franscripcion de ia molécula de ADN que da lugar al ARNhe (en short hairpin RNA o
shiRNA). Los ARNip pueden ser generados intracelularmente a partir de los llamados
ARNRNe, caracterizados por que las cadenas antiparalelas gue forman el ARNip estan
conectadas por una region bucle u horquilla. Los ARNhe pueden estar codificados por
piasmidos o virus, particularmente retrovirus vy estar bajo ei control de un promotor.
Promotores adecuados para la expresion de ARNRC son [os promotores adecuados para

su expresién en la célula de interés, tal y como se ha indicado anteriormente.

Los ARNip v ARNhc de la invencidn se pueden obtener usando una serie de técnicas
conocidas para el experto en la técnica. La regidn de la secuencia de nucledtidos que
se toma como base para disefiar los ARNIp no as limitante y puede contener una regién
de la secuencia codificante (entre &l codon de iniciacidn y el coddn de terminacidn) o,
alternativamente, puede contener secuencias de ia regidn no traducida 5 o 3,
preferentements de entre 25 v 50 nucledtidos de longitud y en cuaiquier posiciéon en

sentido 3' con respecto al coddn de iniciacion.

£n una realizacion preferida de la invencion, ARNi capaces de inhibir el gen PCSKY se
seleccionan de a lista que consiste en: Inclisiran, M-005888-01 {Dharmacon), L-005989-
00 {Dharmacon) y E-005989-00 {Dharmacon).

En la presente invencidn se entiende por “cligonuciedtide antisentido” ¢ “ARN
antisentido” a la molécula de acido nucleico gue inhibe directamente la expresién del
gen al unirse a la doble hélice de ADN mediante enlaces tipo Hoogsteen, formando una
fripte hélice que impide la transcripeidn mediada por ARN polimerasa i, o al emparejarse
con los ARN sentido v forma moléculas bicatenarias que no pueden ser traducidas, por
o que son digeridas por la RNAsa H celular. En general, estos procedimientos se
refieren al rango de {écnicas generalmente empleadas en la técnica e incluyen cualquier

procedimiento que se basa en la unidn especifica a secuencias de oligonucledtidos.
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Tales sondas de oligonucledtidos son preferiblemente oligonuciedtidos modificados, gue
son resistentes a las nucleasas enddgenas, por ejemplo, exonucleasas y/o
egndonucieasas, y que son, por lo fanto, estables in vivo. Los gjemplos de moléculas de
acidos nucleicos para uso de las mismas como oligonuciedtidos antisentido son

analogos de ADN de fosforamidato, fosfotionato y metilfosfonato.

Respecto a la oblencién del oligonucledtido antisentido, son preferidas las regiones de
oligodesoxirribonucledtidos derivadas de la localizacion de partida de la fraduccidn, por
ejemplo, entre -10 y +10 del gen diana. Las aproximaciones aniisentido implican el
disefio de oligonucledtidos (bien ADN bien ARN) gue son compiementarios al ARNm
que codifica la proteina diana (proteinag PCSKS). Los oligonuciedtidos antisentido se

uniran a los transcritos de ARNm y prevendran la fraduccion.

Tanto los coligonuciedtides que son complementarios a las regiones 5 como 3 no
traducidas del ARNm funcionan de forma eficaz para inhibir la traduccion. £n el caso de
que se disefien oligonucledtidos complementarios a la regidn 5 no traducida del ARNm,
estos deberian incluir el complemento del coddn de iniciacion AUG. Los oligonuciedtidos
complementarios a las regiones codificantes del ARNm son inhibidores de la traduccidn
menos eficaces, pero fambién se podrian usar segun ia invencion. Si estan disefados
para hibridar con la regidén &', 3' o codificante del ARNm, los acidos nucleicos antisentido
deberian tener al menos seis nucledtidos de longitud vy tener preferiblemente menos de
alrededor de 100 y mas preferiblements menos de airededor de 50, 25, 17 ¢ 10
nucledtidos de longitud. La capacidad de los oligonucledtidos antisentide de inhibir la
expresidn génica puede comprobarse mediante estudios in vifro que son préactica de
rutina para el experic en ia materia. Los resultados obienidos en dichos estudios se
pueden comparar con los obtenidos usando un oligonuciedtide control que,
preferiblemente, serd aproximadamente de la misma longitud gue el oligonuciedtido a
ensayar y que difiera de la secuencia antisentido no mas de o que sea necesario para

prevenir la hibridacion inespecifica.

Los oligonucledtidos antisentido pueden ser un ADN o ARN monocatenario o bicatenario
0 mezclas quiméricas o derivados ¢ versiones modificadas de los mismos. El

oligonucledtido se puede modificar en el grupo de la base, el grupo del azdcar (un grupo
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azucar modificado seleccionado del grupo que incluye, pero no esta limitado a
arabinosa, Z-fluoroarabinosa, xilulosa, y hexosa) o el esquelelc de fosfato [cligbmeros
acido nucleico peptidico o ANP (en inglés Peptide Nucieic Acid o PNA}], por gjemplo,
para mejorar ia estabilidad de la molécula, su capacidad de hibridacidon etc. Ei
oligonucledtido puede incluir otros grupos unidos, tales como péptidos {por ejemplo,
para dirigirlos a receptores de células huésped) ¢ agentes para facilitar of transporte a
través de la membrana celular o la barrera hematoencefdlica. Para este fin, &
oligonucledtido puede estar conjugado a otra molécula, por gjemplo, un péptido, un
agente transportador, agente de escision desencadenada por hibridacion, etc. En el
contexto de la presente invencidn, también es posible que el oligonucledtido antisentido
sea un oligonucledtide alfa-anomérico. Mientras gue se pueden usar dligonuciedtidos
antisentido complementarios a la reqién codificante de la secuencia diana de ARNm,
también se pueden usar aquellos complementarios a la regidn transcrita no traducida.
En algunos casos, puede ser dificil alcanzar las concentraciones intracelulares del
oligonucledlide antisentide suficientes para suprimir la traduccién de los ARNm
endégenos. Por o tanto, a la hora de introducir en las células el oligonucledtido
antisentido, éste puede ir en una construccidn de ADN recombinante en la gue el
oligonucledtido antisentido se localiza bajo el control de un promotor fuerte. De forma
alternativa, se puede reducir la expresion del gen diana dirigiendo secuencias de
desoxirribonuciedtidos complementarias a la regidén reguladora del gen (es decir, el
promotor y/o potenciadores) para formar estructuras de triple hélice que previenen la
franscripcidn del gen en las células diana en ¢l cuerpo. En ciertas realizacionas, los

oligonucledtidos antisentido son moerfolinos antisentido.

Por otro lado, ta invencidn también contempia el uso de enzimas de ADN para inhibir [a
actividad de la proteina PCSK®. Las enzimas de ADN son capaces de inhibir la
expresion del gen que codifica la proteina PCSKY gracias a la incorporacion de la
tecnologia antisentido como la de las ribozimas. Las enzimas de ADN se diseflan de
modo gue reconozcan una secuencia diana del acido nucleico en particular, parecido a
un oligonuciedtido antisentido, pero que ademas son capaces de cortar especificamants

el acido nucieico diana, es decir, ademas tienen capacidad catalilica.

Adicionalmenie, la presente invencidn también contempla el uso de ribozimas para

inhibir la expresion del gen PCSKE. En la presente invencidn se entiende por “ribozimas”
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a las paguenas moléculas de ARN con actlividad catalitica disefadas para reconocer un
ARNm sspecifico y degradarlo gracias a su actividad endonucieclitica especifica. Ei
mecanismo de accién de ia ribozima implica hibridacidn especifica de secuencia de la
molécula de ribozima a un ARN diana complementario, seguido por un suceso de corte
endonucleolitico. La composicién de las moléculas de ribozima preferiblemente incluye
una o mas secuencias complementarias ai ARNm diana, vy |a bien conocida secuencia
responsable del corte del ARNm ¢ una secuencia funcionalmente equivalente. Las
ribozimas usadas en la presente invencion inciuyen ias ribozimas de cabeza de martilio,
las ARN endorribonucieasa (a continuacion en el presente documento "ribozimas de tipo
Cech"}. Las ribozimas pueden estar compuestas de oligonucledtidos madificados (por
ejemplo, para mejorar la estabilidad, direccionamiento, eic.) v se deberian distribuir a
células que expresan el gen diana in vivo, Un procedimiento preferido de distribucion
implicar usar una construccion de ADN gue "codifica” la ribozima bajo el control de un
promotor constitutive fuerte, de modo que las células fransfectadas produciran
cantidades suficientes de la ribozima para destruir los mensajeros diana enddgenos e
inhibir la fraduccidon. Puesto gue las ribozimas, contrariamente a otras moléculas
antisentido, son cataliticas, se requiere una concentracién intracelular menor para su

eficacia,

En el contexto de la presente invencion se entiende por "aptameros” moléculas de acido
nucleico que son capaces de unirse a otra molécula de particular interés con gran
afinidad y especificad. En &l contexio de la presente invencidn, esta molécula diana de
particular inferés seria PCSKS. Un aptamero se obtiene tipicamente por seleccion in
vitro de la unién a una molécula diana. Sin embargo, la seleccidn in vivo también es
posible. Tiene tipicamente enire 10 y 300 nuciedtidos de longitud. Mas comunmente, un

aptameroc debe estar entre 30 v 100 nucledtidos de longitud.

En una realizacidn preferida, también es posible ulilizar tecnologias ZFNs, TALENs v
CRISPRs como métodos para la edicion gendmica, preferiblemente para la inhibicion
del gen PCSKY De este modo, un agente capaz de alterar de forma inducida la
expresion o actividad de PCSKE pusde comprender: una nucleasa capaz de modificar
el gen PCSKI endbgenc, tal como para regular por disminucion o abolir la expresidn de
PCSKS, 0 una proteina represora heterdloga capaz de reprimir ia franscripcidn del gen

PCSKS endogeno, tal como la proteina represora heterdloga. El agente puede
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comprender mas de una nucleasa. En determinadas realizaciones, &l agente comprende
mas de una proteina TALE o dedo de zinc, porio gue una TALE o dedo de zinc establece
como diana a PCSK9. En ofras realizaciones, el agente comprende mas de dos
nucleasas, capaces de establecer como diana muliiples genes. En determinadas
realizaciones, se utiliza un sistema CRISPR-Cas v se utilizan multiples ARN guia para

dirigir la enzima CRISPR a multiples dianas génicas.

A efectos de la presente invencion, los "CRISPRI", analogos a los ARNI, tienen la
capacidad de suprimir ia transcripcion génica, en un modo reversibie al ser especificos,
pero sin hacer cortes.

Asi, en una realizacion particular, el agente inhibidor de la expresion del gen PCSKY es
un ARNi seleccionado de la lista que consiste en: moléculas de ARNIp, ARNbe, ARNmc,
MIARN, ARNhe, o cualguier combinacion de las mismas, un oligonucledtido antisentido,
una enzima de ADN, una ribozima, un aptamero o un CRISPRI. En una realizacion mas
preferida, ARNi capaces de inhibir el gen PCSKY se seleccionan de 1a lista que consiste
en: Inclisiran, M-005889-01 (Dharmacon), L-005889-00 {Dharmacon) v E-005889-00

{Dharmacon).

Adicionalmente, la inhibicion total o parcial de la aclividad de la proteina codificada por
dicho gen PCSKS, es decir, la proteina PCSKS, puede llevarse a cabe mediante sl
empleo de agentes que se unen de forma especifica a, y bloguean, la proteina PCSKA.
En humanos, la proteina PCSKS comprende la secuencia SEQ 1D NO: 3 (NCBI, numero
de acceso NP_777586.2). La proteina PCSKY tiene un papel muy importante en la

reguiacion del metabolismo del colesterol.

Dentro del contexto de la presente invencién, también se incluyen variantes
funcionaimente equivalentes de la proteina PCSKS. Se entiende por “variante
funcionalmente equivalente de la proteina PCSKY a aquella proteina que (i) comprende
una secuencia en la que uno ¢ mas aminoacidos estan sustituidos por un residuo de
amincacidos conservadc © no  conservade  (preferentemente un  aminoécido
conservado), ¢ (i) comprende una secuencia que comprende una insercién ¢ una
delecion de uno o mas amincacidos, y que fiene la misma funcion que la proteina

PCSKSE, es decir, regular el metabolismo del colesierol.
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PCSKY es una serin-proteasa que juega un papel muy importante durante el
metabolismo de LDL (lipoproteinas de baja densidad, del inglés “low density
lipoproteing”), inhibiendo el reciclaje del receptor de LDL. Fisioldgicamente las particulas
de LDL circulantes se unen a los receptores de LDL {(LDLR) gue se encuentran en la
superficie celular. Una vez formado el complejo LDL-LDLR, se produce la internalizacion
del mismo. En e inferior celular la particula de LDL se disocia del receptor vy es sliminada
por los lisosomas permitiendo el reciclaje del receptor que vuslve a la superficie celular.
La unidn de PCSKS al receptor LDLR evita el reciclaje del mismo. El compiejo PCSKS-
LDLR es conducido a los lisosomas para su degradacién. Se produce una reduccion de
la expresion del receptor en la superficie celular y esto se fraduce en una capacidad

disminuida de eliminar ias particuias de LDL circulantes.

Por lo tanto, en ofra realizacion particular, ia proteina PCSKS comprende una secuencia
de aminoacidos que presenta, al menos, un 70, 75, 80, 85, 80, 91, 92, 93, 84, 95, 96,
97, 98, 0 99% de identidad con la secuencia SEQ 1D NO: 3. En otra realizacién particular,
la proteina PCSKE comprende una secuencia de aminoacidos que tiene, un 100% de
identidad con la secuencia SEQ D NO: 3.

Ejemplos de agentes inhibidores de la proteina PCSKY incluyen, sin limitarse a, una
molécula que reconoce de forma especifica y se une a la proteina PCSKY, 0 a un
fragmento de dicha proteina, ¢ una variante funcionalmente equivalente de dicha
proteina tal como s2 ha definido previamente, y bloguea su accion enzimatica sobre el
receptor de LDL-R. Asi, en una realizacidn particular, e agente inhibidor es una
molécula que recenoce de forma especifica la proteina PCSKS. En otra realizacion
todavia mas particular, la molécula que reconoce de forma especifica la proteina
codificada por el gen PCSKS es un anticuerpo que se une especificamente a PCSKE,

preferiblemente, un anticuerpo monocional que se une especificamente a PCSKS.

En la presente invencidn se entiende por “anticuerpos especificos de la proteina PCSKY’
a aquelios anticuerpos o péptidos con capacidad de unidn gue reconocen de forma
especifica la proteina PUSKY, uniéndose a ella e impidiendo que realice una o mas de
sus funciones. En el contexto de la presente invencion, el anticuerpo impide que ia

proteina PCSK9 pueda promover |a proliferacion celular y metastasis.
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Se entiende por “anticuerpo” a una glicoproteina del lipo gamma globulina que forma
parte del sistema inmunitario humoral que se une de forma especifica a un antigeno. ki
t&rmine anticuerpo tal como agui se utiliza incluye sueros policionales, sobrenadantes
de hibridomas 0 anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos, Fv, Fab, Fab'y
F{ab2, scFv, diacuerpos, triacuerpos, ietracuerpos v anticuerpos humanizados. Los
anticuerpos pueden ser preparados empleando cualquiera de los procedimientos que
son conacidos por el experto en la materia. Las téenicas para preparar y utilizar diversos
constructos v fragmentos basados en anticuerpos se conccen bien en ol estado de la
técnica. Los medios para preparar y caracterizar anficuerpos también son conocidos en
el estado de la téenica. Una vez identificados los anticuerpos con capacidad de unidn a
la proteina PCSKE, se seleccionaran aquellos capaces de inhibir i3 actividad de esta
proteina usando un ensayo de identificacidn de ensayos inhibidores. En una realizacidn
particular, el anticuerpo con capacidad de inhibir ia proteina PCSKS es un anticuerpo
monoclonal. Mas preferiblements, el anticuerps monoclonal se selecciona de la lista que
consiste en. Evolocumab (Amgen, UBA), Alirccumab (Sanofi, USA), Bococizumab
(Pfizer, USA), 1D05-1gG2 (Merck, USA), RG-7652 (Genentech, USA) y LY3015014 (Eli
Lilly, USA).

Ensayos para identificar si un compuesto dado es un inhibidor de la proteina PCSKS
incluyen, sin  limitar &  inmunoprecipitacidn, radicinmunocensayo, ensayc de
fransferencia mediante Weslern, ensayo inmunofiuorescente, inmunoensayo
enzimatico, ensayoc quimicluminiscente, ensayo inmunohistoquimico, y ensayo
inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA). Ademas, los inmunoensayos anteriores se
pueden ulilizar combinados, tales como inmunoprecipitacion seguido de fransferencia
mediante Western. Dichos ensayos pueden ser inmunoensayos directos, indirectos,

competitivos, ¢ no competitivos tal como se describen por la téenica.

En la presentie invencidn se entiende por "cancer” una amplia gama de condiciones
causadas por una proliferacion excesiva de células malignas (fambién conocidas como
cancerigenas ¢ canceresas), con rasgos tipicos de comportamiente y crecimiento
descontrolado (crecimients y division mas alia de los limites normales, invasion del tejido
circundante y, a veces, metastasis). Comprende cualquier enfermedad de un drgano o
tejido en un mamifero, preferiblemente el hombre, caracierizado por una multiplicacion

pobremente controlada, o descontrolada, de células normalas 0 anormales en dicho
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tejido, y su efecto en la totalidad del cuerpo. El término cancer, dentro de esta definicidn,
incluye las neoplasias benignas, dispiasias, hiperplasias, asi como naoplasias gue
muestran metasiasis, o cualguier ofra transformacidn como por ejemplo, leucoplasias
que a menudo preceden al brote del cancer. Las células vy los tejidos son cancerosos
cuando crecen y se replican mas rapidamente de o normal, desplazandose o
dispersandose en el tejido sanc circundante ¢ cualquier ofro tejido del cuerpo, lo que se
conoce como metastasis, asume formas y tamanos anormales, muesira cambios en su
ratio nucleocitoplasmatico, policromasia nuclear, y finalmente cesa. Células y tejidos
cancerosos pueden afectar al cuerpo como un fodo causando sindromes
paransoplasicos, o si el cancer ocurre en un drganc ¢ tejido vital, siendo interrumpida o
dafiada su funcidn normal, con posibles resultados fatales. El resuliade final de Ia
evolucion de un cancer que involucra un érgano vital, ya sea primario o metastatico, es
la muerte del mamifero afectado. El cancer tiende a extenderse, v su grado de exiensidn

se relaciona normalmente con cambios en la supervivencia a la enfermedad.

Generalmente se dice que e cancer se encuentra en uno de tres estados de
crecimientio: temprano o localizado, cuando el fumor aun se encuentra confinado an el
tejido de origen, © en su localizacidn primaria; extension directa, cuando las células
cancerigenas del tumor han invadido el {ejide adyacenie o s& ha sxtendido Unicamenie
a los nddulos linfaticos regionales; o metastasis, cuando las células cancerosas han
migradoe a partes distantes del cuerpo desde la localizacidn primaria, por medio del

sistema circulatorio 0 infatico, y se ha establecido en localizaciones secundarias.

Se dice que un cancer 5 maligno por su tendencia a causar la muerte si no es tratade.
Los tumores benignos, usualmente no causan la muerte, aungue pueden hacerlo si
interfieren con la funcion normal del cuerpo por sus caracteristicas ¢ localizacion,
tamane ¢ efecios paraneoplasicos. Aqui los tumores malignos caen denire de la
definicidon de cancer dentro del ambito de esta definicidn también. En general, las células
cancerosas se dividen a una tasa mayor gue las células normales, pero la distincion
entre el crecimiento de los tejidos cancerosos y normales no es tanto que la division
celular sea mucho mas rapido, como la pérdida parcial o completa de detener su
crecimiento y de diferenciarse en un tejido Gtil vy limitado, del tipo gue caracteriza el
equilibrio funcional de crecimiento del tejido normal. En una realizacion preferida de este

aspecto de la invencidn, céncer se selecciona de ia lista que consiste en: Este término
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incluye, sinlimitacion, cancer de pulmon, mama, corazén, intestine delgado, colon, bazo,
rifcn, vejiga, cabeza, cuelio, ovario, préstata, cerebro, pancreas, piel, hueso, medula
Gsea, sangre, timo, ulerc, testiculos, hepatobiliar & higado; asi como tumores tales
como, sin limitacién, adenoma, angicsarcoma, asirocifoma, carcinoma epitelial,
germinoma, glioblastoma, glioma, hemangicendotelioma, hemangiosarcoma,
hematoma, hepaioblastoma, leucemia, linfoma, meduloblastoma, melanoma,
neuroblastoma, cancer hepaliobiliar, osteosarcoma, retincblastoma, rabdomicsarcoma,
sarcoma v teratoma. Asimismo, este términe incluye melanoma acrolentiginoso,
adenccarcinoma actinico queratosis, carcinoma adenoide quistico, adenomas,
adencsarcoma, carcinoma adenocescamoso, tumores asirociticos, carcinoma de la
glandula de Bartholin, carcinoma de células basales, carcinoma de glandulas
bronquiales, carcinoide capilar, carcinoma, carcinesarcoma, colangiccarcinoma,
cistadenoma, tumor endodérmico del seno, hiperplasia endometrial, sarcoma
endometrial estromal, adenoccarcinoma endometrioide, sarcoma ependimal, sarcoma de
Swing, hiperplasia nodular focal, tumores de ceélulas germinales, glioblastoma,
glucagonoma, hemangioblasioma, hemangicendotsglioma, hemangioma, adenoma
hepatico, adenomatosis hepatica, carcinoma hepatocelular, cancer hepatobiliar,
insulinoma, neoplasia intraepitelial, neoplasia interepitelial de células escamosas,
carcinoma invasive de células escamosas, carcinoma de células grandes,
leiomicsarcoma, melanoma, melanoma  maligno, tumor mesclelial  maligno,
meduloblastoma, meduloepitelioma, carcinoma mucoepidermoide, neuroblastoma,
adenocarcinoma neurcepitelial, melanoma nodular, osteosarcoma, adenccarcinoma
papilar serosc, tumores de la hipdfisis, plasmacitoma, pseudosarcoma, blastoma
pulmonar, carcinoma de células renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma,
carcinoma seroso, carcinoma microcitico, carcinoma de tejido blando, tumor que secreta
somatostating, carcinoma escamoso, carcinoma de células escamosas, carcinoma
indiferenciado, melanoma uveal, carcinoma verrugoso, vipoma, umor de Wiim, cancer
intracerebral, cancer de cabeza y cuello, cancer rectal, astrocitoma, glicblastoma,
cancer microcitico y cancer no microcitico, melanoma metastasico, cancer de prostata
metastasico independiente de androgenocs, cancer de préstata metastasico dependiente
de androgencs y cancer de mama. En una realizacion particular de la presente
invencion, el cancer es un cancer de pulmon, mama, colon o renal. En otra realizacion
mas preferida adn, el cancer de pulmdn es un cancer de pulmon primario o un cancer

de pulmdn metastatico.
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Tal como se uliliza en el presente documento, e {érminc “sujete”, “individuo” o
“‘paciente”, utilizados indistintamente a lo largo del presente documentio, se refiere a un
mamiferc, e incluye, pero no estd restringido a, animales domésticos vy de granja,
primates y humanos, por gjemplo, seres humanos, primaies no humanos, vacas,
caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos, o roedores. Preferiblemente, el sujeto

es un humano hombre o muier de cualquier edad o raza.

A efectos de la prese te invencidn, se entiende que un sujeto estd sometido a ventilacion
mecanica, cuando precisa de anestesia general durante cualquier procedimiento de

cirugia, asi como en casos de insuficiencia respiratoria.

Los pacientes con cancer de pulmdn se ven sometidos a ventilacidn mecanica durante
la anestesia general requerida para la cirugia de su umor. Las comorbilidades (i.e. la
existencia de dos o mas enfermedades en un mismo individuo, generalmente
relacionadas) que presentan estos pacientes hacen que también pueden precisar
ventilacion mecanica al ser intervenidos por cualguier otra patologia, © en casos de
insuficiencia respiratoria. No se conoce cudl es el impacio del estrés mecanico
provocado por dicha ventilacion mecanica en la evolucion de los tumores, en particular,

en la evolucion de los tumores pulmonares

£l término “lratamiento”, tal como se utiliza en la presente invencidn, hace referencia a
combatir los efectos causados como consecuencia de la enfermedad o condicion
patoidgica de interés en un sujeto (preferiblemente un mamifero, vy mas preferiblemente
un humano) incluyendo:
{H inhibir la enfermedad o condicidn patoldgica, es decir detener el desarroiio
de la misma;
(i) aliviar la enfermedad o condicion patoldgica, es decir causar la regresion de
la enfermedad o condicidn patoidgica o su sintomatologia;

(it estabilizar la enfermedad o condicion patoldgica.

El término "prevencién”, tal como se utiliza en la presente invencion, consisie en evitar
la aparicion de la enfermedad, es decir, evitar la enfermedad ¢ condicidn patoldgica en
un sujeto (preferiblemente un mamiferc y, mas preferiblemente, un humang), en

particular, cuando dicho sujeto tiene una predisposicidn a la condicion patoldgica pero
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no se ha diagnosticado aun.

En ofra realizacion particular, el agente inhibidor de la expresion de PCSKS para su uso
segun se describe en el presente documento, estd comprendido dentro de una
composicion farmacéutica. En ofra realizacidn mas particular aun, el inhibidor de la
expresion de PCSKS se encuentra en una cantidad ierapeuticamente efectiva, y
opcionalmente dicha composicion farmacéutica comprende ademas, un vehiculo,

adyuvante y/o excipiente farmacéuticamente acepiable.

En el sentideo utilizado en la descripcidn, la expresidn “cantidad terapeuticamente
efectiva’ hace referencia a ia cantidad de inhibidor de la expresion y/o actividad de
PCSK9 de acuerdo con la presente invencion, calculada para producir ef efecto
requerido y, en general, serd determinada, enire otros factores, por las propiedades
inherentes de los compuastos vy de los sujetos a tratar, incluyendo edad, condicion del

paciente, gravedad de la alteracion o trastomno, y la via y frecuencia de adminisiracion.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados
en dichas composiciones son los adyuvanies y vehiculos conocidos por los expertos en
ia técnica v ulilizados comunments en ia produccion de composiciones terapéuticas. ki
término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” es una sustancia ulilizada en la
composicion para diluir cualquiera de los componentes comprendidos en la misma hasta
un determinado volumen © peso. El vehiculo farmacéuticamente aceptable es una
sustancia inerte ¢ de accidn idéntica a cualquiera de ios elementos comprendidos en ia
composicidon de la presenie invencidn. La funcidn del vehiculo es facilitar la
incorporacion de otros elementos, permitir una mejor dosificacidon y administracién o
proporcionar a la composicidn consistencia y forma. Adicionalmente, la composicidn
farmacéutica de la invencidn puede comprender uno o mas adyuvantes y/o excipientes.
El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcion de los
elementos de la composicion de la invencion, estabiliza dichos elementos, activa o
ayuda a la preparacion de la composicidn en el sentido de proporcionarie consistencia
o proveerla de sabores que la hagan mas agradable. Por tanto, los excipientes podrian
tener la funcidn de mantener los ingredientes enlazados entre si, tal como por siemplo
an el caso de almidones, azdcares o celulosas, g funcidn de endulzar, la funcion de dar

color, la funcidn de proteger la compaosicion, tal como por ejemplo, aislarla del aire y/o
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la humedad, la funcidon de rellenar un comprimido, cépsula o cualquier otra forma de
preseniacion, una funcion disgreganie para facilitar ia disclucion de ios componentes v
su absorcion en el intestine, sin excluir otros tipos de excipientes no mencionados en

este parrafo.

Ejemplos de vehiculos farmacéuticaments aceptables son conocidos en el estado de la
técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales
como emulsiones aceile/agua, diferentes lipos de agentes humectantes, soluciones
estériles, etc. Las composiciones que comprenden dichos vehiculos se pueden formular
por procedimientos convencionales conocidos en el estado de la téenica. Tal comao se
usa en la presente memoria descriptiva, ios términos “farmacéuticamente aceptable”
“fisiologicamente tolerable” v variaciones gramaticales de los mismos, en o que se
refiere a composiciones, sopories, diluyenties y reactivos, se usan indistintamenie e
indican que los materiales son susceptibles de ser administrados a un sujefo sin la

produccion de efectos fisiologicos indeseables.

En una realizacion particular, dicha composicion farmacéutica se prepara en forma
shlida 0 en suspension acuocsa, en un diluyente farmacéuticamente acepiable. La
composicion provista por la presente invencidn puede ser administrada a través de
cualguier via de administracion apropiada, por lo que dicha composicion serad formulada
en la forma farmacéutica adecuada para la via de administracion seleccionada. En una
realizacion en particular, la administracion de la composicidn provista por la invencidn
se realiza por via parenteral, oral, intraperitoneal, subcutdnea, intracraneal, etc. Una
revision de las diferentes formas farmacéuticas de administracion de farmacos y los
excipientes requeridos para obtenerlos puede encontrarse, por ejemplo, en el “Tratado
de Farmacia Galénica”, C. Faulii Trillo, 1993, Luzan 8, S.A. Ediciones, Madrid.

En otra realizacion preferida, la composicién farmacéutica para su uso s$egun se
describe aqui puede comprender ademas otros farmacos o agenies, preferiblemente
guimioterapéuticos, utilizados en &l tratamiento de cancer, mas concretamente en el
fratamiento de cancer de pulmaon, con vistas a actuar de manera complementaria o como
refuerzo. En ofra realizacidon mas particular aun, los agentes gquimioterapicos se
seleccionan de la lista que consisie en: cisplatino, carboplatino, docetaxel, gemcitabing,

paclitaxel, vinorelbing, etopotsido, vinblastina, pemeirexed e irinctecan.
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En ofro aspecto, la presente invencion se refiere a un metodo in vitro para disefar una
terapia personalizada a un sujeto que padece cancer y que esta, o va a estar sometido
a ventilacion mecanica, gue comprende
a) cuantificar el nivel de expresion y/o actividad de PCSKS en una muesira biologica
aislada del sujeto, v
b} comparar el nivel de expresién y/o actividad obtenido en la etapa (&) con &l valor
de expresion y/o actividad de PCSKS en una muestra control,
en donde si ef valor de expresion y/o actividad obtenido en la etapa (a) es mayor que &l
valor de expresion y/o actividad de la muestra control, entonces la terapia comprende la
administracion al sujeto de un agente inhibidor de PCSKS, segun se ha descrilo a lo

largo del presente documento.

A efectos de la presente invencion, el térming "muestra bicldgica aislada” incluye, pero
sin limitarmnos a, células, tejidos y/o fluidos bioldgicos de un organismo, Como sangre,
suero, orina, saliva, fluido cersbroespinal, 0 a una muestra sdlida o semisdlida, como
tejidos, heces, y similar, o alternativamente, un tejido sdlido tales como aquelios usados
habitualmente en diagndstico histoldgico, obtenidos mediante cualquier método
conocido por un experio en la materia. En una realizacidon mas preferida, la muesira

bioldgica aislada es una muesira de tejido tumoral.

"Muestra de tejido tumoral” se refiere a una muestra de tejido procedente del tumor, va
sea del tumor primario o del tumor metasiasico, en particular de cancer de mama, de
cancer de colon, de cancer de pulmon, de cancer de rifidn o de cancer de tircides, mas
en particular de cancer de pulmdn primario o cancer de pulmdn metastasico. Dicha
muestra se puede obtensr mediante métodos convencionales, por ejemplo, biopsia,
utilizando métodos bien conocidos para los expertos en las técnicas médicas
relacionadas. Los métodos para obtener una muestra de la biopsia incluyen particidn en
trozos grandes de un fumor, o microdiseccidon u otros métodos de separacién de células
conocidos en la téenica. Las células tumorales se pueden obtener de forma adicional
mediante citologia por aspiracién con una aguja fina. Para simplificar la conservacién y
el manejo de las muestras, estas se pueden filar en formalina v embeber en parafina o
congelar primero y después embeber en un medio criosolidificable, tal como compuesto

OCT, mediante inmersién en un medio altamente criogeénico que permite la congelacion
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rapida. La muestra de acuerde a la presente invencidn también comprende cualguier
biofluido corporal que contiene tgjido procedente del tumor, RNA procedente del tumor,
DNA procedente del tumor ¢ proteina procedente del tumor incluyendo, sin quedar
limitado a, plasma ¢ suero, tal como plasma ¢ suero con presencia de exosomas o de

DNA de origen tumoral.

La determinacion de los niveles de expresion y/o actividad de PCSKY necesita ser
correlacionada con valores de una muestra confrol ¢ muesira de referencia.
Dependiendo del tipo de tumor que esta siendo objeto de analisis, ia naturaleza exacta
de la musstra control puede variar. Asi, en el case de que se trate de disefiar una terapia
personalizada, entonces la muestra de referencia es una muestra biclgica de un sujeto
con cancer de pulmdn que va a ser sometido, o va ha sido sometido a ventilacidn
mecanica, o que corresponden al valor mediana de los niveles de expresion y/o actividad
de PCSKS medidos en una coleccion de tejidos tumorales en muesiras de biopsias, o
muesiras de fluidos bioldgicos tales como sangre o plasma, de sujelos con cancer de

pulmén gue no han sido sometidos a ventilacion mecanica.

La coleccién de muestras de las que deriva el nivel de referencia estara preferiblemente
constituida por sujetos que padecen el mismo tipo de cancer que el pacients objeto de

estudio.

Asi, la expresidn “muestra control” se refiere a una muestra bicldgica aislada, segun se
ha definido previamente, procedentie de un sujeto sano ¢ de un sujelo que padece
cancer, preferiblemente cancer de pulman, pero con la caracteristica particular de gue

no ha sido, ¢ no va a ser sometido, a ventilacion mecanica.

La expresidn "valor de referencia” se refiere a un valor de laboratorio utilizade como
referencia para los valores/dates obtenidos mediante a partir de muestras oblenidas de
los pacientes. El valor de referencia o nivel de referencia puede ser un valor absoluto,
un valor relative, un valor gue tiene un limite superior y/o inferior, una serie de valores,
un valor promedio, una mediana, un valor medio, o un valor expresadoe por referencia a
un vaior de control o de referencia. Un valor de referencia puede estar basado en el
valor obtenido a partir de una muestra individual, como por ejemplo, un valor obtenido

de una muesira del paciente objeto de estudio pero obtenido en un punio anterior en el
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tiempo. El valor de referencia puede estar basado en un elevado numero de muestras,
tales como los valores obtenidos en una poblacion de Ios sujelos del grupo de edad
cronoldgica coincidente con la del paciente objeto de estudio o basado en un conjunto

de muestras de inclusién o exclusion de la muestra a analizar.

£n otra realizacion particular, e metodo in vifro de la invencidn se caracteriza por que
la cuantificacion del nivel de expresion del gen PCSKY se lieva a cabo mediante la
cuantificacion del ADNc, ARNm o de la proteina codificada por el gen PCSK9 ¢ de un
fragmento de dicha proteina. Mas preferiblemente, 1a cuantificacion del ADNc o del
ARNmM, se lleva cabo mediante cualquier técnica para la cuantificacion de dichos
compuestos, que sea conocida por el experto en la materia. Mas preferiblements, dicha
cuantificacion se lleva a cabo mediante cualquiera de las técnicas seleccionadas de la
lista que consiste en: una reaccidn en cadena de la polimerasa, un array de ADN ¢ ARN,

o una hibridacion.

En otra realizacién particular, el método in vitro de la invencidn se caracteriza por que
la cuantificacion de la proteina PCSKS se lleva a cabo mediante cualquier técnica Gtil
para la cuantificacidn proteica conocida por el experto en la materia. Mas
preferiblemente, la cuantificacion proteica se lleva a cabo mediante cualquiera de las
técnicas seleccionadas de la lista que consiste en: Western Blot, técnicas

inmunohistoquimicas, ELISA o un array de proteinas.

En la presente invencion se entiende que “nivel de expresidn incrementado” o “nivel de
exprasion mayor” es &l nivel de expresion cuando se refiere a niveles del gen y/o
proteina PCSKS mayores a los que aparecen en una muestra de referencia o muestra
conirol. En particular, se puede considerar que una muesira presentia niveles alios de
expresion y/o actividad de PCSKS cuando os niveles de expresion y/o actividad en la
muestra de referencia son de al menos 1,1 veces, 1,5 veces, 5 veces, 10 veces, 20
veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 80 veces, 70 veces, 80 veces, 80 veces, 100 veces

o incluso mas con respecio a la mussira aislada del paciente.

En otra realizacién particular, el método in vitro de la invencidn se caracteriza por que

el inhibidor de PCSKY esta comprendido dentro de una composicion farmacéutica.
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Los términos y expresicnes “sujeto”, “muestra aislada metastasis”, “agente

inhibidor”, “determinacitn de los niveles de expresion”, “gen PCSKY, “proteina PCSKY”,
‘niveles de expresion incrementados’, “composicion farmaceutica” v "muestra control”
han sido descritos en defalle anteriormente y son igualmente aplicables de aqui en
adelante al presante aspecio de la invencidn, asi como al resto de aspectos que se

describan a continuacion.

Otro aspecto de la presente intencidn se refiere al uso de PCSKS comoe una diana
farmacoldgica para el cribado, ensayo y/o validacidon de agentes, preferiblemente
agentes inhibidores de PCSKS Utiles en {a prevencién y/o tratamiento de metastasis en
un sujelo que padece cancer y esta somelido, © va a estar sometido, a ventilacidn

mecanica.

El término “diana farmacoldgica”, tal como se utiliza en la presente invencion, hace
referencia al gen PCSKS v/o a ia proteina codificada por el mismo, que sea de utilidad
para estudiar el efecto bioquimico de moléculas capaces de unirse al mismo. Estas
moléculas pueden ser, sin limitacion, compuesios, moduladores, o agentes que se
seleccionan mediante meétodos de cribado, en donde se analiza la inhibicidén de ia

expresion y/o ia actividad del gen PCSKS y/o la proteina codificada por el mismo.

Otro aspecto de a invencion hace referencia a un método in vitro para el cribado v Ia
identificacion de agentes inhibidores de PCSKS, en donde el método comprende:
a) poner en contacto un agente con el gen PCSKY y/o fa proteina codificada por &l
mismo,
by analizar la interaccidon entre el agente y el gen PCSKY y/o la proteina codificada
por el mismao, v
¢} seleccionar &l agente del paso (a) capaz de inhibir la expresitn y/o aclividad del

gen PCSKY y/o la proteina cedificada por el mismo.

Otro aspecto de la invencion hace referencia a un método in vitro para el cribado v 1a
identificacion de agentes Uliles en ia prevencian y/o el tratamiento de metastasis en un
sujeto que padece cancer y esta sometido, o va a ser sometido, a ventilacion mecanica,

en donde el méiodo comprende:
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a) poner en contacto un compuesic, agente con el gen PCSKY y/o la proteina
codificada por el mismo,

By analizar la interaccidn entre el agente y el gen PCSKE y/o la proteina codificada
por el mismo, vy

¢} seleccionar el agente del paso (&) que tenga la capacidad de inhibir la expresién

y/o actividad del gen PCS5K9 y/o la proteina codificada por el mismo.

En general, los métodos de cribado mencionados anieriormente, ademas de las
moléculas de farmacos potenciales (p. ej., agentes, moduladores, antagonistas,
agonistas) identificadas a partir de los mismos tienen aplicabilidad en relacidn a la
prevencion y/o iratamienic de metastasis en un sujeto que padece cancer y esia

sometido, © va a ser sometido, a ventilacién mecanica.

En otra realizacion, 1a presente invencidn proporciona agentes inhibidores de PCSKY,
de acuerdc con la presente invencidn, obtenibles mediante el método de cribado

divilgado en o presente documento.

En ofro aspacto, la presente invencion hace referencia a un método de prevencidn y/o
tratamiento de metastasis en un sujeto que padece cancer y estad sometido, o va a ser
sometido, a ventilacion mecanica, que comprende administrar en una cantidad
terapéutica o profilacticamente efectiva un agente inhibidor de PCSKS, o de la
composicion farmacéutica qgue lo comprende, segun se describen en el presante

documents, a un sujeto en necesidad de dicho iratamiento.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un kit o dispositive, de aqui en
adelante kit o dispositivo de la invencidn, que comprende los elementos necesarios para
analizar ios niveles de expresidn y/o actividad de PCSKY, para la prevencién y/o
tratarmiento de metastasis en un sujeto gue padece cancer y esta sometido, o va a estar
sometido, a ventilacidén mecanica o para disefiar una terapia personalizada 3 un sujeto

que padece cancer y que esta sometido, o va a estar sometido, a ventilacion mecanica.

FPor "Kit" tal v como se usa en la presente invencion, se refiere a un producto que
contiene los distintos reactivos necesarios para llevar a cabo los métodos de la invencién

empaquetados para permitir su transporte v almacenamiento. El kit ademas puede
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incluir, sin ningun tipo de limitacion, tampones, agentes para pravenir la contaminacion,
inhibidores de la degradacidon de las proteinas, etc. Materiales adecuados para ef
empaquetadoe de los componentes del kit incluyen cristal, plastico (polistilenc,
polipropileno, policarbonato v similares), botelias, viales, papel, sobres v similares.
Adicionalments, los kits de la invencidn pusden contener instrucciones para & uso
simulténeo, secuencial ¢ separado de los distintos componentes que se encuentran en
el kit. Dichas instrucciones pueden enconirarse en forma de material impreso o enforma
de un soporte electrénico capaz de almacenar instrucciones de forma que puedan ser
leidas por un sujeto, tales como medios de almacenamienio electronicos (discos
magnéticos, cintas y similares), medios épticos (CD-ROM, DVD) vy similares. Adicional
o allernativamente, los medios pueden contener direcciones de Inlernet que

proporcionen dichas instruccionses.

Preferiblemente, el kit ¢ dispositivo de la invencion comprende un agente inhibidor de

PCSKS, segun se ha descrito previamente en el presente documento.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso in vitro del kit descrito
anteriormente para 13 prevencion y/o ratamiento de metastasis en un sujeto que padece
cancer y esta sometido, ¢ va a estar sometido, a ventilacidn mecanica, o para disefiar
una terapia personalizada a un suieto que padece cancer y que esta sometido, o va a

gstar somsatido, a ventilacidn mecanica.

Aleolargo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ¢ pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracieristicas de la invencidon se
desprenderan en parte de la descripcidn y en parte de la practica de la invencidn. Los
siguientes ejemplos v figuras se proporcionan a modo de ilustracidn, y no se pretende

gue sean limitativos de [a presente invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Figura 1 es una grafica que muestra la invasividad de células tumorales de las lineas

B16F10luc {A) v AB48 (B), expresada como area cubierta por células tras la migracion

a través de matrigel, en funcion de que las células hayan sido somestidas previamente a
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estiramiento duranie 24 horas o no, y que havan sido cultivadas en un medio
condicionado (procedente del cullivo de células sometidas a estiramiento) o medio

corvencional.

La Figura 2 es una grafica que muestra la proporcidn de animales con fumores
pulmonares gue mostraron metastasis en diferentes organos 15 dias después de Ia
aplicacion de ventilacion mecanica (VM), comparado con aquelics animales que se

rrartuvieron en ventilacién espontanea (Esp).

La Figura 3 muesira un panel (A) donde se observan las rutas moleculares
sobrerepresentadas en un experimento de secuenciacion de RNA, comparando células
B1oF10luc cultivadas en condiciones de estiramiento y células cultivadas en
condiciones estaticas. El tamafio de los circulos es proporcional al numero de genes en
cada ruta molecular con diferencias significativas entre ambos grupos. (B} La grafica
muesira la cuantificacion de la expresion de PCSKI mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en células cullivadas en condiciones de estiramiento y células cultivadas en

condiciones estaticas.

La Figura 4 es una grafica que muestra la invasividad de células tumorales de las lineas
B16F10luc (A) y AD49 (B), expresada como area cubierta por células tras la migracién
a través de matrigel, en funcion de gue las células hayan sido sometidas previamenie a
gstiramiento durante 24 horas © no, v que hayan sido fratadas con el anticuerpo
monoclonal Alirocumab. Las barras de color gris claro representan las células control
tratadas con una 1gG v las barras de color gris oscure representan las células tratadas

con Alirocumab.

EJEMPLOS

A continuacidn se llustrarda la invencidn mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que ponen de manifiesto la utilidad de la materia reivindicada.

| - MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares.
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Para el desarrollo de los experimentos in vilro se utilizé 1a linea celular B18F10lucZ,
(linea de melanoma de Mus musculfus con una insercidn estable del gen de luciferasa
bajo el promotor de Ubiquitina C humano) y la linea A549 (adenocarcinoma de pulmdn
humano). Los cultivos se realizaron en medio DMEM suplementado con un 10% de
suero bobino fetal (FBS). Tanto el cultivo de las células como los experimentos de esirés

mecanico y los ensayos de invasion se realizaron en incubador a 37°C y 5% CO2.

Cultivo celular en condiciones de estrés mecanico.

Los estudios de estrés mecanico sobre las lineas anteriormenie citadas se realizaron en
placas de & pocillos de Flexceli®, sembrando una densidad de 5x10° células/pociiio.
Tras 24 horas de incubacidn las placas se aleatorizaron a condiciones estaticas, o bien
condiciones de estiramiento equibiaxial ulilizando un equipo de deformacion celular
ajustando la presidn para producir una deformacidon de un 15%. La frecuencia de
gstiramiento utilizada fue 15 ciclos/minuto con un ratio 1.1 astrés:relajacion durante 24

horas.

Ensayo de migracién celular a través de matrigel.

Una vez finalizadas las 24 horas de estiramiento o el correspondiente tiempo en
condiciones estdlicas, las céluias fueron despegadas de ias placas de flexcell utilizando
EDTA 1 mM. Se sembraron 5x10% células en cada franswelfl de matrigel en un volumen
de 500ul de medio sin FBS. En la camara inferior se pusieron 750ul de medio con 10%
FBS como quimicatrayente. Tras 24 horas se aspiré el medio de todos los pocilios, se
fific con cristal vicleta (0,1% cristal vicieta en 100% metanol), dejando fijar hasta 30
minutos a temperatura ambiente. Tras el lavado se retird el matrige! del franswell y se
realizaron 5 fotos de su cara inferior y se cuantificd el area tefiida utilizando el programa
image J (NiH, USA).

Modelo animal.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las guias esiablecidas por el
comité ético de la Universidad de Oviedo. Los animales se mantuvieron en condiciones
libres de patégenos, con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y acceso ad fibitum tanto a

comida como a agua.

Para la generacidén de metastasis se utllizd la linea celular B18F 10luc2. Esta linea lleva
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integrada en su genoma &l gen de la luciferasa, lo que permitio realizar un seguimiento
de la evolucion del tumor mediante bicluminiscencia, inyectando luciferina a ins ralones
por via intraperitoneal. Para la induccién de metastasis pulmonares se inveciaron 15.000
células a través de la vena yugular a ratones C5H7BL/S, lo que resultd en fumores
macroscopicos a las dos semanas. Esios procedimientos se realizaron en animales
anestesiados (ketamina y xilacing), siguiendo las guias de cuidado animal. 15 dias
después de la inyeccion de las calulas de melanoma los animales portadores de tumores
y sus controles fueron aleatorizados a respiracion espontanea o ventilacion mecanica.
Los ratones fueron intubados ulilizando un angiocatéter 22G vy se coneclaron a un
ventilador mecéanico (Evita 2 Dura-Neoflow, Drager; Germany) durante 2 horas con los
siguientes parametros: Venitilacidn controlada por presion, presion pico inspiratoria 15
cmH-0, PEEP 2 omMH,O, tasa de respiracidén 100 respiraciones/minuto, relacidn

inspiracidon: expiracion 1.1, FiG; 21%.

Al término del protocolo de ventilacion los animales fuesron extubados y se les realizd un
sequimiento durante 15 dias para determinar la incidencia de metastasis. Tras este
pericdo los ratones fueron sacrificados vy los tejidos (cerebro, pulmédn, higado, bazo v

rifion) extraidos y almacenados.

PCR cuantitativa.

El ARN se extraio de las muestras de células estiradas y sin estirar en Trizol® (Sigma,
Poole, UK) y se precipitd por adicion de isopropanol. Tras centrifugar y lavar con etanol,
el peliet de ARN se resuspendié en agua. El ADN complementario se sintetizd a partir
de 1ug de ARN total usando un kit de RT-PCR (Enhanced avian HS RT-PCR kit, Sigma-
Aldrich, USA). La PCR cuantitativa se Hevd a cabo por triplicado para cada muestra
utilizando 40 ng de ADNc. Se utilizd SYBR Green PCR master mix y primers especificos
para Luc? (directo: 5-AAACGCTTCCACCTACCAGG-3 (BEQ 1D NO: 4); reverso 5'-
CCTTAGCCTCGAAGAAGGGC-3' (BEQ 1D NO: 5)) a una concentracion 10ulM.

Secuenciacién de ARN.

La expresion génica fue analizada mediante secuenciacion de ARN a partir de ARN
extraido de las células B18F10 luc2 tras los experimentos de estrés mecanico. La
extraccidn de ARN para esie analisis se realizd utilizando el RNeasy Mini Kit de

Quiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, iras recoger las
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muestras con Trizol® se afiade cloroformo vy la fase acuosa resultante, donde se
enconirara el ARN, se introduce en una de las columnas del kit. Después de tratar con
ADNasa y tras una serie de lavados vy centrifugaciones con distintos buffers, el ARN
extraido se recoge en agua libre de ARNasa. Tras eliminar del ARN ribosomal, el ARN
mensajero fue fragmentado para la sintesis de ADN complementario de doble cadena
mediante cebadores aleatorios. Tras la unidn de adaptadores a los exiremos de ias
cadenas oblenidas, se procedid a su secusnciacidn en un equipo Hlumina, generando
lecturas de un unico extremo de 50 nucledtidos de longitud. Se obtuve una media de
30.376.0606 lecturas por muestra. Todas las muesiras superaron e control de calidad

previamente establecido.

Las secuencias obtenidas fueron cuantificadas mediante pseudo-mapeo, utilizando
como referencia el trasncriptoma de ratdén en su versidon mm®, mediante el software
SALMON. La expresidn diferencial de genes fue realizada mediante el médulo DESEQ2
para el enforno de desarrolio estadistico R. Brevemente, ias lecturas para cada gen
fueron modelizadas de acuerdo a una distribucidn binomial negativa vy 1a expresion
diferencial estimada. Los genes con un valor de p ajustado segun el método de
Benjamini-Hochberg por debajo de 0,05 se consideraron con expresién diferencial.
Aguelios genes con un cambio en la expresion superior a 0,5 logaritmos, se infrodujeron
en el software Ingenuity Pathway Analysis {(Quiagen Inc) para la identificacidn de las

rutas celulares implicadas.

Tratamienio en cultivos celulares con alirocumab.

Se sembraron placas de flexcell a una densidad de 200.000 células/pocilio en medio
DMEM+10%FBS. Tras 4 horas de cultivo se cambia el medio y se le afiade alirocumab
{concentracion final de 7,5ug/ml) o el respectivo control utilizando una IgG inespecifica
{concentracidn final de 7,5ug/mbL). £l medio se refrescd cada 24 horas duranie las
siguientes 72 horas, tras lo cual las placas se aleatorizaron a condiciones estaticas o
bien estiramiento equibiaxial duranie 24 horas, deformacion del 15%, frecuencia de 15

ciclos/minuto v un ratio 1:1 estrésrelajacion.

Anaglisis estadistico.
Los resultados se presentan como media y error estandar. Las comparaciones entre

grupos se realizaron mediante un andlisis de la varianza, incluyendo grupo y tratamiento



10

15

20

25

30

WO 2020/229718 PCT/ES2020/070316

29

como factores. Los valores de p se ajustaron para comparaciones multiples utilizando la
tecnica HSD de Tukey. Las proporciones se compararon mediante la prueba exacta de

Fisher. Se considerd significativo un valor de p < 0,05,

- RESULTADOS

£l esirés mecanico aumenta la invasividad de células tumorales.

Se redlizd en primer lugar un experimento utilizando la linea de melanoma murino
B16F10luc2. Estas células fueron sembradas y sometidas a una deformacién equibiaxial
del 15% durante 24 horas. Como grupo control se utilizaron las mismas células,
cultivadas en condiciones estaticas. Tras ese tiempo, 5x104 células se sembraron en
camaras para e estudio de la migracion celular a tfravés de matrigel. A 1as 24 horas se
retiraron las camaras y se midid el area del pocillo cubierta por céiulas gue han migrado.
El area fue significativamente mayor en el grupo de células cultivadas en condiciones
de estrés mecanico independientemente del medio de cultivo utilizado (medio de cultivo
condicionado procedente del cultivo de células sometidas a estiramiento ¢ medio de
cultivo convencional), tal y como se muestra en la Figura 1A. El experimento se repifid
utilizando células de adenccarcinoma de pulmodn de la linea AS49, obteniéndose un

resultado similar (Figura 18).

Para confirmar la relevancia de esie resultado, se realizd un estudio in vivo. Se
invectaron células de melanoma B16F10luc2 en la vena yugular de ratones macho de
la linea C57B/6. La linea celular inyectada contiene en su genoma una construccion
estable de luciferasa bajo un promotor constitutivo. Dos semanas despuds de la
inyeccién se confirmé la presencia de fumores pulmonares mediante luminiscencia in
vivo tras la inyeccion de luciferina. Los animales fueron entonces aleatorizados a recibir
ventilacidon mecanica ¢ mantenidos en respiracion espontanea. Pasado este tiempo, los
ratones fueron devueltos a sus jaulas y observados durante dos semanas mas. Pasado
gse tiempo, fueron sacrificados y se obtuvieron muesiras de tejido cerebral, renal,
hepatico v esplénico. La expresidn de luciferasa en estos tgjidos se estudid mediants
PCR cuantitativa, considerando un resultado positivo como indicativo de 1a presencia de
metastasis. Los animales sometidos a ventilacidén mecanica mostraron una mayor
proporcion de meiastasis cerebrales, renales y hepaticas que aguelios que se

mantuvieron en respiracion espontanea (Figura 2).
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Estos resuitados demuestran que el esirés mecanico aumenta la invasividad de las

células wmorales, tanto in vivo como in vifro.

El estrés mecanico aumenta la expresion de PCSKS.

Para identificar los mecanismos responsables del aumento de [a invasividad, se exirajo
ARN de ias celulas de melanoma B16F10luc? sometidas a estrés mecanico o culfivadas
en condiciones estaticas. £l ARN fue purificado y secuenciado, vy la expresion génica
cuantificada. Se observaron diferencias en la expresion de 5107 genes. Los procesos
bicldégicos en los gue dichos genes estan implicados se identificaron mediante la
herramienta Ingenuity Pathway Analysis. Los procesos mas significativos se muestran
en la Figura 3A. Como puede observarse, varios procesos implicados en la sintesis y
metabolismo del colesterol alcanzaron la mayor significacion estadistica. Dade que
PCSKO juega un papel central en el procesamiento del colesterol, se confirmaron las
diferencias en su expresion mediante PCR cuantitativa. En linea con el resultade de la
secuenciacion de ARN, la expresidn de PCSKY aumenté con el estrés mecanice (Figura
3B).

La inhibicion de PCSKS evila el aumenio de fa invasividad mediado por esirés
mecanico.

Para confirmar el papel de PCSKS en el aumento de la invasividad inducido por esirés
mecanico, se cultivaron células B16F10luc2 y A548 en condiciones de astiramianto
equibiaxial en presencia de un anficuerpo monocional contra PC3SK®, el alirccumab
(PRALUENT, Sanofi-Aventis) o de una IgG humana inespecifica, durante 24 horas.
Pasado ese flempo, las células fueron transferidas a cdmaras de migracion con Mairigel.
La migracidn pasadas 24 horas se cuantificd mediante ¢l area cubierta por células
migradas. El tratamiento con alirocumab evito ef aumento en la invasividad causado por
el estiramiento, tal y como se muestra en la Figura 4, tanto en las células murinas

B16F10iuc2 (Figura 4A) como en las células humanas A543 (Figura 48).

i - CONCLUSION
Los resultados mostrados en ef presente documento demuestran que el estrés
mecanico, tanto en un modelo in vitro como in vivo en animales sometidos a ventilacion

mecanica, produce un aumento de la invasividad de células tumorales. Este cambic en
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la invasividad esta mediado por un aumento de la expresion de la protein-convertasa
PCSKS. La inhibicidn de este enzima mediante el anticuerpo monocional alirocumab
bioguea completamente el incremento en la invasividad causado por of esirés mecanico.
Por lo tanto, el tratamiento con un inhibidor de PCSKS en pacientes que padecen cancer
de pulmdn y gue estédn sometidos, 0 que se van a someter g ventilacidon mecanica,

disminuye i riesgo de metastasis en dichos sujelos.
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REIVINDICACIONES

Un agente inhibider de PCSK® para usario en la prevencion y/o el tratamiento de
metastasis en un sujeto que padece cancer y esta sometido o va a ser sometido a

ventitacion mecanica.

. Agente inhibidor para usario segun la reivindicacion 1, en donde el cancer es cancer

de pulmén.

. Agente inhibidor para usario segun ia reivindicacion 1 ¢ 2, en donde &f sujeto s un

humano.

. Agente inhibidor para usario segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde

PCSKS comprende una secuencia de nucledtidos que presenta, al menos, un 70,
75, 80, 85, 80, 95, 98, 97, 98, 98% de identidad con la secuencia SEQ ID NO. 10 2.

. Agente inhibidor para usaric segun cualquiera de ias reivindicaciones 1 a 3 donde

PCSKE comprende una secuencia de aminocacidos que presenta una identidad de
secuencia de, al menogs, 70, 75, 80, 85, 890, 85, 06, 97, 98, 89% de identidad con la
secuencia SEQ 1D NO: 3.

. Agente inhibidor para usario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1a 5, en

donde el agente inhibidor se selecciona de la lista que consiste en: un ARNI, un
oligonucledtido antisentido, una enzima de ADN, una ribozima, un aptamero, un
CRISPRI, un anticuerpo y una molécula que reconoce de forma especifica ia

proteina PCSKS o un fragmento de fa misma.

. Agente inhibidor para usario segun la reivindicacidn 8, en donde el agente inhibidor

es un anticuerpo.

. Agente inhibidor para usarlo segun la reivindicacion 7 donde el anticuerpo es un

anticuerpo monoclonal se selecciona de la lista que consiste en: Evolocumab,
Alirocumab, Bococizumab, 1D05-1gG2, RG-7652 y LY3015014.
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Agente inhibidor para usarle segun una cualguiera de las reivindicaciones 1a 8, en
donde e agente inhibidor esta comprendide dentro de una composicion
farmacéutica que comprende ademas, un vehicuic o excipiente farmacéuticamente

aceplable.

Agente inhibidor para usario segun la reivindicacion 9, en donde la composicion

comprende, ademas, un agente quimioterapéutico.

. Méltodo in vitro para disefiar una terapia personalizada a un sujeto que padece

cancer y que estd, o va a estar sometido a ventilacién mecanica, qua comprende:
a) cuantificar el nivel de expresion y/o aclividad de PCSKS en una musstra
aislada del sujsto, v
b} comparar el nivel de expresion y/o actividad obtenido en la etapa (a) con
el valor de expresidn de PCSKS en una muestra controi,
en donde si el nivel de expresidn y/o actividad obtenido en la etapa (a) es mayor
que el valor de expresién de la muestra control, entonces la terapia comprende la

administracién al sujeto de un agente inhibidor de PCSKS.

Método segun la reivindicacion 11, en donde el cancer es cancer de pulmén.

Método segun la reivindicacion 11 o 12, en donde el sujeio es un ser humano.

Método segun una cualquiera de [as reivindicaciones 11 a 13, en donde ia muestra
aislada del sujeto es una muestra de un fluido biolégico ¢ una muestra de tejido

tumoral.

Método segun cualquiera de ias reivindicaciones 11 a 14, en donde PCSKS
comprende una secuencia de nuciedtidos que presenta, al menos, un 70, 75, 80, 85,
80, 95, 98, 97, 98, 89% de identidad con la secuencia SEQIDNG: 102

Método segin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en donde PCSKY
comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia
de. al menos, 70, 75, 80, 85, 90, 895, 96, 97, 98, 88% con la sscuencia SEQ 1D NG
3.
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Metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, en donde el agente
inhibidor de PCSKS se selecciona de la lista que consiste e un ARNI, un
oligonucledtido antisentido, una enzima de ADN, una ribozima, un aptamero, un
CRISPRI, un anticuerpo y una molécula gue reconoce de forma especifica la

proteina PCSKS o un fragmento de fa misma.

Método segun la reivindicacidn 17, en donde el agente inhibidor es un anticuerpo.

Meétodo segun la reivindicacion 18, donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal
que se selecciona de la lista que consiste en: Evolocumab, Alirocumab,
Bococizumab, 1D05-1gG2, RG-7852 vy LY3015014,

Método segun una cualguiera de las reivindicaciones 11 a 18, en donde el agaente
inhibidor esté comprandido dentro de una composicion farmacéutica que comprende

ademas un vehiculo o excipiente farmaceéuticamente acepiable.

Método segun una cualguiera de las reivindicaciones 11 a 20, en donde Ia
cuantificacion del nivel de expresion del gen PCSKY se lleva a cabo mediante ia
cuantificacion del ADNc, ARNm o de la proteina codificada por e gen PCSK9 o de

un fragmento de dicha proteina.

Método segun la reivindicacion 21, en donde la cuantificacion del ADNc o del ARNm,
se ileva cabo mediante una reaccion en cadena de la polimerasa, un array de ADN

o ARN, ¢ una hibridacidn.

Método segun la reivindicacidn 21, en donde la cuantificacion de la proleina
codificada por el gen PCSKY, o un fragmento de dicha proteina, se lleva a cabo
mediante Western Blot, técnicas inmunohistoquimicas, ELISA, array de proteinas,

inmunoprecipitacion o radicinmunosensayo.

Método in vitro de cribado, ensayoe o validacién de agentes Utiles en la prevencion
y/o el tratamiento de metastasis en un sujeto gque padece cancer y esta sometido, ©

va a estar sometido, a ventilacion mecanica, gue comprende:
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ay Poner en contacto un agente con PCSKE,
b} Analizar la interaccion entre el agente y PCSKS, v
¢y Seleccionar el agente del paso (a) con capacidad de unirse PCSK9 para

disminuir o inhibir su expresion y/o actividad.

Método segun la reivindicacion 24, en donde el cancer es cancer de pulmodn.

Método sequn cualquiera de las reivindicaciones 24 ¢ 25, en donde &l sujeto es un

ser humano.

Meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, donde PCSKS comprende
una secuencia de nucledtidos que presenta, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98,
97, 98, 99% de identidad con la secuencia SEQID NG 10 2.

Método segin cualquiera de las reivindicaciones 24 a 28, en donde PCSKY
comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia
de, al menos, 70, 75, 80, 85, 80, 95, 96, 97, 98, 98% de identidad con la secuencia
SEQID NGO 3

Uso in vilro de un kit que comprende un agente inhibidor de PCSKS que se
selecciona de la lista que consiste en: un ARNI, un cligonuciedtido antisentido, una
enzima de ADN, una ribozima, un aptamere, un CRISBPRI, un anticuerpo y una
molécula que reconoce de forma especifica la proteina PCSKS o un fragmento de la
misma, para la prevencién y/o el tratarmiento de metastasis en un sujeto que padece
cancer y estd, o va a estar, sometido a ventilacion mecanica, o para disefiar una
terapia personalizada a un sujeto que padece cancer y que astd, o va a estar,

sometido a ventilacion mecanica.
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