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DESCRIPCION

Procedimiento de diagndstico in vitro de carcinoma broncopulmonar mediante deteccién de transcritos mayorita-
rios alternativos del gen KLKS8 que codifica kalicreina 8 y su utilizacion para el prondstico de supervivencia.

La presente invencion se refiere al 4mbito de la oncologia. M4s particularmente, la presente invencidn tiene por
objeto un procedimiento de diagndstico in vitro del carcinoma broncopulmonar primitivo en un paciente ser humano,
mediante determinacion de la presencia, mds alld de un umbral predeterminado, de un transcrito mayoritario del gen
KLKS de kalicreina 8 en una muestra biolégica procedente de este paciente.

El carcinoma broncopulmonar primitivo es la primera causa de muerte por cdncer en el hombre y esto en todos los
paises desarrollados. Datos recientes muestran un claro aumento de la incidencia en las mujeres. Se estima el niimero
de nuevos casos al afio en 25.000 en Francia y en més de 160.000 en los Estados Unidos, conllevando la muerte anual
de aproximadamente 22.000 individuos en Francia y 155.000 en los Estados Unidos. A nivel mundial, el carcinoma
broncopulmonar serfa responsable de aproximadamente 900.000 muertes cada afio, lo que corresponderia aproxima-
damente al 18% de las muertes por cancer. La etiologia principal del carcinoma broncopulmonar es el tabaquismo.
Aproximadamente el 90% de los carcinomas bronquiales en el hombre y aproximadamente el 50% en la mujer son
atribuibles al tabaco. Otros factores ambientales o profesionales también pueden reconocerse en la carcinogénesis
bronquial.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) distingue los carcinomas bronquiales microciticos (CBM), que re-
presentan aproximadamente el 20% de los casos, y los carcinomas bronquiales no microciticos (CBNM) que agrupan,
entre otros, los carcinomas epidermoides, adenocarcinomas, y carcinomas macrociticos, y que representan aproxima-
damente el 80% de los casos. Los carcinomas epidermoides y los adenocarcinomas son los cadnceres mds extendidos.

Hoy en dia, el diagnéstico del carcinoma broncopulmonar se realiza esencialmente mediante radiografia pulmonar
y escéaner toracico. Una endoscopia bronquial que permite la realizacién de biopsias confirma a continuacién el diag-
néstico. Por desgracia, los sintomas evocadores son desafortunadamente tardios y poco especificos, y el diagndstico
interviene de forma tardia, reduciendo de este modo en gran medida la eficacia y la factibilidad de los tratamientos
existentes. Ademds, este tipo de diagndstico requiere un material eficaz y personal cualificado, lo que es costoso.

Actualmente estdn disponibles diferentes métodos de tratamiento: cirugia, quimioterapia, radioterapia. Estos trata-
mientos pueden realizarse, de manera aislada, o de manera secuencial o combinada.

La tasa de supervivencia del cdncer de pulmén depende en gran medida del grado de diseminacién del tumor en
el momento del diagndstico. La tasa global de supervivencia a 5 afios es del orden del 15%. Esta tasa enmascara
sin embargo disparidades importantes. La tasa de supervivencia de los pacientes que tienen un cancer metastatizado
a distancia durante el diagndstico es inferior al 5%, mientras que los pacientes cuyo carcinoma “no microcitico”
(CBNM) esté localizado en el momento de su descubrimiento presentan tasas de supervivencia préximas al 50%!.
Estos tltimos son tratados esencialmente mediante reseccién quirtirgica del tumor, enfoque que, por el momento,
representa la tinica solucion curativa para este tipo de cancer. Sin embargo, menos de un paciente de cada 3 puede
ser objeto de dicho tratamiento y un paciente de cada 2 tratados mediante cirugia fallece en los meses siguientes a
la operacidn, después de una recidiva tumoral. Los avances recientes en el campo de la quimioterapia moderna del
CBNM permiten prever tratamientos adyuvantes o neo-adyuvantes que mejoran la esperanza de vida de los pacientes
operados’. Dichos tratamientos no son, sin embargo, anodinos con una tasa de mortalidad asociada no despreciable.
En este contexto, es importante poder identificar a los pacientes operables que presentan un alto riesgo de muerte por
recidiva, para facilitar la decisidn de aplicar o no una quimioterapia neo-adyuvante o adyuvante.

Desde hace afios se investigan y estudian marcadores que permitan distinguir las células tumorales de las células
sanas para todos los canceres y particularmente del carcinoma broncopulmonar. Estos permitirian diagnosticar pre-
cozmente la enfermedad, establecer su prondstico y su sensibilidad al tratamiento, y supervisar su evolucién. En los
tltimos afios, mds de 100 candidatos se han sugerido como marcadores moleculares de diagndstico del carcinoma
broncopulmonar. Los estudios han previsto de este modo, el papel de diagndstico de proto-oncogenes, de factores im-
plicados en el ciclo celular, apoptosis o angiogénesis. Sin embargo, pocas correlaciones entre los resultados obtenidos
mediante diferentes técnicas y de validaciones entre diferentes cohortes de pacientes pudieron obtenerse de acuer-
do con la técnica empleada (inmunohistoquimica, dosificaciéon inmunolégica, chips de ADN que utilizan diferentes
algoritmos) y la gran diversidad de tumores (tipo histoldgico, estadio, grado de diferenciacion).

Otros marcadores, que pertenecen a una sub-familia de serina proteasas, las kalicreinas, de las que se enumeran
15, también se han ensayado. De este modo, en un estudio con chips de ADN, el gen hKLKII se ha identificado
como marcador de los adenocarcinomas endocrinos de tipo C23. Un estudio similar mostré que los genes hKLKS y
hKLKI0 se sobre-expresan en los carcinomas epidermoides*. Del mismo modo, se ha mostrado que los genes hKLK5
et hKLK7, que codifican respectivamente las proteinas hK5 y hK7, estaban sobre-expresados en los tejidos tumorales
de carcinomas epidermoides, mientras que una sub-expresion del gen hKLK7 en los tejidos tumorales se observa
generalmente en los pacientes que presentan un adenocarcinoma’. Sin embargo, no se ha podido establecer ningin
vinculo entre la expresion diferencial de estos genes ZKLK y un prondstico vital para los pacientes aquejados de un
carcinoma broncopulmonar.
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Los genes de las 15 kalicreinas presentan caracteristicas comunes, entre ellas la presencia de varios transcritos
para el mismo gen. Los transcritos de estos genes también se han estudiado como marcadores. De este modo, se ha
indicado que tres transcritos alternativos de los genes hKLK4°, hKLK5’, un transcrito del gen hKLK7" estaban sobre-
expresados en tumores y/o en lineas celulares ovaricas comparativamente al tejido no canceroso.

Se conoce que el perfil de expresion del gen hKLKS8 da lugar a al menos 4 transcritos diferentes, llamados NT1 a
NT4. El transcrito NT1 o “neuropsina de tipo 17, identificada por Yoshida S. er al®, codifica una preproenzima de 260
aminodcidos que contiene un péptido sefial de secrecién de 28 aminodcidos y un prosegmento muy corto de 4 restos
que debe escindirse para liberar la forma activa de la kalicreina 8. El NT1 est4 considerado como la forma regular de
expresion del gen. El transcrito NT2 o “neuropsina-T2”, identificado por Mitsui S. e al’, se diferencia de la forma
NT1 por la insercién de una secuencia que codifica 45 aminodcidos suplementarios en la regién carboxi-terminal
del péptido sefal. Los transcritos NT3 y NT4 fueron identificados por Magklara A. er al'® y codifican proteinas que
contienen respectivamente 119 y 32 restos. La forma proteica predicha a partir de NT3 solamente posee una parte
del péptido sefial de kalicreina 8 y no conserva la zona de escision de éste. La proteina predicha a partir de NT4 esta
constituida por los 23 primeros restos del péptido sefial de kalicreina 8 y por 9 restos suplementarios sin identidad con
kalicreina 8. Magklara A. er al'® mostraron que, aunque la forma regular de expresion del gen KLKS8, NT1, tenga un
valor de prondstico en el marco del cdncer de ovario, las formas NT3 y NT4 no tienen ningtin valor.

Los Solicitantes han demostrado ahora de forma sorprendente que los transcritos mayoritarios alternativos del
gen KLKS que codifica kalicreina 8, seleccionados entre NT3 y NT4, en una tasa elevada, eran un buen marcador
de diagndstico, y particularmente de prondstico desfavorable, en el marco de los carcinomas broncopulmonares, y en
particular de los carcinomas bronquiales no microciticos.

De este modo, la presente invencion tiene como primer objeto un procedimiento de diagndstico in vitro del carci-
noma broncopulmonar, particularmente del carcinoma bronquial no microcitico, caracterizado porque comprende o
consiste en la etapa de deteccidn, en una muestra bioldgica procedente de un paciente sospechoso de estar afectado
por dicho carcinoma broncopulmonar, de al menos uno de los transcritos mayoritarios alternativos del gen KLKS de
kalicreina 8.

El procedimiento de la invencién permite, por lo tanto, establecer un diagnéstico en el marco del carcinoma bron-
copulmonar mediante un simple ensayo que consiste en detectar los transcritos mayoritarios alternativos del gen KLKS,
particularmente en una tasa elevada.

Por transcrito alternativo del gen KLKS, se entiende los productos de transcripcion del gen KLKS. Dichos transcri-
tos son tales como se han descrito anteriormente y se denominan, particularmente, NT1, NT2, NT3 y NT4. Como se
observara a continuacidn, los Solicitantes han descubierto dos nuevos transcritos denominados NT5 y NT6.

Por transcrito mayoritario, se entiende los transcritos producidos en su mayoria a partir del gen de expresioén de
kalicreina 8. De acuerdo con una realizacion, los transcritos mayoritarios alternativos del gen KLKS8 se seleccionan
entre los transcritos NT3 y NT4.

Por tasa elevada de transcrito mayoritario, se entiende una tasa superior a un valor umbral determinado.

Se sabe que, de forma general, los resultados de los ensayos de deteccién de analitos dependen en gran parte de
las caracteristicas de los socios de unidn utilizados. De este modo, por ejemplo, en el caso de la deteccién de ARN
mediante hibridacién con sondas nucleotidicas, los resultados dependen en particular de las caracteristicas de tamafio,
de composicion y de porcentaje de complementariedad de las sondas, y estas caracteristicas influyen sobre los valores
medidos con estas sondas. Se comprende por lo tanto que no es posible dar valores umbral precisos y que pueden
determinarse valores umbral adaptados a cada socio de unidn utilizado en cada caso, mediante sencillos experimentos
rutinarios.

Es preciso comprender bien que en este documento se le llama valor umbral ya sea un valor discreto, ya sea
un intervalo de valores correspondiente a una zona de indeterminacién. Por supuesto, cuando el valor medido esta
incluido en el intervalo de indeterminacidn, o estd muy proximo al valor umbral en el caso de un valor discreto, no se
puede llegar a una conclusién definitiva y es conveniente realizar investigaciones suplementarias.

Las muestras bioldgicas en las que se emplea el procedimiento de la invencién son cualquier muestra biol6gica
susceptible de contener transcritos mayoritarios alternativos del gen KLKS8. Como ejemplo de dichas muestras, pueden
mencionarse las muestras sélidas tales como el tejido procedente de la biopsia del tumor, de ganglios linfaticos, me-
t4stasis del paciente, fluidos bioldgicos tales como la sangre, suero, plasma y expectoraciones, y las células purificadas
a partir de estas muestras sélidas o liquidas.

Se entiende por deteccién de transcrito, en particular del transcrito mayoritario alternativo, la deteccion directa del
transcrito, o la deteccidn indirecta del transcrito, o cualquier otro procedimiento de determinacion de la presencia de
un ARN en una muestra, conocido por el experto en la materia.

Por deteccidn directa del transcrito, en particular del transcrito mayoritario alternativo, se entiende la demostracion
de la presencia de dicho propio transcrito en la muestra biolégica.
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La deteccion directa del transcrito mayoritario alternativo en la muestra biol6gica puede realizarse mediante cual-
quier medio conocido por el experto en la materia, como por ejemplo mediante hibridacién con un socio de unién
especifico del transcrito mayoritario alternativo, llegado el caso después de amplificaciéon mediante la técnica de PCR
o NASBA.

Por hibridacién, se entiende el proceso durante el cual, en condiciones apropiadas, dos fragmentos nucleotidicos
se unen mediante puentes de hidrégeno estables y especificos para formar un complejo de cadena doble. Estos puentes
de hidrégeno se forman entre las bases complementarias Adenina (A) y timina (T) (o uracilo (U)) (se habla de enlace
A-T) o entre las bases complementarias Guanina (G) y citosina (C) (se habla de enlace G-C). La hibridacién de dos
fragmentos nucleotidicos puede ser total (se habla entonces de fragmentos nucleotidicos o de secuencias complemen-
tarias), es decir que el complejo de cadena doble obtenido durante esta hibridacién comprende inicamente enlaces A-
T y enlaces C-G. Esta hibridacién puede ser parcial (se habla entonces de fragmentos nucleotidicos o de secuencias
suficientemente complementarias), es decir que el complejo de cadena doble obtenido comprende enlaces A-T y enla-
ces C-G que permiten formar el complejo de cadena doble, pero también bases no unidas a una base complementaria.
La hibridacién entre dos fragmentos nucleotidicos depende de las condiciones operatorias que se utilizan, y particu-
larmente de la rigurosidad. La rigurosidad se define particularmente en funcién de la composicién en bases de los dos
fragmentos nucleotidicos, asi como por el grado de emparejamiento erréneo entre dos fragmentos nucleotidicos. La
rigurosidad también puede estar en funcién de los pardmetros de la reaccién, tales como la concentracién y el tipo de
especies i0nicas presentes en la solucion de hibridacion, la naturaleza y la concentracion de los agentes desnaturali-
zantes y/o la temperatura de hibridacién. Todos estos datos son bien conocidos y las condiciones apropiadas pueden
ser determinadas por el experto en la materia. En general, de acuerdo con la longitud de los fragmentos nucleotidicos
que se desea hibridar, la temperatura de hibridacién estd comprendida entre aproximadamente 20 y 70°C, en parti-
cular entre 35 y 65°C en una solucién salina a una concentracién de aproximadamente 0,5 a 1 M. Una secuencia, o
fragmento nucleotidico, u oligonucleétido, o polinucleétido, es una sucesidon de motivos nucleotidicos unidos entre si
mediante enlaces éster fosférico, caracterizada por la secuencia informativa de los dcidos nucleicos naturales, suscep-
tibles de hibridarse a un fragmento nucleotidico, pudiendo contener la sucesion mondmeros de estructuras diferentes
y obtenerse a partir de una molécula de acido nucleico natural y/o mediante recombinacién genética y/o mediante
sintesis quimica. Un motivo se deriva de un monémero que puede ser un nucleétido natural de dcido nucleico cuyos
elementos constitutivos son un azicar, un grupo fosfato y una base nitrogenada; en el ADN el azicar es la desoxi-
2-ribosa, en el ARN el azicar es la ribosa; Segiin sea ADN o ARN, la base nitrogenada se selecciona entre adeni-
na, guanina, uracilo, citosina, timina; o bien el monémero es un nucledtido modificado en al menos uno de los tres
elementos constitutivos; como ejemplo, la modificacion puede intervenir a nivel de las bases, con bases modificadas
tales como inosina, metil-5-desoxicitidina, desoxiuridina, dimetilamino-5-desoxiuridina, diamino-2,6-purina, bromo-
5-desoxiuridina o cualquier otra base modificada capaz de hibridacién, a nivel del aziicar, por ejemplo la sustitucién
de al menos una desoxirribosa por una poliamida'', o incluso a nivel del grupo fosfato, por ejemplo su sustitucién por
ésteres particularmente seleccionados entre difosfatos, alquil- y aril-fosfonatos y fésforotioatos.

Los socios de unién especificos del transcrito mayoritario alternativo son cualquier socio susceptible de unirse al
transcrito mayoritario alternativo. Como ejemplo, pueden mencionarse las sondas nucleicas, los cebadores de amplifi-
cacion, y cualquier otra molécula capaz de unirse al transcrito mayoritario alternativo.

Por sonda de hibridacién, se entiende un fragmento nucleotidico que comprende de 5 a 100 motivos nucleicos,
particularmente de 10 a 35 motivos nucleicos, que posee una especificidad de hibridacién en condiciones determinadas
para formar un complejo de hibridacién con el material especifico de un gen diana. En la presente invencidn, el material
especifico del gen diana puede ser una secuencia nucleotidica comprendida en un ARN mensajero procedente del
gen diana (se habla entonces de ARNm especifico del gen diana), una secuencia nucleotidica comprendida en un
ADN complementario obtenido mediante transcripcion inversa de dicho ARN mensajero (se habla entonces de ADNc
especifico del gen diana), o incluso una secuencia nucleotidica comprendida en un ARN complementario obtenido
mediante transcripcion de dicho ADNc, tal como se ha descrito anteriormente (se hablard entonces de ARNc especifico
del gen diana). La sonda de hibridacion puede comprender un marcador que permite su deteccion.

Se entiende por cebador de amplificacidn, un fragmento nucleotidico que comprende de 5 a 100 motivos nuclei-
cos, preferentemente de 15 a 30 motivos nucleicos que permite el inicio de una polimerizacién enzimaética, tal como
particularmente una reaccién de amplificacion enzimatica. Por reaccién de amplificacion enzimadtica, se entiende un
proceso que genera multiples copias de un fragmento nucleotidico mediante accién de al menos una enzima. Dichas
reacciones de amplificacién son bien conocidas por el experto en la materia y pueden mencionarse particularmente las
siguientes técnicas:

- PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa [Polymerase Chain Reaction]), tal como se describe en las patentes
US 4.683.195, US 4.683.202 y US 4.800.159,

- LCR (Reaccién en cadena de la ligasa [Ligase Chain Reaction]), expuesta, por ejemplo, en la solicitud de
patente EP 0 201 184,

- RCR (Reaccién de reparacion en cadena [Repair Chain Reaction]), descrita en la solicitud de patente WO
90/01069,
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- 3SR (Replicacién de secuencia autosostenida [Self Sustained Sequence Replication]) con la solicitud de patente
WO 90/06995,

- NASBA (Amplificacién basada en la secuencia del dcido nucleico [Nucleic Acid Sequence-Based Amplifica-
tion]) con la solicitud de patente WO 91/02818, y

- TMA (Amplificaciéon mediada por transcripcion [Transcription Mediated Amplification]) con la patente US
5.399.491.

Cuando la amplificacién enzimatica es una PCR, el reactivo especifico comprende al menos 2 cebadores de ampli-
ficacion, especificos de un gen diana, y que permiten la amplificacién del material especifico del gen diana. El material
especifico del gen diana comprende entonces preferentemente un ADN complementario obtenido mediante transcrip-
cién inversa de ARN mensajero procedente del gen diana (se habla entonces de ADNc especifico del gen diana) o
un ARN complementario obtenido mediante transcripcién de ADNc especifico de un gen diana (se habla entonces de
ARNC especifico del gen diana). Cuando la amplificacién enzimadtica es una PCR realizada después de una reaccién
de transcripcién inversa, se habla de RT-PCR.

Por deteccion, se entiende un método fisico, o un método quimico con un agente colorante intercalante tal como
SYBR® Green I o bromuro de etidio, o un método de deteccién con ayuda de un marcador. Existen muchos métodos
de deteccién para la deteccién de los dcidos nucleicos'*™".

Por marcador, se entiende un indicador capaz de generar una sefial que se puede detectar. Una lista no limitante de
estos indicadores comprende las enzimas que producen una sefial detectable por ejemplo por colorimetria, fluorescen-
cia o luminescencia, como peroxidasa de rdbano rusticano, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa; los croméforos como los compuestos fluorescentes, luminescentes o colorantes; los grupos de densi-
dad electrénica detectables mediante microscopia electrénica o por sus propiedades eléctricas como la conductividad,
mediante métodos de amperimetria o de voltimetria, o mediante mediciones de impedancia; los grupos detectables
mediante métodos Spticos como difraccidn, resonancia del plasmén superficial, variacion del dngulo de contacto o
ged}isante IzlslétOdOS fisicos como espectroscopia de fuerza atémica, efecto tinel, etc.; las moléculas radiactivas como

P, *°S o 1.

La sonda de hibridacién puede ser una sonda llamada de deteccion. En este caso, la sonda llamada de deteccién estd
marcada por medio de un marcador tal como se ha definido anteriormente. Gracias a la presencia de este marcador,
puede detectarse la presencia de una reaccion de hibridacién entre una sonda de deteccidén dada y el transcrito a
detectar.

La sonda de deteccién puede ser particularmente una sonda de deteccién de tipo “molecular beacons” (sondas fluo-
rescibles)'*. Estas “molecular beacons” se vuelven fluorescentes durante la hibridacion. Estas poseen una estructura
de tipo varilla-bucle y contienen un fluoréforo y un grupo “quencher” (inhibidor de fluorescencia). La fijacion de la
secuencia de bucle especifica con su secuencia complementaria de 4cido nucleico diana provoca un desenrollado de la
varilla y la emisién de una sefial fluorescente durante la excitacién a la longitud de onda conveniente.

La sonda de hibridacidon también puede ser una sonda llamada de captura. En este caso, la sonda llamada de
captura estd inmovilizada o es inmovilizable en un soporte s6lido mediante cualquier medio apropiado, es decir directa
o indirectamente, por ejemplo mediante covalencia o adsorciéon. Como soporte sélido, pueden utilizarse materiales
de sintesis o materiales naturales, eventualmente modificados quimicamente, particularmente los polisacaridos tales
como los materiales a base de celulosa, por ejemplo papel, derivados de celulosa tales como acetato de celulosa
y nitrocelulosa o dextrano, polimeros, copolimeros, particularmente a base de mondmeros de tipo estireno, fibras
naturales tales como algodon, y fibras sintéticas tales como Nylon; materiales minerales tales como silice, cuarzo,
vidrios, cerdmicas; latex; particulas magnéticas; derivados metalicos, geles etc. El soporte sélido puede estar en forma
de una placa de microvaloracion, de una membrana como se describe en la solicitud WO-A-94/12670, de una particula.
También pueden inmovilizarse sobre el soporte varias sondas de captura diferentes, siendo cada una especifica de un
transcrito diana. En particular, puede utilizarse como soporte un biochip sobre el que pueden inmovilizarse gran
nimero de sondas. Por biochip, se entiende un soporte sélido de dimension reducida en el que se fija una multitud de
sondas de captura en posiciones predeterminadas. El concepto de biochip, o chip de ADN, data de principios de los
afios 90. Este concepto se basa en una tecnologia multidisciplinar que integra la micro-electrénica, la quimica de los
dcidos nucleicos, el andlisis de imdgenes y la informatica. El principio de funcionamiento se basa en un fundamento
de la biologia molecular: el fendmeno de hibridacion, es decir el apareamiento por complementariedad de las bases
de dos secuencias de ADN y/o de ARN. El método de los biochips se basa en el empleo de sondas de captura fijadas
sobre un soporte sélido sobre las que se hace actuar una muestra de fragmentos nucleotidicos diana marcados directa
o indirectamente con fluorécromos. Las sondas de captura se sitdan de manera especifica sobre el soporte o chip y
cada hibridacién da una informacién particular, en relacién con el fragmento nucleotidico diana. Las informaciones
obtenidas son acumulativas, y permiten por ejemplo cuantificar el nivel de expresién de un gen/transcrito o de varios
genes/transcritos diana. Después de la hibridacién, el soporte o chip se lava, y los complejos de ADNc o ARNc
marcados/sondas de captura se revelan mediante un ligando de gran afinidad unido, por ejemplo, a un marcador
de tipo fluorécromo. La fluorescencia se lee, por ejemplo, mediante un escdner y el andlisis de la fluorescencia se
trata informaticamente. Pueden mencionarse a titulo indicativo, los chips de ADN desarrollados por la compaiiia



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 490 T3

Affymetrix (“Accessing Genetic Information with High-Density DNA arrays™)'>!®, para los diagnésticos moleculares.
En esta tecnologia, las sondas de captura son generalmente de tamafos reducidos, alrededor de 25 nucleétidos. Otros
ejemplos de biochips se dan en muchas publicaciones!'®!1%2021 o en las patentes US-A-4.981.783, US-A-5.700.637,
US-A-5.445.934, US-A-5.744.305 y US-A-5.807.522. La caracteristica principal del soporte sélido debe ser conservar
las caracteristicas de hibridacién de las sondas de captura en los fragmentos nucleotidicos diana al tiempo que se genera
un ruido de fondo minimo para el método de deteccion.

Para la inmovilizacién de las sondas sobre el soporte, se distinguen tres grandes tipos de fabricacién.

Existe, en primer lugar, una primera técnica que consiste en un depédsito de sondas presintetizadas. La fijacién
de las sondas se realiza mediante transferencia directa, por medio de micropipetas, de micro-puntas o mediante un
dispositivo de tipo chorro de tinta. Esta técnica permite la fijacién de sondas de tamafio que varia entre algunas bases
(5 a 10) y tamafios relativamente importantes de 60 bases (impresidn) a varios cientos de bases (micro-deposicion).

La impresién es una adaptacién del procedimiento utilizado por las impresoras de chorro de tinta. Esta se basa
en la propulsién de esferas de fluido muy pequefias (volumen < 1 nl) y a un ritmo que puede alcanzar 4000
gotas/segundo. La impresién no implica ningtin contacto entre el sistema que libera el fluido y la superficie sobre
la que se deposita.

La micro-deposicion consiste en fijar sondas largas de varias decenas a varios cientos de bases en la superficie de
una ldmina de vidrio. Estas sondas se extraen generalmente de bases de datos y se presentan en forma de produc-
tos amplificados y purificados. Esta técnica permite realizar chips denominados micromatrices [microarrays] que
portan aproximadamente diez mil puntos [spots], llamados zonas de reconocimiento, de ADN sobre una superficie
de poco menos de 4 cm?. No hay que olvidar, sin embargo, el empleo de membranas de Nylon, llamadas macro-
matrices [macroarrays], que portan productos amplificados, generalmente por PCR, con un didmetro de 0,5 a 1
mm y cuya densidad mdxima es de 25 puntos/cm?. Esta técnica muy flexible es utilizada por muchos laboratorios.
Se considera que esta udltima técnica forma parte de los biochips. Puede depositarse, sin embargo, en el fondo
de la placa de microvaloracién cierto volumen de muestra en cada pocillo, como es el caso en las solicitudes de
patente WO-A-00/71750 y FR 00/14896, o depositar en el fondo de una misma placa de Petri cierto niimero de
gotas separadas entre si, de acuerdo con otra solicitud de patente FR00/14691.

La segunda técnica de fijacion de las sondas sobre el soporte o chip se denomina sintesis in situ. Esta técnica
conduce a la elaboracion de sondas cortas directamente en la superficie del chip. Esta técnica se basa en la sintesis
de oligonucledtidos in situ (véase particularmente las solicitudes de patente WO 89/10977 y WO 90/03382), y estd
fundamentada en el procedimiento de los sintetizadores de oligonucle6tidos. Esta consiste en desplazar una cimara de
reacciones, en la que se desarrolla la reaccién de elongacién de oligonucleétidos, a lo largo de la superficie de vidrio.

Finalmente, la tercera técnica se denomina fotolitografia, que es un procedimiento originalmente de los biochips
desarrollados por Affymetrix. También se trata de una sintesis in situ. La fotolitografia se deriva de las técnicas de
los microprocesadores. La superficie del chip se modifica mediante la fijacién de grupos quimicos fotolabiles que
pueden ser activados por la luz. Una vez iluminados, estos grupos son susceptibles de reaccionar con el extremo 3’
de un oligonucledtido. Al proteger esta superficie mediante mascaras de formas definidas, pueden iluminarse y, por
lo tanto, activarse selectivamente las zonas del chip en las que se desea fijar uno u otro de los cuatro nucleétidos.
La utilizacién sucesiva de mdscaras diferentes permite alternar ciclos de proteccién/reaccién y, por lo tanto, realizar
sondas de oligonucleétidos sobre puntos de aproximadamente varias decenas de micrémetros cuadrados (um?). Esta
resolucidn permite crear hasta varios cientos de miles de puntos sobre una superficie de varios centimetros cuadrados
(cm?). La fotolitografia presenta ventajas: masivamente paralela, permite crear un chip de N-meros en solamente 4 x
N ciclos. Todas estas técnicas son, por supuesto, utilizables.

La muestra bioldgica utilizada para la deteccidn directa del transcrito mayoritario alternativo, susceptible de con-
tener el transcrito mayoritario alternativo como tal, puede estar constituida por fluido biolégico o un tejido procedente
de la biopsia del tumor de ganglios linfaticos o de las metdstasis del paciente en cuestion.

Para detectar el transcrito de la muestra biolégica, generalmente es necesaria una etapa de extraccion. Este también
puede detectarse sin extraccién en cortes de tejido mediante técnicas de hibridacion in situ. La extraccidn se realiza
mediante todos los protocolos de extraccion y de purificacién de dcidos nucleicos bien conocidos por el experto en la
materia. A titulo indicativo, la extraccién de dcidos nucleicos puede realizarse mediante:

= una etapa de lisis de las células presentes en la muestra biolégica, para liberar los dcidos nucleicos con-
tenidos en las células del paciente. Como ejemplo, pueden utilizarse los métodos de lisis tales como los
descritos en las solicitudes de patente:

° WO 00/05338 sobre la lisis mixta magnética y mecénica,
° WO 99/53304 sobre la lisis eléctrica,

o WO 99/15321 sobre la lisis mecanica.
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El experto en la materia podra utilizar otros métodos de lisis bien conocidos, tales como los choques térmicos u
osmoticos o las lisis quimicas mediante agentes caotrdpicos tales como las sales de guanidio (US 5.234.809).

] una etapa de purificacién, que permite la separacion entre los dcidos nucleicos y los otros constituyentes
celulares liberados en la etapa de lisis. Esta etapa permite generalmente concentrar los dcidos nucleicos, y
puede adaptarse a la purificaciéon de ARN. Como ejemplo, pueden utilizarse particulas magnéticas eventual-
mente revestidas de oligonucledtidos, mediante adsorcién o covalencia (véase a este respecto las patentes
US 4.672.040 y US 5.750.338), y de este modo purificar los 4cidos nucleicos que se fijan sobre estas par-
ticulas magnéticas, mediante una etapa de lavado. Esta etapa de purificacién de los dcidos nucleicos es
particularmente interesante si se desea amplificar posteriormente dichos dcidos nucleicos. Una realizacién
particularmente interesante de estas particulas magnéticas se describe en las solicitudes de patente: WO-A-
97/45202 y WO-A-99/35500. Una realizacion particularmente interesante de estas particulas magnéticas se
describe en las solicitudes de patente de silice en forma de columna, o en forma de particulas inertes* o
magnéticas (Merck: MagPrep™ Silica, Promega: MagneSil™ Paramagnetic particles). Otros métodos muy
extendidos se basan en resinas de intercambio i6nico en columna o en formato de particulas paramagnéticas
(Whatman: DEAE- Magarosa)®. Otro método muy pertinente pero no exclusivo para la invencién es el de
la adsorcién sobre soporte de 6xido metélico (compafia Xtrana: matriz Xtra-Bind™).

Cuando se desea extraer especificamente los ARN de una muestra biolégica, puede realizarse particularmente una
extraccioén con fenol, cloroformo y alcohol para eliminar las proteinas y precipitar los ARN con etanol al 100%. Los
ARN pueden precipitarse entonces mediante centrifugado, lavarse y resuspenderse.

El fluido biolégico puede necesitar un tratamiento particular. El transcrito mayoritario alternativo puede encontrar-
se en éste en solucién o contenido en células tumorales circulantes. Si la bisqueda del transcrito alternativo apunta a la
fraccion contenida en las células tumorales, entonces, el fluido biolégico se tratard previamente para aislar las células
tumorales circulantes contenidas en dicho fluido.

Por aislar las células tumorales circulantes, se entiende obtener una fraccién celular enriquecida en células tumo-
rales circulantes.

El tratamiento del fluido para aislar las células tumorales circulantes puede realizarse mediante clasificacién ce-
lular en un citémetro de flujo, mediante enriquecimiento en Ficoll, mediante enriquecimiento con perlas magnéticas
recubiertas de anticuerpos especificos, o mediante cualquier otro método de enriquecimiento especifico conocido por
el experto en la materia.

Las células tumorales circulantes pueden aislarse gracias a una técnica de separacion celular en Ficoll asociada
a un agotamiento de las células sanguineas utilizando anticuerpos anti-CD45 acoplados a perlas magnéticas (Dynal
Biotech ASA, Noruega).

La deteccion directa del transcrito mayoritario alternativo puede realizarse entonces directamente a partir de cé-
lulas tumorales circulantes aisladas del fluido bioldgico. Por ejemplo, las células tumorales circulantes depositadas
sobre una lamina por citocentrifugado pueden ponerse en contacto con una sonda especifica del transcrito mayoritario
alternativo para realizar una hibridacién in situ.

Un ejemplo de método indirecto consiste en traducir in vitro los ARN extraidos de las muestras de proteinas, por
ejemplo con ayuda de sistemas de expresion tales como E. coli, y después detectar el producto de traduccién especifica
del ARN alternativo mediante un ensayo inmunolégico tal como los ensayos de “sandwich”, por ejemplo ELISA,
o competitivos. Estos métodos son ampliamente conocidos por el experto en la materia y utilizan particularmente
anticuerpos monoclonales y/o policlonales como socio especifico de unién del péptido traducido del ARN.

El procedimiento de la invencién puede emplearse mediante las etapas que consisten en:
1) determinar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo en la muestra bioldgica,

ii) comparar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo en la muestra bioldgica con un valor umbral
predeterminado, seleccionado de acuerdo con el tipo de dosificacion utilizado y representativo del limite de
deteccidn de la patologia y

iii)  establecer el diagndstico.

La cuantificacién de la concentracion de transcrito mayoritario alternativo puede realizarse mediante cualquier
procedimiento conocido por el experto en la materia para cuantificar un marcador en una muestra biolégica, tal como
utilizando un ensayo de hibridacion, como se ha descrito anteriormente.

También como se ha indicado anteriormente, se sabe que, de forma general, los resultados de los ensayos de
deteccién de los dcidos nucleicos dependen en gran parte de las caracteristicas de los socios de unién utilizados, de
forma que no es posible dar valores umbral precisos y que pueden determinarse valores umbral adaptados a cada socio
de unidn utilizado en cada caso, mediante sencillos experimentos rutinarios.
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El procedimiento de diagndstico de la invencién se puede mejorar incluyendo también una etapa suplementaria de
deteccidn de al menos otro transcrito del gen KLKS, lo que constituye una realizacion particular de la invencion.

Por otro transcrito del gen KLKS, se entiende:
- los otros transcritos alternativos del gen KLKS8, denominados transcritos minoritarios, tales como los ya co-
nocidos como NT2, NT3 y NT4, asi como nuevos transcritos descubiertos por los Solicitantes, denominados

NT5 y NT6,

- el transcrito que codifica la kalicreina KLK8 también denominado NT1.

Los nuevos transcritos NTS y NT6, de secuencia SEC ID N° 7 y SEC ID N° 8, respectivamente, son nuevos y
constituyen otro objeto de la invencion.

El procedimiento de diagnéstico de la invencidn que incluye una etapa suplementaria de deteccidn de otro transcrito
alternativo del gen KLKS puede realizarse con las etapas que consisten en:

i) determinar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo del gen KLKS8 y de otro transcrito, llegado el
caso alternativo, del gen KLKS en la misma muestra bioldgica, y

ii) comparar la cantidad obtenida con un valor umbral predeterminado, seleccionado de acuerdo con el tipo de
dosificacion utilizado y representativo del limite de deteccion de la patologia y

iii)  establecer el diagndstico.

La determinacién de la cantidad de transcrito mayoritario alternativo de KLK8 'y de otro transcrito, llegado el caso
alternativo, del mismo gen KLKS puede realizarse secuencial o simultineamente, de acuerdo con los procedimientos
convencionalmente conocidos por el experto en la materia, como se ha indicado anteriormente.

Por misma muestra bioldgica, se entiende una muestra de la misma naturaleza tomada del mismo sujeto, a saber
dos fracciones de una misma toma, o dos muestras procedentes de dos tomas diferentes, pero que deben ser de la

misma naturaleza, por ejemplo de tejido canceroso. Se prefiere utilizar dos fracciones de una misma toma.

El procedimiento de diagndstico de la invencién también puede comprender una etapa suplementaria de deteccién
de al menos un transcrito de un gen de otra kalicreina, lo que constituye otra realizacién de la invencion.

El procedimiento detecta de este modo al menos un transcrito de un gen de otra kalicreina, asi como:
(a) al menos un transcrito mayoritario alternativo del gen KLKS o

(b)  al menos un transcrito mayoritario alternativo del gen KLKS8 y al menos un transcrito minoritario, llegado
el caso alternativo, del gen KLKS.

Este procedimiento puede realizarse mediante las etapas que consisten en:

1) determinar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo del gen KLKS, y eventualmente del otro trans-
crito, llegado el caso alternativo, del gen KLKS, en la muestra bioldgica Q1,

ii) determinar la cantidad del transcrito del otro gen de kalicreina en la misma muestra Q2,
iii)  calcular la proporciéon Q1/Q2 o Q2/Ql1,

iv) comparar dicha proporcién con un valor umbral predeterminado, seleccionado de acuerdo con el tipo de
dosificacién utilizado y representativo del limite de deteccion de la patologia y

V) establecer el diagndstico.

Como ejemplo de otro gen de kalicreina apropiado para los fines de la invencién, pueden mencionarse los genes de
kalicreinas que se expresan en el pulmoén, tales como KLKS5, KLK6, KLK7, KLKI10, KLKI11, KLKI3 y KLKI4. Estos
genes de kalicreinas se han descrito ampliamente en la bibliografia, de modo que son conocidos por el experto en la
materia. Se prefieren los genes de kalicreinas KLK5, KLK11 y KLK13, prefiriéndose particularmente KLK11.

Como se ha indicado anteriormente, la determinacién de la cantidad de los transcritos de diferente naturaleza
puede realizarse secuencial o simultdneamente, de acuerdo con los procedimientos convencionalmente conocidos por
el experto en la materia, tales como los descritos anteriormente, y, por misma muestra bioldgica, se entiende una
muestra de la misma naturaleza tomada del mismo sujeto.
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Ademais de la deteccion del transcrito mayoritario alternativo del gen KLKS, el procedimiento de diagndstico de la
invencién también puede comprender la etapa de deteccién de al menos un transcrito de otro gen que se expresa en el
pulmén, sobreentendiéndose que es diferente de un gen que codifica una kalicreina.

Como ejemplo de otros genes que se expresan en el pulmoén, pueden mencionarse los genes que codifican las
cadherinas desmosomales, tales como desmocolina 2 o Dsc2 y desmogleina 2 o Dsg2.

El procedimiento que comprende ademas la etapa de deteccién de al menos un transcrito de otro gen que se expresa
en el pulmén puede realizarse mediante las etapas que consisten en:

i) determinar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo del gen KLKS en la muestra bioldgica Q1,
ii) determinar la cantidad del transcrito del otro gen que se expresa en el pulmén en la misma muestra biolégica
Q4,

iii)  calcular la proporcién de Q1/Q4 o Q2/Q4,

iv)  comparar dicha proporcién con un valor umbral predeterminado, seleccionado de acuerdo con el tipo de
dosificacién utilizado y representativo del limite de deteccidn de la patologia y

V) establecer el diagndstico.

Como se ha indicado anteriormente, la determinacién de la cantidad de los transcritos de diferente naturaleza
puede realizarse secuencial o simultdneamente, de acuerdo con los procedimientos convencionalmente conocidos por
el experto en la materia tales como los descritos anteriormente, y, por misma muestra bioldgica, se entiende una
muestra de la misma naturaleza tomada del mismo paciente.

En cada realizacion de la invencion, la dltima etapa consiste en establecer el diagndstico.

Por diagnéstico, se entiende tanto el diagndstico en el sentido amplio del término, a saber tanto el diagnéstico
precoz como el cribado, el seguimiento terapéutico, el prondstico y el diagndstico de las recaidas.

El tipo de diagnéstico dependera de la naturaleza de la muestra biolégica en la que se realiza el procedimiento de la
invencién. De este modo, los fluidos bioldgicos se utilizardn preferentemente en el marco del diagnéstico precoz, del
cribado, del diagnéstico de las recaidas y eventualmente del seguimiento terapéutico. Al tratarse de muestras sélidas,
tales como el tejido canceroso, ganglios linfaticos o las metéstasis, el cdncer ya estd probado. El procedimiento de la
invencidn serd, por lo tanto, util en el marco del prondstico y eventualmente del seguimiento terapéutico.

El procedimiento de la invencidn es particularmente apropiado en el prondstico de supervivencia de los pacientes
aquejados de carcinoma broncopulmonar. En efecto, los Solicitantes demostraron qua una tasa elevada de transcrito
mayoritario alternativo del gen KLKS, en particular de NT3 y NT4, es un factor de prondstico desfavorable del cancer
y particularmente del CBNM.

De este modo, otro objeto consiste en la utilizacién del procedimiento de diagnéstico de la invencién en el pronds-
tico de supervivencia de los pacientes aquejados de carcinoma broncopulmonar.

Como anteriormente, el prondstico mejora mediante asociacion de una de las siguientes etapas:
- etapa de deteccidn de al menos otro transcrito, llegado el caso alternativo, del gen KLKS,

- etapa de deteccion de al menos un transcrito de otro gen de kalicreina, preferentemente KLKS5, KLKI1 y
KILK]13, prefiriéndose particularmente KLK/ 1, eventualmente en asociacion con la detecciéon de al menos
otro transcrito alternativo del gen KLKS,

- etapa de deteccion de al menos un transcrito de otro gen que se expresa en el pulmon.

Para la realizacién del procedimiento de diagndstico de la invencidn, la invencidn tiene como otro objeto un kit de
diagndstico que comprende las herramientas necesarias para la deteccién de los transcritos mayoritarios alternativos
del gen KLKS.

A titulo no limitante de herramientas necesarias para la deteccion de los transcritos mayoritarios alternativos del
gen KLKS8, pueden mencionarse los socios de unién de dichos transcritos mayoritarios, tales como las sondas de
hibridacién y de deteccién.

La invencién también se refiere a la utilizacién de al menos uno de los transcritos mayoritarios alternativos del
gen KLK8 que codifica kalicreina 8 en la produccién de un agente utilizado en un procedimiento de deteccién en el
marco del carcinoma broncopulmonar, particularmente del carcinoma bronquial no microcitico, estando el procedi-
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miento caracterizado porque consiste en poner en contacto a dicho al menos un transcrito mayoritario alternativo del
gen KLKS8 con una muestra biolégica procedente de un paciente sospechoso de estar aquejado de dicho carcinoma
broncopulmonar.

La invencién se comprenderd mejor con ayuda de los siguientes ejemplos que se dan a titulo ilustrativo y no
limitante, asi como con ayuda de las figuras 1 y 2 adjuntas, en las que:

- la figura 1 es la fotografia de un gel de electroforesis que muestra los diferentes transcritos alternativos del
gen KLK8, NT1 a NT6 obtenidos a partir de tejidos cancerosos de pacientes aquejados de adenocarcinoma (Ad) o
de carcinoma epidermoide (C. EPI), correspondiendo la pista de la izquierda a la pista de los marcadores de peso
molecular y

- la figura 2 es la fotografia de un gel de electroforesis que muestra la presencia de transcrito NT4 en la sangre
de un paciente aquejado de carcinoma, correspondiendo la pista de la izquierda a la pista de los marcadores de peso
molecular (MM).

Ejemplo 1
Demostracion de la presencia de transcritos pulmonares mayoritarios del gen KLKS y de nuevos transcritos

Se extrajeron ARN totales a partir de tejidos cancerosos de pacientes aquejados de adenocarcinoma o de carcinoma
epidermoide utilizando el sistema “RNAeasy Midi kit” (Qiagen S.A., Courtaboeuf, Francia) de acuerdo con las reco-
mendaciones del proveedor. Los ARN totales se transcribieron de forma inversa a ADNc con ayuda de la Transcriptasa
Inversa de PowerScript [PowerScript Reverse Transcriptase] (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA).

Para cada muestra, se realizé una reaccion de transcripcion inversa a 42°C durante una hora en un volumen final
de 20 ul. El medio de reaccién estaba compuesto por 2 pug de ARN totales, 5 uM de oligonucleétidos decameros
aespecificos (Random decamers RETROscript, Ambion, Cambridgeshire), de ANTP a la concentracién cada uno de 1
mM, de 20 U de inhibidor de ARNasa (Roche Diagnostics, Meylan), por tampdn de reaccién concentrado una vez y
por una unidad de Transcriptasa Inversa de PowerScript (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA).

Los ADNc se amplificaron por PCR. La mezcla de reaccién de 25 ul contenfa: 50 ng de ARN total transcrito de
forma inversa, 1 unidad de Taq ADN Polimerasa de FastStart [FastStart Tag DNA Polymerase] (Roche Diagnostics,
Meylan), tampén de reaccién concentrado una vez (Tris-HC1 50 mM pH 8,3, KC1 10 mM, (NH,),SO, 5 mM, MgCl,
2 mM), dNTP a la concentracién de 0,3 mM y 0,2 uM de los cebadores especificos.

Estos cebadores se seleccionaron de uno y otro lado de la secuencia que codifica la kalicreina KLK8 (NT1) y
comportarian un punto de corte por una enzima de restricciéon (Not 1 o EcoR V). Estos cebadores eran:

- K8Not_for: TGG AGG GCG GCC GCA TGG GAC GCC CCC GAC(SECIDN° 1)y
- K8Eco_rev: TCC TAG ATA TCG CCC TTG CTG CCT ATG (SEC ID N° 2).

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador con gradiente de temperatura (Master cycler Gradient,
Eppendorf). Las condiciones de amplificacion eran las siguientes: un ciclo de desnaturalizacién de 5 minutos a 95°C
seguido de 45 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizacién a 95°C durante 20 segundos, una etapa de hi-
bridacién a 56°C durante 20 segundos y una etapa de elongacién a 72°C durante 1,30 minutos. La reaccién finalizé
mediante un ciclo suplementario de elongacién de 1,30 minutos a 72°C.

Diez microlitros de la reaccion se depositaron sobre un gel de agarosa al 0,8% que contenia bromuro de etidio a 0,5
pg/ml. Los productos se separaron mediante electroforesis y se visualizan en luz UV. El marcador de tamafio utilizado
(Gene Ruler DNA Ladder mix) fue suministrado por la compafiia MBI-Fermentas.

La fotografia del gel de electroforesis que se da en la figura 1, demuestra la presencia de los diferentes transcritos
procedentes de la expresién pulmonar del gen KLKS8 y la caracterizacién de transcritos mayoritarios de los NT3 y NT4.
Debe observarse que estos transcritos fueron identificados mediante secuenciacién nucleotidica (véase el ejemplo 2)
como los transcritos ya descritos con el vocablo Neuropsina de tipo 1 a 4 (NT1 a NT4), habiéndose identificado los
dos nuevos transcritos y denominados NT5 y NT6.

Ejemplo 2
Caracterizacion estructural de los transcritos pulmonares del gen KLKS8 y diseiio de cebadores especificos

Los productos de PCR obtenidos en el ejemplo 1 se clonaron en el vector pcDNAS-FRT-V5-His TOPO (Invitrogen,
Cergy Pontoise) de acuerdo con las recomendaciones del proveedor. La preparacion de ADN plasmidico se realizé a
partir de diferentes clones utilizando el sistema “Qiaprep MiniPrep” (Qiagen S. A, Courtaboeuf). El ADN plasmidico

purificado se cuantific6 a continuacién mediante espectrofotometria a 260 nm, y después se secuenci6 en las 2 direc-
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ciones con ayuda del par de cebadores T7 y pCR 3.1 (BGH_rev). Las secuencias obtenidas, que se dan a continuacion,
se compararon con las secuencias que se encuentran en los bancos de datos. La estructura de los transcritos clonados,
que se da en la tabla 1, se determiné mediante alineamiento con la secuencia del gen KLK8 con ayuda del programa
CLUSTAL W.

- Secuencia del ADNc pulmonar YC170310.03 idéntica al transcrito NT1 (NM_007196): SEC ID N° 3

- Secuencia del ADNc pulmonar YC140710.03 idéntica al transcrito NT2 (NM_144505): SEC ID N° 4

- Secuencia del ADNc pulmonar YC090310.03 idéntica al transcrito NT3 (NM_144506): SEC ID N° 5

- Secuencia del ADNc pulmonar YC100310.03 idéntica al transcrito NT4 (NM_144507): SEC ID N° 6

- Secuencia del ADNc pulmonar YC210710.03 correspondiente a un nuevo transcrito (NT5): SEC ID N°7

- Secuencia del ADNc pulmonar YC050710.03 correspondiente a un nuevo transcrito (NT6): SEC ID N° 8

TABLA 1

Transcrito pulmonar | Nombre genérico Estructura
YC170310.03 NT1 EX1+EX2+EX3+EX4+EX5+EX6B
YC140710.03 NT2 EX1+EX2+EX3

ALT+EX4+EXS5+EXB

YC090310.03 NT3 EX1+EX2+EXS+EX6E
YC100310.03 NT4 EX1+EX2+EXB
YC210710.03 NT5 EXT1+EX2+EX4+EX5+EX6
YC050710.03 NT6 EXT+EX2+EX3+EX5+EX6

EX = exon; ALT = exon aiternativo

Como muestra la Tabla 1, los transcritos pulmonares solamente se distinguen unos de otros por combinaciones
diferentes de exones idénticos. Por lo tanto, no es posible fijarlos como objetivo individualmente actuando sobre
nuevas secuencias (salvo NT2 que posee una secuencia adicional en 5’ del exén 2). El conocimiento del transcriptoma
pulmonar del gen KLK8 permite determinar, para cada transcrito, la combinacién de exones que le distingue de los
otros transcritos presentes en ese tejido, como se indica en la Tabla 2.

TABLA 2
Transcrito puimonar | Nombre genérico Combinacion distintiva a nivel

pulmonar
YC170310.03 NT1 EX2-EX3+EX4-EX5
YC140710.03 NT2 EX2-EX3ALT
YC090310.03 NT3 EX2-EX5
YC100310.03 NT4 EX2-EX6
YC210710.03 NT5 EX2-EX4
YC050710.03 NT6 EX3-EX5S
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La utilizacién en las sondas de hibridacién o de deteccidn de las secuencias de unién de los exones presentes
en estas combinaciones es, por lo tanto, el tnico medio para fijar como objetivo especifica e individualmente los
transcritos pulmonares. Esto se ha aprovechado para generar el cebador de amplificacién que otorga la especificidad
de cuantificacién de los transcritos mayoritarios NT3 y NT4 en ese 6rgano (véase la Tabla 3).

TABLA 3

Transcrito fjado como | Localizacién del cebador Nombre del cebador |
objetivo especifico sentido y

secuencia (SEC ID N°)

NT3 Union EX2-EX5 NT3_for: GGA GCC

TGG GCA GAG AAT

(SEC ID N° 9)

NT4 Union EX6-EX6 NT4-2/6: TGG GCA

GGG CGATTC T (SEC
ID N° 10)

Ejemplo 3
Cuantificacion de los transcritos NT3 y NT4 en los tejidos tumorales de pacientes aquejados de cdncer de pulmon

Los transcritos NT3 y NT4 se dosificaron por PCR cuantitativa en tiempo real en presencia del fluoréforo inter-
calante “SYBR Green” en un termociclador iCycler iQ Detection System (Biorad, Marnes la Coquette). Cada ensayo
incluia dos mediciones de cuantificacién de los ADNc procedentes de muestras pulmonares tumorales, dos mediciones
de controles sin ADN y una curva de calibrado construida utilizando diferentes diluciones de ADN plasmidico patrén
aislado de los clones YC090310.03 (NT3) e YC100310.03 (NT4) (véase el ejemplo 2). Los valores encontrados para
cada muestra se normalizaron con el determinado durante la cuantificacién de los transcritos que codifican la sub-
unidad ribosémica 18S. En este ultimo caso, las curvas de calibrado se realizaron a partir de diferentes diluciones
de una secuencia de este gen (853 pb) amplificada por PCR convencional y purificada directamente utilizando el kit
Macherey Nagel de acuerdo con las recomendaciones del proveedor. Los oligonucleétidos utilizados para la obtencién
de esta secuencia eran:

- el oligonucle6tido 18S_for: CTA CCA CAT CCA AGG AAG GCA GCA (SECIDN°11)y
- el oligonucleétido 18S_rev: GCT ATC AAT CTG TCA ATC CTG TCC (SEC ID N° 12).

La mezcla de reaccién para la amplificacion cuantitativa de NT3 y NT4 comprendia: 100 ng de ARN total transcrito
de forma inversa (véase el ejemplo 1), 1 unidad de Taq ADN Polimerasa de FastStart [FastStart Tag DNA Polymerase],
SYBR Green (Roche Diagnostics, Meylan) concentrado 0,2 veces, tampén de reaccién concentrado una vez (Tris-HCI
50 mM pH 8,3, KC1 10 mM, (NH,),SO, 5 mM, MgCl, 2 mM), dNTP a la concentracién cada uno de 0,2 mM y 0,2 uM
de cada cebador oligonucleotidico sentido (Tabla III, ejemplo 2) y antisentido del transcrito estudiado. Los cebadores
antisentido de los transcritos NT3 y NT4 eran respectivamente: el cebador NT3_rev (CCT CCA GAA TCG CCC T
- SEC ID N° 13) que hibrida con la secuencia de unién de los exones 5 y 6, y el cebador NT4_rev (CAG TCC AGG
TAG CGG CAG - SEC ID N° 14) cuya secuencia fijada como objetivo se encuentra en el exén 6.

Las mediciones de cuantificacion del gen doméstico que codifica la sub-unidad ribosémica 18S se realizaron en el
siguiente medio de reaccion: 0,5 ng de ARN total transcrito de forma inversa, 1 unidad de Taq ADN Polimerasa de
FastStart [FastStart Tag DNA Polymerase], SYBR Green concentrado 0,2 veces, tamp6n de reaccidon concentrado una
vez (Tris-HC1 50 mM pH 8,3, KC1 10 mM, (NH,),SO, 5 mM, MgCl, 2 mM) a los que se afiadieron MgCl, 2 mM,
dNTP a la concentracion cada uno de 0,2 mM y 0,56 uM de cada cebador sentido (CGC GGT TCT ATT TTG TTG
GTT TT - SEC ID N° 15) y antisentido (TTC GCT CTG GTC CGT CTT GC - SEC ID N° 16).

Las condiciones de amplificacion para la PCR cuantitativa de los diferentes transcritos se indican en la Tabla 4.
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TABLA 4
Numero de Etapa Duracion Temperatura | Transcritos
ciclo(s)
1 ciclo Desnaturalizaciéon | 5 minutos 95°C NT3, NT4,
18S
50 ciclos Desnaturalizacion | 10 segundos 95°C NT3, NT4,
18S
Hibridacion 10 segundos 59°C NT3
10 segundos 61°C NT4
10 segundos 65°C 185
Elongacion 15 segundos 72°C NT3, NT4
20 segundos 72°C 18S
Adquisicién de | 15 segundos 81°C NT3, NT4
fluorescencia 15 segundos 84°C 18S

Las cuantificaciones se realizaron a partir de muestras de tejidos tumorales tomadas de pedazos de exéresis qui-
rirgica de pacientes operados de un carcinoma broncopulmonar entre enero de 2002 y junio de 2004. La cohorte
estudiada comprendia 60 pacientes cuya edad variaba entre 45 y 83 afios con una edad media igual a 65 afios (véase
la Tabla 5).

TABLA 5
Tipo tumoral Numero de pacientes
Adenocarcinoma 33
Carcinoma epidermoide 16
Carcinoma macrocitico 5
Carcinoma muco-epidermoide 1
Carcinoma neuroendocrino 1
Tumor carcinoide 4

Treinta y ocho pacientes tenian un cdncer de estadio 1 6 2 de acuerdo con la clasificacion pTNM?*, y 24 pacientes,
un cancer de estadio 3 6 4. El andlisis de supervivencia se realizé recogiendo las informaciones relativas a su estado
de salud en enero de 2006. Se registraron 26 muertes en el periodo del estudio.

Para los valores normalizados de NT3 y NT4 expresados en unidades arbitrarias (UA), se determind, con ayuda
de un test de x?, un valor umbral que permite predecir mejor la supervivencia global de la poblacién. El valor umbral
es de 50 UA para NT3 (y* = 7,54; P = 0,006) y de 1000 UA para NT4 (y*> = 7,54; P = 0,006). Estos valores, que
representan los 45°y 46° percentiles, se utilizaron para los andlisis posteriores.

Los pacientes se clasificaron en dos grupos: un grupo corresponde a los individuos que presentan un nivel de
expresion inferior al valor umbral determinado (Expresion débil; se habla de NT3 o NT4 débil), y un grupo que tiene
un nivel de expresion superior (Expresion fuerte; se habla de NT3 o NT3 débil). Para cada grupo, se construyé una
curva de supervivencia de acuerdo con el método de Kaplan-Meier y la significacién de las diferencias entre las curvas
se evalu6 mediante el test de log-rank. El impacto de la expresion de los transcritos (comparacién de Expresion fuerte
frente a Expresion débil) sobre la supervivencia global de los pacientes se evalué mediante el HR (riesgo relativo
de muerte) que se calculd con el modelo de Cox (Cox proportional hazards regression model). El andlisis se realizé
de manera univariada. Este también se realizé después del ajuste con el estadio tumoral (lo que permite eliminar
la variable “estadio”) ya que esta variable estd fuertemente vinculada a la supervivencia de los pacientes (se habla
entonces de NT3 o NT4 fuerte ajustada).
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Los resultados se indican en la tabla 6.

TABLA 6
Variables Kaplan-Meier Modelo de Cox ]
y test de log-
rank
P HR 95% IC P
NTSfuerte vs | 5 015 2,860 11477128 | 0,0241
NT3 débil
Estadios 3+4
vs estadios 3,609 1,583-8,229 0,0023
1+2
NT3 fuerte NC
ajustada vs 2,300 0,011-5 804 0,0779
NT3 débil
ajustada
NT4tuerte vs 1 008 3,608 1448-8994 | 0,005
NT4 débil
Estadios 3+4
vs estadios 4,253 1,861-9,719 0,0006
1+2 NC
NT4 fuerte
ajustada vs 3,712 1,478-9,323 0,0052
estadios 1+2
NC: no calculado e IC: intervalo de confianza, vs = versus

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier demuestran diferencias significativas de supervivencia (test de log-
rank, Tabla 6) entre los pacientes que expresan fuertemente NT3 o NT4 (NT3 o NT4 fuerte) y los pacientes que
expresan débilmente estos transcritos (P calculado con respecto a NT3 o NT4 débil).

El modelo de Cox permite concluir que los pacientes que expresan fuertemente los transcritos tienen una supervi-
vencia significativamente inferior a los otros pacientes. En efecto, el andlisis de Cox muestra que el aumento del riesgo
de muerte vinculado a una expresion fuerte de NT3 (aumentado en un factor 2,860; HR, Tabla 6) o de NT4 (aumen-
tado en un factor 3,608; HR, Tabla 6) es estadisticamente significativo. Los niveles de expresion de estos transcritos
constituyen, por lo tanto, indicadores de prondstico de la supervivencia de los pacientes para el cancer de pulmon.

Después del ajuste con el estadio tumoral (NT3 o NT4 fuerte ajustada), se constata que el aumento del riesgo de
muerte vinculado a “NT3 fuerte” pierde la significacién estadistica (P = 0,0779). Esto indica que las dos variables
(expresion de NT3 y estadio tumoral) estarian vinculadas en este estudio.

Sin embargo, la fuerte tendencia a la significacién de “NT3 fuerte ajustada” sugiere que las dos variables podrian
mostrarse independientes en un estudio més robusto que comprende un mayor nimero de eventos.

La situacién es diferente para la variable “NT4 fuerte”, ya que el ajuste con el estadio tumoral no modifica la sig-

nificacion estadistica del aumento del riesgo de muerte. Este resultado demuestra que la variable NT4 es un indicador
de pronéstico independiente del estadio tumoral.
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Ejemplo 4

Dosificacion de los transcritos NT3 o NT4 en asociacion con la dosificacion de transcritos de otros genes de kalicrei-
nas

La estrategia de dosificacion de los transcritos de otros genes de las kalicreinas que se expresan en el pulmoén
(KLK5, KLK6, KLK7, KLK10, KLK11, KLKI13y KLKI4) es idéntica a la descrita en el ejemplo 3. En resumen, la can-
tidad de productos procedentes de la amplificacién de los ADNc y de los controles se determiné después de cada ciclo
con ayuda de la incorporacion de SYBR green. Se realizaron curvas patrén a partir de ADN plasmidico procedente
de clones de ADNc de los diferentes genes. Los valores encontrados para cada paciente y cada gen se normaliza-
ron con los valores del 18S ribosdmico y se expresaron en unidades arbitrarias. Las condiciones de reaccién eran
idénticas a las descritas para NT3 y NT4 (Ejemplo 3). Los cebadores de PCR utilizados se describen en la Tabla 7.

TABLA 7

Nombre

Secuencias

Genes

Orientaciones

SEC ID N°

K5.398_for

K5.682_rev

GCC ATC
ACT CCC
TGT CAC CA
GCATCC
TCG CAC
CTTTTCTG

KLKS

Sentido

Antisentido

17

18

256 .K6_for

393.K6_rev

TGATGG
TGG TGC
TGA GT
ACA GTG
GAT GGA
TAAGGAC

KLK6

Sentido

Antisentido

19

20

547.K7_for

615.K7_rev

GAG CCC
AGATGT
CACCTT
TCCTTG
TAA ACC
TTCGTGC

KLK7

Sentido

Antisentido

21

22

2K10.210_for

2K10.442_rev

GGA CCC
CGA AGC
CTATG
CCT GAG
CCCTGG
TGG TA

KLK10

Sentido

Antisentido

23

24

K11 _for2

K11 _rev2

CAG GAT
CAT CAA
GGG GTT
CG
CAT TGC
GGT GGT
CTTTGT TG

KLK11

Sentido

Antisentido

25

26

15
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576.K13_for GTG CCA KLK13 { Sentido 27
ACATCC
AACTTC G
672.K13_rev CCC TCA Antisentido 28
CAG GAC
TCTTTGC
448 K14 for TGG GTC KLK14 Sentido 29
ATC ACT
GCTGCTC
500.K14_rev CTC CYC Antisentido 30
AGGTTG
L TGCTIGC
TABLA 8
' Numero de Etapa Duracion Temperatura | Transcritos
ciclo(s)
1 ciclo Desnaturalizacién | 5 minutos 95°C Todos
50 ciclos Desnaturalizacion | 10 segundos 95°C Todos
Hibridacion 15 segundos 57°C KLK10y 11
10 segundos 59°C KLK14
10 segundos 60°C KLK7
15 segundos 65°C KLKS5, 6
15 segundos 68°C KLK13
Elongacion 15 segundos 72°C KLK10y 14
20 segundos 72°C KLKS5, 86, 7,
11y 13
Adquisicion de | 15 segundos 80°C KLK7
fluorescencia 15 segundos g81°C KLK14
15 segundos 84°C KLK6, 11, 13
15 segundos 86°C KLKS, 10

Las cohortes utilizadas para la dosificacién de los transcritos de los diferentes genes proceden de la poblacién
estudiada en el ejemplo 3. La distribucidn de los tipos histolégicos tumorales en las cohortes estudiadas se da en la
Tabla 9.
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TABLA 9

Tipo tumoral KLK5,7 | KLK6 | KLK10, 11,13 | KLK14
Adenocarcinoma 29 33 28 33
Carcinoma epidermoide 16 16 16 15
Carcinoma macrocitico 4 5 3 S

Carcinoma muco-epidermoide 1

Carcinoma neuro-endocrino 1 1 1 1
Tumor carcinoide 3 4 1 4
Numero total 54 60 50 59

Para cada paciente, se determind el nivel de expresion de los diferentes transcritos y después sirvié para calcular
una proporcién con NT3 o con NT4 (Tabla 10 para NT3 y Tabla 11 para NT4). Para cada proporcién, a continuacion se
determiné un valor umbral que permite predecir mejor la supervivencia global de la poblacién con ayuda del método
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descrito en el ejemplo 3.

TABLA 10

Variable Umbral 2 P percentil muertes
NT3/KLK5 0,05 5,54 0,019 46 26
NT3/KLK6 0,005 5,54 0,019 42 26
NT3/KLK7 0,001 7,54 0,006 37 26
NT3/KLK10 0,01 10,66 0,001 36 24
NT3/KLK11 0,0015 8,17 0,004 40 24
NT3/KLK13 0,008 8M17 0,004 40 24
NT3/KLK14 0,10 6,00 0,014 53 24

TABLA 11

Variable Umbral 2 P percentil muertes
NT4/KLK5 2 3,84 0,049 53 26
NT4/KLK6 2 3,84 0,049 43 26
NT4/KLK7 0,1 7,50 0,006 39 26
NT4/KLK10 04 5,99 0,014 42 24
NT4/KLK11 0,1 10,66 0,001 44 24
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‘ NT4/KLK13

0,7

8M17 0,004 46 24 ’

|
l

NT4/KLK14 l

0,5

5,99 0,014 52

24 ’

Como en el ejemplo 3, los pacientes se clasificaron en dos grupos: un grupo corresponde a los individuos que
presentan un nivel de expresion inferior al valor umbral determinado (Expresion débil), y un grupo que tiene un nivel
de expresion superior (Expresion fuerte). Para cada grupo, se construy6 una curva de supervivencia de acuerdo con
el método de Kaplan-Meier y la significacion de las diferencias entre las curvas se evalué mediante el test de log-
rank. El riesgo relativo de muerte (HR) se calculd con el modelo de Cox (Cox proportional hazards regression model).
El andlisis se realizé después del ajuste con el estadio tumoral, ya que esta variable estd fuertemente vinculada a la
supervivencia de los pacientes.

Los resultados para NT3 se dan en la Tabla 12.

TABLA 12
Variables Kaplan-Meier Modelo de Cox
y test de log-
rank
P HR 95% IC P
NT3/KLK5
fuerte vs 0,214 NC NC NC
NT3/KLKS
débil
Estadios 3+4
vs estadios 3,549 1,553-8,110 0,0027
1+2
NT3/KLK5 NG
fuerte
ajustada vs 2,570 1,064-6,211 0,0360
NT3/KLKS
débil ajustada
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NT3/KLK6
fuerte vs
NT3/KLK6
débil

0,0378

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NT3/KLK6
fuerte
ajustada vs
NT3/KLK6
debil ajustada

NC

3,662

1,609-8,335

0,0020

2,245

0,891-5,657

0,864

NT3/KLK7
fuerte vs
NT3/KLK7
debil

0,0564

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NT3/KLK7
fuerte
ajustada vs
NT3/KLK7
débil ajustada

NC

3,572

1,564-8,158

0,0025

2,337

0,925-5,906

0,0727

NT3/KLK10
fuerte vs
NT3/KLK10
débil

0,0126

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NC

3,476

1,517-7,966

0,0032
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NT3/KLK10
fuerte
ajustada vs
NT3/KLK10
débil ajustada

2,439

0,962-6,182

0,0602

NT3/KLK11
fuerte vs
NT3/KLK11
débil

0,0085

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NT3/KLK11
fuerte
ajustada vs
NT3/KLK11
débil ajustada

NC

3,958

1,743-8,990

0,0010

2,969

1,244-7,086

0,0142

NT3/KLK13
fuerte vs
NT3/KLK13
debil

0,0041

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NT3/KLK13
fuerte
ajustada vs
NT3/KLK13
débil ajustada

NC

3,473

1,520-7,935

0,0031

2,923

1,160-7,364

0,0229

NT3/KLK14
fuerte vs
NT3/KLK14
débil

0,0205

NC

NC

NC
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Estadios 3+4 ]

vs estadios 3,669 1,604-8,392 0,0021
1+2
NT3/KLK14
fuerte

ajustada vs 1,823 0,814-4,082 0,1444
NT3/KLK14

débil ajustada

NC

NC: no calculado e IC: intervalo de confianza

Este estudio establece que los pacientes que tienen proporciones de NT3/KLKx superiores al valor umbral pre-
sentan una tasa de supervivencia significativamente reducida con respecto a aquellos cuyo valor de la proporcién es
inferior al valor umbral (con excepcién de NT3/KLK7; test de log-rank).

Los resultados del test de Cox muestran que las proporciones de NT3/KLKS5, NT3/KLK11, NT3/KLK13 son
indicadores de pronéstico independientes del estadio tumoral (P < 0,05 para la variable ajustada). La constitucién de
una proporcion de la expresién de NT3 sobre la expresion de los genes KLKS5, KLK11 y KLK13 mejora, por lo tanto,
el poder predictivo de NT3, ya que esta variable sola no es totalmente independiente de la variable “estadio tumoral”
en la poblacién estudiada (véase el ejemplo 3).

Los resultados para NT4 se dan en la Tabla 13.

TABLA 13
Variables Kaplan-Meier Modelo de Cox
y test de log-
rank
P HR 95% IC P
NT4/KLK5
fuerte vs 0,0054 NC NC NC
NT4/KLK5S
débil
Estadios 3+4
vs estadios NC 3,703 1,621-8,456 0,0019
1+2
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| NT4/KLK5
fuerte
ajustada vs
NT4/KLK5
débil ajustada

-

3,131

|

1,349-7,270

0,0079

NT4/KLK6
fuerte vs
NT4/KLK6
débil

0,0629

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NT4/KLKE
fuerte
ajustada vs
NT4/KLKG6
débil ajustada

NC

3,802

1,678-8,617

0,0014

2,073

0,864-4,974

0,1024

NT4/KLK7
fuerte vs
NT4/KLK7
débil

0,0010

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NT4/KLK7Y
fuerte
ajustada vs
NT4/KLK7
débil ajustada

NC

4,468

1,948-10,245

0,0004

3,657

1,458-9,178

0,0057

NT4/KLK10
fuerte vs
NT4/KLK10
debil

0,0012

NC

NC

NC
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Estadios 3+4
vs estadios
142

NT4/KLK10
fuerte
ajustada vs
NT4/KLK10
débil ajustada

NC

3,807

1,672-8,667

0,0014

3,802

1,621-9,503

0,0043

NT4/KLK11
fuerte vs
NT4/KLK11
débil

0,0001

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NT4/KLK11
fuerte
ajustada vs
NT4/KLK11
débil ajustada

NC

4,437

1,917-10,269

0,0005

6,362

2,330-17,366

0,0003

NT4/KLK13
fuerte vs
NT4/KLK13
débil

0,0018

NC

NC

NC

Estadios 3+4
vs estadios
1+2

NT4/KLK13
fuerte
ajustada vs
NT4/KLK13
débil ajustada

NC

3,789

1,669-8606

0,0015

3,255

1,410-7,510

0,0057
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NT4/KLK14 |
fuerte vs
NT4/KLK14
debil
Estadios 3+4
vs estadios 3,718 1,634-8,459 0,0017
142
NT4/KLK14
fuerte
ajustada vs 2,821 1,217-6,537 0,0156
NT4/KLK14
deébil ajustada

0,0018 NC NC NC

NC

LNC: no calculado e IC: intervalo de confianza

Como muestra la Tabla 13, los pacientes que tienen proporciones de NT4/KLKx superiores al valor umbral pre-
sentan una tasa de supervivencia significativamente reducida con respecto a aquellos cuyo valor de la proporcién es
inferior al valor umbral (con excepcién de NT3/KLKG6; test de log-rank). Los resultados del test de Cox muestran que,
excepto la proporcién de NT3/KLKG6, todas las demds proporciones constituyen indicadores de prondstico indepen-
dientes del estadio tumoral (P < 0,05 para la variable ajustada). En este estudio, la proporciéon de NT4/KLK11 parece
particularmente efectiva, puesto que el riesgo relativo de muerte calculado con esta variable es superior al obtenido
con el estadio tumoral.

Ejemplo 5

Cuantificacion del transcrito NT3 en asociacion con otros transcritos del gen KLKS (NT1, NT2, NT5 y NT6), even-
tualmente en asociacion con otros transcritos de kalicreina

En los ejemplos anteriores, los transcritos NT3 y NT4 se dosificaron por separado gracias a la utilizacién de
cebadores de PCR discriminantes. Este ejemplo pretende evaluar el valor de prondstico de estos transcritos cuando se
dosifican con ayuda de cebadores de PCR no discriminantes. Hemos utilizado oligonucleétidos dirigidos a los exones
5y 6y que permiten, de este modo, la cuantificacion global de los transcritos NT1, NT2, NT3, NTS5 y NT6. La variable
medida se denominé “KLK8”. Las secuencias de estos cebadores son:

- 719.K8_for: CCA GAA GAA GTG TGA GGA TG (SECIDN°31)y
- 890.K8_rev: GGT ATA GAC GCC AGG TTT G (SEC ID N° 32).

La mezcla de reaccién utilizada era idéntica la del ejemplo 3 mientras que las condiciones de amplificacién eran:
1 ciclo de 5 minutos a 95°C y después 50 ciclos que comprenden una etapa de desnaturalizaciéon de 20 segundos a
95°C, una etapa de hibridacién de 20 segundos a 60°C, una etapa de elongacién de 20 segundos a 72°C y una etapa
de adquisicién de fluorescencia de 15 segundos a 84°C. El procedimiento fue idéntico al de los ejemplos anteriores, a
saber: (1) cuantificacién de la variable con ayuda de una curva patrén, (2) normalizacién con el nivel de expresion del
ARN ribosémico 188, (3) expresién en forma de valor arbitrario y eventualmente establecimiento de una proporcién
con la expresion de otro gen, (4) definicién mediante test de y? de un valor umbral (Tabla 14), (5) binarizacién de la
poblacion (Expresion fuerte > umbral; Expresion débil < umbral), (6) tests estadisticos (Tabla 15).

Las cohortes estudiadas eran las mismas que en el ejemplo 3 para la variable “KLK8”, y que en el ejemplo 4 para
la expresion en forma de proporcidon con otros genes de kalicreina.
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TABLA 14

Variable | Umbral x* P percentil | muertes
KLK8 250 7,54 0,006 42 26
KLK8/KLK5 0,33 5,53 0,018 43 26
KLK8/KLK6 0,10 7,54 0,006 22 26
KLK8/KLK7 0,020 15,39 0,00008 22 26
KLK8/NT4 0,020 12,46 0,0004 19 26
KLK8/KLK10 02 8,16 0,004 44 24
KLK8/KLK11 0,02 8,16 0,004 42 24
KLK8/KLK13 0,1 13,49 0,0002 40 24
KLK8/KLK14 0,050 8,16 0,004 39 24

TABLA 15
Variable Modelo de Cox
HR 95% IC P
Estadios 3+4 vs estadios 1+2 3,753 | 1,654-8,515 | 0,0016
“KLK8 fuerte” ajustada vs KLK8 débil 2,0152 ] 0,856-5,412 | 0,1033
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Estadios 3+4 vs estadios 1+2 3,878 | 1,712-8,784 | 0,0012
‘KLK8/KLKS fuerte” ajustada vs KLK8/KLK5 | 2,221 | 0,922-5351 | 0,0752
débil
Estadios 3+4 vs estadios 1+2 4,129 | 1,830-9,132 | 0,0009
"KLK8/KLKG fuerte” ajustada vs KLK8/KLK6 | 0,752 | 0,299-1,889 | 0,5440
débil
Estadios 3+4 vs estadios 1+2 3,824 | 1,684-8,684 | 0,0013
“KLK8/KLK7Y fuerte” ajustada vs KLK8/KLK7 | 3,152 | 0,938-10,585 | 0,0633
debil
Estadios 3+4 vs estadios 1+2 4152 | 1,833-9,401 | 0,0006
“KLK8/NT4 fuerte” ajustada vs KLK8/NT4 0,851 | 0,290-2,501 | 0,7695
Estadios 3+4 vs estadios 1+2 3,952 | 1,742-8,964 | 0,0010
“KLK8/KLK10 fuerte” ajustada vs 3,054 | 1,320-7,062 | 0,0091
KLK8/KLK10 débil ajustada
Estadios 3+4 vs estadios 1+2 3,725 | 1,639-8,470 | 0,0017
“KLK8/KLK11 fuerte” ajustada vs 3,247 | 1,352-7,797 | 0,0084
KLK8/KLK11 débil
Estadios 3+4 vs estadios 1+2 3,268 | 1,423-7,504 | 0,0052
"KLK8/KLK13 fuerte” ajustada vs 3,415 | 1,265-9,218 | 0,0153
KLK8/KLK13 débil ajustada
Estadios 3+4 vs estadios 1+2 3,249 | 1,487-7,911 | 0,0039
“KLK8/KLK14 fuerte” ajustada vs 2,178 | 0,852-5,573 | 0,1042
KLK8/KLK14 débil justada
IC, intervalo de confianza ]

Los pacientes que tienen un fuerte valor de la variable “KLK8” presentan una supervivencia inferior a los demas
(test de log-rank, P = 0,0353); sin embargo, esta variable estd vinculada a la variable “estadio tumoral” como muestra
el P no significativo de la variable ajustada (Tabla 17).

La variable “KLK8 ” se vuelve independiente cuando se combina en forma de proporcién con los niveles de

expresion de otros genes de kalicreina (P < 0,05; Tabla 17). Este es el caso de las proporciones KLK8/KLK10,
KLKS8/KLK11 y KLK8/KLK13. Estas variables constituyen, por lo tanto, indicadores de prondstico desfavorables e
independientes para el cancer de pulmoén.

Ejemplo 6
Demostracion de la presencia del transcrito NT4 en la sangre de pacientes aquejados de un cdncer de pulmon

Una deteccion sensible de carcinoma latente a partir de la sangre periférica de pacientes que tienen un cancer
podria tener implicaciones de prondstico o terapéuticas importantes. Hemos realizado, por lo tanto, este experimento
para verificar que era posible detectar la presencia de los transcritos NT4 en la sangre y que esta deteccion podia estar
asociada a un cancer de pulmon.

Se extrajo sangre de sujetos aquejados de un cancer de pulmén en tubos “PAXgene™ Blood RNA” (Europe BD)
y después los ARN totales se prepararon con ayuda del sistema PAXgene Blood RNA System (Qiagen, Francia) de
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acuerdo con las recomendaciones de los proveedores. Estos ARN totales se transcribieron de forma inversa a ADNc
de acuerdo con el procedimiento descrito en el ejemplo 1. La busqueda del transcrito NT4 se realizé con ayuda de una
“PCR anidada” [Nested PCR] (2 PCR consecutivas). En la primera PCR, hemos utilizado los cebadores K8Not_for y
K8Eco_rev descritos en el ejemplo 1. El medio de reaccién era idéntico al de ese ejemplo, asi como las condiciones
de PCR. Sin embargo, solamente se realizaron 30 ciclos de amplificacién. Para la segunda PCR, hemos utilizado los
cebadores NT4-2/6 y NT4_rev descritos respectivamente en el ejemplo 2 y 3. El medio de reaccioén (que contiene 1 ul
de la primera PCR) y el programa de amplificacién eran idénticos al ejemplo 1, excepto por el hecho de que la fase
de hibridacién de los cebadores se realizé a 62°C. Se realizaron cincuenta ciclos y se depositaron 10 ul del medio de
PCR sobre un gel de agarosa teflido con bromuro de etidio.

Los resultados se indican en la figura 2, que es una fotografia del gel de electroforesis obtenido de este modo a
partir de dos pacientes aquejados de cancer y de dos pacientes sanos.

Como muestra la figura 2, no es posible detectar el transcrito NT4 en la sangre de sujetos sanos. Esta observacién
indica la ausencia de este transcrito en las células sanguineas normales. El transcrito NT4 se detectd en uno de los
pacientes aquejados de un cdncer de pulmoén. Este enfoque permite, por lo tanto, detectar la presencia de células
tumorales circulantes en algunos sujetos que tienen un cincer de pulmén.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de diagndstico in vitro de carcinoma broncopulmonar, particularmente de carcinoma bronquial
no microcitico, caracterizado porque comprende la etapa de deteccién, en una muestra biolégica procedente de un
paciente sospechoso de estar aquejado de dicho carcinoma broncopulmonar, de al menos uno de los transcritos mayo-
ritarios alternativos del gen KLK8 que codifica kalicreina 8.

2. Procedimiento de prondstico in vitro de carcinoma broncopulmonar, particularmente de carcinoma bronquial
no microcitico, caracterizado porque comprende la etapa de deteccidn, en una muestra biolégica procedente de un
paciente sospechoso de estar aquejado de dicho carcinoma broncopulmonar, de al menos uno de los transcritos mayo-
ritarios alternativos del gen KLKS8 que codifica kalicreina 8.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque los transcritos mayoritarios alter-
nativos del gen 1 KLKS se seleccionan entre los transcritos NT3 y NT4.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2 6 3, caracterizado porque emplea las etapas que consisten
en:

1) determinar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo en la muestra bioldgica,

ii) comparar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo en la muestra biolégica con un valor umbral
predeterminado, seleccionado de acuerdo con el tipo de dosificacion utilizado y representativo del limite de
deteccion de la patologia y

iii)  establecer el diagndstico.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2 6 3, caracterizado porque comprende también la etapa de
deteccion de al menos otro transcrito del gen KLKS.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizado porque el al menos otro transcrito del gen
KLKS es el transcrito que codifica kalicreina KLLK8, también llamado NT1.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizado porque el al menos otro transcrito del gen
KLKS es un transcrito alternativo.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizado porque el o los transcritos alternativos se
seleccionan entre NT2, NT3, NT4, NT5 y NT6.

9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, caracterizado porque emplea las
etapas que consisten en:

1) determinar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo del gen KLKS y la cantidad del otro transcrito
del gen KLKS en la misma muestra bioldgica, y

ii) comparar la cantidad obtenida con un valor umbral predeterminado, seleccionado de acuerdo con el tipo de
dosificacién utilizado y representativo del limite de deteccion de la patologia y

iii)  establecer el diagndstico.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2 6 5, caracterizado porque comprende también la etapa
de deteccién de al menos un transcrito de un gen que codifica otra kalicreina.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado porque emplea las etapas que consisten en:

i) determinar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo del gen KLK8 y eventualmente del otro transcrito
del gen KLKS en la muestra biolégica Q1,

ii) determinar la cantidad del transcrito del gen que codifica la otra kalicreina en la misma muestra Q2,
1ii) calcular la proporcién Q1/Q2 o Q2/Q1,

iv) comparar dicha proporcién con un valor umbral predeterminado, seleccionado de acuerdo con el tipo de
dosificacién utilizado y representativo del limite de deteccion de la patologia y

V) establecer el diagndstico.
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12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2 6 3, caracterizado porque comprende también la etapa
de deteccién de al menos un transcrito de otro gen que se expresa en el pulmoén, gen que no codifica una kalicreina.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12, caracterizado porque emplea las etapas que consisten en:
1) determinar la cantidad de transcrito mayoritario alternativo del gen KLKS8 en la muestra bioldgica Q1,

ii) determinar la cantidad del transcrito del otro gen que se expresa en el pulmén en la misma muestra Q3,
iii)  calcular la proporcién Q1/Q3 o Q3/Ql1,

iv) comparar dicha proporcién con un valor umbral predeterminado, seleccionado de acuerdo con el tipo de
dosificacién utilizado y representativo del limite de deteccidn de la patologia y

V) establecer el diagndstico.
14. Utilizacién de un kit de diagnéstico que comprende socios de unidn de los transcritos mayoritarios alternativos
del gen KLKS, preferentemente sondas nucleicas o cebadores de amplificacién, para la realizacién del procedimiento

tal como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3 a 12.

15. Transcrito NT5 alternativo del gen KLKS que codifica kalicreina 8, caracterizado porque tiene la secuencia
SECID N°7.

16. Transcrito NT6 alternativo del gen KLKS8 que codifica kalicreina 8, caracterizado porque tiene la secuencia
SEC ID N° 8.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Procedimiento de diagndstico in vitro de carcinoma broncopulmonar mediante deteccién de transcritos mayo-
ritarios alternativos del gen KLKS8 que codifica kalicreina 8 y su utilizacién para el prondstico de supervivencia

<130> Trans KLK&
<160> 32
<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 1

tggagggcgg cegeatggga cgeeecegac

<210>2

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 2
tcctagatat cgececttget gectatg

<210>3

<211> 806

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Transcrito NT1 de kalicreina 8

30
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<400> 3

tggaagggcg
ctettgetgg
ggtcatgagt
ctactetgtyg
aaaccgaaat

caagaaatac

gaccacaacc
gtgaagccca
ggctggggca
gtaaaaatct
atggtctgtg
ctggtgtgtg
tcegacaaac

ataggcagca

<210> 4
<211> 940
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Transcrito NT2 de kalicreina 8

gcecgeatggg

ggggagcectg

gccaacceca
gcggtgteet
acacagtacg

ctgtggttca

atgatctgat
tcagcctggce
ctgtcaccag
ttceecagaa
caggcagcag
atggtgcact
ctggegtcta

agggcgatat
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acgececceega
ggcaggacac
ttcgeagect
tgtaggtggc
cctgggagac

gtccatcceca

gcttetteaa
agatcattgce
tcececegagag
gaagtgtgag
caaaggggct
ccagggceatc
taccaacatc

ctagge

cctegtgegg
tccagggceac
tggcaggcgg
aactgggtcc
cacagcctac

caccectgcet

ctgcgtgacce
acccagecetyg
aattttccty
gatgettacce
gacacgtgcc
acatcctggg

tgccgetace

ccaagacgtc
aggaggacaa
ccttgtteca
ttacagctge
agaataaaga

acaacagcag

aggcatcect
gccagaagty
acactctcaa
cggggcagat
agggcgattc
gctcagaccce

tggactggat

gatgttcctg
ggtgctgggy
gggccageaa
ccactgtaaa
tggceccagag

cgatgtggag

ggggtccaaa
caccgtctca
ctgtgcagaa
cacagatggc
tggaggccce
ctgtggaagg

caagaagatrce
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<400> 4

tggaaggcgg
tcttgctggg
cggagaactt
ccagagggtyg
acaaggtgcet
tcecagggeca
ctgcccactg
aagatggcee
gcagcgatgt
cecctggggte
agtgcaccgt
tcaactgtge
agatcacaga
attctggagg
acccetgtgg

ggatcaagaa

<210>5
<211> 383
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ccgecatggga
gggagectygg
gcecgtgtgtce
gcgatccaac
ggggggytcat
gcaactactc
taaaaaaccg
agagcaagaa
ggaggaccac
caaagtgaag
ctcaggctygg
agaagtaaaa
tggcatggtce
ccecectggtg
gaggtccgac

gatcataggc

<223> Transcrito NT3 de kalicreina 8

<400> 5

tggaaggcgg
tcttgetggg
aaatctttce
tctgtgcagg
tgtgtgatgg
acaaacctgg

gcagcaaggg

ccgcatggga
gggagcctgqg
ccagaagaag
cagcagcaaa
tgcactccag
cgtctatacce

cgatatctag
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cgeeeecgac
gcagcegtgtg
catttgaacc
cetetecectce
gagtgccaac
tgtggcggtg
aaatacacag
atacctgtag
aaccatgatc
cccatcagece
ggcactgtca
atctttceec
tgtgcaggca
tgtgatggtg
aaacctggeg

agcaagggcg

cgcceccgac
gcagagaatt
tgtgaggatg
ggggctgaca
ggcatcacat

aacatctgcc

gga

ctegtgegyge
gaagcctgga
cacagtggcec
ctgctgcaqgqg
ceceattecgcea
tcettgtagg
tacgecectgyg
ttcagtccat
tgatgctict
tggcagatca
ccagtcceceg
agaagaagtg
gcagcaaagyg
cactccaggg
tctataccaa

atatctagga

ctcgtgegge
ttcetgacac
cttacececggg
cgtgccaggg
cctggggcete

gctacctgga

caagacgtgg
cctectecact
ttccecagece
acactccagg
geccttggeag
tggcaactygg
agaccacagc
cceacacece
tcaactgegt
ttgcacccag
agagaatttt
tgaggatgct‘
ggctgacacyg
catcacatcce

catctgcecege

caagacgtgg
tctcaactgt
gcagatcaca
cgattctgga
agacccctgt

ctggatcaag

atgttcetge
aagttgtatg
tcgecactgcee
gcacaggagg
gcgygcctigt
gtecttacag
ctacagaata
tgctacaaca
gaccaggcat
cctggccaga
cctgacacte
tacccggage
tgccagggcey
tggggctcag

tacctggact

atgttcctgce
gcagaagtaa
gatggcatgg
ggccecectgg
gggaggtccg

aagatcatag

180

240

300

360

480

540

600

660

720

780

840

900

940
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<210> 6

<211> 248

<212> A

DN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Transcrito NT4 de kalicreina 8

<400> 6

<210>17

tggaaggcygg
tcttgetgygg
ctcecagggea

tataccaaca

atctagga

<211> 645
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ccgcatggga

gggagcetgg
tcacatcetg

tctgcegeta

<223> Transcrito NT5 de kalicreina 8

<400> 7

<210> 8
<211>5

tggaaggcgsg
tcttgetggy
gaataaagat
caacagcagc

ggcatccctg

ccagaagtgc
cactctcaac

ggggcagatc
gggcgattct

ctcagaccce

ggactggatc

42

<212> ADN

ccgcatggga
gggagcctgg
ggcccagage
gatgtggagg

gggtccaaag

accgtctcag
tgtgcagaag
acagatggcea
ggaggeceee
tgtgggaggt

aagaagatca
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cgcccccgac
gcagggegat
gggctcagac

cctggactgg

cgeeeecgac
gcaggaaata
aagaaatacc
accacaacca

tgaagcccat

gctggggeac
taaaaatctt
tggtcotgryge
tggtgrgtga
ccgacaaace

taggcagcaa

ctegtgegge
tctggaggec
ccetgtyggga

atcaagaaga

ctcgtgegge
cacagtacge
tgtggttcag
tgatctgatg

cagcctggea

tgtcaccagt
tceccagaag
aggcaacagc
tggtgcactc
tggcgtcetat

gggcgatatc

caagacgtgg
cectggtgtg
ggtccgacaa

tcataggcag

caagacgtgg
ctgggagace
tccatcceccac
cttettcaac

gatcattgca

cceegagaga
aagtgtgagg
aaaggggcetg
cagggcatca

accaacatct

tagga

atgttcctge
tgatggtgca
acctggcgtc

caagggcgat

atgttcctge
acagcctaca
acccecectgceta
tgecgtgacca

cceagectgg

attttectga
atgcttacce
acacgtgeca
catcctggag

gccgctacct

60

120

180

240

248

360

420

480

540

600

645
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Transcrito NT5 de kalicreina 8

<400> 8

tggaaggcgg
tcttgetggg
gtcatgagtg
tactctgtgg
aaccagaatt
tgtgaggatg
ggggctgaca

ggcatcacat

ccgcatggga

gggagectgg

ccaaccceat
cggtgtcett
ttcectgacac
cttacccggyg
cgtgccaggg

cectggggetce

aacatctgec gctacctgga

ga

<210>9

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 9
ggagcctggg cagagaat

<210> 10

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 10

tgggcagggce gattct

<210> 11

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2338 490 T3

cgececeegac
gcaggacact
tcgecagectt
gtaggtggca
tctcaactgt
gcagatcaca
cgattctgga
agacccctgt

ctggatcaag

ctegtgegge
ccagggeaca
ggcaggtggce
actgggtcct
gcagaagtaa
gatggcatgg
ggcecectgy

gggaggtceg

aagatcatag

ctagacgtgg
ggaggacaag
cttgttccag
tacagctgcec
aaatctttcc
tctgtgcagg
tgtgtgatgg
acaaacctgg

gcagcaaggg

atgttectge
gtgctggggg
ggccagcaac
cactgtaaaa
ccagaagaag
cagcagcaaa
tgcactccag
cgtctatacc

cgatatctag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

542
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<223> cebador de amplificacién

<400> 11

ctaccacatc caaggaaggc agca

<210> 12

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 12
gctatcaatc tgtcaatcct gtcc

<210> 13

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 13
cctceagaat cgecect

<210> 14

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 14

cagtccaggt agcggcag

<210> 15

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 15

cgeggttcta ttttgttggt ttt

ES 2338 490 T3
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<210> 16
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 16
ttcgetetgg tecgtettge

<210> 17

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 17
gccactacte cctgtcacca

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 18
gcatcctcgce accttttctg

<210> 19

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 19

tgatggtggt getgagt

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20

20

20

17
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<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 20

acagtggatg gataaggac

<210> 21

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 21
gagcccagat gtgacctt

<210> 22

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de amplificacién
<400> 22
tcettgtaaa ccttcgtge

<210> 23

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacion

<400> 23
ggaccccgaa gectatg

<210> 24

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de amplificacioén
<400> 24

cctgagecct ggtggta

19

18

19

17

17
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<210> 25
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 25
caggatcatc aaggggttcg

<210> 26

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 26

cattgcggtg gtetttgttg

<210> 27

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 27
gtgccaacat ccaacttcg

<210> 28

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 28
ccctcacagg agtetttge

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20

20

19

19
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<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 29
tgggtcatca ctgetgcete

<210> 30

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacién

<400> 30
ctcctcaggt tgtgcttge

<210> 31

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de amplificacién

<400> 31

ccagaagaag tgtgaggatg

<210> 32

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de amplificacion

<400> 32

ggtatagacg ccaggtttg

10

19

19

20

19
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