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DESCRIPCION
Uso de un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7) para invertir un fenotipo canceroso

La presente solicitud es una solicitud de continuacién en parte de la solicitud de EE.UU. n° de serie 08/696.573
presentada el 16 de junio de 1996, cuyo contenido se incorpora en la presente solicitud por referencia.

La invencién desvelada en este documento se hizo con la financiaciéon del gobierno bajo la subvencion del NCI/NIH
n® CA35675 del Departamento de Salud y Servicios Humanos. Por consiguiente, el gobierno de EE.UU. tiene ciertos
derechos en la presente invencion.

En toda la presente solicitud, diversas referencias se citan dentro de paréntesis. Las divulgaciones de estas
publicaciones se incorporan en sus totalidades por este documento por referencia en la presente solicitud para
describir mas completamente el estado de la materia al que se refiere la presente invencion. La mencion
bibliografica completa de estas referencias puede encontrarse al final de cada serie de experimentos.

Antecedentes de lainvencién

El cancer es un complejo proceso de multiples factores y multiples etapas que implica la expresion coordinada y la
supresion de genes que funcionan de reguladores positivos y negativos de la oncogénesis (1-5). La estrategias de
clonacion directa basadas en la transferencia de un fenotipo transformante dominante o tumorigénico han
identificado oncogenes de accion positiva (6-9). A diferencia, la deteccién y la clonacién de genes que suprimen el
fenotipo del cancer han demostrado ser més dificiles y escurridizas (10-15). Un enfoque directo para aislar genes
directamente implicados en la regulacién del crecimiento y la diferenciacion implica hibridacién sustractiva entre
bibliotecas de ADNc construidas a partir de células cancerosas activamente en crecimiento y bibliotecas de ADNc de
células cancerosas inducidas para perder la capacidad proliferativa irreversiblemente y para diferenciarse
terminalmente (13,14). Esta estrategia experimental se ha aplicado a células de melanoma humano inducidas para
diferenciarse terminalmente mediante el tratamiento con interferon B (IFN-B) recombinante humano y mezereina
(MEZ), produciendo la clonacion de novedosos genes asociados a la diferenciacion del melanoma (mda) no
previamente descritos en bases de datos de ADN (13,14). Una funcién directa para los genes mda especificos en la
mediacion del control del crecimiento y el ciclo celular es evidente mediante la identificacién y la clonacién de mda-6
(13-16), que es idéntico al inhibidor ubicuo de cinasas dependientes de ciclinas p21 (17). La importancia de p21 en
el control del crecimiento estd muy bien documentada y este gen ha sido aislado independientemente, como WAF-1,
CIP-1 y SDI-1, por varios laboratorios usando diferentes enfoques (18-20). Estos estudios indican que los genes
especificos asociados al control proliferativo son inducidos y pueden contribuir a los procesos de detencién del
crecimiento y diferenciacion terminal en células cancerosas humanas.

El gen mda-7 se cloné a partir de una biblioteca sustractiva de melanoma humano (HO-1) tratado con un inductor de
la diferenciacion (IFN-B méas MEZ) (13,14). El ADNc de mda-7 tiene 1718 nucleétidos, y el principal marco de lectura
abierto codifica una proteina novedosa de 206 aa con un M, de 23,8 kDa (21). Estudios previos indican que mda-7
se induce en funcion de la detencion del crecimiento y la induccién de la diferenciacion terminal en células de
melanoma humano (14,21). La expresién de mda-7 también establece inversamente una correlacion con la
progresion de melanoma, es decir, melanocitos humanos normales que crecen activamente expresan mas mda-7
que células de melanoma humano metastasico (21). Ademas, el mda-7 es inhibidor del crecimiento hacia células de
melanoma humano en ensayos de transfeccion transitoria y en células transformadas estables que contienen un gen
mda-7 inducible por dexametasona (DEX) (21). Estos estudios indican que mda-7 puede contribuir a la fisiologia de
melanocitos y melanomas humanos, y este gen tiene propiedades supresoras del crecimiento cuando se expresa en
exceso en células de melanoma humano.

El gen mda-7 también se describid en la solicitud de Tratado de Cooperacién de Patente internacional n°
PCT/US94/12160, fecha de presentacion internacional, 24 de octubre de 1994 con publicacion internacional n°
WQ095/11986, cuyo contenido se incorpora en la presente solicitud por referencia.

La presente invencion informa que mda-7 es un potente gen supresor del crecimiento en células cancerosas de
diverso origen que incluye mama, sistema nervioso central, cuello del utero, colon, prostata y tejido conjuntivo. Una
inhibicion en la formacion de colonias se produce en células cancerosas que contienen defectos en sus genes p53
y/o de retinoblastoma (RB) o que carecen de la expresion de p53 y de RB. A diferencia, la expresion de mda-7 en
células epiteliales mamarias humanas normales, fibroblastos de la piel humana y fibroblastos de embriéon de rata
induce cuantitativamente menos supresion del crecimiento que en células cancerosas. Cuando se expresa
establemente en células de carcinoma de cuello del utero humano (HelLa) y de carcinoma de préstata (DU-145),
mda-7 tiene un efecto negativo sobre las propiedades relacionadas con el crecimiento y la transformacién. Los
efectos de mda-7 sobre células HelLa son reversibles tras la derogacion de la proteina MDA-7 mediante infeccion
con un vector Ad5 genéticamente modificado que expresa un gen mda-7 antisentido. Estas observaciones indican
que mda-7 es un novedoso gen supresor del crecimiento con una amplia gama de acciones inhibitorias en canceres
humanos que manifiestan diferentes defectos genéticos.
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Resumen de lainvencidn

La presente invencion proporciona un procedimiento para invertir el fenotipo canceroso de una célula cancerosa
introduciendo un acido nucleico que incluye un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7) en la célula
en condiciones que permitan la expresion del gen de manera que asi se invierta el fenotipo canceroso de la célula.
La presente invencion también proporciona un procedimiento para invertir el fenotipo canceroso de célula cancerosa
en un sujeto introduciendo el acido nucleico anteriormente descrito en la célula cancerosa del sujeto.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que tiene una cantidad de un acido
nucleico que incluye un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7) eficaz para invertir el fenotipo
canceroso de una célula cancerosa y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Efecto de la expresion de mda-7 sobre la formacion de colonias resistentes a higromicina en células Hela.
Las células HelLa se transfectaron con 10 ug de vector pREP4 (vector del RSV), mda-7 se cloné en una orientacion
antisentido en el vector pREP4 (RSV-MDA-7-antisentido), o mda-7 se clond en una orientacién sentido en el vector
pREP4 (RSV-MDA-7-sentido) y se seleccioné en medios que contenian 100 ug de higromicina.

Figura 2. Efecto de mda-7 antisentido sobre el crecimiento en monocapa de HelLa cl 1 del vector pREP4 y células
Hela cl 2 que expresan mda-7 (S). Se cultivaron células HelLa cl 1 (clon de HelLa transformado con el vector pREP4)
y Hela cl 2 (clon de HelLa que expresa mda-7) en ausencia o tras la infeccién con 10 unidades formadoras de
placa/célula con un adenovirus de tipo 5 recombinante (Ad5) que expresa mda-7 antisentido [Ad.mda-7 (AS)]. Los
resultados son el niumero de células promedio de muestras por triplicado que variaron < 10%.

Figura 3. Efecto de mda-7 antisentido sobre la proteina complejante MDA-7 de alto peso molecular (HMC), la
proteina MDA-7 y la proteina actina en células HelLa, HelLa cl 1 y HelLa cl 2. HeLa y HelLa cl 1 (clon de Hela
transformado con el vector pREP4) estaban sin |nfectar (-) o infectadas (+) con 10 unidades formadoras de
placa/célula de Ad.mda-7 (AS) durante 96 h marcado con [ S] -metionina, y los niveles de las proteinas HMC, MDA
7 y actina se determinaron por analisis de inmunoprecipitacion. Para HelLa cl 2 (clon de HeLa que expresa mda-7), el
efecto de la infeccién con 10 unidades formadoras de placa/ml de Ad.mda-7 (AS) sobre los niveles de proteina se
determind por andlisis de inmunoprecipitacion de lisados celulares marcados con [ 5S] metionina después de +24,

+48, +72 y +96 h. El efecto de la infeccion de células HelLa cl 2 con Ad5 mutante de control, H5dI 434, se determino
por analisis de inmunoprecipitacion de lisados celulares marcados con [*°>S]-metionina 96 h después de la infeccion
con 10 unidades formadoras de placa/célula.

Figuras 4A y 4B Sintesis de ARN de mda-7 y proteina en clones de DU-145 que contienen un gen mda-7 inducible
por DEX.

Figura 4A. Las células se cultivaron en ausencia o presencia de DEX 10 M durante 96 h y se aislé el ARN total, se
sometieron a transferencia Northern y se sondaron con mda-7, un gen de resistencia a neomicina (Neo") y GAPDH.

Figura 4B. Las celulas se cultivaron en ausencia o presencia de DEX 10" M durante 96 h, las proteinas celulares se
marcaron con (*>S)-metionina y se inmunoprecipitaron con anticuerpos que reconocian las proteinas MDA-7 y actina.

Figura 5 Inhibiciéon de crecimiento de xenoinjertos de cancer de cuello del utero humano establecido (HelLa) en
ratones atimicos sin pelo.

Figura 6 Efecto de Ad.mda-7 S sobre las relaciones del volumen tumoral de HelLa. El resultado indica que Ad.mda-7
S pueden inhibir la progresion tumoral in vivo en ratones sin pelo.

Descripcién detallada de la invencion

Con el fin de facilitar un entendimiento de la seccion Detalles experimentales que sigue, ciertos procedimientos y/o
términos que se producen frecuentemente se describen en Sambrook y col. (45).

La presente invencién proporciona un procedimiento para invertir el fenotipo canceroso de una célula cancerosa que
comprende introducir un acido nucleico que comprende un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7)
en la célula en condiciones que permitan la expresion del gen de manera que asi se invierta el fenotipo canceroso
de la célula.

La presente invencién también proporciona un procedimiento para invertir el fenotipo canceroso de una célula
cancerosa en un sujeto que comprende introducir una molécula de acido nucleico que comprende un gen asociado a
la diferenciacién del melanoma (mda-7) en la célula cancerosa del sujeto en condiciones que permitan la expresion
del gen en las células del sujeto de manera que asi se invierta el fenotipo canceroso de la célula.
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Los procedimientos para introducir una molécula de acido nucleico en células son muy conocidos en la técnica. Una
molécula desnuda de acido nucleico puede introducirse en la célula por transformacion directa. Alternativamente, la
molécula de acido nucleico puede incorporarse en liposomas. Por consiguiente, la presente invencion proporciona
los procedimientos anteriores en los que el acido nucleico se introduce en las células por tecnologia de ADN
desnudo, vector de adenovirus, vector de virus adenoasociado, vector del virus de Epstein-Barr, vector del virus del
herpes, vector del VIH atenuado, vectores retroviricos, vector del virus vaccinia, liposomas, liposomas recubiertos de
anticuerpos, medios mecanicos o eléctricos. Los procedimientos anteriormente citados sirven meramente de
ejemplos de medios factibles de introduccion del acido nucleico en células. Otros procedimientos conocidos también
puede usarse en la presente invencion.

En una realizacién de los procedimientos anteriores, el gen asociado a la diferenciacién del melanoma (mda-7) esta
ligado a un elemento regulador de forma que su expresién esta bajo el control del elemento regulador. En todavia
otra realizacion, el elemento regulador es inducible o constitutivo. El elemento regulador inducible como un promotor
inducible se conoce en la técnica. En la técnica también se conoce el elemento regulador tal como el promotor que
puede dirigir la expresion constitutiva.

En una realizaciéon separada, el elemento regulador es un elemento regulador especifico de tejido. La expresion del
gen mda-7 sera entonces especifica de tejido.

En ofra realizacién de los procedimientos anteriormente descritos, la célula cancerosa se caracteriza por la
presencia dentro de la célula cancerosa de un gen supresor del tumor defectuoso. El gen supresor del tumor
defectuoso incluye, pero no se limita a, un gen p53, de retinoblastoma (RB) o p16'"k4a.

En una realizacién de los procedimientos anteriormente descritos, la célula cancerosa se caracteriza por la presencia
dentro de la célula cancerosa de un oncogén de accion dominante. Especificamente, el oncogén de accion
dominante puede ser un gen Ha-ras, p53 mutante o del virus del papiloma humano. El Ha-ras es un oncogén ras del
virus de Harvey.

En una realizacion de los procedimientos anteriores, el acido nucleico comprende un vector. El vector incluye, pero
no se limita a, un vector de adenovirus, vector de virus adenoasociado, vector del virus de Epstein-Barr, vector del
virus del herpes, vector del VIH atenuado, vector de retrovirus y vector del virus vaccinia. En una realizacion
preferida, el vector de adenovirus es un vector de adenovirus defectuoso en la replicacion que expresa mda-7,
designado Ad.mda-7 S.

En una realizacién de los procedimientos anteriormente descritos, la célula cancerosa incluye, pero no se limita a, un
tejido de mama, de cuello del utero, de colon, de préstata, nasofaringeo, de pulmén, conjuntivo.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad de un acido
nucleico que comprende un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7) eficaz para invertir el fenotipo
canceroso de una célula cancerosa y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en este documento, el término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” engloba cualquiera de los
vehiculos farmacéuticos convencionales. La composicion farmacéutica puede estar constituida en cualquier forma
adecuada para el modo de administracion seleccionado. Composiciones adecuadas para administracion por via oral
incluyen formas solidas tales como pildoras, capsulas, granulos, comprimidos y polvos, y formas liquidas tales como
disoluciones, jarabes, elixires y suspensiones. Formas utiles para administracién parenteral incluyen disoluciones
estériles, emulsiones y suspensiones.

En una realizacién, el acido nucleico comprende un vector. El vector incluye, pero no se limita a, un vector de
adenovirus, vector de virus adenoasociado, vector del virus de Epstein-Barr, vector del virus del herpes, virus del VIH
atenuado, vector de retrovirus y vector del virus vaccinia. En una realizacion preferida, el vector de adenovirus es un
vector de adenovirus defectuoso en la replicacion que expresa mda-7, designado Ad.mda-7 S. En otra realizacién, el
adenovirus es un vector de adenovirus competente en la replicacion.

En una realizacién de los procedimientos anteriormente descritos, la célula cancerosa incluye, pero no se limita a, un
tejido de mama, de cuello del utero, de colon, de préstata, nasofaringeo, de pulmén, conjuntivo.

La presente invencion se entendera mejor a partir de los siguientes detalles experimentales. Sin embargo, un
experto en la materia apreciara facilmente que los procedimientos y resultados especificos tratados son meramente

ilustrativos de la invencion ya que se describen mas completamente en las reivindicaciones que siguen mas
adelante.

Detalles experimentales

El cancer es una enfermedad caracterizada por defectos en el control del crecimiento, y las células tumorales
muestran frecuentemente patrones andémalos de diferenciacion celular. La combinacion de interferon de fibroblasto
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humano recombinante y el agente antileucémico mezereina corrige estas anomalias en células de melanoma
humano cultivadas produciendo la detencion irreversible del crecimiento y la diferenciacion terminal. La hibridacion
sustractiva identifica un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7) con elevada expresion en las células
de melanoma humano de crecimiento detenido y terminalmente diferenciadas. La formacién de colonias disminuye
cuando mda-7 se transfecta en células tumorales humanas de diverso origen y con multiples defectos genéticos. A
diferencia, los efectos de mda-7 sobre el crecimiento y la formacién de colonias en ensayos de transfeccion
transitoria con células normales, que incluyen epitelio mamario humano, fibroblasto de piel humana y fibroblasto de
embrion de rata, son cuantitativamente inferiores a los encontrados con células cancerosas. Las células tumorales
que expresan elevado mda-7 muestran una supresion en el crecimiento en monocapa e independencia del anclaje.
La infecciéon con un adenovirus de tipo 5 recombinante que expresa mda-7 antisentido elimina la supresion de mda-7
del crecimiento in vitro y fenotipo transformado. La capacidad de mda-7 para suprimir el crecimiento en células
cancerosas que no se expresan o que contienen defectos en tanto los genes de retinoblastoma (RB) como p53
indica una falta de implicacién de estos elementos supresores de tumores criticos en la mediacion de la inhibicion
del crecimiento inducida por mda-7. La falta de homologia con proteinas de mda-7 con los genes supresores del
crecimiento previamente descritos y el efecto diferencial de este gen sobre células normales frente a cancerosas
sugiere que mda-7 puede representar unan nueva clase de genes supresores del crecimiento del cancer con
actividad antitumoral.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Lineas celulares y condiciones de cultivo. Las lineas celulares de carcinoma humano, que incluyen MCF-7 y
T47D (mama), LS174T y SW480 (colorrectal), HeLa (de cuello del uatero), DU-145 (prostata) y HONE-1
(nasofaringeo) (9,22-25), se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco complementado con suero bovino
fetal al 10% (DMEM-10) a 37°C en una estufa de incubacion humidificada con 5% de CO2/95% de aire. Tipos de
células humanas adicionales que incluyen HBL-100 (epitelio mamario normal), HO-1 y C8161 (melanoma), GBM-18
y T98G (glioblastoma multiforme) y Saos-2 (osteosarcoma humano) se mantuvieron bajo condiciones similares. Las
células epiteliales mamarias humanas de pases tempranos (HMEC; pases 10-12) se obtuvieron de Clonetics
Corporation (San Diego, CA). Las células HMEC se mantuvieron en medio sin suero como se describe por Clonetics
Corporation. CREF-Trans 6 (fibroblasto de embrién de rata Fischer clonado) (9,26) y CREF Ha-ras (células CREF
transformadas por el oncogén Ha-ras (T24)) (27) se cultivaron en DMEM-5. HelLa cl 1 es un clon de HelLa
transformado con el vector del virus del sarcoma de Rous RSV resistente a higromicina (Hng) (pPREP4) (Invitrogen).
Hela cl 2 es un clon de HelLa que expresa Hng mda-7. Las células HelLa cl 1 y HelLa cl 2 se construyeron como se
ha descrito (12,21) y se mantuvieron en DMEM-10 que contiene 100 pug/ml de higromicina. Las células DU-145cl 6 y
DU-145 cl 7 contienen un gen mda-7 inducible por DEX (clonado en un vector pMAMneo) (Clontech) (21) y se
mantienen en DMEM-10 que contiene 200 pug/ml de G418.

Hibridacién sustractiva, plasmidos, construcciones de vectores de expresién e hibridacién Northern. La
identificacion y la clonacion de mda-7 por hibridacion sustractiva se logré como se ha descrito (13). Un ADNc de
mda-7 de longitud completa se aislo cribando una biblioteca de ADNc recombinante HO-1 tratada con IFN-B mas
MEZ (13) y usando el procedimiento de amplificacién rapida de extremos de ADNc como se ha descrito (15). Un
fragmento de ADNc de mda-7 (posicion de nucledtidos 176-960) que contiene el marco de lectura abierto se
amplifico con PCR y se cloné en pCRII™ (Invitrogen) por clonacion TA. La orientacion de los insertos en los vectores
se determind por mapeo de restriccién. Las construcciones de expresion de células humanas se prepararon
clonando fragmentos Kpn | - Xho | de los vectores de PCR™ en el vector pREP4 (Invitrogen) en la direccién 3’ de un
promotor del RSV en una orientacion sentido [mda-7 (S)] o antisentido [mda-7 (AS)]. Alternativamente, el fragmento
del gen mda-7 se cloné en el vector pMAMneo (Clontech) en una orientacién sentido y antisentido. El aislamiento de
ARN vy la transferencia Northern se realizaron como se ha descrito (9,12,13,21).

Ensayos de crecimiento en monocapa, independencia del anclaje y transfeccion de ADN. Los ensayos de
crecimiento en monocapa e independiente del anclaje se realizaron como se describe previamente (8,12,26). Para
estudiar el efecto de mda-7 sobre la formacién de colonias de monocapa, el vector [pPREP4 (RSV)] que no contiene
inserto, construcciones de expresion de mda-7 (S) o mda-7 (AS) se transfectaron en los diversos tipos de células por
el procedimiento de lipofectamina (GIBCO/BRL) y se determind la formacién de colonias resistentes a higromicina o
el crecimiento celular en higromicina (12,21).

Construccion del vector de adenovirus mda-7 antisentido. El Ad.mda-7 (AS) defectuoso en la replicacion
recombinante se cre6 en dos etapas. Primera, la secuencia codificante del gen mda-7 se cloné en un vector de
expresion de Ad modificado pAd.CMV (28). Este contiene, en orden, los primeros 355 pb desde el extremo izquierdo
del genoma de Ad, el promotor temprano inmediato del citomegalovirus (CMV), ADN que codifica sitios de donante y
receptor de corte y empalme, sitios de clonacién para el gen deseado (en este caso mda-7), ADN que codifica una
secuencia sefial polyA del gen de beta-globina y aproximadamente 3 kpb de la secuencia de adenovirus que se
extiende desde dentro de la region codificante E1B. Esta disposicién permite un alto nivel expresion de la secuencia
clonada por el promotor del gen temprano inmediato del CMV, y el procesamiento apropiado de ARN (28). El virus
recombinante se creé in vivo en células 293 (29) mediante recombinacién homéloga entre el vector que contiene
mda-7 y el plasmido JM17, que contiene el genoma del Ad completo clonado en una version modificada de pBR322
(30). JM17 da lugar a genomas de Ad in vivo, pero son demasiado largos para encapsidarse. Esta disposicion es
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rota por la recombinacién con el vector para crear un genoma encapsidable (30) que contiene el gen de eleccién. El
virus recombinante es defectuoso en la replicacion en células humanas, excepto en células 293, que expresan el
adenovirus E1A y E1B. Tras la transfeccion de los dos plasmidos, el virus infeccioso se recuperd, los genomas se
analizaron para confirmar la estructura recombinante y entonces el virus se purific6 en placa, todo por
procedimientos convencionales (31).

Produccién de anticuerpos de péptido y andlisis de inmunoprecipitacion. Se prepararon anticuerpos de péptido
contra PSQENEMFSIRD como se ha descrito (21). Las células HeLa HelLa cl 1 (clon de HelLa de control del vector
Hyg pREP4) y HelLa cl 2 [clon de HelLa que expresa Hyg mda-7 transfectado con pREP4-mda-7 (S)] de
crecimiento logaritmico estuvieron tanto sin tratar como infectadas con 10 unidades formadoras de placa de
adenovirus de control (H5d1434) (32) o un adenovirus recombinante que expresaba mda-7 (AS) [Ad.mda-7 (AS)]. En
diversos momentos después de la infeccion, los cultivos se privaron de metionina durante 1 h a 37°C en medio sin
metionina, las células se concentraron por centnfugamon y se marcaron durante 4 h a 37°C en 1 ml del mismo medio
con 100 pCi (1 Ci=37 gBq) de ¥s (NEN; Express S) Los analisis de inmunoprecipitacion con 2 ug de anticuerpo
policlonal de conejo de péptido de MDA-7 o anticuerpo monoclonal de actina (Oncogene Sciences) se realizaron
como se ha descrito (15,21).

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Propiedades inhibitorias del crecimiento potenciado de mda-7 en células cancerosas humanas y células de
fibroblasto de embrién de rata transformadas por Ha-ras. Los ensayos de transfeccién de ADN se realizaron
para evaluar el efecto de la elevada expresién de mda-7 sobre el crecimiento celular. Cuando se transfectaron en
células de carcinoma de cuello del utero humano (HeLa), la construccion de mda-7 (S) produce una reduccion de 10
a 15 veces la reduccion en colonias Hyg en comparacion con los cultivos transfectados con el vector pREP4 y la
construccion de mda-7 (AS) (Fig. 1y Tabla 1).

Tabla 1 Efecto de mda-7 sobre la formacién de colonias en monocapa de células de cancer humano, de fibroblastos
de embrion de rata normal (CREF) y CREF transformadas con Ha-ras.

Tipo de célula Vector del RSV? RSV-mda-7 (S)° RSV-mda-7(AS)
Lineas de células cancerosas humanas®

MCF-7 (Ca de mama) 118 + 24 42 + 16 (3,5) 146 + 20
T47D (Ca de mama) 172+ 9 44 +7 (4,2) 186 + 28
Hela (Ca de cuello del utero) 1571 + 446 1171107 (15,2) 1771 + 385
LS174T 130+ 14 30+3(54) 160 £ 15
(Ca colorrectal)

HONE-1 219+ 19 7118 (3,5) 250+ 19
(Ca nasofaringeo)

DU-145 (Ca de proéstata) 174 + 18 54 +8(3,1) 166 + 12
T98G (glioblastoma) 99+9 32+4 (3,6) 115+ 14
Saos-2 126 + 22 3516 (3,9) 138 £ 14
(Osteosarcoma)

Fibroblasto de embrion de rata

CREF 60+ 10 35+5(1,7) 66 +7
(embrion de rata normal)

CREF-ras 147 + 16 25+ 4 (6,0) 151+ 16
(transformado)

30

35

@ Se sembraron células de crecimiento logaritmico a 1 x 10° por placa de 100 mm y se transfectaron con 10 ug de
vector [pREP4 (RSV) ] que no contenia inserto, mda-7 (S) o mda-7 (AS). Después de 24 h, las células se volvieron
a sembrar en placa a aproximadamente 2 x 10° células por placa de 100 mm en medio que contenia 100 ug/ml de
higromicina. El medio se cambié cada 3 o 4 dias y las placas se fijaron en formaldehido y se tifieron con Giemsa
en el dia 14 o 21. Las colonlas que contenian 50 o mas células se enumeraron. Los valores mostrados son las
colonlas promedio de Hyg formadas en cuatro a cinco placas duplicadas + D.E.
® Los valores entre paréntesis indican la disminucion en veces en la formacién de colonias frente a células
transfectadas con RSV-mda-7 (AS).

¢ MCF-7, T47D, Hela, LS174T, DU-145 y HONE-1 son lineas de células de carcinoma humano (Ca) aisladas del
sitio anatomico indicado. T98G es una linea celular de glioblastoma multiforme humano. CREF-ras es un clon de
CREF transformado con el oncogén Ha-ras (T24).

Ademas de formar menos colonias, las colonias de mda-7 (S) son generalmente mas pequefias en tamafio que la
colonias de Hyg correspondientes resultantes después de la transfeccion con el vector pREP4 o construcciones de
mda-7 (AS) (Fig. 1). Cuando se transfectan en lineas de células cancerosas humanas adicionales, las
construcciones de mda-7 (S) reducen de 3 a 10 veces la formacion de colonias de Hng (Tabla 1). Estas incluyen
carcinoma de mama humano (MCF-7 y T47D), carcinoma de colon (LS174T y SW480), carcinoma nasofaringeo
(HONE-1), carcinoma de préstata (DU-145), melanoma (HO-1 y C8161), glioblastoma multiforme (GBM-18 y T98G) y
osteosarcoma (Saos-2). Como se observa con células Hela, los tamafos promedio de colonias de Hng que se
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forman después de la transfeccion con construcciones de mda-7 (S) son mas pequefios que los formados tras la
transfeccion con el vector vacio pREP4 o construcciones de mda-7 (AS). Estos resultados demuestran que mda-7 es
un gen supresor del crecimiento potente cuando se expresa en exceso en un amplio espectro de canceres humanos
histolégicamente distintos. Para determinar si mda-7 también inhibe el crecimiento de células normales y si este
efecto es cuantitativamente similar al observado con células cancerosas humanas se realizaron ensayos de
transfeccion de ADN transitorio con células epiteliales mamarias humanas normales (HMEC) del pase de 10 a 12, la
linea de células epiteliales de mama normal HBL-100, fibroblastos de piel humana normal (pase 21) y una linea de
células de fibroblasto de embrién de rata normal clonada (CREF-Trans 6) (7,8). Como HMEC, HBL-100 y los
fibroblastos de la piel humana normal no forman colonias bien definidas a altas frecuencias, incluso cuando se usa
una capa de alimentacion, el efecto se determind sobre el nimero total de células después de la transfeccion con las
diferentes construcciones de RSV vy el crecimiento durante dos y tres semanas en higromicina. Usando este enfoque
se observé una disminucién aproximada de 1,1 a 1,6 veces en HMEC, una disminucién aproximada de 1,1 a 1,2
veces en HBL-100 y una disminucién aproximada de 1,3 a 2,1 veces en el numero de células de fibroblastos de piel
humana normal (tres experimentos independientes con cada tipo de célula) en mda-7 (S) frente a mda-7 (AS) o
células normales transfectadas con el vector pREP4, respectivamente. A diferencia, usando un protocolo
experimental similar con células de carcinoma de mama humano T47D, el crecimiento se inhibid tras la transfeccion
con la construccion de mda-7 (S) aproximadamente 3,2 a 5,2 veces en comparacion con células transfectadas con
vector y antisentido. En el caso de células CREF-Trans 6, la diferencia en la formacién de colonias de Hng durante
seis ensayos de transfeccion independientes entre mda-7 (S) frente a mda-7 (AS) y células transfectadas con vector
oscilé de 0,5 a 2,8 veces (Tabla 1). A diferencia, la transfeccion de construcciones de mda-7 (S) en células CREF
transformadas con Ha-ras redujo la formacion de colonias ~6 a 8 veces (Tabla 1). Estos resultados indican que mdalJ
7 es cuantitativamente menos eficaz en la reduccién del crecimiento y la formacién de colonias en células humanas
normales y de roedor normales que en células de cancer en humano y de embrién de rata transformadas con Ha-
ras.

Efecto de la expresion de mda-7 estable e inducible e inhibicién antisentido de la expresion de mda-7 sobre
el crecimiento celular y el fenotipo transformado. Para determinar el motivo de la sugervivencia de células HelLa
a baja frecuencia después de la transfeccion con el gen mda-7 (S), diez colonias de Hyg™ independientes se aislaron
tras la transfeccion con la construccion de mda-7 (S). De los 10 clones analizados por transferencia Northern para la
expresion de mda-7, 7 clones no expresaron ARNm de mda-7 detectable, 2 clones expresaron bajos niveles de
ARNm de mda-7 y 1 clon (designado Hela cl 2) mostré altos niveles de ARNm de mda-7. A diferencia, todos los
clones mostraron niveles comparables de Hyg~ y expresion génica de gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
(GAPDH). Cuando se compararon con células HelLa parentales o un clon de HelLa del vector pREP4 (designado
Hela cl 1), las células HelLa cl 2 (que expresa mda-7) crecieron a una tasa reducida (Fig. 2). Cuando crecieron en
agar, las células HelLa y Hela cl 1 sin clonar crecieron con aproximadamente el 42% de eficiencia, mientras que las
células HelLa cl 2 (que expresan mda-7) crecieron con aproximadamente el 25% de eficiencia y los tamafios
promedio de las colonias fueron mas pequefios que los observados con células Hela parentales y HeLa cl 1 con
vector pREP4. Estos resultados indican que la supervivencia de HelLa después de la transfecciéon con mda-7 resulta
principalmente de la falta de o los bajos niveles de expresién de mda-7. Sin embargo, en células HeLa que expresan
establemente mda-7 elevado se reducen el crecimiento en cultivo en monocapa y la independencia del anclaje.

Para determinar si la reduccion en el crecimiento in vitro y la supresion por transformacion encontradas en Hela cl 2
(que expresa mda-7) son una consecuencia directa de la expresion de mda-7 se us6 una estrategia antisentido para
inhibir directamente la expresion de mda-7. Se construyé un vector Ad5 recombinante que contenia el gen mda-7
clonado en una orientacion antisentido [Ad.mda-7 (AS)]. La infecciéon de Hela cl 2 (que expresa mda-7), pero no
HelLa cl 1 (vector pREP4, que no expresa mda-7) o HelLa parental, con Ad.mda-7 (AS) aumenta la tasa de
crecimiento y la eficiencia de formacion en agar (de aproximadamente el 25 a aproximadamente el 44%) (Fig. 2). A
diferencia, el vector Ad5 mutante de control (H5d1434), que no contiene el gen mda-7, no afecta el crecimiento en
monocapa o en agar de células HelLa, HelLa cl 1 o Hela cl 2 parentales (datos no mostrados).

Usando anticuerpos de péptido especificos de mda-7 producidos en conejos y analisis de inmunoprecipitacion, las
células Hela cl 2 (que expresan mda-7) contienen niveles elevados de la proteina MDA-7 de aproximadamente 24
kDa y una proteina complejante de alto peso molecular (HMC) de aproximadamente 90 a 110 kDa (Fig. 3). La
infeccion con Ad.mda-7 (AS), pero no el virus que no expresa mda-7 de control H5d1434, produce una disminucion
temporal en tanto la proteina MDA-7 de ~24 kDa como la proteina HMC (21) (Fig. 3). Niveles reducidos de ambas
proteinas se observan a las 48 h y contindan suprimidos durante un periodo de 96 h después de la infecciéon con
Ad.mda-7 (AS). A diferencia, los niveles de actina contindan inalterados tras la infeccion virica. Estos hallazgos
indican que la inhibicién antisentido de la expresion de la proteina MDA-7 en Hela cl 2 (que expresa mda-7) puede
extinguir directamente la supresién y la inhibicion del crecimiento inducido por mda-7 en el crecimiento
independiente del anclaje.

Para confirmar el efecto supresor de mda-7 sobre el crecimiento celular, células de cancer de prostata humano DU
145 se manipularon por ingenieria para expresar un gen mda-7 inducible por DEX. Cuando las células DU-145 cl 6 o
cl 7 [que contienen un gen mda-7 (S) inducible por DEX], pero no las células DU-145 parentales, se cultivan durante
24 a 96 h en presencia de DEX 10™ M, el ARNm y la proteina de mda-7 (incluyendo IaFProtel'na HMC) se inducen
(Fig. 4). A diferencia, DEX no altera la expresion génica de resistencia a neomicina (Neo™) en células DU-145cl 6 y

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364513 T3

cl 7 o la expresion de GAPDH en cualquiera de las células grobadas (Fig. 4). La induccion de la expresion de mda-7
en células DU-145 cl 6 y cl 7 por el crecimiento en DEX 10™ M produce aproximadamente el 50% de reduccion en el
numero de células después de 96 h frente al crecimiento en ausencia de DEX. A diferencia, no se produce inhibicion
significativa del crecimiento cuando las células DU-145 parentales o las células DU-145 transformadas con el vector
pMAMneo se cultivan durante 96 h en medio que contiene DEX 10° M (datos no mostrados). Estos datos indican
que la expresion ectépica de mda-7 puede alterar directamente el crecimiento celular en células de cancer de
prostata.

DISCUSION EXPERIMENTAL

La hibridacion sustractiva identific6 genes mda con elevada expresion en células de melanoma humano de
crecimiento detenido y terminalmente diferenciadas (13,14,21). La determinacion de la funcion de estos genes mda
sera primordial en la definicion de la base molecular del control del crecimiento y la diferenciacion terminal en
melanoma humano y otros tipos de células. Se muestra ahora que el gen mda-7 (14,21) es un gen supresor ubicuo
del crecimiento cuando se expresa transitoria o establemente en una amplia matriz de lineas de células cancerosas
humanas. Este hallazgo extiende observaciones previas que indican propiedades inhibitorias del crecimiento de la
proteina MDA-7 en células de melanoma humano (21). A diferencia de sus efectos sobre las células cancerosas, la
transfeccion de mda-7 en células epiteliales mamarias humanas normales, células de fibroblastos de piel humanos
normales y fibroblastos de embriéon de rata normal produce cuantitativamente menos supresién del crecimiento. Al
igual que otro gen mda, mda-6 (p21), la expresién de mda-7 también guarda una relacién inversa con la progresion
de melanoma, con niveles elevados de tanto mda-6 (p21) como de mda-7 presentes en melanocitos humanos
normales con respecto a células de melanoma humano metastasicas (14-16,21). Como los melanocitos normales
todavia conservan la capacidad proliferativa, aunque a una tasa reducida con respecto a las células de melanoma,
es posible que tanto mda-6 (p21) como mda-7 funcionen de reguladores negativos del fenotipo de progresion en
células del linaje de melanocito/melanoma (14-16,21). Ademas, la elevada expresion de tanto mda-6 (p21) como
mda-7 en células de melanoma humano terminalmente diferenciadas y de crecimiento irreversiblemente detenido
sugiere que estos genes también pueden ser importantes reguladores del fenotipo de diferenciacion terminal (130
16,21).

Actualmente no se conoce el mecanismo por el que mda-7 provoca sus efectos supresores del crecimiento sobre
células cancerosas humanas. La estructura de mda-7 no proporciona la oportunidad de ver la posible funcion ya que
no estan presentes motivos de secuencia que sugeririan un posible modo de accién. El efecto de mda-7 sobre el
crecimiento celular puede distinguirse del gen supresor de tumores ampliamente estudiado p53 (33,34). La
expresion transitoria de p53 en la linea de células de carcinoma de mama humano T47D que contiene p53 mutante
produce la supresion del crecimiento, mientras que la transfeccion de un gen p53 natural en la linea de células de
carcinoma de mama humano MCF-7 que contiene p53 natural no induce la inhibicién del crecimiento (34). A
diferencia, mda-7 induce una supresion del crecimiento similar en tanto células T47D como MCF-7 (Tabla 1). La
inhibicion del crecimiento por mda-7 también puede desvincularse de la observada con el gen de retinoblastoma
(pRB), el gen p107 asociado a pRb y el gen supresor de tumores putativo p16'”k4 (25,35). La expresion en exceso de
pRb y p107 inhibe la proliferacién celular en tipos de células especificas y en un modo dependiente del ciclo celular
(35-37). La transfeccion de pRb o p107 en la linea celular de glioblastoma humano T98G que contiene un gen de RB
aparentemente normal (25) no induce la supresién del crecimiento (35,37), mientras que la expresion transitoria de
mda-7 (S) reduce la formacion de colonias T98G (Tabla 1). Actualmente, el efecto inhibidor del crecimiento de mda-7
no puede distinguirse de la supresion del crecimiento inducida por el miembro de la familia de RB p130/pRb2, que
también inhibe la proliferacion en células T98G (25). EI gen p16™* induce la detencion del crecimiento en células
que contienen un gen de RB funcional (35,37), mientras que la supresion del crecimiento de mda-7 se produce en
células que contienen genes de RB normales, andmalos o no funcionales. La transfeccion de mda-7 en la linea
celular de carcinoma de préostata humano DU-145 que contiene un gen de RB mutado (38) y células de
osteosarcoma humano Saos-2 que no expresan RB (o p53 natural) produce una inhibicion en la formaciéon de
colonias (Tabla 1). Similarmente, la induccién de la expresion de mda-7 en clones DU-145 transformados por mda-7
inducibles por DEX estables produce la supresion del crecimiento. Estos hallazgos indican una falta de dependencia
de un gen de RB funcional para la inhibicién del crecimiento por mda-7. En conjunto, estos estudios demuestran que
el efecto inhibidor de mda-7 se produce por un mecanismo que es distinto del modo de accion de los dos genes

supresores de tumores mas ampliamente estudiados, p53 y pRb, y el gen supresor de tumores putativo p16'nk4 .

Se han identificado varios genes que muestran elevada expresion en funcion de la detencién del crecimiento o lesion
de ADN en células de mamifero (39,40). Tres genes inducibles por detencidén del crecimiento y lesiéon de ADN
(gadd), gadd45, gadd153 y gadd34, el gen de respuesta primaria de la diferenciacion mieloide estrechamente
relacionado (MyD118) (41) y el gen inhibidor de p53 natural mdm-2 (42) estan regulados por exceso en células
mediante el tratamiento con el agente de lesién de ADN metanosulfonato de metilo (MMS) (40). El gen gadd45 y
especifico de la detencion del crecimiento (gasl) (43,44) se inducen manteniendo las células en confluencia, células
privadas de suero o células en crecimiento en bajo suero (40,43,44). A diferencia, la expresiéon de ARNm de mda-7
no esta inducida en células de melanoma humano tras el tratamiento con metanosulfonato de metilo (MMS) o
después de mantener las células en confluencia (21). Ademas, so6lo un pequefio aumento en la expresién del ARNm
de mda-7 se produce en células de melanoma humano HO-1 tras el crecimiento en medio sin suero durante 96 h
(21). La diferencia en la regulacion de mda-7 frente a los genes gadd, MyD118 y gas-1 indica que mda-7 puede
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representar una nueva clase de genes de detencion del crecimiento.

En resumen, se describe un regulador del crecimiento negativo, mda-7, que induce supresion del crecimiento en
células cancerosas humanas que contienen genes p53 y de RB tanto normales como mutados. La caracterizacién
de la estructura genémica de mda-7 sera importante en la determinacién de si este gen funciona normalmente como
un gen supresor de tumores y si las alteraciones estan presentes en este gen en células tumorales frente a
normales. La identificacion de la regién promotora de mda-7 también permitird un analisis del mecanismo por el que
este gen se expresa diferencialmente y es inducible por IFN-B mas MEZ en tipos de células especificos. Estudios
ampliados de posible importancia y de garantia es el hallazgo de que mda-7 es mas inhibidor del crecimiento hacia
el cancer y células transformadas que hacia las células normales. En este contexto, mda-7 podria demostrar ser util
como parte de un estrategia de intervencion basada en genes para la terapia contra el cancer, en un modo analogo
como el gen p53 natural esta siendo actualmente probado para la eficacia en la terapia de tumores malignos
humanos especificos.
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Segunda serie de experimentos

El gen 7 asociado a la diferenciaciéon del melanoma (mda-7) en un adenovirus recombinante inhibe el crecimiento de
tumores humanos establecidos en ratones sin pelo

Estudios previos documentan que la expresién ectépica de mda-7 en células tumorales humanas de diversos
origenes inhibe el crecimiento, como se documenta por una disminucion en la formacion de colonias en cultivo en
monocapa (Jiang y col., PNAS, 93: 9160-9165, 1996). A diferencia, mda-7 no altera significativamente el crecimiento
de células epiteliales o de fibroblasto humanas normales. Estas observaciones soportan la hipétesis de que mda-7
es un gen supresor del crecimiento del cancer ubicuo.

La capacidad de mda-7 para inhibir selectivamente el crecimiento de células cancerosas sugiere que este gen
podria proporcionar beneficios terapéuticos en el tratamiento de canceres humanos. Para explorar esta posibilidad
se ha generado un adenovirus defectuoso en la replicacion que expresa mda-7. Los protocolos fueron similares a los
usados para construir un adenovirus que expresa mda-7 antisentido, Ad.mda-7 AS (Jiang y col., PNAS, 93: 9160(]
9165, 1996). El Ad.mda-7 S recombinante defectuoso en la replicacién se produjo en dos etapas. Primera, el gen
mda-7 se cloné en una orientacion sentido en un vector de expresion de Ad modificado pAd.CMV. Este virus
contiene, en orden, los primeros 355 pb desde el extremo izquierdo del genoma de Ad, el promotor temprano
inmediato del citomegalovirus (CMV), ADN que codifica una secuencia sefial polyA del gen de beta-globina y
aproximadamente 3 kpb de la secuencia de adenovirus que se extiende desde dentro de la regién codificante E1B.
Esta disposicion permite un alto nivel expresion de la secuencia clonada por el promotor del gen temprano inmediato
del CMV, y el procesamiento apropiado de ARN. El virus recombinante se cred in vivo en células 293 mediante
recombinacion homologa entre el vector que contiene mda-7 y JM17, que contiene el genoma del Ad completo
clonado en una versién modificada de pBR322. JM17 da lugar a genomas de Ad in vivo, pero son demasiado largos
para encapsidarse. Esta disposicion es rota por la recombinacién con el vector para crear un genoma encapsidable
que contiene el gen de eleccion. El virus recombinante es defectuoso en la replicacion en células humanas, excepto
en 293, que expresan el adenovirus E1A y E1B. Tras la transfeccién de los dos plasmidos, el virus infeccioso se
recuperod, los genomas se analizaron para confirmar la estructura recombinante y entonces el virus se purificé en
placa, todo por procedimientos convencionales.

Como se observa con la transfeccion con mda-7, la infeccion de diversas lineas de células cancerosas humanas,
pero no lineas celulares normales, con Ad.mda-7 S inhibi6 el crecimiento. Estos resultados demuestran que este
virus retiene propiedades observadas con la construccion de plasmido de mda-7. En muchas células cancerosas,
que incluyen carcinoma de mama (MCF-7 y T47D), glioblastoma (GBM-18 y T98G) y melanoma (HO-1 y C8161), la
infeccion con Ad.mda-7 S produjo la induccidon de muerte celular programada (apoptosis). Este efecto no se provocé
en células normales incluso después de la infeccidon con altas multiplicidades de infeccion (100 ufp/célula) con
Ad.mda-7 S. En otros tipos de células cancerosas, la supresion del crecimiento (como se indica por una supresion
en la formacion de colonias en cultivo en monocapa) fue evidente sin indicios de apoptosis, como se indica por los
cambios en la morfologia nuclear, formacién de escaleras nucleosémicas o una reaccion TUNEL positiva. Estos
resultados indican que el virus de Ad.mda-7 S puede inhibir selectivamente el crecimiento de células cancerosas
humanas in vitro. Ademas, en tipos de células cancerosas especificas, la supresion del crecimiento establece una
correlacion con induccién de apoptosis. Estas observaciones sugieren que la inhibicion en el crecimiento del cancer
inducido por mda-7 puede producirse por multiples rutas.

Se usaron modelos de xenoinjerto de tumor humano en ratén sin pelo para determinar si Ad.mda-7 S puede inhibir el
crecimiento de células cancerosas humanas in vivo. Ratones sin pelo atimicos obtenidos de Taconic Labs se
inyectaron subcutdneamente con un millon de células de carcinoma de cuello del utero humano (HeLa) en PBS
mezcladas con Matrigel (volumen final 0,4 ml; relacién de Matrigel con respecto a PBS 1:1). Los tumores se dejaron
crecer hasta que alcanzaron un volumen promedio de 100 a 200 mm?® (10 a 21 dias después de la inoculacion).
Entonces, los ratones se aleatorizaron y se dividieron en dos grupos: Grupo 1: Ad defectuoso en la replicacion que
carece del gen mda-7; virus nulo (nulo); y Grupo 2: Ad.mda-7 S. El tratamiento consisti6 en inyecciones
intratumorales del nulo o Ad.mda-7 S (100 pl a 4 sitios/inyeccién) tres veces a la semana durante 4 semanas. Los
tumores se midieron de dos veces a tres veces a la semana con un compas calibrador. Los volumenes de los
tumores se calcularon usando la féormula: pi/6 x diametro mayor x (diametro menor)z. Después de 4 semanas de
terapia, los animales se siguieron durante una semana adicional y se sacrificaron. El volumen del tumor final dividido
entre el volumen del tumor inicial es igual a la relaciéon de volumen del tumor que se define como una medida de la
progresion del cancer.
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Durante el transcurso del estudio se inhibid el crecimiento de xenoinjertos de HelLa bien establecidos tratados con
Ad.mda-7 S, mientras que los tumores tratados con el virus nulo continuaron creciendo progresivamente (Figuras 5y
6). El efecto inhibidor de mda-7 fue significativo con un valor p < 0,05. Este estudio se repiti6 y se obtuvieron

5 resultados similares. Estos datos sugieren que la expresion ectdépica de mda-7 puede proporcionar beneficio
terapéutico para el tratamiento de cancer humano. Los experimentos estan ahora en progreso usando tumores de
cancer de mama humano establecido, MCF-7 y T47D, en ratones sin pelo.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un acido nucleico que comprende un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7)
para la preparacion de una composicién farmacéutica para invertir el fenotipo canceroso de una célula cancerosa en
un sujeto, en el que la célula cancerosa se selecciona del grupo que consiste en una célula de cancer de mama, una
célula de cancer de cuello del utero, una célula de cancer de colon, una célula de cancer de préstata, una célula de
cancer nasofaringeo, una célula de cancer de pulmén, una célula de osteosarcoma y una célula de cancer de tejido
conjuntivo.

2. Una composicidn farmacéutica que comprende un acido nucleico que comprende un gen asociado a la
diferenciacion del melanoma (mda-7) en un vector y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en la que el vector es
un vector de adenovirus, vector de virus adenoasociado, vector del virus de Epstein-Barr, vector del virus del herpes,
vector del VIH atenuado, vector de retrovirus o vector del virus vaccinia.

3. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 2, en la que el vector de adenovirus es un vector de
adenovirus defectuoso en la replicacién que expresa mda-7.

4. Uso de un acido nucleico que comprende un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7)
para la preparacién de una composicion farmacéutica para suprimir el crecimiento de una célula cancerosa en un
sujeto, en el que la célula cancerosa se selecciona del grupo que consiste en una célula de cancer de mama, un
cancer de cuello del utero, una célula de cancer de colon, una célula de cancer de prostata, una célula de cancer
nasofaringeo, una célula de cancer de pulmoén, una célula de osteosarcoma y una célula de cancer de tejido
conjuntivo.

5. Uso de un acido nucleico que comprende un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7)
para la preparacion de una composicion farmacéutica para inducir apoptosis de una célula cancerosa en un sujeto,
en el que la célula cancerosa se selecciona del grupo que consiste en una célula de cancer de mama, una célula de
melanoma y una célula de glioblastoma multiforme.

6. Uso de un acido nucleico que comprende un gen asociado a la diferenciacion del melanoma (mda-7)
para la preparacion de una composicion farmacéutica para inhibir el crecimiento de un tumor en un sujeto, en el que
el tumor comprende células seleccionadas del grupo que consiste en células de cancer de mama, células de cancer
de cuello del utero, células de cancer de colon, células de cancer de prostata, células de cancer nasofaringeo,
células de cancer de pulmon, células de osteosarcoma y células de cancer de tejido conjuntivo.

7. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 4 a 6, en el que el gen asociado a la
diferenciacion del melanoma (mda-7) esta ligado a un elemento regulador de forma que su expresion esta bajo el
control del elemento regulador.

8. El uso segun la reivindicacién 7, en el que el elemento regulador es inducible o constitutivo o en el que
el elemento regulador es un elemento regulador especifico de tejido.

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 4 a 8, en el que el acido nucleico se introduce en
las células por tecnologia de ADN desnudo, vector de adenovirus, vector de virus adenoasociado, vector del virus de
Epstein-Barr, vector del virus del herpes, vector del VIH atenuado, vectores retroviricos, vector del virus vaccinia,
liposomas, liposomas recubiertos de anticuerpos, medios mecanicos o eléctricos.

10. El uso de una cualquiera de la reivindicacion 1 0 4 a 9, en el que la célula cancerosa se caracteriza
por la presencia dentro de ella de un gen supresor de tumores defectuoso o por la presencia dentro de ella de un
oncogén de accién dominante.

11. El uso de la reivindicacion 10, en el que el gen supresor del tumor es un gen p53, de retinoblastoma

(RB) o p16'nk43 o en el que el oncogén de accién dominante es el gen Ha-ras, p53 mutante o del virus del papiloma
humano.
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FIGURA 1

Vector del RSV RSV-MDA-7-Antisentido RSV-MDA-7-Sentido ]
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURAS
Crecimiento de células HelLa tratadas con Ad.mda-7 S
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RELACIONES DEL VOLUMEN DE TUMOR
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FIGURA 6
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