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DESCRIPCION
Marcadores moleculares para el diagndstico y el tratamiento de tumores.

Los canceres estan todavia entre las causas principales de muerte a pesar de los enfoques interdisciplinares y la
utilizacién exhaustiva de modalidades de terapia clasicas.

La metastasis es uno de los factores mas criticos responsables del fracaso de una terapia contra el cancer. Aunque
la ilustracion de la expresion de proteinas, el analisis de alineamientos génicos y la determinacion de factores
criticos en tejido tumoral han mejorado la clasificacion de prondstico de los tumores, todavia es dificil predecir el
riesgo de presentar metastasis por medio del estudio del tumor primario resecado (Jacquemier J et al., Cancer Res.
65:767-779, 2005; Garber K, Science 303:1754-5, 2004; Hengstler JG et al., Cancer Res. 59, 3206-3214, 1999;
Hengstler JG et al., Int. J. Cancer 84, 388-395, 1999; Hengstler JG et al., Int. J. Cancer, 95, 121-127, 2001).

Un ejempilo tipico es el cancer del endometrio, el tumor maligno mas comun del aparato genital femenino. Tras la
reseccion total del tumor, la supervivencia depende habitualmente de la aparicion de metastasis. Sitios de recidiva
de cancer del endometrio son los ganglios linfaticos paraadrticos, los huesos, el pulmén, la pelvis, el higado y la
vagina (Steiner E et al., Int J Gynecol Cancer 13:197-203, 2003). Actualmente es dificil predecir si un tumor primario
del endometrio ha metastatizado o no.

Los factores que regulan el establecimiento del fenotipo metastdsico permanecen sin definir en gran medida. Se
sabe que algunos parametros histopatologicos tales como el estadio del tumor y el grado histolégico estan
asociados con la supervivencia libre de tumor (Steiner E et al., Int J Gynecol Cancer 13:197-203, 2003). Sin
embargo, hasta la fecha ha sido imposible predecir el riesgo de presentar metastasis por medio de la cuantificacion
de factores criticos en tejido tumoral.

El documento WO 00/12758 describe un procedimiento para detectar, diagnosticar, monitorizar, estadificar,
pronosticar, obtener imagenes de y tratar tipos de cancer particulares incluyendo tipos de cancer ginecoldgicos tales
como cancer de mama, cancer de ovario, cancer uterino y cancer endometrial y cancer de pulmon.

El documento WO 01/70979 describe composiciones, kits y procedimientos para detectar, caracterizar, prevenir y
tratar canceres de ovario humanos.

El documento WO 01/96388 describe composiciones y procedimientos para la terapia y el diagnéstico de cancer de
colon.

Era el objetivo de la presente invencién proporcionar estructuras seleccionadas como diana para un diagnéstico,
pronostico y terapia de canceres. En particular, era el objetivo de la presente invencion identificar marcadores
moleculares que hagan posible el diagndstico diferencial entre tumores metastasicos y no metastasicos, en
particular tumores endometriales.

Este objetivo se alcanza segun la invencion mediante el objeto de las reivindicaciones.

En esta solicitud de patente, se identifican marcadores genéticos cuya expresién se correlaciona con un
comportamiento metastasico del endometrio. Tales marcadores genéticos se refieren a acidos nucleicos
seleccionados de entre el grupo que consiste en (a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido
nucleico seleccionada de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-7, una parte de al menos 30 nucledtidos
consecutivos de la misma, (b) un acido nucleico que se hibrida con el acido nucleico de (a) en condiciones
restrictivas, (c) un acido nucleico que es degenerado con respecto al acido nucleico de (a) o (b), y (d) un acido
nucleico que es complementario al acido nucleico de (a), (b) o (c).

La presente invencidon se refiere en general al diagnéstico, el prondstico y la monitorizacion, es decir la
determinacion, de la regresion, la progresion, el desarrollo y/o la aparicion, de enfermedades neoplasicas del
endometrio, en particular enfermedades tumorales del endometrio y metastasis de las mismas.

En un aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento de diagnéstico y/o monitorizacién de un tumor endometrial
en un paciente, que comprende (i) detectar y/o determinar la cantidad de un acido nucleico seleccionado de entre el
grupo que consiste en: (a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre
el grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, 6y 7, y una parte de al menos 30 nucleétidos consecutivos de la misma, (b)
un acido nucleico que se hibrida con el acido nucleico de (a) en condiciones restrictivas, (c) un acido nucleico que es
degenerado con respecto al acido nucleico de (a) o (b), y (d) un acido nucleico que es complementario al acido
nucleico de (a), (b) o (c), y/o (ii) detectar y/o determinar la cantidad de una proteina o un péptido codificado por el
acido nucleico de (i) o de una parte del mismo, en una muestra biolégica que comprende tejido corporal endometrial
aislada de un paciente, en el que la presencia del acido nucleico, la proteina o el péptido o la parte del mismo y/o
una cantidad aumentada del acido nucleico, la proteina o el péptido o la parte del mismo en comparacién con un
paciente sin un tumor endometrial, sin un riesgo de presentar un tumor endometrial, sin metastasis de un tumor
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endometrial y/o sin un riesgo de presentar metastasis de un tumor endometrial, indica la presencia de un tumor
endometrial, un riesgo de presentar un tumor endometrial, metastasis de un tumor endometrial y/o un riesgo de
presentar metastasis de un tumor endometrial.

En formas de realizacién particulares, el paciente presenta una enfermedad neoplasica, se sospecha que padece o
ha contraido una enfermedad neoplasica, o presenta un riesgo de presentar una enfermedad neoplasica. En formas
de realizacién adicionales, el paciente presenta metastasis de una enfermedad neoplasica, se sospecha que padece
o ha contraido metastasis de una enfermedad neoplasica o presenta un riesgo de presentar metastasis de una
enfermedad neoplasica. En formas de realizacion particulares, el paciente ya se ha sometido o esta previsto que se
someta a tratamiento de una enfermedad neoplasica, tal como tratamiento mediante reseccidon tumoral,
quimioterapia y/o radioterapia.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un procedimiento de evaluacion y/o pronéstico del comportamiento
metastasico y/o la recidiva de un tumor endometrial, que comprende (i) detectar y/o determinar la cantidad de un
acido nucleico seleccionado de entre el grupo que consiste en: (a) un acido nucleico que comprende una secuencia
de acido nucleico seleccionada de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, 6 y 7, y una parte de al menos 30
nucleotidos consecutivos de la misma, (b) un acido nucleico que se hibrida con el acido nucleico de (a) en
condiciones restrictivas, (c) un acido nucleico que es degenerado con respecto al acido nucleico de (a) o (b), y (d) un
acido nucleico que es complementario al acido nucleico de (a), (b) o (c), y/o (ii) detectar y/o determinar la cantidad
de una proteina o un péptido codificado por el acido nucleico de (i) o de una parte del mismo, en una muestra
biolégica que comprende tejido corporal endometrial aislada de un paciente, en el que la presencia del acido
nucleico, la proteina o el péptido o la parte del mismo y/o una cantidad aumentada del &cido nucleico, la proteina o
el péptido o la parte del mismo en comparacién con un paciente sin un tumor endometrial, sin un riesgo de presentar
un tumor endometrial, sin metastasis de un tumor endometrial, sin un riesgo de presentar metastasis de un tumor
endometrial, sin una recidiva de un tumor endometrial y/o sin un riesgo de presentar una recidiva de un tumor
endometrial, indica la presencia de metastasis o recidiva de un tumor endometrial o un riesgo de presentar
metastasis o recidiva de un tumor endometrial.

En formas de realizacién particulares, el paciente presenta una enfermedad neoplasica, se sospecha que padece o
ha contraido una enfermedad neoplasica, o presenta un riesgo de presentar una enfermedad neoplasica. En formas
de realizacién adicionales, el paciente presenta metastasis de una enfermedad neoplasica, se sospecha que padece
o ha contraido metastasis de una enfermedad neopldsica o presenta un riesgo de presentar metastasis de una
enfermedad neoplasica. En formas de realizacion particulares, el paciente ya se ha sometido o esta previsto que se
someta a tratamiento de una enfermedad neoplasica, tal como tratamiento mediante reseccidon tumoral,
quimioterapia y/o radioterapia.

Los procedimientos segun la invencion permiten preferentemente que se realice un prondstico sobre si se ha
producido o se producira metastasis de un tumor endometrial. Preferentemente, los procedimientos segun la
invencion permiten que se distinga entre alteraciones benignas y malignas y pueden proporcionar informacion sobre
el éxito del tratamiento de un tumor endometrial que ya se ha llevado a cabo o que va a llevarse a cabo, tal como
tratamiento por medio de reseccion tumoral, quimioterapia y/o radioterapia. En particular, los procedimientos segun
la invencidon pueden proporcionar informacion sobre la probabilidad de una recidiva en un tratamiento de un tumor
endometrial que ya se ha llevado a cabo o que va a llevarse a cabo.

El experto en la materia esta familiarizado con las posibilidades para realizar una deteccién y/o determinacion de la
cantidad en los procedimientos segun la invencion.

En formas de realizacion particulares, la deteccién y/o determinacion de la cantidad en los procedimientos segun la
invencién comprende (i) poner en contacto la muestra biolégica con un agente que se une especificamente al acido
nucleico, a la proteina o al péptido o a la parte del mismo, y (ii) detectar la formacién de un complejo entre el agente
y el acido nucleico o la proteina o el péptido o la parte del mismo.

Puede detectarse un acido nucleico o puede determinarse la cantidad de un &cido nucleico segun la invencién con
una sonda de oligonucledtido o polinucleétido que se hibrida especificamente con el acido nucleico, o puede
amplificarse selectivamente el &cido nucleico, preferentemente amplificarse mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa. En una realizacion, la sonda comprende una secuencia de 6-50, en particular de 10-30, 15-30 6 20-30,
nucleotidos contiguos del acido nucleico que va a detectarse.

Puede detectarse una proteina o un péptido o una parte del mismo o puede determinarse la cantidad de una
proteina o un péptido o de una parte del mismo segun la invencidn con un anticuerpo que se une especificamente a
la proteina o el péptido o a la parte del mismo.

En una realizacién, la proteina o el péptido que va a detectarse o la parte del mismo se encuentra en un complejo
con una molécula de CMH.
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El agente utilizado para detectar o determinar la cantidad, en particular la sonda de oligonucleétido o polinucleétido,
o el anticuerpo esta preferentemente marcado de manera detectable. En formas de realizacion particulares, el
marcador detectable es un marcador radiactivo, marcador fluorescente o marcador enzimatico.

El término “unir” se refiere segun la invencién a una unién especifica. La expresién “unién especifica” significa que
una unién a una diana tal como un epitopo, para la que es especifico un agente de unién tal como un anticuerpo, es
mas fuerte en comparacion con la unién a una diana diferente.

Una “unién mas fuerte” puede caracterizarse, por ejemplo, por una menor constante de disociacion.
Descripcion detallada de la invenciéon

Segun la invencién, un acido nucleico es preferentemente acido desoxirribonucleico (ADN) o &cido ribonucleico
(ARN). Segun la invencién, los acidos nucleicos comprenden ADN gendmico, ADNc, ARNm, moléculas producidas
de manera recombinante y sintetizadas quimicamente. Un &cido nucleico puede estar presente segun la invencion
como una molécula monocatenaria o bicatenaria y lineal o circular cerrada covalentemente.

El término “derivado” de un acido nucleico significa segun la invencion que estan presentes sustituciones, deleciones
y/o adiciones de nucleétidos individuales o multiples, preferentemente al menos 2, al menos 4, al menos 6, y
preferentemente hasta 3, hasta 4, hasta 5, hasta 6, hasta 10, hasta 15 o hasta 20, en el acido nucleico. El término
“derivado” de un acido nucleico comprende ademas también la derivatizacién quimica de un &cido nucleico en una
base de nucledtido, en el azicar o en el fosfato, y acidos nucleicos que contienen nucleétidos y analogos de
nucleotido que no se producen de manera natural.

Los acidos nucleicos descritos segun la invencion estan preferentemente aislados. El término “acido nucleico
aislado” significa segun la invencion que el acido nucleico se ha (i) amplificado in vitro, por ejemplo mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (ii) producido de manera recombinante mediante clonacion, (iii)
purificado, por ejemplo mediante escision y fraccionamiento mediante electroforesis en gel, o (iv) sintetizado, por
ejemplo mediante sintesis quimica. Un &cido nucleico aislado es un acido nucleico disponible para manipulacion
mediante técnicas de ADN recombinante.

Un acido nucleico es entonces “complementario” a otro acido nucleico si las dos secuencias pueden hibridarse entre
si y formar un duplex estable, llevandose a cabo la hibridacion preferentemente en condiciones que permiten la
hibridacion especifica entre polinucledtidos (condiciones restrictivas). Se describen condiciones restrictivas, por
ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., ed., 22 edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 o Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et
al., ed., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, y se refieren, por ejemplo, a la hibridaciéon a 65°C en tampoén de
hibridacion (3,5 x SSC, Ficoll al 0,02%, polivinilpirrolidona al 0,02%, albumina sérica bovina al 0,02%, NaH2,PO4 2,5
mM (pH 7), SDS al 0,5%, EDTA 2 mM). SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,15 M, pH 7. Tras la
hibridacion, se lava la membrana a la que se ha transferido el ADN, por ejemplo, en 2 x SSC a temperatura
ambiente y luego en 0,1-0,5 x SSC/0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68°C.

Segun la invencidn, los acidos nucleicos complementarios presentan al menos el 40%, en particular al menos el
50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, y preferentemente al menos el 95%, al
menos el 98% o al menos el 99%, de identidad de nucledtidos.

El término “% de identidad” pretende referirse a un valor porcentual de nucleétidos que son idénticos en una
alineacion 6ptima entre dos secuencias que van a compararse, siendo dicho valor porcentual puramente estadistico,
y las diferencias entre las dos secuencias pueden distribuirse aleatoriamente y a lo largo de toda la longitud de la
secuencia y la secuencia que va a compararse puede comprender adiciones o deleciones en comparacién con la
secuencia de referencia, con el fin de obtener una alineacién éptima entre dos secuencias. Las comparaciones de
secuencia entre dos secuencias se llevan a cabo habitualmente comparando dichas secuencias, tras una alineacioén
Optima, con respecto a un segmento o “ventana de comparacion”, con el fin de identificar regiones locales de
coincidencia de secuencia. La alineacion éptima para una comparacién puede llevarse a cabo manualmente o con la
ayuda del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, con la ayuda del
algoritmo de homologia local de Neddleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, y con la ayuda del algoritmo de
busqueda de similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2444 o con la ayuda de programas
informaticos que utilizan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N y TFASTA en Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.).

Se obtiene el porcentaje de identidad determinando el niumero de posiciones idénticas en las que coinciden las
secuencias que van a compararse, dividiendo este numero entre el nimero de posiciones comparadas y multiplicado
este resultado por 100.

Por ejemplo, puede utilizarse el programa de BLAST “BLAST 2 sequences” que esta disponible en el sitio web
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/b12seq/wblast2.cgi.
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Los acidos nucleicos pueden estar presentes solos 0 en combinacion con otros acidos nucleicos que pueden ser
homoélogos o heterdlogos. En formas de realizacion particulares, un acido nucleico se une funcionalmente a
secuencias de control de la expresion que pueden ser homodlogas o heterdlogas con respecto al acido nucleico,
haciendo referencia en este caso el término “homdlogo” al hecho de que un acido nucleico también se une
funcionalmente de manera natural a la secuencia de control de la expresién, y haciendo referencia el término
“heterélogo” al hecho de que un acido nucleico no se une funcionalmente de manera natural a la secuencia de
control de la expresion.

Un acido nucleico, preferentemente un acido nucleico transcribible y en particular un acido nucleico que codifica para
un péptido o una proteina, y una secuencia de control de la expresién se unen “funcionalmente” entre si, si se unen
covalentemente entre si de tal manera que la transcripcién o expresion del acido nucleico esta bajo el control o bajo
la influencia de la secuencia de control de la expresion. Si el 4cido nucleico va a traducirse en un péptido o una
proteina funcional, la induccién de una secuencia de control de la expresion cuando la secuencia de control de la
expresion esta unida funcionalmente a la secuencia codificante da como resultado la transcripcidon de la secuencia
codificante, sin provocar un desplazamiento del marco de lectura en la secuencia codificante o sin poder la
secuencia codificante traducirse en el péptido o la proteina deseado.

El término “secuencia de control de la expresién” comprende promotores, secuencias de unién al ribosoma y otros
elementos de control que controlan la transcripcion de un gen o la traduccién del ARN derivado. En formas de
realizacién particulares, pueden regularse las secuencias de control de la expresion. La estructura precisa de las
secuencias de control de la expresion puede variar dependiendo de la especie o el tipo celular pero comprende
habitualmente secuencias no transcritas en 5 y no traducidas en 5’ y 3’ implicadas en la iniciacion de la transcripcion
o la traduccion, tal como la caja TATA, secuencia de ocupacion de extremos, secuencia CAAT y similares. En
particular, las secuencias de control de la expresion no transcritas en 5 comprenden una regién promotora que
engloba una secuencia promotora para el control de la transcripcidon del acido nucleico unido funcionalmente. Las
secuencias de control de la expresion también pueden comprender secuencias potenciadoras o secuencias
activadoras en el sentido de 5'.

El término “promotor” o “regiéon promotora” se refiere a una secuencia de ADN en el sentido de 5’ (en &) de la
secuencia codificante de un gen y controla la expresion de la secuencia codificante proporcionando un sitio de
reconocimiento y unién para ARN polimerasa. La regién promotora puede incluir sitios de reconocimiento y union
adicionales para factores adicionales, implicados en la regulaciéon de la transcripcion del gen. Un promotor puede
controlar la transcripcién de un gen procariota o eucariota. Un promotor puede ser “inducible” e iniciar la
transcripcidon en respuesta a un inductor, o puede ser “constitutivo” si la transcripcién no esta controlada por un
inductor. Un promotor inducible se expresa sélo en un grado muy pequefio o nada en absoluto, si estd ausente un
inductor. En presencia del inductor, “se activa” el gen o se aumenta el nivel de transcripcién. Esto estd mediado
habitualmente por la unién de un factor de transcripcion especifico.

Promotores preferidos son, por ejemplo, promotores para polimerasa de SP6, T3 o T7.

El término “expresion” se utiliza en su significado mas general y comprende la produccion de ARN o de ARN y
proteina. También comprende la expresion parcial de acidos nucleicos. Ademas, la expresion puede ser transitoria o
estable. Con respecto al ARN, el término “expresion” o “traduccién” se refiere en particular a la produccion de
péptidos o proteinas.

Ademas, un acido nucleico que codifica para una proteina o un péptido puede unirse a otro acido nucleico que
codifica para una secuencia peptidica que controla la secreciéon de la proteina o el péptido codificado por el acido
nucleico de una célula huésped. Un acido nucleico también puede unirse a otro acido nucleico que codifica para una
secuencia peptidica que provoca el anclaje de la proteina o el péptido codificado a la membrana celular de una
célula huésped o la compartimentalizacion de la misma en organulos particulares de dicha célula. De manera similar,
puede establecerse una unién a un acido nucleico que representa un gen indicador o cualquier “etiqueta”.

En una realizacién preferida, esta presente un acido nucleico en un vector, dado el caso con un promotor que
controla la expresién del acido nucleico. El término “vector” se utiliza a este respecto en su significado mas general y
comprende cualquier vehiculo intermedio para un acido nucleico que, por ejemplo, permita que se introduzca dicho
acido nucleico en células procariotas y/o eucariotas y, dado el caso, que se integre en un genoma. Tales vectores se
replican y/o se expresan preferentemente en la célula. Los vectores comprenden plasmidos, fagémidos o genomas
virales. El término “plasmido”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere en general a un constructo de
material genético extracromosomico, habitualmente un duplex de ADN circular, que puede replicarse
independientemente del ADN cromosomico.

El término “célula huésped” se refiere a cualquier célula que puede transformarse o transfectarse con un acido
nucleico exogeno, preferentemente ADN o ARN. El término “célula huésped” comprende segun la invencion células
procariotas (por ejemplo, E. coli) o eucariotas (por ejemplo, células de mamifero, en particular células de seres
humanos, células de levadura y células de insecto). Se prefieren especialmente células de mamifero tales como
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células de seres humanos, ratones, hamsteres, cerdos, cabras y primates. Las células pueden derivarse de una
multiplicidad de tipos de tejido y comprenden células primarias y lineas celulares. Los ejemplos especificos
comprenden queratinocitos, leucocitos de sangre periférica, células madre de médula 6sea y células madre
embrionarias. En otras formas de realizaciéon, la célula huésped es una célula presentadora de antigeno,
comprendiendo el término “célula presentadora de antigeno” segun la invencién células dendriticas, monocitos y
macréfagos. Un acido nucleico puede estar presente en la célula huésped en una Unica o en varias copias y, en una
realizacién, se expresa en la célula huésped.

En aquellos casos de la descripcion, en los que una molécula de CMH presenta una proteina o un péptido, un vector
de expresion también puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica para dicha molécula de
CMH. La secuencia de acido nucleico que codifica para la molécula de CMH puede estar presente en el mismo
vector de expresion que el acido nucleico que codifica para la proteina o el péptido, o ambos acidos nucleicos
pueden estar presentes en vectores de expresion diferentes. En este ultimo caso, los dos vectores de expresion
pueden cotransfectarse en una célula. Si una célula huésped no expresa ni la proteina o el péptido ni la molécula de
CMH, ambos &cidos nucleicos que codifican para los mismos pueden transfectarse en la célula o bien en el mismo
vector de expresion o bien en vectores de expresion diferentes. Si la célula ya expresa la molécula de CMH, sélo
puede transfectarse la secuencia de acido nucleico que codifica para la proteina o el péptido en la célula.

Kits para amplificar un acido nucleico con el fin de detectar de ese modo el acido nucleico o determinar su cantidad
comprenden, por ejemplo, un par de cebadores de amplificacién que se hibridan con el acido nucleico que va a
amplificarse. Los cebadores comprenden preferentemente una secuencia de 6-50, en particular de 10-30, 15-30 6
20-30, nucleétidos contiguos del acido nucleico que va a amplificarse y no se solapan con el fin de evitar la
formacion de dimeros de cebadores. Uno de los cebadores se hibridara con una cadena del acido nucleico que va a
amplificarse y el otro cebador se hibridara con la cadena complementaria en una disposicién que permita la
amplificacién del acido nucleico.

Pueden utilizarse “acidos nucleicos antisentido” para regular, en particular reducir, la expresion de un acido nucleico.
El término “acido nucleico antisentido” significa un oligonucledtido que es un oligorribonucleétido,
oligodesoxirribonucleétido, oligorribonucleétido modificado u oligodesoxirribonucleétido modificado y que se hibrida
en condiciones fisioldgicas a ADN que comprende un gen particular o a ARNm de dicho gen, inhibiendo de ese
modo la transcripcién de dicho gen y/o la traduccion de dicho ARNm. Un “4cido nucleico antisentido” comprende
también un constructo que contiene un acido nucleico o una parte del mismo en orientacién inversa con respecto a
su promotor natural. Un transcrito antisentido de un acido nucleico o de una parte del mismo puede formar un duplex
con el ARNm que se produce de manera natural que especifica un péptido o una proteina, impidiendo por tanto la
traduccion del ARNm en dicho péptido o dicha proteina. Otra opcién es la utilizacidon de ribozimas para inactivar un
acido nucleico. Los oligonucleétidos antisentido preferidos presentan una secuencia de 6-50, en particular de 10-30,
15-30 6 20-30, nucledtidos contiguos del acido nucleico diana y preferentemente son totalmente complementarios al
acido nucleico diana o una parte del mismo.

Preferentemente, el oligonucledtido antisentido se hibrida con un sitio N-terminal o en el sentido de 5’ tal como un
sitio de iniciacion de la traduccién, un sitio de iniciacion de la transcripcion o un sitio promotor o el oligonucleétido
antisentido se hibrida con una regién no traducida en 3’ o un sitio de corte y empalme de ARNm.

En una forma de realizacion, un oligonucleétido consiste segun la invencién en ribonucleétidos,
desoxirribonucledtidos o una combinacién de los mismos. El extremo 5’ de un nucleétido y el extremo 3’ de otro
nucleotido se unen a este respecto mediante un enlace fosfodiéster. Estos oligonucleétidos pueden sintetizarse de la
manera habitual o producirse de manera recombinante.

Preferentemente, un oligonucleétido es un oligonucledétido “modificado”. A este respecto, el oligonucledtido puede
estar modificado de maneras muy diferentes, por ejemplo, con el fin de aumentar su estabilidad o eficacia
terapéutica, sin impedir su capacidad para unirse a su diana. El término “oligonucleétido modificado” significa un
oligonucledtido en el que (i) al menos dos de sus nucledtidos se unen entre si mediante un enlace internucleosidico
sintético (es decir, un enlace internucleosidico que no es un enlace fosfodiéster), y/o (ii) un grupo quimico que
normalmente no esta presente en &acidos nucleicos se une covalentemente al oligonucleétido. Enlaces
internucleosidicos sintéticos preferidos son fosforotioatos, alquilfosfonatos, fosforoditioatos, ésteres de fosfato,
alquilfosfonotioatos, fosforamidatos, carbamatos, carbonatos, triesteres de fosfato, acetamidatos, ésteres
carboximetilicos y péptidos.

El término “oligonucleétido modificado” también comprende oligonucleétidos con una o mas bases modificadas
covalentemente y/o uno o mas azucares modificados covalentemente. Los “oligonucledtidos modificados”
comprenden por ejemplo oligonucledtidos con residuos de azucar que se unen covalentemente a grupos organicos
de bajo peso molecular distintos a un grupo hidroxilo en la posicién 3’ y un grupo fosfato en la posicion 5’. Los
oligonucleétidos modificados pueden comprender, por ejemplo, un residuo de ribosa alquilado en 2’-O o otro azucar
en lugar de ribosa, tal como arabinosa.
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El término “péptido” se refiere a sustancias que comprenden al menos dos, al menos 3, al menos 4, al menos 6, al
menos 8, al menos 10, al menos 13, al menos 16, al menos 20 y preferentemente hasta 50, 100 6 150, aminoacidos
consecutivos que se unen entre si mediante enlaces peptidicos. El término “proteina” se refiere a grandes péptidos,
preferentemente péptidos con al menos 151 aminoéacidos, pero los términos “péptido” y “proteina” se utilizan en la
presente memoria en general como sinénimos.

Las proteinas y los péptidos descritos estan preferentemente aislados. Los términos “proteina aislada” o “péptido
aislado” significan que la proteina o el péptido estan separados de su entorno natural. Una proteina o un péptido
aislado pueden estar en un estado esencialmente purificado. El término “esencialmente purificado” significa que la
proteina o el péptido esta esencialmente libre de otras sustancias con las que esta asociado en la naturaleza o in
vivo.

Tales proteinas y péptidos sirven, por ejemplo, para la produccién de anticuerpos y pueden emplearse en un ensayo
inmunolégico o de diagnéstico o como agentes terapéuticos. Las proteinas y los péptidos descritos en la presente
memoria pueden aislarse de muestras biolégicas tales como homogeneizados tisulares o celulares y también
pueden expresarse de manera recombinante en una multiplicidad de sistemas de expresion procariotas o eucariotas.

Los “derivados” de una proteina o un péptido o de una secuencia de aminoacidos comprenden variantes de
inserciéon de aminoacidos, variantes de delecidon de aminoacidos y/o variantes de sustituciéon de aminoacidos.

Las variantes de insercion de aminoacidos comprenden fusiones amino- y/o carboxi-terminales, asi como
inserciones de aminoacidos individuales o multiples en una secuencia de aminoacidos particular. En variantes de la
secuencia de aminodacidos con una insercidon, se introducen uno o mas residuos de aminoacido en un sitio
predeterminado en una secuencia de aminoacidos, aunque también es posible la insercién al azar con el examen
adecuado del producto resultante. Las variantes de delecién de aminoacidos se caracterizan por la eliminacion de
uno o mas aminodacidos de la secuencia. Las variantes de sustitucion de aminoacidos se caracterizan porque al
menos se elimina un residuo en la secuencia y otro residuo se inserta en su lugar. Las modificaciones estan
presentes preferentemente en posiciones en la secuencia de aminoacidos que no estan conservadas entre proteinas
o péptidos homadlogos y/o se sustituyen preferentemente aminoacidos por otros que presentan propiedades similares
tales como hidrofobicidad, hidrofilicidad, electronegatividad, volumen de la cadena lateral y similares (sustitucion
conservativa). Las sustituciones conservativas se refieren, por ejemplo, a la sustitucion de un aminoacido por otro
aminoacido que se enumera a continuacion en el mismo grupo como el aminoacido sustituido:

1. Pequerios residuos alifaticos, apolares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly)
2. Residuos cargados negativamente y sus amidas: Asn, Asp, Glu, GIn

3. Residuos cargados positivamente: His, Arg, Lys

4. Grandes residuos alifaticos, apolares: Met, Leu, lle, Val (Cys)

5. Grandes residuos aromaticos: Phe, Tyr, Trp.

Tres residuos se ponen entre paréntesis debido a su papel particular en la arquitectura de proteinas. Gly es el Unico
residuo sin una cadena lateral y por tanto confiere flexibilidad a dicha cadena. Pro presenta una geometria inusual
que restringe en gran medida la cadena. Cys puede formar un puente disulfuro.

Las variantes de aminoacidos descritas anteriormente pueden prepararse facilmente con la ayuda de técnicas de
sintesis peptidica conocidas tales como, por ejemplo, mediante “sintesis en fase sdlida” (Merrifield, 1964) y
procedimientos similares o mediante manipulacién de ADN recombinante. La manipulacién de secuencias de ADN
para producir proteinas y péptidos con sustituciones, inserciones o deleciones se describe en detalle en Sambrook
et al. (1989), por ejemplo.

Los “derivados” de proteinas o péptidos también incluyen sustituciones, deleciones y/o adiciones individuales o
multiples de cualquier molécula que esté asociada con la proteina o el péptido, tal como hidratos de carbono, lipidos
y/o proteinas o péptidos. El término “derivado” ademés se extiende también a todos los equivalentes quimicos
funcionales de las proteinas y los péptidos y a sustancias que no contienen sélo los componentes de aminoacido
sino también componentes distintos de aminoacidos tales como azUcares y estructuras de fosfato, y también
comprenden sustancias que contienen enlaces tales como enlaces éster, enlaces tioéter o enlaces disulfuro.

Una parte o un fragmento de una proteina o un péptido presenta preferentemente una propiedad funcional de la
proteina o el péptido del que se deriva. Tales propiedades funcionales incluyen, por ejemplo, la interaccién con
anticuerpos o la interaccion con otros péptidos o proteinas. Una propiedad importante es la capacidad para formar
un complejo con moléculas de CMH vy, dado el caso, para generar una respuesta inmunitaria, por ejemplo, mediante
la estimulacion de células T citotoxicas o cooperadoras. Una parte o un fragmento de una proteina o un péptido
comprende preferentemente una secuencia de al menos 6, al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 15, al
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menos 20, o al menos 30, y preferentemente hasta 8, 10, 12, 15, 20, 30 6 50, aminodacidos consecutivos de la
proteina o el péptido.

Una parte o un fragmento de un &cido nucleico que codifica para una proteina o un péptido se refiere segun la
invencion preferentemente a la parte del 4cido nucleico que codifica al menos para la proteina o el péptido y/o para
una parte o un fragmento de la proteina o el péptido, tal como se definié anteriormente.

Pueden producirse antisueros que contienen anticuerpos, que se unen especificamente a una diana mediante
diversos procedimientos convencionales; véase, por ejemplo, “Monoclonal Antibodies: A Practical Approach” de
Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9, “Antibodies: A Laboratory Manual” de Ed Harlow, David
Lane ISBN: 0879693142 y “Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO” de Edward Harlow, David
Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447. A este respecto también es posible generar anticuerpos que presentan afinidad
y especificidad que reconocen proteinas de membrana complejas en su forma nativa (Azorsa et al., J. Immunol.
Methods 229: 35-48, 1999; Anderson et al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J. Immunol. Methods 234:
107-116, 2000). Esto es especialmente importante para la produccion de anticuerpos que pretenden utilizarse
terapéuticamente, pero también para muchas aplicaciones de diagndstico. Esto puede implicar la inmunizacién con
la proteina completa, con subsecuencias extracelulares, asi como con células que expresan la molécula diana en
una forma plegada fisiol6gicamente.

Los anticuerpos monoclonales se producen tradicionalmente con la ayuda de la tecnologia del hibridoma (detalles
técnicos: véanse “Monoclonal Antibodies: A Practical Approach” de Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-
963722-9; “Antibodies: A Laboratory Manual” de Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142, “Using Antibodies: A
Laboratory Manual: Portable Protocol NO” de Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447).

Se sabe que solo una pequeina parte de una molécula de anticuerpo, el paratopo, esta implicada en la unién del
anticuerpo a su epitopo (véase Clark, W. R. (1986), The Experimental Foundations of Modern Immunology, Wiley &
Sons, Inc., Nueva York; Roitt, I. (1991), Essential Immunology, 72 edicion, Blackwell Scientific Publications, Oxford).
Las regiones pFc’ y Fc, por ejemplo, son efectores de la cascada del complemento pero no estan implicadas en la
union a antigenos. Un anticuerpo del que se ha eliminado enzimaticamente la regién pFc’ o que se ha producido sin
la regién pFc’, denominado fragmento F(ab’),, porta ambos sitios de unién a antigenos de un anticuerpo completo.
De manera similar, un anticuerpo del que se ha eliminado enzimaticamente la regién Fc o que se ha producido sin la
regién Fc, denominado fragmento Fab, porta un sitio de uniéon a antigenos de una molécula de anticuerpo intacta.
Ademas, los fragmentos Fab consisten en una cadena ligera unida covalentemente de un anticuerpo y parte de la
cadena pesada del anticuerpo, denominado Fd. Los fragmentos Fd son los principales determinantes de la
especificidad de anticuerpo (un Unico fragmento Fd puede asociarse con hasta diez cadenas ligeras diferentes, sin
alterar la especificidad del anticuerpo), y los fragmentos Fd cuando estan aislados mantienen la capacidad para
unirse a un epitopo.

Dentro de la parte de unién a antigenos de un anticuerpo, existen regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) que interaccionan directamente con el epitopo del antigeno, y regiones de entramado (FR) que mantienen la
estructura terciaria del paratopo. Tanto en el fragmento Fd de la cadena pesada como en la cadena ligera de
inmunoglobulinas IgG hay cuatro regiones de entramado (FR1 a FR4) que estan separadas en cada caso por tres
regiones determinantes de la complementariedad (CDR1 a CDR3). Las regiones CDR y en particular CDR3 e
incluso mas la regién CDR3 de la cadena pesada son responsables en gran medida de la especificidad de
anticuerpo.

Se sabe que pueden sustituirse regiones distintas a CDR de un anticuerpo de mamifero por regiones similares de
anticuerpos que presentan una especificidad igual o diferente, manteniéndose la especificidad del epitopo del
anticuerpo original. Esto hizo posible desarrollar los denominados anticuerpos “humanizados” en los que se unen
covalentemente CDR no humanas a regiones FR y/o Fc/pFc’ humanas para producir un anticuerpo funcional.

El documento WO 92/04381 describe como ejemplo diferente la produccion y la utilizacion de anticuerpos anti-VRS
murinos humanizados en los que al menos parte de las regiones FR murinas se han sustituido por regiones FR de
origen humano. Tales anticuerpos, incluyendo fragmentos de anticuerpos intactos con capacidad de union a
antigenos, se denominan frecuentemente anticuerpos “quiméricos”.

La expresion “anticuerpo” también comprende fragmentos de anticuerpo F(ab’),, Fab, Fv y Fd, anticuerpos
quiméricos en los que regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera se han sustituido por
secuencias no humanas o humanas homodlogas, anticuerpos de fragmento F(ab’); quiméricos en los que las
regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera se han sustituido por secuencias no humanas o
humanas homodlogas, anticuerpos de fragmento Fab quiméricos en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o
CDR3 de cadena ligera se han sustituido por secuencias no humanas o humanas homdlogas y anticuerpos de
fragmento Fd quiméricos en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 se han sustituido por secuencias no
humanas o humanas homologas. El término “anticuerpo” también comprende anticuerpos de cadena sencilla.
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Los anticuerpos también pueden acoplarse a agentes de diagndstico especificos con el fin de presentar, por
ejemplo, células y tejidos que expresan proteinas o péptidos particulares. También pueden acoplarse a agentes
terapéuticos.

Los agentes de diagnéstico incluyen cualquier marcador que sea adecuado para: (i) proporcionar una sefal
detectable, (ii) interaccionar con un segundo marcador con el fin de modificar la sefial detectable proporcionada por
el marcador primero o segundo, por ejemplo FRET (transferencia de energia por resonancia de fluorescencia), (iii)
influir en la movilidad tal como la movilidad electroforética por medio de la carga, hidrofobicidad, forma u otros
parametros fisicos, o (iv) proporcionar un grupo de captura, por ejemplo complejacién por afinidad, complejacion de
anticuerpo/antigeno o complejaciéon ionica. Marcadores adecuados son estructuras tales como marcadores
fluorescentes, marcadores luminiscentes, marcadores cromoforos, marcadores radioisotopicos, marcadores
isotépicos, preferentemente marcadores isotopicos estables, marcadores enzimaticos, marcadores de particulas, en
particular marcadores de particulas metalicas, marcadores de particulas magnéticas, marcadores de particulas
poliméricas, moléculas organicas pequefias tales como biotina, ligandos de receptores o moléculas de union tales
como proteinas de adhesion celular o lectinas, y secuencias de marcaje que comprenden secuencias de acido
nucleico y/o de aminoacidos. Los agentes de diagndstico comprenden, pero no se limitan a, sulfato de bario, acido
iocetamico, acido iopanoico, ipodato de calcio, diatrizoato de sodio, diatrizoato de meglumina, metrizamida,
tiropanoato de sodio y agentes de radiodiagndstico, incluyendo emisores de positrones tales como fluor-18 y
carbono-11, emisores gamma tales como yodo-123, tecnecio-99m, yodo-131 e indio-111, y nuclidos para resonancia
magnética nuclear, tales como flior y gadolinio.

La expresion “agente terapéutico” significa segun la invencion cualquier sustancia que puede ejercer una accion
terapéutica, y comprende, pero no se limita a, agentes anticancerigenos, compuestos dotados de yodo radiactivo,
toxinas, farmacos citostaticos o citoliticos, etc. Los agentes anticancerigenos comprenden, por ejemplo,
aminoglutetimida, azatioprina, sulfato de bleomicina, busulfano, carmustina, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida,
ciclosporina, citarabidina, dacarbazina, dactinomicina, daunorubina, doxorubicina, taxol, etopdsido, fluorouracilo,
interferédn-a, lomustina, mercaptopurina, metotrexato, mitotano, procarbazina HCI, tioguanina, sulfato de vinblastina y
sulfato de vincristina. Se describen agentes anticancerigenos adicionales, por ejemplo, en Goodman y Gilman, “The
Pharmacological Basis of Therapeutics”, 82 edicion, 1990, McGraw-Hill, Inc., en particular el capitulo 52
(Antineoplastic Agents (Paul Calabresi y Bruce A. Chabner)). Las toxinas pueden ser proteinas tales como proteina
antiviral de fitolaca, toxina del colera, toxina pertusica, ricina, gelonina, abrina, exotoxina diftérica o exotoxina de
Pseudomonas. Los residuos de toxinas también pueden ser radioniclidos de emisidon de alta energia tales como
cobalto-60.

El término “complejo mayor de histocompatibilidad” o “CMH” se refiere a un complejo de genes que esta presente en
todos los vertebrados. Las proteinas o moléculas de CMH estan implicadas en la sefializacion entre linfocitos y
células presentadoras de antigeno en respuestas inmunitarias normales, en las que se unen a péptidos y los
presentan para su reconocimiento por receptores de células T. Las moléculas de CMH se unen a péptidos dentro de
un compartimento de procesamiento intracelular y presentan dichos péptidos en la superficie de células
presentadoras de antigeno para su reconocimiento por células T. La regién de CMH humana, también denominada
HLA, esta ubicada en el cromosoma 6 y comprende las regiones de clase | y clase Il. En una realizacion preferida
segun todos los aspectos de la invencién, una molécula de CMH es una molécula de HLA.

El término “paciente” comprende segun la invencién pacientes masculinos y femeninos, preferentemente pacientes
femeninos. Los ejemplos de pacientes comprenden segun la invencion seres humanos, primates no humanos u
otros animales, en particular mamiferos tales como vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores
tales como ratones y ratas. En una realizacion especialmente preferida, el paciente es un ser humano.

La expresiéon “enfermedad neoplasica” se refiere a la formacion de novo de tejidos corporales en el sentido de
crecimiento excesivo auténomo, no regulado y/o incontrolado, refiriéndose el término “enfermedad” a cualquier
estado patolégico. Una enfermedad neoplasica es una enfermedad tumoral o cancer tal como leucemias,
seminomas, melanomas, teratomas, gliomas, canceres de rifidén, glandula suprarrenal, tiroides, intestino, higado,
colon, estdmago, tracto gastrointestinal, ganglios linfaticos, eséfago, colorrectales, pancreas, oido, nariz y garganta
(ONG), mama, préstata, utero, ovarios, huesos, vagina y pulmon, y en particular cdncer del endometrio y metéstasis
del mismo que en el caso de cancer del endometrio, se producen, en particular, en ganglios linfaticos paraadrticos,
huesos, pulmoén, pelvis, higado y vagina. Se prefiere que se induzca una enfermedad neoplasica mediante
carcinogénesis. Segun la invencion, las neoplasias se refieren a alteraciones benignas sin metastasis y alteraciones
malignas, en particular con crecimiento invasivo y formacion de metastasis.

Segun la invencién, el término “miometrio” se refiere a la fuerte capa intermedia de la pared uterina, formada por
musculos lisos.

El término “recidiva” se refiere segun la invencién a una recidiva de una enfermedad, en particular su recidiva tras su
curacién o curacion aparente. Con respecto a una enfermedad tumoral, el término “recidiva” se refiere a la recidiva
de tumores tras el tratamiento satisfactorio inicialmente tal como tratamiento mediante cirugia, quimioterapia y/o
radioterapia.
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La expresion “cantidad aumentada” se refiere preferentemente a un aumento en al menos el 10%, en particular al
menos el 20%, al menos el 50% o al menos el 100%. La cantidad de una sustancia estd aumentada en un objeto de
prueba tal como una muestra biolégica con respecto a una referencia, incluso si puede detectarse en el objeto de
prueba pero no esta presente y/o no puede detectarse en la referencia.

Una muestra bioldgica puede ser una muestra de tejido, incluyendo fluidos corporales, y/o una muestra celular, y
puede obtenerse de la manera habitual tal como mediante biopsia de tejido, incluyendo biopsia en sacabocados, y
tomando sangre, aspirado bronquial, esputo, orina, heces u otros fluidos corporales.

Los términos “célula T” y “linfocito T” incluyen células T cooperadoras y células T citoliticas o citotoxicas.

Algunos procedimientos terapéuticos se basan en una respuesta del sistema inmunitario de un paciente, que da
como resultado la lisis de células presentadoras de antigeno tales como células cancerosas que presentan uno o
mas péptidos. A este respecto, por ejemplo, se administran linfocitos T citotdxicos autélogos que son especificos
para un complejo de un péptido y una molécula de CMH a un paciente que presenta una anomalia celular. La
produccion in vitro de tales linfocitos T citotoxicos se conoce.

En un procedimiento terapéutico que se denomina transferencia adoptiva (Greenberg, J. Immunol. 136(5):1917,
1986; Riddel et al., Science 257:238, 1992; Lynch et al., Eur. J. Immunol. 21:1403-1410, 1991; Kast et al., Cell
59:603-614, 1989) se combinan células que presentan el complejo deseado (por ejemplo, células dendriticas) con
linfocitos T citotéxicos del paciente que va a tratarse, dando como resultado la propagacion de linfocitos T citotoxicos
especificos. Los linfocitos T citotoxicos propagados se administran entonces a un paciente que presenta una
anomalia celular, presentando las células andmalas el complejo especifico. Los linfocitos T citotdxicos lisan
entonces las células anémalas, activando de ese modo una accién terapéutica deseada.

La transferencia adoptiva no es la Unica forma de terapia que puede aplicarse. También pueden generarse linfocitos
T citotdxicos in vivo de manera conocida per se. En un procedimiento se utilizan células no proliferativas que
expresan el complejo, tales como células tumorales irradiadas o células que se han transfectado con uno o ambos
genes necesarios para la presentacion del complejo (es decir, el péptido antigénico y la molécula de CMH de
presentacién). Una forma preferida es la introduccion de una proteina o un péptido que es caracteristico para un
tumor, en forma de ARN recombinante, en células que entonces presentan el complejo de interés. Tales células se
reconocen por linfocitos T citotoxicos autélogos que entonces se propagan.

Puede lograrse una accién similar combinando una proteina o un péptido con un adyuvante para hacer posible la
incorporacion in vivo en células presentadoras de antigeno. La proteina o el péptido pueden representarse como tal,
como ADN (por ejemplo, dentro de un vector) o como ARN. La proteina o el péptido pueden procesarse de modo
que se produzca una pareja peptidica para la molécula de HLA. También es posible una presentacién sin que se
requiera procesamiento adicional. Este es el caso en particular si los péptidos pueden unirse a moléculas de HLA.
Se prefieren formas de administracién en las que el antigeno total se procesa in vivo por una célula dendritica,
puesto que esto también puede producir respuestas de células T cooperadoras que se requieren para una respuesta
inmunitaria eficaz (Ossendorp et al., Immunol Lett. 74:75-79, 2000; Ossendorp et al., J. Exp. Med. 187:693-702,
1998).

Los términos “inmunizacién” o “vacunacion” se refieren a un aumento o una activacion de una respuesta inmunitaria
frente a un antigeno. Pueden emplearse modelos animales para someter a prueba un efecto de inmunizacion frente
al cancer. Pueden introducirse, por ejemplo, células cancerosas humanas en un ratén para crear un tumor, y
administrarse uno o mas &acidos nucleicos que codifican para proteinas o péptidos caracteristicos para células
cancerosas. El efecto sobre las células cancerosas (por ejemplo, reduccion en el tamafio tumoral) puede medirse
como criterio para la eficacia de una inmunizacion mediante el acido nucleico.

Como parte de la composicidon para inmunizaciéon, se administran preferentemente uno o mas antigenos o
fragmentos estimulantes del mismo junto con uno o méas adyuvantes para inducir una respuesta inmunitaria o
aumentar una respuesta inmunitaria. Un adyuvante es una sustancia que se incorpora en el antigeno o se administra
junto con el mismo y potencia la respuesta inmunitaria. Los adyuvantes pueden potenciar la respuesta inmunitaria
proporcionando un reservorio de antigeno (de manera extracelular o en macréfagos), activando macréfagos y/o
estimulando determinados linfocitos. Se conocen adyuvantes y comprenden de manera no limitativa monofosforil-
lipido-A (MPL, SmithKline Beecham), saponinas tales como QS21 (SmithKline Beecham), DQS21 (SmithKline
Beecham; documento WO 96/33739), QS7, QS17, QS18 y QS-L1 (So et al., Mol. Cells. 7:178-186, 1997), adyuvante
incompleto de Freund, adyuvante completo de Freund, vitamina E, montanida, alumbre, oligonucleétidos CpG
(véase Kreig et al., Nature 374:546-9, 1995) y diversas emulsiones de agua en aceite que se preparan a partir de
aceites biodegradables tales como escualeno y/o tocoferol. Preferentemente se administran péptidos en una mezcla
con DQS21/MPL. La razén de DQS21 con respecto a MPL es normalmente de aproximadamente 1:10 a 10:1,
preferentemente de aproximadamente 1:5 a 5:1 y en particular de aproximadamente 1:1. En una formulacion de
vacuna para la administraciéon a seres humanos, DQS21 y MPL estan presentes normalmente en un intervalo de
desde aproximadamente 1 ug hasta aproximadamente 100 pg.
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También pueden administrarse otras sustancias que estimulan una respuesta inmunitaria en el paciente. Por
ejemplo, pueden utilizarse citocinas para una vacunacién debido a sus propiedades reguladoras sobre los linfocitos.
Tales citocinas comprenden, por ejemplo, interleucina-12 (IL-12) que ha mostrado que potencia los efectos
protectores de las vacunas (véase Science 268:1432-1434, 1995), GM-CSF e IL-18.

Pueden administrarse proteinas y péptidos de manera conocida per se. Por ejemplo, pueden administrarse acidos
nucleicos mediante procedimientos ex vivo, es decir, retirando células de un paciente, modificando genéticamente
las células para introducir un acido nucleico, y volviendo a introducir las células modificadas en el paciente. Esto
comprende habitualmente introducir in vitro una copia funcional de un gen en las células de un paciente y devolver
las células modificadas genéticamente al paciente. La copia funcional del gen esta bajo el control funcional de
elementos reguladores que permiten que el gen se exprese en las células modificadas genéticamente. El experto en
la materia conoce procedimientos de transfeccion y transduccion. También esta prevista segun la invencion la
administracion de acidos nucleicos in vivo utilizando vectores tales como virus y liposomas dirigidos.

Preferentemente, se selecciona un vector viral para la administracién de un acido nucleico de entre el grupo que
consiste en adenovirus, virus adenoasociados, poxvirus, incluyendo virus Vaccinia y poxvirus atenuados, virus del
bosque de Semliki, retrovirus, virus Sindbis y particulas pseudovirales Ty. Se prefieren especialmente adenovirus y
retrovirus. Los retrovirus son normalmente deficientes para la replicacion (es decir, no pueden producir particulas
infecciosas).

Pueden emplearse diversos procedimientos para introducir acidos nucleicos en células in vitro o in vivo. Tales
procedimientos comprenden la transfeccion de precipitados con fosfato de calcio de acidos nucleicos, transfeccion
de acidos nucleicos asociados con DEAE, transfeccion o infeccion con los virus anteriores que portan los acidos
nucleicos de interés, transfeccion mediada por liposomas y similares. En formas de realizacion particulares, se
prefiere el guiado del acido nucleico a células particulares. En tales formas de realizacion, un portador empleado
para administrar un acido nucleico a una célula (por ejemplo, un retrovirus o un liposoma) puede presentar una
molécula de direccionamiento a la diana unida. Por ejemplo, puede incorporarse una molécula tal como un
anticuerpo que es especifico para una proteina de membrana de superficie en la célula diana, o un ligando para un
receptor en la célula diana, en el portador de acido nucleico o unirse al mismo. Si se desea la administracion de un
acido nucleico mediante liposomas, pueden incorporarse proteinas que se unen a una proteina de membrana de
superficie que esta asociada con endocitosis en la formulacidon de liposomas para hacer que sea posible el
direccionamiento a la diana y/o la captacion. Tales proteinas incluyen proteinas de la capside o fragmentos de las
mismas, que son especificos para un tipo celular particular, anticuerpos contra proteinas que se internalizan,
proteinas que se direccionan a un sitio intracelular, y similares.

La presente invencién se describe en detalle mediante las siguientes figuras y ejemplos que sirven exclusivamente
para fines ilustrativos y no han de entenderse como limitativos. Formas de realizacién adicionales que estan
englobadas asimismo por la invencién son accesibles al experto en la materia basandose en la descripcién y los
ejemplos.

Figuras
Figura 1. Analisis de transferencia de tipo Northern utilizando una sonda especifica para EDI-3

Se obtuvo ARN de testiculos, musculo esquelético, higado, pulmén, bazo, cerebro y corazén (carriles 1-8). Se
encontré expresion del transcrito EDI-3 en testiculos (carril 1), musculo esquelético (carril 3) y corazén (carril 8).

Figura 2. Expresion de EDI-3 en carcinomas endometriales primarios

Se encontré una expresion elevada en un factor de 6,4 en tumores metastasicos en comparaciéon con tumores no
metastasicos (p<=0,001; prueba de Mann-Whitney, bilateral). Sélo se incluyeron las pacientes observadas a lo largo
de un periodo de al menos 5 afios. Sin embargo, también se obtiene una diferencia con respecto a la expresion de
EDI-3 cuando se incluyen las 57 pacientes, incluyendo también las observadas a lo largo de periodos més cortos a 5
anos (p<0,001, datos no mostrados). La linea horizontal en el centro de una caja indica el valor de la mediana de la
muestra. Los bordes de una caja indican los percentiles 25° y 75°. Los bigotes indican el intervalo de valores que se
encuentran dentro de 1,5 longitudes de caja.

Figura 3. Experimento de confirmacion utilizando un segundo par de cebadores para cuantificar la expresion de
ARNm de EDI-3

El par de cebadores n.° 1 amplifica un fragmento entre las posiciones de pb 2872 y 3172, mientras que el par de

cebadores n.° 2 da como resultado una amplificacion entre las posiciones de pb 3161 y 3362. La PCR cuantitativa
produjo una correlacién con p<0,001 y R=0,824.
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Figura 4. Experimento de confirmacion utilizando un segundo par de cebadores para cuantificar la expresion de
ARNm de EDI-3

De manera similar a los resultados obtenidos con el primer par de cebadores, se encontré una mayor expresion de
EDI-3 en tumores metastasicos en comparacion con tumores no metastasicos (p<0,001, prueba de Mann-Whitney,
bilateral). Sélo se tuvieron en cuenta las pacientes observadas a lo largo de un periodo de al menos cinco afos. La
linea horizontal en el centro de una caja indica el valor de la mediana de la muestra. Los bordes de una caja marcan
los percentiles 25° y 75° percentiles. Los bigotes indican el intervalo de valores que se encuentran dentro de 1,5
longitudes de caja.

Figura 5. Analisis de Kaplan-Meier de la asociacion entre la expresion del transcrito EDI-3 y el intervalo de tiempo
hasta una recidiva tras reseccion de tejido de cancer endometrial

Se dicotomizo la expresion de EDI-3 utilizando el percentil del 75% (p=0,0023, prueba de rangos logaritmicos).

Figura 6. Analisis de Kaplan-Meier de la asociacion entre la expresion del transcrito EDI-3 y el intervalo de tiempo
hasta una recidiva en funcion del estadio de FIGO

Se dicotomizo la expresion de EDI-3 utilizando el percentil del 75%.

Figura 7. Experimento de confirmacion utilizando un segundo par de cebadores para cuantificar la expresién de
ARNm de EDI-3

De manera similar a los resultados obtenidos con el primer par de cebadores, el intervalo de tiempo hasta la
aparicion de una recidiva fue mas largo para pacientes con baja expresion de EDI-3 en comparacion con pacientes
con alta expresion de EDI-3 tras reseccion de tejido de cancer endometrial. Se dicotomizé EDI-en el percentil del
75% (p<0,001, prueba de rangos logaritmicos).

Ejemplos
Ejemplo 1: Pacientes y muestras de tejido

Entre 1985 y 2000, se trataron 269 pacientes con cancer de endometrio confirmado de manera histolégica en el
Departamento de Obstetricia y Ginecologia en el Hospital Universitario en Maguncia, Alemania.

Pudo obtenerse ARN de alta calidad sélo de 63 de estas pacientes por tres motivos: (i) partes de las muestras de
tumor utilizadas para el analisis de ARN se examinaron adicionalmente de manera histoldgica. Si la fraccién de
células tumorales era menor que el 95%, la muestra no se incluyé en el presente estudio. (ii) No fue posible congelar
ningun tejido de algunos pacientes con tumores pequefios. (iii) La calidad de algunas muestras de ARN no fue
suficiente basandose en la razén de bandas de 28S y 18S, o la expresién del gen de huPO (fosfoproteina humana)
constitutivo era demasiado baja (Mohrmann G. et al., Int. J. Cancer, en impresién, 2005). Basandose en la
informacién de las historias clinicas, incluyendo informes quirdrgicos e informes patoldgicos, se generd una base de
datos. Se incluyeron el tipo y grado de tumor histoldgico, el peso, la altura y la edad de las pacientes, diabetes
mellitus, el estadio de FIGO, el tipo de cirugia y la clasificacion TNM patolégica. El estadio de FIGO seguia el
sistema de determinacion de estadio quirurgico para carcinomas endometriales de 1988 (Creasman W T, Gynecol
Oncol 1989; 35: 125-7). Se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) utilizando la férmula IMC = [peso/(altura)z]. Se
calculd el tiempo libre de recidiva como la diferencia entre la fecha de un tratamiento quirirgico y la fecha de una
documentacion de una recidiva. Se desarrollaron recidivas debidas a un nuevo crecimiento tumoral en ganglios
linfaticos paraadrticos, pelvis, huesos, pulmén, higado y vagina. Se evaluaron todas las muestras histoldgicas por un
patdlogo experimentado. Se clasificaron todos los tumores segun la clasificacion OMS/ISGPY (Scully R E et al.,
International Classification and Histologic Typing of Female Genital Tract Tumours. Springer: Nueva York, 1994). Se
determiné el grado del tumor segun Kurman et al. (Kurman R J et al., En: Kurman R J, ed. Blaustein’s Pathology of
the Female Genital Tract, 4 ed. Springer: Nueva York, 1994, 439-86), teniendo en cuenta caracteristicas
estructurales y caracteristicas centrales. Se clasificé la profundidad de invasion segun Sevin y Angioli (Sevin B-U,
Angioli R. Uterine Corpus: Multimodality Therapy in Gynecologic Oncology. Thieme: Nueva York, 1996) en funcion
de la infiltracion del tercio interno, central y externo del miometrio. Para el aislamiento de ARN, sélo se incluyeron en
el estudio muestras de tumor controladas de manera histoldgica que contenian al menos el 95% de células
tumorales sin endometrio 0 miometrio no neoplasico. Un procedimiento quirdrgico convencional fue la histerectomia
abdominal y ovariosalpingectomia bilateral. Se diseccionaron los ganglios linfaticos en los casos en los que
secciones congeladas intraquirirgicas mostraron infiltracion del tercio externo del miometrio y también en los casos
con afectacion cervicouterina, dependiendo de factores de morbilidad general del paciente.

Entre los 63 pacientes con ARN disponible de alta calidad, se seleccionaron tres parejas de pacientes con estadio
de FIGO, grado, tipo de tumor histopatoldgico, tipo de cirugia, estado menopausico, profundidad de invasion en el
miometrio idénticos, asi como un indice de masa corporal similar. Estas parejas comprendian en cada caso una
paciente que desarrollé metastasis en el plazo de cinco afios tras la cirugia y otra paciente en la que no se encontrd
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que tuviera ninguna metastasis dentro de un periodo de observacién de al menos cinco afios. Se utilizaron las seis
pacientes relacionadas (“conjunto de seleccion de tumores”) para identificar genes expresados de manera
diferencial.

Las 57 pacientes restantes sirvieron como “conjunto de validacion” y comprendian 13 pacientes que desarrollaron
metastasis mas tarde, mientras que las demas pacientes permanecieron libres de tumor. Se utilizé el “conjunto de
validacién” para tratar dos cuestiones con respecto a genes candidatos que se habian identificado en el “conjunto de
seleccidon” de tumores: (i) ¢mostraron los tumores primarios de pacientes que mas tarde desarrollaron metastasis
una mayor expresion de un gen candidato que las pacientes sin metastasis? (ii) ¢ se identificaron genes candidatos
en el “conjunto de seleccion de tumores”, que estaban asociados con el periodo hasta una recidiva en un analisis
multivariante? Se resumen las caracteristicas de las pacientes en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades del “conjunto de validacion” de pacientes con carcinomas endometriales primarios

Carcinomas endometriales primarios (n = 57)

Numero evaluado (n=57) % No analizable
Estadio de FIGO 1
Estadio | 35 62,5
Estadio Il 7 12,5
Estadio Il 11 19,6
Estadio IV 3 54
Grado histolégico 2
Estadio | 18 32,7
Estadio Il 23 41,8
Estadio Il 14 25,5
Profundidad de invasion’ 0
baja 21 36,8
alta 36 63,2
Metastasis” 2
No 42 76,4
Si 13 23,6
Estado menopausico 0
pre 6 10,5
post 51 89,5

Edad en la cirugia
(afos, promedio + 68,5+ 11,5
desviacién estandar)

Altura
(cm, promedio + 163 +5,2
desviacioén estandar)

Peso

(kg, promedio + 79,5+16,9

desviacién estandar)

'Se clasificé la profundidad de invasion como baja (infiltracion de como maximo el tercio interno del
miometrio) y alta (infiltracién de los tercios central y externo del miometrio).

’Metastasis: tras haberse extirpado el tumor primario mediante cirugia convencional (histerectomia
abdominal y ovariosalpingectomia bilateral), se distinguieron dos clases: (i) “sin metastasis”, si la paciente
permanecio libre de tumor, (ii) “metastasis”, si se encontrd un crecimiento tumoral renovado en cualquiera
de los siguientes sitios: ganglios linfaticos paraadrticos, pelvis, huesos, pulmén, higado o vagina.

Ejemplo 2: Presentacion diferencial

Se aislé ARN de tejido congelado utilizando un kit disponible comercialmente (MidiKit, Qiagen, Hilden, Alemania). Se
evalud la calidad del ARN aislado por medio de la razén de las bandas de 28S y 18S en un gel de agarosa al 1% y
por medio de la expresion del gen de huPO constitutivo, tal como se describié anteriormente (Mohrmann G et al., Int.
J. Cancer, en impresién, 2005). Se determinaron espectrofotométricamente las concentraciones del ARN aislado. Se
llevd a cabo transcripcion inversa utilizando el kit de presentacion diferencial Delta™ (Clontech, Heidelberg,
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Alemania). Se obtuvo la amplificacién utilizando los cebadores P y T representados a continuacién (Arbitrary Primer,
Clontech, Heidelberg, Alemania):

Cebadores P

P 1: 5-ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGGA-3'
P 2: 5-ATTAACCCTCACTAAATCGGTCATAG-3'
P 3: 5-ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTGG-3'
P 4: 5-ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTAG-3'
P 5: 5-ATTAACCCTCACTAAAGATCTGACTG-3'
P 6: 5'-ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTG-3'
P 7: 5-ATTAACCCTCACTAAATGCTGTATG-3'
P 8: 5'-ATTAACCCTCACTAAATGGAGCTGG-3'
P 9: 5'-ATTAACCCTCACTAAATGTGGCAGG-3'
P 10: 5'-ATTAACCCTCACTAAAGCACCGTCC-3'

Cebadores T

T1: 5-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAA-3'
T 2: 5'-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAC-3'
T 3: 5'-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAG-3'
T 4:5-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCA-3'
T 5: 5'-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCC-3'
T 6: 5-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCG-3'
T7:5-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGA-3'
T 8: 5-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGC-3'
T 9: 5-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGG-3'

Se fraccionaron los productos de la primera amplificacion en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 8% y se
visualizaron mediante tincién con plata utilizando el kit de tincion con plata rapida (ICN Biomedicals, Ohio, EE.UU.).
Se cortaron las bandas que eran visibles en muestras de pacientes con metastasis pero que estaban ausentes en
muestras de pacientes con tumores no metastasicos, y se purifico el ADN utilizando el kit QiaExIl (Qiagen, Hilden,
Alemania). Para preparar suficiente ADN para la secuenciacion, se amplificd de nuevo el producto purificado con la
ayuda de los mismos cebadores utilizados para la identificacion. Tras la purificacion por medio de columnas
QlAquick (Qiagen, Hilden, Alemania), se determiné la secuencia de ADN mediante secuenciacion ciclica.

Un estudio de presentacion diferencial del “conjunto de seleccion de tumores” dio como resultado la identificacion de
tres transcritos, concretamente EDI-1, EDI-2 y EDI-3, que estaban presentes en tumores que formaban metastasis,
pero no se expresaban en carcinomas endometriales no metastasicos.

Se encontré EDI-1 por medio de los cebadores de Clontech P 3 y T 3 y presentaba una longitud de 260 pb en el gel
de poliacrilamida. Tras una nueva amplificacion, purificacién y secuenciaciéon con la ayuda del cebador P 3, se
obtuvo la secuencia de acido nucleico mostrada en SEQ ID NO: 1.

Se encontr6 EDI-2 por medio de los cebadores de Clontech P 2y T 5 y presentaba una longitud de 190 pb en el gel
de poliacrilamida. Tras una nueva amplificacion, purificaciéon y secuenciacion con la ayuda del cebador de Clontech
P 2, se obtuvo la secuencia de acido nucleico mostrada en SEQ ID NO: 2.

Se obtuvo EDI-3 por medio de los cebadores de Clontech P 3y T 3 y presentaba una longitud de 270 pb en el gel de
poliacrilamida. Tras una nueva amplificacion, purificacién y secuenciacién con la ayuda del cebador de Clontech P 3,
se obtuvo la secuencia de acido nucleico mostrada en SEQ ID NO: 3.

El fragmento de &cido nucleico de EDI-3 secuenciado presenta homologia con un transcrito no caracterizado aun
funcionalmente de 5444 pb (numero de registro AL109935.39.1.178601, SEQ ID NO: 7) que contiene un marco de
lectura abierto predicho de 2016 pb. Segun la informacion de la base de datos, el gen correspondiente consiste en
20 exones y esta ubicado en el brazo corto del cromosoma 20 en la banda de p13. El analisis de transferencia de
tipo Northern confirmé el tamafio de transcrito esperado (figura 1).

Ejemplo 3: RT-PCR cuantitativa

Se llevé a cabo un analisis de TagMan tal como se describié recientemente (Mohrmann G et al., Int. J. Cancer, en
impresion, 2005). Brevemente, se aislé ARN total de tejido tumoral utilizando el minikit RNeasy (Qiagen, Hilden,
Alemania) y se cuantificé midiendo la densidad 6ptica a 260 nm. Se utilizaron 2 ug de ARN total para una mezcla
béasica de sintesis de ADNc que contenia 2,5 pl de transcriptasa inversa MultiScribe (50 U/ul, Applied Biosystems),
10 ul de tampdén RT, 22 uyl de MgCl; 25 mM, 20 ul de mezcla de dNTP (Applied Biosystems), 2 ul de inhibidor de
ARNasa (20 U/ul, Applied Biosystems), 5 pl de hexameros aleatorios (50 uM, Applied Biosystems) en un volumen
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total de 100 ul. Se incubd la mezcla a 25°C durante 2 minutos, a 48°C durante 30 minutos, y se inactivo la enzima a
95°C durante 5 minutos. Se diluyeron todos los ADNc afiadiendo 150 pl de agua tratada con DEPC y se
almacenaron a -20°C. Para un andlisis de PCR cuantitativa se utilizé la tecnologia de PCR Taq-ManT'\’I (sistema de
deteccién de secuencias Gene Amp 5700, ABI, Weiterstadt, Alemania). Se llevé a cabo una PCR en un volumen de
25 pl con 12,5 pl de mezcla maestra de PCR SYBR GREEN (que incluye tampén de enzima, colorante fluorescente
y nucleétidos, Applied Biosystems), 5 yM de cada cebador (2,5 ul, 10 mM), 2,5 ul de agua tratada con DEPCy 5 pl
de molde de ADNc. Se utilizaron dos pares de cebadores para el andlisis de EDI-3: (i) 5-TTTCA AAATG CTGCA
GGGTA AT-3' y 5-ACCCA CAAAG CAACA GTGTG TA-3’, (ii) 5-CACAA TCTGC TTCTA ATCCA AGAA-3' y 5'-
TGCTT TGTGG GTTTG TTTTG TA-3'. La PCR comprendia preincubacion a 50°C durante 2 minutos, seguida por
desnaturalizaciéon a 95°C durante 10 minutos. Se llevaron a cabo 40 ciclos, incluyendo desnaturalizacién a 95°C
durante 15 segundos, hibridacion a 60°C durante 60 segundos y elongacién a 72°C durante 30 segundos. La
reaccion estuvo seguida por el protocolo de disociaciéon, mediante el cual se estudié el intervalo entre 60 y 94°C. Se
midieron los intervalos de emision del colorante fluorescente en tiempo real durante la PCR, y se obtuvieron valores
relativos de cuantificacion de ARNm a partir del nimero de ciclos umbral a partir del cual podia detectarse el
aumento en la sefial asociada con el crecimiento exponencial del producto de PCR. Se utilizd software de sistema
de deteccion de secuencias, version 1.6 (ABI, Weiterstadt, Alemania). Se normalizé la cuantificacion mediante el gen
de huPO (fosfoproteina humana) constitutivo segun Vlachtsis et al. (Vlachtsis K et al., Oncol Rep. 9: 1133-8, 2002).
Se incluyd un control negativo sin transcriptasa inversa en todos los analisis de PCR.

Utilizando el “conjunto de validaciéon de carcinomas”, se investigo si era posible confirmar la diferencia con respecto
a la expresion de EDI-3, hallada en el “conjunto de seleccidon de tumores”. Una RT-PCR cuantitativa indicd una
expresion elevada de EDI-3 en un factor de 6,4 en carcinomas endometriales metastasicos en comparacién con
carcinomas endometriales no metastasicos (p<0,001, figura 2). Se obtuvieron resultados similares en un estudio
independiente de la misma especie de ARN utilizando un segundo par de cebadores (figuras 3 y 4).

Ejemplo 4: La expresion de EDI-3 indica supervivencia libre de recidiva

Si la expresion de EDI-3 estd asociada con una formacion de metastasis, podria suponerse que EDI-3 fuese un
indicador de la ausencia de recidiva. La expresion de EDI-3 (dicotomizada en el percentil del 75%) estaba asociada
en efecto con una supervivencia libre de recidiva (figura 5). El intervalo de tiempo promedio hasta una recidiva era
de 1,47 anos en el caso de pacientes que expresaban grandes cantidades de EDI-3. En cambio, el 79% de
pacientes con baja expresion de EDI-3 estuvieron libres de tumor 5 afios tras la cirugia (p=0,0023). Utilizando el
modelo de los riesgos proporcionales, EDI-3 era significativo en un analisis univariante (RR=4,3, P=0,002), y en un
analisis de regresion ascendente multivariante con el estadio de FIGO (I, Il frente a Ill, IV), una edad de mas de 70
afios, diabetes mellitus (s/n), determinacién del grado (1, 2 frente a 3) y la profundidad de invasion en el miometrio
(0-2 mm frente a +3 mm) como covariables (RR=3,6, P=0,012). Sdlo la expresion de EDI-3 y el estadio de FIGO
eran prondsticos en un analisis multivariante (tabla 2).

Tabla 2: Asociacion de la expresion de EDI-3 con la supervivencia libre de tumor en 57 pacientes con cancer
primario del endometrio (“conjunto de validacion de tumores”), utilizando el modelo de riesgos proporcionales
univariante y multivariante (analisis de Cox)

Analisis univariante

Factor Riesgo relativo Intervalo de confianza del Valor de p
95%
ARNm de EDI-3 4,3 1,7-11,0 0,002

Analisis multivariante
Ajustado al estadio de FIGO (I, Il frente a lll, 1V), determinacion de estado (1, 2 frente a 3), profundidad de invasién
(0-2 mm frente a +3 mm), edad (menos frente a mas de 70 afios) y diabetes mellitus

Factor Riesgo relativo Intervalo de confianza del Valor de p
95%

ARNm de EDI-3 3,6 1,3-9,7 0,012

(estadio de FIGO (estadio 5,1 1,8-14,0 0,002

I, Il frente a lll, IV)

Un ajuste con respecto al estadio de FIGO podria ser problematico debido a una posible violacidon de la suposicion
de riesgos proporcionales en la que se basa el modelo de Cox, y el pequefio tamafio de muestra. Sin embargo, el
efecto de EDI-3 sigue siendo significativo, si se incluye el estadio de FIGO como factor en el modelo de Cox
(p=0,012), asi como si se utiliza el estadio de FIGO para estratificacion, suponiendo funciones de riesgo diferentes
para una enfermedad limitada (FIGO |, IlI) y avanzada (FIGO llI, IV) (p<0,001, figura 6). Para someter a prueba la
reproducibilidad de la RT-PCR cuantitativa, se estudié adicionalmente la misma especie de ARNm utilizando un
segundo par de cebadores dirigidos a una regién del transcrito EDI-3 ubicada mas en el sentido de 3. Los datos
obtenidos con el segundo par de cebadores coincidian con los del primer par de cebadores (p<0,001, R=0,824) y
confirmaron una relacion entre la expresion de EDI-3 y una supervivencia libre de recidiva (tabla 3, figura 7).
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Tabla 3: Experimento de confirmacién utilizando un segundo par de cebadores para cuantificar la expresion de
ARNm de EDI-3. De manera similar a los resultados obtenidos con el primer par de cebadores, la expresion del
transcrito EDI-3 estaba asociada con la supervivencia libre de tumor en 57 pacientes con cancer primario del
endometrio (“conjunto de validacion de tumores”), utilizando el modelo de riesgos proporcionales univariante y
multivariante (andlisis de Cox)

Analisis univariante
Factor

Riesgo relativo

ES 2407 113 T3

Intervalo de confianza del

95%

ARNm de EDI-3

3,0-21,3

Analisis multivariante

Ajustado al estadio de FIGO (I, Il frente a lll, V), determinacién de estado (1, 2 frente a 3), profundidad de invasién
(0-2 mm frente a +3 mm), edad (menos frente a mas de 70 afios) y diabetes mellitus
Intervalo de confianza del

Factor

Riesgo relativo

95%

ARNm de EDI-3

2,7-19,9

Lista de secuencias

<110> Johannes Gutenberg-Universidad de Maguncia, representada por el presidente, et al.

<120> Marcadores moleculares para el diagnéstico y el tratamiento de tumores

<130>410-3 PCT

<150> Documento DE 10 2005 059 242.2

<151>12-12-2005

<160> 31

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 162

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (17)..(17)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(20)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(25)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223> incierta
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<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(29)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (36)..(36)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (44)..(44)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (46)..(46)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (50)..(50)
<223> incierta

<400> 1
ttaanccnct ttttatnceon ttaannaana aaatantttc agtncntcan gagctgggaa
actgtatcca ggatgtactc aaacacatgt ttacatattg tctaccgage ttcaggctga
attagtaata gcttactgcc aaaaggataa tatttatgac ca

<210> 2

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(30)
<223> incierta

<400> 2
cccttcteee tgcactcaat aaaccctcan taaatattct cattgtcaat ¢

<210>3

<211> 156

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223> incierta

<400> 3
tgcanactta gtagaataga tcacaacata caaattcaat tcagtgcatg ctttaggtgt
taagcatgag attgtacatg tttactgtta ggtccttgca tctgtggtgc taggtgagta
tgagaagatg tcaaggactg gacgtatttt tgrtgc

<210>4

<211> 126

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223> incierta

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)
<223> incierta

<400> 4
tttcagtnen tcangagctg ggaaactgta tccaggatgt actcaaacac atgtttacat

attgtctacc gagettcagg ctgaattagt aatagcttac tgecaaaagg ataatattta

tgacca

<210>5

<211>70

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
acatattgtc taccgagctt caggctgaat tagtaatagc ttactgccaa aaggataata

tttatgacca

<210>6

<211> 145

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
acttagtaga atagatcaca acatacaaat tcaattcagt gcatgettta ggtgttaage

atgagattgt acatgtttac tgttaggtcc ttgcatctgt ggrgctaggt gagtatgaga
agatgtcaag gactggacgt atttt

<210>7

<211> 5444

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (206)..(2224)
<223>

<400> 7
ctggagcage tgaaaccggt ttgagcgtgg ctgottectyg ccgctcegacg ccgcggcagqg

ccgcetggog ggagegetgo cgaggeacgg acggoggacyg cccggtacct ctgeccgegg
tcctegetct cgggegggge ggoggegacg cggacctgog gactagegaa €£cggageac
gacatcataa aataaatcca tcaga atg aca CCt TCt cag gtt gec ttt gaa

h{et Thr Pro Ser g'ln val Ala phe Glu

18

€0
120
126

60
70

60
120
145

60
120
180
232



ata
Ile
10

tgt
cys

cca
Pro

ctc
Leu

tta
Leu

tgg
Trp
90

att
Ite

gac
170
ttg
Leu

cag
Gln

agc
Ser

ttc
Phe

&
250

gga
Gly

aga
Arg

gat
Asp

gag
Glu

agt
ser

gaa
Glu
75

949
Glu

att
Ile

gat
Asp

tat
Tyr

Tt
Ser
155

gat
Asp

gag
Glu

ccg
Pro

ata
Ile

gaa
Glu
235

cat
His

dag
Lys

&y

gct
Ala

aat
Asn

aga
Arg
60

cca
Pro

act
Thr

att
Ile

tct
Ser

tct
ser
140

aga
Al"g

gat
AsSp

ata
Ile

949
Glu

cag
Gin
220

gaa
Glu

gt
va

agt
ser

act
Thr

ttg
Leu

gac
Asp
45

&ty

aag
Lys

cat
His

gac
Asp

gga
G?y
125
gaa

21
Giu

Tttt
Phe

agg
Arg

tce
ser

tgt
Cys

205

acg
Thr

gat
Asp

&y

gct
Ala

ctt
Leu

Q?H
Gly
30

aca

Thr

gta
val

act
Thr

cta
Leu

gat
ASp
110

tgg
Trp

aaa
Lys

agg
Arg

gta
val

tta
Leu
190

ggt
Gly

atg
Met

ctc
Leu

aca
Thr

oty
270

tta
Leu
15

aac
Asn

tct
ser
175

ata
Ile

tat
Tyr

gaa
Glu

agt
ser

gct
Ala
255

att
Ile
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cca
Pro

tgg
Trp

gaa
Glu

gtt
val

ggt
G?y
80

cca

Pre

caa
Gln

aag
160
cce
Pro

agc
Ser

&ty

cca
Pro

gag
Glu
240

tgt
cys

cte
Leu

&y

aax
Asn

agc
ser

cag
Gin
65

&

cga
Arg

Tttt
Phe

tgt

<ys

atg
val

145

ctg
Leu

act
Thr

gac
Asp

ttg
Leu

gat
Asp
225

cac
H1s

ctc
Leu

act
Thr

gaa
Glu

cCct
Pro

atg
Met
50

‘tat

Tyr

cca
Pro

tca
Ser

ety

cag
Gln
130

tca
ser

aca
Thr

gta
val

aat
AsSn

cag
GIn
210

aac
Asn

gta
val

tra
Leu

ctt
Leu

gte
val

caa
Gln
35

cta
Leu

cgC
AFg

tgt
cys

ata
Ile

ctc
Leu

gag
Glu
195

cct
Pro

ctg
Leu

gtt
val

tca
Ser

cce
Pro
275

19

Tttt
Phe
20

aat
Asn

tgg
Trp

tac
Tyr

caa
Glin

acc
Thr
100

cac
His

gaa
Glu

aCC
nr

gaa
Glu

cac
His
180
ttc
Phe

gat
Asp

‘gaa

Glu

cag
GIn

tco

ser
260

atc
Ile

gcg
Ala

gct
Ala

ada
Lys

tt¢
Phe

gt
va
85

cct
Pro

aat
Asn

ata
Ile

aag
LysS

ggc
aly
165
aaa

Lys

aag
Lys

cgt
Arg

cta
Leu

ety
245

acc

Thr

atg
Met

ata
Ile

gt
va

gca
Ala

aaa
Lys
70

ata
Ile

tta
Leu

&y

aga
Arg

aaa
Lys

150

ctg
Leu

atg
Met

tgc
Cys

tgg
Trp

atc
Ile
230

gat
Asp

att

Ile

agce
ser

tgt
Cys

gct
Ala

acc
Thr
55

oty

gtt
val

gaa
Gly

qtt
val

tta
Leu
135

aaa
Lys

gag
Glu

tccC
Ser

agg
Arg

aca
Thr
215

ttt
Phe

gcc
Ala

ct
g]a

aga
Arg

gga
Gly

ctt
Leu
40

att
Ile

tac
TYyr

cac
His

agc
Ser

gaa
120
cgt

Arg

tta
Leu

gaa
Glu

aat
Asn

cat
His
200

gag
Glu

gat
Asp

ctt
Leu

gag
Glu

aat
Asn
280

agc
ser
25

ctt

Leu

gta

val

Tttt
Phe

aag
Lys

gaa
Glu
105

act
Thr

ttg
Leu

aaa
Lys

gat
Asp

agc
Ser
185

tca
ser

tac
Tyr

ttt
Phe

cCct

Pro -’

agt
Ser
265

tcc
Ser

280

328

76

424

472

520

568

616

664

712

760

808

B56

904

952

1000

1048
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cgg aaa aca ata g?c aaa gtg aga gtt gac tat ata att art aag cca 1096
Arg Lys Thrrﬁég Gly Lys val Arg ggé Asp Tyr Ile Ile %ég Lys Pro

tta cca g?a tac agt tgt gac atg aaa t¢t tca ttt tcc aag tat tog 1144
Leu Pro ? y Tyr Ser Cys Asp Met Lys Ser Ser Phe Ser Lys Tyr Trp
1) 305 310

aag cca aga ata cca ttg gat ogtt g?c cat cga g?t gca g?a aac tct 1192
LyS ;;g Arg Ile Pro Leu ;gg val Gly His Arg gzy Ala Gly Asn Ser
5

aca aca act gec cag ¢tg got aaa gtt caa gaa aat act att gct tct 1240
Thr Thr Thr Ala GIn Leu Ala Lys val GIn Glu Asn Thr Ile Ala Ser
330 335 340 345

tta aga aat gct gct agt cat g?t gca gcc ttt gta gaa ttt gac gta 1288
Leu arg asn Ala Ala Ser His Gly Ala Ala phe val Glu Phe Asp val
350 355 360

cac ctt tca aag gac ttt gtg ccc gtg gta tat cat gat ctt acc tgt 1336
His Leu Ser 5%2 Asp phe val Pro g?o val Tyr His Asp‘;gg Thr Cys

tgt ttg act atg aaa aag'aaa ttt gat gct gat cca gtt gaa tta ttt 1384
Cys teu ;25 Met Lys Lys Lys ;gg Asp Ala Asp Pro gsa Glu Leu Phe

gaa att cca gta aaa gaa tta aca ttt gac caa Ctc cag ttg tta aag 1432
Glu 5;? Pro val Lys Glu kgg Thr phe Asp Gln :gg GIn Leu Leu Lys

ctc act ca t gca Ctg aaa ICt aag gat cgg aaa gaa tct gtg 1480
ieu Thr H - Ala Leu Lys r LyS ASp ATg Lys Glu Ser val

410 415 420 425

gtt cag gag gaa aat tcc ttt tca gaa aat cag cca ttt cct tct ctt 1528
val GIn Glu Glu Asn Ser Phe Ser Glu Asn GIn Pro Phe Pro Ser Leu
430 435 440

-
wiort
-
=
=i

aag atg gtt tta gag tct ttg cca gaa gat gta g?g ttt aacC att gaa 1576
Lys Met val k:g Glu Ser Leu Pro ggg Asp val Gly Phe :?? ITe Glu

ata aaa tgg atc tgc cag caa agg gat g?a atg tgg gat g?t aac tta 1624
Ile Lys TEB Ile Cys Gin Gln ﬁgg Asp Gly Met Trp 2?8 Gly Asn Leu
4

tca aca tat ttt gac atg aat ctg ttt ttg gat ata att tta aaa act 1672
Ser Thr Tyr Phe Asp Met Agn Leu Phe Leu Asp Ige Ile Leu Lys Thr
475 480 485

gtt tta gaa aat tct g?g aag agg aga ata gtg ttt tCt tca ttt gat 1720
val Leu Glu Asn Ser Gly Lys Arg Arg Ile val Phe Ser Ser Phe Asp
490 495 500 505

gca gat att tgc aca atg gtt cgg caa aag €ag aac aaa tat ccg ata 1768
Ala Asp Ile Cys ;?5 met val Arg Gln gig Gln Asn Lys Tyr ggg Ile

cta ttt tta act caa g?a aaa tct gag att tat cct gaa ctc atg gac 1816
Leu Phe Leu Egg G6In Gly Lys ser ggg Ite Tyr Pro Glu Egg Met Asp

CtC aga tct ¢gg aca acc CCc att gca atg agc ttt gca cag ttt gaa 1864

Leu Arg Ser Arg Thr Thr Pro Ile Ala Met Ser Phe Ala GIn Phe Glu
540 545 550
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aat cta ctg g?g ata aat gta cat act gaa gac ttg ct¢ aga aac cca 1912
Asn Leu Leu Gly Ile Asn val His Thr Glu AsSp Leu Leu Arg Asn Pro
555 : 560 565

tcc tat att caz gag gca aaa gct aag g?a cta gtc ata ttc tgc tgg 1960
ser Tyr Ile GIn Glu Ala Lys Ala Lys Gly Leu val Ile Phe Cys Trp

570 575 580 585

g?t gat gat acc aat gat CCt gaa aac aga agg aaa ttg aag gaa ctt 2008
Gly Asp Asp Thr Asn Asp Pro Glu Asn Arg Arg Lys Leu Lys Glu Leu

590 59 600
g?a gtt aat g?t cta att tat gat agg ata tat gat tgg atg cCt gaa 2056
Gly val Asn Gly Leu Ile Tyr Asp Arg Ile Tyr Asp Trp Met Pro Glu
605 610 615
caa cca aat ata ttc caa gtg gag caa ttg gaa c¢gc €tg aag cag gaa 2104
GIn Pro Asn Ile Phe GIn Val Glu Gin Leu Glu Arg Leu Lys GIn Glu
620 625 . 630
ttg cca gag ctt aag agc tgt ttg tgt ccc act gtt agc cgc ttt gtt 2152
Leu Pro Glu Leu Lys Ser Cys Leu Cys Pro Thr val Ser Arg Phe val
635 640 645

ccc tca tct ttg tgt g?g‘gagAtct gat atc cat gtg gat gcc aac g?c 2200
Pro Ser Ser Leu Cys Gly Glu Ser Asp Ile His val Asp Ala Asn Gly

650 655 660 665

att gat aac gtg gag aat gct tag tttttattgc acagaggtca ttttgggggc 2254
Ile Asp Asn Val Glu asn Ala

670

gtgcaccgct gttctgggta ttcatttttc atcactgage attgttgatc targectttt 2314
gggcttctca gttcaatgaa gcaataatga agtatttaac tctttcacta cagttcttge 2374
aagtatgcta tttaaattac ttggccaggt ataattgcca gtcagtctct ttatagtgag 2434
aaaatttatt ggttagtaat ataaatattt taaactaaat atataaatct ataatgttaa 2494
acatatgttc attaaaagca tagcactttg aaattaacta t&taaatagc tcatatttac 2554
acttacagct trrcatttga tcaggtctga aatctttagc acttaaggaa aatgactatg 2614
cataattata cctgaccatg aaaaaaataa gtacctcaaa tgcatgcatt tgcactggtg 2674
attccaactg cacaaatctt tgtgccatct tgtatatagg tatttrttac atgggttgac 2734
atgcacacaa caccattttc attcagtatg aaccttgagg ctgctgccat ttttecactt 2794
aaccaaacca gcctgaaggt gaacctcgaa acttgtttca taaatctttc aaaagttgtt 2854
ttacatcaat gtraaaattt caaaatgctg cagggtaatt taatgtataa aatattagta 2914
agaaaaagta tgtattgcat acttagtaga atagatcaca acatacaaat tcaattcagt 2974
gcatgcttta ggtgttaagc atgagattgt acatgtttac tgtraggtcc ttgcatctge 3034
ggotgctaggt gagtatgaga agatgtcaag gactggacgt attttgttgc ctaaaaaaaa 3094
aaggctgttt gtaggcgttt taaatatgct tattttgtgt gtctctcact acctattaca 3154
cactgttgct ttgtgggttt gttttgtatg tgcgtgtgtt atacagtagt taaatttcca 3214
tgcagaaaaa taaatgtcct gaattttcat attagtattc trtattgtat atrcatgcatg 3274
taattrtattt agaaatgtag grcitractaa atgratatgc atgtatttca gattatacta 3334
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<210> 8
<211> 672
<212> PRT

ggatttcttg
aaatgataca
tagaatggtt
ttatttgcat
tatttrggta
gctaagcaat
ggtattgegt
aagggttctyg
ggcacttrtg
atacggttac
ctccrrrget
gaggggaagc
atggggagtg
aatacagaca
gtgttagtag
cgggecetreg
cattggcect
catagtcact
cccrrgrgga
tcaggctgtg
gccaggctge
gcttggaaca
tgtcctitg
tgcattttaa
taaattattt
ctctggtatt
cacaccaccc
tgccgtrgct
acctcagtac
aggtgeagec
gcagacagcec
aactgatata
daactacgct

tcttatgtge

gattagaagc
gatttatttt
ttataatatg
ctacctitta
gtagctgaga
gcaattttag
ttgtaacgtt
tatacttttc
gaaaactect
catttctrta
cctcrectat
agatcataaa
tggettctga
gaaccttece
atgattaaaa
ratcactagc
ggacttcctc
ttctcrctge
aacttcagga
catcacagta
aggctcttca
tggtggaaaa
aattaagaga
caattaggat
tatactttat
trctacictc
acccctgtgt
ccrrgrgaca

tgctttgett

tcecteectaa
tctcagtert
ctgggttgag
gccttecgaa

ctgttatatt
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agattgtgtt
cttcattaca
acaagaaatt
ctgcatgttt
acctaagact

tcagatctta

‘gatattaatg

ccacattgta
gaaaaagaat
tagtaactcg
gcecrteccag
gagaaaaagg
gcagtttagt
gercacttte
catgacaagc
tgrrgccttt
tctgtgececy
caaactcatt
aggatgaatc
attctgtrtct
agggcaggga
tgaatgttgqg
tttagrratg
ggtttattga
ggaaatcaag
tggaattatg
ggaaagtgtt
cttgtctgtce
gtctgaaaca
agctcatctc
actatttaat
actaggatgt
gtctggeatt

ctccagtaag

aactgtaact
aaatgaaatt
ttaatatagt
ttcacaaggc
tgaaattata
tttgtgtgaa
caaaatagtt
tgagattttc
tagttrcctt
attagccata
tgctggetee
agacagaaga
tgctggggag
tgtcctatcet
aatggctcct
tacaccctgce
tgtgtectet
tctrcttgtg
cgtcrrtgtg
aggtagqcag
ccttgtcata
aattattgga
tttactaaga
tgtgaatttt
tgaaatgttt
tgctgtaaat
gtggcgettc
gtctecccatc
ccrectttge
agctfttgat
gttgtagctg
gggtiitgtyg
tgtragctca
attgtaagcc

taaagaatga
tcaagaaggt
gtctacccta

agtttattca

.cattgtgrag

gataggctct
taggaaatgg
caaaattttg
catctgcaga
tatgtttgtt
attttgaaga
aaggatgaag
agcagacagt
cttectgacc
tattttcaca
ttcagccacc
gcctgggage
Ccccaagacct
ctccacgget
agttgatctt
gtcatttrta
gtaatataat
atgraaactt
gaaatgtaga
gaaaaaatgc
gatcggctgt
Ctgccaccca
caaactccaa
cttcctteag
ctgaatgatg
ggaaa’aaacc
actctgaatc
tgettecttg
cCttaagggc

atgttaaata
gttacttttg
aagggatggc
tatattgaca
tatrrtrttaa
gaaatcctat
agrettctge
gtgtgaattg
cctrtgteca
tcragtcctg
ctcaaggaca
gaaggaggtc
cactgcctac

ttatgaacca.

ggactaagtc
Ctgtecctgt
cetetectec
crcrectgag
cgraccttga
tgtctcatet
ttttcacagt
ttgtatcaaa
Tgaattggte
ggtataatgt
cgccattate
aaatgtgagg
cccaccictc
gcttacagcet
tgtecccgetc
atggaaacat
cagagaggtt
ccatgttetc
tagtccaget

agggacgtct

ttqcatctct agcactgcta tagtgttcta tccttagtta tgaactagat aaataaatgg

tggtggcaac

<213> Homo sapiens
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attaaccctc actaaatgct ggtgg

<210> 12

<211>25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido
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attaaccctc actaaatgct ggtag
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<212> ADN

<213> secuencia artificial
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attaaccctc actaaagatc tgactg
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<210> 18

<211>25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 18
attaaccctc actaaagcac cgtcc

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 19
cattatgctg agtgatatct ttttttttaa

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 20
cattatgctg agtgatatct ttttttttac

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 21
cattatgctg agtgatatct ttttttttag

<210> 22

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 22
cattatgctg agtgatatct ttttttttca

<210> 23

<211> 30

<212> ADN
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de diagndstico y/o monitorizacién de un tumor endometrial en un paciente, que comprende
(i) detectar y/o determinar la cantidad de un acido nucleico seleccionado de entre el grupo que consiste en:

(a) un acido nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo que
consiste en SEQ ID NO: 3, 6 y 7, y una parte de al menos 30 nucleétidos consecutivos de la misma,

(b) un acido nucleico, que se hibrida con el acido nucleico de (a) en condiciones restrictivas,
(c) un acido nucleico, que es degenerado con respecto al acido nucleico de (a) o (b), y
(d) un &cido nucleico, que es complementario del &cido nucleico de (a), (b) o (c), y/o

(ii) detectar y/o determinar la cantidad de una proteina o péptido codificado por el acido nucleico de (i) o de una
parte del mismo,

en una muestra bioldgica aislada de un paciente, que comprende tejido corporal endometrial,

en el que la presencia del acido nucleico, la proteina o el péptido o la parte del mismo y/o una cantidad aumentada
del acido nucleico, la proteina o el péptido o la parte del mismo en comparacién con un paciente sin un tumor
endometrial, sin riesgo de presentar un tumor endometrial, sin metastasis de un tumor endometrial y/o sin riesgo de
presentar metastasis de un tumor endometrial, indica la presencia de un tumor endometrial, riesgo de presentar un
tumor endometrial, metastasis de un tumor endometrial y/o riesgo de presentar metastasis de un tumor endometrial.

2. Procedimiento de evaluacion y/o prondstico del comportamiento metastasico y/o la aparicion de una recidiva de
un tumor endometrial, que comprende

(i) detectar y/o determinar la cantidad de un &cido nucleico seleccionado de entre el grupo que consiste en:

(a) un acido nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo que
consiste en SEQ ID NO: 3, 6 y 7, y una parte de al menos 30 nucleétidos consecutivos de la misma,

(b) un acido nucleico, que se hibrida con el acido nucleico de (a) en condiciones restrictivas,
(c) un acido nucleico, que es degenerado con respecto al acido nucleico de (a) o (b), y
(d) un &cido nucleico, que es complementario del &cido nucleico de (a), (b) o (c), y/o

(ii) detectar y/o determinar la cantidad de una proteina o un péptido codificado por el acido nucleico de (i) o de
una parte del mismo,

en una muestra bioldgica aislada de un paciente que comprende tejido corporal endometrial,

en el que la presencia del acido nucleico, la proteina o el péptido o la parte del mismo y/o una cantidad aumentada
del acido nucleico, la proteina o el péptido o la parte del mismo en comparacién con un paciente sin un tumor
endometrial, sin riesgo de presentar un tumor endometrial, sin metastasis de un tumor endometrial, sin riesgo de
presentar metastasis de un tumor endometrial, sin una recidiva de un tumor endometrial y/o sin riesgo de presentar
una recidiva de un tumor endometrial, indica la presencia de metastasis o recidiva de un tumor endometrial o un
riesgo de presentar metastasis o recidiva de un tumor endometrial.

3. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 2, que permite distinguir entre alteraciones benignas y
malignas.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la deteccion y/o determinacion de la cantidad
comprende

(i) poner en contacto la muestra biolégica con un agente, que se une especificamente al acido nucleico o a la
proteina o al péptido o a la parte del mismo, y

(ii) detectar la formacion de un complejo entre el agente y el acido nucleico o la proteina o el péptido o la parte
del mismo.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que
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(i) el agente, que se une especificamente al acido nucleico es un oligonucledétido o polinucleétido que se hibrida
especificamente con el acido nucleico, o

(ii) el agente, que se une especificamente a la proteina o al péptido o a la parte del mismo es un anticuerpo que
5 se une especificamente a la proteina o al péptido o a la parte del mismo.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1y 3 a 5, en el que la monitorizacion de un tumor endometrial
comprende determinar la regresion, el desarrollo o la aparicién del tumor endometrial en una muestra del paciente.

10 7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el tumor endometrial es un tumor endometrial
metastasico.
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