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DESCRIPCION
El polipéptido de MACC1 y su utilizacion para el diagndstico de tumores y la terapia tumoral

El presente invento se refiere a la secuencia de acido nucleico, que codifica el polipéptido de MACC1 y a sus
utilizaciones, en particular para el diagnéstico de tumores y la terapia tumoral en el caso de tumores metastatizantes.

La generacion de metastasis es un complejo proceso de varias etapas, que comprende un gran numero de
modificaciones moleculares y celulares, y que se puede subdividir en principio en cuatro fases definidas: a) el
crecimiento y la vascularizacion del tumor primario, b) el desprendimiento y la penetracion de células invasoras
individuales en el sistema vascular, c) la diseminacién en el sistema vascular y la extravasacion al érgano diana, y
finalmente d) la formacion de macrometastasis a partir de las células tumorales que han inmigrado.

Asi, determinadas células de un tumor primario pierden el contacto de una célula con otra célula, invaden a través
de la matriz extracelular y se propagan a través de la sangre y del sistema linfatico. Estas células tumorales pueden
finalmente extravasarse, adherirse a determinados 6rganos diana y proliferar alli, lo que conduce a la formacién de
metastasis.

Una serie de moléculas asociadas de un modo general con una metastatizacion ya fueron identificadas al efectuar
una comparacion de tumores primarios y metastasis. Asi, la regulacion errénea de las moléculas de adhesion celular
(p.€j. las cadherinas) en tumores primarios conduce a la pérdida del contacto de una célula con otra célula y hace
posible a las células tumorales movilizadas realizar la invasion y la penetracion en los sistemas vasculares
sanguineo y linfatico. Las células tumorales, que fueron distribuidas en el cuerpo a través de los sistemas vasculares
sanguineo y linfatico, se adhieren a las células endoteliales de los vasos, de una manera mediada por unas
moléculas de adhesion situadas en las células endoteliales (p.€j. E-selectina, LP AM, VCAM-1, LUECAM-1 e ICAM-
1), a las que se pueden fijar selectivamente determinadas moléculas superficiales de las células tumorales (p.ej.
VLA-4, LFA-1). En el transcurso ulterior de la metastizacion debe de efectuarse una fijacion de las células tumorales
metastatizantes a los componentes de la matriz extracelular, p.ej. fibronectina y vitronectina. Esto es mediado por
diferentes integrinas, las células tumorales con diverso potencial de metastatizacion se diferencian en la adhesion
con respecto de los diferentes elementos de la matriz extracelular. Ademas, las enzimas degradantes de la matriz,
p.ej. las metaloproteinasas de matriz (MMPs [acréonimo de Matrix Metallo-Proteinases], en particular las MMP-9 y
MMP-2), presentan una gran importancia para la extravasacion y la migracion de las células tumorales en el sistema
con sus agentes inhibidores tisulares (en inglés Tissue Inhibitors of MMP’s, TIMP’s). La actividad de estas moléculas
se puede regular de un modo especifico para un tejido a través del sistema de activador del plasminégeno del tipo
de la urocinasa/receptor del activador del plasminégeno del tipo de la urocinasa (uPa/receptor de uPa), que ha sido
mostrado p.ej. para la expresion de MMP-9 en el caso de unas metastasis en el higado de carcinomas colorrectales.

Para la adhesion de células tumorales metastatizantes a los 6rganos diana son decisivas, por su parte, unas
moléculas especificas para la adhesion (VCAM-1, LPAM, E-selectina, VLA’s, 1CAM-1 y diversas integrinas) [véanse,
entre ofras, las citas de Streit M y colaboradores, Adhesion receptors in malignant transformation and dissemination
of gastrointestinal tumors (Receptores de adhesion en una transformacion maligna y una diseminacion de tumores
gastrointestinales). Recent Results Cancer Res 1996; 142:19-50, de Imai K, y colaboradores, Regulation of integrin
function in the metastasis of colorectal cancer (Regulacion de la funcién de integrinas en la metastasis de un cancer
colorrectal) Nippon Geka Gakkai Zasshi. Julio de 1998; 99(7):415-8. Krause T, Turner GA, Are selectins involved in
metastasis? (¢ Estan implicadas las selectinas en una metastasis?) Clin Exp Metastasis. Mayo de 1999; 17(3)183-92,
y de Portera CA jr. y colaboradores, Molecular determinants of colon cancer metastasis (Determinantes moleculares
de una metastasis de cancer de colon). Surg Oncol. Nov-Dic. de 1998; 7(3-4):183-95]. Junto a los 6rganos diana de
una metastizacion, las células tumorales deben de encontrar un determinado micro-entorno, a fin de poder adherirse
y proliferar ("hipotesis de semilla y suelo" en inglés "seed and soil"-hypothesis). Las células tumorales se pueden
distribuir en primer lugar por todo el cuerpo, pero entonces solamente pueden generar metastasis en determinados
organos. El factor decisivo de la metastatizaciéon no es por consiguiente la migracion de las células tumorales a los
organos diana, sino el potencial de las células tumorales, para proliferar en un determinado entorno en el 6rgano
diana. Unas células tumorales "durmientes" pueden estar presentes frecuentemente durante muchos afios en el
cuerpo, sin que sean detectables unas metastasis.

La "hipdtesis de suelo y semilla" mas arriba descrita es una de las teorias mas aceptadas para la metastatizacion
especifica para un érgano. Junto a ella existe una segunda teoria, segun la cual unas células endoteliales en los
vasos sanguineos de los 6rganos diana de una metastatizacion expresan determinadas moléculas de adhesion, con
lo que unas células tumorales circulantes son retenidas fijamente alli, y por lo tanto la metastatizacion tiene lugar en
estos organos especificos. La tercera teoria, la denominada teoria de quimioatraccion, expresa que unas moléculas
especificas para un érgano acceden a la circulacion sanguinea, estimulan a las células tumorales circulantes a
migrar a los correspondientes 6rganos de metastatizacion y formar alli unas metastasis.

Las investigaciones actuales acerca de la metastatizacion especifica para un érgano ponen de manifiesto que, al
parecer en un proceso prolongado, deben de ser conectados (o desconectados) selectivamente unos genes, que en
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el momento de la propagacion de las células tumorales en el cuerpo no eran todavia activos (o respectivamente eran
todavia activos). Por lo tanto, son indispensables unos analisis de la expresiéon génica, que investiguen qué genes
son expresados diferentemente en unas metastasis en determinados 6rganos diana en comparaciéon con los
correspondientes tumores primarios.

Cada afio se registran en la Republica Federal Alemana aproximadamente 20.000 nuevos casos de enfermedad
para el carcinoma de colon. Para el carcinoma de colon se conocen diferentes lugares de metastatizacion, p.egj. el
higado, los ganglios linfaticos, los pulmones, los huesos y el cerebro.

La clinica Robert Rossle es una clinica orientada oncolégicamente, con la especializacion en la cirugia. Cada afio
son tratados aproximadamente 300 pacientes con carcinomas de colon, entre éstos, aproximadamente 150-170
pacientes tienen metastasis del tumor primario. La frecuencia observada de metastatizacion de los érganos diana
corresponde a la descrita en la bibliografia, con un 80 % de metastasis en el higado y 15 % de metastasis en los
pulmones. La tasa de supervivencia durante 5 afios es de aproximadamente 20-25 %, pero, en el caso de unas
metastasis solitarias (en el higado, los pulmones) es tan sélo de aproximadamente 5 %.

El higado constituye el 6rgano diana mas importante para la metastatizacion del carcinoma de colon, puesto que las
células tumorales - de un modo mediado a través de la vena porta - son retenidas en el higado y después de esto se
propagan a otros organos.

Sin embargo, también se conoce el hecho de que frecuentemente estan presentes unas metastasis p.ej. en los
pulmones o en los huesos, sin que se hubieran comprobado unas metastasis en el higado. Por consiguiente, el
carcinoma de colon metastatizante constituye un modelo interesante para la identificacion y el analisis de genes, con
el fin de investigar ain mas una expresion diferencial de un gen en el caso de la metastatizacion especifica para un
érgano.

Las proteinas codificadas por tales genes podrian tener una funcion directa para la adhesion de células tumorales a
determinados tejidos y érganos (moléculas de adhesion especificas para un 6rgano). Asimismo, ellas podrian hacer
posible, por medio de unas interacciones con las células normales de los 6rganos que forman metastasis, la
proliferacion de las células y el crecimiento de las metastasis en un determinado entorno (p.ej. unos receptores y
efectores especificos). Ademas, es concebible que tales proteinas sean requeridas para la preparacion previa
intracelular de las células tumorales para la metastatizacion en un determinado 6rgano diana, asi, por ejemplo, en
diferentes cascadas de transduccion de sefiales y mecanismos de regulacion. En este contexto son importantes
unas proteinas con unos correspondientes dominios de interaccion entre una proteina y otra proteina, p.ej. con unos
dominios de homologia Src (los dominios SH3, SH2) o unos dominios de homologia Eps15 (los dominios EH). Estos
dominios son unos definidos motivos de secuencias, que hacen posible una fijacion especifica a unos ligandos. Los
dominios SH3 estan presentes, entre otras, en aquellas proteinas que guian a unos ligandos determinados hacia
unas cinasas o hacia sus substratos, y por lo tanto desempefian un cometido importante en el caso de la regulacion
de las vias de transduccion de sefiales de la tirosina cinasa.

En particular, es valiosa la identificacion de aquéllos genes marcadores, con ayuda de cuya expresion en el
carcinoma primario se puede pronosticar una probable metastatizacion en determinados érganos diana antes del
suceso de metastatizacion propiamente dicho y, basandose en ello, eventualmente éste puede ser impedido.

Por consiguiente, es una mision del presente invento, poner a disposicion aquellos otros genes marcadores, con los
que se puedan conseguir un diagndstico y una terapia mejorado/a en lo que respecta a la metastatizacion en
determinados érganos diana.

El problema planteado por esta misién se resuelve mediante el invento, tal como se reivindica en las reivindicaciones
de esta patente.

De acuerdo con un primer aspecto del presente invento, el problema planteado por esta misién se resuelve mediante
la puesta a disposicion de una secuencia de acido nucleico, que codifica el polipéptido de MACC1, escogida entre el
conjunto formado por: a) una secuencia de acido nucleico con la secuencia indicada en la SEQ ID NO: 1, b) unas
secuencias de acidos nucleicos, que se derivan de la secuencia de acido nucleico indicada en la SEQ ID NO: 1
como resultado del cédigo genético degenerado. Otro aspecto se refiere asimismo al polipéptido de MACC1, que es
puesto asimismo a disposicién con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO: 2, codificada por una
secuencia de acido nucleico conforme al invento.

Para la purificaciéon de los polipéptidos conformes al invento puede estar adosado otro polipéptido ("tag" =
marcacion). Las marcaciones de proteinas permiten por ejemplo la absorcion altamente afin a la matriz, un lavado
en condiciones rigurosas con unos tampones adecuados, sin eluir al complejo en una medida digna de mencion, y a
continuacién una elucion deliberada del complejo absorbido. Ejemplos de las marcaciones de proteinas conocidas
para un experto en la especialidad, son una marcacion (His)s, una marcacién V5, una marcacion Myc, una
marcacion FLAG, una marcacién Strep, una marcacion Strep |, una marcacion de hemaglutinina, una marcacion de
glutation transferasa (GST), una inteina con una marcacion de fijacion por afinidad de quitina o una marcacion de
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proteina fijadora de maltosa (MBP). Estas marcaciones de proteinas pueden encontrarse en el extremo terminal de
N, de C y/o internamente.

Junto a los polipéptidos naturales aislados a partir de células, todos los polipéptidos conformes al invento o sus
fragmentos pueden haber sido producidos en condiciones exentas de células, p.ej. mediante una sintesis o mediante
una traduccion in vitro. Asi, el polipéptido total o unos fragmentos de éste puede(n) ser sintetizado(s) por ejemplo
con ayuda de la sintesis clasica (la técnica de Merrifield). Ciertos fragmentos de los polipéptidos conformes al
invento se adecuan en particular para la obtencion de antisueros, con cuya ayuda se pueden escrutar unos
adecuados bancos de expresion de genes, con el fin de acceder asi a otras variantes funcionales del polipéptido
conforme al invento.

Junto a los acidos nucleicos naturales aislados a partir de células, todos los acidos nucleicos conformes al invento o
sus fragmentos pueden haber sido producidos también de manera sintética. Ademas, para la realizacién del invento
se puede utilizar un acido nucleico, que ha sido producido de manera sintética. Asi, el acido nucleico conforme al
invento se puede sintetizar, por ejemplo, por medios quimicos con ayuda de las secuencias de proteinas descritas
en la SEQ ID NO: 2 mediando aprovechamiento del cddigo genético p.ej. segun el método del fosfotriéster (véase
p.ej. la cita de Uhlmann & Peyman 1990, Chemical Reviews 90:543-584).

El nimero de acceso XP-294213.1 (registrado el 28 de Abril de 2003 en el banco de datos) describe a un polipéptido
humano con una longitud de 816 aminoacidos. Esta secuencia descrita como similar a la EST AlI594717 [de Homo
sapiens] corresponde en los ultimos 813 aminoacidos a la SEQ ID NO: 2 y fue producida a partir de NCBI contig NT-
007819 mediante un analisis automatico con ordenador por medio del programa "GenomeScan". El gen esta
localizado en el cromosoma 7. Para este gen no se conocen ni la funcién ni el valor de prondstico. El presente
invento pone a disposicion por consiguiente la identificacion de la secuencia de ADN gendmico, el ADNc de plena
longitud y la secuencia proteinica putativa para el MACC1 (véase también la entrada en el banco de datos
HGNC:30215 en la pagina de internet del HUGO Gene Nomenclature Commitee (HGNC)).

Otro aspecto del invento se refiere a un oligonucleétido, que se hibrida especificamente con una secuencia de acido
nucleico de acuerdo con el presente invento, a saber con la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 7. Los
oligonucledtidos constituyen unas herramientas importantes, que por una parte se pueden utilizar en unas
reacciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), pero también como sondas en unas reacciones de
hibridacién. Existen otras posibilidades de utilizacién como agentes terapéuticos p.ej. en la terapia génica o en
técnicas de mutagénesis. Los oligonucleétidos conformes al invento se pueden presentar en forma de unos acidos
nucleicos que abarcan los ADN, ADNdc, ARN, ARNm, ARNsi, PNA y/o ANC. Los oligonucleotidos se pueden
presentar ademas en forma de unos nucleétidos "en el mismo sentido" o "antisentido". Ademas de esto, para unas
técnicas de deteccion que estan basadas en una hibridacion, los oligonucledtidos pueden estar marcados de un
modo adecuado, por ejemplo por medio de colorantes, radionuclidos, enzimas o marcadores de masa o de carga
eléctrica. La marcacion se orienta al respectivo procedimiento de deteccién, que debe de ser usado. Los
oligonucledtidos conformes al invento son de manera preferida un ADN, en particular un ADN bicatenario (ADNdc)
con una longitud de por lo menos 8 nucleétidos, de manera preferida con por lo menos 12 nucleétidos, en particular
con por lo menos 24 nucledtidos. El limite superior para los oligonucleétidos es determinado por la respectiva
utilizacion practica, siendo preferida usualmente una longitud maxima de 50-200 nucleétidos.

Los oligonucledtidos son degradados por regla general rapidamente por unas endo- o exonucleasas, en particular
por unas ADNasas y ARNasas que se presentan en una célula. Por lo tanto, es ventajoso modificar el acido
nucleico, con el fin de estabilizarlo contra la degradacion, de tal manera que durante un prolongado periodo de
tiempo se conserva una alta concentracion del acido nucleico en una célula (véanse la cita de Beigelman y
colaboradores, 1995, Nucleic Acids Res. 23:3989-94; el documento de solicitud de patente internacional WO
95/11910 de Dudycz 1995; el documento WO 98/37240 de Macadam y colaboradores 1998; y el documento WO
97/29116 de Reese y colaboradores 1997). Tipicamente, se puede obtener una tal estabilizacién mediante la
introduccion de uno o varios grupos de fosfato internucleotidicos o mediante la introduccion de uno o varios
internucledtidos no fosforados.

Unos adecuados internucleétidos modificados se han recopilado en la cita de Uhlimann y Peymann (1990, Chem.
Rev. 90:544) (véanse también la cita de Beigelman y colaboradores 1995, Nucleic Acids Res. 23:3989-94; el
documento WO 95/11910 de Dudycz 1995; el documento WO 98/37240 de Macadam y colaboradores 1998; y el
documento WO 97/29116 de Reese y colaboradores 1997). Los grupos de fosfato de internucleétidos modificados
y/o unos enlaces que no son de fosfoéster en un acido nucleico, que se pueden emplear en el caso de una de las
utilizaciones conformes al invento, contienen por ejemplo un metil-fosfonato, un fosforotioato, un fosforoamidato, un
fosforoditioato, unos ésteres fosfatos, mientras que unos compuestos analogos a internucleétidos que no contienen
fésforo, contienen por ejemplo puentes de siloxano, puentes de carbonato, ésteres carboximetilicos, puentes de
acetamidato y/o puentes tidlicos. También se pretende que esta modificacion mejore la estabilidad y la durabilidad
de una composicién farmacéutica, que se puede emplear en el caso de una de las utilizaciones conformes al
invento.
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Para la expresion del correspondiente gen se prefiere por lo general un ADN bicatenario, siendo especialmente
preferida la region de ADN que codifica el polipéptido. Esta region comienza con el primer codén iniciador (ATG)
situado en una secuencia de consenso de Kozak (Kozak 1987, Nucleic Acids Res. 15:8125-48) hasta llegar al
siguiente coddn de parada (TAG, TGA o respectivamente TAA), situado en el mismo marco de lectura que el ATG.
Otra utilizacion de las secuencias de acidos nucleicos conformes al invento es la construccion de oligonucleétidos
antisentido (véanse las citas de Zheng y Kemeny 1995, Clin. Exp. Immunol. 100,380-382; de Nellen y Lichtenstein
1993, Trends Biochem. Sci. 18;419-23) y/o de ribozimas (véanse las citas de Amarzguioui y colaboradores 1998,
Cell. Mol. Life Sci. 54:1175-202; de Vaish y colaboradores 1998, Nucleic Acids Res. 26:5237-42; de Persidis 1997,
Nat. Biotechnol. 15:921-2; de Couture y Stinchcomb 1996, Trends Genet.12:510-5). Con unos oligonucleétidos
"antisentido" se puede disminuir la estabilidad del acido nucleico conforme al invento y/o inhibir la traduccién del
acido nucleico conforme al invento. Asi, por ejemplo, la expresion de los correspondientes genes en células se
puede disminuir tanto in vivo como también in vitro. Los oligonucleétidos se pueden adecuar por lo tanto como un
agente terapéutico. Para la utilizaciéon como una sonda o como un oligonucleétido "antisentido" se prefiere un ADN
monocatenario o un ARN. Los oligonucledtidos conformes al invento se pueden presentar en forma de acidos
nucleicos que abarcan los ADN, ADNdc, ARN, ARNm, ARNsi, PNA y/o ANC. Otro aspecto especialmente preferido
del presente invento se refiere a unos oligonucleétidos como un agente terapéutico en forma de un ARNSsi. Este tipo
de la terapia génica es conocido para un experto en la especialidad también para la terapia de tumores y se puede
deducir, por ejemplo, a partir de la siguiente bibliografia y de las otras referencias. Asi, las citas de Ait-Si-Ali S,
Guasconi V, Harel-Bellan A, RNA interference and its possible use in cancer therapy, Bull Cancer (Interferencia de
un ARN vy su posible uso en la terapia de un cancer). Enero de 2004; 91(1):15-8; de Caplen NJ, Mousses S, Short
interfering RNA (siRNA)-mediated RNA interference (RNAI) in human cells (Interferencia de un ARN (ARNi) mediada
por un ARN interferente pequefio (ARNsi), Ann N Y Acad Sci. Dic. de 2003;1002:56-62; de Caplen NJ. RNAi as a
gene therapy approach (Un ARNi como un enfoque para una terapia génica), Expert Opin Biol Ther. Julio de 2003;
3(4):575-86; de Lu PY, Xie FY, Woodle MC, siRNA-mediated antitumorigenesis for drug target validation and
therapeutics (Anti - génesis tumoral mediada por un ARNSsi para la validacién de dianas de medicamentos y usos
terapéuticos), Curr Opin Mol Ther. Junio de 2003; 5(3):225-34; y de Oshiumi H, Begum NA, Matsumoto M, Seya T,
RNA interference for mammalian cells (Interferencia de un ARN para células de mamiferos), Nippon Yakurigaku
Zasshi. Agosto de 2002; 120(2):91-5 se refieren a los antecedentes tecnoldgicos generales. las citas de Devroe E,
Silver PA, Therapeutic potential of retroviral RNAI vectors (Potencial terapéutico de vectores retroviricos de ARNi),
Expert Opin Biol Ther. Marzo de 2004; 4(3):319-27; de Devroe E, Silver PA. Retrovirus-delivered siRNA (ARNSsi
suministrado por retrovirus), BMC Biotechnol. 28 de Agosto de 2002; 2(1):15; de Tran N, Cairns MJ, Dawes W,
Arndt GM. Expressing functional siRNAs in mammalian cells using convergent transcription (Expresion de ARNsi’s
funcionales en células de mamiferos mediando usando una transcripcion convergente. BMC Biotechnol. 6 de
Noviembre de 2003; 3(1):21; de Futami T, Miyagishi M, Seki M, Taira K, Induction of apoptosis in HelLa cells with
siRNA expression vector targeted against bcl-2 (Induccién de una apdptosis en células HelLa con un vector de
expresion de ARNsi dirigido hacia el bcl2), Nucleic Acids Res Suppl. 2002; (2):251-2; de Scherr M, Battmer K,
Ganser A, Eder M. Modulation of gene expression by lentiviral-mediated delivery of small interfering RNA
(Modulacién de la expresion de un gen por el suministro mediado por lentivirus de un ARN interferente pequefio),
Cell Cycle. Mayo-Junio de 2003; 2(3):251-7; de Shen C, Reske SN. Adenovirus-delivered siRNA (ARNSsi
suministrado por adenovirus). Methods Mol Biol. 2004; 252:523-32; de Salmons B, Gunzburg WH. Targeting of
retroviral vectors for gene therapy (Direccion hacia un objetivo de vectores retroviricos para una terapia génica), Hum
Gene Ther. Abril de 1993; 4(2):129-41; y de Kobayashi N, Matsui Y, Kawase A, Hirata K, Miyagishi M, Taira K,
Nishikawa M, Takakura Y, Vector-based in vivo RNA interference: dose- and time-dependent suppression of
transgene expression (Interferencia de un ARN in vivo basada en un vector: supresion dependiente de la dosis y del
tiempo de una expresion transgénica), J Pharmacol Exp Ther. Feb. de 2004; 308(2):688-93, Publicacion electrénica
de 10 Noviembre de 2003, se refieren a determinados vectores para la terapia con un ARNSsi. Finalmente, Naito Y,
Yamada T, Ui-Tei K, Morishita S, Saigo K, siDirect: highly effective, target-specific siRNA design software for
mammalian RNA interference (siDirect: software de disefio de un ARNsi altamente eficaz, especifico para una diana,
para la interferencia de un ARN de mamifero), Nucleic Acids Res. 1 de Julio de 2004; 32 (Web Server issue =
editado por un servidor de web): W124-9 describen a modo de ejemplo un programa para el disefio y la constitucion
de moléculas de ARNSsi.

Otro aspecto del presente invento se refiere a la molécula de acido nucleico conforme al invento, al polipéptido
conforme al invento o al oligonucleétido conforme al invento para el tratamiento de enfermedades. La posibilidad de
la utilizacién de estas sustancias en conexion con enfermedades humanas no era conocida hasta ahora.

Otro aspecto del presente invento se refiere a un vector, de manera preferida en forma de un plasmido, de un vector
"shuttle" (de lanzadera), de un fagémido, de un césmido, de un vector de expresion, de un vector adenovirico, de un
vector retrovirico (Miller, y colaboradores "Improved retroviral vectors for gene transfer and expression" (Vectores
retroviricos mejorados para la transferencia y la expresion de genes), BioTechniques Volumen 7, N° 9, pagina 980,
1989) y/o de un vector eficaz para la terapia génica, que contiene un acido nucleico conforme al invento. Asi, €l
acido nucleico conforme al invento puede estar contenido en un vector, de manera preferida en un vector de
expresion o en un vector eficaz para la terapia génica. De manera preferida, el vector eficaz para la terapia génica
contiene unas secuencias reguladoras especificas para células, que estan unidas funcionalmente con el acido
nucleico conforme al invento. Los vectores de expresién pueden ser unos vectores de expresion procariéticos o
eucaridticos. Ejemplos de unos vectores de expresion procariéticos para la expresion en E. coli son p.ej. los vectores
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pGEM o derivados de pUC, y de unos vectores de expresion eucaridticos para la expresion en Saccaromyces
cerevisiae son p.ej. los vectores p426Met25 o p426GAL1 (Mumberg y colaboradores 1994, Nucleic. Acids Res.
22:5767-5768), para la expresion en células de insectos, son p.ej. los vectores de Baculorivus tales como los que se
divulgan en los documentos de patentes europeas EP-B1-0 127 839 o EP-B1-0 549 721, y para la expresion en
células de mamiferos son p.ej. los vectores Rc/CMV y Rc/RSV o SV40, todos los cuales son obtenibles de un modo
general.

Por lo general, los vectores de expresion contienen también unos promotores adecuados para la respectiva célula
anfitriona, tales como p.ej. el promotor de trp para la expresion en E. coli (véase p.ej. el documento EP-B1-0 154
133), los promotores de Met 25, GAL 1 o ADH2 para la expresién en levaduras (Russel y colaboradores, 1983, J.
Biol. Chem. 258: 2674-2682), el promotor de polihedrina de baculovirus para la expresion en células de insectos
(vease p.gj. el documento 13. EP-B1-0 127 839). Para la expresion en células de mamiferos se adecuan por ejemplo
unos promotores, que permiten una expresion constitutiva, regulable, especifica para un tejido, especifica para un
ciclo celular o especifica para el metabolismo en células eucariéticas. Unos elementos regulables de acuerdo con el
presente invento son unos promotores, unas secuencias de activadores, unos intensificadores, unos silenciadores
y/o unas secuencias de represores. Ejemplos de unos elementos regulables adecuados, que hacen posible la
expresion constitutiva en eucariotas, son unos promotores, que son reconocidos por la polimerasa Il de ARN, o unos
promotores viricos, el intensificador de CMV, el promotor de CMV, el promotor de SV40 o unos promotores de LTR,
p.ej. de MMTV (acrénimo de "mouse mammary tumour virus" (virus de tumor mamario de raton); Lee vy
colaboradores 1981, Nature 214:228-232) y otras secuencias de promotores y activadores de virus, que se derivan
por ejemplo de HBV, HCV, HSV, HPV, EBV, HTLV o HIV. Ejemplos de unos elementos regulables, que hacen
posible la expresion regulable en eucariotas, son el operador de tetraciclina en combinacién con un correspondiente
represor (Gossen y colaboradores 1994, Curr. Opin. Biotechnol. 5:516-20).

Con el fin de hacer posible la introduccién de acidos nucleicos conformes al invento y por consiguiente la expresion
del polipéptido en una célula eu- o procariética mediante transfeccion, transformacion o infeccion, el acido nucleico
se puede presentar en forma de un plasmido, como parte constituyente de un vector virico o no virico. Como
vectores viricos se adecuan en este caso especialmente: retrovirus, baculovirus, vacciniavirus, adenovirus, virus
adenoasociados y herpesvirus. Como vectores no viricos se adecuan en este contexto especialmente: virosomas,
liposomas, lipidos catidnicos o un ADN conjugado con una poli-lisina.

Ejemplos de vectores eficaces para la terapia génica son ciertos vectores de virus, por ejemplo, unos vectores de
adenovirus, o unos vectores de retrovirus (Lindemann y colaboradores, 1997, Mol. Med. 3:466-76; Springer y
colaboradores 1998, Mol. Cell. 2:549-58).

Un mecanismo preferido, para llevar a expresion in vivo a unos polipéptidos conformes al invento, es la transferencia
virica de genes, en particular con ayuda de particulas retroviricas. Estas se aprovechan de manera preferida para
proveer a unas correspondientes células diana, de manera preferida a unos linfocitos T, del paciente mediante
transduccion ex vivo con los genes o las secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos conformes al
invento. Las células diana pueden después esto ser infundidas renovadamente otra vez en el paciente en el sentido
de una transferencia adoptiva de células, para tomar a su cargo unas funciones efectoras tumoricidas y/o
inmunomoduladoras con la especificidad introducida de novo. Por esta ruta se consiguieron unos éxitos muy buenos
en la terapia génica en el tratamiento de la enfermedad por SCID-X1 caracterizada por una incompetencia
inmunitaria en el caso de recién nacidos, proveyendo a unas células precursoras hematoldgicas fueron provistas por
medio de retrovirus con un transgén intacto analogo de una variante mutada no funcional, que se presenta en nifos,
del gen de la cadena X, que es esencial para la diferenciacion en las diferentes células efectoras del sistema
inmunitario adaptativo (Cavazzana-Calvo y colaboradores, 2000).

Ademas, existe la posibilidad de llevar a cabo la transferencia de genes in vivo, por una parte mediante una
inyeccion estereotactica preferente de las particulas infecciosas, y por otra parte mediante una aplicacion directa de
células productoras de virus (Oldfield y colaboradores, Hum. Gen. Ther., 1993, 4:39-69).

Los vectores viricos empleados frecuentemente para la transferencia de genes, de acuerdo con el estado actual de
la técnica, son predominantemente unos vectores viricos de retrovirus, lentivirus, adenovirus y adenoasociados.
Estos son unas secuencias circulares de nucledtidos, derivadas de virus naturales, en las que por lo menos los
genes que codifican la proteina estructural virica fueron reemplazados por la construccion artificial que debe ser
transferida. Unos nuevos vectores que no proceden de virus, se componen de unas secuencias auténomas de, que
se integran por si solas, los transposones, que son introducidas en la célula anfitriona mediante p.ej. una
transfeccion liposémica, y que fueron empleados por primera vez con éxito para la expresion de transgenes
humanos en células de mamiferos (Yant y colaboradores, 2000).

Unos vectores eficaces para una terapia génica se pueden obtener también formando un compuesto complejo del
acido nucleico conforme al invento con unos liposomas, puesto que con ello se puede conseguir una muy alta
eficacia de la transfeccion, en particular de células cutaneas (Alexander y Akhurst 1995, Hum. Mol. Genet. 4:2279-
85). En el caso de la lipofeccion, se producen unas pequefias vesiculas monolaminares a partir de lipidos cationicos
mediante un tratamiento con ultrasonidos de la suspension de liposomas. El ADN es fijado iébnicamente sobre la
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superficie de los liposomas, y ciertamente en una relacion tal que quede una carga neta positiva y el ADN plasmidico
sea convertido en un compuesto complejo en un 100 % por los liposomas. Junto a las mezclas de lipidos de DOTMA
(bromuro de 1,2-dioleiloxipropil-3-trimetil-amonio) y de DPOE (dioleil-fosfatidil-etanolamina) empleadas por Felgner y
colaboradores (1987, véase mas arriba), se sintetizaron mientras tanto numerosas formulaciones nuevas de lipidos y
se ensayaron en cuanto a su eficiencia para la transfeccion de diferentes linajes de células (véanse las citas de Behr
y colaboradores 1989, Proc. Natl., Acad. Sci. USA 86:6982-6986; de Felgner y colaboradores, 1994, J. Biol. Chem.
269:2550-25561; y de Gao y Huang 1991, Biochim. Biophys. Acta 1189:195-203). Ejemplos de nuevas
formulaciones de lipidos son DOTAP (metilsulfato de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetil-amonio) o DOGS
(TRANSFECTAM: dioctadecil-amidoglicil-espermina). Unas sustancias auxiliares, que aumentan la transferencia de
acidos nucleicos a la célula, pueden ser por ejemplo unas proteinas o unos péptidos, que estan unidas/os a un ADN,
o0 unas moléculas sintéticas de ADN peptidico, que hacen posible el transporte del acido nucleico al nucleo de la
célula (véanse las citas de Schwartz y colaboradores, 1999, Gene Therapy 6: 282; y de Brandén y colaboradores
1999, Nature Biotech. 17:784). Las sustancias auxiliares comprenden también unas moléculas, que hacen posible la
liberacion de acidos nucleicos en el citoplasma de la célula (véase la cita de Kiehler y colaboradores 1997, Bioconj.
Chem. 8:213) o, por ejemplo, unos liposomas (véase la cita de Uhimann y Peymann 1990, mas arriba). Otra forma
especialmente adecuada de vectores para la terapia génica se puede obtener aplicando el acido nucleico conforme
al invento sobre particulas de oro y disparando a éstas con ayuda de las denominadas "gene gun" (pistolas de
genes) al tejido, de manera preferida en la piel, o unas células (Wang y colaboradores, 1999, J. Invest. Dermatol.
112;775-81). Otro aspecto se refiere a la introduccion de un "ADN desnudo (desprovisto de inmunidad)" con la
pistola de genes, tal como se describe por ejemplo en la cita de T Niidome y L Huang: Gene Therapy Progress and
Prospects: Nonviral vectors (Terapia génica, avances y perspectivas: vectores no viricos); Gene Therapy (2002) 9,
1647-1652 y las referencias que se encuentran alli.

Para el uso en la terapia génica del acido nucleico conforme al invento es también ventajoso el hecho de que la
parte del acido nucleico, que codifica el polipéptido, contenga una o varias secuencias no codificadoras, inclusive
secuencias de intrones, de manera preferida entre el promotor y el codén iniciador del polipéptido, y/o una secuencia
de poliA, en particular la secuencia de poliA que se presenta en la naturaleza o una secuencia de poliA del virus
SV40, sobre todo junto al extremo 3' del gen, puesto que de esta manera se puede conseguir una estabilizacion del
ARNmM (mensajero) (véanse las citas de Jackson 1993, Cell 74:9-14 y Palmiter y colaboradores 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:478-482).

Otro aspecto del presente invento se refiere entonces a un organismo anfitrion procaridtico o eucaridtico
recombinante, que contiene por lo menos una secuencia de acido nucleico conforme al invento o por lo menos un
vector conforme al invento. El organismo anfitrion se puede componer a base de una célula diploide, de una célula
de planta, de una célula de mamifero, de una célula de nematodo, de una célula de pez, de una célula de insecto y,
en particular, de una célula madre no humana. Un ejemplo preferido seria una célula madre de ratén. Ademas, el
invento pone a disposicién un organismo recombinante no humano, en particular de un mamifero (tal como una
cabra o una oveja), un roedor (tal como un conejo, un ratén, una rata o un hamster), un nematodo (tal como
Caenorhabditis elegans), un pez (tal como un pez cebra), una planta (tal como Arabidopsis thaliana, maiz, arroz,
trigo o patata), un insecto o una medusa, genéticamente deficiente o "knock-out" (es decir con el sistema inmunitario
suprimido), en cuuo caso el correspondiente gen para la 7a5/prognostina habia sido mutado o suprimido. Estos
organismos de ensayo constituyen unos valiosos medios auxiliares y se pueden utilizar p.ej. para el escrutinio en
cuanto a participes en la fijacién (véase p.ej. mas abajo). Unos procedimientos para la produccion de tales
organismos son conocidos para un experto en la especialidad a partir de la bibliografia pertinente.

Otro objeto del presente invento es un anticuerpo policlonal o monoclonal o un fragmento de éste, que fija a un
antigeno, para el diagndstico, el prondstico y la optimizacion de la terapia de unas enfermedades asociadas con la
expresion del MACCH1, o para la identificacion de unas sustancias farmacolégicamente activas, que esta dirigido
contra un polipéptido de MACC1 conforme al invento y reacciona especificamente con los polipéptidos de MACC1
conformes al invento, siendo las partes arriba mencionadas del polipéptido o bien inmundgenas por si mismas, o
pudiendo ellas ser hechas inmundgenas o respectivamente aumentadas en su inmunogenicidad mediante
acoplamiento con vehiculos adecuados, tales como p.ej. una albumina de suero bovino. Este anticuerpo es o bien
policlonal o monoclonal, se prefiere un anticuerpo monoclonal. Por el concepto de "anticuerpo” de acuerdo con el
presente invento se entienden también unos anticuerpos producidos por tecnologia genética y eventualmente
modificados o respectivamente unas partes de éstos que se fijan a antigenos, tales como p.ej. unos anticuerpos
quiméricos, unos anticuerpos humanizados, unos anticuerpos multifuncionales, unos anticuerpos bi- u
oligoespecificos, unos anticuerpos monocatenarios, unos fragmentos F(ab) o F(ab); (véanse p.ej. el documento EP-
B1-0 368 684, los documentos de patentes de los EE.UU. US 4.816.567, US 4.816.397, y los documentos WO
88/01649, WO 93/06213, WO 98/24884). Los anticuerpos conformes al invento se pueden utilizar para el
diagndstico, la vigilancia de una terapia y/o el tratamiento de unas enfermedades asociadas con la expresion del
MACCH1, o para la identificacion de unas sustancias farmacolégicamente activas. Otro aspecto se refiere a la
produccion de unos anticuerpos (pAK, mAK) para la evaluacion de cortes histoldgicos.

Otro aspecto del invento se refiere a un procedimiento para la produccién de un anticuerpo, de manera preferida de

un anticuerpo policlonal o monoclonal, para el diagndstico y/o el tratamiento de enfermedades asociadas con la
expresion del MACC1, o para la identificacion de unas sustancias farmacoldégicamente activas, que esta
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caracterizado por que un organismo que produce anticuerpos es inmunizado con un polipéptido conforme al invento
o con un equivalente funcional de éste o con unas partes de éste que tienen por lo menos 6 aminoacidos, de manera
preferida por lo menos 8 aminoacidos, en particular por lo menos 12 aminoacidos, o con un acido nucleico conforme
al invento.

El procedimiento se efectia segin unos métodos conocidos de un modo general para un experto en la especialidad
mediante inmunizacion de un mamifero, por ejemplo de un conejo, con el polipéptido conforme al invento o con las
partes mencionadas de éste, o con el/los acido(s) nucleico(s) que codifica(n) a éste, eventualmente en presencia de
p.ej. un adyuvante de Freund incompleto y/o de geles de hidréxido de aluminio (véase p.gj. la cita de Diamond y
colaboradores 1981, The New England Journal of Medicine, paginas 1344-1349). Los anticuerpos policlonales
resultantes en un animal debido a una reaccién inmunoldgica se pueden aislar facilmente a continuacion a partir de
la sangre segun unos métodos conocidos de un modo general, y p.ej. se pueden purificar mediante una
cromatografia en columna. Los anticuerpos monoclonales pueden ser producidos por ejemplo segun el conocido
método de Winter & Milstein (1991, Nature 349: 293-299).

Todavia otro aspecto del presente invento se refiere entonces a una composicién farmacéutica, que comprende una
molécula de acido nucleico conforme al invento, un polipéptido conforme al invento, un oligonucleétido conforme al
invento o un anticuerpo conforme al invento, eventualmente en comun con un vehiculo y/o una sustancia auxiliar
farmacéuticamente aceptable.

procedimientos farmacéuticos tecnoldgicos. Para esto, las moléculas de acidos nucleicos conformes al invento, el
polipéptido conforme al invento, los oligonucledtidos conformes al invento o un anticuerpo conforme al invento se
elaboran con unas adecuadas sustancias auxiliares y de vehiculo farmacéuticamente aceptables, para dar las
formas medicamentosas adecuadas para las diversas indicaciones y los diversos sitios de aplicacion.

En este caso, los medicamentos pueden ser producidos de tal manera que se pueda alcanzar la velocidad de
liberacién deseada en cada caso, p.ej. una rapida inundaciéon y/o un efecto retardado o respectivamente de depdsito.
Un medicamento puede ser en este caso una pomada, un gel, un emplasto, una emulsién, una locién, una espuma,
una crema o unos sistemas de emulsiones de fases mixtas o anfifilos (con una fase mixta de aceite/agua o de
agua/aceite), un liposoma, un transfersoma, una pasta o un polvo.

El concepto de "sustancia auxiliar" significa conforme al invento cualquier material de relleno, dilucién o envasado no
toxico, solido o liquido, siempre y cuando que éste no reaccione de un modo indebidamente desventajoso con una
molécula de acido nucleico conforme al invento, con un polipéptido conforme al invento, con un oligonucleétido
conforme al invento o con un anticuerpo conforme al invento o con el paciente. Las sustancias auxiliares galénicas
liquidas son, por ejemplo, agua esterilizada, una solucion fisioldgica de cloruro de sodio, soluciones de azucares,
etanol y/o aceites. Unas sustancias auxiliares galénicas para la produccion de tabletas y capsulas pueden contener,
por ejemplo, un agente aglutinante y un material de carga o relleno.

Ademas, una molécula de acido nucleico conforme al invento, un polipéptido conforme al invento, un oligonucleétido
conforme al invento y/o un anticuerpo conforme al invento se pueden utilizar en forma de unos medicamentos
empleados por via sistémica. A éstos pertenecen los medicamentos parenterales, a los que pertenecen los
medicamentos inyectables y las infusiones. Los medicamentos inyectables son producidos o bien en forma de
ampollas o también como unos denominados medicamentos inyectables prestos para el uso, p.ej. como jeringas
acabadas prestas para el uso o jeringas de un solo uso, y junto a ello también en botellas perforables para una
extraccion en multiples veces. La administracion de los medicamentos inyectables se puede efectuar en forma de la
aplicacién por via subcutanea (s.c.), intramuscular (i.m.), intravenosa (i.v.) o intracutanea (i.c.). En particular, las
formas de inyeccion en cada caso convenientes se pueden producir en forma de suspensiones de cristales,
soluciones, sistemas en forma de nanoparticulas o dispersos coloidalmente, tales como p.ej. hidrosoles.

Las formulaciones inyectables se pueden preparar ademas en forma de unos concentrados, que son disueltos o
dispersados con unos agentes de dilucion acuosos isotonicos. Las infusiones se pueden formular asimismo en forma
de soluciones isoténicas, emulsiones grasas, formulaciones de liposomas y microemulsiones. Igual a como los
medicamentos inyectables, las formulaciones de infusiones se pueden formular también en forma de concentrados
para su dilucion. Las formulaciones inyectables se pueden aplicar también en forma de infusiones permanentes en la
terapia tanto estacionaria como también ambulante, p.ej. en forma de minibombas.

La molécula de acido nucleico conforme al invento, el polipéptido conforme al invento, el oligonucledtido conforme al
invento o un anticuerpo conforme al invento pueden estar fijados en los medicamentos parenterales a unos
microvehiculos o unas nanoparticulas, por ejemplo, a unas particulas finisimamente divididas constituidas sobre la
base de poli(met)acrilatos, polilactatos, poliglicolatos, poli(aminoacidos) o poli(éter-uretanos). Las formulaciones
parenterales pueden ser modificadas también como formulaciones de depésito, p.ej. las que se constituyen sobre la
base del "Multiple Unit Principle" (principio de multiples unidades), cuando una molécula de acido nucleico conforme
al invento, un polipéptido conforme al invento, un oligonucleétido conforme al invento o un anticuerpo conforme al
invento se incorpora en una forma finisimamente dividida o respectivamente dispersada, suspendida o como una
suspension de cristales, o las que se constituyen sobre la base del "Single Unit Principle" (principio de una sola
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unidad), cuando una molécula de acido nucleico conforme al invento, un polipéptido conforme al invento, un
oligonucledtido conforme al invento o un anticuerpo conforme al invento se inncluye en una forma medicamentosa,
p.ej. una tableta o unos bastoncillos, que es implantada a continuacion. Frecuentemente, estos implantes o
medicamentos de depdsito se componen, en el caso de las formas medicamentosas de una sola unidad y de
multiples unidades, de los denominados polimeros biodegradables, tales como p.ej. poliésteres de los acidos lactico
y glicdlico, poli(éter-uretanos), poli(aminoacidos), poli(met)acrilatos o polisacaridos.

Como sustancias auxiliares y de vehiculo en el caso de la produccién de medicamentos parenterales entran en
consideracion agua esterilizada, unas sustancias que influyen sobre el valor del pH, tales como p.ej. acidos y bases
organicos/as e inorganicos/as, asi como sus sales, unas sustancias tamponadoras para el ajuste del valor del pH,
unos agentes isotonizantes, tales como p.ej. cloruro de sodio, hidrégenocarbonato de sodio, glucosa y fructosa, unos
agentes tensioactivos o respectivamente sustancias activas superficialmente y agentes emulsionantes, tales como
p.ej. ésteres parciales de acidos grasos del poli(oxietilen)sorbitan (Tween®) o p.ej. ésteres de acidos grasos de un
poli(oxietileno) (Cremophor®), aceites grasos, tales como p.ej. aceite de cacahuete, aceite de haba de soja y aceite
de ricino, ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo, miristato de isopropilo y un aceite neutro
(Miglyol®), asi como unas sustancias auxiliares poliméricas tales como p.ej. una gelatina, un dextrano, una poli(vinil-
pirrolidona), unos aditivos para disolventes organicos que aumentan su solubilidad, tales como p.ej. propilenglicol,
etanol, N,N-dimetilacetamida, propilenglicol o unas sustancias formadoras de compuestos complejos, tales como
p.ej. citratos y urea, unos agentes conservantes, tales como p.ej. los ésteres hidroxipropilico y -metilico de acido
benzoico, alcohol bencilico, unos agentes antioxidantes, tales como p.ej. sulfito de sodio, y unos agentes
estabilizadores, tales como p.ej. EDTA.

En el caso de las suspensiones, se efectia una adicion de agentes espesantes con el fin de evitar la sedimentacion
de las moléculas de acidos nucleicos conformes al invento, de los polipéptidos conformes al invento, de los
oligonucledtidos conformes al invento o de un anticuerpo conforme al invento, y una adicion de agentes
tensioactivos y agentes peptizadores, con el fin de asegurar la aptitud de sacudimiento del sedimento, o de unos
agentes formadores de compuestos complejos tales como EDTA. También se pueden conseguir unos compuestos
complejos de sustancias activas con diversos polimeros, por ejemplo con poli(etilenglicoles), un poliestireno, una
carboximetilcelulosa, Pluronics® o poli(etilenglicol)-ésteres con acidos grasos de sorbitan. Para la preparacion de los
materiales liofilizados se utilizan unos agentes mejoradores de detergencia, tales como p.ej. manitol, dextrano,
sacarosa, albumina humana, lactosa, una PVP o ciertos tipos de gelatinas.

Las formas medicamentosas adecuadas en cada caso se pueden producir, en consonancia con las prescripciones
de recetas y los modos de proceder conocidas/os para un experto en la especialidad, sobre la base de fundamentos
farmacéuticos-fisicos.

Un ultimo aspecto se refiere a la administracion de los acidos nucleicos y/o de los oligonucleotidos conformes al
invento en el caso de la terapia génica mediante unos habituales sistemas de transfeccion, tales como, por ejemplo,
liposomas, o unas técnicas de “pistola de particulas”, o de “pistola de genes con un "ADN desnudo", tales como las
que ya se han mencionado mas arriba.

Otro objeto del presente invento es una célula anfitriona, que ha sido transfectada con un vector conforme al invento
o con ofra construccion génica conforme al invento. Las células anfitrionas pueden ser células tanto procaridticas
como también eucaritticas, ejemplos de células anfitrionas procariéticas son E. coli, y de células eucaritticas son
Saccharomyces cerevisiae o células de insectos. Otras/os células y organismos utiles se han descrito ya mas arriba.

Otro aspecto del presente invento se refiere entonces a una composicién de diagndstico, que comprende una
secuencia de acido nucleico conforme al invento, un polipéptido conforme al invento, un oligonucleétido conforme al
invento o un anticuerpo conforme al invento. La composicion de diagndstico conforme al invento puede presentarse
también como un parte componente de un estuche de diagndstico del invento (véase mas adelante).

Todavia otro aspecto del presente invento se refiere entonces a un procedimiento para el diagndstico de
enfermedades tumorales, siendo la enfermedad tumoral un cancer de colon, que comprende las etapas de
determinar la expresion del MACC1 en una muestra bioldgica a partir de un tejido enfermo, y de comparar esta
expresion con la expresion del MACC1 en un tejido sano, siendo el MACC1 un polipéptido de MACC1 conforme
al invento. Se prefiere el procedimiento conforme al invento, en cuyo caso la determinacion de la expresion del
MACCH1 es una hibridacién, una PCR, una (RT)-PCR "real time" (= en tiempo real), una reaccioén de fijacion entre un
antigeno y un anticuerpo, un ELISA, un andlisis oOptico del proteoma, una electroforesis en gel uni- o
pluridimensional, un analisis por espectrometria de masas, una cromatografia, una secuenciacion, un analisis de la
metilacion, una determinacién de los SNP's o unas combinaciones de estos procedimientos.

Asi, el procedimiento conforme al invento pone a disposicion el establecimiento y el uso de la deteccion por
transcripcién de la expresion del MACC1 mediando la utilizacion, entre otras, de la RT-PCR en tiempo real. A modo
de ejemplo, se determin6 el nivel de la expresion del MACC1 en una muestra desconocida (p.ej. un ARN de un
tumor) como un porcentaje de la expresion del MACC1 en el linaje de células SW620 calibradoras de carcinomas de
colon humanos, comercialmente disponible.
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Otro aspecto del presente invento se refiere entonces a un procedimiento para el diagnéstico de enfermedades
tumorales, siendo la enfermedad tumoral un cancer de colon metastatizante. A partir de lo que se ha mencionado
mas arriba, resulta un valor para prondstico de los niveles de expresion del MACC1 generados por las rutas antes
mencionadas en forma de parametros clinicos. Hasta ahora no existe ninguna descripcion acerca de unas
correlaciones de las expresiones de los transcritos del MACC1 con unos parametros clinicos tales como una
metastatizacion y/o una supervivencia exenta de metastasis o respectivamente general. Asi, la transfeccion del
ADNc de MACC1 en unos sistemas in vitro condujo a un crecimiento aumentado y a una migracion aumentada de
células de carcinoma de colon humanas. En unos experimentos in vivo se midieron en un modelo de animal tanto
subcutaneo como también ortotdpico unas caracteristicas de crecimiento aumentado de los clones celulares
transfectados. En el modelo ortotopico se llegd, ademas de esto, a la formacion de metastasis en el higado. La
correlacion de las expresiones de los transcritos del MACC1 en particular con el pronéstico para la metastatizacion
lejana de los carcinomas de colon era hasta ahora desconocida y resulta sorprendente.

Conforme al invento, una muestra biolégica que debe de ser investigada puede derivarse de una biopsia de tumor
procedente de los intestinos, del higado, de los ganglios linfaticos, de los pulmones, de los huesos o del cerebro.
También son posibles, sin embargo, otras muestras bioldgicas, tales como las de saliva, orina, sangre o partes de
éstas.

El presente invento describe ademas un procedimiento para el tratamiento de enfermedades tumorales, que
comprende una modulacion de la expresion del MACC1. El invento describe la correlacion del nivel de la expresion
(entre otras por transcripcion) del MACC1 con la especificidad para un 6rgano de la metastatizacion, asi como de la
probabilidad de una metastatizacion lejana de, entre otros, unos carcinomas de colon. De esta manera se establece
el aprovechamiento potencial de este nuevo gen como un gen marcador para el diagnostico de tumores y, ademas
de esto, como una diana de intervencion también para una terapia tumoral destinada al influenciamiento (la
evitacion) de la metastatizacion lejana en el caso, entre otros, de un carcinoma de colon. Conforme al invento, se
describe un influenciamiento para el tratamiento de enfermedades tumorales mediante la administracion de una
composiciéon farmacéutica conforme al invento, como la que se ha indicado mas arriba. El presente invento describe
por consiguiente un procedimiento para el tratamiento de enfermedades tumorales, siendo la enfermedad tumoral un
cancer de colon metastatizante.

La identificacién del cometido del MACC1 en el caso de la metastatizacién en enfermedades tumorales pone a
disposicion, en otro aspecto del presente invento, la posibilidad de la utilizacion del MACC1 como una "diana" para
un procedimiento destinado al descubrimiento de unas sustancias, que se fijan al MACC1, siendo el MACC1 un
polipéptido de MACC1 conforme al invento. Conforme al invento, este procedimiento abarca poner en contacto una
célula, que expresa el MACC1 (por ejemplo de una célula recombinante tal como la que se ha mencionado mas
arriba) con una sustancia candidata, detectar la presencia de la sustancia candidata, que se fija al MACC1, y
determinar si la sustancia candidata se fija también al MACC1. Unos procedimientos para la realizacion rutinaria de
tales escrutinios son bien conocidos para un experto en la especialidad dentro del estado de la técnica de la
farmacia. Mediante unas “tecnologias "High-Troughput™ (de alto caudal de paso) se pueden escrutar unas
adecuadas bibliotecas de sustancias. Estas bibliotecas y su escrutinio se conocen para un experto en la
especialidad, y se pueden adaptar facilmente a las circunstancias del presente invento, sin deber de presentar en
este caso una actividad inventiva.

Otro aspecto del presente invento se refiere entonces a un procedimiento para la producciéon de una composicion
farmacéutica, que comprende las etapas del procedimiento de escrutinio antes mencionado, y de una formulacion
adecuada de la sustancia identificada en la etapa c) en una forma farmacéuticamente aceptable, siendo la
sustancia un anticuerpo dirigido contra el MACC1.

Otro aspecto del presente invento se refiere entonces a la utilizacién de una secuencia de acido nucleico conforme
al invento, de un polipéptido conforme al invento, de un oligonucleétido conforme al invento o de un anticuerpo
conforme al invento para el diagndstico de enfermedades tumorales, siendo la enfermedad tumoral un cancer de
colon. A este fin ya se han expuesto ciertos aspectos mas arriba. Ademas, con ayuda de unas investigaciones de
las modificaciones de la expresion del MACC1 de un paciente se puede determinar también la farmacocinética del
agente terapéutico utilizado para el tratamiento, y modificar asi adecuadamente los parametros del tratamiento
(siendo conocidos para un experto en la especialidad también otros parametros conocidos). Este aspecto se conoce
asimismo por el concepto de "personalized medicine" (medicina personalizada). Por lo demas, para el diagndstico o
la terapia generador/a de imagenes se pueden adosar también unos engarzadores para el diagndstico generador de
imagenes o la terapiaa unos objetos conformes al invento (generacién de imagenes moleculares, terapia dirigida).
Estos engarzadores son conocidos para un experto en la especialidad, p.ej. a partir de las citas de Trail PA, King
HD, Dubowchik GM. Monoclonal antibody drug immunoconjugates for targeted treatment of cancer
(Inmunoconjugados de medicamentos a base de anticuerpos monoclonales para el tratamiento dirigido hacia un
objetivo de un cancer). Cancer Immunol Immunother. Mayo de 2003; 52(5):328-37. Publicacion electronica de 16 de
Enero de 2003; de Signore A, Annovazzi A, Chianelli M, Corsetti F, Van de Wiele C, Watherhouse RN. Peptide
radiopharmaceuticals for diagnosis and therapy (Agentes radiofarmacéuticos peptidicos para el diagnostico y la
terapia). Eur J Nucl Med. 2001 Oct; 28(10):1555-65. Publicacion electronica de 31 de Julio de 2001. Erratum in: Eur
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J Nucl Med. Novembre de 2001; 28(11):1737.; y de Mehvar R. Dextrans for targeted and sustained delivery of
therapeutic and imaging agents (Dextranos para el suministro dirigido a un objetivo y permanente de agentes
terapéuticos y generadores de imagenes), J Control Release. 3 de Octubre de 2000; 69(1):1-25.

El presente invento describe ademas la utilizacion de una secuencia de acido nucleico conforme al invento como
un marcador para enfermedades hereditarias humanas. Para esto se investiga la secuencia del MACC1 en cuanto a
unas mutaciones especificas (p.ej. SNP’s [acréonimo de "Single Nucleotide Polymorphisms" = polimorfismos de un
Unico nucledtido] u otras mutaciones puntuales), que pueden dar lugar entonces a diferentes preferencias para una
metastatizaciéon. También se puede utilizar una secuencia de un acido nucleico conforme al invento o de un
oligonucledtido conforme al invento para la terapia génica. Ciertos aspectos acerca de esto ya se han expuesto mas
arriba e incluyen las técnicas de ARNsi y/o de antisentido.

Finalmente, el presente invento abarca también un estuche de diagnoéstico, que comprende una composicion de
diagndstico tal como se ha expuesto mas arriba, eventualmente en comudn con unos tampones adecuados y/o unas
instrucciones de uso. En una forma de realizacion, el estuche de diagndstico conforme al invento se presenta en
forma de un estuche para una PCR, en particular para una RT-PCR, o para un ELISA. Un ejemplo de un tal estuche
para la RT-PCR en tiempo real seria, por ejemplo, con los cebadores y las sondas disefiados/as por los autores del
invento para la deteccion por transcripcion de la expresion del MACC1 en comun con todos los agentes para la RT-
PCR en tiempo real. Ademas de esto, por los autores del invento se creé un protocolo de trabajo reproducible y
sencillo de manipular. Otro aspecto del invento es la inclusiéon del MACC1 (mediando uso de todos los controles
usuales en la técnica) en la tecnologia de chips de ADN; tanto en unos chips de ADN, que captan a "todos" los
genes conocidos, en cada caso de un modo actualizado, asi como también en particular en aquéllos, que contienen
unos genes especificos relevantes para un tema, p.ej. unas definidas entidades tumorales, cascadas de
transduccion de senales, etc.

La utilizacién de la deteccion de la expresion del gen de MACC1 (7a5/prognostina) recientemente identificado, que
aqui se describe, en el tumor primario de un paciente de carcinoma de colon se correlaciona, entre otras, con la
metastatizacion lejana (p.ej. en el higado y los pulmones). Los autores del invento han identificado el nuevo gen de
MACC1 (7a5/prognostina) mediante un analisis comparativo de la expresién en tumores primarios humanos, en
metastasis en diferentes érganos diana y en los correspondientes tejidos normales de pacientes de carcinoma de
colon. Este esta localizado en el cromosoma 7 del genoma humano.

La expresion por transcripcion del MACC1 es sorprendentemente: a) mas alta en tejidos malignos (tumores
primarios, metastasis) que en los tejidos normales correspondientes, b) mas alta en las metastasis lejanas de los
carcinomas de colon, p.ej. en el higado y los pulmones, que en el correspondiente tumor primario, c) sobre todo mas
alta en los tumores primarios, que ya se han metastatizado o que en el transcurso de la enfermedad se metastatizan
todavia de un modo manifiesto, en comparacién con los tumores primarios, que no se metastatizan.

Puesto que el invento aqui expuesto de un procedimiento para el prondstico de una metastatizacion lejana para
pacientes de carcinoma de colon, que se basa en la deteccién por transcripcion del nuevo gen de MACCA1, afecta a
una cuestion clinica central, puede existir sin restricciones un interés por este invento en todo el mundo para todas
las clinicas oncoldgicas y todos los institutos de investigacion.

En particular, el invento pone a disposicion las siguientes ventajas

a) la secuencia del ADNc de MACC1 recientemente identificado asi como la secuencia proteinica putativa,
habiéndose marcado unos dominios caracteristicos de interaccion (Figura 3).

b) en sistemas in vitro, la transfeccién del ADNc de MACC1 condujo a un crecimiento aumentado y a una migracion
aumentada de las células de carcinoma de colon humanas.

c) en experimentos in vivo se midieron en el modelo de animal tanto subcutaneo asi como también ortotopico unas
caracteristicas de crecimiento aumentado de los clones celulares transfectados. En el modelo ortotdpico se llegd
ademas de esto a la formacion de metastasis en el higado.

d) la mediciéon de la expresion relativa del ARNm de MACC1 en tumores primarios, en metastasis asi como en
tejidos normales correspondientes en pacientes con carcinoma de colon.

e) la medicion de la expresion relativa del ARNm de MACC1 en tumores primarios de pacientes con un carcinoma de
colon.

Puesto que la utilizacion de la RT-PCR en tiempo real se esta desarrollando crecientemente como el método del
estado de la técnica para la analitica de la expresion por transcripcién, las premisas acerca de los aparatos para el
uso del invento se pueden considerar como supuestas de un modo creciente en los laboratorios por todo el mundo.

Por fin, el invento ha de ser ilustrado ejemplificativamente de un modo mas detallado en lo sucesivo mediando
referencia a las Figuras y las secuencias adjuntadas, en las que

La Figura 1 muestra la expresion relativa del ARNm de MACC1 en tumores primarios de pacientes con carcinomas
de colon que presentan una supervivencia exenta de metastasis,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 409 338 T3

La Figura 2 muestra la expresion relativa del ARNm de MACC1 en tumores primarios de pacientes con carcinomas
de colon que presentan un desarrollo de metastasis,

La Figura 3 muestra la secuencia del ADNc de MACC1 recientemente identificado asi como su secuencia proteinica
putativa; los dominios caracteristicos de interaccién estan marcados,

La Figura 4 muestra la expresion del MACC1 en tumores primarios de pacientes con carcinomas de colon,
agrupados segun la metastatizacion y el momento de la metastatizacion.

La Figura 5 muestra la supervivencia exenta de metastasis de pacientes de carcinoma de colon con una expresion
baja (< 240) y alta (> 240) del MACC1 en tumores primarios, y

La Figura 6 muestra la influencia inhibidora de un ARNSsi especifico para el MACC1 sobre la expresion de
7ab5/prognostina (A) y la influencia inhibidora de un ARNsi especifico para el MACC1 sobre el comportamiento de
migracion de células de carcinoma de colon (B),

La SEQ ID NO: 1: muestra la secuencia de ADNc del MACCA1,

la SEQ ID NO: 2: muestra la secuencia proteinica del MACC1,

las SEQ ID NO: 3 hasta SEQ ID NO: 6: muestran los oligonucleétidos utilizados en los Ejemplos, y
la SEQ ID NO: 7: muestra una molécula ARNSsi ejemplificativa procedente de los Ejemplos.

Ejemplos

Pronéstico de una metastatizacion mediando la utilizacion del nivel de expresion del ARNm del MACC1
(mediante una RT-PCR en tiempo real)

Pacientes y tejido humano

71 pacientes participaron en este estudio, que se llevé a cabo con un permiso informado de los pacientes. Los
tumores de colon primarios de seres humanos (46 muestras de 44 pacientes), las metastasis (52 muestras de 41
pacientes) y los tejidos normales (37 muestras de mucosa, 18 tejidos de higado, 1 tejido de pulmén y 1 ganglio
linfatico; de 40 pacientes) se congelaron bruscamente en nitrégeno liquido perioperativamente y se almacenaron a
-80°C para otros analisis en el banco de tumores de la clinica Robert Rossle, Berlin. El estado TNM fue determinado
por unos patologos de la clinica Robert Rossle.

Microdiseccion y aislamiento del ARN

Se produjeron unos cortes criogénicos en serie de cada tejido para el aislamiento del ARN (10 pym) y para la
inmunohistoquimica (5 ym). Para la microdiseccion de las poblaciones de células tumorales, uno de cada diez cortes
criogénicos por cada tejido fue tratado por un patélogo después de una tincion con alumbre hematologico

(falta texto, nota del traductor).

RT-PCR con presentacion visual diferencial

La RT-PCR (acrénimo de Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction = reaccion en cadena de la
polimerasa) con presentacion visual diferencial se llevé a cabo mediando la utilizacion del RNAimage Differential
Display System 3 (de GenHunter Corp., Nashville, TN, EE.UU). Cada uno de los tres cebadores anclados a una
base, que habian sido puestos a disposicion, se utilizd para la transcripcion inversa de 200 ng de ARN total por
cada reaccion, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La PCR con presentacion visual diferencial se llevé a
cabo mediando seguimiento del protocolo recomendado, utilizandose el cx-[33P]dATP (de NEN Life Science,
Zaventum, Bélgica) como un marcador y la AmpliTaq Polymerase (de Applied Biosystems, Weiterstadt, Alemania).
Los productos de la PCR se separaron en un gel de poliacrilamida al 5 %. El gel fue transferido a borrén, secado y
expuesto durante una noche frente a una pelicula de rayos X (de Kodak BioMax MR, via Sigma, Deisenhofen,
Alemania). La pelicula se adapté de nuevo al gel, con el fin de hacer posible un recorte de las bandas que
mostraban una diferente expresion. Estos fragmentos de ADNc se volvieron a amplificar mediante una PCR
mediando la utilizacion de las mismas combinaciones de cebadores y las mismas condiciones de PCR que para la
RT-PCR con presentacion visual diferencial, y se clonaron en el vector pCR2.1 (lo que condujo a las construcciones
artificiales aqui descritas: pCR2.1/7a3, pCR2.1/7a5, pCR2.1/7a10, Original TA Cloning Kit, Invitrogen).

Comprobacion de las construcciones artificiales que contienen un fragmento de ADNc

Las construcciones artificiales de pCR2.1 (aqui se describen: las pCR2.1/7a3, pCR2.1/7a5 y pCR2.1/7a10) fueron
transferidas a borron mediando la utilizacién de un aparato Minifold 1l Slotblot (de Schleicher & Schuell, Dassel,
Alemania) cada una sobre cinco membranas de Nylon mediando la utilizacion de un aparato Minifold Il Slotblot (de
Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania). Cada membrana fue hibridada con los productos de la RT-PCR con
presentacion visual diferencial completa, que se habian producido a partir de un tipo especifico de tejido (Consalez y
colaboradores, 1996). Con el fin de conseguir una alta actividad especifica, los productos de la RT-PCR con
presentacion visual diferencial fueron marcados de nuevo con a-[*?PJdCTP (de NEN) (en el Random Primed Labeling
Kit, de Roche Diagnostics), y fueron purificados (en el Nucleotid Removal Kit, de QIAGEN, Hilden, Alemania). La
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hibridacion se llevé a cabo durante una noche a 65°C (con 6 x SSC, 5 x reactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y
100 pg/ml de ADN separado por corte). Los borrones fueron expuestos frente a una pelicula de rayos X (de Kodak
Xomat-AR). Las inserciones de unas construcciones artificiales que mostraban un patrén similar de expresion, tal
como se encontré en la RT-PCR con presentacion visual diferencial, fueron secuenciadas (por Invitek, Berlin,
Alemania).

Escrutinio de la biblioteca de ADNc

La biblioteca de ADNc STRETCH PLUS de un adenocarcinoma colorrectal humano derivado de los linajes de células
SW480 (de Clontech, Heidelberg, Alemania) fue transfectada en la cepa anfitriona bacteriana Y1090 r. Se
produjeron unas dobles réplicas en filiros mediando la utilizacion de unas membranas de nitrato de celulosa
reforzado con Optitran (de Schleicher & Schuell). Los filtros fueron desnaturalizados (con NaOH 0,5 Ny NaCl 1 M) y
neutralizados (con Tris 0,5 M de pH 8, y NaCl 1 M). La construccion artificial pCR2.1/7a5 se utilizé6 como una sonda
en una forma marcada con o- [ P]dCTP (de NEN) mediando la utilizacién del estuche Random Primed Labeling Kit
(de Roche Diagnostics). La hibridacion se llevé a cabo durante una noche a 65°C (con 5 x SSC, 5x reactivo de
Denhardt, SDS al 0,1 % y 100 pg/ml de un ADN separado por corte). Los filtros fueron expuestos entonces frente a
una pelicula de rayos X (Kodak Xomat-AR). Las placas positivas fueron entresacadas. La preparacion de ADN se
llevé a cabo mediando la utilizacion del estuche de preparacion de ADN lambda (de QIAGEN). Las inserciones de
ADNCc fueron secuenciadas (por Invitek).

Prolongacion de la informacion de las secuencias

Las secuencias obtenidas mediante una RT-PCR con presentacion visual diferencial y un escrutinio de la biblioteca
de ADNC se utilizaron para los anaI|S|s de bancos de datos, todos los cuales se establecieron mediando la utilizacién
del paquete de analisis WWW HUSAR en el servidor del grupo Biocomputing Service del DKFZ en Heidelberg
(http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de). Se determind un racimo (cluster) de EST (acronimo de Expressed
Sequence Tags = marcaciones de secuencias expresadas), que mostraba una identidad de la secuencia, y que esta
localizado en el fragmento de la secuencia de ADN genémico AC007001. En la direccion 5' se localizaron otros tres
racimos de EST. Se llevd a cabo una RT-PCR que une a las EST (en el GeneAmp RNA PCR Kit, de Applied
Biosystems) con el fin de comprobar si los racimos de EST identificados son unas partes componentes del ADNc de
7a5. Mediando la utilizacién de la nueva informacion de secuencias y de la secuencia de ADNc de SH3BP4, que
mostraba unas similaridades de secuencias en unas regiones que se solapaban, se identificaron unos racimos de
EST, que estaban localizados en el fragmento AC005083 de la secuencia de ADN gendmico. Se llevé a cabo una
RT-PCR de larga distancia (transcripcion inversa: Expand Reverse Transkriptase: PCR: Expand High Fidelity PCR,
las dos de Roche Diagnostics) con el fin de comprobar si los EST’s identificados eran una parte componente del
ADNc de MACC1 (7 A 5).

5'-RACE

Se llevo a cabo una 5'-RACE, utilizandose el estuche de amplificacion de ADNc SMART RACE (de Clontech) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Unos productos de PCR separados sobre un gel de agarosa fueron
vueltos a amplificar y clonados en el vector pCR2.1 (de Invitrogen) para su secuenciacion.

Clonacién del ORF en un vector de expresion

Se llevo a cabo una RT-PCR de larga distancia, tal como se ha indicado mas arriba, utilizandose no obstante un
cebador para la amplificacion del ORF (acrénimo de Open Reading Frame = marco de lectura abierto) total sin
ningun coddn de parada. El cebador situado junto al extremo 5' estaba estructurado de tal manera que hiciese
posible una clonacién dirigida del ORF en el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO (en el pcDNAS3.1Directional TOPO
Expression Kit, de Invitrogen), en lo respecta al marco correcto. El procedimiento de clonacién se llevo a cabo de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las construcciones artificiales (pcDNA3.1D/7a5-V5-His), que contenian
la insercién esperada fueron secuenciadas.

Produccion de unos clones celulares SW480, que expresan el MACC1 transducido de un modo estable

Con el fin de analizar la funcién biolégica del gen de MACC1 (7a5), se transdujeron la construccion artificial
pcDNAS3.1D/7a5-V5-His que expresa el MACCH1, y la construccion artificial pcDNA3.1D/V5-His/lacZ que expresa el
LacZ (de Invitrogen, que servia como testigo), en células SW480 mediando la utilizacion de lipofectina (de
Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la transduccion, se utilizaron 10 yg de ADN
plasmidico y 15 pl de lipofectina, con el fin de transducir 5 x 10* células. 48 h después de la transduccion, los clones
que llevaban la construccion artificial se seleccionaron en un medio que contenia G418 (de Invitrogen). Después de
dos semanas, eran visibles unas colonias, que luego fueron clonadas en forma de anillo y expandidas para realizar
otros experimentos. Todos los clones celulares aislados fueron escrutados mediante borrones de transferencia
Western y RT-PCR en tiempo real en cuanto a la expresion de MACC1 o de LacZ.

Borrones de transferencia Western de unos clones celulares SW480 que expresan el MACC1

Unas células SW480 transducidas con MACCH1, transducidas con lacZ y de tipo silvestre fueron lisadas en SDS al
1 %, Tris-HCI 10 mM, EDTA 2 mM, y fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 7,5 %. Después de una
transferencia eléctrica de borron (durante 1 h, en la Trans Blot Semi Dry Transfer Cell, de BioRAd, Munich,
Alemania), se detect6 la proteina de MACC1 expresada mediando la utilizacion de un anticuerpo anti-V5 (de
Invitrogen) y de un anticuerpo secundario anti-HRP de ratén (de Promega, Madison, WI, EE.UU). La reaccion de
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quimioluminiscencia se llevd a cabo con una solucién de ECL (de Amersham Biosciences, Friburgo, Alemania) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

RT-PCR en tiempo real cuantitativa, relativa, de dos etapas,

La reaccion de la transcriptasa inversa (RT) se llevé a cabo con 50 ng de ARN total (MuLV Reverse Transkriptase,
de Applied Biosystems). Para cada PCR en tiempo real cuantitativa (a 95°C durante 60 segundos, 45 ciclos de 95°C
durante 10 segundos, de 60°C durante 10 segundos, de 72°C durante 20 segundos), se extrajo 1/5 del volumen de
la RT mediando la utilizacién del dispositivo LightCycler (LightCycler DNA Master Hybridization Probes kit, de Roche
Diagnostics). La expresion del MACC1 y la del gen doméstico (House-keeping) de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) se determinaron en unas tandas dobles a partir de la misma reaccion de RT. Para la 7a5
se produjo un amplicén de 136 pb (pares de bases) y para la G6PDH se produjo un amplicon de 136 pb por medio
de unos cebadores, que fueron reconocidos por unas sondas de hibridaciéon especificas para ciertos genes,
marcadas con fluoresceina y con LCRed640 (sintesis de los cebadores y de las sondas: por las entidades BioTeZ y
TiB MolBiol, las dos de Berlin, Alemania). EI ADNc del calibrador, derivado del linaje de células SW620, se utilizd en
unas diluciones en serie simultdneamente en cada pasada.

Para la deteccion de tumores de los clones SW620 de células humanas en el higado de un ratén después de un
trasplante ortotépico se utilizd una secuencia satélite humana. Se utilizaron los cebadores (sintetizados por la
entidad BioTeZ, Berlin) que producian un amplicon (de un modo similar a como lo hicieron Becker y colaboradores,
2002) (sintesis realizada por TIB MolBiol, Berlin). La PCR en tiempo real se llevé a cabo tal como se ha descrito mas
arriba mediando la utilizacion de 250 ng de ADN genomico.

Cebador:

hacia adelante: 5' - ttc ttt tga ttc ctc cgg tga - 3' (SEQ ID No. 3)
direccion inversa: 5' - act ctg atg ggc atg tgc tg - 3' (SEQ ID No. 4)
sondas (en este caso para su uso en el Light Cycler):

5'- gca gac ttc ctc aag aaa ttc tgg aag atc ta - 3' - FITC (SEQ ID No. 5)
LCRed - 5'- agt gtt tca gaa ctt ctg gac att tta gac ga - 3'(SEQ ID No. 6)

Temperatura de reanillado: 60°C, numero de ciclos: 45

Crecimiento en Soft Agar de unos clones de células tumorales SW480 transducidas con el MACC1

Para la evaluacion del crecimiento de las células en un Soft Agar (= agar blando), se mezclaron 5 ml de un agar (de
Difco, Detroit, MI, EE.UU) al 1 %, calentado previamente a 50°C, con 5 ml del medio DMEM (con rojo de fenol w/o
doblemente concentrado, de Invitrogen), suplementado con FCS al 10 % y con antibidticos. 200 pl de una
suspension de células, que contenia 5 x 10* células, se afiadieron rapidamente a los 10 ml de la mezcla de Soft
Agar, se mezclaron enérgicamente, se vertieron en partes alicuotas de 5 ml en capsulas de Petri de 60 mm y se
colocaron sobre hielo durante 5 minutos. Luego, los clones celulares transducidos con el MACCA1, los clones
celulares transducidos con el LacZ y las células SW480 de tipo silvestre se cultivaron en tandas dobles en un Soft
Agar durante 8 dias y se recontaron las colonias.

Ensayo de migracion de células

Unas camaras de membranas Transwell (con un tamafo de poros de 12,0 um, de Costar, Heidelberg, Alemania)
fueron equilibradas con 1 ml del medio RPMI 1640, que habia sido suplementado con FCS al 10 % durante 24 h a
37°C y con 5 % de CO2. Luego se retird el medio y se afiadieron a las cadmaras de membranas de filtracién 0,5 ml
de una suspension de células, que contenia 2,5 x 105 células, y se afiadieron 1,5 ml del medio a la camara inferior.
Se recontd el numero de células, que habian migrado a través de la membrana hacia la camara inferior tras 24 h
después de una inoculacion de las células (llevada a cabo en tandas triples).

Crecimiento in vivo de unos clones celulares SW480 transducidos con el MACC1: trasplante subcutaneo
Para el crecimiento in vivo de tumores, el dia 0 se trasplantaron 1 x 10 células SW480 transducidas con el MACCH,
transducidas con el LacZ y de tipo silvestre a lo largo del flanco izquierdo de unos ratones NMRI nu/nu machos, con
una edad de 6 - 8 semanas. Cada conjunto de animales se componia de 10 animales. Los animales fueron retenidos
durante 39 dias, con el fin de hacer posible el desarrollo de unos tumores medibles. El tamafio de los tumores se
midi6 en todos los conjuntos en dos dimensiones en los dias 7, 11, 15, 21, 27, 32, 35y 39. Se calculé el volumen de
los tumores (anchura x longitud)/2 y se indic6 como volumen medio de los tumores en cm®. Los animales fueron
sacrificados y los tumores se extrajeron y se congelaron bruscamente en nitrégeno liquido para otros analisis.

Cremmlento in vivo de unos clones celulares SW480 transducidos con MACC1: trasplante ortotépico

1 x 10" células SW480 transducidas con el MACC1, transducidas con el LacZ o de tipo silvestre se trasplantaron
primeramente por via subcutanea a lo largo del flanco izquierdo de unos ratones hembras, de color beige, con una
edad de 6 - 8 semanas, con SCID (acrénimo de Severe Combined Immunodeficiency = inmunodeficiencia
combinada grave), y los tumores se dejaron crecer durante tres semanas. Luego, estos tumores se extrajeron, se
cortaron en trozos con un tamaifio de 2 x 1 x 1 mm?® y se trasplantaron ortotdpicamente al intestino ciego (caecum) de
ratones hembras de color beige con SCID. Cada conjunto de animales se componia de 5 animales. Los animales
fueron retenidos durante 70 dias, con el fin hacer posible el crecimiento de tumores y la metastatizacion.
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Comenzando el dia 16, el tamafio de los tumores se midié una vez por semana en todos los grupos. Los animales
fueron sacrificados y los tumores asi como los 6rganos potencialmente metastasicos se extrajeron y se congelaron
bruscamente en nitrogeno liquido para los analisis ulteriores. Después de la extraccion, se calcularon los volumenes
finales de los tumores como longitud x anchura x altura y se indicé el volumen medio de los tumores en cm®.

Hibridacion in situ en tejidos humanos

El fragmento de la RT-PCR con presentacion visual diferencial, especifico para el MACCA1, fue transferido a través
del pCR2.1/7a5 al vector pBluescript Il SK+ (de Stratagene GmbH, Heidelberg, Alemania) para su clonacion. La
transcripcion in vitro se llevé a cabo mediando la utilizacién de las polimerasas de ARN T7 y SP6 (de Epicentre
Technologies, Madison, sondas, WI, EE.UU.) con el fin de obtener unas sondas del mismo sentido y antisentido. La
transcripcion se llevé a cabo mediando la utilizacién del estuche DIG Labeling Kit (de Roche Diagnostics).

Unos cortes criogénicos de un tejido humano se fijaron en paraformaldehido y se secaron. La prehibridacion se llevo
a cabo durante una hora a 55°C mediando la utilizaciéon de 4 x SSC, sulfato de dextrano al 5 %, 1 x el reactivo de
Denhardt, formamida al 50 %, 0,25 mg/ml de ARNt de levadura y 0,5 mg/ml de ADN fragmentado de esperma de
salmon. La reaccion de hibridacion se llevo a cabo durante 16 horas a 55°C, mediando la utilizacién de la solucion
de prehibridacion, que contenia 500 ng/ml de la sonda de ARN transcrita in vitro. Se llevd a cabo un lavado extenso
en 2 x SSC y formamida al 50 % a 55°C. El blogueo se realiz6 mediando la utilizacién del reactivo de bloqueo
(blocking) (de Roche Diagnostics) de acuerdo con las prescripciones del fabricante. Los cortes se incubaron durante
dos horas con fragmentos Fab anti-DIG-AP (de Roche Diagnostics). Después de haber lavado, se llevé a cabo una
deteccion colorimétrica mediando la utilizaciéon de una solucion de NBT/BCIP (de Roche Diagnostics) mediante
incubacion en la oscuridad.

Inmunohistoquimica

Unos cortes criogénicos de tumores primarios, de ganglios linfaticos, de metastasis de los pulmones y del higado asi
como de los correspondientes tejidos se tifieron inmunolégicamente de acuerdo con una modificacion del sistema de
amplificacion de sefiales catalizado (CSA acrénimo de Catalysed Signal Amplification) DAKO (de DAKO A/S,
Glostrup, Dinamarca): la reactividad de biotina enddgena se bloqued mediante una irradiaciéon con rayos UVC a 254
nm durante 35 minutos a la temperatura ambiente. Los cortes se volvieron a hidrogenar en una solucion acuosa de
al 0,01 % de NaNsy un estabilizador durante 30 minutos a 50°C. La peroxidasa enddgena fue bloqueada mediante
incubacion con H;Oz al 3 % en metanol durante 30 minutos a 50°C. El bloqueo de las proteinas se llevo a cabo
durante 5 minutos tal como se habia recomendado.

El anticuerpo policlonal primario anti-MACC1 humano de conejo se produjo contra un polipéptido derivado de
MACC1 (aminoacidos AA 812 - 826, que esta localizado cerca del terminal de C: (KLH)-SALDRMKNPVTKHWR, de
Eurogentec, Seraing, Bélgica) y a continuacién se purificé mediante una cromatografia por afinidad en presencia del
antigeno peptidico, acoplado con CNBr-Sepharose (de BioGenes, Berlin, Alemania). Este anticuerpo se utilizé para
la inmunohistoquimica en una dilucién a 1:1.000. Para evitar la ligacién no especifica, basada en anticuerpos, con el
receptor de tipo Fc, se utilizd un fragmento de anticuerpo F(ab'), purificado por afinidad, biotinilado, agotado en
cuanto al fragmento Fc, con una especifidad anti-conejo (diluciéon a 1:40.000, de Dianova-Jackson ImmunoResearch,
Hamburgo, Alemania). El conjugado de estreptavidina y HRP (peroxidasa de rabano picante) se us6 durante 15
minutos a la temperatura ambiente. La deteccion colorimétrica se llevé a cabo mediando la utilizaciéon de un
substrato de DAB, siendo seguido el protocolo del fabricante. Los nucleos se contratifieron con hematoxilina durante
1 minuto. Los cortes se analizaron de acuerdo con aspectos topograficos de la expresion.

Analisis estadistico

El grado de significancia estadistica se calculé6 mediando la utilizacion del ensayo de suma de rangos de Mann -
Whitney de dos lados no paramétrico (mediante una RT-PCR en tiempo real) y del ensayo T de dos muestras
independientes (crecimiento en Soft Agar, ensayo de migracion de células, crecimiento in vivo).

Diagnéstico constituido sobre la base de la expresion del MACC1 en tumores primarios de pacientes de
carcinoma de colon con y sin metastatizacion

La Figura 4 (representacion grafica de caja (en inglés “box plot”) con representacion de la mediana) muestra la altura
de la expresion del MACC1 en los tumores primarios de pacientes de carcinoma de colon (T24No-1),

a) que no se habian metastatizado en el momento del analisis del MACC1 y que en el periodo de tiempo de
observacion de 60 meses no se metastatizaron = MO sin metastasis en el transcurso,

b) que no se habian metastatizado en el momento del analisis del MACC1, pero que se metastatizaron en el periodo
de tiempo de observacion de 60 meses = MO con metastasis en el transcurso, y

c) que ya se habian metastatizado en el momento del analisis del MACC1 = M1

En los tumores primarios de los pacientes, que desarrollaron metastasis en el transcurso y que ya se habian
metastizado, se midieron en este caso unas expresiones manifiestamente mas altas del MACC1.

Supervivencia exenta de metastasis de pacientes de carcinoma de colon en dependencia del nivel de la
expresion del MACC1
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La Figura 5 (curva de Kaplan-Meier) muestra la probabilidad para la supervivencia exenta de metastasis en
dependencia de una expresion baja o respectivamente alta del MACC1 en el respectivo tumor primario. Como "cut-
off" (= limite de corte), se ha calculado el valor relativo de MACC1 de 240, como "bajos" se han definido todos los
valores relativos de MACC1 < 240 y como "altos" se han definido todos los valores relativos de MACC1 > 240.

Ejemplo 1: Los pacientes con unas expresiones del MACC1 < 240 en el tumor primario desarrollan metastasis en
aproximadamente un 20-25 % (en el periodo de tiempo de observacion)
Ejemplo 2: Los pacientes con unas expresiones del MACC1 > 240 en el tumor primario desarrollan metastasis en
aproximadamente un 75-80 % (en el periodo de tiempo de observacion)

La expresion del MACC1 en el tumor primario es significativamente predictiva para el desarrollo de metastasis
lejanas (P=0,0057).

Intervencion terapéutica con un ARNsi especifico para el MACC1 en el plano de la expresion

La Figura 6A describe la influencia de unos oligonucledétidos de ARNSsi especificos para el MACC1, transfectados de
manera transitoria, sobre la expresién por transcripcion de MACC1 en un clon celular transfectado establemente con
el MACC1 y que lo sobreexpresa fuertemente, de un linaje de células de carcinoma de colon humanas. El testigo no
tratado con el ARNSsi corresponde a un 100 %.

Ejemplo de un oligonucledtido eficaz de un ARNSsi especifico para el MACC1:
- nt (nucledtidos) 2.233 hasta 2.253 de la secuencia de ADNc de plena longitud del MACC1
- 5' -AAGCTTGGAAAAGGCTGGAGG- 3' (SEQ ID No. 7)

Intervencion con un ARNsi especifico para el MACC1 en el plano funcional

La Figura 6B describe la influencia de unos oligonucleotidos de un ARNsi especifico para el MACCA1, transfectados
de manera transitoria, sobre el comportamiento de migracion de un clon celular transfectado establemente con el
MACC1 y que lo sobreexpresa fuertemente, de un linaje de células de carcinoma de colon humanas. El testigo no
tratado con el ARNsi corresponde a un 100 %. En lo que se refiere al protocolo del ensayo de migracion, véase mas
arriba.

Mediante la transfeccion transitoria de un ARNsi especifico para el MACC1 se inhibe la expresion del MACC1. La
consecuencia de esto consiste en la actividad disminuida de migracion de estas células como un parametro biolégico
para el potencial de metastatizacion. Para el uso terapéutico en un paciente, los oligonucleétidos de un ARNsi
especifico para el MACC1 se clonan preferiblemente en unos correspondientes plasmidos. Asi, se alcanza una
expresion estable del ARNsi en el tumor primario del paciente, que conduce luego a una inhibicién permanente de la
expresion del MACC1 y que puede inhibir a la metastatizacion.
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Met Lys Asn Pro Val Thr Lys His Trp Arg Glu Leu Thr Gly Val Leu
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Ile Leu Val Asn Ser Leu Glu Val Leu Arg Val Thr Ala Phe Ser Thr
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<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 3
ttcttttgat tcctecggtg a

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 4
actctgatgg gcatgtgctg

<210>5

<211> 32

<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 5
gcagacttcc tcaagaaatt ctggaagatc ta

<210> 6

<211> 32

<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 6
agtgtttcag aacttctgga cattttagac ga

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 7
aagcttggaa aaggctggag g
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REIVINDICACIONES

1. Secuencia de acido nucleico, que codifica el polipéptido de MACC1, escogida entre el conjunto formado por:
a) una secuencia de acido nucleico con la secuencia indicada en la SEQ ID NO: 1,

b) unas secuencias de acidos nucleicos, que se derivan de la secuencia de acido nucleico indicada en la

SEQ ID NO: 1 como resultado del cédigo genético degenerado.

2. Polipéptido de MACC1 con la secuencia de aminodcidos indicada en la SEQ ID NO: 2, que es codificado por una
secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Oligonucledtido, que se hibrida especificamente con una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 1, que tiene la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 7.

4. Molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1, polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 2 u
oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 3 como un medicamento.

5. Vector que contiene una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1.

6. Organismo anfitrion recombinante procariético o eucariético no humano, que contiene por lo menos un vector de
acuerdo con la reivindicacion 5.

7. Anticuerpo policlonal o monoclonal o un fragmento de éste, que se fija a un antigeno, que reconoce a un
polipéptido de MACC1 con la SEQ ID NO: 2.

8. Composiciéon farmacéutica, que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1,
un polipéptido de acuerdo con la reivindicaciéon 2, un oligonucleétido de acuerdo con la reivindicaciéon 3 o un
anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 7, eventualmente en comun con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

9. Composicion de diagndstico, que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1,
un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 2, un oligonucledtido de acuerdo con la reivindicaciéon 3 o un
anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 7.

10. Procedimiento para el diagnéstico de enfermedades tumorales, que comprende la etapa de determinar la
expresion del MACC1 en una muestra bioldgica procedente de un tejido o de liquidos corporales enfermo(s), y la de
comparar esa expresion con la expresion del MACC1 en un tejido o liquido corporal sano, siendo la enfermedad
tumoral un cancer de colon,

siendo el MACC1 un polipéptido, tal como se ha definido en la reivindicacion 2.

11. Procedimiento para el prondstico de la probabilidad de la metastatizacion lejana de un cancer de colon, que
comprende la etapa de determinar la expresion del MACC1 en una muestra bioldgica procedente de un tejido o de
liquidos corporales enfermo(s), y la de comparar la expresion con la expresion del MACC1 en un tejido o liquido
corporal sano,

siendo el MACC1 un polipéptido, tal como se ha definido en la reivindicacion 2.

12. Procedimiento para el diagndstico de un cancer de colon de acuerdo con la reivindicacién 10 o para el prondstico
de la probabilidad de la metastatizacion lejana de un cancer de colon de acuerdo con la reivindicacion 11,
realizandose que la determinacion de la expresion del MACC1 comprende una hibridacion, una PCR, una (RT)-PCR
en tiempo real, una fijacion entre un antigeno y un anticuerpo, un ELISA, un andlisis 6ptico del proteoma, una
electroforesis en gel uni- o pluridimensional, un analisis por espectrometria de masas, una cromatografia, una
secuenciacion, un analisis de la metilacion, una determinacién de los SNP’s o unas combinaciones de estos
procedimientos.

13. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 10 hasta 12, realizandose que la enfermedad tumoral
es un cancer de colon metastatizante.

14. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 10 hasta 13, realizandose que la muestra bioldgica se
deriva de una biopsia de un tumor del intestino, del higado, de los ganglios linfaticos, de los pulmones, de los
huesos, o del cerebro o de liquidos corporales.

15. Procedimiento para el descubrimiento de unas sustancias, que se fijan al MACC1, que comprende
a) poner en contacto de una célula, que expresa el MACC1, con una sustancia candidata,

b) detectar la presencia de la sustancia candidata, que se fija al MACC1, y

c) determinar si la sustancia candidata se fija también al MACC1.
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siendo el MACC1 un polipéptido, tal como se ha definido en la reivindicacion 2.

16. Procedimiento para la produccién de una composiciéon farmacéutica, que comprende las etapas del
procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15 y la formulacion de la sustancia identificada en la etapa c) en una
forma farmacéuticamente aceptable, siendo la sustancia un anticuerpo dirigido contra el MACCA1.

17. Una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1, un polipéptido de acuerdo con la
reivindicacion 2, un oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 3, un anticuerpo de acuerdo con la
reivindicacion 7 o una composicion de diagnostico de acuerdo con la reivindicacion 9 para su utilizacion en el caso
del diagndstico de enfermedades tumorales, siendo la enfermedad tumoral un cancer de colon, o para el pronéstico
de la probabilidad de la metastatizacion lejana de un cancer de colon.

18. Estuche de diagndstico, que comprende una composicion de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 9,
eventualmente en comudn con unos tampones adecuados y/o unas instrucciones de uso adecuadas.

19. Estuche de diagnéstico de acuerdo con la reivindicacion 18 en forma de un estuche de PCR, en particular de RT-
PCR, o de ELISA.

25



ES 2 409 338 T3

Figura 1
T2-3 NO MO
p=, 0132
1,0 + =
k]
B
"
Supervivencia exenta &
de metastasis 4
5]
A —_—
o expresion relativa de Tab/prognostina > 240
3
2 + expresion relativa de Tab/prognostina > 240-censurada
»
4 oexpresion relativa de 7ab/prognostina == 240
0,0 + expresion relativa de Ta5/prognostind <= 240 censurada
[} 20 40 50 80 100

Meses

26



ES 2 409 338 T3

Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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1.0 )
n=44
P=0.0057
0.8
. 0.6
Supervivencia exenta
de metastasis
0.47
0.2- e 725 < 240
—Tas > 240
0

0O 20 40 60 80 100 120

Meses

30



ES 2 409 338 T3

Figura 6
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