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DESCRIPC!ON

Uso de la recline comp biomarcador de enferrnedades intestinales

5 La presente invencidn se refiere a la recline corno unico biornarcador para el

cl!agnd&stico e identificacibn de diferentes patologias intestinales y corno b!omarcador

de la transicidn desde una enfermedad inflamatoria ir.tesbnal hasta tumorogenesis.

El epitelio intestinal forma parte de una de las mayores superficies que separa nuestro

medio !nterno del exterior, participa en la digestidn y absorcibn de nutnentes y es un

componente c!ave en la barrera intestinal, impidiendo el paso a! medio interno de un

ampiio espectro de microorganismos y sustancias potencialmente cancerigenas
'l5 presentes en la luz del !ntestino. El epitei&o, junto a s:! via paracelular sellada por las

uniones ocluyentes, supone la principal barrera fisica de la barrera ir&testina!. Ademas,

el epitel!o, produce componentes de la barrera intestinal corno son la cape de moco y

los peptidos antimicrobianos, y secreta lgA desde el medio subep teiial a la luz del

intestino. Qtros componentes de la barrera intest!nal son la microbiota, situada por

20 encima de la cape de moco y el siste!na inmune asociado a! intest!'no (Viggiano d., ei

a/. Eur. Rev, Med Pharmacol Sc 19 (2015j 'l077—1085).

La agres!8n constante de! epitelio por parte del contenido luminal supone una

amenaza para su integndad si no existieran rnecanismos que lo eviten. El epitelio

25 intestinal se renueva cade 3-5 dias a partir de cequlas madre localizadas en las criptas

intestinales, que continuamente se esta!7 dividiendo y que.,a medida que migran a lo

largo de !as vellosidacles (intest!no delgado! o hacia la superf!cie (colonj, se

diferencian en enterocitos {intestino delgado} o colonocitos (colon), cequias productoras

de moco (cequlas goblet) y celuias enteroendocrinas que eventuaimente mueren y se

30 liberan a la !uz del intestino (Sellers RS., ei ai. Toxicol Pathol 42 (2014j 87—81). En el

intestino delgado hay 6!na pobiacion adicio!7al de cequias diferenciadas, las cequtas de

Paneth, que m!gran hacia el fondo de las criptas y son las productoras de !a mayor

parte de peptidos antimicrobianos {Viggiano d., ei a/. Eur. Rev Med Pharmacol Sci 19

(2015j 1077—1085). Una desregulacibn de la homeostasis epitelial (por ejemplo. un

35 rleseqililibrio entre produccion., d&ferenciac&on y eliminacidn celular) compromete la



WO 2020/178469 PCT/ES2020/070156

integridad de la barrera intestinal y si no se re-establece provocara patologias

intestinales corno la inflamacibn y el cancer (Vigg!ano d., ef a/. Eur. Rev. !IAed

Pharmacol Sci 19 (2015) 1077—1085).

5 La enfermedad inflamatoria de! intestino es un trastomo inflamatorio cronico del tracto

intestinal padecido por millones de pacientes en todo e! rnundo y se compone de dos

tipos de enfermedades principajes colitis ulcerosa (UCI y enfermedad de Crohn (CD).

En ambas formas de inflamacion, los in:crobios intestinales pueder: iniciar la

enfermedad en Itldividuios genet/caIYIente susceptib!es.

La colitis ulcerosa es 'ina enfern7edad inflamatoria del color y del recto. Esta

caractenzada por la inflamacibn y ulceracibn de la pared interior del co!on. Los

sintomas tipicos incluyen diarrea (algunas veces con sangrej y con f:ecuencia dolor

abdominal. Su edad de presentacioni tipica es antes de los primeros 40 anos de vidai

'l5 sin embargo, se ha llegado a establecer el diagncstico en personas de edad

avanzada. El diagnbstico se estab!ace realizando una endoscopia digestiva baja

(rectoscopia o colonoscopia) que permite el examen de la mucosa dei colon mediante

una camara. En cl caso de la coiitis ulcerosa, la mucosa se observa con evidentes

signos in',iamatorios corno enrojecimiento rnucoso, ulceraciones, presencia de moco y

20 material fibrinoide y!os llamados pseudopblipos. Para su confirmacibn ciefin:tive se

deben tomar biopsies, que deben ser examinadas po. un palo!ogo.

La enfermedad de Crohn es una enfermedad ir,flarnatoria crbnica con manifestaciones

intermitentes que afectan principalmente a! tracto gasti oint stinal, en toda su extensidn

25 («desde la boca hasta el ano»). Junto con la colitis ulcerosa forma parte de las

llamadas enfermedades inflamatorias intestinales. El origen exacto de la enfermedad

es desconocido, pero se han reconocido factores inmuno!ogicos., m!crobiolbgicos,

ambientales y geneticos que aumentan el riesgo de padecerla. La hipbtesis mas

aceptada, en cuanto a la importancia de estos factores, se/iala que existe una

30 susceptibilidad individual determinada geneticamente. pero que se requieren la

incidencia de factores ambientales para que se desarrolle la enfermedad. Entre ellos.,

la desregujacion de la microbiota esta cobrando cade vez mayor importancia. El

diagnostico de la enfermedad de Crohn se realize can la sospecha clinica y los

hallazgos radioldgicos, endoscbpicos e histolboicos (biopsia'; compatibles. ' analitica

35 de sangre se alters en las fases agudas de la enfermedad con e!evacbn de la
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velocidsd de sed!mentacion (VSG y de ls proteins C resctivaj, aumeI7to de lss cifrss

de gldibulos blancos y de plaquetas. Los estudios radioldg;cos (; A, ecogrsfis, trans!to

intestinal! ponen de manifiesto las pos:,blas complicaciones de esias eniidades

(abscesos, fistulas, estenosis). Ls gsmmagrsfia "on leucocitos ma cados puede

permitir vslorar ls extensior, de ls inflsmacidn. En el memento de ls spsricion de los

sintomas, el medico debe diferenciar de otras enfermedades que pueden tambien

curser con brotes de diarrea, dolor abdominal con sangre y/o fiebre.

2Q

Existen biomsrcadoies para determiner la presencis de uns pstologis intest,:nal y/o su

proncstico. Las proteinas calprotectina, !actoferrins y S'IQQA'I2 se utilizer: corno

msrcsdores fecales de la inf!smscidn intestinal (Galgut 8 '., ef a/. Front Pediatr 19. 5-

292. (2018) Review). Para la prognosis del cAncer colorectal actualmente se utilize la

presencia Bn heces de ssngre ocultsy cle Is pic{Bins vime! tl! 8 y de Iss ptotelnas CEA

lantigeno csrclnoembrionICOI y CA19-9 (ant!geno de csrbohidrsto 19-9I en ssngre

entre otras {Gonzalez-Pons lvl., 8/ a/. Biomed Res!nt. (2015) 14901!4. Rewewj. Se han

propuesto diferentes proieinas co/no biomarcadores de la progresidn de la patologia

intestinal (Rubio CA., 8/ a/. Anticancer Res 35 (7). {2015):4139-44; Gerecke C., 8/ a/. 3

Cancer Res Clin Qncol. 141(2015! 2097-'I07! Altobel!i E., ef a/. Oncoi Rep. 38(1)

(2017) 418-428j, pero la corre!scion de la expresidn de las proteinas estudiadas con el

grado de grsvedad de la lesidn no es buena y los I7Ietodos propuestos pars su

deteccidn no son eficsces.

30

La deteccidn de enfermedades intestinales, mas particularmente de las inflarnatorias y

la tumorogenesis, basandose en analiticss de sangre, biopsies, endoscop!ss o

estudios radiologicos es limitante para una deteccidn precoz y fisble. Adicionalmente.

uno de los motivos para la apsricicn de tumorogenesis es un proceso iriflamatorio

crontco pl'oiongsdo Bn Bl tlempo, debldo 8 que Ios: Aecs!7lsmos !'Bpalsdol'Bs actlvados

para contrsrrestar ls lesidn ocssionada por la inflsmacidn se vueiven ineficaces y el

tejido comienzs a prolifersr sin control.

Por tanto, se hace necesario proporcionar nuevos biomsrcadores para el disgnostico.,

prondstico y la monitorizacidn de ls transicion desde una enfermedad inflamatoria

intestinal hasta la tumorogenesis de manera efectiva y rapids El tiempo y un

disgnbstico correcto para ls eleccion eficsz del tratsmiento son deterrninsntes para

evitar el agravamiento de la patologia,.que de lo contrario, podria llegar a ser
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irreversible.

BESCRIPCIGN BE LA INVENCIGN

5 En la presente invencion se ha demostrado el uso de los niveles de expres!dn de

reel!na corno biomarcacior de d!Bgndstico, prondstico y/o monitorizac dn de patoiogias

intestinales.

La recline es una proteina de la matriz extraceiular conoc!da desde hace uncs TO anos

10 por su funcion en ei desarrolio del sistema nervioso central. Ei estudio de la expresidn

y funcion de la recline en tejidos perifericos ha sido, hasta Bhora, escasamente

Bbol claclo.

Los inventores han demostrado que, en respuesta a un dano tisuiar corno la

'l5 inflamacion, ei intest!no aumenta la expresidr; de recline para reforzar la barrera

intestinal y facilitar la reparacidn tisuiar. Si la infiamacidn p ogresa, se establecen las

condiciones que reducen o suprimen la expresidn de reel!na, donde dicha ausencia

favorece la formac!on de un microamb!ente desfavorable que agravaria!a inf!BAlacloA

y/o induciria la tumorogenesis.

En muestras de tejido humana procedentes de b!opsias o resecciones de colon

BAfe!'mo procedente cle pacIentes con col!Ils ulcel'osa, coA polipos no Bc!BAomatosos,

con adenomas o con adenocarcinomas, y de colon sano, los inventores determ:naron

los niveies de expresion de reelina mediante a!slamiento de ARN de las muestras,

25 retrotranscripcibn y posterior PCR (Reacc/dr/ en Cadena de /a Po/imerasa) Asi, los

inventores observaron que IB expresidn del ARN mensajero (AR/Vm) de la recline

aumenta mas de 5 veces, respecto ai contro! sar:o, en estados de inflamacidn

intestinal, disminuyendo progresivamente conforme va avanzando la gravedad de la

enfermedad, s!endo ei nrvel de expresion dei ARN mensaj ro en adenocarc!nomas

30 mas de 5 veces inferior ai co!1troi sano

Por lo tanto, la recline puede ser utilizada corno '!n unico b!omarcador en ei

diagndstico e identificacidn de diferentes patoiogias intestinaies. y corno biomarcador

de la transicibn desde una enfermedad inflamatoria intestine! hasta la tumorogenes!s.
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A la vista de lo anterior, en un aspecto, ls presents invencibn se relacions con un

metodo in vitro para determiner el pronbstico de una enfermedsd intestinal en un

sujeto,.de aqui en adelante pnmer metado de la invencidn" o "metoda de pronostico

de la invencicirr", que comprende

s) cuantificar los niveles de expresidn del gen que codifies ls recline en una

muestra bialogica aislada de dicho suieta, y

b) comparer los niveles de expresibr, abtenidos en la etapa (a) con un nival de

refeienCIS,

de msnera que unos niveles de expresibn del gen que codifica la recline mayores que

10 el de referencia. indican que la enfermedad intestinal es leva y e! prondstico es bueno,

mientras que unas niveles de expresic n del gen que cadifica la recline rnenores que el

de referencia indicsn que la enfermedad intestinal es grave y e! p!ondst!co es riislo.

En la presents invencidn se entiende por 'determiner el pronbstico" a cletcrmii!7sr la

'l5 probabilidad de que un paciente tenga un resultado clinico concreto, ya sea

bueno/pasitivo/leva a mala/negativo/grave, es decir, a una anticipscion del progreso de

uns enfermedad, por ejemplo, ls probabilidad.,!s duracibn yio ls extensibn de ls

recuperacion. Tal corno se usa en el presents docun;ento, los terminos "predicc:on" y

"pronbstica" san equivalentes. El me!odo de pronbstico de la inver,cibr. puede ser

20 utilizado clinicsmente para tamer decisiones sabre ls eleccion del trstsmiento mss

sdecusdo para csds paciente en particular. En general, el termino pronbstico"bueno'barca

ls snticipacibn de uns recuperscibn parcia! o complete y el no empeorsmiento

cle la patalogia intestinal dentro cie ur. periodo de tiernpo dado. Por el Ganirarla,.un
prondstico "malo'bsrcs ls anticipacibn de una recuperscion deficiente y,'o

25 recuperacidn insatisfactoriamente lenta, o sustsncialmente la na recuperacio7m

El metodo de prandstico de la presents invencidn es aplicable a enfermedades

intestinales. En la presents invencidn se entiende por "enfermedades intestinsles", o

"patologia intestinal", s squellas enfermedsdes que sfectan al intestino, tanto sl

30 intestino grueso coma al delgado o cualquiers de sus partes (colon. recta, ileon,

duacler!a y/a yeyuno), e impide que este desemper!e su funcion de forms corrects. El

termino 'intestino delgado" se refie e a la porcibn del tubo digestiva que se inic a en el

estbmago y llega hasta el colon Es el mas largo y en eq se lieve a cabo la parte final

de ls digestion y ls sbsorcibn de las sustsncias nutritivas de los slimentos. Tiene

35 vellosidades intestinales para aumentar e! nun!e: o de cequlas epiteliales, y
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microveilosidades para aumentar la supenicie de contacto entre !as sustar,cias

nutritivas y las cequias del epitelio intestinal, qv!e so!7 las encargadas de absorberlas. El

termino "colon", se refie: e a la parte de intestino grueso que tiene ',orms de U invertida

y que, en la cavidad abdominal, esia situado por delante del intestino delgado Al igual

5 que el intestino delgado, el colon contiene microorganismos tbacterias, virus y hongos/

clue constituyen la flora intestinal, mucho mas abundar,te en el colon que en el

intestino delgado. Esta flora fermenta los resid'ios alimenticios que no son digeridos

por nuestio intestino. obteniendo de ellos sustancias aprovechabies por el ser

humano. Ademas, a lo largo del intestino se absorbe una gran cantidad de agua y la

10 que se absorbe en el colon hace que los residuos de los que no se pueden obtener

sustancias nutritivas queden deshidratados formando heces, que se acumulan y se

evacuan finalizando el proceso de la digestion. Eiemplos de enferrnedades intestinales

incluyen, pero no se limitan a, las enfermedades infiamatorias, las enfermedades

carcinogenicas, la constipacibr, la enfermedad divertic ilar, los pblipos, los adenomas.,

'l5 el sinidrome del intestino irntable y las ulceras. En una realizacidn particular del metodo

de pronbstico de la inv ncidn, la enfe medad intestinal es una enfermedad inflamatoria

intestinal, pblipos intestinales, un adenoma o un adenocarcinoma intestinal.

En la presente invencibn, el termino "enfermedad inf!amatoria intes'!nal'* (Elle se refiere

20 a enfermedades que afectan a! intestino y que se caracterizan por producir una

inflamacibn cronica. Elemplos de enfermedades inflamatorias intestinales incluyen, sin

limiter. a diarreas, peritonitis, colitis ulcerosa, sindrome del colon irritable y la

enfermeclad de Crohn. En una reaiizacion pedicular del metodo de pronbstico de la

invencibn, la enfermedad inflamatona ir.testinal es colitis ulcerosa o enferm dad de

25 Crohn

30

Ta! camo se usa en la presente invencion, el termino "pblipo intestinal' "pblipo no

adenomatoso" se refiere a una mesa benigna en el revestimiento del colon o del recto,

por lo que r,o evoluciona a cancer ni se disemina.

En la preser,te invencibn se entiende por "polipo adenomatoso" o "adenoma" a la

proliferacibn no invasiva de celulas epiteliales. Se trata de una mesa n',aligna en el

revestimiento dei colon o del recto que, aun siendo no invasiva, puede evolucionar a

cancer y, eventualmente, diseminarse. Dentro del!ermino "adenoma" .e incluyen, sin
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limitarse, a un adenoma tubular (sobresale en el lumen del colon), un adenoma

tubulovelloso y adenoma velloso.

En el contexto de la presente invencidn, el termino "adenocarcir,orna'* se refiere a

5 aqua!la enfermedad carcinogeTnica que emp!eza en las ceiu!as glandulares del

intest!no o en las criptas. El termino 'enfermedades carcinogenicas" o "cancer" se

refiere a la enfermedad que se produce corno consecuer,cia de un proceso

descontrolado en la divisidn celular del cuerpo. generando una mesa anormal (tumor)

de tej!do cuyo crecimiento excede el de los tejidos no.males. esta descoordinado, y

10 qUe pals!ste clei !7!Is!T!G rnoclo exceslvo BUn despues de flnalizar el estimulo que le dio

origen. Ejemplos de Bdenocarcinomas incluyen, sin limiter, a tumores carcinoides,

cancer colorrectal y cancer gastrointest!nal

Tal camo se usa en la presente invencid!T e! termino 'sujeto" o 'individuo" se refiere a

'l5 cualquier anima! que tenga aparato digestivo, en concreto, intest!no. El sujeto puede

ser un animal invertebrado o vertebrado. Ejemplo de anin.ales invertebrados incluyen,

sin limiter a, los artrdpodos tales coma!nsectos y crustaceos. Ejemplos de animales

vertebrados incluyen, sin limiter a., paces, aves, anfibios, reptiles y mamiferos.

Ejemplos de mamiferos inciuyen, sin !imitar a, an!males de gran!a /tales coma

20 caballos, cerdos. conejos, ovejas, cabras, vacas, etc.), animales de compania (tales

cotT!G pelTos. Qatos, cobayas, I ates, !'atones, etc.j, Gt!ITlates no humanos, y I7Umanos.

El termino no indica una edad o sexo particular. En una realizacidn pardcular, el suieto

clel nTetodo de prond!st!co de!B!nvenc!cn es un mamifero, preferiblemente un primate,

mas preferiblemente, ur, se! humano de cualqu!er raze, sexo o edad.

En ur,a primera etapa, el metodo de prondst!co de la invencion comprende cuantificar

los niveles de expresidn del gen que coditica la recline en una muestra bioldgica

Btslada de dicho sUIeto.

30 La recline (o proteina RELY, RL o PRO)598) es Lfna plo'te!ITa de senalizacidn

extracelular que interviene en la regulacion de los procesos de migracidn neuror.a! y

posic!Gnamiento en ef desa:rollo del cerebro, pero que cont!nua trabalando en el

cerebra ya desarroilado modulando la plasticidad sinaptica y mejorando la Induccion y

el mantenimiento de la memona a largo plazo. En e! ser humano, el gen que cod!fice la

35 recline se encuentra en cromosoma 7q22 y presenta la secuencia de nucledtidos SEQ
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ID NQ: '! (NCBI Reference Sequelnce NM 005045 version NM 005045 2j En la

presente invencibn, dentro de! term!no 'recline" estan contemplados todas aquellas

variantes de la recline que, aun ten!endo diferentes secuencias de nucledtidos debido

a mutaciones neutras de ios nucledtidos fsustituciones conservativasj, desempenan la

Inlsina funclo!7 gLIB Ia ree!I!78 BA 6! Ser hufriaAo. Asi, Bn LIAG I'68!IzacioA partfcula! de Ia

invencion, el gen que codifica la reelina comprende una secuer,cia de nuclectidos con

una identidad de secuencia de, al menos, un 60. 65, 70, ! 5. 80, 8 "» 82, 83 84, 85, 86

87, 88, 89, 90, 91, 92, 93. 94, 95, 96. 97, 98 o 99 f% can la secuenc!a SEQ ID NQ: 1. El

glacio de idenbciad $6 detelffnina usaALIO algol'Itfnos y plocedifn;Bntos if1form8tlcos que

son ampl!amente conociclos para el experto en la materia. La iftentidad entre dos

secuencias de aminoacidos/nucledtidos se determir,a pleferentemente usando el

algoritmo BLASTP/BL.ASTN [BLAST Manual. Altschul. S., y col., iNCBI NLM NIH

Bethesda. !vld.20894., Altschul. S., y co! J Mol Biol 215 403 410 /1990)] En otra

realizacidn mas particular, la recline comprende una secue!7C!8 de n»c!eotidos con un

'I00% de identidad con fa secuencia SEQ ID NQ: 1. Dentro del contexto de la presente

invencion, tamblen se encuentran Gquellos fragmentos de la secuencia de nuclec4idos

del gen de la recline que. Gun careciendo de parte de los extremos 5' 3', son

capaces de desempe6ar su funcidn

20 Corno entiende el experto en la materia, los niveles de expresibr: del ger: que cod!flea

la reelina se pueden delermfnar midiendo los n!veles del ARNm que codifica la reelina

o midiendo los niveles de la proteina recline. Para ella, primero es necesario aislar el

ARiNm o la proteina de la muestra biolbgica aislada del sujeto.

30

El tenn!no "muestra bloiogica", corno se usa en la presente invencion, se refiere a toda

muestra obteniida o procedente de un individuo que comprende el ac!do nucleico, es

decir, el material genetlco de los organismos vivos que controla la nerencia y se

localize en el nucleo de las celuias. Ejemplos de muestras biologicas incluyen, sin

limitar, a biopsia, tejido, heces SOIIdas y b.ofiuidos, tales corno orina, h ces, suero,

saliva, semen, esputo, liquido cefalorraquideo (E.CRj, Iagrlmas, moco, sudor,.ieche,

extractos de ceretiro y similares. En uAG rcalizacion pafticulaf'eI metodo de

prondstico de la invencidn, la muestra biologica se selecciona del grupo q:ie consiste

en sangre, biopsia y orina. Dicha lnuestra se puede obtener mediante Inetodos

convencionales, entre los que se incluyen, sin limiter a, particion de un tumor en

trozos, o microdiseccion u otros mctodos de separacibn de celulas conocidos en la
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tecnica. Las celulas se pueden obtener de forma adic!onal mediante citologia por

aspiracidn con una aguja fina. Para simplificar!a conservacicn y el manejo de las

muest: as, estas se pueden filar en fom7alina y embeber en paraf!na o congelar prirnero

y despues embeber en un medio criosolidificable, mediante inmersion en un medio

5 altamente criogen!co que perm!te la congelacibn raplda.

Una vez obten!da la muestra b!olog!ca se trata para d!sg agar de forma fis!ca o

mecanlca la estructura del tejido o ceiu!a para asi iiberar los corriponentes

intracelulares en una solucid!n acuosa u organica y preparer los acidos nucleicos para

70 anaiisis adicionales. La degradaclon del ARNm durante el proceso de extraccibn se

evita, por ejemplo, con una combinacidn de desnaturalizantes e inhibidores de

ARNasas presentes en la solucidn acuosa u organica donde se rompen las ce!uias y

tejidos y en ia posterior separacibn de! ARNm

'l5 En una forma de real!zacion particular, se puede aislar el ARNm obtenido de una

muestra de tejido fijada en formalina y embebida en parafina. E! ARNm se puede aislar

de una muestra patolbgica de archivo o una muestra de b!opsia que primero se

desparaf!niza. Un metodo de desparafinizacibn de ejemplo impI!ca lever la muestra en

parafina con un solvente organico, tal corno xileno. Las muestras desparafi!.izadas se

20 pueden reh!dratar con soluciones de alcoholes de concentracidn decreciente. Los

alcoholes adecuados, incluyen, por ejemplo; metanol, etanol, propanoles, y butanoles.

La muestra rehidratada se lisa despues y se extrae el ARNm de la muestra.

Una vez aislado el ARNm de la muestra biologica, se determ!na el nival de xpres!dn

25 del gen de interes can tecnicas que son arnpliamente conocidas por un experto en la

materia. Ejempios ilustrativos, no limitativos., de m'todos que pueden ser empleados

pa!'8 detelrnlnar Ios nlveles de expl'es!On lnciuven metodos basados en hlbindac!On,

corno analisis por Northern-blot e hibridacic')n in situ. PCR cuantitativa (qPCR). PCR

cor, transcripc!5n reversa o retrotranscripcibn (FIT-PCR), deteccibn oe moleculas

30 individuales, metodos de citometria de flujo a base de paries, anaiisls en serie de la

expresion genica,. microarrays de expresidn o TaqMan y ensayos que»san matrices

de ac!dos nucle!cos.

!Vlientras que todas las t'cnicas de determinacidn del perfil de expres!on genica son

35 adecuadas para determ!nar el nive! de exp.esidn de reelina de la presente invencibn,
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los niveles de expresidn se determinan particularmente mediante PCR con

transcripcion reversa cuantitativa en tiempo real (qF/T-PCR),.donde el proccdimiento

se base en la retrotranscripclon de APN a ADN cod:flcante (ADNc) y posterior

ampiificacidn del ADNc mediante una PCR cuantitat!va. usando ciclos termicos y una

5 ADN polimerasa termoestable.

Para la determinacidr, del nive! de expresion mad!ante qRT-PCR es necesario el

emp!eo de sondas o cebadores. Una sonda o cebador es un oligonucledtido de

secuencla defIn!cia capaz cle blbi Idat'e foIITIB esoeclflc- con una secclencla

10 complementaria de un acldo nucleico, por lo que puede utilizarse para detectar e

identificar secuencias complementarias o sustancialmer,te compiementarias en ac!dos

nuclelcos. La longitud de la sonda de la Invencidn puede valiar dentro de un arnplio

intervalo, aunque, por razones practices, se prefieren sondas de longitud pequena de

no mas de 30 nucleotidos., preferiblemente de no mas de 25 nucleotidos y mas

'l5 prefeliblemente de no mas de 20 nucleotidos. Ad!ciona!mente, los oligonuc!edtidos

empleados pueden contener enlaces modificados tales con.o en!aces tipo fosfodiester,

fosfotrlester, fosforotioato. fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodise!enoato.

fosforoanilotioato, fosforoamidato, metiifosfor,ato, boranofosfonato, asi corno

combinaciones de los mismos o bien son peptidos acidos nuc!eicos (peptide nucleic

20 acids. PA/A), en los que los distintos I!ucieolidos estan un:dos por en!aces amide. El

empieo de sondas de mayor o menor longitud no afectaria a la senslbilidad o

especificidad de la teen!ca, pero podria precisar de Ia reallzacidn de una serie de

modificaclones de las condlclones sobre las que se realize la misma al variar la

temperature de fusldn de las mismas y su contenido en GC, lo cua! afectaria a la

25 temperature y tiempo de hibridacidn fundamentalmente.

30

En una realizacidn preferida, los cebadores especificos para la recline son cebador

sentido. O'-CCACGAGAACTGATTACCAC-3'SEQ ID N!G: 2) y cebador antisentido:

O'-ATTGTGCTGACATTGGAAGG-3'SEQ ID NG. 3).

Para la cuantificacion del nival de expresidn de la recline mediante qRT-PCR, es

necesario un metodo comparativo con un estandar interno, por ejernp!o, con el nivei de

ARN m nsajero d un gen de mantenimiento o "housekeeping", presente en la misma

muestra, a modo de gen de control o gen norma!izador. Preferiblemente, el gen

35 normallzador es un gen cuyo nivel de expresidn no cambia en una cequla, tal corno un
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gen de mantenimiento que codifica una proteir:a que se expresa de forma constitutiva

y que lieve a cabo funciones celulares esenciales. Genes de mantcnimiento

adecuados para su uso coma estandares inta nos incluyen, aunque no se limitan, a

miosina, 8-2-microglobulina, ubiquiiina, proteina ribosdm!ca de 'I8S. ciclofilina,

5 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa {GADPH) y 8-actina. Altemativamente, puede

tomarse camo normalizador un ARN incluyendo, sin limitacion, el snRNA Li6 o el

snRNA RNU48. En una reaiizacidn preferida, el ARhl control es el ARNm de la [a-

ac'tine.

10 En dicho metoclo comparativo, el nival de expresidn de la recline se determine con el

caiculo de ndmero de ciclos necesarios para alcanzar un nivel umbral de fluorescencia

(Cf) mediante la formula:
nnc!

Dcnde AACt eS = (C't moratm pa.onogma Ct'n!rr! r ann)

En una realizacion mas preferida, se relativizd dicho metodo comparativo con un

est'ndar interno, que preferiblemente es la P-actina, mediante la fdrmula:

20

+~Ct — [(Ct raaana Ct j-nanna) rm antra patoatsoa ! Ct manna C'!-am;na/ oonim! ann]

Tal coma se ha explicado anteriormente, los n:,veles de expresidn del gen que cod! fice

la recline tamb!en pueden detenrninarse midiendo la cant!dad de proteina presente en

la muestra. Asi, en una real!zacp5n particu!lar.,Ios niveles de expresidn del gen que

cod!fice la!eelina se determ!nan mioiendo los niveles de expresidn de la proteina

25 codificada por el gen de recline, es decir. !a proteina RELN.

En una realizacidn particular de la invencion., la proteina RELN comprende una

secuencia de aminoac!dos con una identidad de secuencia de, al menos, un 60, 65,

70 75 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 O'I 92 93 94 q" 96 97 98 o 99 /o

30 con la secuencia SEQ ID NO 7. En atra rea!izacidn mas particular, la proteina RELN

con;prende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NC!. 7. Corno se ha indicado

anteriormente, la identidad entre dos secuencias de aminoacidos/nucleot!dos se

date mine preferentemente usando el algor!tmo BLASTP/BLASTN [BLAST Manual,

Altschul, S., y col., NCBI NLM NIH Bethesda, Md.20894, Aitschul, S., y col,, J. !V!oI.

35 Biol. 215:403-410 ('!990)].
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La detern;inacibn de los niveles de expresidn de las proteinas se puede real!zar

IT!ed!ante tecAIcas IAITIUAQ!ogl Gs tales con1Q, poi 616ITipIQ, ELISA, II1mllAohlstoquIA1ica

o vvestern-blot. La tecnica de western-blot se base en la deteccidr, de proteinas,

5 previamente separadas mediante electroforesis en gel en condic!ones

clesnaturalizantes e !nmovili adas en una membrana (generalmente ntrocelulosa),.

mediante incubacidn con un anticuerpo especlfico y un sistema de revelado (por

ejemplo, CUIIT!IQIUmIAIsceIEcia). E! BABIIsis IT!ed!ante IAIT':LII1ohls'toqUIITIIca I'eqUIcl'c 6!

uso de un anticuerpo especifico para la proteina diana para el anl! Isis de la expreslon.

70 El analisis med!ante ELISA esta basado en el Liso de antigenos y anticuerpos

marcados con enzimas, de modo que los coniugados formados entre el antigeno diana

y el anticuerpo marcado dan corno resultado la lormacion de complejos

enzimaticamente activos. Puesto que uno de los componel,tes (el antigeno o el

anticL!erpo marcado) esta inmovilizado sobre un soporte, tambien lo estan los

'l5 complejos antigeno-anticuerpo y se pueden detectar mediante la adicidn de un

sustrato que es conveitido por la enzima er. un producto que es detectable mediante,

por ejemplo, espectrofotometria o fluorometria.

Cuando se usa un metodo inmunologico, se puede user cualquier anticuerpo o

20 reactivo que se une a las proteinas diana con alta afiniciad para detectar la cantidad de

proteinas diana. Sin embargo, se prefiere el uso de un anticuerpo, por ejen.plo, svieros

policlonales, sobrenadantes de hibridomas o anticuerpos monoclonales, fragmentos de

BAtlcLiet'pQS, Fv, Fat! Fab y F(atl )2, scFv, d!GcLIerpos. It'lacUei pcs, tet! BcLIBI'pos

anticuerpos humanizados. Por otra parte, la determinacidn de los niveles de xpresidn

25 de proteinas se puede llevar a cabo co!1struyendo una micromatriz de tejidos (iMA)

que contenga las muestras ensambladas de los sujetos, y determiner los niveles de

expresicn de las proteinas mediante tecnicas de inmunohistoqL!imica, conocidas en el

estado de la tecnica.

30 Una vez determinados los niveles de expresibn, estos tienen que ser correlacionados

con un r,ive! de ieferericia. Los terATinos "correlac!oner" o "correlac;on" o equiva!antes

de los mismos se refieren a una asociacidn entre expresidn de un gen y otro suceso,

tal corno, pero no se limita a, fenotipo o caracteristica fisioldgica, tal corno tipo de

tUI,1or.
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Asi, el metodo de prone stico de la invencidn Gom!p. ende una etapa (b) que comprende

comparer los niveles de expresidn obtenidos en la etapa (al can un n!vel de referencia.

El termino "nival de referencia" se efiere a un criterio predeterminado utilizado camo

5 referencia para evaluar los valores o datos obten!dos de las muestras recopiladas de

un sujeto. El valor de referencia o nive! de refe:encia puede ser un valor absoluto, un

valor relativo, un valor que tiene un limite superior o!nfer!or, un rango de valores, un

valor promedio, un valor de mediana, un valor medio o un valor en comparacion con

un control particular o valor de! eferencia. El valor de referencia puede basarse en un

70 valor de n7uestra indiviclual., corno, por ejemplo, un valor obtenido de una muestra del

sujeto que se esta evaluando, pero en un momento anterior. Tambien, el valor de

referencia se puede base! en un gran ngme!o de!nuestras, co!no la poblac!on de

sujetos del grupo de edad cronoiogica., o en un grupo de n;uestras que incluyen o

excluyen la muestra a anal!zar.

En la presente invencidn, el nivel de referencia es el nival de expresidn de reelina en

tejido de intestino sano. Mas preferiblemente, a dicho nive! de expresion de recline se

le otorga e! valor absoluto de uno para evaluar y comparer los valores o datos

obtenidos de las muestras de sujetos enfermos, dando corno resultado incremento o

20 disminucidn en ngmero de veces con respecto al valor de refe:encia.

A partir de la correlacion entre e! nival de expres!on del gen que codifica la ree!ina y el

n!ve! de referencia.,se puede conclu!r que:

unos niveles de expresidn del ger. que codifica la!eel!na mayores que elnivel de

referenc!a, indican que la enfermedad intestinal es lave y e! prondstico es bueno.

mientras que

unos niveles de expresion del gen que coditlca la recline menores que el nival de

referencia indican que la enfermedad intestinal es grave y el pronostico es malo.

30 La expresidn "unos niveles de expresidn mayores con respecto a un valor de

referencia" se refiere a cualquie! variacion estadisticamente significative del n!vel de

expres!dn de un gen por enc!ma de su co,respond!ante nivel de referencia, en

particular, a cualquier variacidn del nivel de exoresidn de la eelina por encima del

nival de expresion en un control sano.
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La expresidn "unos niveies de expresidn menores con respecto a un valor de

referencia" se refiere a cualquier variacion estad!sticamente significative dei nivel de

expresidn de un gen por debalo de su correspondiente nival de referenc!a, en

particular, a cualquier variacidn del nival de expresidn de la recline por debajo del nivei

5 de expvesloA BA UA cont!'ol sano.

En otro aspecto, la presente invencidr. se relacior,a con un metodo in vitro para

diagnosticar urta enfermedad intestinal en un sujeto, de aqui en adelante "metodo de

diagndstico de la invencion" o "s gundo metodo de la invencion", que comprende

a) cuantificar los niveles de expresidn del gen que codifica la recline en una

muestra bioiogica aislada de dicho sujeto, y

b) comparer los niveles de expresidn obienidos en la etapa (a) con un nivei de

referencia, en el que:

'l5 - si los niveies de expresidn dei gen que codifica la recline son 5 veces mayores o

iguales que el nival de referencia, entonces el individuo padece una enfermedad

!ntestinai inflamatoria.

si los niveles de expresion del gen que codifica la recline son hasta 5 veces

mayores que ei nivel de referer.cia, entonces ei indiv!duo padece un polipo

intestinal,

si los niveies de expresion del gen que codifica la recline son hasta 5 veces

menores que el nival de eferencia, entonces el individuo padece un ader!orna. Q

si los niveles de expres!on del gen que codifica la recline son, ai menos, 5 veces

menores o iguaies que el n!vel de Ieferencia, entonces el individuo padece un

BdeI7oca! CIPOITIB

30

Los term!Aos "enfem7edad intestinal" y "su etc", asi corno sus correspond!antes

realizaciones particulares, han sido definidos y explicados en ei anterior aspecto

inventivo y son aplicabies al metodo de d!agndstico de la Invencion.

Asi, en una realizacion part!euler dei metodo de diagndstico de la i!7vencion, el sujeto

es un mamifero, preferiblemente un primate, mas preferiblemente,.un humano.

En la presente invencion se entiende por "diagnostico" o 'diagnosbcar" al proceso o

35 ecto de reconocer, decidir o concluir sobre ur,a enfermedad o afeccion en un sujeto.
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basandose en!os sintomas, signos y.'o resultados de diferentes variables.,tales corno.

por ejemplo, conocer la presencia., ausencia y/o cantidad de uno o mas biomarcadores

caracteristicos de la enfermedad o afeccidn que se va a diagnosticar. En la presente

invencion, el "diagnostico de enfermedades intestinales'n un sujeto puede significar,

5 BA part!CLIIB!', GLIB ei sL!jato sufi'B o padece UAB Bnfer!Tledad!AtesUAai.

El metodo de diagnostico de la invencion comprende dos etapas:

a) cuantificar los niveies de expresidn del gen que codifica la recline en una

muestra bioldgica Bislada de dicho sujeto, y

bl cornparar los niveles de expresion obtenidos en la etapa (a) con un nival de

La puesta en practica de estas etapas. asi coma sus realizaciones particuiares y

termlnos en;pieados, han sido explicados enter;ormente para el metodo de prondstico

'l5 de la invencid!n, e igualmente son aplicables al metodo de diagndstico de la invencidr .

Asi, realizaciones particulares del metodo de d!Bgndstico de la invencidn, incluyen, sin

I i! A ita I'se a:

20 — el gen que codifica la ieelina comprende una secuencia de nucleot.:dos con una

30

idenbdad cie secuencia de, al menos, un 80, 85. 70, !5, 80, 85, 90, 95 o 99 '!o con

la secuencia SEQ ID NO: 7, y/o

fa cuantificacidn de los niveles de expresidn del gen que codifica la recline

comprende la cuantificacidn del ARN mensajero (ARNm) de dicho gen o de! ADN

codificante (ADNc) de dicho gers, preferiblemente, dicha cuantificacion se lieva a

cabo mediante una reaccion en cadena de la polimerasa, hibridacion in situ, o

mediante un array de ADN o ARN, y.''o

ia cuantificacidn de los niveles de expresidn oel gen que codifica la recline

comprende la cuantificacidn oe los niveles de proteina codificada por dicho gen,

preferiblemente., dicha cuantificacidn se rea!iza mediante western blot, ELISA o un

array de proteinas, y/o

la muestra bioldgica se selecciona dei grupo que consiste en sangre, biopsia,

OIIAB.

35 Una vez llevados a cabo las etapas (a} y (b) del metodo de diagnostico de la
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invencion, se puede concluir que

si los nlveles de expreslon de! gen que codifica la reel!na son 5 veces mayores o

igual s que el nivel de referencia, entonces el individuo padece una enferfnedad

intestinal inflamatoria,

si los niveles de expresion del gen clue codifica la reelina son hasta 5 veces

mayores que el nivei de referer,cia, entonces e! individuo padece un pdlipo

! fltestl A 6 I.

si los niveles de expresion del gen que codifica la reelina son hasta 5 veces

menores que el nivel de referencia, entonces el indlviduo padece un adenoma, o

si los niveles de expresion del gen que cod!fice la recline son, al menos, 5 veces

menores o iguales que el nivel de referencia, entonces el indlviduo padece un

Bdenocal CIIAOIAB.

'l5 En una realfzacfon mas particular,

si los niveles de expresidn del gen que codifica la recline son 7 veces mayores o

!guales que el nival de referencia, entonces el individuo padece una enfermedad

intestinal inflamatoria,

20 — si los niveles de expresidn del gen oue codifica la recline son hasta 3 veces

mayo!as que el nival de referencia, entonces el individuo padece un polipo

intestinal,

si los niveles de expresion del gen clue codifica la reelina son hasta 4 veces

menores que el nivel de referencia, entonces el indirnduo padece un adenoma, o

25 - si los niveles de expresion del gen que codifica ia recline son, al merinos, 7 veces

meriores o iguales que el riivel de referencia, entonces el individuo padece un

Bclenocal cl noma,

en donde los valores intermedios son estados transicionales entre las enfermedades

que pueden corrobofar con anaiisis anatomo-patoldgicos.

30

La puesta en practica de! primer y segundo metodos de la invencidn comprencle e! uso

de u!7 conJUAto rle i eactlvos qU6 pi fecien estaf corn!pl endllclos cientfo de UA klc

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencion se relacIQAB coA cln kl'l que

35 comprende los reactivos necesanos para determiner los niveles de expresidn dei gen
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que codifica la recline, de aqui en adelante "kit de la Invencion", en donde dichos

I'eactlvos co!Apl'enrleA;

- una pare!a de cebadores que hlbnda de forma especifica con la secuencla de

nucledtidos del gen que codifica la recline, y/o

5 — una $0Acia que hibrida de fol'ma especifica cori la secuelicia de Aiucleot!clos de! geA

clue codif!ca la recline, y/o

- uno o varios anticuerpos que reconocen de forma especifica la proteir.a codificada

por e! gen que codifica la recline.

70 En la presente invencion se entiende por "kit" corno un producto que comprende los

diferentes reactivos necesarios para !lever a cabo los metodos de ia invencidn

adaptado para permltir el transpolte y almacenamiento de d!chos react!vos. Los

materiales adecuados para el embalaje de los componentes del kit pueden ser de

piastico (tales corno pol!et!Ieno, polipropileno, policarbonato y similares), de cristal, y

'l5 pueden comprender botellas, frescos, sobres, etc. Ademas, el k:1 .e!a lnvencidn

puede contener instrucciones para el uso simultaneo, secuencial o separado de los

dlferentes componeAtes que se eAcuentl'aA en e! k!t. Dichas lnstruccioAes pclecleAsel'n
forma de matenal impreso., o en fom1a de un sopolde electndnico capaz de

almacenar instrucciones, tales corno los discos de almacenamiento fdiscos

20 magneticos), metodos dpticos (CD-RQM. DVD, etc.) y similares.

La expresibn "reactivos necesarios para determiner los niveles de expres!on de un

gen" significa un compuestos o grupo de compuestos que permiten determ nar e! I,ivel

de expres!5n de un gen, tanto por medio de la determinacidn del n;vel de ARNm del

25 gen que codifica la recline, corno por medio de la determinacidl, del nivel de proteina

En una real!zac!dn particular de! kit de la invencidn, la pareja de cebadores comprende

las secuencias SEQ ID NG: 2 y SEQ ID NG: 3.

30 En otra realizacion particular, el gen que codifica la recline comprel,de una secuencia

de nuciedtidos coA uAa ideAtidad de secuencia cle, al AieAos, uA 60, 65, 70.,75, 80, 85,

90 95 o 99 "is con la secuencla SEQ ID NQ: 'I.

Una vez que los reactivos estan comprendidos dentro de! kit.,es!e puede elnplearse

35 para poner en practica e! pnmer y segundo metodos de la inveAc!Oin.
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Asi, er, un aspecto, la presente invenci6n se relaciona con el uso in vitro del kit de la

invenci6n para determiner el pron6stico de una enfermedad intestinal en ur: sujeto.

5 En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con el usoin vitro del kit de la

invencion para diagnosticar una enfermedad intestine! en un sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion se;elacior:a can el uso in v/fro de! kit de la

invenci6n para la puesta en practica def metodo de pron6stico de la invencion o el

10 metodo de diagn6stico de la invenci6n.

Los terminos "pron6stico", "diagn6stico'. "sujeto" y "enfermedad intestine!" ban sido

definidos previamente en la presente descripci6n y son aplicables a los p:esentes

aspectos inventivos. Iguaimente., las diferentes rea!izaciones particulares descritas

'l5 para aspectos inventivos anteriores tambien son aplicables a los presentes aspectos

inventivos.

A lo largo de la descripcici- y ias reivindicaciones la palabra "con;prende" y sus

variantes no pretenden excluir otras caracteristicas tecnicas, aditivos, compor,entes o

20 pesos. PBI'a los exipertos e/1 la matei'Ia, o'tl'os obietos, ventaias y caracteristlcas de la

invencidin se desprenderan en parte de la descripci6n y en parte de la practica de la

invencior,. Los siguientes ej mplos y figures se proporcionan a modo de ilustraci6n., y

no se pretende que sean limitativos de!a presente invenci6n.

25 BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figure 1 describe las variaciones relatives de los niveles de expresi6n de ARNm de

recline durante la progresion del cancer de colon humano desde la inflamaci6n

intestinal comparado con un colon sano corno control. Los valores representan el n'e
30 veces que cambia la expresi6n en cade peto!ogia en reiacibn al co!on sano. Medias +

EEM (n=g}. t de Student: 'p&0,05; "*p&0,01, patologia vs. colon sano. E! ANOVA

reve!6 un efecto de la progresi6n de la enfermedad sobre la expres!6n de recline

(p&0,00'! j. Test de Nevvman-Keuls: 0 p&0,01 patologia vs. colitis ulcerosa.
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EJEMPLGS

A continuacion, se ilustrara la invencibn mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del oroducto de la invencion

I. MATERIAL y !VIETGDGS

/I/tuestras de tej /do ttu/na/to

10 Se utilizaron muestras de tejido humano procedente de biopsies o resecciones de

colon de pacientes: i) con colitis ulcerosa, ii) pdli pcs no adenomatosos, iii) adenomas y

iv) adenocarcinomas y v) de regiones del colon alejadas del tumor {colon sano). Las

muestras estaban inc!uidas en parafina y se emplearon secciones de 10 pm de grosor.

Fueron cedidas por el Biobanco del Servicio Sanitario Pgblico de Andalucia. Se
'l5 utilizaron muestras de 9 pacientes lhombres y muleresl de cade patologia, con edades

comprendidas entre 25 y 65 ahos en el caso de Ias de colitis ulcerosa y ent e 45 y 80

anos en las dames. E! estudio histopatolbgico, para confirmer el diagndstico de las

diferentes patologias y su ausencia en colon sano (control), se realizd en el Hospital

Universitario Virgen del Rocio. El estudio que aqui se presenta fue aprobado por el

20 Comite Etico del Hospita! Virgen del Rocio y los pacientes firmaror; un consentimiento

Infot mado.

ytistamiento de A/-t/V de las muestras biold gicas

25 Para extraer el ARN total se utilizaron entre 2 y 5 secciones (deper,diendo de su

tamaho) de cade tipo de muestra, previamente desparafinadas. Para la

desparafinizacibn las secciones se fncubaron en xllol pie-calentado 8 60 C du.ante 15

min y despues se pasaron a microtubos para su lavado primero dos veces con xilol y

despues dos veces con etanol {96-'I00 i'o), de esta forrna se mejoro el rendimiento del

30 aislamiento.

Tres este pnmer paso de desparafinado se continub con el protocolo del fabricante del

kit comercial "FFPE RNeasy" (Quiagen, n" catalogo 73504) para la xtraccibn del

ARN. Una vez aislado el ARN total se determind su pureza, concentracibn e integridad

35 med!ante: i) la relacibn de absorbancias medidas, mediante espectrofotometria
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("nanodrop"). a las longitudes de onda de 260 nm (A260 ) y 280 nm (A280) (relacidn

A260IA280); considerandose aceptable con un valor de esta relacidn, mayor o igual a

1I,8; ii) realizando una electroforesis en gel de agarosa al '% utilizando la solucidn

de tincidn de ac!dos nucieicos "RedSafe'* !intron Biotechnology, n'atalogo 2'!141),

que permite la visualizacidn de las bandas de ARN ribosdmico 28S y 'IBS, que deben

aparecer en una proporcion aproximada 2:1; y iii) comprobando la presencia de ADN

genomico cuya presencia se detectana en la parte superior del gel.

Ffefro-franscfIpcld!7 (FIT)

20

En ia retro-lranscripcion o transcripcidn reverse {conversidn del ARN en ADN

codificante, ADNc) se utilizo el kit comercial 'QuantiTect Reverse ! ranscription"

(Qu!agan, !7O cataiogo 2053'.1) y se siguieron las instrucciones del fabricante. En este

protocolo, primero se elimind e! posible ADN gendmico presente en la rnuestra

med!ante 1!n tratamiento con enzimas desoxirnbor:ucleasas {DNAsas) y despues se

realizd ia retro-transcripcidn propiamente dicha con la enzima transcriptasa reversa del

kit. Brevemente, t! Bs incubar 1 pg del ARN con 2 pL de IB solucidn de DNAsas del kit a

42'C durante 2 minutos, se realizd la retro-transcnpcion incubando ei ARN con 1I pL de

la enzima transcriptasa reverse, 'I pL de la rnezcla de cebadores del k!t y 4 pL de la

solucion de reaccidn de! kit B 42"C durante 15 minutos, seguido de una incubacion B

95 C durante 3 !nit'!utos pa!'B! I'!Bctlval B la enzirn!B,

Reaccldn en Caclena de la Poli!Iterasa (PCR) en Iiempo real

30

Para la reaccidn de amplificacidn por PCR en tiempo real se utilizo: 1 pL del ADNc

obtenido de cade muestra., 1 pL de cebadores especificos para la reel!na (Gene bank

ID'M 005045, version NM 005045.2'll sentido: O'CCACGAGAAC: GATTACCAC3'SEQ

ID NQ: 2] y Bntisentido: 5'ATTGTGCTGACATTGGAAGG3'SEQ ID NQ: 3]), 10

PL de la enzima "SsoFBst EvaGreen Supermix" {BioRad, n'atalogo 1725200) y se

completd con agua destilada esteril para un volumen fina! de 20 pL La concentracidn

final de los cebadores en la reaccion fue de 0.,4 pl!II. Para normalizar los valores de

ARN mensalero (ARNm) de las dife antes muestras se utilizd corno gen de referencia

la P-actina con secuencia de nucledtidos SEQ ID NO. 4 (Gene bank ID: NM 007393 3')

y los cebadores: sentido O'ACCCACACTG! GCCCATCTA3'SEQ ID NQ: 5] y

antisent!do: 5 CGGAACCGCTCATTGCC3'SEQ ID NQ: 6]. previamente vBI!dado en
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nuestro laboratorio.

La reaccidn de amplificacidn se reaiizd en un te:mociciador MiniOpticonTM!Bio-Rad}

seggn el siguiente protocoio una primera etapa de desnaturalizacibr, dei ADNc de 3

5 mir,utos a 95oC; posteriormente, treinta y cinco ciclos que comiprendian: 40 segundos

a 94'C, 40 segundos a 58'C y 40 segundos a 72'C y, po: ultimo, una etapa de

elor,gacidn de 3 minutos a 72'C La obtencidn de un gnico producto en la PCR se

confl!"mo pof'a Bpa!"IcloA cle un uAIco pico en el BAB'.Isis cle las curves de clisoclacion.

Estas se obiuv:aron caientando la muestra desde los 65oC hasta los 95'C B intervalos

70 de toC y monitorizando la fluorescencia. Esta curve represer:ta la temperature a la que

las cadenas de ADN se separan o la temperature de fusidn frente a la fluorescencia

emitida por ei producto de la PCR. La temperature de fusion es especifica para cade

f! Bgnlento de ADN BA1pllflcado.

'l5 La reaccidn de PCR se hizo por triplicado para cade ADNC y para cade pareja de

cebadores y se Incluyo un control que no tenia ADN" La reaccidn de PCR se

considerd vaI!da cuar,do la eficiencia de la misma estaba cornprendida entre ei 90 y el

'I 70o/o.

20 E!1 cade muestra se determind el numero de ciclos necesarios para alcanzar un nivei

de fluorescencia umbrai (Ct}. Los resultados se analizaron con ei metodo 2-Delta-

Delta-Ct (2-"'} en urla hoja de calculo 'GBAe Expl'ass!CA Macl'o pl"opol'G!OABclapo!'ioRBd.

Mediante este metodo, el valor de Ct obtenido para el gen eelina en cade una

de las muestras se normalizd con el obtenido para el gen oe referencia (t-actina, y

25 despues se relativizaron frente al valor de la condicidn control (en nuestro caso el

colon sano).

30

La fdrmuia matematica que utilize este metodo para obtener los valores de expresidn

de ARhlm de recline en cade patologia respecto ai valor del colon sano es.

Vaiores de expresidn del ARNm relativizados = 2 '""

donde:

/tACt — [(Ct r eire. Ct I:-econe} pn!oioain (Ct racine Cr!.'-ec: e} co!on colo]

35 Los resultados representan el numero de veces que can;biaba la abundancia del
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ARNm de recline en cade patoiogia respecto al colon sano

PlesBJ7laclo/7 o'8 res///taQ'os y aria//sls Bslao'is/leo

5 Los resultados se presentan corno la media acompanada de su error est-'ndar (EEM).

Se utilizaron 9 muestras de cade patologia y 9 muestras de colon sano !45 muestras)

que corresponde con el ngmero de experirnentos independientes in-— 9) La

comparacidn entre los d!stiritos grupos experimentales (datos pareados) se realizd

estadist:camente mediante e! test de la "t de Student". Para comparaciones mgltiples

10 se utilizd un analisis de varianza (ANOVA) de una sole via, seguido del test de

Nevvman-Keuls. En todos los test ias diferencias se consideraron significativas cuando

p&0,05. Todos los anaiisis estadisticos se reaiizaron utilizando ei programa mformatico

GraphPad Pllsrn 6 .

'l5 ll. RESLILTADOS Y DISCUSION

El cancer de colon se desarrolla siguiendo una secuencia que va desde la aparicidn de

inflamacidn o lesiones precancerosas al desa:rollo de adenocarcinomas cie colon.

Resultados de nuestro grupo de investigacion reali ados en ratdn mostraron que

20 durante la colitis aguda se producia un au/nento er: la expresidn de recline, lo que

sugeria la participacidn de la recline Bn la reparacidn y o regeneracidn de los teiidos

danados en dicha patologia. Sin embargo, en el adenocarc!noma de colon cie ra on

observamos una disminucidn en la expresidr, de recline. Ademcts, la ausencia de

reelina aumentaba la suscepbbilidad de los ratones ai desarroilo de lai:nflamacidn y el

25 cancer En coniunto, los resuitados sugerian que, si bien la recline aumenta er, la

inflamacidn corno mecanisirno de defense trente a ia lesidn tisuiar, el caincer reprime su

expresicn, eliminando asi un mecanismo de defense. Por ella nos planteamos

determiner en humanos en que etapa de la transicidn desde la enfermedad

inflamatoria intestinal ai cancer de colon se repnme la expresidn de recline y, por

30 tanto, uIlo de Ios ITIBcanisn1os cie defense.

Para clio se evaluaron los cambios en ei grado de expresidn del gen reeiir:a en la

transicidn de la enfermedad infiamatoria y la progresidn hacia el desarrollo del cancer

de colon, midiendo la abundancia del ARNm de la recline Bn muestras humanas de

35 colon sano (regioi7es a'a/acies cie Ios acleiiocarclnornias), cle Goloii cie pacientes con



WO 2020/178469 PCT/ES2020/070156

colitis ulcerosa, pd!ipos, adenomas y adenocarcinomas.

La figure 1 muestra ei ngmero de veces clue cambia la abundancia de ARhlm de

recline en cade patologia respecto al colon sano. Los resultados revelan que, con

5 resp cto al colon sano, dicha abundancia aument- corno 10 vece ~ en las muestras de

colitis ulcerosa i10,15 + 3,39 veces), ligerarnente en los polipos (2,78 + 0,30 veces) y

disminuye progresivamente conforme evan a la gravedad de la enfermedad en los

adenomas!-2,96 + 1,04 veces) y adenocarcinomas!-12,74 + 5.29 veces).

10 En la table 'I se muestran los va!Ores de refe!'B!1cia dei ngmero de veces que cambia la

expresidn del ARftm de recline para diagnosticar cade patologia. Por tanto, un

aumento de la expresidn de recline de mas de 7 veces indicaria que se trata de una

muestra con un proceso inflamatorio:, si el aumento es de hasta 3 veces, nos

encontramos can un poqipo no adenomatoso; si disminuye can respecto ai colon sano,

'l5 indicaria un proceso carcinogenico; si la disminucion es de hasta 4 veces, seria

clasificado corno un adenoma de bajo grado de displasia, y si es mayor de 7 veces

IAdlcal'Ia uA adeAocai'cil7omia. Valoies II7terITIBdios podrlan sel'stM!os tl'aAslcloAales

que se pueden corroborar con los anaqisis ar,atomo-patoldgicos.

20 Table 1. Valores de referencia de niveles de expresion del ARNm de recline.

Estos resultados indican que la expresibn de recline disminuye con la gravedad de la

enfermedad Sin ester vinculado a ninguna teoria, se piensa que, en respuesta a un

dano tisular,. con;o la inflamacidn o lesiones precancerosas en el colon, aumel,ta la

25 expresidn de recline para reestabiecer la bar era intestinal y posibiemente facilitar la

reparacidn tisular, pem fa rep esidn de la expresidn de ree!ina indica que ei

microambiente ha cambiado a otro que favorece el desarrollo de lesiones mas graves

corno los adenomas o los adenocarcinomas. Dado que la expresion de recline se
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modlf!CB 8 medlda gLIB IB patologla pl ogfesa DI Qponei'Aos 8 IB I eeIIna cot no

bion;Brcador en la trarisicidin entre la enfermedad inflamatoria intest;nal y ei cancer de

colon, Bdemas de ser util para la evaluacion del pronostico clinico.
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RE!V!NDICACIGNES

"I. Un metodo in v;fro para detem1inar el prondstico de una enfermedad intestinai er, un

su}etc qUB comprende

a) cuantificar los niveies de expresidn del gen que codifica la reelina en una

muestra biologica aislada de dicho su}etc, y

b) comparer los niveles de expresidr, obtenidos en la etapa (a) con un nivel de

refeiencla,

en el que unos niveles de expresidn del gen que codifica la recline mayores que el

10 nival de referencia, son indicativos de que !a enfermedad intestinal es leve y el

prondstico es bueno, mientras que unos niveles de expresidn del gen que codifica la

reelina menores que el nivel de referencia son indicativos de que la enferrnedad

intestinal es grave y el prondstico es malo.

'l5 2. Metodo segun la reivsndicacid!n 7, en el que la enfermedad intestinal es una

enfermedad inflamatoria intestinal, pdlipos intestinales, un adenorfla o un

ade!1ocal'clnon18.

3. Metodo seggn la reivindicacidn 2, en el que!a enfermedad ir.flamator!a intestinal es

20 colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn.

4. Metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 3, en el que ei gen que

codifica la recline comprende una secuencia de nucledtidos con uf:8 identidad de

secuencia de, al menos, un 60, 65, 70, 75, 80, 85. 90, 95 o 99 ok con la secuencia

25 SEQ ID NCr 'I.

5. Metodo segUn LI:!8 cL!alqL!lef'8 de Ias reivll1dlcac!ol1es I 8 4, en el que la

cuantificacidn de los niveles de expresidn del gen que codifica la recline comprende la

cU8!1tlflcacion riel ARN fnensajero {ARNn1} Ge Qlcho gen 0 dei ADN coQlflean{8 (ADNc)

30 de dicho gen.

6. fvtetOdo Seg.'in una Cualquiera de iaS: eiVindiCaCIOneS "I a 5, en el que

cuantificacion de los niveies de expresion de! gen que codifica la ree!ina se realize

mediante una reaccion en cadena de la polimerasa.,hibridacidn in situ. o mediante un

35 al'ray de AD!N 0 ARN.
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7. Metodo seggn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la

cuantiflcacidn de los nlveles de expresion del gen que codifica la recline comprende la

cuantificacidn de los niveles de proteina codificada por dicho gen

B. Metodo seggn la re!Snndicacicln 7, en el que la cuantificac!dn de los niveles de

proteina se realize mediante western blot, ELISA o un array de proteinas.

9. Metodo segun una cualqulera de las reivindlcaciones 1 a 5, en el que la muestra

10 tilologlca se selecclona del glUpo qUB GGAslste Bn sa!Agte, blopsla y crine.

'I0. Metodo segun una cualquiera de las reivindlcaciones 'I a 9, en el que el sujeto es

un mamifero, preferiblemente un primate, mas preferiblemente, un hulnal,o

'l5 'I'I. Un metodo IA vitro para diagnosticar una enfermedad Intestinal en un sujeto que

comprende

a/ cuantificar los niveles de expresion del gen que codifica la recline en una

muestra bioldgica alslada de dicho suleto, y

b) comparer los niveles de expresior. obienidos en la etapa (aj con un nival de

20 referencia,

Bn Bl qUB

si los niveles de expresidn de! gen que codifica la recline son 5 veces mayores o

iguales que el nival de referencia, entonces el ind viduo padece una enfermedad

intestinal inflamatoria,

25 - si los niveles de expresidn del gen que codifica la recline son hasta 5 veces

'Aayol'Bs qUB BI Ihlvei de I Bfel'elncla, Bntonces Bl Indlv!duo padece UA poilpo

intestinal.

si los niveles de expresldn del gen que codifica la recline son hasta 5 veces

menores que el nival de eferencia, entonces el inolviduo paoece un adenoma, o

30 - si los niveles de expresidn del gen que codifica la recline son, al mer:os, 5 veces

menores o iguaies que el nival de referencia, entonces el individuo padece un

adenoca! clnoITla.

12. Metodo segun la reivindicacidn 11, en el que el gen que cod!fice la recline

35 comprende una secuencia de nucledtidos con una identidad de secuencia de, al
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menos, un 60. 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 99 '!o con la secuencia SEQ ID NQ: 1.

'l3. IV!etodo seggn, la reivindicac!6n 11 o 12, en el que la cuantificacion de!os nrveles

de expresidn del gen que codifica la recline comprende la cuantificacidn del ARN

5 !nensajel'o (ARNm/ de dicho gen 6 del ADN codificante (ADNc) de dicho gen,

14. Metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que la

cuantificacidn de los niveles de expresion del gen que codifica la reeiir:a se realize

med ante una reaccidin en cadena de la polimerasa, hibridacibn in situ, o med!ante un

10 array de ADN o ARN.

'l5. Metodo segun la reivind!cac!on 11 o 12, en el que la cuantificacion de Ios nlveles

de expresidn del gen que codifica la ree!ina comprende la cuantificacidn de los r,iveles

de proteir,a codificada por dicho gen.

16. Metodo seggn la reivindicacidn 15, en el que la cuantificacidn de los niveles de

proteina se reali a mediante vvestern blot. ELISA o un array de proteinas.

'l7. Metodo seggn una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, en el que la muestra

20 bioldgica se selecciona del grupo que consiste en sangre, b:opsia y orina.

18. Metodo seggn una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17, en el que el suieto

es un mamifero, prefenblemente un primate, mas preferiblemente.,un humano.

25 19. Un kit que comprende los reactivos necesarios para determiner los niveles de

expresidin del ger, que codifica la recline, e!7 donde dichos reactivos compre!7den

- una pareja de cebadores que hibrida de forma especifica con la secuencia de

nucledtidos del gen que codifica la recline, y.'o

- una sonda que hibrida de forms especif!ca con la secuencia de nucieot!dos de! gen

30 que cod!fice la reel!na, y,'o

— uno o varios anticuerpos que reconocen de forms especifica la proteina codificada

po! el gen que codifica la!'eel!na.

20. Kit segun la reivindicacibn 19, en la pareja de cebadores comprende las

35 secuencias SEQ ID NQ: 2 y SEQ iD NQ: 3
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21. Kit seggn la reivindicacion 19 o 20, en el que el gen que codifica la recline

comprende una secuencia de nucieotidos con una jdentidad de secuencia de, ai

menos, un 80, 85, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 99 '/o con la secuencia SEQ ID NO: 1.

22. Uso de un kit segun una cualqutera de las re vindicaciones 'I9 a 2", para determiner

el pronostico de una enfermedad intestinal en un sujeto, yio para diagr.osticar una

enfermedad intestinal en un sujeto.

10 23. Uso de un kit seggn una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21 para la puesta

en prActica de un metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o de un

metodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18.
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