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ES 2 305 087 T3

DESCRIPCIÓN

Polinucleótidos relacionados con el cáncer de colon.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a genes expresados diferencialmente en el cáncer de colon y en la displasia. Más
concretamente, se refiere a polinucleótidos que se regulan diferencialmente en el cáncer de colon y a los productos
génicos codificados.

Antecedentes de la invención

El cáncer de colon es la segunda causa de mortalidad relacionada con el cáncer en Estados Unidos. La Sociedad
Estadounidense contra el Cáncer estimó que habría aproximadamente 94.700 nuevos casos de cáncer de colon en
Estados Unidos en 1999 y que el cáncer de colon sería responsable de aproximadamente 47.900 muertes. El colon
tiene cuatro partes: el colon ascendente, el colon transverso, el colon descendente y el colon sigmoide, terminando
con el recto. Los pólipos adenomatosos o los adenomas, lesiones benignas comunes que se convierten en carcinomas,
se pueden desarrollar en cualquiera de las cuatro partes del colon o en el recto. Más del 95% de los cánceres de colon
son adenocarcinomas o cánceres de las células que revisten el interior del colon. El cáncer de colon frecuentemente se
metastatiza hasta el hígado y el pulmón.

A diferencia del cáncer de pulmón, en el que se ha identificado el consumo del tabaco como el principal factor
etiológico responsable de la enfermedad, los mecanismos fundamentales subyacentes del cáncer de colon son com-
plejos y no se comprenden del todo. Se cree que los factores alimenticios favorecen la carcinogénesis, especialmente,
un consumo elevado de grasas. A nivel molecular, se sospecha de la existencia de un proceso de múltiples etapas que
implica un número de mutaciones en la progresión de los adenomas a tumores de colon (Vogelstein et al. (1988) N.
Engl. J Med. 319: 525-532). El desarrollo y la progresión del cáncer de colon está conducido por mutaciones secuen-
ciales en tres tipos de genes: oncogenes, genes de supresión tumoral y genes de reparación de apareamientos erróneos,
que controlan la velocidad de las mutaciones de otros genes, incluyendo la de los oncogenes y de los genes de supre-
sión tumoral. Estas mutaciones se producen como resultado de una predisposición genética (mutaciones de la línea
germinal) o en respuesta a factores ambientales (mutaciones somáticas).

Se han identificado varias mutaciones que están asociadas con el cáncer de colon. Las mutaciones de la línea ger-
minal que se han relacionado con el cáncer de colon hereditario o familiar incluyen al gen de supresión tumoral de la
poliposis coli adenomatosa (PCA) (Lengauer et al. (1991) Science 253: 665-669) y los genes de reparación de apa-
reamientos erróneos MutL y MutS (Modrich (1995) Phil. Trans. R. Soc. Lond. B 347: 89-95; Kolodner (1996) Genes
Dev. 10: 1433-1442). El PCA defectuoso ha sido implicado en la poliposis adenomatosa familiar (PAF) y los genes
MutL y MutS en el cáncer colorrectal no polipoide hereditario (CCNPH). Las mutaciones somáticas identificadas en
asociación con el cáncer de colon esporádico incluyen los ocogenes K-ras, c-myc y los genes de supresión tumoral
p53, PCA, la proteína activadora de GTPasa de la neurofibromatosis de tipo 1 (PAG NF1), eliminadas en el cáncer de
colon (ECC) y mutadas en el cáncer de colon (MCC) (Midgley et al. (1999) Lancet 353: 391-399). Los documentos
WO 99/33963 y WO 00/22130 describen genes marcadores expresados diferencialmente que son regulados secuencia
arriba en el cáncer de colon. El número de acceso AAZ 52884 describe el aislamiento de una secuencia altamente
similar de una genoteca de ADNc del tumor de próstata humano.

El cáncer de colon es muy tratable y a menudo curable cuando se detecta y se trata en fases tempranas. Los procedi-
mientos de diagnóstico convencionales incluyen los procedimientos invasivos, tales como la exploración rectal digital,
la sigmoidoscopía, la colonoscopia y la exploración intestinal con bario, así como procedimientos no invasivos, tales
como el análisis de sangre oculta fecal y el rastreo genético. El rastreo de marcadores tumorales está particularmente
indicado para la identificación de la enfermedad hereditaria, así como para la diagnosis de recurrencia. Por ejemplo, el
rastreo del antígeno carcinoembriónico (ACE) se usa para diagnosticar la recurrencia asintomática. Los nuevos proce-
dimientos de diagnóstico incluyen técnicas de formación de imágenes de fluorescencia inducida por láser que pueden
detectar células cancerosas sobre la superficie epitelial o en el interior de la pared del colon (véase, p. ej., von Rueden
et al. (1993) J. Surg. Oncol. 53: 43-46).

Los enfoques terapéuticos convencionales para tratar el cáncer de colon incluyen la resección quirúrgica, la radia-
ción y la quimioterapia, incluyendo la terapia con adyuvantes. Los enfoques terapéuticos génicos incluyen la transfe-
rencia de genes de citoquina o de inmunoantígenos, la transferencia de sistemas de enzima-profármaco (véase, p. ej.,
Huber et al. (1993) Cancer Res. 53: 4619-4626) y el reemplazo de genes de supresión tumoral (véase, p. ej., Venook
et al. (1998) Proc. ASCO 17:431a) usando vectores víricos (Zwacka et al. (1998) Hematol. Oncol. Clin. North Am.
12: 595-615).

Aunque se han identificado varios genes asociados con el cáncer de colon, la identificación de otros genes aso-
ciados con el desarrollo (o la inhibición del desarrollo) del cáncer de colon puede proporcionar otras herramientas
de diagnóstico y dianas terapéuticas. La identificación de los genes que se expresan diferencialmente en el cáncer de
colon es particularmente importante en el avance del descubrimiento de fármacos, de las tecnologías de diagnóstico y
de la comprensión de la progresión y la naturaleza del cáncer de colon. La invención proporciona la identificación de
tales genes expresados diferencialmente.
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Resumen de la invención

Esta invención se refiere a polinucleótidos que representan genes expresados diferencialmente en el cáncer de
colon, p. ej., el pólipo adenomatoso, el carcinoma colorrectal, el tumor de colon de alto potencial metastásico y el
cáncer de colon metastásico. La invención también se refiere a técnicas de diagnóstico y terapéuticas que comprenden
tales polinucleótidos, sus correspondientes genes o productos génicos, incluyendo sondas, nucleótidos antisentido y
anticuerpos.

Por consiguiente, en un aspecto, la invención muestra un procedimiento para identificar una célula de colon can-
cerosa, implicando el procedimiento la detección de al menos un producto génico expresado diferencialmente, en el
que el producto génico está codificado por un gen que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 en una muestra
de análisis, estando la muestra de análisis derivada de una célula de análisis sospechosa de ser una célula de colon
cancerosa, y la comparación del nivel de expresión del producto génico expresado diferencialmente detectado con el
nivel de expresión del producto génico expresado diferencialmente de una muestra control, estando la muestra control
derivada de una célula de colon cancerosa. La detección del nivel de expresión del producto génico expresado dife-
rencialmente de la muestra de análisis que es similar al nivel de expresión del producto génico de la muestra control
indica que la célula de análisis es una célula de colon cancerosa. En una realización, la detección se realiza mediante la
hibridación de la muestra de análisis con un alineamiento de referencia, comprendiendo el alineamiento de referencia
una secuencia identificadora de SEQ ID NO: 1.

La invención también describe un procedimiento para identificar una célula de colon cancerosa, implicando el
procedimiento la detección de al menos un producto génico diferencialmente expresado, en el que la detección se
realiza detectando la hibridación de un polinucleótido que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 en una muestra
de análisis, estando la muestra de análisis derivada de una célula de análisis sospechosa de ser una célula de colon
cancerosa, y la comparación del nivel de hibridación del producto génico expresado diferencialmente detectado con
el nivel de hibridación del producto génico expresado diferencialmente de una muestra control, estando la muestra
control derivada de una célula de colon cancerosa. La detección del nivel de hibridación del producto génico expresado
diferencialmente de la muestra de análisis que es similar al nivel de hibridación del producto génico de la muestra
control indica que la célula de análisis es una célula de colon cancerosa. En una realización, la detección se realiza
mediante la hibridación de la muestra de análisis con un alineamiento de referencia, comprendiendo el alineamiento
de referencia una secuencia identificadora de SEQ ID NO: 1.

La invención también describe un polinucleótido aislado que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 o va-
riantes degeneradas de la misma. En aspectos relacionados, la invención muestra alineamientos y células huésped
recombinantes que comprenden un polinucleótido de la invención. En una realización, el polinucleótido incluye la
secuencia de nucleótidos de un inserto contenido en un clon descrito en la presente memoria y depositado en la ATCC.

En otro aspecto, la invención muestra un polipéptido aislado codificado por un gen expresado diferencialmente de
la invención, así como anticuerpos que se unen específicamente a tales polipéptidos.

En otro aspecto, la invención muestra composiciones terapéuticas que comprenden un agente activo para la mo-
dulación de la expresión de un gen expresado diferencialmente en células de colon canceroso. Por ejemplo, el agente
activo de la composición terapéutica puede efectuar una disminución de la actividad biológica de un producto génico
codificado por un gen que está sobre-expresado en una célula cancerosa en comparación con una célula normal o
puede efectuar un aumento de la actividad biológica de un producto génico codificado por un gen infra-expresado en
una célula cancerosa en comparación con una célula normal.

La invención también muestra una genoteca de genes expresados diferencialmente, en la que la genoteca incluye
la información secuencial del polinucleótido de SEQ ID NO: 1.

La genoteca puede proporcionarse como un alineamiento de ácidos nucleicos o en un formato electrónico, y puede
incluir cantidades relativas del polinucleótido de la SEQ ID NO: 1, siendo las cantidades relativas representativas de
las cantidades relativas del polinucleótido encontrado en una célula de colon enfermo.

Un objeto fundamental de la invención consiste en proporcionar polinucleótidos correspondientes a genes expre-
sados diferencialmente, y fragmentos de los mismos, que sean útiles en el diagnóstico del cáncer de colon, así como
en la creación de fármacos y terapias.

Tras leer la descripción proporcionada en la presente memoria, habrá diversos aspectos y realizaciones de la in-
vención fácilmente comprensibles por el experto habitual de la técnica.

Breve descripción de las figuras

La Fig. 1 es una gráfica que muestra los niveles de los mensajes del gen correspondiente a SK2 (c9083, SEQ ID
NO: 3) en las líneas celulares indicadas.

La Fig. 2 es una gráfica que muestra el efecto de los oligonucleótidos antisentido SK2 (9083) en los niveles de los
mensajes del gen correspondiente a SK2 (SEQ ID NO: 3).
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Las gráficas de las figuras 3 y 4 muestran el efecto de los oligonucleótidos antisentido SK2 (9083) en la prolifera-
ción de células SW620 (Fig. 3) o de una línea celular no colónica, la HT1080 (Fig. 4).

La Fig. 5 es una gráfica que muestra el efecto de los oligonucleótidos antisentido en el gen correspondiente al
grupo 378805 en el crecimiento de células SW620 (31-4as: antisentido; 31-4rc: control inverso; TS: control de tipo
silvestre (no oligo)).

Las Fig. 6-8 son gráficas que muestran los resultados del análisis de proliferación con análisis de SW620 para
examinar los efectos de la expresión de K-Ras (control, Fig. 6), el gen correspondiente a c3376 (CHIR11-4) y el gen
correspondiente a 402380 (CHIR33-4).

La Fig. 9 es una gráfica que muestra los efectos de la expresión de genes correspondientes a K-Ras (control) y a
402380 (CHIR33-4) en la formación en el colon de células SW620 en agar disuelto (valores normalizados con respecto
a WST 1).

Descripción detallada de la invención

Antes de seguir describiendo la presente invención, se entenderá que la invención no se limita a las realizaciones
particulares de la invención descritas a continuación, pues se pueden realizar variaciones de las realizaciones particu-
lares sin que dejen de pertenecer al ámbito de las reivindicaciones anexas. También se entenderá que la terminología
empleada se hace a efectos de describir las realizaciones particulares, y no pretende ser restrictiva. En cambio, el
ámbito de la presente invención estará establecido por las reivindicaciones anexas.

En esta memoria y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares de los artículos “un”, “una”, “el” y “la”
incluyen sus referencias en plural, a no ser que el contexto establezca claramente algo distinto. A no ser que se definan
de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria tienen el mismo significado
entendido comúnmente por cualquier experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invención.

La invención se refiere a polinucleótidos que comprenden las secuencias de nucleótidos reveladas, a ADNc de
longitud completa, a secuencias genómicas de ARNm y a los genes correspondientes a estas secuencias, así como a
las variantes degeneradas de las mismas, y a los polipéptidos codificados por los polinucleótidos de la invención y
a las variantes de polipéptido. La siguiente descripción detallada describe las composiciones de los polinucleótidos
englobadas por la invención, los procedimientos para obtener ADNc y ADN genómico codificante de un producto
génico de longitud completa, la expresión de estos polinucleótidos y genes, la identificación de los motivos estructu-
rales de los polinucleótidos y de los genes, la identificación de la función de un producto génico codificado por un
gen correspondiente a un polinucleótido de la invención, el uso de los polinucleótidos proporcionados como sondas
y en el mapeo y el perfilado de tejidos, el uso de los correspondientes polipéptidos y de otros productos génicos para
generar anticuerpos, y el uso de los polinucleótidos y sus productos génicos codificados a efectos terapéuticos y de
diagnóstico.

Definiciones

Los términos “polinucleótido” y “ácido nucleico”, usados indistintamente en la presente memoria, se refieren a
formas poliméricas de nucleótidos de cualquier longitud, bien ribonucleótidos o desoxinucleótidos. De este modo,
estos términos incluyen además, pero no se limitan a, ADN o ARN mono-, bi- o multicatenario, ADN genómico,
ADNc, híbridos de ADN-ARN, o un polímero que comprende bases de purina o pirimidina u otras bases de nucleó-
tido química o bioquímicamente modificadas, no naturales o derivadas. Estos términos incluyen además, pero no se
limitan a, ARNm o ADNc que comprende secuencias intrónicas (véase, p. ej., Niwa et al. (1999) Cell 99(7): 691-
702). El esqueleto del polinucleótido puede comprender azúcares y grupos fosfato (como se pueden encontrar común-
mente en el ARN o el ADN) o azúcares o grupos fosfato sustituidos o modificados. Alternativamente, el esqueleto del
polinucleótido puede comprender un polímero de subunidades sintéticas tales como fosforamiditas y, de este modo,
puede ser un fosforamidato de oligodesoxinucleósido o un oligómero mixto de fosforamidato-fosfodiéster. Peyrottes
et al. (1996) Nucl. Acids Res. 24: 1841-1848; Chaturvedi et al. (1996) Nucl. Acids Res. 24: 2318-2323. Un poli-
nucleótido puede comprender nucleótidos modificados, tales como nucleótidos metilados o análogos de nucleótidos
metilados, uracilo, otros azúcares y grupos de unión, tales como fluororribosa y tioato, así como ramas de nucleótidos.
La secuencia de nucleótidos puede estar interrumpida por componentes no nucleotídicos. Se puede modificar más un
polinucleótido tras la polimerización, tal como mediante la conjugación con un componente de marcaje. Otros tipos de
modificaciones incluidas en esta definición son las caperuzas, la sustitución de uno o más de los nucleótidos naturales
por un análogo y la introducción de medios de unión del polinucleótido a proteínas, iones metálicos, componentes de
marcaje, otros polinucleótidos o un soporte sólido.

Los términos “polipéptido” y “proteína”, usados indistintamente en la presente memoria, se refieren a una for-
ma polimérica de aminoácidos de cualquier longitud, que puede incluir aminoácidos codificados y no codificados,
aminoácidos química o bioquímicamente modificados o derivados, y polipéptidos que tengan esqueletos peptídicos
modificados. El término incluye proteínas de fusión, incluyendo, pero no limitándose a, proteínas de fusión con una
secuencia de aminoácidos heteróloga, fusiones con secuencias líderes homólogas y heterólogas, con o sin residuos de
metionina N-terminales; proteínas marcadas inmunológicamente, y similares.
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“Heterólogo” significa que los materiales están derivados de diferentes fuentes (p. ej., de diferentes genes, diferen-
tes especies, etc.).

El término “gen expresado diferencialmente” pretende englobar un polinucleótido que representa o se corresponde
con un gen que está expresado diferencialmente en una célula de colon cancerosa en comparación con una célula del
mismo tipo celular que no es cancerosa. Tal gen expresado diferencialmente puede incluir un marco de lectura abierto
que codifica un producto génico (p. ej., un polipéptido), así como intrones de tales genes y secuencias de nucleótidos
no codificantes de 5’ y 3’ adyacentes implicadas en la regulación de la expresión, hasta aproximadamente 20 kb más
allá de la región codificante, pero posiblemente además en cualquier dirección. El gen puede introducirse en un vector
apropiado para el mantenimiento extracromosómico o para la integración en un genoma huésped. En general, una di-
ferencia en el nivel de expresión asociada con una disminución del nivel de expresión del al menos aproximadamente
25%, habitualmente, del al menos aproximadamente 50% al 75%, más habitualmente del al menos aproximadamente
90% o más es indicativa de un gen expresado diferencialmente de interés, i.e., un gen que está infra-expresado o regu-
lado secuencia abajo en una muestra de análisis en comparación con una muestra control. Además, una diferencia en el
nivel de expresión asociada con un aumento del nivel de expresión del al menos aproximadamente 25%, habitualmen-
te, del al menos aproximadamente 50% al 75%, más habitualmente del al menos aproximadamente 90%, pudiendo ser
un aumento al menos aproximadamente una vez y media más, habitualmente, al menos aproximadamente 2 veces más
a aproximadamente 10 veces más, pudiendo ser de aproximadamente 100 veces más a aproximadamente 1.000 veces
más, en comparación con una muestra control, es indicativa de un gen expresado diferencialmente de interés, i.e., un
gen sobre-expresado o regulado secuencia arriba.

“Polinucleótido expresado diferencialmente” como se usa en la presente memoria significa una molécula de ácido
nucleico (ARN o ADN) que comprende una secuencia que representa un gen expresado diferencialmente, p. ej., el
polinucleótido expresado diferencialmente comprende una secuencia (p. ej., un marco de lectura abierto codificante de
un producto génico) que identifica excepcionalmente un gen expresado diferencialmente de manera que la detección
de un polinucleótido expresado diferencialmente en una muestra guarda correlación con la presencia de un gen ex-
presado diferencialmente o un producto génico de un gen expresado diferencialmente en una muestra. Por ejemplo, la
detección de un polinucleótido en una muestra que se hibrida (p. ej., en condiciones restrictivas) con un polinucleótido
expresado diferencialmente es indicativo de la presencia del correspondiente gen expresado diferencialmente en la
muestra. “Polinucleótidos expresados diferencialmente” también pretende englobar fragmentos de los polinucleótidos
revelados, p. ej., fragmentos que conservan la actividad biológica, así como ácidos nucleicos que son homólogos, sus-
tancialmente similares o sustancialmente idénticos (p. ej., que tienen una identidad secuencial del aproximadamente
90%) con los polinucleótidos revelados.

“Correspondiente a”, “que se corresponde con” o “que representa” cuando se usan en el contexto de, por ejemplo,
un polinucleótido o una secuencia “correspondiente a”, “que se corresponde con” o “que representa” un gen significa
que una secuencia del polinucleótido está presente en el gen o en el producto génico del ácido nucleico (p. ej., ARNm).
El polinucleótido puede estar completamente presente en un exon de una secuencia genómica del gen o diferentes
partes de la secuencia del polinucleótido pueden estar presentes en diferentes exones (p. ej., tal que la secuencia de
polinucleótido contigua esté presente en un ARNm, bien antes o después del corte y empalme, es decir, un producto de
expresión del gen). En algunas realizaciones, el polinucleótido puede representar o corresponderse con un gen que esté
modificado en una célula cancerosa en comparación con una célula normal. Por ejemplo, el gen de la célula cancerosa
se puede modificar mediante la inserción de un retrovirus endógeno, un elemento transponible u otro ácido nucleico
natural o no natural. En tales casos, el polinucleótido puede incluir tanto secuencias del gen nativo (p. ej., el gen sin la
secuencia heteróloga) como secuencias no nativas insertadas.

“Gen” se usa generalmente en la presente memoria para englobar un polinucleótido que codifica un producto
génico, p. ej., una secuencia de ácido nucleico que define un marco de lectura abierto.

“Producto génico”, como se usa en la presente memoria, pretende englobar todo o una parte de un producto
de expresión de un gen correspondiente a un polinucleótido descrito en la presente memoria, incluyendo, pero no
necesariamente limitándose a, una molécula de ARN o un polipéptido.

“Diagnosis”, como se usa en la presente memoria, incluye generalmente la determinación de la susceptibilidad de
un sujeto a una enfermedad o a un trastorno, la determinación de si un sujeto está afectado en el presente por una
enfermedad o un trastorno, así como al pronóstico de un paciente afectado por una enfermedad o un trastorno. La
presente invención engloba la diagnosis de sujetos en el contexto del cáncer de colon (p. ej., el pólipo adenomatoso,
el carcinoma colorrectal), así como de cualquier fase de tales cánceres (p. ej., fases I a IV de gravedad).

“Cáncer de colon”, como se usa en la presente memoria, pretende englobar las formas benignas o malignas del
cáncer de colon y del cáncer rectal; las formas no metastásicas, premetastásicas y metastásicas del cáncer de colon;
y cualquier tipo particular de cáncer surgido de células del colon o del recto (p. ej., pólipo adenomatoso, carcinoma
colorrectal y similares).

Los términos “individual”, “sujeto”, “huésped” y “paciente” se usan indistintamente en la presente memoria y se
refieren a cualquier sujeto mamífero para quien se desea una diagnosis, un tratamiento o una terapia, particularmente a
seres humanos. Otros sujetos pueden incluir ganado, perros, gatos, cerdos de guinea, conejos, ratas, ratones, caballos,
etc.
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El término “muestra” o “muestra biológica” engloba una variedad de tipos de muestras obtenidas de un organismo
y que se pueden usar en un análisis de diagnóstico o de control. El término engloba sangre y otras muestras líquidas de
origen biológico, muestras de tejidos sólidos, tales como una muestra de biopsia o cultivos tisulares, o células derivadas
de los mismos, y la progenie de las mismas. El término engloba muestras que han sido manipuladas de cualquier modo
tras su obtención, tal como mediante un tratamiento con reactivos, una disolución o un enriquecimiento en ciertos
componentes. El término engloba una muestra clínica y también incluye células de un cultivo celular, sobrenadantes
celulares, lisados celulares, suero, plasma, fluidos biológicos y muestras tisulares.

Una “célula huésped”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un microorganismo o a una célula eucariota
o a una línea celular cultivada como una entidad unicelular que puede ser, o ha sido, usada como receptor de un
vector recombinante u otros polinucleótidos de transferencia, e incluye la progenie de la célula original que ha sido
transfectada. Se entiende que la progenie de una única célula puede no ser necesariamente completamente idéntica en
morfología o en complemento de ADN genómico o total que el progenitor original, debido a una mutación natural,
accidental o deliberada.

Los términos “cáncer”, “neoplasma”, “tumor” y “carcinoma” se usan indistintamente en la presente memoria para
referirse a células que presentan un crecimiento relativamente autónomo, tal que presentan un fenotipo de crecimiento
aberrante caracterizado por una pérdida significativa del control de la proliferación celular. En general, las células de
interés para la detección o el tratamiento en la presente solicitud incluyen células precancerosas (p. ej., benignas),
malignas, premetastásicas, metastásicas y no metastásicas. La detección de una célula cancerosa es de particular
interés.

“Fenotipo canceroso” se refiere generalmente a cualquiera de una variedad de fenómenos biológicos que son
característicos de una célula cancerosa, pudiendo los fenómenos variar con el tipo de cáncer. El fenotipo canceroso se
identifica generalmente por anomalías en, por ejemplo, el crecimiento o la proliferación celular (p. ej., un crecimiento
o una proliferación incontrolada), la regulación del ciclo general, la movilidad celular o la interacción entre células.

“Agente terapéutico” se refiere generalmente a un gen o a un producto génico que, tras la modulación de su
actividad (p. ej., mediante la modulación de la expresión, la actividad biológica y similares) puede proporcionar la
modulación del fenotipo canceroso.

Como se usa en la presente memoria, “modulación” pretende referirse a un aumento o a un descenso del fenómeno
indicado (p. ej., la modulación de una actividad biológica se refiere a un aumento de una actividad biológica o una
disminución de una actividad biológica).

Perspectiva general de la invención

En general, la invención se basa en el descubrimiento de polinucleótidos que representan genes que están expre-
sados diferencialmente en células cancerosas del colon. La expresión diferencial de los genes en las células del colon
afectadas por un cáncer se determina mediante, por ejemplo, la detección de los genes expresados en una célula cance-
rosa del colon y mediante la comparación del nivel de la expresión del gen (p. ej., bien cualitativa o cuantitativamente)
con la expresión de esos mismos genes en una célula normal del colon (i.e., una célula de colon que no está afectada
por un cáncer de colon).

Los polinucleótidos correspondientes a los genes expresados diferencialmente descritos en la presente memoria
se identificaron usando visualizaciones diferenciales de muestras de células normales de colon, células colónicas de
tumor primario, células colónicas de tumor metastásico y células de pólipo adenomatoso. La secuencia de los polinu-
cleótidos específicos que representan los genes expresados diferencialmente de la presente invención se muestran las
SEQ ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11-13, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 27 y 29.

Composiciones de polinucleótido

El ámbito de la invención con respecto a las composiciones de polinucleótido incluye, pero no se limita necesaria-
mente a, los polinucleótidos que comprenden una secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, los polinucleótidos obtenidos
de los materiales biológicos descritos en la presente memoria o de otras fuentes biológicas (particularmente de fuentes
humanas) mediante la hibridación en condiciones restrictivas (particularmente, en condiciones muy restrictivas); los
genes correspondientes a los polinucleótidos proporcionados; las variantes de los polinucleótidos proporcionados y
sus correspondientes genes, particularmente, aquellas variantes que conservan una actividad biológica del producto
génico codificado (p. ej., una actividad biológica atribuida a un producto génico correspondiente a los polinucleótidos
proporcionados como resultado de la asignación del producto génico a una/s familia/s de proteínas y/o de la identifi-
cación de un dominio funcional presente en el producto génico). Otras composiciones de ácido nucleico contempladas
por y en el ámbito de la presente invención resultarán fácilmente comprensibles por cualquier experto habitual en la
técnica cuando sea provisto de la presente revelación.

“Polinucleótido” y “ácido nucleico” como se usan en la presente memoria indistintamente con referencia a los áci-
dos nucleicos de la composición no pretenden estar limitados a la longitud o a una estructura del ácido nucleico a no
ser que si indique específicamente lo contrario. Además, los polinucleótidos descritos en la presente memoria pueden
constar esencialmente de secuencias de exones, p. ej., secuencias que definen un marco de lectura abierto y codifican
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todo o una parte de un producto génico. El término “que consta esencialmente de” en el contexto de un polinucleótido
descrito en la presente memoria significa que el polinucleótido está compuesto de una secuencia codificante de un
marco de lectura abierto, pudiendo estar la secuencia flanqueada por cualquiera entre una variedad de secuencias que
no afectan materialmente a la/s característica/s básica/s del producto génico codificado. Las secuencias flanqueantes
adecuadas incluyen, pero no se limitan necesariamente a, secuencias promotoras, secuencias potenciadoras, sitios de
inicio y/o terminación de la transcripción, secuencias de constructos o de vectores, (p. ej., secuencias que proporcionan
la manipulación del polinucleótido en una molécula lineal o circular, incluyendo, pero no necesariamente limitándose
a, secuencias para la replicación y el mantenimiento del constructo o del vector, secuencias codificantes de productos
génicos que proporcionan la selección (p. ej., la resistencia o la sensibilidad a antibióticos, los factores que afectan al
crecimiento en medios con o sin suplementos y similares)), las secuencias que proporcionan la producción de una pro-
teína de fusión con el polinucleótido y un polipéptido heterólogo (i.e., un polipéptido codificado por un polinucleótido
que procede de una fuente distinta de la del polinucleótido al que está ligado operativamente) y similares.

La invención muestra polinucleótidos que están expresados en tejido humano, específicamente, en tejido de colon
humano. Las composiciones de ácido nucleico de la invención de particular interés comprenden una secuencia expues-
ta en SEQ ID NO: 1 o una secuencia de identificación de la misma. Una “secuencia de identificación” es una secuencia
contigua de residuos de una longitud de al menos aproximadamente 10 nt a aproximadamente 20 nt, habitualmente,
de una longitud de al menos aproximadamente 50 nt a aproximadamente 100 nt, que identifica excepcionalmente una
secuencia de polinucleótidos, p. ej., presenta una identidad secuencial de menos del 90%, habitualmente, de menos del
aproximadamente 80% al aproximadamente 85% con cualquier secuencia de nucleótidos contigua de más de aproxi-
madamente 20 nt. De este modo, las presentes composiciones de ácido nucleico incluyen ADNc o ARNm de longitud
completa que engloban una secuencia de identificación de los nucleótidos contiguos de SEQ ID NO: 1.

Los polinucleótidos de la invención también incluyen los polinucleótidos que tienen una similitud secuencial o una
identidad secuencial. Los ácidos nucleicos que tienen una similitud secuencial se detectan por hibridación en condi-
ciones poco restrictivas, por ejemplo, a 50ºC y 10 x SSC (solución salina 0,9 M/citrato de sodio 0,09 M) y permanecen
unidos cuando se someten a un lavado a 55ºC en 1 x SSC. La identidad secuencial se puede determinar por hibrida-
ción en condiciones restrictivas, por ejemplo, a 50ºC o más y 0,1 x SSC (solución salina 9 mM/citrato de sodio 0,9
mM). Los procedimientos y las condiciones de hibridación son conocidos en la técnica, véase, p. ej., el documento
USPN 5.707.829. Los ácidos nucleicos que son sustancialmente idénticos a las secuencias de polinucleótidos propor-
cionadas, p. ej., las variantes alélicas, las versiones alteradas genéticamente del gen, etc., se unen a las secuencias de
polinucleótidos proporcionadas (SEQ ID NO: 1) en condiciones de hibridación restrictivas. Mediante el uso de son-
das, particularmente, de sondas marcadas de secuencias de ADN, es posible aislar genes homólogos o relacionados.
El origen de los genes homólogos puede ser cualquier especie, p. ej., especie de primates, particularmente, la especie
humana; roedores, tales como ratas y ratones; caninas, felinas, bovinas, ovinas, equinas, de levadura, de nematodos,
etc.

En general, la hibridación se realiza usando al menos 15 nucleótidos (nt) contiguos de SEQ ID NO: 1. Es decir,
cuando se usan al menos 15 nt contiguos de una de las SEQ ID NO reveladas como sonda, la sonda si hibridará
preferiblemente con un ácido nucleico que comprende la secuencia complementaria, permitiendo la identificación y
recuperación de los ácidos nucleicos que se hibridan excepcionalmente con la sonda seleccionada. Las sondas de
más de una SEQ ID NO se pueden hibridar con el mismo ácido nucleico si el ADNc del que fueron derivadas se
corresponde con el mismo ARNm de longitud completa. Se pueden usar sondas de más de 15 nt, p. ej., sondas de
desde aproximadamente 18 nt hasta aproximadamente 100 nt, pero 15 nt representan una secuencia suficiente para
una identificación exclusiva.

Los polinucleótidos de la invención también incluyen las variantes naturales de las secuencias de nucleótidos
(p. ej., las variantes degeneradas, las variantes alélicas, etc.). Las variantes de los polinucleótidos de la invención se
identifican mediante la hibridación de las variantes putativas con las secuencias de nucleótidos reveladas en la presente
memoria, preferiblemente, mediante hibridación en condiciones restrictivas. Por ejemplo, usando las condiciones de
lavado apropiadas, se pueden identificar las variantes de los polinucleótidos de la invención, presentando la variante
alélica a lo sumo del 25-30% de apareamientos erróneos de los pares de bases (pb) en comparación con la sonda de
polinucleótido seleccionada. En general, las variantes alélicas contienen del 15-25% de apareamientos erróneos de los
pb, y pueden contener tan poco como incluso del 5-15% o del 2-5%, o del 1-2% de apareamientos erróneos de los pb,
así como un único apareamiento erróneo de los pb.

La invención también engloba homólogos correspondientes a los polinucleótidos de la SEQ ID NO: 1, pudiendo ser
el origen de los genes homólogos cualquier especie de mamífero, p. ej., especie de primate, particularmente, la especie
humana; roedores, tales como ratas; especies caninas, felinas, bovinas, ovinas, equinas, de levadura, de nematodos,
etc. Entre las especies de mamíferos, p. ej., los seres humanos y los ratones, los homólogos tienen generalmente
una similitud secuencial sustancial, p. ej., una identidad secuencial del 75%, habitualmente del al menos 90%, más
habitualmente del al menos 95% entre las secuencias de nucleótidos. La similitud secuencial se calcula en base a una
secuencia de referencia, que puede ser un subconjunto de una secuencia más larga, tal como un motivo conservado,
una región codificante, una región flanqueante, etc. Una secuencia de referencia tendrá habitualmente una longitud
de al menos aproximadamente 18 nt contiguos, más habitualmente, una longitud de aproximadamente 30 nt, y puede
extenderse a la secuencia completa que esté siendo comparada. Los algoritmos para los análisis de secuencias son
conocidos en la técnica, tales como el BLAST discontinuo, descrito en Altschul, et al. Nucleic Acids Res. (1997) 25:
3389-3402.
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En general, las variantes de la invención tienen una identidad secuencial de más del al menos aproximadamente
65%, preferiblemente, del al menos aproximadamente 75%, más preferiblemente, del al menos aproximadamente
85%, y pueden ser mayores del al menos aproximadamente 90% o más, según lo determinado por el algoritmo de
búsquedas de homología de Smith-Waterman puesto en marcha en el programa MPSRCH (Oxford Molecular). A
efectos de esta invención, un procedimiento preferido para calcular el porcentaje de identidad es el algoritmo de
Smith-Waterman, usando lo siguiente. La identidad secuencial del ADN global debe ser mayor del 65% según lo
determinado por el algoritmo de búsquedas de homología de Smith-Waterman puesto en marcha en el programa
MPSRCH (Oxford Molecular) usando una búsqueda de huecos afines con los siguientes parámetros de búsqueda:
penalización por apertura de hueco: 12; penalización por extensión de hueco: 1.

Los presentes ácidos nucleicos pueden ser ADNc o ADN genómico, así como fragmentos de los mismos, particu-
larmente, fragmentos que codifican un producto génico biológicamente activo y/o son útiles en los procedimientos re-
velados en la presente memoria (p. ej., en la diagnosis, como un identificador exclusivo o un gen expresado diferencial-
mente de interés, etc.): El término “ADNc”, como se usa en la presente memoria, pretende incluir todos los ácidos nu-
cleicos que comparten la distribución de los elementos secuenciales encontrados en las especies de ARNm maduras na-
tivas en las que los elementos secuenciales son exones y regiones no codificantes de 3’ y 5’. Normalmente, las especies
de ARNm tienen exones contiguos, con intrones intercalados, cuando están presentes, que son eliminados mediante el
corte y empalme del ARN nuclear, para crear un marco de lectura abierto codificante de un polipéptido de la invención.

Una secuencia genómica de interés comprende el ácido nucleico presente entre el codón de inicio y el codón de
terminación, según lo definido en las secuencias enumeradas, incluyendo todos los intrones que están normalmente
presentes en un cromosoma nativo. También puede incluir las regiones no traducidas de 3’ y 5’ encontradas en el
ARNm maduro. También puede incluir secuencias reguladores de la transcripción y de la traducción específicas, tales
como promotores, potenciadores, etc., incluyendo aproximadamente 1 kb, pero posiblemente más, del ADN genómico
flanqueante en cualquiera de los extremos 5’ y 3’ de la región transcrita. Es posible aislar el ADN genómico como
un fragmento de 100 kpb o menor, y sustancialmente libre de secuencia cromosómica flanqueante. El ADN genómico
flanqueante de la región codificante, tanto 3’ como 5’, o las secuencias reguladoras internas como se encuentran
algunas veces en los intrones, contiene las secuencias requeridas para la expresión del tejido apropiado, específica de
la etapa o específica del estado patológico.

Las composiciones de ácido nucleico de la invención pueden codificar todos o parte de los presentes polipéptidos.
Se pueden obtener fragmentos bi- o monocatenarios de la secuencia de ADN sintetizando químicamente oligonu-
cleótidos conforme a los procedimientos convencionales, mediante la digestión con enzimas de restricción, median-
te la amplificación por PCR, etc. Los polinucleótidos y los fragmentos de polinucleótido aislados de la invención
comprenden al menos aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 35, apro-
ximadamente 50, aproximadamente 150 a aproximadamente 200, aproximadamente 250 a aproximadamente 300, o
aproximadamente 350 nt contiguos seleccionados de las secuencias de polinucleótidos según lo mostrado en SEQ ID
NO: 1. Para la mayor parte, los fragmentos serán de una longitud de al menos 15 nt, habitualmente, de al menos 18
nt o 25 nt, y de hasta al menos aproximadamente 50 nt contiguos o más. En una realización preferida, las moléculas
de polinucleótido comprenden una secuencia contigua de al menos 12 nt seleccionada del grupo constituido por el
polinucleótido mostrado en SEQ ID NO: 1.

Las sondas específicas de los polinucleótidos de la invención se pueden generar usando las secuencias de polinu-
cleótidos reveladas en SEQ ID NO: 1. Las sondas son preferiblemente al menos aproximadamente un fragmento de
12, 15, 16, 18, 20, 22, 24 o 25 nt de un secuencia contigua correspondiente de SEQ ID NO: 1, y pueden tener una
longitud de menos de 2; 1; 0,5; 0,1 ó 0,05 kb. Las sondas se pueden sintetizar químicamente o se pueden generar a
partir de polinucleótidos más largos usando enzimas de restricción. Las sondas se pueden marcar, por ejemplo, con
una etiqueta radiactiva, biotinilada o fluorescente. Preferiblemente, las sondas se diseñan en base a una secuencia de
identificación de un polinucleótido de SEQ ID NO: 1.

Más preferiblemente, las sondas se diseñan en base a una secuencia contigua de uno de los presentes polinucleóti-
dos que permanecen desenmascarados tras la aplicación de un programa de enmascaramiento para enmascarar la baja
complejidad (p. ej., XBLAST) con la secuencia, i.e., se seleccionaría una región desenmascarada, según lo indicado
por los polinucleótidos exteriores de los tramos de poli-n de la secuencia enmascarada producida por el programa de
enmascaramiento.

Los polinucleótidos de la presente invención se aíslan y obtienen con una pureza sustancial, generalmente, distinta
a la de un cromosoma intacto. Habitualmente, los polinucleótidos, bien como ADN o como ARN, se obtendrán sustan-
cialmente libres de otras secuencias de ácidos nucleicos naturales, generalmente, siendo al menos aproximadamente
un 50%, habitualmente al menos aproximadamente un 90% puros, y comúnmente “recombinantes”, p. ej., flanqueados
por uno o más nucleótidos con los que no están normalmente asociados en un cromosoma natural.

Los polinucleótidos de la invención se pueden proporcionar como una molécula lineal o dentro de una molécula
circular, y se pueden proporcionar dentro de moléculas de replicación autónoma (vectores) o dentro de moléculas
sin secuencias de replicación. La expresión de los polinucleótidos se puede regular mediante sus propias o mediante
otras secuencias reguladoras conocidas en la técnica. Los polinucleótidos de la invención se pueden introducir en
células huésped adecuadas usando una variedad de técnicas disponibles en la técnica, tales como la transferencia
de ADN mediada por policationes de transferrina, la transfección con ácidos nucleicos desnudos o encapsulados, la
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transferencia de ADN mediada por liposomas, el transporte intracelular de perlas de látex revestidas de ADN, la fusión
de protoplastos, la infección vírica, la electroporación, la pistola de genes, la transfección mediada por fosfato de calcio
y similares.

Las presentes composiciones de ácido nucleico se pueden usar, por ejemplo, para producir polipéptidos, como
sondas para la detección de ARNm de la invención en muestras biológicas (p. ej., extractos de células humanas)
para generar más copias de los polinucleótidos, para generar ribozimas u oligonucleótidos antisentido, y como sondas
de ADN monocatenarias o como oligonucleótidos que forman cadenas triples. Las sondas descritas en la presente
memoria se pueden usar, por ejemplo, para determinar la presencia o la ausencia de las secuencias de polinucleótidos
según lo mostrado en la SEQ ID NO: 1 o variantes de la misma en una muestra. Éstos y otros usos se describen más
detalladamente a continuación.

Uso de polinucleótidos para obtener ADNc de longitud completa, gen y la región promotora

Las moléculas de ADNc de longitud completa que comprenden los polinucleótidos revelados se obtienen de la
siguiente manera. Se utiliza un polinucleótido que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 o un parte de la misma
que comprende al menos 12, 15, 18 o 20 nt como sonda de hibridación para detectar los miembros hibridantes de una
genoteca de ADNc usando procedimientos de diseño de sondas, procedimientos de clonación y técnicas de selección
de clones tales como las descritas en el documento USPN 5.654.173. Las genotecas de ADNc se elaboran a partir de
tejidos seleccionados, tales como tejido normal o tumoral, o de tejidos de un mamífero tratado con, por ejemplo, un
agente farmacéutico. Preferiblemente, el tejido es el mismo que el tejido del que se han aislado los polinucleótidos de
la invención, como que tanto los polinucleótidos descritos en la presente memoria como el ADNc representen genes
expresados. Lo más preferible es que la genoteca de ADNc se elabore a partir del material biológico descrito en la
presente memoria en los ejemplos. La selección del tipo de célula para la construcción de la genoteca se puede hacer
tras conocer la identidad de la proteína codificada por el gen correspondiente al polinucleótido de la invención. Esto
indicará qué tejido y qué tipos de células tienen tendencia a expresar el gen relacionado y, por consiguiente, representan
una fuente adecuada para el ARNm destinado a generar el ADNc. Cuando los polinucleótidos proporcionados se aíslan
de genotecas de ADNc, las genotecas se preparan a partir de ARNm de células de colon humano, más preferiblemente,
de células de cáncer de colon humano, cuyas células se pueden obtener de tejido del paciente o pueden ser una línea
celular de colon, p. ej., la Km12L4-A.

Las técnicas para producir y sondar las genotecas de secuencias de ácidos nucleicos se escriben, por ejemplo
en Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2ª Ed., (1989) Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, NY. El ADNc se puede preparar usando cebadores basados en la secuencia de SEQ ID NO: 1. En una
realización, la genoteca de ADNc se puede fabricar únicamente a partir de ARNm poli-adenilado. De este modo, se
pueden usar cebadores poli-T para preparar ADNc del ARNm.

Se obtienen miembros de la genoteca que son más largos que los polinucleótidos proporcionados, y preferible-
mente, que engloban la secuencia codificante completa del mensaje nativo. Para confirmar que se ha obtenido todo el
ADNc, se realizan experimentos de protección del ARN según lo que se explica a continuación. La hibridación de un
ADNc de longitud completa con un ARNm protegerá al ARN de la degradación por RNasa. Si el ADNc no es de lon-
gitud completa, entonces las partes del ARNm que no se han hibridado serán sometidas a la degradación por RNasa.
Esto se analiza, según lo conocido en la técnica, mediante los cambios en la movilidad electroforética sobre geles de
poliacrilamida, o mediante la detección de monorribonucleótidos liberados. Sambrook et al., “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, 2ª Ed., (1989) Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY. Para obtener más secuencias
5’ hasta el final de un ADNc parcial, se puede realizar una RACE de 5’ (“PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications”, (1990) Academic Press, Inc).

El ADN genómico se aísla usando los polinucleótidos proporcionados de una manera similar al aislamiento de los
ADNc de longitud completa. En resumen, los polinucleótidos proporcionados, o las porciones de los mismos, se usan
como sondas para genotecas de ADN genómico. Preferiblemente, la genoteca se obtiene del tipo de célula que se usó
para generar los polinucleótidos de la invención, pero esto no es imprescindible. Lo más preferible es que el ADN
genómico se obtenga del material biológico descrito en la presente memoria, en los ejemplos. Tales genotecas pueden
estar en vectores adecuados para transportar segmentos largos de un genoma, tales como P1 o YAC, según lo descrito
detalladamente en Sambrook et al., 9.4-9.30. Además las secuencias genómicas se pueden aislar de genotecas de BAC
humanos, que se encuentran disponibles comercialmente en Research Genetics, Inc., Huntsville, Alabama, EE.UU.,
por ejemplo. Para obtener más secuencias 5’ ó 3’, se realiza un paseo cromosómico, según lo descrito en Sambrook
et al., tal que se aíslen fragmentos adyacentes y solapantes del ADN genómico. Éstos son mapeados y reconstruidos,
como se conoce en la técnica, usando la digestión de enzimas de restricción y ADN ligasa.

Usando las secuencias de polinucleótidos de la invención, se pueden aislar los genes de longitud completa corres-
pondientes usando procedimientos tanto clásicos como de PCR para construir y sondar genotecas de ADNc. Usando
cualquier procedimiento, se realizan preferiblemente transferencias Northern en un número de tipos de células para
determinar qué líneas celulares expresan el gen de interés al nivel más elevado. Los procedimientos clásicos para cons-
truir genotecas de ADNc se enseñan en Sambrook et al., supra. Con estos procedimientos, se puede producir ADNc de
ARNm e insertarlo en vectores víricos o de expresión. Comúnmente, las genotecas de ARNm que comprenden colas
poli(A) se pueden producir con cebadores poli(T). De manera similar, las genotecas de ADNc se pueden producir
usando las presentes secuencias como cebadores.
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Los procedimientos de PCR se usan para amplificar los miembros de una genoteca de ADNc que comprende
el inserto deseado. En este caso, el inserto deseado contendrá la secuencia del ADNc de longitud completa que se
corresponde con los presentes polinucleótidos. Tales procedimientos PCR incluyen el atrapado de genes y los procedi-
mientos de RACE. El atrapado de genes implica insertar un miembro de una genoteca de ADNc en un vector. Luego se
desnaturaliza el vector para producir moléculas monocatenarias. A continuación, se usa una sonda unida a un sustrato,
tal como un oligo bitinilado, para atrapar a los insertos de ADNc de interés. Las sondas biotiniladas se pueden enlazar
a un sustrato sólido unido a avidina. Se pueden usar procedimientos de PCR para amplificar el ADNc atrapado. Para
atrapar secuencias correspondientes a los genes de longitud completa, la secuencia de sonda marcada está basada en
las secuencias de polinucleótidos de la invención. Los cebadores aleatorios o los cebadores específicos del vector de
la genoteca se pueden usar para amplificar el ADNc atrapado. En Gruber et al., documento WO 95/04745 y Gruber
et al., documento USPN 5.500.356 se describen tales técnicas de atrapado de genes. Hay equipos comercialmente
disponibles para desarrollar los experimentos de atrapado de genes, por ejemplo, en Life Technologies, Gaithersburg,
Maryland, EE.UU.

“La amplificación rápida de extremos de ADNc” o la RACE es un procedimiento de PCR de amplificación de
ADNc a partir de un número de ARN diferentes. Los ADNc son ligados a un ligador de oligonucleótidos y amplifica-
dos por PCR usando dos cebadores. Un cebador se basa en la secuencia de los presentes polinucleótidos, para la que se
desea una secuencia de longitud completa, y un segundo cebador comprende la secuencia que se hibrida con el ligador
de oligonucleótidos para amplificar el ADNc. En el documento WO 97/19110, se informa de una descripción de estos
procedimientos. En realizaciones preferidas de la RACE, se diseña un cebador común para aparearlo a una secuencia
adaptadora arbitraria ligada a extremos de ADNc (Apte y Siebert, Biotechniques (1993) 15: 890-893; Edwards et al.,
Nuc. Acids Res. (1991) 19: 5227-5232). Cuando se aparea un cebador de RACE específico de un único gen con el
cebador común, se produce una amplificación preferencial de las secuencias situadas entre el cebador específico del
único gen y el cebador común. Hay disponibles mezclas de ADNc comerciales para su uso en la RACE.

Otro procedimiento basado en la PCR genera una genoteca de ADNc de longitud completa con extremos anclados
sin la necesidad de tener un conocimiento específico de la secuencia de ADNc. El procedimiento usa cebadores de
anclaje (I-VI), en el que un cebador, poliTV (I-III) se ancla a la cola poli(A) del ARNm eucariota produciendo una
síntesis de la primera cadena, y un segundo cebador, el poli(GH) (IV-VI) se ancla a la cola poli(C) añadida por la
desoxinucleotidil transfereasa terminal (TdT) (Véase, p. ej., el documento WO 96/40998).

La región promotora de un gen se localiza generalmente en 5’ con respecto al sitio de inicio para la ARN polimerasa
II. Cientos de regiones promotoras contienen la caja “TATA”, una secuencia tal como TATTA o TATAA, que es
sensible a las mutaciones. La región promotora se puede obtener realizando una RACE de 5’ usando un cebador de
la región codificante del gen. Alternativamente, el ADNc se puede usar como una sonda para la secuencia genómica,
identificándose la región 5’ con respecto a la región codificante mediante un “paseo secuencia arriba”. Si el gen está
altamente expresado o expresado diferencialmente, el promotor del gen puede ser útil en un constructo regulador para
un gen heterólogo.

Una vez obtenido el ADNc o el gen de longitud completa, se pueden preparar las variantes codificantes del ADN
mediante una mutagénesis de sitio dirigida, descrita detalladamente en Sambrook et al., 15.3-15.63. La elección del
codón o del nucleótido por reemplazar se puede basar en la revelación de la presente memoria sobre los cambios
opcionales en aminoácidos para conseguir una estructura y/o una función proteica alterada.

Como procedimiento alternativo para obtener ADN o ARN de un material biológico, se puede sintetizar ácido
nucleico que comprenda nucleótidos que tengan la secuencia de uno o más polinucleótidos de la invención. De este
modo, la invención engloba moléculas de ácido nucleico que varían en longitud de 15 nt (correspondiente a al menos
15 nt contiguos de SEQ ID NO: 1) hasta una longitud máxima adecuada para una o más manipulaciones biológicas,
incluyendo la replicación y la expresión, de la molécula de ácido nucleico. La invención incluye pero no se limita a
(a) ácido nucleico que tiene el tamaño de un gen completo y que comprende la SEQ ID NO: 1; (b) el ácido nucleico
de (a) que también comprende al menos un gen más, ligado operativamente para permitir la expresión de una proteína
de fusión; (c) un vector de expresión que comprende (a) o (b); (d) un plásmido que comprende (a) o (b); y (e) una
partícula vírica recombinante que comprende (a) o (b). Una vez proporcionados los polinucleótidos revelados en la
presente memoria, la construcción o la preparación de (a)-(e) son conocidas en la técnica.

La secuencia de un ácido nucleico que comprende 15 nt contiguos de la SEQ ID NO: 1, preferiblemente, la
secuencia completa de SEQ ID NO: 1, no se limita y puede ser cualquier secuencia de A, T, G y/o C (para ADN)
y A, U, G y/o C (para ARN) o bases modificadas de la misma, incluyendo la inosina y la seudouridina. La elección
de la secuencia dependerá de la función deseada y puede estar establecida por las regiones codificantes deseadas,
las regiones de tipo intrón deseados y las regiones reguladoras deseadas. Cuando la secuencia completa de SEQ ID
NO: 1 está dentro del ácido nucleico, el ácido nucleico obtenido es denominado en la presente memoria como un
polinucleótido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1.

Expresión de polipéptido codificado por ADNc de longitud completa o gen de longitud completa

Los polinucleótidos proporcionados (p. ej., un polinucleótido que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1), el
ADNc correspondiente o el gen de longitud completa se usan para expresar un producto génico parcial o completo.
Los constructos de polinucleótidos que comprenden la secuencia SEQ ID NO: 1 también se pueden generar sintéti-
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camente. Alternativamente, p. ej., Stemmer et al., Gene (Amsterdam) (1995) 164(1): 49-53 revelan un ensamblaje de
una sola etapa de un gen y un plásmido entero procedente de un gran número de oligodesoxirribonucleótidos. En este
procedimiento, se describe la PCR de ensamblaje (la síntesis de las secuencias de ADN largas de un gran número
de oligodesoxirribonucleótidos (oligos)). El procedimiento deriva de una reorganización del ADN (Stemmer, Nature
(1994) 370: 389-391), y no se basa en la ADN ligasa, sino que se basa en la ADN polimerasa para construir fragmentos
de ADN cada vez más largos durante el procedimiento de ensamblaje.

Los constructos de polinucleótido apropiados se purifican usando técnicas de ADN recombinante estándar se-
gún lo descrito en, por ejemplo, Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2ª Ed., (1989) Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY., y en virtud de las regulaciones actuales descritas en las Directrices del
Instituto Nacional de Sanidad (NIH) estadounidense para la investigación sobre el ADN recombinante. El producto
génico codificado por un polinucleótido de la invención se expresa en cualquier sistema de expresión, incluyendo, por
ejemplo, sistemas bacterianos, de levaduras, de insectos, de anfibios y mamíferos. Los vectores, las células huésped
y los procedimientos para obtener la expresión en los mismos son conocidos en la técnica. En el documento USPN
5.654.173, se describen vectores y células huésped adecuados.

Las moléculas de polinucleótido que comprenden una secuencia de polinucleótidos proporcionada en la presente
memoria se propagan generalmente mediante la colocación de la molécula en un vector. Se usan vectores víricos y no
víricos, incluyendo plásmidos. La elección del plásmido dependerá del tipo de célula en la que se desea la propagación
y del propósito de la propagación. Determinados vectores son útiles para amplificar y fabricar grandes cantidades de
la secuencia de ADN deseada. Otros vectores son adecuados para la expresión en células en cultivo. Otros vectores
más son adecuados para la transferencia a y la expresión en células de un animal entero o una persona. La elección
del vector apropiado pertenece al alcance de la técnica. Hay muchos vectores tales disponibles comercialmente. Los
procedimientos para la preparación de vectores que comprenden una secuencia deseada son conocidos en la técnica.

Los polinucleótidos expuestos en la SEQ ID NO: 1 o sus polinucleótidos correspondientes de longitud completa
están ligados a secuencias reguladoras según lo apropiado para obtener las propiedades de expresión deseadas. Éstos
pueden incluir promotores (unidos bien en el extremo 5’ de la cadena sentido o en el extremo 3’ de la cadena an-
tisentido), potenciadores, terminadores, operadores, represores e inductores. Los promotores pueden ser regulados o
constitutivos. En algunas situaciones, puede ser deseable usar promotores condicionalmente activos, tales como pro-
motores específicos del tejido o específicos de la etapa de desarrollo. Éstos son ligados a la secuencia de nucleótidos
deseada usando las técnicas descritas anteriormente para la unión a vectores. Se puede usar cualquier técnica conocida
en la técnica.

Cuando cualquiera de las células huésped anteriores u otras células huésped u organismos se usan para replicar y/o
expresar los polinucleótidos o los ácidos nucleicos de la invención, el ácido nucleico replicado resultante, el ARN, la
proteína expresada o el polipéptido pertenece al ámbito de la invención como un producto de la célula huésped o el
organismo. El producto se recupera mediante cualquier procedimiento apropiado conocido en la técnica.

Una vez identificado el gen correspondiente a un polinucleótido seleccionado, se puede regular su expresión en
la célula de la que el gen es nativo. Es posible, por ejemplo, regular un gen endógeno de una célula mediante una
secuencia reguladora exógena según lo revelado en el documento USPN 5.641.670.

Identificación de motivos funcionales y estructurales del rastreo de genes frente a las bases de datos a disposición del
público

Es posible alinear las traducciones de la secuencia de nucleótidos de los polinucleótidos proporcionados, de los
ADNc o de los genes completos con secuencias conocidas individuales. Se puede usar la similitud con secuencias
individuales para determinar la actividad de los polipéptidos codificados por los polinucleótidos de la invención.
Además, las secuencias que presentan una similitud con más de una secuencia individual pueden presentar actividades
que son características de cualquiera o de ambas secuencias individuales.

Se pueden usar las secuencias de longitud completa y los fragmentos de las secuencias de polinucleótidos de los
vecinos más cercanos como sondas y cebadores para identificar y aislar la secuencia de longitud completa correspon-
diente a los polinucleótidos proporcionados. Los vecinos más cercanos pueden indicar un tejido o un tipo de célula
por usar para construir una genoteca para las secuencias de longitud completa correspondientes a los polinucleótidos
proporcionados.

Comúnmente, un polinucleótido seleccionado se traduce en el total de los seis marcos para determinar el mejor
alineamiento con las secuencias individuales. Las secuencias reveladas en la presente memoria en el listado secuencial
están en sentido de 5’ a 3’, y la traducción en tres marcos puede ser suficiente (con unas cuantas excepciones especí-
ficas según lo descrito en los ejemplos). Estas secuencias de aminoácidos son denominadas generalmente secuencias
problema, que serán alineadas con las secuencias individuales. En “Computer Methods for Macromolecular Sequen-
ce Analysis Methods in Enzymology” (1996) 266, Doolittle, Academic Press, Inc., una filial de Harcourt Brace &
Co., San Diego, California, EE.UU., se describen bases de datos con las secuencias individuales. Las bases de datos
incluyen la GenBank, la EMBL y la base de datos de ADN de Japón (DDBJ).
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Las secuencias problema y las secuencias individuales se pueden alinear usando los procedimientos y los pro-
gramas informáticos descritos anteriormente, e incluyen el BLAST 2.0., disponible a nivel mundial en http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Véase también Altschul, et al. Nucleic Acids Res. (1997) 25: 3389-3402. Otro algoritmo
de alineamiento es el Fasta, disponible en Genetics Computing Group (GCG) package, Madison, Wisconsin, EE.UU.,
una filial de entera propiedad de Oxford Molecular Group, Inc. En Doolittle, supra, se describen otras técnicas para el
alineamiento. Preferiblemente, se utiliza un programa de alineamientos que permita huecos en la secuencia para ali-
near las secuencias. El Smith-Waterman es un tipo de algoritmo que permite huecos en los alineamientos secuenciales.
Véase Meth. Mol. Biol. (1997) 70:173-187. También, se puede utilizar para alinear secuencias el programa GAP que
usa el procedimiento de alineamiento de Needleman y Wunsch.

Una estrategia de búsqueda alternativa usa el programa MPSRCH que funciona en un ordenador MASPAR. El
MPSRCH usa un algoritmo de Smith-Waterman para puntuar las secuencias en un ordenador enormemente paralelo.
Este enfoque mejora la capacidad para identificar secuencias que son apareamientos relacionados distantemente, y es
especialmente tolerante a pequeños huecos y errores de la secuencia de nucleótidos. Las secuencias de ácidos nucleicos
codificadas por los polinucleótidos proporcionados se pueden usar para buscar en bases de datos tanto de proteínas
como de ADN.

Los resultados de los alineamientos de las secuencias individuales y las secuencias problema se pueden dividir en
tres categorías: similitud elevada, similitud débil y ninguna similitud. Los resultados de los alineamientos individuales
que varían de similitud elevada a similitud débil proporcionan una base para determinar la actividad y/o la estructura de
los polipéptidos. Los parámetros para categorizar los resultados individuales incluyen: el porcentaje de la longitud de
la región de alineamiento en la que se encuentra el mayor alineamiento, el porcentaje de identidad secuencial y el valor
p. El porcentaje de la longitud de la región de alineamiento se calcula contando el número de residuos de la secuencia
individual encontrados en la región de mayor alineamiento, p. ej., la región contigua a la secuencia individual que
contiene el mayor número de residuos que son idénticos a los residuos de la región de la secuencia problema alineada
correspondiente. Este número se divide entre la longitud de residuos total de la secuencia problema para calcular un
porcentaje. Por ejemplo, se podría alinear una secuencia problema de 20 residuos de aminoácido con una región de
20 aminoácidos de una secuencia individual. La secuencia individual podría ser idéntica a los residuos de aminoácido
5, 9-15 y 17-19 de la secuencia problema. La región de mayor alineamiento es, de este modo, la región que va del
residuo 9-19, un tramo de 11 aminoácidos. El porcentaje de la longitud de la región de alineamiento es: 11 (longitud
de la región de mayor alineamiento) dividido entre (la longitud de la secuencia problema) 20 ó 55%.

El porcentaje de identidad secuencial se calcula contando el número de apareamientos de aminoácidos entre la se-
cuencia problema y la secuencia individual, y dividiendo el número total de apareamientos entre el número de residuos
de las secuencias individuales encontradas en la región de mayor alineamiento. De este modo, el porcentaje de iden-
tidad del ejemplo anterior sería de 10 apareamientos dividido entre 11 aminoácidos, o aproximadamente, del 90,9%.

El valor p es la probabilidad de que se produzca el alineamiento por casualidad. Se puede calcular el valor p para
un único alineamiento según Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1990) 87:2264 y Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(1993) 90. El valor p de múltiples alineamientos usando la misma secuencia problema se puede calcular usando un
enfoque heurístico descrito en Altschul et al., Nat. Genet. (1994) 6:119. Los programas de alineamiento tales como el
programa BLAST pueden calcular el valor p. Véase también Altschul, et al. Nucleic Acids Res. (1997) 25: 3389-3402.

Otro factor a considerar para determinar la identidad o la similitud es la localización de la similitud o de la iden-
tidad. Un alineamiento local elevado puede indicar una similitud incluso si la longitud del alineamiento es corta. La
identidad secuencial dispersada por la longitud de la secuencia problema también puede indicar una similitud entre las
secuencias problema y perfil. Los límites de la región en la que se alinean las secuencias se pueden determinar según
Doolittle, supra; BLAST 2.0 (véase, p. ej., Altschul, et al. Nucleic Acids Res. (1997) 25: 3389-3402) o programas
FAST; o mediante la determinación de la zona en la que la identidad secuencial es más elevada.

Similitud elevada: En general, en los resultados de alineamiento considerados de similitud elevada, el porcentaje de
la longitud de la región de alineamiento es comúnmente del al menos aproximadamente 55% de la secuencia problema
de longitud total; más comúnmente, del al menos aproximadamente 58%; incluso más comúnmente, del al menos
aproximadamente 60% de la longitud total de los residuos de la secuencia problema. Habitualmente, el porcentaje
de longitud de la región de alineamiento puede ser de tanto como del aproximadamente 62%; más habitualmente,
de tanto como del aproximadamente 64%; todavía más habitualmente, de tanto como del aproximadamente 66%.
Además, para una similitud elevada, la región de alineamiento presenta comúnmente al menos aproximadamente el
55% de identidad secuencial; más comúnmente, al menos aproximadamente el 78%; incluso más comúnmente, al
menos aproximadamente el 80% de identidad secuencial. Habitualmente, el porcentaje de identidad secuencial puede
ser de tanto como del aproximadamente 82%; más habitualmente, de tanto como del aproximadamente 84%; todavía
más habitualmente, de tanto como del aproximadamente 86%.

El valor p se usa en combinación con estos procedimientos. Si se encuentra una similitud elevada, la secuencia
problema se considera que tiene una similitud elevada con una secuencia perfil cuando el valor p es menor de o igual
a aproximadamente 10−2; más habitualmente, menor de o igual a aproximadamente 10−3; todavía más habitualmente,
menor de o igual a aproximadamente 10−4. Más comúnmente, el valor p no es mayor de aproximadamente 10−5;
más comúnmente, es menor de o igual a aproximadamente 10−10; todavía más comúnmente, menor de o igual a
aproximadamente 10−15 para considerar a la secuencia problema con una similitud elevada.
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Similitud débil. En general, cuando los resultados del alineamiento se consideran de una similitud débil, no hay
un porcentaje mínimo de longitud de la región de alineamiento ni una longitud de alineamiento mínima. La mejor
muestra de una similitud débil se considera cuando la región de alineamiento es, comúnmente, de una longitud de
al menos aproximadamente 15 residuos de aminoácido; más comúnmente, de al menos aproximadamente 20; toda-
vía más comúnmente de una longitud de al menos aproximadamente 25 residuos de aminoácido. Habitualmente, la
longitud de la región de alineamiento puede ser de tanto como de aproximadamente 30 residuos de aminoácido; más
habitualmente, de tanto como de aproximadamente 40; todavía más habitualmente, de tanto como de aproximada-
mente 60 residuos de aminoácido. Además, para una similitud débil, la región de alineamiento presenta comúnmente
al menos aproximadamente el 35% de identidad secuencial; más comúnmente, al menos aproximadamente el 40%;
incluso más comúnmente, al menos aproximadamente el 45% de identidad secuencial. Habitualmente, el porcentaje
de identidad secuencial puede ser de tanto como del aproximadamente 50%; más habitualmente, de tanto como del
aproximadamente 55%; todavía más habitualmente, de tanto como del aproximadamente 60%.

Si se encuentra una similitud baja, la secuencia problema se considera que tiene una similitud baja con una secuen-
cia perfil cuando el valor p es habitualmente menor de o igual a aproximadamente 10−2; más habitualmente, menor de
o igual a aproximadamente 10−3; todavía más habitualmente, menor de o igual a aproximadamente 10−4. Más común-
mente, el valor p no es mayor de aproximadamente 10−5; más habitualmente, menor de o igual a aproximadamente
10−10; todavía más habitualmente, menor de o igual a aproximadamente 10−15 para considerar a la secuencia problema
con una similitud débil.

Similitud determinada sólo por la identidad secuencial. La identidad secuencial sola se puede usar para determinar
la similitud de una secuencia problema con una secuencia individual, y puede indicar la actividad de la secuencia.
Tal alineamiento, preferiblemente, permite huecos para alinear las secuencias. Comúnmente, la secuencia problema
está relacionada con la secuencia perfil si la similitud secuencial sobre la secuencia problema completa es del al
menos aproximadamente 15%; más comúnmente, del al menos aproximadamente 20%; incluso más comúnmente,
del al menos aproximadamente 25%; incluso más comúnmente, del al menos aproximadamente 50%. La identidad
secuencial sola como medida de la similitud es más útil cuando la secuencia problema es habitualmente de al menos
80 residuos de longitud; más habitualmente, de 90 residuos; todavía más habitualmente de una longitud de al menos
95 residuos de aminoácidos. Más comúnmente, la similitud se puede concluir sólo en base a la identidad secuencial
cuando la secuencia problema es preferiblemente de 100 residuos de longitud; más preferiblemente, de 120 residuos
de longitud; todavía más preferiblemente de una longitud de 150 residuos de aminoácidos.

Alineamientos con secuencias perfil y múltiples secuencias alineadas. Las traducciones de los polinucleótidos pro-
porcionados se pueden alinear con perfiles de aminoácidos que definen bien familias de proteínas o motivos comunes.
Además, las traducciones de los polinucleótidos proporcionados se pueden alinear con alineamientos de múltiples
secuencias (AMS) que comprenden las secuencias de polipéptidos de los miembros de las familias de proteínas o de
los motivos. La similitud o la identidad con las secuencias perfil o los AMS se puede usar para determinar la actividad
de los productos génicos (p. ej., los polipéptidos) codificados por los polinucleótidos proporcionados o el ADNc o los
genes correspondientes. Por ejemplo, las secuencias que presentan una identidad o una similitud con un perfil o AMS
de quimioquina pueden presentar actividades de la quimioquina.

Los perfiles se pueden diseñar manualmente (1) creando un AMS, que es un alineamiento de la secuencia de
aminoácidos de los miembros que pertenecen a la familia y (2) construyendo una representación estadística del ali-
neamiento. Tales procedimientos se describen, por ejemplo, en Birney et al., Nucl. Acid Res. (1996) 24 (14): 2730-
2739. Los AMS de algunas familias de proteínas y algunos motivos están a disposición del público. Por ejemplo,
http://genome.wustl.edu/Pfam/ incluye AMS de 547 familias y motivos diferentes. Estos AMS se describen tam-
bién en Sonnhammer et al., Proteins (1997) 28: 405-420. Otras fuentes que se encuentran en la red incluyen el si-
tio http://www.embl-heidelberg.de/argos/ali/ali.html; alternativamente, se puede enviar un mensaje a ALI@EMBL-
HEIDELBERG.DE para solicitar información. En Pascarella et al., Prot. Eng (1996) 9 (3): 249-251, se informa de
una breve descripción de estos AMS. En Sonnhammer et al., supra; Birney et al., supra; y “Computer Methods for
Macromolecular Sequence Analysis Methods in Enzymology” (1996) 266, Doolittle, Academic Press, Inc., San Diego,
California, EE.UU., se describen técnicas para su construcción a partir de AMS.

La similitud entre una secuencia problema y una familia de proteínas o un motivo se puede determinar (a) com-
parando la secuencia problema frente al perfil y/o (b) alineando la secuencia problema con los miembros de la fa-
milia o el motivo. Comúnmente, se usa un programa tal como el Searchwise para comparar la secuencia problema
con la representación estadística del alineamiento múltiple, también conocido como perfil (véase Birney et al., su-
pra). En Sonnhammer et al. supra y Doolittle, supra, se describen otras técnicas para comparar la secuencia y el
perfil.

A continuación se pueden usar los procedimientos descritos por Feng et al., J. Mol. Evol. (1987) 25: 351 y Higgins
et al., CABIOS (1989) 5: 151 para alinear la secuencia problema con los miembros de una familia o motivo, también
conocido como AMS. Los alineamientos de secuencias se pueden generar usando cualquier variedad de herramientas
informáticas. Los ejemplos incluyen PileUp, que crea un alineamiento de múltiples secuencias y se describe en Feng
et al., J. Mol. Evol. (1987) 25: 351. Otro procedimiento, el GAP, usa el procedimiento de alineamiento de Needleman
et al., J. Mol. Biol. (1970) 48: 443. El GAP es el que está mejor adaptado al alineamiento global de las secuencias.
Un tercer procedimiento, el BestFit, funciona insertando huecos para maximizar el número de apareamientos usando
el algoritmo de homología local de Smith et al., Adv. AppL Math. (1981) 2: 482. En general, se usan los siguientes
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factores para determinar si existe una similitud entre una secuencia problema y un perfil o un AMS: (1) el número de
residuos conservados encontrado en la secuencia problema, (2) el porcentaje de residuos conservados encontrado en
la secuencia problema, (3) el número de desplazamiento de marcos y (4) el espacio entre los residuos conservados.

Algunos programas de alineamiento que tanto traducen como alinean secuencias pueden hacer cualquier número de
desplazamiento de marcos cuando traducen la secuencia de nucleótidos para producir el mejor alineamiento. Cuando
menor es el número de desplazamientos de marco necesarios para producir un alineamiento, mayor es la similitud o la
identidad entre la secuencia problema y la perfil o el AMS. Por ejemplo, una similitud débil resultante de una carencia
de desplazamientos de marcos puede ser una mejor indicación de la actividad o de la estructura de una secuencia
problema que una similitud elevada resultado de dos desplazamientos de marco. Es preferible encontrar tres o menos
desplazamientos de marco en el alineamiento; más preferiblemente, dos o menos desplazamientos de marco; todavía
más preferiblemente, uno o menos desplazamientos de marco; incluso más preferiblemente, ningún desplazamiento
de marco en un alineamiento de la secuencia problema y la perfil o los MAS.

Los residuos conservados son aquellos aminoácidos encontrados en una determinada posición en todos o en parte
de los miembros de la familia o el motivo. Alternativamente, se considera que una posición está conservada si sólo
se encuentra una cierta clase de aminoácidos en una determinada posición en todos o en parte de los miembros de
la familia. Por ejemplo, la posición N-terminal puede contener un aminoácido cargado positivamente tal como lisina,
arginina o histidina.

Comúnmente, un residuo de un polipéptido está conservado cuando se encuentra una clase de aminoácidos o un
único aminoácido en una determinada posición en al menos el aproximadamente 40% de todos los miembros de la
clase; más comúnmente, en al menos aproximadamente el 50%; incluso más comúnmente, en al menos aproximada-
mente el 60% de los miembros. Habitualmente, el residuo está conservado cuando una clase o un único aminoácido se
encuentra en al menos el aproximadamente 70% de los miembros de una familia o un motivo; más habitualmente, en
al menos aproximadamente el 80%; incluso más habitualmente, en al menos aproximadamente el 90%; incluso más
habitualmente, en al menos aproximadamente el 95%.

Un residuo se considera conservado cuando se encuentran tres aminoácidos no relacionados en una determinada
posición en todos o en parte de los miembros; más habitualmente, dos aminoácidos no relacionados. Estos residuos
están conservados cuando los residuos no relacionados se encuentran en determinadas posiciones en al menos el
aproximadamente 40% de todos los miembros de la clase; más comúnmente, en al menos aproximadamente el 50%;
incluso más comúnmente, en al menos aproximadamente el 60% de los miembros. Habitualmente, el residuo está con-
servado cuando una clase o un único aminoácido se encuentra en al menos el aproximadamente 70% de los miembros
de una familia o un motivo; más habitualmente, en al menos aproximadamente el 80%; incluso más habitualmente, en
al menos aproximadamente el 90%; incluso más habitualmente, en al menos aproximadamente el 95%.

Una secuencia problema tiene similitud con un perfil o un AMS cuando la secuencia problema comprende al
menos el aproximadamente 25% de los residuos conservados del perfil o del AMS; más habitualmente, al menos
aproximadamente el 30%; incluso más habitualmente, al menos aproximadamente el 40%. Comúnmente, la secuencia
problema tiene mayor similitud con una secuencia perfil o un AMS cuando la secuencia problema comprende al
menos el aproximadamente 45% de los residuos conservados del perfil o del AMS; más comúnmente, al menos
aproximadamente el 50%; incluso más comúnmente, al menos aproximadamente el 55%.

Identificación de polipéptidos secretados y unidos a la membrana

Tanto los polipéptidos secretados como los unidos a la membrana de la presente invención son de particular interés.
Por ejemplo, se pueden analizar los niveles de polipéptidos secretados en fluidos corporales que son convenientes, tales
como la sangre, el plasma, el suero y otros fluidos corporales tales como la orina, el fluido prostático y el semen. Los
polipéptidos unidos a la membrana son útiles para construir antígenos de vacunas e inducir una respuesta inmune. Tales
antígenos comprenderían toda o parte de la región extracelular de los polipéptidos unidos a la membrana. Como tanto
los polipéptidos secretados como los unidos a la membrana comprenden un fragmento de aminoácidos hidrófobos
contiguos, se pueden usar algoritmos de predicción de la hidrofobicidad para identificar tales polipéptidos.

Las secuencias señal están habitualmente codificadas tanto por genes de polipéptidos secretados como de los
unidos a la membrana para dirigir a un polipéptido hacia la superficie de la célula. La secuencia señal comprende
habitualmente un tramo de residuos hidrófobos. Tales secuencias señal se pueden plegar en estructuras helicoidales.
Los polipéptidos unidos a la membrana comprenden comúnmente al menos una región transmembrana que posee un
tramo de aminoácidos hidrófobos que pueden atravesar la membrana. Algunas regiones transmembrana también pre-
sentan una estructura helicoidal. Los fragmentos hidrófobos de un polipéptido se pueden identificar usando algoritmos
informáticos. Tales algoritmos incluyen Hopp y Woods. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. (1981) 78: 3824-3828; Kyte
y Doolittle, J. Mol. Biol. (1982) 157: 105-132; y el algoritmo RAOAR, Degli Esposti et al., Eur. J. Biochem. (1990)
190: 207-219.

Otro procedimiento para identificar polipéptidos secretados y unidos a la membrana consiste en traducir los po-
linucleótidos de la invención en el total de los seis marcos y determinar si al menos hay presentes 8 aminoácidos
hidrófobos contiguos. Aquellos polipéptidos traducidos con al menos 8; más comúnmente 10; incluso más común-

14



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 305 087 T3

mente, 12 aminoácidos hidrófobos contiguos se consideran bien un polipéptido secretado putativo o uno enlazado a
la membrana. Los aminoácidos hidrófobos incluyen alanina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptófano, tirossina y valina.

Identificación de la función de un producto de expresión de un gen de longitud completa

Se pueden usar las ribozimas, los constructos antisentido y los mutantes negativos dominantes para determinar
la función del producto de expresión de un gen correspondiente a un polinucleótido proporcionado en la presente
memoria, y además se pueden usar en la inhibición de la producción de productos génicos funcionales codificados
por un gen correspondiente a un polinucleótido descrito en la presente memoria. En el contexto de la caracterización
funcional del producto génico codificado, el uso de antisentido, ribozimas y/o mutantes negativos dominantes es
particularmente útil cuando el polinucleótido proporcionado no presenta una homología significativa ni sustancial con
una secuencia codificante de un gen de función conocida.

Las moléculas antisentido y las ribozimas se pueden construir a partir de polinucleótidos sintéticos. Comúnmente,
se usa el procedimiento de síntesis de oligonucleótidos con fosforamidita. Véase Beaucage et al., Tet. Lett. (1981)
22: 1859 y el documento USPN 4.668.777. Hay dispositivos automatizados para la síntesis destinados a crear oligo-
nucleótidos que usan esta química. Los ejemplos de tales dispositivos incluyen Biosearch 8600, Modelos 392 y 394
por Applied Biosystems, una filial de Perkin-Elmer Corp., Foster City, California, EE.UU; y Expedite por Perceptive
Biosystems, Framingham, Massachusetts, EE.UU. También se pueden producir ARN sintético, oligonucleótidos de
análogos de fosfato y oligonucleótidos derivados químicamente, y se pueden unir de forma covalente con otras mo-
léculas. Los oligonucleótidos de ARN se pueden sintetizar, por ejemplo, usando fosforamiditas de ARN. Se puede
realizar este procedimiento en un sintetizador automático, tal como el de Applied Biosystems, Modelos 392 y 394,
Foster City, California, EE.UU.

Los oligonucleótidos de fosforotioato también se pueden sintetizar para la construcción antisentido. Se puede usar
un reactivo sulfurizante, tal como disulfuro de tetraetiltiuramio (TETD) en acetonitrilo para convertir el fosfito de
cianoetilo internucleótido en triéster de fosforotioato en 15 minutos a temperatura ambiente. El TETD reemplaza al
reactivo de yodo, mientras que el resto de los reactivos usados para la química estándar de la fosforamidita permanecen
invariables. Tal procedimiento de síntesis se puede automatizar usando los modelos 392 y 394 de Applied Biosystems,
por ejemplo.

Se pueden sintetizar oligonucleótidos de hasta 200 nt, más comúnmente, de 100 nt, más comúnmente, de 50 nt;
incluso más comúnmente, de 30 a 40 nt. Estos fragmentos sintéticos se pueden aparear y ligar entre sí para construir
fragmentos más largos. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra. Los ARN catalíticos trans-escindidores (ribozi-
mas) son moléculas de ARN que poseen actividad endorribonucleasa. Las ribozimas se diseñan específicamente para
una diana concreta, y el mensaje de la diana debe contener una secuencia nucleotídica específica. Son diseñadas ge-
néticamente para escindir cualquier especie de ARN con especificidad de sitio en los antecedentes del ARN celular.
El evento de escisión convierte al ARNm en inestable y evita la expresión de la proteína. Lo más importante es que
las ribozimas se pueden usar para inhibir la expresión de un gen de función desconocida a efectos de determinar su
función en un contexto in vitro o in vivo, mediante la detección del efecto fenotípico. Un motivo de ribozima común-
mente usado es el de cabeza de martillo, para el que los requisitos de la secuencia sustrato son mínimos. En Usman et
al., Current Opin. Struct. Biol. (1996) 6: 527, se revela el diseño de la ribozima de cabeza de martillo, así como de los
usos terapéuticos de las ribozimas. Los procedimientos para la producción de ribozimas, incluyendo los fragmentos de
ribozima con estructura de horquilla, los procedimientos para aumentar la especificidad de las ribozimas y similares
son conocidos en la técnica.

La región hibridante de la ribozima se puede modificar o se puede preparar como una estructura ramificada según
lo descrito en Horn y Urdea, Nucleic Acids Res. (1989) 17: 6959. La estructura básica de las ribozimas también se
puede alterar químicamente en modos que son familiares para aquellos expertos en la técnica, y se pueden administrar
ribozimas sintetizadas químicamente como derivados de oligonucleótido sintéticos modificados por unidades mono-
méricas. En un contexto terapéutico, la administración mediada por liposomas de las ribozimas mejora la captación
celular, según lo descrito en Birikh et al., Eur. J. Biochem. (1997) 245: 1.

Los ácidos nucleicos antisentido se diseñan para que se unan específicamente a ARN, dando como resultado la
formación de híbridos de ARN-ADN o de ARN-ARN, con una detención de la replicación del ADN, la transcripción
inversa o la traducción del ARN mensajero. Los polinucleótidos antisentido basados en una secuencia de polinucleóti-
dos seleccionada pueden interferir en la expresión del gen correspondiente. Los polinucleótidos antisentido se generan
comúnmente dentro de la célula mediante la expresión desde constructos antisentido que contienen la cadena antisen-
tido como la cadena transcrita. Los polinucleótidos antisentido basados en los polinucleótidos revelados se unirán y/o
interferirán en la traducción del ARNm que comprende una secuencia complementaria al polinucleótido antisentido.
Los productos de expresión de células control y células tratadas con el constructo antisentido se comparan para detec-
tar el producto de proteína del gen correspondiente al polinucleótido sobre el que está basado el constructo antisentido.
La proteína se aísla y se identifica usando procedimientos bioquímicos rutinarios.

Dada la extensa bibliografía de los antecedentes y la experiencia clínica en la terapia antisentido, cualquier experto
en la técnica puede usar polinucleótidos seleccionados de la invención como otros posibles compuestos terapéuticos.
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La elección del polinucleótido se puede acotar analizándolos primero en cuanto a la unión a regiones de “puntos calien-
tes” del genoma de las células cancerosas de colon. Si se identifica un polinucleótido que se une a un “punto caliente”,
el análisis del polinucleótido como un compuesto antisentido en las células de cáncer de colon correspondientes queda
garantizado.

Como procedimiento alternativo para identificar la función del gen correspondiente a un polinucleótido revelado en
la presente memoria, se generan fácilmente mutaciones negativas dominantes para las proteínas correspondientes que
son activas como homomultímeros. Un polipéptido mutante interactuará con polipéptidos de tipo silvestre (elaborados
a partir de otro alelo) y formará un multímero no funcional. De este modo, hay una mutación en un dominio de unión
al sustrato, un dominio catalítico o un dominio de localización celular. Preferiblemente, el polipéptido mutante será
sobre-producido. Se hacen mutaciones puntuales que tengan tal efecto. Además, la fusión de diferentes polipéptidos
de diversas longitudes con el terminal de una proteína puede producir mutantes negativos dominantes. Hay disponi-
bles estrategias generales para fabricar mutantes negativos dominantes (véase, p. ej., Herskowitz, Nature (1987) 329:
219).Tales técnica se pueden usar para crear la pérdida de mutaciones de función, que son útiles para determinar la
función de las proteínas.

Polipéptidos y variantes de los mismos

Los polipéptidos de la invención incluyen aquéllos codificados por los polinucleótidos revelados, así como los
ácidos nucleicos que, en virtud de la degeneración del código genético, no son idénticos en secuencia con los po-
linucleótidos revelados. De este modo, la invención incluye dentro de su ámbito un polipéptido codificado por un
polinucleótido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1, o una variante de la misma. Los polipéptidos ejempla-
res codificados por un marco de lectura abierto de un polinucleótido descrito en la presente memoria incluyen la SEQ
ID NO: 2.

En general, el término “polipéptido” como se usa en la presente memoria se refiere tanto al polipéptido de longi-
tud completa codificado por el polinucleótido citado, como al polipéptido codificado por el gen representado por el
polinucleótido citado, así como a las porciones o a los fragmentos de los mismos. “Polipéptidos” también incluye las
variantes de las proteínas naturales, siendo tales variantes homólogas o sustancialmente similares a la proteína natural,
y pudiendo originar de la misma o de distintas especies que la proteína natural (p. ej., la especie humana, murina o
alguna otra especie que exprese de forma natural el polipéptido citado, habitualmente, una especie de mamífero). En
general, los polipéptidos de las variantes tienen una secuencia que tiene al menos aproximadamente el 80%, habi-
tualmente al menos aproximadamente el 90%, y más habitualmente al menos aproximadamente el 98% de identidad
secuencial con un polipéptido expresado diferencialmente de la invención, medido con el BLAST 2.0 usando los pa-
rámetros descritos anteriormente. Los polipéptidos de las variantes pueden ser glicosilados de manera natural o no
natural, i.e., el polipéptido tiene un patrón de glicosilación que difiere del patrón de glicosilación encontrado en la
proteína natural correspondiente.

La invención también engloba homólogos de los polipéptidos revelados (o fragmentos de los mismos), estando los
homólogos aislados de otras especies, i.e., de otras especies animales o vegetales, siendo tales homólogos, habitual-
mente, de una especie de mamífero, p. ej., de roedores, tales como ratones, ratas; animales domésticos, p. ej., caballo,
vaca, perro, gato; y seres humanos. El término “homólogo” significa un polipéptido que tiene al menos aproximada-
mente el 35%, habitualmente al menos aproximadamente el 40%, y más habitualmente, al menos aproximadamente
el 60% de identidad secuencial de los aminoácidos con una proteína expresada diferencialmente concreta según lo
identificado anteriormente, siendo la identidad secuencial determinada usando el algoritmo del BLAST 2.0, con los
parámetros descritos supra.

En general, los polipéptidos de la presente invención se proporcionan en un medio no natural, p. ej., se separan de
su medio natural. En ciertas realizaciones, la presente proteína está presente en una composición que está enriquecida
en la proteína en comparación con un control. Como tal, se proporciona el polipéptido purificado, queriendo significar
purificado que la proteína está presente en una composición que está sustancialmente libre de polipéptidos no expresa-
dos diferencialmente, queriendo significar sustancialmente libre que menos del 90%, habitualmente, menos del 60% y,
más habitualmente, menos del 50% de la composición está compuesta de polipéptidos no expresados diferencialmente.

También están dentro del ámbito de la invención las variantes; las variantes de los polipéptidos incluyen mutantes,
fragmentos y fusiones. Los mutantes incluyen sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoácidos. Las sustitucio-
nes de aminoácidos pueden ser sustituciones de aminoácidos conservativos o sustituciones para eliminar aminoácidos
no esenciales, tales como para modificar un sitio de glicosilación, un sitio de fosforilación o un sitio de acetilación, o
para minimizar el plegamiento erróneo por la sustitución o la eliminación de uno o más residuos de cisteína que no
son necesarios para la función. Las sustituciones de aminoácidos conservativos son aquéllas que conservan la carga
general, la hidrofobicidad/hidrofilidad y/o la carga estérica del aminoácido sustituido.

Se pueden diseñar las variantes para que conserven o tengan una mayor actividad biológica de una región concreta
de la proteína (p. ej., un dominio funcional y/o cuando el polipéptido sea un miembro de una familia de proteínas,
una región asociada a una secuencia consenso). La selección de alteraciones de aminoácidos para la producción de
variantes se puede basar en la accesibilidad (interior frente a exterior) del aminoácido (véase, p. ej., Go et al, Int.
J. Peptide Protein Res. (1980) 15:211), la termoestabilidad del polipéptido de la variante (véase, p. ej., Querol et al.,
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Prot. Eng. (1996) 9:265), los sitios de glicosilación deseados (véase, p. ej., Olsen y Thomsen, J. Gen. Microbiol. (1991)
137:579), los puentes disulfuro deseados (véase, p. ej., Clarke et al., Biochemistry (1993) 32: 4322; y Wakarchuk et
al., Protein Eng. (1994) 7: 1379), los sitios de unión a metales (véase, p. ej., Toma et al., Biochemistry (1991) 30:97,
y Haezerbrouck et al., Protein Eng. (1993) 6:643) y las sustituciones deseadas con bucles de prolina (véase, p. ej.,
Masul et al., Appl. Env. Microbiol. (1994) 60:3579). Las muteínas reducidas por cisteína se pueden producir según lo
revelado en el documento USPN 4.959.314.

Las variantes también incluyen fragmentos de los polipéptidos revelados en la presente memoria, particularmente,
de fragmentos biológicamente activos y/o de fragmentos correspondientes a los dominios funcionales. Los fragmentos
de interés serán comúnmente de al menos aproximadamente 10 aa a al menos aproximadamente 15 aa de longitud;
habitualmente, de al menos aproximadamente 50 aa de longitud, y pueden ser tan largos como de 300 aa de longitud
o más largos, pero habitualmente no superarán los aproximadamente 1.000 aa de longitud, teniendo el fragmento un
tramo de aminoácidos que es idéntico a un polipéptido codificado por un polinucleótido que comprende una secuencia
de SEQ ID NO: 1, o un homólogo de la misma. Las variantes de proteínas descritas en la presente memoria están
codificadas por polinucleótidos que pertenecen al ámbito de la invención. Se puede usar el código genético para
seleccionar los codones apropiados para construir las correspondientes variantes.

Realizaciones relacionadas con la informática

En general, una genoteca de polinucleótidos es una colección de información secuencial, cuya información se
proporciona en forma bien bioquímica (p. ej., como una colección de moléculas de polinucleótido) o en forma elec-
trónica (p. ej., como una colección de secuencias de polinucleótido almacenadas en una forma de lectura informática,
como en un sistema informático y/o como parte de un programa informático). La secuencia de información de los
polinucleótidos se puede usar en una variedad de formas, p. ej., como una fuente de descubrimiento de genes, como
una representación de secuencias expresadas en un tipo de célula seleccionado (p. ej., marcadores de tipo celular) y/o
como marcadores de una enfermedad o de un estado patológico dado. En general, un marcador de enfermedad es una
representación de un producto génico que está presente en todas las células afectadas por la enfermedad bien a un
nivel mayor o menor en comparación con una célula normal (p. ej., una célula del mismo tipo o de un tipo similar que
no esté sustancialmente afectada por la enfermedad). Por ejemplo, una secuencia de polinucleótidos de una genoteca
puede ser un polinucleótido que represente un ARNm, un polipéptido u otro producto génico codificado por el polinu-
cleótido, que esté bien sobre-expresado o infra-expresado en una célula de colon afectada por cáncer en comparación
con una célula de colon normal (i.e., sustancialmente libre de enfermedad).

La información de las secuencias de nucleótidos de la genoteca se puede realizar en cualquier forma adecuada,
p. ej., formas electrónicas o bioquímicas. Por ejemplo, una genoteca de información secuencial realizada en forma
electrónica comprende un archivo informático de datos accesible (o, en forma bioquímica, una colección de moléculas
de ácido nucleico) que contiene las secuencias de nucleótidos representativas de los genes que están expresados dife-
rencialmente (p. ej., sobre-expresados o infra-expresados) como entre, por ejemplo, i) una célula de colon cancerosa
y una célula de colon normal; ii) una célula de colon cancerosa y una célula de colon displástica; iii) una célula de
colon cancerosa y una célula de colon afectado por una enfermedad o una condición distinta del cáncer; iv) una célula
de colon cancerosa metastásica y una célula de colon normal y/o una célula de colon cancerosa no metastásica; v) una
célula de colon cancerosa maligna y una célula de colon cancerosa no maligna (o una célula de colon normal) y/o vi)
una célula de colon displástica en relación con una célula de colon normal. Hay otras combinaciones y comparaciones
de células de colon afectadas por diversas enfermedades o etapas de una enfermedad que resultarán evidentes para el
experto habitual en la técnica. Las realizaciones bioquímicas de la genoteca incluyen una colección de ácidos nuclei-
cos que tienen las secuencias de los genes en la genoteca, pudiendo corresponderse los ácidos nucleicos con todo el
gen de la genoteca o con un fragmento del mismo, según lo descrito más detalladamente más adelante.

Las genotecas de polinucleótidos de la presente invención comprenden generalmente la información secuencial de
un pluralidad de secuencias de polinucleótidos, comprendiendo al menos uno de los polinucleótidos una secuencia de
SEQ ID NO: 1. Pluralidad pretende significar al menos 2, habitualmente al menos 3, y puede incluir hasta todas las
SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11-13, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 27 y 29. La longitud y el número de polinucleótidos de
la genoteca variará con la naturaleza de la genoteca, p. ej., si la genoteca es una selección de oligonucleótidos, una
selección de ADNc, una base de datos informática de la información secuencial, etc.

Cuando la genoteca es una genoteca electrónica, la información de las secuencias de ácidos nucleicos puede estar
presente en una variedad de medios. “Medios” se refiere a una elaboración, distinta de una molécula de ácido nucleico
aislada, que contiene la información secuencial de la presente invención. Tal elaboración proporciona la secuencia
genómica o un subconjunto de la misma en una forma que pueda ser examinada mediante procedimientos que no son
aplicables directamente a la secuencia como existe en un ácido nucleico. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos de la
presente invención, p. ej., la secuencia de ácidos nucleicos de los polinucleótidos de SEQ ID NO: 1, se puede registrar
en un medio de lectura informática, p. ej., cualquier medio que se pueda leer y al que se pueda acceder directamente
por ordenador. Tales medios incluyen, pero no se limitan a: medios de almacenamiento magnético, tales como discos
flexibles, un medio de almacenamiento de disco duro y una cinta magnética; medios de almacenamiento óptico tales
como CD-ROM; medios de almacenamiento eléctrico tales como RAM y ROM; e híbridos de estas categorías tales
como medios de almacenamiento magnético/óptico.
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Cualquier experto en la técnica puede entender fácilmente cómo cualquiera de los medios de lectura informática
conocidos actualmente se puede usar para crear una elaboración que comprenda un registro de la presente información
secuencial. “Registrado” se refiere a un procedimiento para almacenar información en un medio de lectura informática,
usando cualquiera de tales procedimientos según lo conocido en la técnica. Se puede seleccionar cualquier estructura
de almacenamiento de datos conveniente, basada en los medios usados para acceder a la información almacenada. Se
puede usar una variedad de programas procesadores de datos y formatos para el almacenamiento, p. ej., un archivo
de texto procesador de palabras, formato de base de datos, etc. Además de la información secuencial, las versiones
electrónicas de las genotecas de la invención se pueden proporcionar en combinación con o en relación con otra infor-
mación de lectura informática y/o otros tipos de archivos de lectura informática (p. ej., archivos buscables, archivos
ejecutables, etc., incluyendo, pero no limitándose a, por ejemplo, programas informáticos de búsqueda, etc.).

Proporcionando la secuencia de nucleótidos en una forma de lectura informática, se puede acceder a la información
para una variedad de propósitos. El programa informático para acceder a la información secuencial se encuentra a
disposición del público. Por ejemplo, el BLAST discontinuo (Altschul et al. Nucleic Acids Res. (1997) 25: 3389-
3402) y el BLAZE (Brutlag et al. Comp. Chem. (1993) 17: 203). Los algoritmos de búsqueda basados en un sistema
Sybase se pueden usar para identificar marcos de lectura abiertos (ORF) dentro del genoma que contengan homología
con ORF de otros organismos.

Como se usa en la presente memoria, “un sistema de base informática” se refiere a los medios de hardware y a
los medios de software, a los medios de almacenamiento de datos usados para analizar la información de secuencias
de nucleótidos de la presente invención. El hardware mínimo de los sistemas de base informática de la presente
invención comprende una unidad de procesamiento central (CPU), medios de entrada, medios de salida y medios de
almacenamiento de datos. Un experto en la técnica puede entender fácilmente que cualquiera de los sistemas de base
informática disponibles actualmente es adecuado para su uso en la presente invención. El medio de almacenamiento
de datos puede comprender cualquier elaboración que comprenda un registro de la presente información secuencial
según lo descrito anteriormente, o un medio de acceso a la memoria que pueda acceder a tal elaboración.

“Medio de búsqueda” se refiere a uno o más programas puestos en marcha sobre un sistema de base informática
para comparar una secuencia diana o un motivo estructural diana, o niveles de expresión de un polinucleótido de una
muestra, con la información secuencial almacenada. Se pueden usar medios de búsqueda para identificar fragmentos
o regiones del genoma que se apareen con una secuencia diana o un motivo diana particular. Hay una variedad de
algoritmos conocidos por el público y disponibles comercialmente, p. ej., MacPattern (EMBL), BLASTN y BLASTX
(NCBI). Una “secuencia diana” puede ser cualquier polinucleótido o secuencia de aminoácidos de seis o más nu-
cleótidos contiguos, o dos o mas aminoácidos, preferiblemente, de aproximadamente 10 a 100 aminoácidos o de
aproximadamente 30 a 300 nt. Se puede usar una variedad de medios de comparación para realizar la comparación de
la información secuencial de una muestra (p. ej., para analizar secuencias diana, motivos diana o niveles de expresión
relativos) con el medio de almacenamiento de datos. Un técnico experto puede reconocer con facilidad que es posible
usar uno cualquiera de los programas de búsqueda de homologías que está a disposición del público como medio
de búsqueda para los sistemas de base informática de la presente invención con el fin de realizar la comparación de
secuencias y motivos diana. También se conocen en la técnica los programas informáticos para analizar los niveles de
expresión en una muestra y en controles.

Un “motivo estructural diana” o un “motivo diana” se refiere a cualquier secuencia o combinación de secuencias
seleccionada racionalmente en la que la(s) secuencia(s) se seleccionan en base a una configuración tridimensional
que se forma tras el plegamiento del motivo diana, o sobre secuencias consenso de sitios reguladores o activos. Hay
una variedad de motivos diana conocidos en la técnica. Los motivos diana de proteínas incluyen, pero no se limitan
a, sitios activos de enzimas y secuencias señal. Los motivos diana de ácido nucleico incluyen, pero no se limitan a,
estructuras de horquilla, secuencias promotoras y otros elementos de expresión tales como sitios de unión para factores
de transcripción.

Hay una variedad de formatos estructurales para los medios de entrada y de salida que se puede usar para introducir
y sacar la información en y de los sistemas de base informática de la presente invención. Un formato para un medio
de salida clasifica los niveles de expresión relativos de diferentes polinucleótidos. Tal presentación proporciona al
experto en la técnica una clasificación de los niveles de expresión relativa para determinar un perfil de expresión
de genes.

Según lo tratado anteriormente, la “genoteca” de la invención también engloba genotecas bioquímicas de los poli-
nucleótidos de la SEQ ID NO: 1, p. ej., colecciones de ácidos nucleicos que representan a los polinucleótidos propor-
cionados. Las genotecas bioquímicas pueden tener una variedad de formas, p. ej., una solución de ADNc, un patrón de
ácidos nucleicos de sonda asociado con una superficie de un soporte sólido (i.e., un alineamiento) y similares. Son de
particular interés los alineamientos de ácidos nucleicos en los que está representada la SEQ ID NO: 1 en el alineamien-
to. Alineamiento pretende significar un artículo de elaboración que tiene al menos un sustrato con al menos dos dianas
de ácido nucleico distintas en una de sus superficies, pudiendo ser el número de ácidos nucleicos distintos conside-
rablemente más elevado, siendo comúnmente de al menos 10 nt, habitualmente, de al menos 20 nt y a menudo de al
menos 25 nt. Se ha desarrollado una variedad de diferentes formatos de alineamiento y son conocidos para los expertos
en la técnica. Los alineamientos de la presente invención encuentran uso en una variedad de aplicaciones, incluyendo
el análisis de expresión de genes, el rastreo de fármacos, el análisis de mutaciones y similares, según lo revelado en
los ejemplos de documentos de patente enumerados anteriormente. Además de las genotecas de ácidos nucleicos, se
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proporcionan las genotecas análogas de polipéptidos, en las que los polipéptidos de la genoteca representarán al menos
una parte de los polipéptidos codificados por la SEQ ID NO: 1.

Utilidades

Las sondas de polinucleótidos, que generalmente comprenden al menos 12 nt contiguos de un polinucleótido según
lo mostrado en el listado secuencial, se usan para una variedad de objetivos, tales como para el mapeo cromosómico
del polinucleótido y la detección de los niveles de transcripción. En los ejemplos, se encuentra otra revelación sobre
las regiones preferidas de las secuencias de polinucleótidos reveladas. Una sonda que se hibrida específicamente con
un polinucleótido revelado en la presente memoria debería proporcionar una señal de detección al menos 5, 10 ó 20
veces mayor que la hibridación de fondo proporcionada con otras secuencias no relacionadas.

Detección de los niveles de expresión. Las sondas de nucleótido se usan para detectar la expresión de un gen
correspondiente al polinucleótido proporcionado. En las transferencias Northern, el ARNm se separa electroforética-
mente y se pone en contacto con una sonda. Las sondas se detectan cuando se hibridan con una especie de ARNm de
un tamaño particular. La cantidad de hibridación se cuantifica para determinar las cantidades relativas de expresión,
por ejemplo, en una determinada condición. Las sondas se usan para la hibridación in situ de células para detectar
la expresión. Las sondas también se pueden usar in vivo para la detección de diagnóstico de secuencias hibridantes.
Las sondas se marcan comúnmente con un isótopo radiactivo. Se pueden usar otros tipos de etiquetas detectables tales
como cromóforos, fluorescentes y enzimas. En los documentos W092/02526 y USPN 5.124.246, se describen otros
ejemplos de análisis de hibridación de nucleótidos.

Alternativamente, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es otro medio para detectar pequeñas cantidades
de ácidos nucleicos diana (véase, p. ej., Mullis et al., Meth. Enzymol. (1987) 155: 335; USPN 4.683.195; y USPN
4.683.202). Se usan dos nucleótidos de polinucleótidos cebadores que se hibridan con los ácidos nucleicos diana para
cebar la reacción. Los cebadores pueden estar compuestos de una secuencia dentro o 3’ ó 5’ con respecto a los poli-
nucleótidos del listado secuencial. Alternativamente, si los cebadores son 3’ y 5’ con respecto a estos polinucleótidos,
es necesario que no se hibriden a ellos ni a los complementos. Tras la amplificación de la diana con una polimerasa
termoestable, los ácidos nucleicos diana amplificados se pueden detectar mediante procedimientos conocidos en la téc-
nica, p. ej., transferencia Southern. El ARNm o el ADNc también se puede detectar mediante técnicas de transferencia
tradicionales (p. ej., transferencia Southern, transferencia Northern, etc.) descritas en Sambrook et al., “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual” (Nueva York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989) (p. ej., sin amplificación PCR).
En general, el ARNm o el ADNc generado a partir de ARNm usando una enzima polimerasa se puede purificar y
separar usando electroforesis sobre gel y transferir a un soporte sólido, tal como nitrocelulosa. El soporte sólido se
expone a una sonda marcada, se lava para eliminar cualquier sonda no hibridada y se detectan los dúplex que contienen
la sonda marcada.

Mapeo. Los polinucleótidos de la presente invención se pueden usar para identificar un cromosoma sobre el que
reside el correspondiente gen. Tal mapeo puede ser útil para identificar la función del gen relacionado con el poli-
nucleótido por su proximidad a otros genes con una función conocida. La función también se puede asignar al gen
relacionado con el polinucleótido cuando se mapeen síndromes o enfermedades particulares en el mismo cromosoma.
Por ejemplo, en el documento USPN 5.783.387, se describe el uso de sondas de polinucleótido para la identificación
y la cuantificación de aberraciones de secuencias de ácidos nucleicos. Un ejemplo de procedimiento de mapeo es la
hibridación in situ con fluorescencia (FISH), que facilita la hibridación genómica comparativa para permitir una eva-
luación genómica total de los cambios del número relativo de copias de las secuencias de ADN (véase, p. ej., Valdes et
al., “Methods in Molecular Biology” (1997) 68:1). Los polinucleótidos también se pueden mapear hasta cromosomas
particulares usando, por ejemplo, híbridos de radiación o paneles de híbridos específicos del cromosoma. Véase Leach
et al., “Advances in Genetics”, (1995) 33: 63-99; Walter et al., “Nature Genetics” (1994) 7:22; Walter y Goodfellow,
“Trends in Genetics” (1992) 9: 352. Los paneles para el mapeo de híbridos por radiación están disponibles en Resear-
ch Genetics, Inc., Huntsville, Alabama, EE.UU. Las bases de datos de marcadores que usan diversos paneles están
disponibles en la red en http:/F/shgc-www.stanford.edu; y http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/contig/rhmapper.pl.
Se puede usar el programa estadístico RHMAP para construir un mapa basado en los datos de la hibridación por ra-
diación con una medida de la probabilidad relativa de un orden frente al otro. El RHMAP está disponible en la red en
http://www.sph.umich.edu/group/statgen/software. Además, hay programas comerciales disponibles para identificar
regiones de cromosomas comúnmente asociadas con una enfermedad, tal como el cáncer.

Clasificación o perfilado de tejidos. La expresión de ARNm específico correspondiente a los polinucleótidos pro-
porcionados puede variar en diferentes tipos de células y puede ser específica del tejido. Esta variación de los niveles
de ARNm en diferentes tipos de células se puede explotar con análisis de sondas de ácido nucleico para determinar
los tipos de tejidos. Por ejemplo, la PCR, los análisis de sondas de ADN ramificado o las técnicas de transferencia que
utilizan sondas de ácido nucleico sustancialmente idénticas o complementarias a los polinucleótidos enumerados en
el listado secuencial pueden determinar la presencia o la ausencia del correspondiente ADNc o ARNm.

Se puede usar el tipeado de tejidos para identificar el órgano desarrollacional o la fuente de tejido de la lesión
metastásica mediante la identificación de la expresión de un determinado marcador de ese órgano o tejido. Si un
polinucleótido se expresa sólo en un tipo de tejido específico, y se encuentra una lesión metastásica para expresar
ese polinucleótido, entonces se ha identificado la fuente desarrollacional de la lesión. La expresión de un determinado
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polinucleótido se puede analizar mediante la detección de bien el correspondiente ARNm o el producto proteico. Como
sería fácilmente comprensible para cualquier científico forense, las secuencias reveladas en la presente memoria son
útiles en la diferenciación de tejido humano del tejido no humano. En particular, estas secuencias son útiles para
diferenciar el tejido humano del tejido de ave, reptil y anfibio, por ejemplo.

Uso de polimorfismos. Se puede usar un polinucleótido de la invención en análisis forenses, genéticos, en mapeos y
en aplicaciones de diagnóstico en las que la región correspondiente de un gen es polimórfica en la población humana.
Se puede usar cualquier procedimiento para detectar un polimorfismo en un gen, incluyendo, pero no limitándose a
electroforesis de variantes polimórficas de proteína, sensibilidad diferencial a una escisión de una enzima de restricción
e hibridación con sondas específicas del alelo.

Producción de anticuerpos

Los productos de expresión de un polinucleótido de la invención, así como el correspondiente ARNm, ADNc o gen
completo, se pueden preparar y usar para crear anticuerpos para usos experimentales, de diagnóstico y terapéuticos.
Para los polinucleótidos a los que no se les ha asignado un gen correspondiente, se proporciona otro procedimiento para
identificar el gen correspondiente. Se expresa el polinucleótido o el ADNc relacionado según lo descrito anteriormente,
y se preparan los anticuerpos. Estos anticuerpos son específicos de un epitope sobre el polipéptido codificado por el
polinucleótido y pueden precipitar o unirse a la correspondiente proteína nativa en una preparación celular o tisular, o
en un extracto libre de células de un sistema de expresión in vitro.

Los procedimientos para la producción de anticuerpos que se unen específicamente a un antígeno seleccionado
son conocidos en la técnica. Los inmunogenes para preparar anticuerpos se pueden preparar mezclando un polipéptido
codificado por un polinucleótido de la invención con un adyuvante y/o haciendo proteínas de fusión con proteínas
inmunogénicas más largas. Los polipéptidos también se pueden unir mediante enlace covalente con otras proteínas
inmunogénicas más largas, tales como la hemocianina de lapa californiana. Los inmunogenes se administran co-
múnmente intradérmica, subcutánea o intramuscularmente en animales experimentales tales como conejos, ovejas y
ratones para generar los anticuerpos. Los anticuerpos monoclonales se pueden generar aislando células de bazo y fu-
sionando células de mieloma para formar hibridomas. Alternativamente, el polinucleótido seleccionado se administra
directamente, tal como por inyección intramuscular y se expresa in vivo. La proteína expresada genera una varie-
dad de respuestas inmunes específicas de la proteína que incluyen la producción de anticuerpos, comparable con la
administración de la proteína.

Las preparaciones de anticuerpos policlonales y monoclonales específicos de los polipéptidos codificados por un
polinucleótido seleccionado se realizan usando procedimientos estándar conocidos en la técnica. Los anticuerpos se
unen específicamente a epitopes presentes en los polipéptidos codificados por los polinucleótidos revelados en el
listado secuencial. Comúnmente, se necesitan al menos 6, 8, 10 ó 12 aminoácidos contiguos para formar un epitope.
Los epitopes que implican aminoácidos no contiguos pueden requerir un polipéptido más largo, p. ej., de al menos
15, 25 ó 50 aminoácidos. Los anticuerpos que se unen específicamente a los polipéptidos humanos codificados por
los polipéptidos proporcionados deberían proporcionar una señal de detección al menos 5, 10 ó 20 veces mayor que
la señal de detección proporcionada con otras proteínas cuando se usan en transferencias Western o en otros análisis
inmunoquímicos. Preferiblemente, los anticuerpos que se unen específicamente a los polipéptidos de la invención no
se unen a otras proteínas en análisis inmunoquímicos a niveles detectables y pueden inmunoprecipitar el polipéptido
específico de la solución.

La invención también contempla los anticuerpos naturales específicos de un polipéptido de la invención. Por ejem-
plo, se pueden purificar los anticuerpos séricos frente a un polipéptido de la invención en una población humana
mediante procedimientos conocidos en la técnica, p. ej., pasando antisuero sobre una columna a la que se ha unido el
correspondiente polipéptido seleccionado o la proteína de fusión seleccionada. Los anticuerpos unidos se pueden eluir
entonces de la columna usando, por ejemplo, un tampón con una concentración elevada de sales.

Además de los anticuerpos anteriormente tratados, la invención engloba anticuerpos diseñados genéticamente,
derivados de anticuerpo (p. ej., anticuerpos monocatenarios, fragmentos de anticuerpo (p. ej., Fab, etc), según los
procedimientos conocidos en la técnica.

Procedimientos de diagnóstico y otros procedimientos que implican la detección de productos génicos expresados
diferencialmente

La presente invención proporciona procedimientos de uso de los polinucleótidos descritos en la presente memoria.
En realizaciones no restrictivas específicas, los procedimientos son útiles para detectar las células de cáncer de colon,
facilitar el diagnóstico del cáncer y de la gravedad de un cáncer (p. ej., el grado del tumor, la carga tumoral y similares)
de un sujeto, facilitar la determinación de un pronóstico de un sujeto y evaluar la respuesta del sujeto a una terapia
(p. ej., proporcionando una medida del efecto terapéutico mediante, por ejemplo, la evaluación de la carga tumoral
durante o tras el régimen quimioterapéutico). La detección se puede basar en la detección de un polinucleótido que
se exprese diferencialmente en una célula de cáncer de colon y/o en la detección de un polipéptido codificado por
un polinucleótido que se exprese diferencialmente en una célula de cáncer de colon (“un polipéptido asociado con el
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cáncer de colon”). Los procedimientos de detección de la invención se pueden realizar in vitro o in vivo, sobre células
aisladas o en tejidos enteros o en un fluido corporal, p. ej., en sangre, plasma, suero, orina y similares).

En general, los procedimientos de la invención que implican la detección de un producto génico (p. ej., ARNm,
ADNc generado por tal ARNm y polipéptidos) implican poner en contacto una muestra con una sonda específica del
producto génico de interés. “Sonda” como se usa en la presente memoria en tales procedimientos pretende referirse a
una molécula que se une específicamente a un producto génico de interés (p. ej., la sonda se une al producto génico
diana con una especificidad suficiente para distinguir la unión a la diana frente a la unión inespecífica a moléculas
no dianas (de fondo). Las “sondas” incluyen, pero no se limitan necesariamente a, sondas de ácido nucleico (p. ej.,
ADN, ARN, ácido nucleico modificado y similares), anticuerpos (p. ej., anticuerpos, fragmentos de anticuerpo que
conservan la unión a un epitope diana, anticuerpos monocatenarios y similares) u otro polipéptido, péptido o molécula
(p. ej., ligando receptor) que se una específicamente a un producto génico diana de interés.

La sonda y la muestra sospechosa de tener el producto génico de interés se ponen en contacto en condiciones
adecuadas para unir la sonda al producto génico. Por ejemplo, la puesta en contacto se realiza generalmente durante
el tiempo suficiente para permitir la unión de la sonda con el producto génico (p. ej., de varios minutos a unas cuantas
horas) y a una temperatura y en condiciones de osmolaridad, y similares que proporcionen la unión de la sonda con el
producto génico a un nivel que sea suficientemente distinguible de la unión de fondo de la sonda (p. ej., en condiciones
que minimicen la unión inespecífica). Las condiciones adecuadas para la unión de la sonda-producto génico diana se
pueden determinar fácilmente usando controles y otras técnicas disponibles y conocidos por cualquier experto habitual
en la técnica.

En esta realización, la sonda puede ser un anticuerpo u otro polipéptido, péptido o molécula (p. ej., un ligando
receptor) que se una específicamente a un polipéptido diana de interés.

Los procedimientos de detección se pueden proporcionar como parte de un equipo. De este modo, la invención
proporciona además equipos para detectar la presencia y/o un nivel de un polinucleótido que está expresado dife-
rencialmente en una célula de cáncer de colon (p. ej., mediante la detección de un ARNm codificado por un gen
expresado diferencialmente de interés) y/o un polipéptido codificado por el mismo, en una muestra biológica. Los
procedimientos que usan estos equipos se pueden realizar en laboratorios clínicos, laboratorios experimentales, por
profesionales médicos o por usuarios privados. Los equipos de la invención para detectar un polipéptido codificado
por un polinucleótido que está expresado diferencialmente en una célula de cáncer de colon comprenden un resto
que se une específicamente al polipéptido, que puede ser un anticuerpo específico. Los equipos de la invención para
detectar un polipéptido codificado por un polinucleótido que está expresado diferencialmente en una célula de cáncer
de colon comprenden un resto que se hibrida específicamente con tal polinucleótido. El equipo puede proporcionar
opcionalmente más componentes que son útiles en el procedimiento, incluyendo, pero no limitándose a, tampones,
reactivos de desarrollo, etiquetas, superficies reactivas, medios de detección, muestras control, patrones, instrucciones
e información interpretativa.

Detección de un polipéptido codificado por un polinucleótido que está expresado diferencialmente en una célula de
cáncer de colon

En algunas realizaciones, se proporcionan procedimientos para una célula de cáncer de colon mediante la detección
en la célula de un polipéptido codificado por un gen que está expresado diferencialmente en una célula de cáncer de
colon. Se puede usar cualquiera de una variedad de procedimientos conocidos para la detección, incluyendo, pero
no limitándose a, inmunoanálisis, usando anticuerpo específico del polipéptido codificado, p. ej., mediante análisis
de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA), radioinmunanálisis (RIA) y similares; y análisis funcionales para el
polipéptido codificado, p. ej., actividad de unión o actividad enzimática.

Por ejemplo, se puede realizar fácilmente un análisis de inmunofluorescencia sobre células sin tener que aislar
primero el polipéptido codificado. Primero se fijan las células sobre un soporte sólido, tal como un portaobjetos de
microscopio o un pozo de microvaloración. La etapa de fijado puede permeabilizar la membrana celular. La permea-
bilización de la membrana celular permite la unión de la sonda específica y el polipéptido (p. ej., el anticuerpo).
Alternativamente, cuando el polipéptido es secretado o está unido a la membrana, o es accesible de otro modo en
la superficie celular (p. ej., receptores u otra molécula asociada de forma estable con la membrana celular externa o
asociada establemente de otro modo con la membrana celular), puede que tal permeabilización no sea necesaria.

A continuación, se exponen las células fijadas a un anticuerpo específico del polipéptido codificado. Para aumentar
la sensibilidad del análisis, se pueden exponer además las células fijadas a un segundo anticuerpo que esté marcado y
se una al primer anticuerpo que es específico del polipéptido codificado. Comúnmente, el anticuerpo secundario está
marcado detectablemente, p. ej., con un marcador fluorescente. Las células que expresan el polipéptido codificado
serán marcadas fluorescentemente y se visualizarán fácilmente en el microscopio. Véase, por ejemplo, Hashido et al.,
(1992) Biochem. Biophys. Res. Comm. 187: 1241-1248.

Como será fácilmente comprensible para un experto habitual en la técnica tras la lectura de la presente memoria,
los procedimientos de detección u otros procedimientos descritos en la presente memoria pueden ser fácilmente mo-
dificados. Tales variaciones pertenecen al ámbito pretendido de la invención. Por ejemplo, en el esquema de detección
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anterior, la sonda para su uso en la detección puede ser inmovilizada sobre un soporte sólido, pudiéndose poner en
contacto la muestra de análisis con la sonda inmovilizada. Entonces se puede detectar la unión de la muestra de análisis
con la sonda en una variedad de modos, p. ej., detectando una etiqueta detectable unida a la muestra de análisis para
facilitar la detección de complejos de muestra de análisis-sonda inmovilizada.

La presente invención proporciona además procedimientos para detectar la presencia de y/o medir un nivel de
un polipéptido en una muestra biológica, estando el polipéptido codificado por un polinucleótido que representa un
gen expresado diferencialmente en el cáncer, particularmente, en una célula de cáncer de colon, usando una sonda
específica para el polipéptido codificado. En esta realización, la sonda puede ser un anticuerpo u otro polipéptido,
péptido o molécula (p. ej., un ligando receptor) que se una específicamente a un polipéptido diana de interés.

Los procedimientos comprenden generalmente: a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo específico de
un polipéptido expresado diferencialmente en una célula de análisis; y b) detectar la unión entre el anticuerpo y las
moléculas de la muestra. El nivel de unión al anticuerpo (bien cualitativo o cuantitativo) incida el estado canceroso
de la célula. Por ejemplo, cuando se aumenta el gen expresado diferencialmente en células cancerosas, la detección
de un aumento del nivel de unión del anticuerpo con la muestra de análisis en comparación con el nivel de unión del
anticuerpo asociado con una célula normal indica que la célula de análisis es cancerosa.

Los controles adecuados incluyen una muestra de la que se sabe que no contiene el polipéptido codificado y una
muestra puesta en contacto con un anticuerpo inespecífico del polipéptido codificado, p. ej., un anticuerpo anti-idiotí-
pico. Hay una variedad de procedimientos para detectar las interacciones entre anticuerpos específicos y antígenos que
es conocida en la técnica, y que se puede usar en el procedimiento, incluyendo, pero no limitándose a, procedimientos
inmunohistológicos estándar, de inmunoprecipitación, un inmunoanálisis enzimático y un radioinmunoanálisis.

En general, el anticuerpo específico será marcado detectablemente, bien directa o indirectamente. Las etiquetas di-
rectas incluyen radioisótopos; enzimas cuyos productos son detectables (p. ej., luciferasa, β-galactosidasa y similares);
etiquetas fluorescentes (p. ej., isotiocianato de fluoresceína, rodamina, ficoeritrina y similares); metales emisores de
fluorescencias, p. ej., 152Eu u otros de la serie de los lantánidos, unidos al anticuerpo a través de grupos quelantes me-
tálicos tales como EDTA; compuestos quimioluminiscentes, p. ej., luminil, isoluminol, sales de acridinio y similares;
compuestos bioluminiscentes, p. ej., luciferina, aecorina (proteína verde fluorescente) y similares.

Se puede unir el anticuerpo (acoplar) a un soporte insoluble, tal como una placa de poliestireno o una perla. Las
etiquetas indirectas incluyen segundos anticuerpos específicos de anticuerpos específicos del polipéptido codificado
(“primer anticuerpo específico”), estando el segundo anticuerpo marcado según lo descrito anteriormente; y miembros
de pares de unión específicos, p. ej., biotina-avidina y similares. Se puede poner en contacto la muestra biológica con
e inmovilizarla sobre un soporte sólido o un vehículo, tal como nitrocelulosa, que sea capaz de inmovilizar células,
partículas celulares o proteínas solubles. Entonces se puede lavar el soporte con tampones adecuados, siguiendo con
la puesta en contacto con un primer anticuerpo específico marcado detectablemente. Los procedimientos de detección
son conocidos en la técnica y serán seleccionados según lo apropiado para la señal emitida por la etiqueta detectable.
La detección se realiza generalmente en comparación con controles adecuados y con patrones apropiados.

En algunas realizaciones, los procedimientos están adaptados para su uso in vivo, p. ej., para localizar o identificar
sitios en los que estén presentes células de cáncer de colon. En estas realizaciones, se administra un resto marcado de-
tectablemente, p. ej., un anticuerpo, que sea específico de un polipéptido asociado al cáncer de colon a un individuo (p.
ej., mediante inyección) y se localizan las células marcadas usando técnicas estándar de formación de imágenes, inclu-
yendo, pero no limitándose a, formación de imágenes por resonancia magnética, barrido de tomografía por ordenador
y similares. De este modo, las células de cáncer de colon quedan marcadas diferencialmente.

Detección de un polinucleótido que representa un gen expresado diferencialmente en una célula de cáncer de colon

En algunas realizaciones, se proporcionan procedimientos para detectar una célula de cáncer de colon mediante la
detección de la expresión en la célula de un transcripto o que está expresada diferencialmente en una célula de cáncer
de colon. Se puede usar cualquiera de una variedad de procedimientos conocidos de detección, incluyendo, pero no
limitándose a, la detección de un transcripto mediante la hibridación con un polinucleótido que se hibrida con un
polinucleótido que está expresado diferencialmente en una célula de cáncer de colon; la detección de un transcripto
mediante la reacción en cadena de la polimerasa usando cebadores de oligonucleótido específicos: hibridación in situ
de una célula usando como sonda un polinucleótido que se hibrida con un gen que está expresado diferencialmente en
una célula de cáncer de colon.

Los procedimientos se pueden usar para detectar y/o medir los niveles de ARNm de un gen que está expresado
diferencialmente en una célula de cáncer de colon. En algunas realizaciones, los procedimientos comprenden: a) poner
en contacto una muestra con un polinucleótido que se corresponde con un gen expresado diferencialmente descrito en
la presente memoria en condiciones que permitan la hibridación; y b) detectar la hibridación si la hay. La detección de
una hibridación diferencial, en comparación con un control adecuado, es indicativo de la presencia en la muestra de un
polinucleótido que se expresa diferencialmente en una célula de cáncer de colon. Los controles apropiados incluyen,
por ejemplo, una muestra de la que se sabe que contiene un polinucleótido que está expresado diferencialmente en
una célula de cáncer de colon, y el uso de un polinucleótido marcado del mismo “sentido” que el polinucleótido que
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está expresado diferencialmente en una célula de cáncer de colon. Las condiciones que permiten la hibridación son
conocidas en la técnica y han sido descritas más detalladamente con anterioridad.

También se puede realizar la detección mediante cualquier procedimiento conocido, incluyendo, pero no limi-
tándose a, hibridación in situ, PCR (reacción en cadena de la polimerasa), RT-PCR (PCR de transcripción inversa)
y transferencia “Northern” o de ARN, o combinaciones de tales técnicas, usando un polinucleótido adecuadamente
marcado. Hay una variedad de etiquetas y procedimientos de marcaje de polinucleótidos que es conocida en la técnica
y que se puede usar en los procedimientos de análisis de la invención. Es posible determinar la hibridación específica
mediante la comparación con controles apropiados.

El polinucleótido que comprende generalmente al menos 12 nt contiguos de un polinucleótido proporcionado en
la presente memoria, según lo mostrado en el listado secuencial o en la secuencias de los genes correspondientes a
los polinucleótidos del listado secuencial, se usa para una variedad de objetivos, tales como sondas para detección de
y/o la medida de los niveles de transcripción de un polinucleótido que esté expresado diferencialmente en una célula
de cáncer de colon. En los ejemplos, se encuentra otra revelación sobre las regiones preferidas de las secuencias de
polinucleótidos reveladas. Una sonda que se hibrida específicamente con un polinucleótido revelado en la presente
memoria debería proporcionar una señal de detección al menos 5, 10 ó 20 veces mayor que la hibridación de fondo
proporcionada con otras secuencias no relacionadas. Debería indicarse que “sonda” como se usa en este contexto de
detección de ácido nucleico pretende referirse a una secuencia de polinucleótidos usada para detectar un producto géni-
co expresado diferencialmente en una muestra de análisis. Como será fácilmente comprensible para el experto habitual
en la técnica, la sonda puede estar marcada detectablemente y puesta en contacto con, por ejemplo, un alineamiento
que comprenda polinucleótidos inmovilizados obtenidos de una muestra de análisis (p. ej., ARNm). Alternativamente,
se puede inmovilizar la sonda sobre un alineamiento y se puede marcar detectablemente la muestra de análisis. Estas y
otras variaciones de los procedimientos de la invención pertenecen al ámbito de la técnica y al ámbito de la invención.

Las sondas de nucleótido se usan para detectar la expresión de un gen correspondiente al polinucleótido proporcio-
nado. En las transferencias Northern, el ARNm se separa electroforéticamente y se pone en contacto con una sonda.
Las sondas se detectan cuando se hibridan con una especie de ARNm de un tamaño particular. Se puede cuantificar
la cantidad de hibridación para determinar las cantidades relativas de expresión, por ejemplo, en una determinada
condición. Las sondas se usan para la hibridación in situ de células para detectar la expresión. Las sondas también se
pueden usar in vivo para la detección de diagnóstico de secuencias hibridantes. Las sondas se marcan comúnmente
con un isótopo radiactivo. Se pueden usar otros tipos de etiquetas detectables tales como cromóforos, fluorescentes y
enzimas. En los documentos W092/02526 y USPN 5.124.246, se describen otros ejemplos de análisis de hibridación
de nucleótidos.

La PCR es otro procedimiento para detectar pequeñas cantidades de ácidos nucleicos diana (véase, p. ej., Mullis
et al., Meth. Enzymol. (1987) 155: 335; USPN 4.683.195; y USPN 4.683.202). Se usan dos nucleótidos de polinu-
cleótidos cebadores que se hibridan con los ácidos nucleicos diana para cebar la reacción. Los cebadores pueden estar
compuestos de una secuencia dentro, o 3’ o 5’ con respecto de los polinucleótidos del listado secuencial. Alternati-
vamente, si los cebadores están 3’ y 5’ con respecto a estos polinucleótidos, no es necesario que se hibriden a ellos
ni a los complementos. Tras la amplificación de la diana con una polimerasa termoestable, los ácidos nucleicos dia-
na amplificados se pueden detectar mediante procedimientos conocidos en la técnica, p. ej., transferencia Southern.
El ARNm o el ADNc también se puede detectar mediante técnicas de transferencia tradicionales (p. ej., transferen-
cia Southern, transferencia Northern, etc.) descritas en Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”
(Nueva York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989) (p. ej., sin amplificación PCR). En general, el ARNm o el ADNc
generado a partir de ARNm usando una enzima polimerasa se puede purificar y separar usando electroforesis sobre
gel y transferir a un soporte sólido, tal como nitrocelulosa. El soporte sólido se expone a una sonda marcada, se lava
para eliminar cualquier sonda no hibridada y se detectan los dúplex que contienen la sonda marcada.

Los procedimientos que usan la amplificación por PCR se pueden realizar sobre el ADN de una sola célula, aunque
lo conveniente es usar al menos aproximadamente 105 células. En Saiki et al. (1985) Science 239: 487, se describe
el uso de la reacción en cadena de la polimerasa, y en Sambrook, et al. “Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual”, CSH Press 1989, pp. 14.2-14.33, se encuentra una revisión de las técnicas actuales. Las etiquetas detectables
adecuadas incluyen fluorocromos (p. ej., isotiocianato de fluoresceína (FITC), rodamina, rojo Texas, ficoeritrina, alofi-
cocianina, 6-carboxifluoresceína (6-FAM), 2’,7’-dimetoxi-4’,5’-dicloro-6-carboxifluoresceína, 6-carboxi-X-rodamina
(ROX), 6-carboxi-2’,4’,7’,4,7-hexaclorofluoresceína (HEX), 5-carboxifluoresceína (5-FAM) o N,N,N’,N’-tetrametil-
6-carboxirrodamina (TAMRA)), etiquetas radiactivas, (p. ej., 32P, 35S, 3H, etc.), y similares. La etiqueta puede ser un
sistema bifásico, en el que los polinucleótidos sean conjugados con biotina, haptenos, etc., que tengan un patrón de
unión de afinidad elevada, p. ej., avidina, anticuerpos específicos, etc., en el que el patrón de unión esté conjugado con
una etiqueta detectable. La etiqueta puede estar conjugada con uno o ambos cebadores. Alternativamente, se marca
una mezcla de nucleótidos usada en la amplificación, para incorporar la etiqueta al producto de amplificación.

Alineamientos

Los alineamientos de polinucleótidos proporcionan una técnica de un rendimiento elevado que puede analizar un
gran número de polinucleótidos o polipéptidos de una muestra. Esta tecnología se puede usar como herramienta para
analizar la expresión diferencial.
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Hay una variedad de procedimientos para producir alineamientos, así como variaciones de estos procedimientos,
que se conocen en la técnica y se contemplan para su uso en la invención. Por ejemplo, se pueden crear alineamientos
para encontrar sondas de polinucleótido sobre un sustrato (p. ej., vidrio, nitrocelulosa, etc) en una matriz bidimensional
o en un alineamiento que tenga sondas unidas. Las sondas se pueden unir al sustrato bien mediante enlaces covalentes
o mediante interacciones inespecíficas, tales como mediante interacciones hidrófobas.

Las muestras de polinucleótidos se pueden marcar detectablemente (p. ej., usando etiquetas radiactivas o fluores-
centes) y luego se pueden hibridar a las sondas. Los polinucleótidos bicatenarios, que comprenden los polinucleótidos
de la muestra marcados unidos a los polinucleótidos de la sonda, se pueden detectar una vez que la parte sin unir
de la muestra se haya retirado mediante lavado. Alternativamente, se pueden inmovilizar los polinucleótidos de la
muestra de análisis sobre el alineamiento y las sondas se pueden marcar detectablemente. Por ejemplo en Schena et
al. (1996) Proc Natl Acad Sci EE.UU. 93(20): 10614-9; Schena et al. (1995) Science 270 (5235): 467-70; Shalon et
al. (1996) Genome Res. 6 (7): 639-45, USPN 5.807.522, EP 799.897; WO 97/29212; WO 97/27317; EP 785 280; WO
97/02357; USPN 5.593.839; USPN 5.578.832; EP 728 520; USPN 5.599.695; EP 721 016; USPN 5.556.752; WO
95/22058; y USPN 5.631.734, se describen técnicas para construir alineamientos y los procedimientos para usar estos
alineamientos.

Los alineamientos se pueden usar, por ejemplo, para examinar la expresión diferencial de genes y para determinar
la función de los genes. Por ejemplo, se pueden usar los alineamientos para detectar la expresión diferencial de un
gen correspondiente a un polinucleótido descrito en la presente memoria, comparándose la expresión entre una célula
de análisis y una célula control (p. ej., células de cáncer y células normales). Por ejemplo, la expresión alta de un
determinado mensaje en una célula cancerosa, que no se observe en una célula normal correspondiente, puede indicar
un producto génico específico del cáncer. En, por ejemplo, Pappalarado et al., Sem. Radiation Oncol. (1998) 8:217; y
Ramsay Nature Biotechnol. (1998) 16:40, se describen ejemplos de usos de alineamientos con mayor detalle. Además,
hay numerosas variaciones de los procedimientos de detección que usan alineamientos que son conocidos en la técnia
y pertenecen al ámbito de la invención. Por ejemplo, en lugar de inmovilizar la sonda en un soporte sólido, se puede
inmovilizar la muestra de análisis sobre un soporte sólido que luego se ponga en contacto con la sonda.

Diagnosis, pronóstico, evaluación de terapia contra (teramétrica) y gestión del cáncer

Los polinucleótidos descritos en la presente memoria, así como sus productos génicos y genes correspondientes,
son de particular interés como marcadores genéticos o bioquímicos (p. ej., en sangre o tejidos) que detectarán los
cambios más tempranos de la ruta de la carcinogénesis y/o controlarán la eficacia de diversas terapias e intervenciones
preventivas.

Por ejemplo, el nivel de expresión de determinados polinucleótidos puede ser indicativo de un pronóstico más
pobre, y por consiguiente, garantizar una quimioterapia o radioterapia más agresiva para un paciente, o viceversa.
La correlación de nuevas características específicas del tumor suplente con respuesta al tratamiento y al resultado en
pacientes puede definir los indicadores de pronóstico que permitan el diseño de terapias personalizadas en base al perfil
molecular del tumor. Estas terapias incluyen la dirección de anticuerpos, los antagonistas (p. ej., moléculas pequeñas)
y la terapia génica.

La determinación de la expresión de determinados polinucleótidos y la comparación de un perfil de pacientes
con la expresión conocida en un tejido normal y las variantes de la enfermedad permite la determinación del mejor
tratamiento posible para un paciente, tanto en términos de especificidad del tratamiento como en términos del nivel de
comodidad para el paciente. Los marcadores tumorales suplentes, tales como la expresión de polinucleótidos, también
se pueden usar para clasificar mejor, y de este modo, diagnosticar y tratar diferentes formas y estados patológicos
del cáncer. Dos clasificaciones ampliamente usadas en oncología que pueden beneficiarse de la identificación de los
niveles de expresión de los genes correspondientes a los polinucleótidos descritos en la presente memoria son el
establecimiento de la fase en la que se encuentra el trastorno canceroso y la graduación de la naturaleza del tejido
canceroso.

Los polinucleótidos que se corresponden con los genes expresados diferencialmente, así como sus productos géni-
cos codificados, pueden ser útiles para controlar pacientes que tengan o que sean susceptibles al cáncer para detectar
eventos potencialmente malignos a un nivel molecular antes de que sean detectables a un nivel morfológico bruto.
Además, los polinucleótidos descritos en la presente memoria, así como los genes que se corresponden con tales poli-
nucleótidos, pueden ser útiles como teramétricos, p. ej., para evaluar la eficacia de la terapia usando los polinucleótidos
o sus productos génicos codificados, para evaluar, por ejemplo, la carga tumoral en el paciente antes, durante y tras la
terapia.

Además, los polinucleótidos identificados como correspondientes a genes que están expresados diferencialmente
en, y por consiguiente que son importantes para, un tipo de cáncer también pueden tener implicaciones en el des-
arrollo o el riesgo de desarrollar otros tipos de cáncer, p. ej., cuando un polinucleótido representa un gen expresado
diferencialmente a través de diversos tipos de cáncer. De este modo, por ejemplo, la expresión de un polinucleóti-
do correspondiente a un gen que tiene implicaciones clínicas en el cáncer de colon metastásico también puede tener
implicaciones clínicas en el cáncer de mama o el cáncer de ovario.
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Establecimiento de la fase. El establecimiento de la fase es un procedimiento usado por los médicos para describir
cuánto ha avanzado el estado canceroso en un paciente. El establecimiento de la fase ayuda al médico a determinar
un pronóstico, a planificar el tratamiento y a evaluar los resultados de tal tratamiento. Los sistemas de establecimiento
de la fase varían con los tipos de cáncer, pero generalmente implican el siguiente sistema “TNM”: el tipo de tumor,
indicado por T; si el cáncer se ha metastasificado hasta cerca de los nódulos linfáticos, se indica con una N; y si el
cáncer se ha metastasificado hasta partes más distantes del cuerpo, se indica con una M. Generalmente, si el cáncer
sólo se detecta en una zona de la lesión primaria sin que se haya extendido a ningún nódulo linfático, se denomina
fase I. Si se ha extendido sólo hasta los nódulos linfáticos más cercanos, se denomina fase II. En la fase II, el cáncer
generalmente se ha extendido hasta los nódulos linfáticos en una proximidad cercana al punto de la lesión primaria.
Los cánceres que se han extendido hasta una parte distante del cuerpo, tal como el hígado, los huesos, el cerebro u
otro sitio, están en fase IV, la fase más avanzada.

Los polinucleótidos y los genes correspondientes, así como los productos génicos descritos en la presente memoria
pueden facilitar el ajuste del procedimiento de establecimiento de la fase identificando los marcadores de la agresividad
de un cáncer, p. ej., el potencial metastásico, así como la presencia en diferentes zonas del cuerpo. De este modo, un
cáncer en fase II con un polinucleótido que expresa un cáncer de elevado potencial metastásico se puede usar para
cambiar un tumor en el límite de la fase II en un tumor en fase III, justificando así una terapia más agresiva. Por el
contrario, la presencia de un polinucleótido que expresa un potencial metastásico más bajo permite un establecimiento
de la fase del tumor más conservador.

Graduación de los cánceres. Grado es un término usado para describir cuánto se asemeja un tumor al tejido
normal de su mismo tipo. El aspecto microscópico de un tumor se usa para identificar el grado tumoral en base a
parámetros tales como la morfología celular, la organización celular y otros marcadores de diferenciación. Como regla
general, el grado de un tumor se corresponde con su velocidad de crecimiento o su agresividad, siendo los tumores
no diferenciados o de alto grado más agresivos que los tumores diferenciados o de bajo grado. Para graduar los
tumores, se usan generalmente las siguientes directrices: 1) el grado GX no se puede evaluar; 2) G1: bien diferenciado;
G2: Moderadamente bien diferenciado; 3) G3: Poco diferenciado; 4) G4: No diferenciado. Los polinucleótidos del
listado secuencial, así como sus genes y productos génicos correspondientes, pueden ser especialmente valiosos en
la determinación del grado de un tumor, pues no sólo pueden ayudar a determinar el estado de diferenciación de las
células de un tumor, sino que además pueden identificar factores distintos de la diferenciación que son valiosos para
determinar la agresividad de un tumor, tales como el potencial metastásico.

Detección del cáncer de colon. Los polinucleótidos correspondientes a los genes que presentan el patrón de ex-
presión apropiado se pueden usar para detectar el cáncer de colon en un sujeto. El cáncer colorrectal es uno de los
neoplasmas más comunes en seres humanos y quizás la forma más frecuente de neoplasia hereditaria. La prevención
y la detección temprana son factores clave para controlar y curar el cáncer colorrectal. El cáncer colorrectal comienza
como pólipos, que son pequeños crecimientos benignos de las células que forman el revestimiento interior del co-
lon. Durante un período de varios años, algunos de estos pólipos van acumulando más mutaciones y se convierten
en cancerosos. Se han identificado múltiples trastornos de cáncer colorrectal familiar, que se resumen en los siguien-
tes: 1) Poliposis adenomatosa familiar (PAF); 2) Síndrome de Gardner; 3) Cáncer de colon no polipoide hereditario
(CCNPH); y 4) Cáncer colorrectal familiar de judíos Ashkenazi.

La expresión de los polinucleótidos apropiados se puede usar en el diagnóstico, el pronóstico y el tratamiento del
cáncer de colon. La detección del cáncer de colon se puede determinar usando los niveles de expresión de cualquiera
de estas secuencias solas o en combinación con los niveles de expresión. La determinación de la naturaleza agresiva
y/o del potencial metastásico de un cáncer de colon se puede determinar comparando los niveles de uno o más producto
génicos de los genes correspondientes a los polinucleótidos descritos en la presente memoria, y comparando los niveles
totales de otra secuencia de la que se sabe que varían en tejido canceroso, p. ej., la expresión de p53, DCC, ras, PAF
(véase, p. ej., Fearon ER, et al., 759; Hamilton SR et al., Cancer (1993) 72: 957; Bodmer W, et al., Nat Genet. (1994)
4 (3): 217; Fearon ER, Ann. NY Acad. Sci. (1995) 768: 101).

Por ejemplo, es posible detectar el desarrollo del cáncer de colon examinando el nivel de expresión de un gen
correspondiente a un polinucleótido descrito en la presente memoria a los niveles de oncogenes (p. ej., ras) o de
los genes de supresión tumoral (p. ej., PAF o p53). De este modo, la expresión de los polinucleótidos marcadores
específicos se puede usar para discriminar entre el tejido normal y el canceroso, para diferenciar entre los cánceres
de colon con diferentes células de origen, para diferenciar entre los cánceres de colon con diferentes velocidades
metastásicas potenciales, etc. Para una revisión de los marcadores del cáncer, véase, p. ej., Hanahan et al. (2000) Cell
100: 57-70.

Tratamiento del cáncer de colon

La invención proporciona además procedimientos para reducir el crecimiento de las células de cáncer de colon. Los
procedimientos proporcionan la disminución de la expresión de un gen que está expresado diferencialmente en una
célula de cáncer de colon o la disminución del nivel de y/o la disminución de la actividad de un polipéptido asociado
con el cáncer de colon. En general, los procedimientos comprenden poner en contacto una célula de cáncer de colon
con una sustancia que module (1) la expresión de un gen que se exprese diferencialmente en el cáncer de colon o (2)
un nivel de y/o una actividad de un polipéptido asociado con el cáncer de colon. “La reducción del crecimiento de
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las células de cáncer de colon” incluye, pero no se limita a, la reducción de la proliferación de células de cáncer de
colon y la reducción de la incidencia de una célula que no es de cáncer de colon en convertirse en una célula de colon
cancerosa. Es posible determinar fácilmente si se ha logrado la reducción del crecimiento de las células de cáncer
de colon usando cualquier análisis conocido, incluyendo, pero no limitándose a, la incorporación de [3H]-timidina; el
recuento del número de células durante un período de tiempo; la detección y/o la medida de un marcador asociado con
el cáncer de colon (p. ej., CEA, CA19-9 y LASA).

La presente invención proporciona procedimientos para tratar el cáncer de colon, comprendiendo generalmente
la administración de una sustancia que reduzca el crecimiento de las células de cáncer de colon a un individuo en
necesidad de la misma, en una cantidad suficiente para reducir el crecimiento de las células de cáncer de colon y tratar
el cáncer de colon. Se puede estimar si una sustancia o una cantidad específica de la sustancia es eficaz para tratar el
cáncer de colon usando cualquiera de una variedad de análisis de diagnóstico conocidos para el cáncer de colon, inclu-
yendo, pero no limitándose a, la sigmoidoscopía, la proctoscopía, la exploración rectal, la colonoscopia con biopsia,
los estudios radiográficos de contraste, los barridos de CAT, la angiografía y la detección de CAT, la angiografía y la
detección de un marcador tumoral asociado con el cáncer de colon en la sangre del individuo. La sustancia se puede
administrar sistemática o localmente. De este modo, en algunas realizaciones, la sustancia se administra localmente, y
el crecimiento del cáncer de colon disminuye en el lugar de la administración. La administración local puede ser útil
para tratar, p. ej., un tumor sólido.

La sustancia que reduce el crecimiento de las células de cáncer de colon se puede dirigir a una célula de cáncer de
colon. De este modo, en algunas realizaciones, la invención proporciona un procedimiento para administrar un fármaco
a una célula de cáncer de colon, que comprende la administración de un complejo de fármaco-anticuerpo a un sujeto,
siendo el anticuerpo específico de un polipéptido asociado con el cáncer de colon, y el fármaco uno que reduzca
el crecimiento de las células de cáncer de colon, una variedad de los cuales se conoce en la técnica. La dirección
se puede realizar acoplando (p. ej., uniendo, directamente o mediante una molécula ligadora, bien mediante enlace
covalente o no covalente, para formar un complejo de fármaco-anticuerpo) un fármaco con un anticuerpo específico
de un polipéptido asociado con el cáncer de colon. Los procedimientos para acoplar un fármaco a un anticuerpo son
conocidos en la técnica, siendo innecesario describirlos en la presente memoria.

Identificación de dianas terapéuticas y agentes terapéuticos contra el cáncer

La presente invención también engloba procedimientos para identificar agentes que tengan la capacidad de mo-
dular la actividad de un producto génico expresado diferencialmente, así como los procedimientos para identificar un
producto génico expresado diferencialmente como una diana terapéutica para el tratamiento del cáncer, especialmente,
del cáncer de colon.

Agentes candidatos

La identificación de los compuestos que modulan la actividad de un producto génico expresado diferencialmente se
puede realizar usando cualquiera de entre una variedad de técnicas de rastreo de fármacos. Tales agentes son candidatos
para desarrollar terapias contra el cáncer. Son de particular interés los análisis de rastreo de agentes que tienen una
toxicidad tolerable para las células humanas no cancerosas. Los análisis de rastreo de la invención están generalmente
basados en la capacidad del agente para modular una actividad de un producto génico expresado diferencialmente y/o
para inhibir o suprimir el fenómeno asociado con el cáncer (p. ej., la proliferación celular, la formación de colonias, la
detención del ciclo celular, la metástasis y similares).

El término “agente” como se usa en la presente memoria describe cualquier molécula, p. ej., proteína o compuesto
farmacéutico, que tenga la capacidad de modular una actividad biológica de un producto génico de un gen expresado
diferencialmente. Generalmente, se ejecuta una pluralidad de mezclas de análisis en paralelo con diferentes concen-
traciones de agente para obtener una respuesta diferencial a las diversas concentraciones. Comúnmente, una de estas
concentraciones sirve como control negativo, i.e., a una concentración cero o por debajo del nivel de detección.

Los agentes candidatos engloban numerosas clases químicas, aunque comúnmente son moléculas orgánicas, pre-
feriblemente, pequeños compuestos orgánicos que tienen un peso molecular de más de 50 y de menos de aproximada-
mente 2.500 daltons. Los agentes candidatos comprenden grupos funcionales necesarios para la interacción estructural
con proteínas, particularmente, enlaces de hidrógeno, y comúnmente incluyen al menos un grupo amino, carbonilo,
hidroxilo o carboxilo, preferiblemente, al menos dos de los grupos químicos funcionales. Los agentes candidatos com-
prenden habitualmente estructuras heterocíclicas o cíclicas de carbonos y/o estructuras aromáticas o poliaromáticas
sustituidas por uno o más de los grupos funcionales anteriores. Los agentes candidatos también se encuentran entre las
biomoléculas, que incluyen, pero no se limitan a: péptidos, sacáridos, ácidos grasos, esteroides, purinas, pirimidinas,
derivados, análogos estructurales o combinaciones de los mismos.

Los agentes candidatos se obtienen de una amplia variedad de fuentes, incluyendo genotecas de compuestos sin-
téticos o naturales. Por ejemplo, hay numerosos procedimientos disponibles para la síntesis aleatoria y directa de una
amplia variedad de compuestos orgánicos y biomoléculas, incluyendo la expresión de oligonucleótidos y oligopéptidos
aleatorizados. Alternativamente, hay disponibles o se pueden producir fácilmente genotecas de compuestos naturales
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en forma de extractos bacterianos, fúngicos, vegetales y animales (incluyendo los extractos de tejido humano para
identificar factores endógenos que afectan a los productos de los genes expresados diferencialmente). Además, las
genotecas y los compuestos naturales o producidos sintéticamente se pueden modificar fácilmente a través de proce-
dimientos convencionales químicos, físicos y bioquímicos, y se pueden usar para producir genotecas combinatorias.
Los agentes farmacológicos conocidos se pueden someter a modificaciones directas o aleatorias, tales como acilación,
alquilación, esterificación, amidificación, etc., para producir análogos estructurales.

Los ejemplos de agentes candidatos de particular interés incluyen, pero no se limitan a, polinucleótidos, y anti-
cuerpos antisentido, receptores solubles y similares. Los anticuerpos y los receptores solubles son de particular interés
como agentes candidatos cuando el producto génico expresado diferencialmente diana es secretado o accesible en la
superficie celular (p. ej., receptores y otras moléculas asociados establemente con la membrana celular externa).

Rastreo de agentes candidatos

Los análisis de rastreo pueden estar basados en cualquiera de una variedad de técnicas fácilmente disponibles y
conocidas por cualquier experto habitual en la técnica. En general, los análisis de rastreo implican poner en contacto
una célula cancerosa (preferiblemente, una célula de colon cancerosa) con un agente candidato, y evaluar el efecto
producido sobre la actividad biológica de un producto génico expresado diferencialmente. El efecto generado sobre
una actividad biológica se puede detectar mediante, por ejemplo, la detección de la expresión de un producto génico
de un gen expresado diferencialmente (p. ej., una disminución del ARNm o de los niveles de polipéptidos, causaría a
su vez una disminución de la actividad biológica del producto génico). Alternativamente o además, se puede evaluar el
efecto del agente candidato examinando el efecto del agentes candidato en un análisis funcional. Por ejemplo, cuando
el producto génico expresado diferencialmente es una enzima, entonces se puede evaluar el efecto generado sobre
la actividad biológica detectando un nivel de actividad enzimática asociado al producto génico expresado diferen-
cialmente. El análisis funcional será seleccionado según el producto génico expresado diferencialmente. En general,
cuando se aumenta la expresión del gen expresado diferencialmente en una célula cancerosa, los agentes de interés
son aquéllos que disminuyen la actividad del producto génico expresado diferencialmente.

Los análisis descritos infra se pueden adaptar en las realizaciones de análisis de rastreo de la invención. Los
ejemplos de análisis útiles en la detección de agentes candidatos incluyen, pero no se limitan a, análisis basados en
hibridación (p. ej., el uso de sondas de ácido nucleico o de cebadores para evaluar los niveles de expresión), análisis
basados en anticuerpos (p. ej., para evaluar los niveles de productos génicos polipeptídicos); los análisis de unión (p.
ej., para detectar la interacción de un agente candidato con un polipéptido expresado diferencialmente, pudiendo ser
estos análisis competitivos en los que esté disponible un ligando natural o sintético para el polipéptido), y similares.
Otros ejemplos de análisis incluyen, pero no se limitan necesariamente a, análisis de proliferación celular, análisis de
noqueado antisentido, análisis para detectar la inhibición del ciclo celular, análisis de inducción de la muerte/apóptosis
celular, y similares. Generalmente, tales análisis se llevan a cabo in vitro, pero muchos análisis se pueden adaptar para
que sean in vivo, p. ej., en un modelo animal del cáncer.

Identificación de agentes terapéuticos

En otra realización, la invención contempla la identificación de genes y de productos génicos expresados dife-
rencialmente como dianas terapéuticas. En algunos aspectos, esto es lo opuesto a los análisis descritos anteriormente
para la identificación de agentes que tengan actividad en la modulación (p. ej., en la disminución o el aumento) de la
actividad de un producto génico expresado diferencialmente.

En esta realización, las dianas terapéuticas se identifican examinando el/los efecto/s de agente del que se puede
demostrar o del que se ha demostrado que modula un fenotipo canceroso (p. ej., inhibir o suprimir o prevenir el
desarrollo de un fenotipo canceroso). Tales agentes son generalmente denominados en la presente memoria como
un “agente anticancerígeno”, englobando éstos los agentes quimioterapéuticos. Por ejemplo, el agente puede ser un
oligonucleótido antisentido que sea específico de un transcripto génico seleccionado. Por ejemplo, el oligonucleótido
antisentido puede ser una secuencia correspondiente a una secuencia de un gen expresado diferencialmente descrito
en la presente memoria, p. ej., una secuencia de SEQ ID NO: 1.

Los análisis de identificación de dianas terapéuticas se pueden realizar en una variedad de modos usando procedi-
mientos que son conocidos por cualquier experto habitual en la técnica. Por ejemplo, se pone en contacto una célula
cancerosa de análisis que expresa o sobre-expresa un gen expresado diferencialmente con un agente anticancerígeno,
y se evalúa el efecto generado sobre un fenotipo canceroso y una actividad biológica del producto génico candidato.
La actividad biológica del producto génico candidato se puede analizar examinando, por ejemplo, la modulación de
la expresión de un gen codificante del producto génico candidato (p. ej., según lo detectado mediante, por ejemplo,
un aumento o una disminución de los niveles de transcriptos o de los niveles de polipéptidos) o la modulación de una
actividad enzimática u otra actividad del producto génico. El fenotipo canceroso puede ser, por ejemplo, la prolife-
ración celular, la pérdida de inhibición por contacto del crecimiento (p. ej., la formación de colonias), el crecimiento
tumoral (in vitro o in vivo), y similares. Alternativamente o además, se puede evaluar el efecto de la modulación de
una actividad biológica del gen diana candidato sobre la muerte/apóptosis celular o la regulación del ciclo celular.
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La inhibición o la supresión de un fenotipo canceroso, o un aumento de la muerte/apóptosis celular como resultado
de la modulación de la actividad biológica de un producto génico candidato indica que el producto génico candidato
es una diana adecuada para la terapia contra el cáncer. Los análisis descritos infra se pueden adaptar fácilmente a los
análisis de identificación de diana terapéuticas. Generalmente, tales análisis se llevan a cabo in vitro, pero es posible
adaptar muchos análisis para que sean in vivo, p. ej., en un modelo animal del cáncer apropiado aceptado por la técnica.

Identificación de análogos y antagonistas de péptidos

Los polipéptidos codificados por genes expresados diferencialmente identificados en la presente memoria se pue-
den usar para rastrear genotecas de péptidos para identificar parejas de unión, tales como receptores, de entre los
polipéptidos codificados. Las genotecas de péptidos se pueden sintetizar según los procedimientos conocidos en la
técnica (véase, p. ej., el documento USPN 5.010.175 y el documento WO 91/17823).

Los agonistas o antagonistas de los polipéptidos de la invención se pueden rastrear usando cualquier procedimiento
conocido en la técnica, tal como la transducción de señales, la unión de anticuerpos, la unión de receptores, los análisis
mitogénicos, los análisis de quimiotaxis, etc. Lo ideal es que las condiciones de análisis se parezcan a las condiciones
bajo las que la actividad nativa se muestra in vivo, es decir, bajo un pH fisiológico, la temperatura y la fuerza iónica. Los
agonistas o antagonistas adecuados mostrarán una fuerte inhibición o aumento de la actividad nativa a concentraciones
que no causan efectos secundarios tóxicos en el sujeto. Los agonistas o antagonistas que compiten en la unión al
polipéptido nativo pueden necesitar concentraciones iguales o mayores que la concentración nativa, mientras que los
inhibidores capaces de unirse irreversiblemente al polipéptido se pueden añadir en concentraciones en el orden de la
concentración nativa.

Tales rastreo y experimentación pueden conducir a la identificación de una pareja de unión polipeptídica, tales
como un receptor, codificado por un gen o un ADNc correspondiente a un polinucleótido descrito en la presente
memoria, y al menos un agonista o antagonista peptídico de la pareja de unión. Tales agonistas y antagonistas se pueden
usar para modular, aumentar o inhibir la función de los receptores en las células de las que el receptor es nativo, o en las
células que poseen el receptor como resultado de la ingeniería genética. Además, si el receptor comparte características
biológicamente importantes con un receptor conocido, la información acerca de la unión de agonistas/antagonistas
puede facilitar el desarrollo de mejores agonistas/antagonistas del receptor conocido.

Composiciones farmacéuticas y usos terapéuticos

Las composiciones farmacéuticas de la invención pueden comprender polipéptidos, anticuerpos o polinucleótidos
(incluyendo nucleótidos antisentido y ribozimas) de la invención reivindicada en una cantidad terapéuticamente eficaz.
El término “cantidad terapéuticamente eficaz” como se usa en la presente memoria se refiere a una cantidad de un
agente terapéutico para tratar, mejorar o prevenir un enfermedad o una condición deseada, o para mostrar un efecto
terapéutico o preventivo detectable. El efecto se puede detectar mediante, por ejemplo, marcadores químicos o niveles
de antígenos. Los efectos terapéuticos también incluyen la reducción de síntomas físicos, tales como la disminución
de la temperatura corporal. La cantidad eficaz exacta para un sujeto depende del tamaño y de la salud del sujeto, de
la naturaleza y del grado de la condición, y de la composición terapéutica o de la combinación de composiciones
terapéuticas seleccionada para su administración. De este modo, no es útil especificar una cantidad eficaz exacta por
anticipado. Sin embargo, la cantidad eficaz para una determinada situación se determina mediante la experimentación
rutinaria y depende de la opinión del profesional clínico. A efectos de la presente invención, una dosis eficaz será
generalmente de aproximadamente 0,01 mg/kg a 50 mg/kg o de 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de los
constructos de ADN en el individuo al que se administra.

Una composición farmacéutica también puede contener un vehículo farmacéuticamente aceptable. El término “ve-
hículo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un vehículo para la administración de un agente terapéutico, tal como
anticuerpos o un polipéptido, genes y otros agentes terapéuticos. El término se refiere a cualquier vehículo farmacéu-
tico que no induzca por sí mismo a la producción de anticuerpos dañinos para el individuo que recibe la composición,
y que pueda ser administrado sin producir una toxicidad indebida. Los vehículos adecuados pueden ser macromolécu-
las grandes, lentamente metabolizadas tales como, proteínas, polisacáridos, ácidos polilácticos, ácidos poliglicólicos,
aminoácidos poliméricos, copolímeros de aminoácidos y partículas víricas inactivas. Tales vehículos son conocidos
por aquéllos expertos habituales en la técnica. Los vehículos farmacéuticamente aceptables de composiciones terapéu-
ticas pueden incluir líquidos tales como agua, solución salina, glicerol y etanol. Las sustancias auxiliares, tales como
agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadores del pH, y similares, también pueden estar presentes
en tales vehículos.

Comúnmente, las composiciones terapéuticas se preparan como inyectables, bien como soluciones líquidas o co-
mo suspensiones; también se pueden preparar formas sólidas adecuadas para una solución en, o una suspensión en,
vehículos líquidos antes de la inyección. Los liposomas se incluyen en la definición de un vehículo farmacéuticamente
aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables también pueden estar presentes en la composición farmacéutica, p.
ej., sales de ácidos minerales tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de áci-
dos orgánicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares. En “Remington’s Pharmaceutical
Sciences” (Mack Pub. Co., N. J. 1991), se tratan en profundidad los excipientes farmacéuticamente aceptables.
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Procedimientos de administración. Una vez formuladas, las composiciones de la invención se pueden (1) admi-
nistrar directamente al sujeto (p. ej., como polinucleótido o polipéptidos); (2) administrar ex vivo a células derivadas
del sujeto (p. ej., como en una terapia génica ex vivo). La administración directa de las composiciones se realizará
generalmente mediante la inyección parenteral, p. ej., subcutánea, intreperitoneal, intravenosa o intramuscularmente,
intratumoral o en el espacio intersticial de un tejido. Otros modos de administración incluyen la administración oral y
pulmonar, los supositorios y las aplicaciones transdérmicas, las agujas y las pistolas de genes o los hidropulverizados.
El tratamiento de dosificación puede ser un programa de una sola dosis o un programa de múltiples dosis.

Los procedimientos para la administración ex vivo y la reimplantación de las células transformadas en un sujeto
son conocidos en la técnica y se describen en, p. ej., la publicación internacional n.º: WO 93/14778. Los ejemplos de
células útiles en aplicaciones ex vivo incluyen, por ejemplo, células madre, particularmente células hematopoéticos,
células linfáticas, macrófagos, células dentríficas o células tumorales. Generalmente, la administración de ácidos nu-
cleicos para aplicaciones tanto ex vivo como in vitro se puede realizar mediante, por ejemplo, una transfección mediada
por dextrano, precipitación de fosfato de calcio, transfección mediada por polibreno, fusión protoplástica, electropo-
ración, encapsulación del/de los polinucleótido/s en liposomas y microinyección directa del ADN en núcleos, siendo
todas conocidas en la técnica.

Una vez que se descubre que un gen correspondiente a un polinucleótido de la invención está correlacionado
con un trastorno proliferativo, tal como neoplasia, displasia e hiperplasia, es posible tratar el trastorno mediante la
administración de un agente terapéutico basado en el polinucleótido proporcionado, el polipéptido correspondiente u
otra molécula correspondiente (p. ej., antisentido, ribozima, etc.).

La dosis y el medio de administración de las composiciones farmacéuticas de la invención se determinan en base a
cualidades específicas de la composición terapéutica, de la condición, la edad, el peso del paciente, la progresión de la
enfermedad y otros factores relevantes. Por ejemplo, la administración de las composiciones terapéuticas de los polinu-
cleótidos de la invención incluye la administración local o sistémica, incluyendo la inyección, la administración oral,
la pistola de partículas o la administración cateterizada, y la administración tópica. Preferiblemente, la composición
de polinucleótido terapéutica contiene un constructo de expresión que comprende un promotor ligado operativamente
a un polinucleótido de al menos 12, 22, 25, 30 ó 35 nt contiguos del polinucleótido revelado en la presente memoria.

Se pueden usar diversos procedimientos para administrar la composición terapéutica directamente en un punto
específico del cuerpo. Por ejemplo, se localiza una pequeña lesión metastásica y se inyecta varias veces la composición
terapéutica en diversos lugares diferentes del cuerpo del tumor. Alternativamente, se identifican las arterias de las que
se sirve al tumor, y se inyecta la composición terapéutica en tal arteria, con el fin de administrar la composición
directamente en el tumor. Los tumores que tienen un centro necrótico son aspirados, inyectándose la composición
directamente en el ahora centro vacío del tumor. La composición antisentido se administra directamente a la superficie
del tumor, por ejemplo, mediante la aplicación tópica de la composición. Se utiliza la formación de imágenes por rayos
X para ayudar en ciertos procedimientos de administración anteriores.

También se puede usar la administración dirigida mediada por receptores de composiciones terapéuticas que con-
tienen un polinucleótido antisentido, polinucleótidos subgenómicos o anticuerpos frente a tejidos específicos. Las
técnicas de administración de ADN mediadas por receptores se describen en, por ejemplo, Findeis et al., Trends Bio-
technol. (1993) 11: 202; Chiou et al., “Gene Therapeutics: Methods And Applications Of Direct Gene Transfer” (J.
A. Wolff, ed.) (1994); Wu et al., J: Biol. Chem. (1988) 263: 621; Wu et al., R Biol. Chem. (1994) 269: 542; Zenke et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.) (1990) 87: 3655; Wu et al., J Biol. Chem. (1991) 266: 338. Las composiciones
terapéuticas que contienen un polinucleótido se administran en una variedad de aproximadamente 100 ng a aproxi-
madamente 200 mg de ADN para una administración local en un protocolo de terapia génica. También se pueden
usar intervalos de concentración de aproximadamente 500 ng a aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 1 µg
a aproximadamente 2 mg, de aproximadamente 5 µg a aproximadamente 500 µg, y de aproximadamente 20 µg a
aproximadamente 100 µg de ADN durante un protocolo de terapia génica. Los factores tales como el procedimiento
de acción (p. ej., para aumentar o inhibir los niveles del producto génico codificado) y la eficacia de transforma-
ción y expresión son consideraciones que afectarán a la dosis requerida para la eficacia final de los polinucleótidos
subgenómicos antisentido. Cuando se desea una mayor expresión sobre una zona más amplia de tejido, se pueden
necesitar mayores cantidades de polinucleótidos subgenómicos antisentido o las mismas cantidades readministradas
en un protocolo sucesivo de administraciones, o diversas administraciones a diferentes porciones de tejido adyacentes
o cercanas de, por ejemplo, un punto tumoral, para efectuar un resultado terapéutico positivo. En todos los casos, la
experimentación rutinaria en pruebas clínicas determinará los intervalos específicos para el efecto terapéutico óptimo.
Para los genes relacionados con polinucleótidos que codifican polipéptidos o proteínas con actividad intiinflamatoria,
en el documento USPN 5.654.173, se describe un uso, dosis y administración adecuados.

Los polinucleótidos terapéuticos y los polipéptidos de la presente invención se pueden administrar usando vehícu-
los de administración de genes. El vehículo de administración de genes puede ser de origen vírico o no vírico (véase,
en general, Jolly, “Cancer Gene Therapy” (1994) 1:51; Kimura, “Human Gene Therapy” (1994) 5: 845; Connelly,
“Human Gene Therapy” (1995) 1:185; y Kaplitt, “Nature Genetics” (1994) 6:148). Se puede inducir la expresión de
tales secuencias codificantes usando promotores de mamífero o heterólogos endógenos. La expresión de la secuencia
codificante puede ser bien constitutiva o regulada.
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Los vectores basados en virus para su administración a un polinucleótido deseado y la expresión en una célula
deseada son conocidos en la técnica. Los ejemplos de vehículos basados en virus incluyen, pero no se limitan a,
retrovirus recombinantes (véanse, p. ej., los documentos WO 90/07936; WO 94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234;
USPN 5.219.740; WO 93/11230; WO 93/10218; USPN 4.777.127; GB Patente N.º 2.200.651; EP 0 345 242; y WO
91/02805); los vectores basados en alfa-virus (p. ej., vectores del virus Sindbis, del virus Semliki forest (ATCC VR-
67; ATCC VR-1247), del virus Ross River (ATCC VR-373; ATCC VR-1246) y del virus de la encefalitis equina
venezolana (ATCC VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR 1249; ATCC VR-532), y del virus adeno-asociado (VAA)
(véanse, p. ej., los documentos WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO 94/28938; WO 95/11984 y WO
95/00655). También se puede emplear la administración de ADN ligado a adenovirus muerto según lo descrito en
Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147.

También se pueden emplear vehículos y procedimientos de administración, incluyendo, pero no limitándose a,
ADN condensado policatiónico ligado o no ligado a adenovirus muerto solo (véase, p. ej., Curiel, Hum. Gene Ther.
(1992) 3:147); ADN ligado a ligandos (véase, p. ej., Wu, J. Biol. Chem. (1989) 264:16985); células de vehículos de
administración de células eucariotas (véase, p. ej., los documentos USPN 5.814.482; WO 95/07994; WO 96/17072;
WO 95/30763; y WO 97/42338) y la neutralización de la carga nucleica o la fusión con membranas celulares. También
se puede emplear ADN desnudo. En los documentos WO 90/11092 y USPN 5.580.859, se describen ejemplos de
procedimientos de introducción de ADN desnudo. En los documentos USPN 5.422.120; WO 95/13796; WO 94/23697;
WO 91/14445; y EP 0524968, se describen liposomas que pueden actuar como vehículos de administración de genes.
En Philip, Mol. Cell Biol. (1994) 14:2411, y en Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91:1581, se describen otros
enfoques.

Otra administración no vírica adecuada para su uso incluye los sistemas de administración mecánica tales como
el enfoque descrito en Woffendin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. (1994) 91 (24):11581.Además, la secuencia
codificante y el producto de expresión de tal se puede administrar a través de la deposición de materiales de hidrogel
fotopolimerizados o el uso de radiación ionizante (véase, p. ej., los documentos USPN 5.206.152 y WO 92/11033).
Otros procedimientos convencionales para la administración de genes que se pueden usar para administrar la secuencia
codificante incluyen, por ejemplo, el uso de un pistola de mano de partículas de transferencia de genes (véase, p.
ej., el documento USPN 5.149.655); el uso de radiación ionizante para activar el gen transferido (véanse, p. ej., los
documentos USPN 5.206.152 y WO 92/11033).

A continuación se ilustrará la presente invención en referencia a los siguientes ejemplos que exponen las realizacio-
nes particularmente ventajosas. Sin embargo, debería indicarse que estas realizaciones son ilustrativas y no pretenden
estar construidas para restringir la invención de ningún modo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen principalmente a efectos ilustrativos. Será fácilmente comprensible para aqué-
llos expertos en la técnica que las formulaciones, las dosis, los procedimientos de administración y otros parámetros
de esta invención pueden ser modificados o sustituidos en diversos modos sin alejarse del espíritu ni del ámbito de la
invención.

Ejemplo 1

Fuente de materiales biológicos y perspectiva general de los polinucleótidos expresados por los materiales biológicos

Para identificar los genes que están expresados diferencialmente en el cáncer de colon, se prepararon genotecas
de ADNc a partir de varias líneas celulares y fuentes tisulares diferentes. La tabla 1 proporciona un resumen de estas
genotecas, incluyendo el nombre abreviado de la genoteca (usado en lo sucesivo), la fuente del ARNm usada para pre-
parar la genoteca de ADNc, el apodo de la genoteca que se usa en las tablas que figuran a continuación (entre comillas)
y el número aproximado de clones de la genoteca. Las genotecas de ADNc se prepararon según los procedimientos
conocidos en la técnica, y las secuencias de los insertos de ADNc se determinaron usando procedimientos conocidos.
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TABLA 1

Descripción de genotecas de ADNc
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La línea celular KM12L4 deriva de la línea celular KM12C (Morikawa, et al., Cancer Research (1988) 48:6863).
La línea celular KM12C, que es pobremente metastásica (poco metastásica) se estableció en cultivo a partir de una
muestra quirúrgica en fase B2 de Dukes (Morikawa et al. Cancer Res. (1988) 48:6863). La KML4-A es una sublínea
altamente metastásica derivada de KM12C (Yeatman et al. Nucl. Acids. Res. (1995) 23:4007; Bao-Ling et al. Proc.
Annu. Meet. Am. Assoc. Cancer. Res. (1995) 21:3269). Las líneas celulares derivadas de KM12C y de KM12C (p. ej.,
la KM12L4, la KM12L4-A, etc.) son muy reconocidas en la técnica como una línea celular modelo para el estudio del
cáncer de colon (véase, p. ej., Moriakawa et al., supra; Radinsky et al. Clin. Cancer Res. (1995) 1:19; Yeatman et al.,
(1995) supra; Yeatman et al. Clin. Exp. Metastasis (1996) 14: 246).

La línea celular MDA-MB-231 se aisló originariamente de efusiones pleurales (Cailleau, J. Natl. Cancer. Inst.
(1974) 53:661), y es de un elevado potencial metastásico, y forma adenocarcinoma pobremente diferenciado de grado
II en ratones desnudos que coincide con el carcinoma de mama. La línea celular MCF7 fue derivada de una efusión
pleural de un adenocarcinoma de mama y no es metastásica. Estas líneas celulares están muy reconocidas en la técnica
como modelos para el estudio del cáncer de mama y de pulmón humano (véase, p. ej., Chandrasekaran et al., Cancer
Res. (1979) 39:870; Gastpar et al., J. Med Chem (1998) 41: 4965; Ranson et al., Br J Cancer (1998) 77: 1586; Kuang et
al., Nucleic Acids Res (1998) 26:1116. Las muestras de las genotecas 15-20 están derivadas de dos pacientes distintos
(UC N.º 2 y UC N.º 3). Las líneas celulares GRRpz y WOca fueron proporcionadas por el Dr. Donna M. Peehl,
Departamento de Medicina, Escuela Universitaria de Medicina de Stanford. La GRRpz fue derivada del epitelio de
próstata normal. La línea celular WOca es una línea celular de grado 4 de Gleason.

Cada genoteca está compuesta por una colección de clones de ADNc que a su vez son representativos de los ARNm
expresados en la fuente de ARNm indicada. Para facilitar el análisis de los millones de secuencias de cada genoteca,
las secuencias se asignan a grupos. El concepto “grupo de clones” deriva de una clasificación/agrupamiento de clones
de ADNc basado en su patrón de hibridación con un panel de sondas de oligonucleótido de aproximadamente 300
7pb (véase Drmanac et al., Genomics (1996) 37 (1):29). Los clones de ADNc aleatorios de una genoteca de tejidos
se hibridan en condiciones restrictivas moderadas con oligonucleótidos de 300 7pb. Cada oligonucleótido tiene cierta
medida de hibridación específica con el clon específico. La combinación de 300 de estas medidas de hibridación para
300 sondas equivale a la “firma de hibridación” para un clon específico. Los clones con una secuencia similar tendrán
firmas de hibridación similares. Mediante el desarrollo de un algoritmo de clasificación/agrupamiento para analizar
estas firmas, se pueden identificar grupos de clones de una genoteca y reunirles informáticamente. Estos grupos de
clones se denominan “grupos”.

Dependiendo de las condiciones restrictivas de la selección en el algoritmo (similares a las condiciones restrictivas
de la hibridación en un protocolo clásico de rastreo de ADNc de genotecas), se puede controlar la “pureza” de cada
grupo. Por ejemplo, se pueden producir artefactos de agrupamiento en el agrupamiento informático justo como se
pueden producir artefactos en el rastreo de “etiquetas húmedas” de una genoteca de ADNc con fragmentos de ADNc
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de 400 pb, incluso en las condiciones más restrictivas. Las condiciones restrictivas usadas en la implementación de un
grupo en la presente memoria proporcionan grupos de clones que son en general del mismo ADNc o de ADNc muy
relacionados. Los clones muy relacionados pueden ser el resultado de clones de diferente longitud del mismo ADNc,
clones muy relacionados de familias de genes altamente relacionadas o variantes de empalme del mismo ADNc.

Se evaluó la expresión diferencial para un grupo seleccionado determinando primero el número de clones de ADNc
correspondiente al grupo seleccionado en la primera genoteca (clones de la 1ª) y determinando el número de clones
de ADNc correspondiente al grupo seleccionado de la segunda genoteca (clones de la 2ª). La expresión diferencial del
grupo seleccionado en la primera genoteca en relación con la segunda genoteca se expresa como una “proporción” del
porcentaje de expresión entre las dos genotecas. En general, la “proporción” se calcula: 1) calculando el porcentaje
de expresión del grupo seleccionado en la primera genoteca dividiendo el número de clones correspondiente a un
grupo seleccionado en la primera genoteca entre el número total de clones analizado de la primera genoteca; 2)
calculando el porcentaje de expresión del grupo seleccionado en la segunda genoteca dividiendo el número de clones
correspondiente al grupo seleccionado en la segunda genoteca entre el número total de clones analizado de la segunda
genoteca; 3) dividiendo el porcentaje de expresión calculado de la primera genoteca entre el porcentaje de expresión
calculado de la segunda genoteca. Si el “número de clones” correspondiente a un grupo seleccionado en una genoteca
es cero, el valor se establece en 1 para ayudar en el cálculo. La fórmula usada para calcular la proporción tiene en
cuenta la “profundidad” de cada una de las genotecas que se está comparando, i.e., el número total de clones analizado
en cada genoteca.

Como resultado de esta comparación entre genotecas, se identificaron 17 polinucleótidos, enumerados como las
SEQ ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11-13, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 27 y 29 en el listado secuencial anexo y resumidos en
la tabla 2, como los correspondientes a los genes expresados diferencialmente en los tejidos de pacientes de cáncer de
colon. La tabla 2 proporciona: 1) el número de identificación secuencial (“SEQ ID NO del polinucleótido”) asignado a
cada secuencia para su uso en la presente memoria; 2) el número de identificación de grupo (“GRUPO”); 3) el número
de identificación de candidato; 4) el número CHIR (que sirve como la referencia cruzada de los oligos antisentido
tratados más adelante) teniendo, por ejemplo, CHIR7 los oligos correspondientes CHIR7-2AS (antisentido) y CHIR7-
RC (de control inverso); 5) el nombre de secuencia (“NOMBRE DE SEQ”) usado como identificador interno de la
secuencia; 6) el nombre asignado al clon del que fue aislada la secuencia (“ID DEL CLON”); 7) el primer nucleótido
de los condones de inicio y terminación de los marcos de lectura abiertos (“inicio de ORF” y “terminación de ORF”);
y 8) el número de identificación de secuencia (“SEQ ID NO del polipéptido codificado”) asignado al polipéptido codi-
ficado, cuando sea apropiado. Como los polinucleótidos proporcionados representan transcriptos de ARNm parciales,
dos o más polinucleótidos de la invención pueden representar diferentes regiones del mismo transcripto de ARNm y
del mismo gen. De este modo, si se identifican dos o más secuencias como pertenecientes al mismo clon, entonces se
puede usar cualquier secuencia para obtener el ARNm o el gen de longitud completa.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 2

Identificación y caracterización de las secuencias de polinucleótidos
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La tabla 3 resume los polinucleótidos que se corresponden con los genes que se expresan diferencialmente en el
tejido de colon de un solo paciente.

TABLA 3

Ejemplo 2

Análisis y caracterización de los polinucleótidos de la invención

Varios de los polinucleótidos proporcionados contienen uno o más marcos de lectura abiertos putativos (ORF)
codificantes de un producto génico. En la tabla 2, se enumeran los sitios de inicio y de terminación de estos ORF.

La SEQ ID NO: 15 contiene tres ORF. El primer ORF se extiende del nucleótido 181 hasta el nucleótido 361. El
segundo ORF se extiende del nucleótido 363 hasta el nucleótido 542. El tercer ORF se extiende del nucleótido 731
hasta el nucleótido 911.

La SEQ ID NO: 26 contiene una secuencia de inserción de 39 nucleótidos (del nucleótido 269 al nucleótido 307)
y dos ORF. El primer ORF se extiende del nucleótido 33 hasta el nucleótido 183. El segundo ORF se extiende del
nucleótido 420 hasta el nucleótido 615.

La SEQ ID NO: 29 es una secuencia electrónica según la RACE de 5’ y contiene dos ORF. El primer ORF se
extiende del nucleótido 40 hasta el nucleótido 190. El segundo ORF se extiende del nucleótido 388 hasta el nucleótido
583.

Ejemplo 3

Miembros de familias de proteínas

Las traducciones de los polinucleótidos proporcionados se alinearon con perfiles de aminoácidos que definen bien
familias de proteínas o motivos comunes. Se descubrió que varios de los polinucleótidos de la invención codifican a
polipéptidos que tienen características de un polipéptido perteneciente a una familia de proteínas conocida (y que, por
consiguiente, representan nuevos miembros de estas familias de proteínas) y/o que comprenden un dominio funcional
conocido. La similitud entre una secuencia problema y una familia de proteínas o un motivo se determinó (a) compa-
rando la secuencia problema con el perfil y/o (b) alineando la secuencia problema con los miembros de la familia o el
motivo.

Todos los blancos de perfil se describen más detalladamente a continuación. La tabla 4 proporciona la corres-
pondiente SEQ ID NO de los polinucleótidos proporcionados que codifican a los productos génicos con similitud
o identidad con las secuencias perfil. En la tabla 4, también se indica la similitud (fuerte o débil). Los acrónimos
de los perfiles (proporcionados entre paréntesis) son los usados para identificar el perfil en las bases de datos Pfam
y Prosite. La base de datos Pfam tiene acceso a través de cualquiera de las URL: http://pfam.wustl.edu/index.html;
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/; y http://www.cgr.ki.se/Pfam/. A la base de datos Prosite se puede acceder en
http://www.expasy.ch/prosite/.
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TABLA 4

Blancos de perfil

Familia 5 de las glicosil-hidrolasas (GLYCOSYL HYDROL F5; N.º de acceso de Pfam

PS00659; PDOC00565). La SEQ ID NO: 1 corresponde a un gen codificante de un polipéptido que tiene homolo-
gía con los polipéptidos de la familia 5 de las glicosil-hidrolasas (Henrissat Biochem. J (1991) 280: 309-316) (también
conocida como la familia A de las celulasas (Henrissat et al. Gene (1989) 81: 83-95)). Los miembros de esta familia
participan en la degradación de la celulosa y los xilanos, y se encuentran por lo general en las bacterias, los hongos
y la levadura. El patrón de consenso para los miembros de esta familia es: [LIV]-[LIVMFYWGA](2)-[DNEQG]-
[LIVMGST]-x-N-E-[PV]-[RHDNSTLIVFY] (siendo E un residuo de sitio activo putativo).

La SEQ ID NO: 1 corresponde a un gen codificante de un miembro de una de las familias de las glicosil-hidrolasas
(Henrissat et al Biochem. J (1993) 293:781-788). Estas enzimas contienen al menos un residuo de ácido glutámico
conservado (o residuo de ácido aspártico) del que se ha demostrado que está directamente implicado en la escisión de
enlaces glicosídicos mediante su actuación como nucleófilo.

Repeticiones Ank (ANK; N.º de acceso de Pfam PF0023). La SEQ ID NO: 3 se corresponde con un gen codificante
de una proteína que contiene repeticiones Ank. El motivo de anquirina es una secuencia de 33 aminoácidos situada
tras la proteína anquirina que tiene 24 motivos de 33 aminoácidos en tándem. Las repeticiones de Ank se identificaron
inicialmente en la proteína de control del ciclo celular cdc10 (Breeden et al., Nature (1987) 329:651). Las proteínas que
contienen repeticiones de anquirina incluyen anquirina, miotropina, proteínas I-kappaB, la proteína del ciclo celular
cdc10, el receptor Notch (Matsuno et al., Development (1997) 124 (21): 4265); la G9a (o BAT8) de la región de la clase
III del complejo de histocompatibilidad principal (Biochem J. 290:811-818,1993), FABP, GABP, 53BP2, Lin12, glp-1,
SW14 y SW16. Las funciones de las repeticiones de anquirina son compatibles con un papel en las interacciones entre
proteínas (Bork, Proteins (1993) 17(4): 363; Lambert y Bennet, Eur. J. Biochem. (1993) 211:1; Kerr et al., Current
Op. Cell Biol. (1992) 4: 496; Bennet et al., J. Biol. Chem. (1980) 255: 6424).

Proteínas integrales de la membrana de siete dominios transmembrana: familia de las rodopsinas (7tm 1: N.º
de acceso de Pfam PF000011). La SEQ ID NO: 3 corresponde a un gen codificante de un polipéptido que es un
miembro de la familia de las rodopsinas de receptores de 7 dominios transmembrana (7tm). Los receptores acoplados
a proteínas G de la familia de las rodopsinas (7tm) (también denominada R7G) son un extenso grupo de hormonas,
neurotransmisores y receptores de la luz que transducen señales extracelulares mediante la interacción con proteínas
de unión a nucleótidos de guanina (G) (Strosberg A. D. Eur. J. Biochem. (1991) 196: 1, Kerlavage A. R Curr. Opin.
Struct. Biol. (1991) 1: 394, Probst, et al., DNA Cell Biol. (1992) 11: 1, Savarese, et al., Biochem. J. (1992) 283:1,
http://www.gcrdb.uthscsa.edu/, http://swift.embl-heidelberg.de/7tm/. El patrón de consenso que contiene el triplete
conservado y que también abarca la mayor parte de la tercera hélice transmembrana se usa para detectar esta familia
de proteínas ampliamente extendida: [GSTALIVMFYWC]-[GSTANCPDE]-{EDPKRH}-x(2)-[LIVMNQGA]-x(2)-
[LIVMFT]-[GSTANC]-[LIVMFYWSTAC]-[DENH]-R-[FYWCSH]-x(2)-[LIVM].

EF Hand (EFhand: N.º de acceso de Pfam PF00036). Las SEQ ID NO: 11 y 12 se corresponden con los genes
codificantes de una proteína de la familia de las proteínas EF-hand. Muchas proteínas de unión a calcio pertenecen a la
misma familia evolutiva y comparten un tipo de dominio de unión al calcio conocido como el EF-hand (Kawasaki et
al., Protein. Prof (1995) 2:305-490). Este tipo de dominio está constituido por doce bucles de residuo flanqueados por
ambos lados por doce dominios alfa-helicoidales de residuos. En un bucle EF-hand, el ión de calcio está coordinado
en una configuración bipiramidal pentagonal. Los seis residuos implicados en la unión están en las posiciones 1, 3,
5, 7, 9 y 12; estos residuos están denominados por X, Y, Z, -Y, -X y -Z. La invariante Glu o Asp de la posición
12 proporciona dos oxígenos para ligarse al Ca (ligando bidentado). El patrón consenso incluye el bucle EF-hand
completo, así como el primer residuo que sigue al bucle y que parece ser siempre hidrófobo: D-x-[DNS]-{ILVFYW}-
[DENSTG]-[DNQGHRK]-{GP}-[LIVMC]-[DENQSTAGC]-x(2)-[DE]-[LIVMFYW].
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Proteasa/integrasa retroviral endógena. La SEQ ID NO: 15 corresponde a un gen codificante de un polipéptido
que tiene un dominio homólogo a un dominio de proteasa/integrasa de retrovirus endógeno humano de una proteína
pol retrovírica.

Motivo de reconocimiento de ARN (rrm; N.º de acceso de Pfam: PF00076). La SEQ ID NO: 16 se corresponde con
un gen codificante de un motivo de reconocimiento de ARN también conocido como un dominio RRM, RBD o RNP.
Este dominio que es de una longitud aproximada de 90 aminoácidos está contenido en proteínas eucariotas que se unen
a ARN monocatenario (Bandziulis et al. Genes Dev. (1989) 3:431-437; Dreyfuss et al. Trends Biochem. Sci. (1988)
13:86-91). Hay dos regiones en el dominio de unión a ARN que están altamente conservadas: La primera es un segmen-
to hidrófobo de seis residuos (que se denomina el motivo RNP-2), la segunda es un motivo octapeptídico (que se de-
nomina RNP-1 o RNP-CS). El patrón de consenso es: [RK]-G-{EDRKHPCG}-[AGSCI]-[FY]-[LIVA]-x-[FYLM].

Ejemplo 4

Detección y cuantificación de los polinucleótidos de la invención

Los polinucleótidos de la invención se detectaron y cuantificaron en muestras de tejido de los pacientes mediante
una PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR). Las amplificaciones del ARN total se realizaron usando el sistema de
oscilación térmica LightCycler® (Roche Diagnostics) en una reacción de PCR estándar que contenía los cebadores
proporcionados y tinte de unión a ADNbc Verde I SYBR. La amplificación PCR se controló mediante el tinte fluo-
rescente Verde I SYBR, que sólo emite fluorescencia cuando está unido a ADN bicatenario. La especificidad de los
productos se verificó mediante un análisis de curvas de fusión.

Preparación estándar. Se transcribieron a la inversa 1 µg de ARN total de placenta humana (Clontech, Palo Alto,
CA) a 42ºC durante 1 hora, luego se calentó a 94ºC durante 5 minutos en un volumen de reacción total de 20 µl (Equipo
de síntesis de ADNc 1st-Strand®, Clontech). Se usó la mezcla de reacción como 1 x patrón de molde. Entonces se pre-
pararon diluciones en serie de 1 x el patrón de molde: patrones de molde x 10−1, x 10−2, x 10−3, x 10−4, x 10−5, x 10−6.

Preparación de muestras de ARN total. Las muestras de tejido de los pacientes se enviaron en reactivo de TRIZOL
congelado. Se homogeneizaron las muestras en reactivo de TRIZOL. Entonces se añadió cloroformo al ARN aislado,
seguido por una precipitación del ARN con isopropanol. Se lavaron los precipitados de ARN con etanol al 75%, se
secaron al aire, y luego se disolvieron en agua destilada libre de RNasa. Antes de la transcripción inversa, las muestras
de ARN se trataron con DNasa I (libre de RNasa) (2 U/µl, Ambion, Austin, TX) y se aclararon usando el equipo
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA).

RT-PCR. Las muestras de ARN total fueron transcritas inversamente con cebador de oligo-dT18 (equipo de síntesis
de ADNc lst-Strand®, Clontech). La PCR se realizó usando los siguientes cebadores específicos del gen:
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Como controles positivos, se usaron β-actina y GAPDH. Todos los productos de la PCR son de 150-250 pb. La
mezcla de reacción de PCR de 20 µl de cada capilar LightCycler® contenía 2 µl de 10 x tampón PCR; MgCl2 11,3
mM (Perkin-Elmer, Foster City, CA); 140 µM de dNTP; 1:50000 de Verde I SYBR; 0,25 mg/ml de BSA; 1 unidad de
Taq polimerasa (Boehringer Mannheim, Indianápolis, IN); 0,175 µM de cada cebador; 2 µl de mezcla de reacción a
T.A. La amplificación por PCR comenzó con una desnaturalización de 20 segundos a 95ºC, seguida por 45 ciclos de
desnaturalización a 95ºC durante 5 segundos, haciéndose el apareamiento a 60ºC durante 1 segundo y la extensión a
72ºC durante 30 segundos. Al terminar el ciclo final, se aparearon los productos de la PCR a 60ºC durante 5 segundos,
luego se calentaron lentamente hasta 95ºC a 0,2ºC/segundo para medir la curva de fusión de los productos de PCR
específicos. Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

El análisis de datos se realizó usando el programa informático LightCycler® (Roche Diagnostics) con opciones de
cuantificación y de curvas de fusión. La fluorescencia está normalizada con respecto a controles positivos y negativos.

Sobre-expresión de genes en tejido entero de pacientes de cáncer de colon. Los resultados proporcionados en las
tablas que figuran a continuación incluyen datos de fluorescencia para los polinucleótidos aislados de muestras de
tejido de colon que fueron cosechados directamente, sin microdiseccionar (i.e., tejido entero) y amplificados usando
los cebadores indicados. Los tipos de células normales, de tumor primario y metastásicas son denominadas N, TP
y Met, respectivamente. La sobre-expresión se determinó comparando bien las células metastásicas o las células de
tumor primario, o ambas, con las células normales. Los resultados de cada gen correspondiente a los grupos indicados
en cada muestra de paciente se resumen en las siguientes tablas. Todos los valores están ajustados a niveles relativos
al control de la beta-actina.

Grupo n.º 719 (SK1): sobre-expresión detectada en 4 de 6 pacientes (67%)
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Grupo n.º 9083 (SK2): sobre-expresión en 3 de 4 pacientes (75%)

Grupo n.º 115762 (SK5): sobre-expresión en 5 de los 6 pacientes (83%)

Grupo n.º 1665: sobre-expresión en 4 de 6 pacientes (67%)

Grupo n.º 2334 (SK8): sobre-expresión en 4 de 6 pacientes (67%)
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Grupo n.º 22376 (SK19): sobre-expresión en 4 de 6 pacientes (67%)

Grupo n.º 376130 (Junc2): sobre-expresión en 3 de 4 pacientes (75%)

Grupo n.º 402380 (XD4): sobre-expresión en 2 de 4 pacientes (50%)

Grupo n.º 726682 (XD1): sobre-expresión en 0 de 4 pacientes
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Grupo n.º 552930 (XD7): sobre-expresión en 1 de 4 pacientes (25%)

Grupo n.º 454001 (XD10): sobre-expresión en 2 de 4 pacientes

Grupo n.º 378805 (XD11): sobre-expresión en 1 de 4 pacientes

Grupo n.º 374641 (XD1): sobre-expresión en 3 de 4 pacientes (75%)

Sobre-expresión de genes en el epitelio de pacientes de cáncer de colon Los resultados proporcionados en las tablas
que se presentan a continuación incluyen datos de fluorescencia para los polinucleótidos aislados de células epiteliales
del colon que fueron preparadas mediante el procedimiento de agitación epitelial para obtener epitelio >97% puro
sin estroma. Los tipos de células normales, precancerosas (pólipo adenomatoso) y del tumor primario se denominan
N, pólipo y TP respectivamente. La sobre-expresión se determinó comparando bien las células del tumor primario o
las células precancerosas, o ambas, con las células normales. Todos los valores están ajustados a niveles relativos al
control de la beta-actina.
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Grupo n.º 719 (SK1): sobre-expresión en 4 de 4 pacientes (100%)

Grupo n.º 115762 (SK51): sobre-expresión en 4 de 4 pacientes (100%)

Grupo n.º 1665: sobre-expresión en 5 de 4 pacientes (100%)

Grupo n.º 2334 (SK8): sobre-expresión en 1 de 4 pacientes (25%)
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Grupo n.º 3376 (SK19): sobre-expresión en 4 de 4 pacientes (100%)

Ejemplo 5

Análisis de transferencia Northern

La expresión génica diferencial en las células cancerosas de colon se puede confirmar más mediante otras técni-
cas, tales como el análisis de transferencia Northern. El análisis Northern se puede realizar mediante procedimientos
conocidos en la técnica. En resumen, se precaliente un tampón rapid-Hyb (Amersham Life Science, Little Chalfont,
Inglaterra) con 5 mg/ml de ADN de esperma monocatenario desnaturalizado hasta 65ºC y se prehibridan las trans-
ferencias de ARN total de tumor de colon humano (Invitrogen, Carlsbad, CA) en el tampón con agitación a 65ºC
durante 30 minutos. Las sondas de ADN específicas del gen (50 ng por reacción) marcadas con [α-32P]dCTP (3.000
Ci/mmol; Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ) (Equipo Prime-It RmT, Stratagene, La Jolla, CA) y
purificadas con micro-columnas G-50 ProbeQuant® (Amersham Pharmacia Biotech Inc.) se añaden y se hibridan a
las transferencias con agitación a 65ºC durante una noche. Se lavan las transferencias en 2 x SSC; SDS al 0,1% (p/v)
a temperatura ambiente durante 20 minutos, dos veces en 1 x SSC; SDS al 0,1% (p/v) a 65ºC durante 15 minutos, y
luego se exponen a hiper-películas (Amersham Life Science).

Ejemplo 6

Análisis de la expresión del gen correspondiente a SK2 (grupo 9083 (c9083)) (SEQ ID NO: 3) en carcinoma colorrec-
tal

Se examinó la expresión del gen que comprende la secuencia de SK2, que se agrupa en el grupo con ID. N.º: 9083,
mediante PCR cuantitativa en varias líneas celulares de cáncer, incluyendo un número de líneas celulares de carcinoma
colorrectal. A continuación, se resumen las células en las que se analizó la expresión.
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La PCR en tiempo real cuantitativa se realizó aislando primero ARN de células usando un equipo de aislamiento
de ARN de Roche según las instrucciones del fabricante. Se usó un microgramo de ARN para sintetizar un ADNc de
la primera cadena usando transcriptasa inversa de MMLV (Ambion), usando el tampón de los fabricantes y las concen-
traciones recomendadas de oligodT, nucleótidos y ARNsin. El ADNc de la primera cadena sirvió como molde para la
PCR a tiempo real cuantitativa usando el LightCycler® de Roche como se recomienda en el manual del instrumento.
El gen correspondiente a SK2 (C9083) (SEQ ID NO: 3) se amplificó con el cebador directo: 5’-cgctgacctcaaccag-
3’ (SEQ ID NO: 60) y el cebador inverso: 5’-ctgtttgcccgttcttattac-3’ (SEQ ID NO: 61). El producto se cuantificó en
base al ciclo en el que la amplificación entró en la fase lineal de la amplificación en comparación un patrón interno y
usando el programa informático suministrado por el fabricante. Las pequeñas diferencias en las cantidades o el molde
total en la reacción del ADNc de la primera cadena se eliminaron normalizando con respecto a la cantidad de acti-
na amplificada en una reacción de PCR cuantitativa separada, usando el cebador directo 5’-CGGGAAATCGTGCGT
GACATTAAG-3’ (SEQ ID NO: 56) y el cebador inverso: 5’-TGATCTCCTTCTGCATCCTGTCGG-3’ (SEQ ID NO:
57). En la Fig. 1, se muestran los resultados.
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Ejemplo 7

Análisis funcional del gen correspondiente a SK2 (c9083) (SEQ ID NO: 3)

Para evaluar en mayor profundidad el papel del gen correspondiente a SK2 (c9083) (SEQ ID NO: 3), se obtuvo la
información funcional del gen correspondiente a esta secuencia usando una tecnología de noqueado antisentido. En
resumen, se emplacó el tipo de célula por analizar, células SW620 o HT1080 que expresan el polipéptido codificado
por el gen correspondiente a c9083, hasta una confluencia de aproximadamente 60-80% en placas de 6 pozos, o para
los análisis de proliferación, en placas de 96 pozos. Se diluyó el oligonucleótido control antisentido o inverso hasta
2 µM en optimem y se añadió a optimem en el que se había diluido el vehículo de administración, lipitoide 116-
6 en el caso de células SW620 o lipitoide:colesteroide 1:1 en el caso de las células HT1080. Entonces, se siguió
diluyendo la mezcla de oligo/vehículo de administración en medio con suero sobre las células. La concentración
final del oligonucleótido para todos los experimentos fue de 300 nM, y la proporción final del oligo con respecto al
vehículo de administración para todos los experimentos fue de 1,5 nmoles de lipitoide/µg de oligonucleótido. Las
células se transfirieron durante una noche a 37ºC y se reemplazó la mezcla de transfección con medio fresco a la
mañana siguiente.

Se analizaron los siguientes oligonucleótidos antisentido en cuanto a su capacidad para reducir el ARN de c9083
(SEQ ID NO: 3).

Se evaluó el efecto del oligonucleótido sobre las células tanto por la cuantificación de los niveles de PCR según
lo descrito anteriormente, como en análisis de proliferación usando la cantidad de ADN según lo cuantificado con el
equipo Stratagene Quantos® para determinar el número de células.

Los resultados de la cuantificación del nivel de ARNm se muestran en la Fig. 2. En las Fig. 3 y 4, se muestran los
efectos de los oligonucleótidos sobre la proliferación durante un período de cuatro días. Las células sin tratamiento con
oligonucleótidos (WT) sirvieron como control. El oligo CHIR-8-4AS fue más eficaz en la disminución del ARNm para
el gen correspondiente a 9083c. La transfección de estos oligos en células SW620 resultó en una menor velocidad de
proliferación en comparación con los oligos de control inverso apareados, siendo CHIR-8-4 algo más eficaz que CHIR-
8-5 (Fig. 3). Lo significativo fue que el mismo oligonucleótido antisentido no tuvo efecto sobre el crecimiento de la
línea celular de fibrosarcoma, HT1080 (Fig. 4). Esto indica que el papel funcional del gen correspondiente a c9083 es
específico del tejido y que además, el gen correspondiente a c9083 tiene un efecto específico sobre el crecimiento.

A continuación, se analizaron los oligos en cuanto a su efecto sobre la formación de colonias en un análisis de agar
disuelto. Los análisis de agar disuelto se realizaron estableciendo primero una capa de fondo de 2 ml de agar al 0,6%
en medio recién emplacado tras unas cuantas horas de acodadura sobre las células. La capa celular se formó sobre la
capa de fondo eliminando las células transfectadas según lo descrito anteriormente (bien un oligo k-Ras antisentido
como control positivo, CHIR-8-4, CHIR-8-5, CHIR-8-4RC o CHIR-8-5RC) de las placas usando tripsina al 0,05%
y lavando dos veces en el medio. Se contaron las células en un contador Coulter y se volvieron a suspender hasta
obtener 106 por ml en el medio. Se colocan alícuotas de 10 µl con medio en placas de 96 pozos (para comprobar el
recuento con WST1) o se siguen diluyendo para un análisis en agar disuelto. Se emplacan 2.000 células en 800 µl de
agar al 0,4% en pozos por duplicado sobre una capa de fondo de agar al 0,6%. Una vez solidificado el agar de la capa
celular, se echó un chorro de 2 ml de medio sobre la capa superior y se añadió oligo de control antisentido o inverso
sin vehículos de administración. Cada 3-4 días, se añadían medio recién preparado y oligos. Las colonias comenzaron
a formarse tras 10 días hasta las 3 semanas. Se contaron a ojo los campos de colonias. Se pueden usar los valores de
metabolismo de WST-1 para compensar las pequeñas diferencias en el número inicial de células. Se pueden barrer
campos más amplios para el registro visual de las diferencias.

Tanto el oligo antisentido CHIR-8-4 como el CHIR-8-5 condujeron a disminuir el tamaño y el número de las colo-
nias en comparación con los oligos CHIR-8-4RC y CHIR-8-5RC de control. Estos resultados refuerzan la validación
del gen correspondiente a c9083 (SEQ ID NO: 3) como una diana para la intervención terapéutica.
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Ejemplo 8

Efecto de los oligonucleótidos antisentido sobre el nivel de mensajes para los genes diana

El efecto de los oligonucleótidos antisentido sobre el nivel de los mensajes para los genes correspondientes a las
secuencias y a los grupos descritos en la presente memoria se analizó usando una tecnología de noqueado antisentido
según lo descrito para c9083 en el ejemplo anterior. Específicamente, se prepararon según lo descrito anteriormente los
oligos antisentido para los genes correspondientes a cada uno de c719, c1665, c3376, c115762, c454001, c3788805 y
c776682. Una vez sintetizados y cuantificados, se rastrearon los oligómeros en cuanto a la eficiencia de un noqueado de
transcriptos en un panel de líneas celulares cancerosas. La eficiencia del noqueado se determinó analizando los niveles
de ARNm usando una cuantificación con LightCycler®. Los oligómeros que resultaron en el nivel más elevado del
noqueado de transcriptos, siendo el nivel de al menos aproximadamente el 50%, preferiblemente, del aproximadamente
80-90%, hasta el 95% o más hasta un mensaje indetectable, se seleccionaron para su uso en un análisis de proliferación
de base celular, un análisis de crecimiento independiente del anclaje y un análisis de apóptosis.

Se emplacaron células SW620, que expresan el polipéptido codificado por los genes correspondientes por ser ana-
lizados, hasta una confluencia del aproximadamente 60-80% en placas de 6 pozos, o para los análisis de proliferación,
en placas de 96 pozos. Para cada mezcla de transfección, se preparó una molécula vehículo, preferiblemente, un li-
pitoide o un colesteroide, hasta una concentración de trabajo de 0,5 mM en agua, se sometió a un tratamiento con
ultrasonidos para producir una solución uniforme y se filtró a través de una membrana PVDF de 0,45 µm. Entonces
se preparó el oligonucleótido antisentido o control hasta una concentración de trabajo de 100 µM en agua Millipore
estéril. Se siguió diluyendo el oligonucleótido en OptiMEM® (Gibco/BRL), en un tubo Microfuge hasta 2 µM, o apro-
ximadamente, 20 µM de oligo/ml de OptiMEM®. En un tubo Microfuge separado, se diluyó lipitoide o colesteroide,
comúnmente, en una cantidad de aproximadamente 1,5-2 nmoles de lipitoide/µg de oligonucleótido antisentido en el
mismo volumen de OptiMEM® usado para diluir el oligonucleótido. Se añadió inmediatamente el oligonucleótido
antisentido diluido al lipitoide diluido y se mezcló pipeteando arriba y abajo. Se añadió el oligonucleótido a las células
hasta una concentración final de 30 nM.

Se cuantificó en las líneas celulares de cáncer el nivel de ARNm diana correspondiente a un gen diana de interés
en las células transfectadas usando una máquina de PCR en tiempo real LightCycler® de Roche. Los valores para el
ARNm diana se normalizaron frente a un control interno (p. ej., beta-actina). Para cada reacción de 20 µl, se colocó
el ARN extraído (generalmente, un total de 0,2-1 µg) en un tubo de microcentrifugación de 0,5 ó 1,5 ml estéril, y se
añadió agua hasta un volumen total de 12,5 µl. Se añadieron a cada tubo 7,5 µl de mezcla de tampón/enzima, preparada
mezclando (por el orden enumerado) 2,5 µl de H2O; 2,0 µl de 10 x tampón de reacción, 10 µl de oligo dT (20 pmoles);
1,0 µl de mezcla de dNTP (10 mM cada una); 0,5 µl de RNAsin® (20u) (Ambion, Inc., Hialeah, FL) y 0,5 µl de
transcriptasa inversa MMLV (50u) (Ambion, Inc.). Se mezclaron los contenidos pipeteando arriba y abajo, y se incubó
la mezcla de reacción a 42ºC durante 1 hora. Se centrifugó el contenido de cada tubo antes de la amplificación.

Se preparó una mezcla de amplificación mezclando por el siguiente orden: 1 x tampón PCR II; 3 mM de MgCl2;
140 µM de cada dNTP; 0,175 pmoles de cada oligo; dilución 1:50.000 de verde SYBR®; 0,25 mg/ml de BSA; 1
unidad de Taq polimerasa y H2O hasta 20 µl. (El tampón PCR II está disponible a una concentración x 10 en Perkin-
Elmer, Norwalk, CT). En una concentración x 1, contiene Tris 10 mM a un pH 8,3 y KCl 50 mM. El verde SYBR®

(Molecular Probes, Eugene, OR) es un tinte que emite fluorescencias cuando se une a ADN monocatenario. Como se
produce producto de PCR bicatenario durante la amplificación, la fluorescencia del verde SYBR® aumenta. A cada
alícuota de 20 µl de mezcla de amplificación, se añadieron 2 µl de RT molde, y se llevó a cabo la amplificación según
los protocolos estándar.

Se analizaron los siguientes oligonucleótidos antisentido en cuanto a su capacidad para reducir los niveles de
mensajes del gen correspondiente al grupo indicado. Gen diana: Localización del oligo proporciona el nombre del
grupo al que está asignado el gen diana y el nombre del oligo usado. AS indica antisentido; RC indica control inverso.
Los datos de los genes correspondientes a c9083 se proporcionan a modo comparativo.
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El efecto del oligonucleótido sobre las células se evaluó mediante la cuantificación de los niveles de PCR. En la
tabla inmediatamente anterior, se resumen los resultados de la cuantificación de los niveles de ARNm.

El efecto de la pérdida de mensaje para cada gen anterior se puede evaluar en análisis basados en células según lo
descrito en el ejemplo 7 anterior. Uno de tales usos del oligonucleótido antisentido descrito por la SEQ ID NO: 108
resultó en una inhibición de la proliferación de las células SW620 cuando se usó según lo descrito en los protocolos
de transfección y de análisis de proliferación del ejemplo 7 (Fig. 5).

Ejemplo 9

El efecto de la expresión de los genes correspondientes a c3376 y 402380 sobre la proliferación

El efecto de la expresión de los genes correspondientes a c3376 (gen correspondiente a la SEQ ID NO: 13) y el
402380 (gen correspondiente a la SEQ ID NO: 16) sobre la inhibición de la proliferación celular se evaluó en células
de carcinoma colorrectal de colon SW620.

Se emplacaron las células hasta una confluencia de aproximadamente 60-80% en placas de 96 pozos. Se diluyó el
oligonucleótido control antisentido o inverso hasta 2 µM en optiMEM® y se añadió a optiMEM® en el que se había
diluido el vehículo de administración, lipitoide 116-6 en el caso de células SW620 o lipitoide:colesteroide 1:1 en el
caso de células MDA-MB-231. Entonces siguió diluyendo la mezcla de oligo/vehículo de administración en medio
con suero sobre las células. La concentración final del oligonucleótido para todos los experimentos fue de 300 nM, y
la proporción final del oligo con respecto al vehículo de administración para todos los experimentos fue de 1,5 nmoles
de lipitoide/µg de oligonucleótido.

Se prepararon los oligonucleótidos antisentido según lo descrito anteriormente. Las células se transfectaron durante
una noche a 37ºC y, a la mañana siguiente, se reemplazó la mezcla de transfección con medio recién preparado. La
transfección se llevó a cabo según lo descrito anteriormente en el ejemplo 8. La proliferación se midió usando el
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reactivo colorimétrico WST-1 según los procedimientos conocidos en la técnica. En las fig. 6-9, se muestran los
resultados de los experimentos antisentido. Los valores del eje Y representan las unidades de fluorecencia relativa.
Los oligos control antisentido e inversos para K-Ras sirvieron como control para demostrar que el análisis funcionaba
según lo esperado (Fig. 6).

Ejemplo 10

Efecto de la expresión génica sobre la formación de colonias en agar disuelto

El efecto de la expresión del gen correspondiente a 402380 (gen correspondiente a la SEQ ID NO: 16) sobre
la formación de colonias de células SW620 se analizó en un análisis en agar disuelto. Los análisis de agar disuelto
se realizaron estableciendo primero una capa de fondo de 2 ml de agar al 0,6% en medio recién emplacado con
unas cuantas horas de acodadura sobre las células. La capa celular se formó sobre la capa de fondo eliminando las
células transfectadas según lo descrito anteriormente de las placas usando tripsina al 0,05% y lavando dos veces en
el medio. Se contaron las células en un contador Coulter y se volvieron a suspender hasta obtener 106 por ml en el
medio. Se colocan alícuotas de 10 µl con medio en placas de 96 pozos (para comprobar el recuento con WST-1) o se
sigue diluyendo para un análisis en agar disuelto. Se emplacaron 2.000 células en 800 µl de agar al 0,4% en pozos
por duplicado sobre una capa de fondo de agar al 0,6%. Una vez solidificado el agar de la capa celular, se echó un
chorro de 2 ml de medio sobre la capa superior y se añadió oligo de control antisentido o inverso (producido según
lo descrito anteriormente) sin vehículos de administración. Cada 3-4 días, se añadió medio recién preparado y oligos.
Las colonias comenzaron a formarse tras 10 días hasta las 3 semanas. Se contaron a ojo los campos de colonias. Se
usaron los valores de metabolismo de WST-1 para compensar las pequeñas diferencias en el número inicial de células.
Se pueden barrer campos más amplios para el registro visual de las diferencias.

En la Fig. 9, se muestran los resultados. 9. El eje Y representa el número de células por un sector definido, usando
WST-1 para facilitar el recuento de células y normalizado con respecto a un control. Los oligos control antisenti-
do e inversos para K-Ras ((kRAS 2576-as y kRAS 2576-rc) sirvieron como control para demostrar que el análisis
funcionaba según lo esperado.

Ejemplo 11

Efecto de la expresión génica sobre la muerte celular

Se examinó el efecto de la expresión de los genes correspondientes al grupo 719 (gen correspondiente a la SEQ ID
NO: 1, CHIR-7); grupo 9083 (gen correspondiente a la SEQ ID NO: 3, CHIR-8); grupo 1665 (gen correspondiente a
las SEQ ID NO: 7 y 9, CHIR-9); grupo 3376 (gen correspondiente a la SEQ ID NO: 13, CHIR 11); grupo 115762 (gen
correspondiente a la SEQ ID NO: 5, CHIR-16); y grupo 402380 (gen correspondiente a la SEQ ID NO: 16, CHIR-33)
sobre la muerte celular en un análisis de citotoxidadidad de lactato deshidrogenasa (LDH) en células HT1080 (una
línea celular de fibrosarcoma humano), células SW620 y líneas celulares de cáncer de mama metastásicas (MDA-MB-
231 (“231”)). El análisis de citotoxicidad de la lactato deshidrogenasa (LDH) fue esencialmente según lo siguiente:

El análisis de citotoxicidad de lactato deshidrogenasa (LDH) se realizó esencialmente según lo siguiente:

Día 1: Se sembraron células en 4 placas de 96 pozos separadas, comúnmente 5.000 células/pozo, y se incubaron a
37ºC y con CO2 al 5%.

Día 2: Se transfectaron las células con controles antisentido así como con los controles complementarios inversos,
esencialmente según lo descrito en el ejemplo 4. Se dejó sin transfectar una placa (día 0) como control de sembrado.

La transfección se llevó a cabo usando un vehículo de lípidos para la administración según lo descrito en el
documento WO 01/16306, incorporado en la presente memoria en su totalidad. En resumen, la transfección usó agentes
conocidos como “lipitoides” y “colesteroides”, descritos, por ejemplo, en las publicaciones vía PCT WO 01/16306,
WO 98/06437 y WO 99/08711.

En estas referencias se demuestra que estos conjugados de lípido-peptoide catiónico son reactivos eficaces para la
administración de ADN de plásmido a células in vitro. Cualquiera de los vehículos descritos en las solicitudes a las
que se ha hecho referencia anteriormente es adecuado para su uso en la transfección de los oligonucleótidos descritos
en la presente memoria.

Estos compuestos se pueden preparar mediante la solución convencional o mediante la síntesis en fase sólida.
En uno de tales procedimientos, según lo descrito en el documento WO 99/08711, citado anteriormente, se acila el
terminal N de un peptoide unido a resina con un espaciador tal como ácido Fmoc-aminohexanoico o Fmoc-3-alanina.
Tras la eliminación del grupo Fmoc, se hace reaccionar el grupo amino primario con cloroformiato de colesterol para
formar un enlace de carbamato. Entonces se escinde el producto de la resina con ácido trifluoroacético y se purifica
mediante CLAR en fase inversa. Se puede usar un resto de lípido derivado de ácido graso, tal como un fosfolípido,
en lugar del resto de esteroide. Además se puede unir el esteroide o el otro resto de lípido con el resto de peptoide
mediante otros enlaces, de cualquier longitud, disponibles fácilmente para el experto.
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En función del tipo de célula, se usaron diferentes vehículos de lípido para diferentes duraciones de la transfección.
Sin embargo, el tiempo de transfección no superó las 24 h. La transfección se llevó a cabo en un medio completo y
la concentración de oligonucleótido antisentido final fue de 300 nM por pozo. En los pozos con fármaco, se añadió el
fármaco al cultivo al comienzo de la transfección.

Comenzando el día 3: Se recuperaron las células, 1 placa/día, y se midió la liberación de LDH en el sobrenadante
así como la LDH de las células intactas usando un equipo de Roche según las instrucciones del fabricante (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) (datos marcados como día 1, 2, 3).

Se analizó cada muestra examinando el nivel relativo de LDH liberada en comparación con la LDH total, signifi-
cando un aumento como porción de la LDH total un aumento de la muerte celular (debido a una mayor proporción de
LDH liberada en el medio). Los datos se evaluaron cualitativamente mediante la comparación con un control sin tratar
(no oligo). Este análisis permitió determinar si la pérdida de mensaje inducida por los antisentido para un determinado
gen causa la muerte de las células cuando se usa solo, o si esta pérdida de mensaje sintetiza células bajo los efectos de
un fármaco.

Los resultados se muestran en la tabla que se presenta inmediatamente a continuación.

Ejemplo 12

Detección de la expresión diferencial usando alineamientos

Se analizaron ARNm aislado de muestras de tejido de colon canceroso y normal obtenidas de pacientes para
identificar genes expresados diferencialmente en células cancerosas y normales. Las células normales y cancerosas
recogidas de tejidos criopreservados de pacientes se aislaron usando técnicas de microdisección por captura láser
(LCM), siendo estas técnicas conocidas en la técnica (véase, p. ej., Ohyama et al. (2000) Biotechniques 29:530-6;
Curran et al. (2000) Mol. Pathol. 53:64-8; Suarez-Quian et al. (1999) Biotechniques 26:328-35; Simone et al. (1998)
Trends Genet 14:272-6; Conia et al. (1997) J. Clin. Lab. Anal. 11:28-38; Emmert-Buck et al. (1996) Science 274:998-
1001).

La tabla 5 (insertada antes de las reivindicaciones) proporciona la información acerca de cada paciente del que
se aislaron las muestras, incluyendo: el “ID del paciente” y “ID del informe pat.”, que son números asignados al pa-
ciente y a los informes de patología a efectos de identificación; el “Grupo” al que se han asignado los pacientes; la
localización anatómica del tumor (“Loc. Anatom.”; el “Tamaño del tumor primario”; el “Grado del tumor primario”;
la identificación del grado histopatológico (“Grado histopat.”); una descripción de los puntos locales invadidos por
el tumor (“Invasión local”); la presencia de metástasis en los nódulos linfáticos (“Met. en nódulos linf.”); la inci-
diencia de la metástasis en los nódulos linfáticos (proporcionada como un número de nódulos linfáticos con positivo
en metastásis frente al número de nódulos linfáticos examinados) (“Incidencia de Met. en N.L.”; el “grado de N.L.
regionales”; la identificación o la detección de metástasis en puntos distantes al tumor y su localización (“Met. y
loc. distante”; una descripción de las metástasis distantes (“descrip. Met. distantes”); el grado de metástasis distante
(“Grado de met. distante”); y los comentarios generales sobre el paciente o el tumor (“Comentarios”). No se descri-
bieron adenomas en ninguno de los pacientes; la displasia de adenomas (descrita como hiperplasia por el patólogo) se
describió en el paciente con n.º ID: 695. Se describieron extensiones extranodales en dos pacientes, n.º ID de pacien-
te: 784 y 791. La invasión linfovascular se describió en siete pacientes, n.º ID de paciente: 128, 278, 517, 534, 784,
786 y 791. Se describieron infiltrados de tipo Crohn en siete pacientes, n.º ID de paciente: 52, 264, 268, 392, 393,
784 y 791.
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Identificación de genes expresados diferencialmente

Se prepararon sondas de ADNc a partir de ARN total aislado de las células de pacientes descritas anteriormen-
te. Como la LCM proporciona el aislamiento de tipos de células específicos para proporcionar una muestra celular
sustancialmente homogénea, se proporciona una muestra de ARN similarmente pura.

Primero se transcribió inversamente el ARN total en ADNc usando un cebador que contenía un promotor de la
ARN polimerasa T7, siguiendo con una síntesis de ADN de la cadena secundaria. Entonces se transcribió el ADNc in
vitro para producir ARN antisentido usando una expresión mediada por el promotor T7 (véase, p. ej., Luo et al. (1999)
Nature Med 5: 117-122), y entonces se convirtió el ARN antisentido en ADNc. Se volvió a transcribir el segundo
conjunto de ADNc in vitro, usando el promotor T7, para proporcionar ARN antisentido. Opcionalmente, se volvió
a convertir el ARN en ADNc, permitiendo hasta una tercera vuelta de amplificación mediada por T7 para producir
más ARN antisentido. De este modo, el procedimiento proporcionó dos o tres vueltas de transcripción in vitro para
producir el ARN final usado para el marcaje fluorescente.

Las sondas fluorescentes se generaron añadiendo primero ARN de control a la mezcla de ARN antisentido, y pro-
duciendo ADNc marcado fluorescentemente a partir del material inicial de ARN. Se compararon los ADNc marcados
fluorescentemente preparados de la muestra de ARN tumoral con los ADNc marcados fluorescentemente preparados
de la muestra de ARN de células normales. Por ejemplo, las sondas de ADNc de las células normales se marcaron
con tinte fluorescente Cy3 (verde) y las sondas de ADNc preparadas de las células tumorales se marcaron con tinte
fluorescente Cy5 (rojo), y viceversa.

Cada alineamiento usado tenía una distribución espacial de las capas y un establecimiento de las manchas de
control idénticos. Cada microalineamiento estaba dividido en dos zonas, teniendo cada zona un alineamiento con,
en cada mitad, doce agrupamientos de 32 x 12 manchas, para un total de aproximadamente 9.216 manchas en cada
alineamiento. Las dos zonas están manchadas de manera idéntica, lo que proporciona al menos dos duplicados de cada
clon por alineamiento.

Los polinucleótidos correspondientes a los genes expresados diferencialmente descritos en la presente memoria
para su uso en los alineamientos se obtuvieron tanto de fuentes a disposición del público como de genotecas de ADNc
generadas de líneas celulares y de tejidos de pacientes seleccionados. Los productos de PCR de aproximadamente 0,5
kg a 2,0 kb amplificados de estas fuentes fueron manchados sobre el alineamiento usando un marcador de Molecu-
lar Dynamics Gen III según las recomendaciones del fabricante. La primera fila de cada una de las 24 regiones del
alineamiento tenía aproximadamente 32 manchas de control, incluyendo 4 manchas de control negativas y 8 polinu-
cleótidos de análisis. Se echaron los polinucleótidos de análisis en cada muestra antes de la reacción de marcaje con
una variedad de concentraciones de 2-600 pg/muestra y proporciones de 1:1. Para cada diseño de alineamiento, se hi-
bridaron dos muestras con las muestras de análisis marcadas inversamente en la reacción de marcaje. Esto proporcionó
aproximadamente cuatro medidas por duplicado de cada clon, dos de un color y dos de otro color, para cada muestra.

El análisis de expresión diferencial se realizó mezclando cantidades iguales de sondas de células tumorales y
células normales del mismo paciente. Los alineamientos se pre-hibridaron por incubación durante aproximadamente 2
h a 60ºC en 5 x SSC y SDS al 0,2%/EDTA 1 mM, y luego se lavaron tres veces en agua y dos veces en isopropanol. Tras
la pre-hibridación del alineamiento, se hibridó la mezcla de sonda con el alineamiento en condiciones muy restrictivas
(una noche a 42ºC en formamida al 50%; 5 x SSC y SDS al 0,2%). Tras la hibridación, se lavó el alineamiento a 55ºC
tres veces según lo siguiente: 1) primer lavado en 1 x SSC/SDS al 0,2%; 2) segundo lavado en 0,1 x SSC/SDS al 0,2%;
y 3) tercer lavado en 0,1 x SSC.

Entonces se rastrearon los alineamientos en busca de verde y rojo fluorescente usando un detector/escáner láser a
color dual de Molecular Dynamics Generation III. Se procesaron las imágenes usando el programa informático Bio-
Discovery Autogene, y se normalizaron los datos de cada barrido para obtener una proporción de expresión en relación
con la normal. Los datos de los experimentos de microalineamiento se analizaron según los algoritmos descritos en la
solicitud estadounidense de n.º de serie 60/252.358, presentada el 20 de noviembre de 2000, por E. J. Moler, M. A.
Boyle, y F. M. Randazzo, y titulada “Precision and accuracy in cDNA microarray data”.

Se repitió el experimento, esta vez marcando las dos sondas con el color opuesto con el fin de realizar el análisis
en ambas “direcciones del color”. Se repitió cada experimento algunas veces con dos muestras más (una en cada
dirección del color). El nivel de fluorescencia para cada secuencia del alineamiento expresado como una proporción
de la media geométrica de 8 manchas/genes por duplicado de cuatro alineamientos o 4 manchas/genes por duplicado
de 2 alineamientos, o alguna otra variante. Los datos se normalizaron usando los controles positivos añadidos presentes
en cada zona duplicada, y la precisión de esta normalización se incluyó en la determinación final de la significancia de
cada diferencial. También se comparó la intensidad fluorescente de cada mancha con los controles negativos de cada
zona duplicada para determinar qué manchas han detectado niveles de expresión significativos en cada muestra.

Se aplicó un análisis estadístico de las intensidades fluorescentes a cada conjunto de machas por duplicado para
evaluar la precisión y la singnificancia de cada medida diferencial, dando como resultado un valor p que prueba la
hipótesis nula de que no hay diferencial en el nivel de expresión entre las muestras tumorales y las normales de cada
paciente. Durante el análisis inicial de los microalineamientos, se aceptó la hipótesis si p > 10−3; y la proporción
diferencial se estableció en 1.000 para aquellas manchas. El resto de manchas tienen una diferencia significativa en la
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expresión entre la muestra tumoral y la normal. Si la muestra tumoral tiene una expresión detectable y la normal no,
la proporción se trunca en 1.000, pues el valor para la expresión en la muestra normal sería cero, y la proporción no
sería un valor matemáticamente útil (p. ej., infinito). Si la muestra normal tiene una expresión detectable y la tumoral
no, la proporción se trunca en 0,001, pues el valor para la expresión en la muestra tumoral sería cero, y la proporción
no sería un valor matemáticamente útil. Estas dos últimas situaciones se denominan en la presente memoria “on/off”.
Las tablas de la base de datos se poblaron usando un nivel de confianza del 95% (p > 0,05).

En la tabla 6 de abajo, se proporcionan los resultados. La tabla incluye: 1) la SEQ ID NO; 2) la identificación de la
muestra (ID de muestra); 3) el número de identificación de mancha (“ID de mancha”); y 4) el porcentaje de pacientes
analizados en cuyos niveles de expresión del gen resultó ser al menos 2 veces mayores en tejido canceroso que en
tejido normal apareado (“val. p corregido 95>= x 2 de pacientes de colon”. Las proporciones de expresión diferencial
se expresan como una señal de hibridación normalizada asociada con la sonda tumoral dividida entre la señal de
hibridación normalizada con la sonda normal. De este modo, una proporción mayor de 1 indica que la expresión del
producto génico aumenta en células cancerosas en comparación con células normales, mientras que una proporción
de menos de 1 indica lo opuesto.

Estos datos proporcionan las pruebas de que los genes representados por los polinucleótidos que tienen las secuen-
cias indicadas se expresan diferencialmente en el cáncer de colon.

Los expertos en la técnica reconocerán, o serán capaces de determinar, usando simplemente una experimentación
rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones específicas de la invención, descritas en la presente memoria. Tales
realizaciones específicas y equivalentes pretenden estar englobados por las siguientes reivindicaciones.

Aunque la invención anterior haya sido descrita en cierto detalle a modo ilustrativo y ejemplificante a efectos de
aclarar su comprensión, el experto habitual en la técnica comprenderá fácilmente a la luz de las enseñanzas de esta
invención que se pueden hacer ciertos cambios y modificaciones de la misma sin alejarse del espíritu o del alcance de
las reivindicaciones anexas.

Información del depósito. Se hizo un depósito de cultivos biológicamente puros de los siguientes virus con la co-
lección americana de cultivos tipo, 10801 University Blvd., Manassa, VA 20110-2209, en virtud de las disposiciones
del Tratado de Budapest, en o antes de la fecha de presentación de la presente solicitud. El número de acceso indicado
fue asignado tras un análisis de viabilidad satisfactorio, habiendo sido pagadas las tarifas exigidas. El acceso a tales
cultivos estará disponible durante la vigencia de la solicitud de patente a uno determinado por el comisionado estar
titulado para ello bajo 37 C.F.R. § 1.14 y 35 U.S.C. § 122. Todas las restricciones sobre la disponibilidad de dichos
cultivos al público serán irrevocablemente eliminadas tras la concesión de una patente basada en la solicitud. Ade-
más, los depósitos designados serán mantenidos durante un período de treinta (30) años desde la fecha del depósito,
o durante cinco (5) años tras la última petición de depósito; o durante la vida de cumplimiento de la patente estadou-
nidense, independientemente de su duración. En caso de que un cultivo se volviera inviable o fuera inadvertidamente
destruido, o, en caso de las cepas que contienen plásmidos, perdiera sus plásmidos, será reemplazado por un/unos
cultivo/s viable/s de la misma descripción taxonómica.

Estos depósitos se proporcionan simplemente para la comodidad de los expertos en la técnica, y no reconocen la
necesidad de un depósito. Las secuencias de ácido nucleico de estos plásmidos, así como las secuencias de aminoácidos
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de los polipéptidos codificados por los mismos, son controladas en el caso de cualquier conflicto con la descripción de
la presente memoria. Se puede requerir una licencia para elaborar, usar o vender los materiales depositados, no siendo
tal licencia concedida mediante la presente memoria.

Además, se asignaron a las mezclas de clones seleccionados, así como a las genotecas que contienen clones espe-
cíficos, un número “ES” (Referencia interna) y se depositaron con la ATCC. La tabla 7 que se presenta a continuación
proporciona los n.º de acceso de la ATCC de los clones depositados, la totalidad de los cuales fue depositada en o
antes de la fecha de presentación de la solicitud.

TABLA 7

Mezclas de clones y genotecas depositadas con la ATCC

CMCC se refiere al número de referencia interno del solicitante.

Recuperación de clones individuales del depósito de clones mezclados. Como el depósito ATCC está compuesto de
una mezcla de clones de ADNc o una genoteca de clones de ADNc, se preparó el depósito transfectando primero cada
uno de los clones en células bacterianas separadas. Los clones de la muestra o de la genoteca se depositaron entonces
como una mezcla de mezclas iguales en el depósito compuesto. Se pueden obtener clones concretos del depósito
compuesto usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede identificar una célula bacteriana
que contenga un clon particular aislando colonias simples e identificando las colonias que contienen el clon específico
a través de técnicas de hibridación de colonias estándar, usando una sonda o sondas de oligonucleótidos diseñadas
para que se hibriden específicamente con una secuencia del inserto de clon (p. ej., una sonda basada en una secuencia
desenmascarada del polinucleótido codificado que tiene la SEQ ID NO indicada). La sonda debería diseñarse para que
tuviera una Tm de aproximadamente 80ºC (suponiendo 2ºC para cada A o T y 4ºC para cada G o C). Entonces se
pueden recoger las colonias positivas, dejarlas crecer en cultivos y aislar los clones recombinantes. Alternativamente,
se pueden usar las sondas diseñadas de esta manera para una PCR para aislar una molécula de ácido nucleico de
los clones mezclados según los procedimientos conocidos en la técnica, p. ej., purificando el ADNc de la mezcla de
cultivos depositada, y usando las sondas en reacciones de PCR para producir un producto amplificado que tenga la
correspondiente secuencia de polinucleótidos deseada.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para detectar una célula de colon cancerosa que comprende:

poner en contacto una muestra obtenida de una célula de colon de análisis con una sonda para la detección
de un producto génico de un gen expresado diferencialmente en el cáncer de colon, comprendiendo el gen
una secuencia de SEQ ID NO: 1, siendo dicho contacto durante un tiempo suficiente para unir la sonda con
el producto génico; y

comparar un nivel de la unión de la sonda con la muestra con un nivel de la unión de la sonda con una
muestra control obtenida de una célula de colon control, siendo la célula de colon control de un estado
canceroso conocido;

en el que un nivel de unión de la sonda en la muestra de células de colon de análisis similar al nivel de unión en una
muestra control es indicativo del estado canceroso de la célula de colon de análisis.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la sonda es una sonda de polinucleótido y el producto génico
es un ácido nucleico.

3. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el producto génico es un polipéptido.

4. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el producto génico está inmovilizado sobre un alineamien-
to.

5. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la sonda está inmovilizada sobre un alineamiento.

6. Un procedimiento para identificar una célula de colon cancerosa, comprendiendo el procedimiento las etapas
de:

detectar al menos un producto génico expresado diferencialmente, estando el producto génico codifica-
do por un gen que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 en una muestra de análisis, estando la
muestra de análisis derivada de una célula de análisis sospechosa de ser una célula de colon cancerosa;
y

comparar el nivel de expresión del producto génico expresado diferencialmente detectado con el nivel
de expresión del producto génico expresado diferencialmente en una muestra control, estando la muestra
control derivada de una célula de colon cancerosa;

en el que la detección del nivel de expresión del producto génico expresado diferencialmente en la muestra de análisis
similar al nivel de expresión del producto génico en la muestra control indica que la célula de análisis es una célula de
colon cancerosa.

7. El procedimiento de la reivindicación 6, en el que dicha detección se hace por hibridación de la muestra de análi-
sis con un alineamiento de referencia, comprendiendo el alineamiento de referencia un polinucleótido que comprende
al menos 12 nucleótidos contiguos de la secuencia de SEQ ID NO: 1.

8. El procedimiento de la reivindicación 6, en el que el producto génico detectado es un polipéptido.

9. Un procedimiento para identificar una célula de colon cancerosa, comprendiendo el procedimiento las etapas
de:

detectar al menos un producto génico expresado diferencialmente, estando el producto génico codificado
por un gen que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 en una muestra de análisis, estando la muestra
de análisis derivada de una célula de análisis sospechosa de ser una célula de colon cancerosa; y

comparar el nivel de expresión del producto génico expresado diferencialmente detectado con el nivel
de expresión del producto génico expresado diferencialmente en una muestra control, estando la muestra
control derivada de una célula de colon normal;

en el que la detección de un aumento del nivel de expresión del producto génico expresado diferencialmente en la
muestra de análisis con respecto al nivel de expresión del producto génico en la muestra de control indica que la célula
de análisis es una célula de colon cancerosa.

10. El procedimiento de la reivindicación 9, en el que la detección del nivel de expresión del producto génico
expresado diferencialmente de la muestra de análisis mayor que el nivel de expresión del producto génico de la muestra
control indica que la célula de análisis es una célula de tumor de colon.
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11. El procedimiento de la reivindicación 9, en el que la detección del nivel de expresión del producto génico
expresado diferencialmente en la muestra de análisis mayor al nivel de expresión del producto génico de la muestra
control indica que la célula de análisis es una célula de tumor de colon metastásico.

12. Un procedimiento para identificar una célula de colon cancerosa, comprendiendo el procedimiento las etapas
de:

detectar al menos un producto génico expresado diferencialmente, en el que la detección es mediante la
detección de la hibridación de un polinucleótido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 en una
muestra de análisis, estando la muestra de análisis derivada de una célula de análisis sospechosa de ser una
célula de colon cancerosa; y

comparar el nivel de hibridación del producto génico expresado diferencialmente detectado con el nivel
de hibridación del producto génico expresado diferencialmente en una muestra control, estando la muestra
control derivada de una célula de colon cancerosa;

en el que la detección de un aumento del nivel de hibridación del producto génico expresado diferencialmente en la
muestra de análisis con respecto al nivel de hibridación del producto génico de la muestra control indica que la célula
de análisis es una célula de colon cancerosa.

13. Un procedimiento para identificar una célula de colon cancerosa, comprendiendo el procedimiento las etapas
de:

detectar al menos un producto génico expresado diferencialmente, en el que la detección es mediante la
detección de la hibridación de un polinucleótido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 en una
muestra de análisis, estando la muestra de análisis derivada de una célula de análisis sospechosa de ser una
célula de colon cancerosa; y

comparar el nivel de hibridación del producto génico expresado diferencialmente detectado con el nivel
de hibridación del producto génico expresado diferencialmente en una muestra control, estando la muestra
control derivada de una célula de colon cancerosa;

en el que la detección de un aumento del nivel de hibridación del producto génico expresado diferencialmente en la
muestra de análisis con respecto al nivel de hibridación del producto génico de la muestra control indica que la célula
de análisis es una célula de colon cancerosa.

14. Uso de un polinucleótido antisentido para la inhibición de la expresión de un gen que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 1 en la fabricación de un medicamento para suprimir o inhibir un fenotipo canceroso de una célula de
colon cancerosa.

15. El uso de la reivindicación 14, en el que el fenotipo canceroso es metástasis.

16. El uso de la reivindicación 14, en el que el fenotipo canceroso es una proliferación celular aberrante en relación
con una célula normal.

17. El uso de la reivindicación 14, en el que el fenotipo canceroso es la pérdida de la inhibición por contacto del
crecimiento celular.

18. Uso de un polinucleótido antisentido para la inhibición de la producción de un producto génico codificado por
un polinucleótido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 o de un anticuerpo que se une específicamente a un
polipéptido codificado por un polinucleótido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 en la fabricación de un
medicamento para inhibir el crecimiento tumoral en el colon de un sujeto que tiene un tumor de colon que expresa un
gen que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1.

19. Un procedimiento para identificar un producto génico como una diana para un cáncer terapéutico, compren-
diendo el procedimiento:

poner en contacto una célula de colon cancerosa que expresa un producto génico candidato con un agente
anticancerígeno, en el que el producto génico candidato se corresponde con la secuencia de SEQ ID NO:
1; y

analizar el efecto del agente anticancerígeno tras la expresión del producto génico candidato y tras un
fenotipo canceroso de la célula cancerosa;

en el que la modulación de la actividad biológica del producto génico candidato y la modulación del fenotipo canceroso
de la célula cancerosa indica que el producto génico candidato es una diana para un cáncer terapéutico.

20. El procedimiento de la reivindicación 19, en el que el agente anticancerígeno es un oligonucleótido antisentido.
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21. El procedimiento de la reivindicación 19, en el que el fenotipo canceroso es una proliferación celular aberrante
en comparación con una célula normal.

22. El procedimiento de la reivindicación 19, en el que el fenotipo canceroso es una formación de colonias debida
a la pérdida de inhibición del crecimiento por contacto.

23. Un procedimiento para identificar agentes que disminuyan la actividad biológica de un producto génico expre-
sado diferencialmente en una célula cancerosa, comprendiendo el procedimiento:

poner en contacto un agente candidato con un producto génico expresado diferencialmente, siendo el pro-
ducto génico expresado diferencialmente un producto génico de ARNm codificado por la secuencia de SEQ
ID NO: 1, un producto génico de ADNc preparado a partir del producto génico de ARNm, o un producto
génico polipeptídico expresado por el producto génico de ARNm o ADNc; y

detectar una disminución en una actividad biológica del producto génico en relación con un nivel de acti-
vidad biológica del producto génico en ausencia del agente candidato.

24. El procedimiento de la reivindicación 23, en el que dicha detección es mediante la detección de una disminución
de la expresión del producto génico expresado diferencialmente.

25. Un polinucleótido aislado que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1.

26. Un alineamiento que comprende el polinucleótido de la reivindicación 25.

27. Un alineamiento que comprende al menos dos polinucleótidos diferentes, en el que los polinucleótidos com-
prenden una secuencia que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1.

28. Una célula huésped recombinante que contiene el polinucleótido de la reivindicación 25.

29. Un polipéptido aislado codificado por el polinucleótido de la reivindicación 25.

30. Un anticuerpo que se une específicamente a un polipéptido de la reivindicación 29.

31. Un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos de un inserto contenido en el clon SK-1, depo-
sitado con el n.º de acceso PTA-1360 en la ATCC.

32. Un polinucleótido aislado que comprende la secuencia codificante del polipéptido de SEQ ID NO: 2.

33. Una composición farmacéutica que comprende un polinucleótido antisentido para la inhibición de la produc-
ción de un producto génico codificado por un polinucleótido que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 1.

34. La composición farmacéutica de la reivindicación 33, en la que el polinucleótido antisentido comprende una
secuencia seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 68, 70, 72 y 74.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Kennedy, Giulia C.
Kang, Sanmao
Reinhard, Christoph
Jefferson, Anne Bennett

<120> POLINUCLEÓTIDOS RELACIONADOS CON EL CÁNCER DE COLON

<130> PP-1663.003

<140> sin conceder
<141> 15-06-2001

<150> 60/211.835
<151> 15-06-2000

<160> 127

<170> FastSEQ para Windows versión 4.0

<210> 1
<211> 564
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (21)...(396)
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<400> 1

<210> 2
<211> 125
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2
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<210> 3
<211> 919
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (219)...(693)

<400> 3
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<210> 4
<211> 158
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

<210> 5
<211> 1949
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (5)...(1760)
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<400> 5
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<210> 6
<211> 585
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6
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<210> 7
<211> 1110
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (78)...(642)
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<400> 7

9



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 305 087 T3

<210> 8
<211> 188
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8

<210> 9
<211> 965
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (79)...(232)
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<400> 9

<210> 10
<211> 51
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

<210> 11
<211> 658
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<400> 11

<210> 12
<211> 1507
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc feature
<222> 1047, 1301
<223> n = A, T, C o G

<400> 12

<210> 13
<211> 661
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<220>
<221> CDS
<222> (79)...(376)

<400> 13

<210> 14
<211> 99
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 14
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<210> 15
<211> 1507
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> 1047, 1301
<223> n = A, T, C o G

<400> 15

<210> 16
<211> 716
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (16)...(538)
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<400> 16

<210> 17
<211> 174
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 17

<210> 18
<211> 763
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(551)
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<400> 18

<210> 19
<211> 183
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 19

<210> 20
<211> 790
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (240)...(585)

<400> 20
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<210> 21
<211> 115
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22
<211> 1939
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<220>
<221> CDS
<222> (53)...(1700)

<400> 22
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<210> 23
<211> 549
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 23
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<210> 24
<211> 503
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (10)...(400)
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<400> 24

<210> 25
<211> 130
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25
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<210> 26
<211> 651
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 26

<210> 27
<211> 559
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (324)...(519)

<400> 27
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<210> 28
<211> 65
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 28

<210> 29
<211> 623
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<223> secuencia cebadora

<400> 29

<210> 30
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30

<210> 31
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 31

<210> 32
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia cebadora

<400> 32

<210> 33
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia cebadora

<400> 33

<210> 34
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia cebadora

<400> 34

<210> 35
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia cebadora
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<400> 35

<210> 36
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36

<210> 37
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37

<210> 38
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38

<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
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<210> 40
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40

<210> 41
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia cebadora

<400> 41

<210> 42
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 42

<210> 43
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43

<210> 44
<211> 22
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44

<210> 45
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45

<210> 46
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 46

<210> 47
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 47

<210> 48
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 48

<210> 49
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49

<210> 50
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50

<210> 51
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 51

<210> 52
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 52

<210> 53
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 53

<210> 54
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 54

<210> 55
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 55

<210> 56
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 56
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<210> 57
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 57

<210> 58
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58

<210> 59
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 59

<210> 60
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 60

<210> 61
<211> 21
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 61

<210> 62
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62

<210> 63
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 63

<210> 64
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido antisentido

<400> 64

<210> 65
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleótido control inverso

<400> 65

<210> 66
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido antisentido

<400> 66

<210> 67
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido control inverso

<400> 67

<210> 68
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 68

<210> 69
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético
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<400> 69

<210> 70
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 70

<210> 71
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 71

<210> 72
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 72

<210> 73
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 73
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<210> 74
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 74

<210> 75
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 75

<210> 76
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 76

<210> 77
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 77

<210> 78
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 78

<210> 79
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 79

<210> 80
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 80

<210> 81
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 81

<210> 82
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético
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<400> 82

<210> 83
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 83

<210> 84
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 84

<210> 85
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 85

<210> 86
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 86
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<210> 87
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 87

<210> 88
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 88

<210> 89
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 89

<210> 90
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 90

<210> 91
<211> 25
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 91

<210> 92
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 92

<210> 93
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 93

<210> 94
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 94

<210> 95
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 95

<210> 96
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 96

<210> 97
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 97

<210> 98
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 98

<210> 99
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético
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<400> 99

<210> 100
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 100

<210> 101
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 101

<210> 102
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 102

<210> 103
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 103
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<210> 104
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 104

<210> 105
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 105

<210> 106
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 106

<210> 107
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 107

<210> 108
<211> 25
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 108

<210> 109
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 109

<210> 110
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 110

<210> 111
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 111

<210> 112
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 112

<210> 113
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 113

<210> 114
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 114

<210> 115
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 115

<210> 116
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético
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<400> 116

<210> 117
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 117

<210> 118
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 118

<210> 119
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 119

<210> 120
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 120
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<210> 121
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 121

<210> 122
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 122

<210> 123
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 123

<210> 124
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 124

<210> 125
<211> 24
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 125

<210> 126
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 126

<210> 127
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 127
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