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DESCRIPCION
Agente de inhibicién de MIC-1
Campo de la invencion

La invencién se refiere a un agente de inhibicion de MIC-1 que disminuye el nivel en suero de MIC-1 endégena. El
agente de inhibicion de MIC-1 es para su uso en un método de tratamiento de un sujeto que padece pérdida de peso
asociada con un cancer que sobreexpresa MIC-1.

Antecedentes de la invencion

El control del peso corporal es un proceso complejo que en la actualidad se entiende de manera incompleta. Es
multifactorial y esta influido por el apetito, la ingestién y excrecion de alimentos, la utilizacién y el gasto de energia.
Se sabe que varios mediadores solubles estan implicados en la regulacion de diversos aspectos de este proceso e
incluyen hormonas y citocinas tales como leptina, grelina, melacortina, péptido relacionado con la proteina agouti y
neuropéptido Y (NPY). Un control del peso normal es importante para la buena salud y especialmente la obesidad
puede aumentar enormemente la morbimortalidad en individuos. Un peso inferior al promedio también puede ser
problematico, y en sociedades desarrolladas, en las que esta disponible alimento suficiente, esto se debe mas
frecuentemente a enfermedades incluyendo algunos trastornos inflamatorios crénicos, trastornos de la alimentacién
tales como anorexia nerviosa y cancer. Especialmente en los estadios tardios de cancer, es comun la caquexia
(produciéndose en la mayoria de los pacientes con cancer enfermos terminales), y es responsable de
aproximadamente un cuarto de todas las muertes relacionadas con cancer.

Hace algunos afos, el presente solicitante clond y caracterizé una citocina de la superfamilia de TGF-p humano
novedosa que se denomind citocina-1 inhibidora de macréfagos (MIC-1) (1-7), pero desde entonces también se ha
conocido como factor derivado de la préstata (PDF), proteina morfogenética 6sea placentaria (PLAB) y factor-15 de
crecimiento/diferenciacion (GDF-15) (7). En condiciones de reposo, la placenta es el Unico tejido que expresa
grandes cantidades de MIC-1 (7), pero células epiteliales en una amplia variedad de otros dérganos también
expresan normalmente pequefnas cantidades de ARNm de MIC-1. Sin embargo, este bajo nivel de la expresion de
MIC-1 normal aumenta drasticamente en neoplasia maligna, inflamacién y lesién (7, 8-11), induciéndose el aumento
por una amplia variedad de estreses celulares y factores de activacién, y estd mediado de manera intracelular
particularmente por el factor de transcripcion p53 y EGR-1 (12-15). En particular, el aumento de la expresion de MIC-
1 se ha vinculado fuertemente a canceres de mama, de prostata, pancreatico y de colon (9-11, 17, 18), y en un
estudio recientemente publicado (20) de varios cientos de pacientes con poélipos colénicos o cancer de colon, el
presente solicitante mostré que se produce una elevacion de los niveles en suero de MIC-1 de una manera gradual
progresiva, reflejando la patogénesis del cancer de colon, con progresion desde normal hasta benigno y luego a
polipos coldnicos displasicos y finalmente cancer de colon. Esta observacion, junto con resultados de otros estudios
(15, 17, 19, 21), sugiere que MIC-1 tiene un papel importante en la progresion tumoral, induciendo efectos
paracrinos significativos que modulan el entorno tumoral.

En el trabajo que conduce a la presente invencion, se habia observado que los niveles en suero de MIC-1 de
pacientes en los estadios tardios de uno de los canceres epiteliales mencionados anteriormente (por ejemplo niveles
en suero de 10 a 50 ng/ml o mas) se correlacionaban con los niveles en suero en ratones que estaban
sobreexpresando MIC-1 y que mostraban pérdida de peso notable. Por tanto, se propuso que la caquexia
comunmente mostrada en pacientes con cancer asociado con un aumento de la expresion de MIC-1 se debe a la
sobreexpresion de MIC-1 y que inhibiendo esa expresion (por ejemplo con anticuerpos anti-MIC-1), seria posible
invertir o reducir la gravedad de la pérdida de peso.

El documento WO01/81928 describe métodos para diagnosticar diversas enfermedades, incluyendo cancer, que
implican determinar la presencia de, o niveles andmalos de, MIC-1 en una muestra corporal. EI documento
WQ099/06445 da a conocer la secuencia de polinucledtido y la secuencia de aminoacidos de MIC-1 humana
(denominada GDF-15 en el mismo).

Sumario de la invencion

La invencion puede resumirse en los siguientes parrafos numerados:

1. Un agente de inhibicién de MIC-1 que disminuye el nivel en suero de MIC-1 enddgena, en el que dicho agente de
inhibicion se selecciona de un anticuerpo anti-MIC-1 o un fragmento de unién a MIC-1 del mismo para su uso en un
método de tratamiento de un sujeto que padece pérdida de peso asociada con un cancer que sobreexpresa MIC-1.

2. Un agente de inhibicién de MIC-1 para el uso segun el parrafo 1, en el que dicho agente de inhibicién de MIC-1 es
un anticuerpo monoclonal anti-MIC-1.

3. Un agente de inhibicién de MIC-1 para el uso segun el parrafo 1 o el parrafo 2, en el que dicho agente de
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inhibicion de MIC-1 es un anticuerpo monoclonal anti-MIC-1 humanizado.

4. Un agente de inhibicién de MIC-1 para el uso segun uno cualquiera de los parrafos 1 a 3, caracterizado porque
dicha pérdida de peso esta asociada con cancer avanzado.

En el presente documento se describe un método de modulacion del apetito y/o peso corporal en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de modulacién de MIC-1,
en el que dicho agente aumenta o disminuye la cantidad de MIC-1 presente en dicho sujeto, o inhibe o potencia la
actividad bioldgica de MIC-1 presente en dicho sujeto.

En el presente documento se describe un método para aumentar el apetito y/o peso corporal en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de inhibicion de MIC-1
opcionalmente en mezcla con un portador y/o excipiente farmacolégicamente aceptable.

En el presente documento se describe un método para disminuir el apetito y/o peso corporal en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de potenciacion de MIC-1
opcionalmente en mezcla con un portador y/o excipiente farmacol6gicamente aceptable.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 proporciona un diagrama esquematico del procesamiento del precursor de MIC-1 hasta su forma madura,
de 112 aminodcidos. La escisién del propéptido del dominio maduro se produce en Arg‘%.

La figura 2 muestra graficamente la relacion entre el peso de ratones desnudos y los niveles en suero de MIC-1
humana en sangre recogida cuando el més grande de los tumores de ratén ha alcanzado aproximadamente 1 cm de
diametro. Se xenoinjertaron en ratones desnudos células DU145 humanas modificadas por ingenieria genética para
sobreexpresar cualquiera de;

(i) MIC-1 humana de longitud completa (incluyendo el propéptido) (serie 3),
(i) MIC-1 humana madura (sin propéptido) (serie 1),

(iii) MIC-1 humana incluyendo el propéptido pero con delecidn del sitio de proconvertasa similar a furina (FURIN
DEL) (serie 2),y

(iv) solo control negativo de vector (serie 4).

La figura 3 muestra graficamente la relacién entre la pérdida de peso en porcentaje de ratones desnudos (en
comparacién con el peso al comienzo del experimento) y los niveles en suero de MIC-1 humana en sangre recogida
cuando el mas grande de los tumores de raton habia alcanzado aproximadamente 1 cm de diametro.

Se xenoinjertaron en ratones desnudos células DU145 humanas modificadas por ingenieria genética para
sobreexpresar;

(i) MIC-1 humana de longitud completa (incluyendo el propéptido) (serie 3),
(i) MIC-1 humana madura (sin propéptido) (serie 1),

(iii) MIC-1 humana incluyendo el propéptido pero con delecidn del sitio de proconvertasa similar a furina (FURIN
DEL) (serie 2),y

(iv) solo control negativo de vector (serie 4).

La figura 4 proporciona resultados graficos del efecto de anticuerpos anti-MIC-1 humana de oveja sobre el peso de
ratones (g). (A) En el dia 27, se les administraron a dos ratones 10 mg (por via intraperitoneal) de IgG purificada de
oveja inmunizada con MIC-1 recombinante altamente purificada para desarrollar anticuerpos de alto titulo frente a
MIC-1 humana. (B) En el dia 27, se les administraron a dos ratones 10 mg (por via intraperitoneal) de IgG purificada
control de suero de oveja normal. Los graficos A y B muestran datos representativos de cada uno de los ratones en
los dos grupos.

La figura 5 proporciona los resultados de una evaluacion de la pérdida de peso con una linea de ratén transgénico
(TG) que sobreexpresa MIC-1 min 28. El peso corporal se redujo significativamente (P < 0,001) en ratones min 28
tanto machos como hembras en comparaciéon con comparieros de camada de tipo natural congénicos (3 crias, de 59
a 61 dias de edad).

La figura 6 proporciona los resultados de una evaluacion de la pérdida de peso con una linea de raton transgénico
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(TG) que sobreexpresa MIC-1 min 75. El peso corporal se redujo significativamente (P < 0,001) en ratones min 75
tanto machos como hembras en comparacion con compareros de camada de tipo natural (WT) congénicos (3 crias,
de 59 a 61 dias de edad).

La figura 7 muestra una comparacion del peso corporal (g) de ratones de tipo natural (simbolos en negro, WT) y
ratones compaferos de camada transgénicos heterocigotos (TG, simbolos en blanco) de siete camadas. El nimero
indica el peso promedio de ratones heterocigotos en comparacién con sus comparneros de camada de tipo natural
dentro de cada camada. Los ratones WT y TG recién nacidos (menos de ratones < 48 h de edad) no son
significativamente diferentes en pesos corporales.

La figura 8 muestra que la administracion de un anticuerpo monoclonal (AcM26) frente a MIC-1 humana puede
revertir la pérdida de peso en ratones desnudos xenoinjertados con células DU145 humanas que se han transducido
para sobreexpresar MIC-1 usando un constructo de MIC-1 humana madura (sin propéptido). Los ratones en los que
se inyectaron células DU145 que sobreexpresaban MIC-1 comenzaron a perder peso rapidamente. La
administracion de una unica inyeccién de AcM26, en cantidades de entre 0,1 y 1 mg, en el dia 11, provoc6 un
aumento en el peso, cuya magnitud, y cuya duraciéon, aumentaron con cantidades crecientes de AcM26 (A-C). No
hubo ningun efecto de AcM26 sobre el crecimiento tumoral (D-F). Ratones no tratados (G) y ratones tratados con
tampon de PBS solo (H) perdieron peso de manera réapida y continua a lo largo del transcurso del experimento. Peso
(g) sobre el eje vertical.

La figura 9 muestra una comparacién de la ingesta de alimento, diariamente a lo largo de 3 dias sucesivos, en
ratones desnudos xenoinjertados con células DU145 humanas que se han transducido para sobreexpresar MIC-1
usando un constructo de MIC-1 humana madura (sin propéptido) y ratones control que recibieron células DU145
transducidas con un constructo control.

La figura 10 muestra una comparacion de los pesos de almohadillas grasas y musculos en ratones desnudos
xenoinjertados con células DU145 humanas que se han transducido para sobreexpresar MIC-1 usando un
constructo de MIC-1 humana madura (sin propéptido) y ratones control que recibieron células DU145 transducidas
con un constructo control. Se representan MIC-1 que llevan tumores de expresién de DU145 mediante barras
sombreadas y las barras en blanco representan ratones que llevan tumores control. Se emprendié una comparacion
estadistica usando la prueba de la t y el nimero de estrellas indica una significacién estadistica creciente desde p =
0,003 hasta p < 0,0001. Hubo una disminucién notable en el peso de grasa corporal en grasa inguinal, grasa
epididimal y grasa retroperitoneal. No hubo ninguna diferencia significativa en el peso de musculos entre los dos
grupos de ratones. NS = no significativo **p < 0,01 ***p < 0,001.

La figura 11 muestra la ingesta de alimento en ratones transgénicos para MIC-1 en comparacién con controles de
tipo natural. Se alojaron individualmente 5 ratones de tipo natural (WT) y 6 transgénicos (TG) en jaulas, y se dejaron
durante 48 horas para que se adapten al alojamiento individual. Se pesé el alimento colocado en la tolva en el punto
de tiempo cero. Cada 24 horas, se estimo el alimento consumido restando el rechazo y el derrame del peso del
alimento puesto en el interior de la tolva. Se midi6 la ingesta de alimento a lo largo de cuatro periodos separados por
24 horas. La ingesta de alimento por ratén/dia fue significativamente mayor en animales WT (p < 0,03) (A). Sin
embargo, esta diferencia desaparecié cuando la ingesta de alimento se corrigié para el peso corporal del ratén (B).

La figura 12 muestra los pesos de 6rganos de ratones transgénicos (TG) para MIC-1 y ratones de tipo natural (WT).
Abreviaturas: m = macho, h = hembra, epid = epididimal, ut = uterino, retroperit = retroperitoneal. **p < 0,01 ***p <
0,001.

La figura 13 muestra los resultados de ensayos para MIC-1 que se une a fetuina. Se incub6 MIC-1 recombinante
purificada (en BSA al 0,1%) con perlas de agarosa recubiertas con fetuina. Entonces se lavaron las perlas y se
analiz6 el material unido mediante SDS-PAGE seguido por inmunotransferencia de tipo Western con anticuerpo anti-
MIC-1. Carril 1, MIC-1 recombinante purificada; carril 2, MIC-1 unida a perlas de fetuina; carril 3, sélo perlas de
fetuina; carril 4, MIC-1 incubada sélo con perlas de agarosa. La flecha indica las bandas de MIC-1.

La figura 14 muestra secciones del cerebro de ratones adultos normales en la regién del hipotalamo y el tercer
ventriculo (V3) se corté y se sometio a (A) hibridacion in situ para MIC-1 usando una sonda de ARN marcada con
%s y autorradiografia y (B) inmunohistoquimica usando anticuerpos policlonales purificados por afinidad internos
frente a MIC-1 murina recombinante. Las secciones muestran la expresién de proteinas y ARNm de MIC-1 en la
region del nucleo arciforme (AN) y region paraventricular.

Descripcion detallada de la invencion

Se ha encontrado previamente que muchos canceres, especialmente de origen epitelial, sobreexpresan MIC-1 y que
los niveles de MIC-1 en suero aumentan en pacientes con estos canceres en proporcion con el estadio y grado de la
enfermedad. Especialmente en estadios tardios de cancer, estos niveles en suero pueden alcanzar de 10 a 50 ng/ml
0 mas, niveles que en ratones estan asociados con una pérdida de peso notable. Reduciendo los niveles de MIC-1 o
la actividad de MIC-1 en pacientes con cancer, se espera que pueda revertirse o reducirse la pérdida de peso y los
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efectos de la enfermedad posteriores sobre el bienestar y la estima del paciente. A su vez, esto puede ayudar a la
capacidad del paciente que va a tratarse contra el cancer y que responda positivamente a la terapia, y de ese modo
se reduzca la morbimortalidad.

En el presente documento se describe un método de modulacion del apetito y/o el peso corporal en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de modulacién de MIC-1,
en el que dicho agente aumenta o disminuye la cantidad de MIC-1 presente en dicho sujeto, o inhibe o potencia la
actividad bioldgica de MIC-1 presente en dicho sujeto (“método 17).

Cuando se lleva a cabo el método para disminuir la cantidad de MIC-1 presente en el sujeto (particularmente, para
disminuir el nivel en suero de MIC-1), o inhibir la actividad de MIC-1, el método puede aumentar el apetito y/o
conducir a un aumento en el peso corporal 0, al menos, una reduccion en cualquier pérdida de peso corporal en el
sujeto. Por otro lado, cuando se lleva a cabo el método para aumentar la cantidad de MIC-1 (particularmente, para
aumentar el nivel en suero de MIC-1), o potenciar la actividad de MIC-1, el método puede disminuir el apetito y/o
conducir a una disminucion en el peso corporal 0, al menos, una reduccién en cualquier ganancia de peso corporal
en el sujeto.

En el presente documento se describe un método para aumentar el apetito y/o el peso corporal en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de inhibicion de MIC-1
opcionalmente en mezcla con un portador y/o excipiente farmacolégicamente aceptable. (“Método 2”).

El método 2 implica la administracién de un agente de inhibicion de MIC-1. Un agente de este tipo puede disminuir la
cantidad de MIC-1 enddgena en el sujeto (particularmente, el nivel en suero de MIC-1 endbgena), y puede
seleccionarse de anticuerpos anti-MIC-1 o fragmentos de los mismos (por ejemplo fragmentos Fab o fragmentos
scFv recombinantes (22)), moléculas de oligonucleétidos cataliticos e inhibidores dirigidas contra el gen MIC-1 (por
ejemplo ribozimas, ADNzimas, ARN antisentido y ARN inhibidor pequefio (ARNip)) e inhibidores de la transcripcion o
traduccion de MIC-1. Alternativamente, el agente de inhibicion de MIC-1 puede inhibir la actividad de MIC-1
enddgena en el sujeto, y puede seleccionarse de anticuerpos anti-MIC-1 o fragmentos de los mismos (por ejemplo
fragmentos Fab o fragmentos scFv recombinantes), dominios de receptores extracitoplasmaticos solubles de
receptores de MIC-1, otras moléculas solubles o proteinas asociadas a la matriz que se unen a MIC-1 (por ejemplo
heparina, heparan sulfato y fetuina) e inhibidores peptidicos, peptidomiméticos o de molécula organica pequefa de,
por ejemplo, la unién de MIC-1 a su receptor. Adicionalmente, los inhibidores peptidicos, peptidomiméticos o de
molécula organica pequefia podrian inhibir la actividad de MIC-1 enddgena inhibiendo la fosforilacién del receptor de
MIC-1 o la transmisiéon de informacion de sefalizacion desde el receptor de MIC-1 hasta el ndcleo celular, o la
accion del/de los factor(es) de transcripcion relevante(s) sobre el genoma celular. Ademas, el agente de inhibicion de
MIC-1 puede ser un inhibidor de la enzima proconvertasa responsable de la escision del propéptido del dominio de
proteina MIC-1 madura. Tal como se muestra en el ejemplo 1 a continuaciéon en el presente documento, MIC-1
inmadura (es decir proMIC-1) se asocia con la matriz extracelular, y por tanto mediante la inhibicién de la enzima
proconvertasa responsable del procesamiento de MIC-1, puede “encerrarse” MIC-1 en la matriz extracelular. La
enzima proconvertasa puede inhibirse mediante, por ejemplo, (a) transfeccién de células con una alfa-1-antitripsina
mutante, alfa-1-antitripsina Portland, (b) péptidos de poliarginina; y (c) péptidos basados en la secuencia de la
proteina diana para la proconvertasa, que abarcan la secuencia de propéptido y la secuencia de proconvertasa de la
proteina diana.

El agente de inhibicién de MIC-1 es un anticuerpo anti-MIC-1 o fragmento del mismo, y preferiblemente, un
anticuerpo anti-MIC-1 monoclonal humanizado. Pueden producirse anticuerpos anti-MIC-1 humanizados segun los
métodos descritos en la patente estadounidense n.2 5.225.539.

El método 2 es util para el tratamiento de un sujeto que padece disminucion del apetito y/o pérdida de peso asociada
con una enfermedad inflamatoria (por ejemplo artritis reumatoide) y/o cancer (particularmente, un cancer epitelial tal
como cancer de mama, de préstata, de colon, de recto, de vejiga y pancreatico). Sin embargo, el método también
puede ser Util para el tratamiento de la disminucién del apetito y/o pérdida de peso asociada con cualquier otra
enfermedad, estado o tratamiento en el que se sobreexpresa MIC-1 (por ejemplo lesién, inflamacion, estrés y
radioterapia y quimioterapia). Los sujetos adecuados para el tratamiento con el método del segundo aspecto pueden
limitarse a los que muestran sobreexpresion de MIC-1 o, al menos, un nivel en suero de MIC-1 de manera constante
en el extremo alto del nivel en suero normal de 200-1200 pg/ml. Pueden seleccionarse tales sujetos mediante la
deteccion de un alto nivel de MIC-1 en suero (por ejemplo a partir de una muestra de sangre completa o suero),
usando un ensayo para MIC-1 (por ejemplo un ELISA para MIC-1 (4)).

El método 2 se usa para el tratamiento de un sujeto que padece disminucion del apetito y/o pérdida de peso
asociada con cancer avanzado, en el que una alta masa tumoral total conduce a menudo a un alto nivel en suero de
MIC-1.

En el presente documento se describe un método para disminuir el apetito y/o peso corporal en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de potenciacion de MIC-1
opcionalmente en mezcla con un portador y/o excipiente farmacol6gicamente aceptable. (“Método 3”).
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El método 3 implica la administracién de un agente de potenciacion de MIC-1. Un agente de este tipo puede
aumentar la cantidad de MIC-1 enddégena en un sujeto (particularmente, el nivel en suero de MIC-1 endbdgena), y
puede seleccionarse de MIC-1 y agentes que potencian la transcripcion o traduccion del gen MIC-1 (por ejemplo el
factor de transcripcién p53, que se observa a menudo en niveles elevados en enfermedades asociadas con
sobreexpresion de MIC-1, o agentes que potencian la expresion o actividad de p53 tal como nutlina (23)).
Alternativamente, el agente de potenciacion de MIC-1 puede potenciar la actividad de MIC-1 endégena en el sujeto.
Tal como se usa en el presente documento, el término agente de potenciacion de MIC-1 ha de considerarse que
incluye agentes que imitan la actividad de MIC-1 (por ejemplo fragmentos de MIC-1 activos, miméticos peptidicos de
los dominios activos de MIC-1 y moléculas organicas pequefias que imitan la actividad de MIC-1).

El método 3 es util para el tratamiento de un sujeto que padece obesidad o que de otro modo podria desear una
pérdida de peso por motivos de bienestar o vanidad.

Pueden formularse agentes de modulacion de MIC-1 para su uso en los métodos descritos en el presente
documento para dar cualquier composicion farmacéutica/veterinaria o forma farmacéutica adecuada (por ejemplo
composiciones para administracion oral, bucal, nasal, intramuscular e intravenosa). Normalmente, una composicion
de este tipo se administrara al sujeto en una cantidad que es eficaz para modular el apetito y/o peso corporal, y por
tanto puede proporcionar entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 pg/kg de peso corporal al dia del
agente de modulacion de MIC-1, y proporcionando mas preferiblemente desde 0,05 hasta 25 ug/kg de peso corporal
al dia del agente de modulacién de MIC-1. Puede destinarse una composicion adecuada a administracion diaria
Unica, administracion diaria multiple o liberacion controlada o sostenida, segin se necesite para conseguir los
resultados mas eficaces.

Ademas de los agentes de modulacién de MIC-1 identificados anteriormente, otros agentes de modulacién de MIC-1
pueden identificarse examinando agentes candidatos o bibliotecas de agentes para detectar un efecto sobre la
cantidad de MIC-1 presente en un sujeto y/o sobre la actividad de MIC-1. De una manera similar, podrian evaluarse
agentes para el tratamiento de diversas enfermedades o estados para detectar efectos secundarios no deseados
sobre el apetito y/o peso corporal (por ejemplo supresion no deseada o potenciacion del apetito).

En el presente documento se describe un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso
corporal de un sujeto, comprendiendo dicho método administrar dicho agente a dicho sujeto o un modelo animal
adecuado del mismo (por ejemplo un ratén), y detectar cualquier aumento o disminucién en la cantidad de MIC-1
(particularmente, el nivel de MIC-1 en suero) en dicho sujeto o modelo animal (“método 4”).

Puede identificarse cualquier aumento o disminucién en la cantidad de MIC-1 en el sujeto o modelo animal
obteniendo muestras de MIC-1 (por ejemplo muestras de sangre completa o suero) antes y después de la
administracion de dicho agente, y determinando la cantidad respectiva de MIC-1 en dichas muestras (por ejemplo
con un ELISA para MIC-1).

En el presente documento se describe un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso
corporal de un sujeto, comprendiendo dicho método formar una mezcla entre MIC-1 (o un fragmento funcional o
mimético de la misma), una pareja de unién a MIC-1 (preferiblemente, un receptor de MIC-1 o un fragmento
funcional o mimético del mismo) y dicho agente, y detectar cualquier aumento o disminuciéon en la unién entre la
MIC-1 (o fragmento funcional o0 mimético de la misma) y la pareja de union a MIC-1 (“método 5”).

Un aumento en la unién puede indicar que es probable que el agente disminuya el apetito y/o peso corporal de un
sujeto. Por otro lado, una disminucién en la unién puede indicar que es probable que el agente aumente el apetito
y/0 peso corporal de un sujeto.

En el presente documento se describe un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso
corporal de un sujeto, comprendiendo dicho método exponer una célula que expresa MIC-1 a dicho agente y
detectar cualquier aumento o disminucién en el nivel de dicha expresion de MIC-1 (“método 67).

Un aumento en la expresion de MIC-1 puede indicar que es probable que el agente disminuya el apetito y/o peso
corporal de un sujeto. Por otro lado, una disminucién en la expresién de MIC-1 puede indicar que es probable que el
agente aumente el apetito y/o peso corporal de un sujeto.

Preferiblemente, este método se realiza in vitro usando una célula o linea celular que expresa MIC-1 seleccionada
de macrdéfagos, células epiteliales, células endoteliales y lineas celulares de los mismos.

En el presente documento se describe un método de evaluacién del apetito en un sujeto, comprendiendo dicho
método determinar la cantidad de MIC-1 (particularmente, el nivel de MIC-1 en suero) presente en dicho sujeto
(“método 77).

Un método de este tipo también puede ser predictivo de la masa corporal futura.
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El hallazgo de que la sobreexpresion de MIC-1 parece disminuir el apetito y/o peso corporal en un sujeto, sugiere
que métodos de terapia génica para aumentar el nivel de MIC-1 en un sujeto pueden proporcionar un tratamiento
eficaz de la obesidad. Por tanto, en el presente documento también se contemplan métodos de terapia génica, y
agentes de terapia génica, para disminuir el apetito y/o peso corporal en un sujeto, que comprenden genes MIC-1
recombinantes para provocar una expresion de MIC-1 endbgena aumentada. Los vectores adecuados para la
introduccion de genes MIC-1 incluyen vectores adenovirales o asociados a adenovirus recombinantes, vectores
retrovirales recombinantes, vectores de lentivirus recombinantes, liposomas que incluyen ADN lineal y células madre
transducidas o transformadas.

Con el fin de que la naturaleza de la presente invencion pueda entenderse mas claramente, se describiran ahora
formas preferidas de la misma con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos.

EJEMPLO 1 Regulacion de los niveles de MIC-1 en suero

Se sintetiza MIC-1, como otros miembros de la superfamilia de TGF-B de proteinas, como un precursor que contiene
un propéptido N-terminal y un dominio de MIC-1 madura C-terminal. El precursor experimenta dimerizacién por
enlaces disulfuro en el reticulo endoplasmico (RE) y, una vez que se dimeriza, deja el RE por el aparato de Golgi, en
el que una convertasa similar a furina lo escinde en un sitio RXXR conservado (aminoacido 196) (SEQ ID n. @ 1).
Esta escision separa el propéptido del dominio C-terminal maduro y por tanto se libera MIC-1 como un dimero unido
por enlaces disulfuro (1) de 24,5 kD (figura 1).

Se ha encontrado previamente que se secretan normalmente cantidades sustanciales de MIC-1 en una forma no
procesada. Por ejemplo, se ha encontrado que se secreta proMIC-1 no procesada enddgena a partir de una
variedad de células incluyendo la linea celular trofoblastica BeWo (4), las lineas celulares de cancer de prostata
LnCAP y PCS3, la linea celular pancreatica Panc 1 y la linea celular monocitoide U937. En la linea de
adenocarcinoma de préstata, LnCAP, se ha encontrado que proMIC-1 no procesada se asocia con la matriz
extracelular (MEC), mientras que MIC-1 madura se localiza en el medio acondicionado (24). Estudios preliminares
con transfectantes de MDCK también han demostrado que la asociacion con MEC también estd mediada por una
region C-terminal del propéptido en los aminoacidos 144-195. Adicionalmente, tanto propéptido recombinante
purificado como proMIC-1 interaccionan con heparina a través de la misma region C-terminal del propéptido.

La asociacion de proMIC-1 con la MEC sugiere que la asociacion con MEC puede proporcionar almacenamiento
local de MIC-1 latente, en el que el procesamiento de la proMIC-1 almacenada daria como resultado la liberacion
rapida de MIC-1 madura (que tiene poca afinidad por la MEC) a la circulacion. Para someter a prueba este concepto,
se desarroll6 un modelo de xenoinjerto tumoral en ratones desnudos (16).

Materiales y métodos

Usando la linea de carcinoma de préstata humana DU145 (17), que no produce MIC-1 endégena (en gran parte
porque las células no producen p53 funcional) y por tanto es Gtil como vehiculo para expresar diversos constructos
de MIC-1 humana, se generaron lineas celulares DU145 transfectadas y subclonadas permanentemente que se
transdujeron con vectores de expresién eucariotas (vector IRES Il EGFP, Clontech) que contenian secuencias que
codificaban para cualquiera de;

(i) proMIC-1 humana de longitud completa (excepto usando un péptido lider de FSH, en vez del lider natural) (1),
(i) MIC-1 humana madura (sin propéptido, pero incluyendo un lider de FSH),

(iii) proMIC-1 humana (incluyendo un lider de FSH) con una delecién de la secuencia de aminoacidos RGRRRAR
(SEQ ID n.? 2) que incluye el sitio de proconvertasa similar a furina (mostrado en negrita), impidiendo de ese modo
el procesamiento y liberacion posterior de MIC-1 madura del propéptido, y

(iv) solo control negativo de vector (5).

Se seleccionaron subclones de alta expresion basandose en la expresion de EGFP. Se inyectaron estas células por
via subcutanea en el costado de ratones desnudos BALB/c nu/nu inmunodeficientes. Se monitorizaron los ratones
regularmente y se determin6 su peso en una base de 2-3 veces al dia. Se sacrificaron los ratones aproximadamente
2 meses tras la inyeccion o cuando el diametro del tumor alcanz6 1,1 cm. Se obtuvo suero de estos ratones justo
antes de sacrificarlos, para la estimacién del nivel de MIC-1 humana mediante ELISA (4, 16, 18). Este ELISA para
MIC-1 humana no reacciona de manera cruzada con MIC-1 murina, y se ha usado previamente para la medicion
satisfactoria y exclusiva de los niveles de MIC-1 tumoral humana en ratones (16).

Resultados

Los resultados se muestran en las figuras 2 y 3. Sélo los ratones con tumores que expresaban MIC-1 madura
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mostraron un nivel drasticamente elevado de MIC-1 en suero. Los tumores de ratéon que expresaban el mutante
FURIN DEL de MIC-1, que no pudo procesarse de manera normal y por tanto contenia el propéptido, tenian niveles
de MIC-1 en suero notablemente inferiores. Mediante la extrapolacion de datos in vitro, parece que este resultado se
debe a una asociacion estrecha del mutante FURIN DEL con la MEC.

Discusioén

Los resultados obtenidos en este ejemplo indican que el propéptido de MIC-1 es importante en la regulacién de la
distribucion de MIC-1 entre tejidos y sangre. Como tal, se esperaria que cualquier sustancia que se una al
propéptido de MIC-1 (por ejemplo heparina y heparan sulfato), o que compita de otro modo con los sitios de unién a
la matriz en el propéptido (por ejemplo el propio propéptido purificado recombinante), aumente el nivel de MIC-1 en
la circulacién. Como consecuencia, se modularian las funciones mediadas por MIC-1 en suero, incluyendo el apetito.

EJEMPLO 2 Modulacion del apetito mediante MIC-1

A lo largo del transcurso de la investigacién descrita en ejemplo 1, se observé que de los ratones modelo de
xenoinjerto, los que llevaban un tumor que sobreexpresaba MIC-1, o bien perdian peso, o bien no ganaban tanto
peso como los ratones control. Por tanto, se realizaron estudios para determinar el grado y motivo del efecto
observado sobre el peso de los ratones.

Materiales y métodos

Se pesaron los ratones justo antes del sacrificio y se compar6 el peso/% de pérdida de peso frente a los niveles de
MIC-1 en suero medidos (es decir, tal como se determina mediante ELISA descrito en el ejemplo 1).

Para evaluar si los niveles de MIC-1 en suero eran responsables de la pérdida de peso observada, se realiz6 un
segundo estudio en el que se les inyectd a ratones desnudos por via subcutdnea el clon de DU145 que
sobreexpresaba MIC-1 humana madura (y que se habia asociado previamente con los mas altos niveles de MIC-1
en suero) y en el dia 27, después de que los ratones hubiesen perdido un peso sustancial, se les inyect6 por via
intraperitoneal o bien 1 mg o bien 10 mg de IgG de oveja purificada control o IgG purificada de suero de oveja que
se habia inmunizado con MIC-1 recombinante humana y tenia anticuerpos de alto titulo frente a MIC-1 humana. Esta
IgG anti-MIC-1 humana de oveja reaccionaba con alta afinidad frente a MIC-1 humana y se habia usado
previamente en un ELISA para MIC-1.

Para demostrar adicionalmente que la pérdida de peso observada estaba mediada por MIC-1 y no por otro producto
derivado de tumores, se realiz6 una evaluacion de la pérdida de peso de dos lineas de ratones transgénicos (min 28
y min 75; creadas ambas en ratones C57B16) que sobreexpresan MIC-1 murina bajo el control del promotor c-fms
especifico de macro6fagos.

Resultados

En los estudios realizados con IgG anti-MIC-1 humana de oveja, se encontr6 que 1 mg de IgG anti-MIC-1 humana
de oveja no producia ninguna diferencia en el peso del ratén (datos no mostrados), sin embargo 10 mg de IgG anti-
MIC-1 (véase la figura 4A) indujo una ganancia de peso rapida en los respectivos ratones desnudos que llevaban
tumores (véanse los resultados mostrados en la figura 4B con 10 mg de IgG control). Esta ganancia de peso alcanzé
el maximo de 5 a 6 dias tras la administracion de los anticuerpos, y entonces gradualmente los ratones empezaron a
perder peso a lo largo de los siguientes 7 a 10 dias.

Se muestran los resultados de la evaluacion de la pérdida de peso en las lineas de ratones transgénicos min 28 y
min 75 en las figuras 5 a 7 e indican que estos ratones son también sustancialmente mas pequefios que sus
companeros de camada congénicos de tipo natural. En estos ratones, el peso al nacer es igual y las diferencias en
el peso comienzan a aparecer tras las primeras pocas semanas de vida.

Discusion

La pérdida de peso observada fue muy drastica en algunos ratones y se encontré que estaba relacionada con el
nivel en suero de MIC-1 humana derivada de tumores. Los ratones transducidos con un clon de DU145 que
sobreexpresaba MIC-1 humana madura tenian de lejos los méas altos niveles de MIC-1 en suero y estos ratones
perdieron peso a una velocidad drastica. La observacién del comportamiento de los animales indic6 que un motivo
principal de esto era una reduccién drastica en la ingestion de alimentos por estos ratones. El hallazgo de que la
pérdida de peso podria revertirse mediante la administracién de IgG anti-MIC-1 de oveja (pero no IgG control)
demuestra que la pérdida de peso se debia a MIC-1. Esto se corrobor6 mediante la evaluacion de la pérdida de
peso con las lineas de ratones transgénicos min 28 y min 75. En estos ratones, que tienen niveles de MIC-1 en
suero notablemente elevados aun cuando la expresion de MIC-1 es especifica de macrofagos, se observé un
diferencial de peso significativo en comparacién con ratones de tipo natural congénicos. Este efecto de pérdida de
peso se produjo tras el nacimiento, ya que tanto las lineas de ratones transgénicos como sus compareros de
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camada de tipo natural congénicos tenian pesos al nacer idénticos (es decir, medidos 24 horas tras el nacimiento).

EJEMPLO 3 La pérdida de peso asociada con tumor que secreta MIC-1 se revierte mediante la
administracion de un anticuerpo monoclonal anti-MIC-1

Resultados y discusion

Se establecié un modelo de xenoinjerto en ratones desnudos (tal como se describié anteriormente) en cuyos
costados se les inyectd cualquiera de las células DU145 modificadas por ingenieria genética para sobreexpresar
MIC-1 madura. Los ratones a los que se les inyect6 células DU145 que sobreexpresaban MIC-1 comenzaron a
perder peso rapidamente. La administracion de una Unica inyeccion de un anticuerpo monoclonal frente a MIC-1
(AcM26), en cantidades de entre 0,1 y 1 mg, en el dia 11, provoc6é un aumento en el peso, cuya magnitud y cuya
duracién aumentaron con cantidades crecientes de AcM26 (figuras 8A-C). A la dosis mas alta de aproximadamente
1 mg, el peso habia aumentado hasta el nivel anterior al xenoinjerto y tardé aproximadamente 17 dias en disminuir
de nuevo hasta el mismo peso que cuando se administré el anticuerpo por primera vez. No hubo ninglin efecto de
AcM26 sobre el crecimiento tumoral (figuras 8D-F) y ratones no tratados (figura 8G) y ratones tratados con solucién
salina tamponada con fosfato (figura 8H) (PBS) sola, perdieron peso de manera rapida y continua a lo largo de la
duracién del experimento.

EJEMPLO 4 Efecto sobre la ingesta de alimento en un modelo de xenoinjerto de raton
Materiales y métodos

Se establecié un modelo de xenoinjerto en ratones desnudos (tal como se describié anteriormente) en cuyos
costados se les inyectd o bien células DU145 modificadas por ingenieria genética para sobreexpresar MIC-1
madura, o bien llevaban un plasmido control. En el dia 8 tras la myecmon de las células DU145 que
sobreexpresaban MIC-1, cuando el volumen tumoral promedio era de 56 mm?® y la pérdida de peso promedio del 7%,
se midi6 la ingesta de alimento durante 3 periodos de tiempo de 24 horas consecutivos. Se dejaron los ratones en
grupos de 5 por jaula. Se colocé alimento en el interior de la tolva y se pes6 la camada en el punto de tiempo 0. Tras
24 horas, se estimo el alimento consumido restando el rechazo y el derrame del alimento puesto en el interior de la
tolva. Se midié la ingesta de alimento para los ratones de control de la misma manera pero en el dia 21 tras la
inyeccion tumoral cuando el volumen tumoral habia alcanzado un promedio de 70 mm°.

Resultados

Los ratones en los que se inyecté DU145 que sobreexpresaba MIC-1 comieron significativamente menos alimento
(aproximadamente el 30%) en el dia 1, 2 y 3 (p = 0,01, 0,0001 y 0,02) que los ratones control (figura 9). Una
medicién directa de la masa de grasa en estos ratones indicod que la sobreexpresion de MIC-1 estaba asociada con
una reduccion notable en la masa de grasa en las zonas epididimal, inguinal y retroperitoneal sin reduccion en la
masa en dos musculos representativos (figura 10).

EJEMPLO 5 Medicion de marcadores metabdlicos en suero en un modelo de xenoinjerto de raton
Materiales y métodos

Se establecié un modelo de xenoinjerto en ratones desnudos (tal como se describié anteriormente) en cuyos
costados se les inyectd o bien células DU145 modificadas por ingenieria genética para sobreexpresar MIC-1 o bien
células DU145 control. Se sacrificaron los ratones en los dias 11-16 tras la inyeccion de las células tumorales DU145
que sobreexpresaban MIC-1 y en los dias 21-30 tras la inyeccién del tumor control, cuando los volumenes tumorales
habian alcanzado 100-200 mm?®, y, o los ratones habian perdido aproximadamente el 18% del peso corporal. A partir
de experimentos previos se sabe que los niveles en suero de MIC-1 humana derivada de tumores estan entre 15y
58 ng/ml. Se recogié suero mediante puncién cardiaca y se sometié a ensayo para determinar los marcadores
metabdlicos usando inmunoensayos comerciales. Se emprendidé una comparacion estadistica usando la prueba de
la t de Student.

Resultados y discusion

La medicion de una gama de marcadores metabdlicos en ratones demostré6 una reduccion estadisticamente
significativa en ratones con tumores que sobreexpresaban MIC-1 de triglicéridos y acidos grasos libres asi como
glucagén e IGF-1 (datos no mostrados). También hubo una reduccién en los niveles de leptina que es compatible
con una reduccion en la masa de grasa, una indicaciéon de que es no es muy probable que la ingesta de alimento
reducida por MIC-1 esté mediada por estimulacion de MIC-1 de leptina. La diferencia para la glucosa estaba justo
por debajo de la significacién estadistica a p = 0,053. Estos hallazgos en su mayor parte estan en armonia con la
inanicion y la pérdida de masa de grasa.

EJEMPLO 6 Medicion del peso de almohadillas grasas y musculos en un modelo de xenoinjerto de ratén
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Materiales y métodos

Se establecié un modelo de xenoinjerto en ratones desnudos machos (tal como se describié anteriormente). En los
costados de 20 ratones se inyectaron células DU145 modificadas por ingenieria genética para sobreexpresar MIC-1
y en 20 ratones se inyectaron células DU145 transducidas con un plasmido control. Se sacrificaron los ratones en
los dias 11-16 tras la inyeccién de las células tumorales DU145 que sobreexpresaban MIC-1 y en los dias 21-30 tras
la inyeccién del tumor control, cuando los volimenes tumorales habian alcanzado 100-200 mms, y, 0 los ratones
habian perdido aproximadamente el 18% del peso corporal. Se disec6d cuidadosamente el tejido adiposo pardo
interescapular, la grasa inguinal, epididimal y retroperitoneal y también los musculos tibial y gastrocnemio, se
retiraron y se pesaron y se corrigio el peso para el peso corporal.

Resultados y discusion

No hubo reduccion en la grasa parda pero hubo una disminuciéon notable en el peso de grasa corporal en grasa
inguinal, grasa epididimal y grasa retroperitoneal (figura 10). No hubo ninguna diferencia significativa en el peso de
musculos entre los dos grupos de ratones (figura 10). Sin embargo, el uso de un analisis de la masa corporal magra
total mas sensible usando el generador de imagenes PIXImus (GE Lunar) indicé que hubo una reduccion global en
la masa corporal magra. También confirm6 una reduccién mucho mayor en la masa de grasa total y la masa de
grasa abdominal.

EJEMPLO 7 Ratones transgénicos para MIC-1
Resultados y discusion

Se modificaron por ingenieria genética ratones transgénicos para que sobrexpresaran MIC-1 de células
monocitoides bajo el control del promotor c-fms. Estos ratones tienen niveles de MIC-1 elevados de manera
sistémica, tienen buen aspecto y se reproducen normalmente. No pueden distinguirse de los ratones de tipo natural
pero muestran un retardo de crecimiento significativo que comienza a aproximadamente las 3 semanas y hasta la
adultez (figuras 5-7). Se observo este efecto en dos lineas transgénicas independientes denominadas min 75 y min

Como los ratones con xenoinjerto de tumores, los ratones transgénicos que sobreexpresan MIC-1 comieron
significativamente menos que sus homologos de tipo natural, pero esta diferencia desaparece si la ingesta de
alimento se corrige para el peso del ratén (figura 11). Se cree que el aumento de los niveles de MIC-1 desde el
nacimiento da como resultado una ingesta de alimento disminuida que da como resultado un tamario disminuido y el
alcance de un equilibrio en el que su tamafo es apropiado para su ingesta de alimento reducido. La medicién de los
mismos marcadores metabolicos en los animales transgénicos que en los ratones con xenoinjerto de tumores soélo
mostr6 una diferencia significativa en los niveles de IGF-1, que se reducen en los ratones transgénicos para MIC-1.

La medicion de la masa de grasa en las zonas inguinal, epididimal/uterina y retroperitoneal muestra una masa de
grasa disminuida en los ratones transgénicos de sobreexpresién que es mas relevante en ratones hembras en
comparaciéon con los machos (figura 12). Ademas de un bazo mas pequefo y un timo mas grande, las tres
almohadillas grasas analizadas tenian un tamafio reducido. En términos absolutos, no hubo ninguna diferencia entre
los pesos del timo de WT frente a TG.

EJEMPLO 8 Control de los niveles de MIC-1 en suero mediante fetuina

La presencia de MIC-1 en suero, a una concentracion media de 450 pg/ml en todos los individuos, sugiere que como
algunas otras citocinas de la superfamilia de TGF-p, MIC-1 puede unirse a uno o mas moduladores circulantes. Se
expresa ampliamente la glicoproteina fetuina en células y tejidos y esta presente en suero sanguineo. Se realiz6 la
siguiente investigacion para determinar si MIC-1 puede interaccionar con esta glicoproteina.

Materiales y métodos

Se incubé MIC-1 madura, purificada recombinante (en BSA al 0,1%) con perlas de agarosa recubiertas con fetuina.
Entonces se lavaron las perlas y se analiz6 el material unido mediante SDS-PAGE seguido por inmunotransferencia
de tipo Western con anticuerpo anti-MIC-1: carril 1, MIC-1 recombinante purificada; carril 2, MIC-1 unida a perlas de
fetuina; carril 3, sélo perlas de fetuina; carril 4, MIC-1 incubada sélo con perlas de agarosa.

Resultados

Los resultados, mostrados en la figura 13, indican claramente que MIC-1 madura interacciona con y se une a fetuina.

Discusion
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Puesto que MIC-1 se une a fetuina, la fetuina puede ofrecer una alternativa a la administracién de anticuerpos anti-
MIC-1 para modular funciones mediadas por MIC-1 en suero. Por ejemplo, para modular los efectos inhibidores de
MIC-1 en suero sobre el apetito, podria administrarse fetuina a un sujeto (por ejemplo un sujeto que padece cancer
avanzado) mediante una via adecuada (por ejemplo administracion intravenosa) para reducir el nivel de MIC-1
“libre”.

EJEMPLO 9 Analisis de la expresion de MIC-1 en cerebro de raton normal
Resultados y discusion

La ingesta de alimento y el apetito se controlan mediante una serie compleja de mecanismos, muchos de los cuales
se localizan dentro del sistema nervioso central. El &rea dentro del sistema nervioso que controla muchas funciones
corporales basales tales como el apetito y la temperatura corporal se localiza dentro del area del hipotalamo. En el
caso del apetito, se localizan muchos de los factores complejos que regulan este proceso en el nlcleo arciforme del
hipotalamo y se localizan muchos de los mediadores y receptores para mediadores tales como neuropéptido Y en
esta area. La barrera hematoencefalica en esta area también es porosa y es una de las areas muy limitadas del
cerebro en las que existe una oportunidad de que moléculas sistémicas crucen la barrera hematoencefalica y actien
directamente en el cerebro. Se considera que MIC-1 puede ejercer un efecto directo sobre el nucleo arciforme y el
hipotalamo mediante este mecanismo. Sin embargo, también se expresa MIC-1 dentro de esta regién del cerebro de
raton normal (figura 14). Esto no representa difusion de MIC-1 circulante tal como se indica mediante estudios de
hibridacion in situ que demuestran una colocalizacion de ARNm y proteina de MIC-1 en el area del nacleo arciforme,
area periventricular e hipotalamo paraventricular. La localizacion de MIC-1 en esas areas de un cerebro normal,
asociada fuertemente con funciones tales como el control del apetito, proporciona un argumento fuerte para el papel
de MIC-1, tanto a partir de la circulacién periférica, como producido de manera endégena dentro del cerebro, en el
control de esta importante funcion.

A lo largo de toda esta memoria descriptiva, se entendera que la palabra “comprender”, o variaciones tales como
“comprende” o “que comprende”, implica la inclusién de un elemento, nimero entero o etapa establecido, o grupo de
elementos, nimero enteros o etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, niUmero entero o etapa, o
grupo de elementos, nimero enteros o etapas.

Cualquier discusién de documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o similares que se ha incluido en la
presente memoria descriptiva es Unicamente para el fin de proporcionar un contexto para la presente invencion. No
debe considerarse como una admisién de que cualquiera o todas estas materias forman parte de la base de la
técnica anterior o eran de conocimiento general comun en el campo relevante para la presente invencién tal como
existia en Australia o en otra parte antes de la fecha de prioridad de cada reivindicacién de esta solicitud.
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La descripcién presenta ahora parrafos numerados (“parra.” para abreviar).

1. Un método de modulacion del apetito y/o peso corporal en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar a
dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de modulacion de MIC-1, en el que dicho agente aumenta o
disminuye la cantidad de MIC-1 presente en dicho sujeto, o inhibe o potencia la actividad biolégica de MIC-1
presente en dicha muestra.

2. Un método para aumentar el apetito y/o peso corporal en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar a
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dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de inhibicién de MIC-1 opcionalmente en mezcla con un portador y/o
excipiente farmacolégicamente aceptable.

3. Un método segln el parra. 2, en el que dicho agente de inhibicion de MIC-1 es un agente que disminuye la
cantidad de MIC-1 endégena en dicho sujeto.

4. Un método segun el parra. 3, en el que dicho agente se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos anti-
MIC-1 o fragmentos de los mismos, moléculas cataliticas e inhibidoras dirigidas contra el gen MIC-1 e inhibidores de
la transcripcién o traduccion de MIC-1.

5. Un método segun el parra. 2, en el que dicho agente de inhibicion de MIC-1 es un agente que inhibe la actividad
de MIC-1 enddgena en dicho sujeto.

6. Un método segun el parra. 5, en el que dicho agente se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos anti-
MIC-1 o fragmentos de los mismos, dominios de receptores extracitoplasmaticos solubles de receptores de MIC-1,
moléculas solubles o proteinas asociadas a la matriz que se unen a MIC-1 e inhibidores peptidicos,
peptidomiméticos o de molécula organica pequena de MIC-1 que se unen a su receptor.

7. Un método segun cualquier parra. anterior, en el que dicho agente de inhibicion de MIC-1 es un anticuerpo anti-
MIC-1 monoclonal humanizado.

8. Un método segun el parra. 2, en el que el sujeto esta padeciendo disminucién del apetito y/o pérdida de peso
asociada con cancer avanzado.

9. Un método para disminuir el apetito y/o peso corporal en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar a
dicho sujeto una cantidad eficaz de un agente de potenciacion de MIC-1 opcionalmente en mezcla con un portador
y/o excipiente farmacol6gicamente aceptable.

10. Un método segun el parra. 9, en el que dicho agente de potenciacion de MIC-1 es un agente que potencia la
cantidad de MIC-1 endégena en dicho sujeto.

11. Un método segun el parra. 10, en el que dicho agente se selecciona del grupo que consiste en MIC-1, agentes
que potencian la transcripcion o traduccién del gen MIC-1y agentes que potencian la expresion o actividad de p53.

12. Un método segun el parra. 9, en el que el sujeto esta padeciendo obesidad.

13. Un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso corporal de un sujeto, comprendiendo
dicho método administrar dicho agente a dicho sujeto o un modelo animal adecuado del mismo y detectar cualquier
aumento o disminucion en la cantidad de MIC-1 en dicho sujeto o0 modelo animal.

14. Un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso corporal de un sujeto, comprendiendo
dicho método formar una mezcla entre MIC-1 o un fragmento funcional o mimético del mismo, una pareja de unién a
MIC-1 y dicho agente, y detectar cualquier aumento o disminuciéon en la unién entre la MIC-1 o un fragmento
funcional o mimético de la misma y la pareja de unién a MIC-1.

15. Un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso corporal de un sujeto, comprendiendo
dicho método exponer una célula que expresa MIC-1 a dicho agente y detectar cualquier aumento o disminucién en
el nivel de dicha expresion de MIC-1.

16. Un método de evaluacién del apetito en un sujeto, comprendiendo dicho método determinar la cantidad de MIC-1
presente en el suero en dicho sujeto.

Lista de secuencias

<110> St Vincent's Hospital Sidney Limited
<120> Método para modular el apetito
<130> 03 1382 1643

<160> 2

<170> Patentln versién 3.3

<210> 1
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<211>4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia consenso para proconvertasa
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(3)

<223> X = cualquier aminoacido

<400> 1
Arg Xaa Xaa Arg
1

<210> 2

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> secuencia que incluye un sitio de proconvertasa similar a furina

<400> 2
Arg Gly Arg Arg Arg Ala Arg
1 5

lista de secuencias

<110> St Vincent's Hospital Sydney Limited

<120> Método para modular el apetito

<130> REP08158EP

<140> documento EP05729508.1

<141> 13-04-2005

<160> 2

<170> PatentlIn versién 3.3

<210> 1

<211>4

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>

<223> secuencia consenso para proconvertasa
<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(3)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 1

Arg Xaa Xaa Arg
1

<210> 2

<11>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia que incluye un sitio de proconvertasa similar a furina

<400> 2

Arg Gly Arg Arg Arg Ala Arg

1 5
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REIVINDICACIONES

Agente de inhibicion de MIC-1 que disminuye el nivel en suero de MIC-1 enddgena en el que dicho agente
de inhibicion se selecciona de un anticuerpo anti-MIC-1 o un fragmento de unién a MIC-1 del mismo para su
uso en un método de tratamiento de un sujeto que padece pérdida de peso asociada con un cancer que
sobreexpresa MIC-1.

Agente de inhibicién de MIC-1 para el uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho agente de inhibicién de
MIC-1 es un anticuerpo monoclonal anti-MIC-1.

Agente de inhibicién de MIC-1 para el uso segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que dicho
agente de inhibicién de MIC-1 es un anticuerpo monoclonal anti-MIC-1 humanizado.

Agente de inhibicién de MIC-1 para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado
porque dicha pérdida de peso ésta asociada con cancer avanzado.
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FIGURA1
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FIGURA 2

MIC-1 en suero (pg/ml)
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FIGURA 3
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FIGURA 4A
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FIGURA S
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8A

Peso del raton tras la inyeccion de 0,1 mg de AcM en el dia 11
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FIGURA 8C

Peso del ratén tras la inyeccion de 1mg de AcM en el dia 11
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FIGURA 8D

Crecimiento tumeoral en ratones en los que se inyectaron células DU145

(recibieron 0,1 mg de AcM en el dia 11)

220 - - ———

180 : AT

160 i : o

140 PR . : _If_;;..,. —+—ratdn 1

120 e ——— | *ratén 5
/ raton 10

Dia4 Dia7 Dia Dia Dia Dia Dia Dia
11 15 18 21 25 28

Namere de dias tras la inyeccion de DU145

25



ES 2518 865 T3

FIGURA 8E

Crecimiento tumoral en ratones en los que se inyectaron células DU145
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FIGURA 8F

Crecimiento tumoral en ratones en los que se inyectaron células DU145
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FIGURA 8G

Peso del ratén tras la inyeccion de PBS sélo en el dia 11
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FIGURA 9

Ingesta de alimento en ratones en los que se inyectaron células DU145 que

sobreexpresan MIC-1 y células DU145 control

0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0

i,
¥

T
b

- gt
4.

22t zhe

G
L
e ot

dia 1 dia 1 dia 2 dia 2 dia 3 dia 3
tumor con tumor tumor con tumor tumor con  tumor
MIC-1 control MIC-1  control MIC-1 control

28



ES 2518865 T3

FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14A

FIGURA 14B
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