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DESCRIPCION

Reactivos y métodos ttiles para detectar enfermedades de la mama.
Antecedentes de la invencion

Esta invencion se refiere en general a la deteccién de enfermedades de la mama. Ademds, la invencién también se
refiere a reactivos y métodos para detectar enfermedades de la mama. Mds particularmente, la presente invencion se
refiere a reactivos tales como secuencias polinucleotidicas, y las secuencias polipeptidicas codificadas por la mismas,
asi como a métodos que utilizan estas secuencias. Las secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas son ttiles para
detectar, diagnosticar, determinar la fase, controlar, pronosticar, formar imagenes in vivo, prevenir o tratar, o determinar
la predisposicion a enfermedades o afecciones de la mama, tales como el cancer de mama.

El cancer de mama es la forma mas comun de cincer que se da en mujeres en los Estados Unidos. Se prevé que
la incidencia de los cadnceres de mama en los Estados Unidos serd que se presentardn 180.300 casos diagnosticados y
43.900 muertes relacionadas con cancer de mama durante 1998 (estadisticas de la Sociedad Americana del Cancer).
En todo el mundo, la incidencia del cdncer de mama ha aumentado de 700.000 en 1985 a aproximadamente 900.000
en 1990. G. N. Hortobagyi et al., CA Cancer J Clin 45: 199-226 (1995).

Los procedimientos usados para detectar, diagnostica, determinar la fase, controlar, pronosticar, formar imagenes
in vivo, prevenir o tratar, o determinar la predisposicion a enfermedades o afecciones de la mama, tales como cancer de
mama, son de una importancia critica para el desenlace del paciente. Por ejemplo, los pacientes a los que se les diagnos-
tica cdncer de mama temprano tienen una tasa de supervivencia relativa de cinco afios superior al 90% en comparacién
con una tasa de supervivencia de aproximadamente el 20% para pacientes a los que se les diagnostican cdnceres de ma-
ma metastatizados en lugares distantes. (Estadisticas de la Sociedad Americana del Cancer). Actualmente, los mejores
indicadores iniciales del cadncer de mama temprano son el examen fisico de la mama y la mamografia. J. R. Harris et
al. En: Cancer: Principles and Practice of Oncology, Cuarta Edicién, pags. 1264-1332, Filadelfia, PA: J/B. Lippincott
Co. (1993). La mamografia puede detectar un tumor de mama antes de que pueda detectarse por examen fisico, pero
tiene sus limitaciones. Por ejemplo, el valor predictivo de la mamografia depende de las habilidades del observador y
de la calidad del mamograma. Ademds, del 80 al 93% de los mamogramas sospechosos son falsos positivos y del 10
al 15% de las mujeres con cancer de mama tienen mamogramas con falsos negativos. C. J. Wright et al., Lancet 346:
29-32 (1995). Claramente son necesarios nuevos métodos de diagndstico que sean mds sensibles y especificos para
detectar el cdncer de mama temprano.

Los pacientes con cancer de mama se controlan de cerca después de la terapia inicial y durante la terapia adyuvante
para determinar la respuesta a la terapia y para detectar enfermedad persistente o recidivante, o metastasis distante
temprana. Los procedimientos de diagndstico actuales para controlar el cancer de mama incluyen la mamografia, la
exploracion de hueso, radiografias de térax, el ensayo de la funcién hepdtica y ensayos para marcadores en suero. Los
marcadores tumorales en suero usados mds cominmente para controlar pacientes son el antigeno carcinoembrionario
(CEA) y CA 15-3. Las limitaciones del CEA incluyen la ausencia de niveles en suero elevados en aproximadamente
el 40% de las mujeres con enfermedad metastasica. Ademads, la elevacion del CEA durante la terapia adyuvante puede
no estar relacionada con la aparicién de recidivas sino con otros factores que no sean clinicamente importantes. E1 CA
15-3 también puede ser negativo en un nimero importante de pacientes con enfermedad progresiva y, por lo tanto,
no predice la metastasis. Tanto el CEA como el CA 15-3 pueden estar elevados en afecciones benignas no malignas,
dando origen a resultados falsos positivos. Por lo tanto, serfa clinicamente beneficioso encontrar un marcador asociado
a la mama que sea mds sensible y especifico en la deteccién de recidivas del cancer. J. R. Harris et al., anteriormente.
M. K. Schwartz, En: Cancer: Principles and Practice of Oncology, Vol. 1, Cuarta Edicién, pags. 531 - 542, Filadelfia,
PA: J/B. Lippincott Co. 1993.

Otra etapa importante en el tratamiento del cdncer de mama es determinar la fase de la enfermedad del pacien-
te, debido a que la determinacion de la fase tiene un valor prondstico potencial y proporciona criterios para disefiar
una terapia 6ptima. Actualmente, la determinacién de la fase patoldgica del cancer de mama es preferible sobre la
determinacion de la fase clinica debido a que la primera proporciona un prondstico mas preciso. J. R. Harris et al.,
anteriormente. Por otro lado, la determinacién de la fase clinica se preferiria cuando fuera al menos tan precisa co-
mo la determinacion de la fase patoldgica, ya que no depende de un procedimiento invasivo para obtener tejido para
su evaluacidn patoldgica. La determinacién de la fase del cdncer de mama podria mejorarse detectando nuevos mar-
cadores en suero u orina que podrian diferenciar entre diferentes fases de invasién. Dichos marcadores podrian ser
ARNm o marcadores proteicos expresados por células que se originan del tumor primario en la mama pero residen
en la sangre, médula ésea o ganglios linfaticos y podrian servir como indicadores sensibles para la metastasis en es-
tos d6rganos distales. Por ejemplo, se han detectado antigenos proteicos especificos y ARNm asociados con células
epiteliales de mama por técnicas de inmunohistoquimica y RT-PCR, respectivamente, en médula dsea, ganglios lin-
faticos y sangre de pacientes con cdncer de mama que sugieren metdstasis. K. Pantel ef al., Onkologie 18: 394-401
(1995). Dichos procedimientos de diagnéstico también podrian incluir ensayos inmunolégicos basados en la aparicién
de diversos marcadores de enfermedad en muestras de ensayo tales como sangre, plasma, suero u orina obtenidos por
procedimientos minimamente invasivos que son detectables por procedimientos inmunolégicos. Estos procedimientos
de diagnéstico proporcionarian informacién para ayudar al médico en el tratamiento del paciente con enfermedad de la
mama, con un coste reducido para el paciente. Existen marcadores tales como el antigeno prostatico especifico (PSA)
y la gonadotropina coriénica humana (hCG) y se usan clinicamente para explorar pacientes para cancer de prdstata
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y céncer testicular, respectivamente. Por ejemplo, el PSA se secreta normalmente por la prdstata a altos niveles en
el liquido seminal pero estd presente a muy bajos niveles en la sangre de hombres con préstatas normales. Se usan
niveles elevados de proteina PSA en suero en la deteccidén temprana del cancer de préstata o enfermedad en hombres
asintomadticos. Véase, por ejemplo, G. E. Hanks et al., En: Cancer: Principles and Practice of Oncology, Vol. 1, Cuarta
Edicién, pags. 1073-1113, Filadelfia, PA: J. B. Lippincott Co. 1993. M. K. Schwartz et al., En: Cancer: Principles and
Practice of Oncology, Vol. 1, Cuarta Edicion, pags. 531-542, Filadelfia, PA: J. B. Lippincott Co. 1993. Asimismo, el
tratamiento de las enfermedades de la mama podria mejorarse mediante el uso de nuevos marcadores que se expresen
de forma normal en la mama pero se encuentren en cantidades elevadas en un compartimento corporal inapropiado
como resultado de la enfermedad de la mama.

Ademds, nuevos marcadores que pudieran predecir el comportamiento bioldgico de los cdnceres de mama tem-
pranos también serian de un valor importante. Los cdnceres de mama tempranos que amenazan o amenazaran la vida
del paciente son mds clinicamente importantes que los que no suponen o no supondrdn una amenaza, G. E. Hanks,
anteriormente. Dichos marcadores son necesarios para predecir qué pacientes con ganglios linfaticos histolégicamente
negativos sufrirdn recidivas de cdncer y también predecir qué casos de carcinoma ductal in situ se desarrollardn hacia
carcinoma de mama invasivo. Marcadores de prondstico mds precisos permitirian al clinico identificar con precisién
cénceres tempranos localizados en la mama que progresardn y metastatizardn si no se tratan de forma agresiva. Ade-
mas, la ausencia de un marcador para un cdncer agresivo en el paciente podria evitar al paciente un tratamiento costoso
y no beneficioso. J. R. Harris et al., anteriormente. E. R. Frykberg et al., Cancer 74: 350-361 (1994).

Por lo tanto, seria ventajoso proporcionar métodos y reactivos especificos ttiles para detectar, diagnosticar, de-
terminar la fase, controlar, pronosticar, formar imagenes in vivo, prevenir o tratar, o determinar la predisposicion a
enfermedades o afecciones de la mama. Dichos métodos incluirian el ensayo de una muestra de ensayo para determi-
nar productos de un gen que esté sobreexpresado en enfermedades y afecciones asociadas con la mama, incluyendo
cancer. Dichos métodos también pueden incluir el ensayo de una muestra de ensayo para determinar productos de un
gen que se han alterado por la enfermedad o afeccién asociada con la mama, incluyendo el cdncer. Dichos métodos
pueden incluir ademas el ensayo de una muestra de ensayo para productos de un gen cuya distribucién entre los di-
versos tejidos y compartimentos del cuerpo se haya alterado por una enfermedad o afeccién asociada con la mama,
incluyendo el cancer. Dichos métodos comprenderian la generacién de ADNc a partir de ARNm en la muestra de
ensayo, la amplificacién, cuando sea necesario, de porciones del ADNc correspondiente al gen o un fragmento del
mismo, y la deteccién del producto de ADNc como un indicio de la presencia de la enfermedad o afeccion incluyendo
céncer o la deteccién de productos de traduccion de los ARNm que comprenden secuencias génicas como un indicio
de la presencia de la enfermedad. Los reactivos ttiles incluyen un polinucleétido o polinucleétidos o fragmento o frag-
mentos de los mismos que pueden usarse en métodos de diagndstico tales como reaccion en cadena de la polimerasa
con transcripcién inversa (RT-PCR), PCR, o ensayos de hibridaciéon de ARNm extraido de tejido de biopsia, sangre u
otras muestras de ensayo; o proteinas que son los productos de traduccién de dichos ARNm; o anticuerpos dirigidos
contra estas proteinas. Dichos ensayos incluirian métodos para ensayar una muestra para determinar un producto o
productos del gen y detectar el producto o productos como un indicio de enfermedad de la mama. El tratamiento con
farmacos o la terapia génica para enfermedades y afecciones de la mama incluyendo el cincer puede basarse en estas
secuencias génicas identificadas o sus proteinas expresadas y la eficacia de cualquier terapia particular puede contro-
larse. Ademads, seria ventajoso tener métodos de diagndstico no quirdrgicos alterativos disponibles capaces de detectar
un cancer de mama en fase temprana, tal como céancer.

Al contrario que la traduccién convencional de ARNm en polipéptidos, se han descrito errores raros en la tra-
duccién denominados desplazamiento de la fase de lectura en la traduccién que dan como resultado un polipéptido
contiguo codificado por dos fases de lectura diferentes (P. J. Farabaugh, Annual Rev. Genet. 30: 507-528 (1996)).

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un método de deteccién de un cancer de mama en un individuo por deteccién de
un polinucledtido de BS322 diana en una muestra de ensayo que comprende poner en contacto la muestra de ensayo
con al menos un oligonucledtido especifico de BS322 y detectar la presencia del polinucleétido de BS322 diana en
la muestra de ensayo, en el que la muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en sangre completa, suero,
plasma, liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspirados bronquiales, orina, fluidos linfaticos, secreciones
externas de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, ldgrimas, saliva y heces. El oligonucleétido especifico
de BS322 tiene una longitud de 15 a 50 nucledtidos y una identidad de al menos el 90% con un polinucleétido
seleccionado del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N°: 1, SECUENCIA ID N°: 2, SECUENCIA ID N°: 3,
SECUENCIA ID N°: 4, SECUENCIA ID N°: 5, SECUENCIA ID N°: 6, SECUENCIA ID N°: 7, SECUENCIA ID N°:
8 y SECUENCIA ID N°: 9 (SECUENCIAS ID N°: 1-9), y complementarias de las mismas. Ademds, el oligonucleétido
especifico de BS322 puede unirse a una fase sélida antes de realizarse el método.

La presente invencién también proporciona un método para detectar cdncer de mama en un individuo por deteccién
de ARNm de BS322 en una muestra de ensayo que comprende (a) realizar una transcripcion inversa (RT) con al
menos un cebador para producir ADNc, (b) amplificar el ADNc asi obtenido usando oligonucleétidos de BS322 como
cebadores sentido y antisentido para obtener el amplicon de BS322, y detectar la presencia del amplicén de BS322
como un indicio de la presencia de ARNm de BS322 en la muestra de ensayo, donde los oligonucledtidos de BS322
utilizados en las etapas (a) y (b) tienen una longitud de 15 a 50 nucledtidos y tienen una identidad de al menos el
90% con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N°: 1-9 y complementarias de
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las mismas, en el que la muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en sangre completa, suero, plasma,
liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspirados bronquiales, orina, fluidos linfaticos, secreciones externas
de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, ldgrimas, saliva y heces. La amplificacién puede realizarse por la
reaccion en cadena de la polimerasa. Ademads, la muestra de ensayo puede hacerse reaccionar con una fase sélida antes
de la realizacién del método, antes de la amplificacién o antes de la deteccion. Esta reaccidon puede ser una reaccién
directa o indirecta. Ademds, la etapa de deteccion puede comprender utilizar un marcador detectable capaz de generar
una sefial medible. El marcador detectable puede unirse a una fase sélida.

La presente invencién proporciona ademas un método de deteccién de cancer de mama en un individuo por de-
teccién de un polinucléotido de BS322 diana en una muestra de ensayo sospechosa de contener polinucledtidos de
BS322 diana que comprende (a) poner en contacto la muestra de ensayo con al menos un oligonucleétido de BS322
como cebador sentido y al menos un oligonucledtido de BS322 como cebador antisentido, y amplificar el mismo para
obtener un producto de reaccién de primera fase; (b) poner en contacto el producto de reacciéon de primera fase con
al menos otro oligonucledtido de BS322 para obtener un producto de reaccién de segunda fase con la condicién de
que el otro oligonucledtido de BS322 se localice 3’ a los oligonucleétidos de BS322 utilizados en la etapa (a) y sea
complementario al producto de reaccién de primera fase; y (c) detectar el producto de reaccién de segunda fase como
un indicio de la presencia de un polinucleétido de BS322 diana en la muestra de ensayo, en el que la muestra de en-
sayo se selecciona del grupo que consiste en sangre completa, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, esputo, lavado
bronquial, aspirados bronquiales, orina, fluidos linféticos, secreciones externas de los tractos respiratorio, intestinal
y genitourinario, lagrimas, saliva y heces. Los oligonucleétidos de BS322 seleccionados como reactivos en las eta-
pas (a) y (b) en el método tienen una longitud de 15 a 50 nucleétidos y una identidad de al menos el 90% con una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N°: 1-9 y complementarias de las mismas.
La amplificacién puede realizase por la reaccién en cadena de la polimerasa. La muestra de ensayo puede hacerse
reaccionar directa o indirectamente con una fase sdlida antes de realizar el método, o antes de la amplificacién o antes
de la deteccion. La etapa de deteccién también comprende utilizar un marcador detectable capaz de generar una sefial
medible; ademds, el marcador detectable puede unirse a una fase sélida.

También se proporcionan kits de ensayo ttiles para detectar el cdncer de mama en un individuo por deteccién
de polinucleétido de BS322 diana en una muestra de ensayo que comprenden un recipiente que contiene al menos un
polinucleétido especifico de BS322 que tiene una longitud de 15 a 50 nucleétidos y que tiene una identidad de al menos
el 90% con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9 y complementarias
de las mismas. Estos kits de ensayo comprenden ademds recipientes con herramientas utiles para recoger muestras
de ensayo (tales como, por ejemplo, sangre, orina, saliva y heces). Dichas herramientas incluyen lancetas y papel o
pafio absorbente para recoger y estabilizar sangre; hisopos para recoger y estabilizar saliva; y cubetas para recoger
y estabilizar muestras de orina o heces. Los materiales de recogida, tales como papeles, pafios, hisopos, cubetas y
similares pueden tratarse opcionalmente para evitar la desnaturalizacién o la adsorcién irreversible de la muestra. Los
materiales de recogida también pueden tratarse con o contener conservantes, estabilizantes o agentes antimicrobianos
para ayudar a mantener la integridad de las muestras.

La presente invencién también proporciona un polinucleétido purificado o fragmento del mismo derivado de un
gen de BS322. El polinucleétido purificado es capaz de hibridar de forma selectiva con el 4cido nucleico del gen de
BS322 o un complementario del mismo. El polinucleétido se selecciona del grupo que consiste en un polinucleétido
que tiene una longitud de 15 nucledtidos hasta el nimero de nucledtidos en una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SECUENCIAS ID N°: 1-9 y complementarias de las mismas, y que tiene una identidad de al menos el
90% con dicha secuencia o complementaria de la misma. Ademds, el polinucleétido purificado puede producirse por
técnicas recombinantes y/o sintéticas. El polinucleétido recombinante purificado puede estar contenido dentro de un
vector recombinante. La invencién comprende ademds una célula huésped transfectada con el vector recombinante.

La presente invencidn proporciona ademds un sistema de expresion recombinante que comprende una secuencia
de 4cido nucleico que incluye una fase de lectura abierta derivada de BS322. La secuencia de 4cido nucleico tiene una
longitud de 15 nucledtidos hasta el nimero de nucleétidos en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
las SECUENCIAS ID N°: 1-9 y complementarias de las mismas, y tiene una identidad de al menos el 90% con dicha
secuencia o complementaria de la misma. La secuencia de dcido nucleico esta unida operativamente a una secuencia
de control compatible con un huésped deseado. También se proporciona una célula transfectada con este sistema de
expresion recombinante.

La presente invencion también proporciona un polipéptido codificado por BS322. El polipéptido puede producirse
por tecnologia recombinante, proporcionarse en forma purificad o producirse por técnicas sintéticas. El polipéptido
tiene al menos 15-20 aminodcidos y una identidad de al menos el 85% con una secuencia de aminoécidos seleccionada
del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N°: 24, SECUENCIA ID N°: 25, SECUENCIA ID N°: 26, SECUENCIA
ID N°: 27 y SECUENCIA ID N°: 28.

También se proporciona una molécula de unién especifica, que es un anticuerpo, que se une especificamente a
al menos un epitopo de BS322. El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal. El epitopo es de
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N°: 24, SECUENCIA ID
N°: 25, SECUENCIA ID N°: 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28. También se incluyen kits de
ensayo para determinar la presencia de antigeno BS322 o anticuerpo anti-BS322 en una muestra de ensayo. En una
realizacion, los kits de ensayo comprenden un recipiente que contiene al menos un polipéptido BS322 como se ha
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definido anteriormente. Ademds, el kit de ensayo puede comprender un recipiente con herramientas ttiles para re-
coger muestras de ensayo (tales como sangre, orina, saliva y heces). Dichas herramientas incluyen lancetas y papel
o pafio absorbente para recoger y estabilizar sangre; hisopos para recoger y estabilizar saliva; y cubetas para reco-
ger y estabilizar muestras de orina o heces. Los materiales de recogida tales como papeles, pafios, hisopos, cubetas
y similares pueden tratarse opcionalmente para evitar la desnaturalizacién o la adsorcién irreversible de la muestra.
Estos materiales de recogida también pueden tratarse con o contener conservantes, estabilizantes o agentes antimi-
crobianos para ayudar a mantener la integridad de las muestras. Ademds, el polipéptido puede estar unido a una fase
solida.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos contra el antigeno BS322 pueden usarse para detectar o formar una
imagen de la localizacién del antigeno en un paciente con el fin de detectar o diagnosticar una enfermedad o afeccion.
Dichos anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales o generarse por técnicas de biologia molecular y pueden
marcarse con una diversidad de marcadores detectables incluyendo, pero sin limitacién, radiois6topos y metales pa-
ramagnéticos. Ademas, los anticuerpos o fragmentos de los mismos, ya sean monoclonales, policlonales o generados
por técnicas de biologia molecular, pueden usarse como agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades ca-
racterizadas por la expresion del antigeno BS322. En el caso de aplicaciones terapéuticas, el anticuerpo puede usarse
sin derivatizacion o puede derivatizarse con un agente citotoxico tal como un radioisétopo, enzima, toxina, farmaco,
profarmaco o similar.

Otro kit de ensayo para determinar la presencia de antigeno BS322 o anticuerpo anti-BS322 en una muestra de
ensayo comprende un recipiente que contiene un anticuerpo como se ha definido anteriormente que se une especifica-
mente a un antigeno BS322, en el que el antigeno BS322 comprende al menos un epitopo codificado por BS322. Estos
kits de ensayo pueden comprender ademads recipientes con herramientas ttiles para recoger muestras de ensayo (tales
como sangre, orina, saliva y heces). Dichas herramientas incluyen lancetas y papel o pafio absorbente para recoger y
estabilizar sangre; hisopos para recoger y estabilizar saliva; cubetas para recoger y estabilizar muestras de orina o he-
ces. Los materiales de recogida tales como papeles, paiios, hisopos, cubetas y similares pueden tratarse opcionalmente
para evitar la desnaturalizacién o la adsorcion irreversible de la muestra. Estos materiales de recogida también pueden
tratarse con o contener conservantes, estabilizantes o agentes antimicrobianos para ayudar a mantener la integridad de
las muestras. El anticuerpo puede unirse a una fase sélida.

Se proporciona un método para producir un polipéptido que contiene al menos un epitopo de BS322, compren-
diendo dicho método incubar células huésped transfectadas con un vector de expresion. Este vector comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido, donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoaci-
dos que tiene al menos 15-20 aminodcidos y una identidad de al menos el 85% con una secuencia de aminodcidos de
BS322 seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID
N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28.

También se proporciona un método para detectar cancer de mama en un individuo por deteccién de antigeno BS322
en una muestra de ensayo sospechosa de contener antigeno BS322. El método comprende poner en contacto la muestra
de ensayo con un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a al menos un epitopo del antigeno
BS322 durante un tiempo y en condiciones suficientes para la formacién de complejos de antigeno/anticuerpo; y de-
tectar la presencia de dichos complejos que contienen el anticuerpo como un indicio de la presencia de antigeno BS322
en la muestra de ensayo, donde la muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en sangre completa, suero,
plasma, liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspirados bronquiales, orina, fluidos linfaticos, secreciones
externas de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, ldgrimas, saliva y heces. El anticuerpo puede unirse a
una fase sélida y puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal. Ademads, el anticuerpo se une especificamente a al
menos un antigeno BS322 seleccionado del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25,
SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27, SECUENCIA ID N° 28, y fragmentos de las mismas que tienen al
menos 15-20 aminoécidos.

Se proporciona otro método que detecta cancer de mama en un individuo por deteccién de anticuerpos que se unen
especificamente al antigeno BS322 en una muestra de ensayo sospechosa de contener estos anticuerpos. EI método
comprende poner en contacto la muestra de ensayo con un polipéptido que contiene al menos un epitopo de BS322,
en el que el epitopo de BS322 es de una secuencia de aminodcidos que tiene al menos 15-20 aminoécidos y una
identidad deal menos el 85% con una secuencia de aminoécidos codificada por un polinucleétido de BS322 y que
se selecciona del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N°
26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28, en el que la muestra de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en sangre completa, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspirados bronquiales,
orina, fluidos linfaticos, secreciones externas de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, lagrimas, saliva y
heces. El contacto se realiza durante un tiempo y en condiciones suficientes para permitir que se formen complejos de
antigeno/anticuerpo. El método implica ademds detectar complejos que contienen el polipéptido. El polipéptido puede
unirse a una fase sélida. Ademas, el polipéptido puede ser una proteina recombinante o un péptido sintético.

La presente invencién proporciona una célula transfectada con una secuencia de 4cido nucleico de BS322 que
codifica al menos un epitopo de un antigeno BS322. La secuencia de 4cido nucleico se selecciona del grupo que
consiste en las SECUENCIAS ID N°: 1-9, complementarias de las mismas y fragmentos de dichas secuencias que
tienen al menos 15 nucleétidos.
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Pueden producirse anticuerpos contra el antigeno BS322 mediante un método que comprende administrar a un
individuo un polipéptido inmunogénico aislado, en el que el polipéptido inmunogénico aislado comprende al menos un
epitopo de BS322. El polipéptido inmunogénico se administra en una cantidad suficiente para producir una respuesta
inmune. El polipéptido inmunogénico aislado comprende al menos 15-20 aminodcidos y tiene una identidad de al
menos el 85% con una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24,
SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28.

Se describe otro método para producir anticuerpos que se unen especificamente al antigeno BS322, comprendiendo
dicho método administrar a un individuo un pldsmido que comprende una secuencia de 4cido nucleico que codifica al
menos un epitopo de BS322 de una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA
ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27, SECUENCIA ID N° 28, y
fragmentos de las mismas que tienen al menos 15-20 aminodacidos. El plasmido se administra en una cantidad tal que
el plasmido se capta por células en el individuo y se expresa a niveles suficientes para producir una respuesta inmune.

También se proporciona una composicién de materia que comprende un polinucleétido de BS322 que tiene una
longitud desde 15 nucleétidos hasta el nimero de nucleétidos en un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste
en las SECUENCIAS ID N°: 1-9 y complementarias de las mismas, y que tiene una identidad de al menos el 90% con
dicha secuencia o complementaria de la misma. El polinucleétido de BS322 codifica una secuencia de aminodcidos que
tiene al menos un epitopo de BS322. Otra composicién de materia proporcionada por la presente invencién comprende
un polipéptido con al menos un epitopo de BS322 de aproximadamente 8-10 aminodacidos. El polipéptido comprende
una secuencia de aminoécidos que tienen al menos 15-20 amino4cidos y una identidad de al menos el 85% con una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N°
25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28. También se proporciona un gen o
fragmento del mismo que codifica un polipéptido BS322 que tiene al menos 15-20 aminodcidos y una identidad de
al menos el 85% con la SECUENCIA ID N° 24 o SECUENCIA ID N° 25, y un gen o un fragmento del mismo
que comprende ADN que tiene una longitud desde 15 nucleétidos hasta el niimero de nucledtidos en una secuencia
seleccionada de la SECUENCIA ID N° 8 y SECUENCIA ID N° 9 y que tiene una identidad de al menos el 90% con
dicha secuencia o complementaria de la misma.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1E muestran el alineamiento de nucleétidos de los clones 4304443H1 (SECUENCIA ID N° 1),
3040232H1 (SECUENCIA ID N° 2), 3790941H1 (SECUENCIA ID N° 3), 3424294H1 (SECUENCIA ID N° 4),
2741038H1 (SECUENCIA ID N° 5), 4302934H1 (SECUENCIA ID N° 6), 158345H1 (SECUENCIA ID N° 7), la
secuencia de longitud completa del clon 4304443H1 [denominada 4304443inh (SECUENCIA ID N° 8)], y la secuencia
consenso (SECUENCIA ID N° 9) derivada de la misma.

La Figura 2 muestra el mapa de contigos que representa la formacion de la secuencia de nucleétidos consen-
so (SECUENCIA ID N° 9) del alineamiento de nucleétidos de clones solapantes 4304443H1 (SECUENCIA ID N°
1), 3040232H1 (SECUENCIA ID N° 2), 3790941H1 (SECUENCIA ID N° 3), 3424294H1 (SECUENCIA ID N°
4), 2741038H1 (SECUENCIA ID N° 5), 4302934H1 (SECUENCIA ID N° 6), 158545H1 (SECUENCIA ID N° 7),
4304443inh (SECUENCIA ID N° 8).

Descripcion detallada de la invencion

Diversas realizaciones de la invencidn se han descrito anteriormente y se definen en las reivindicaciones adjuntas
1-20, asf como en la descripcién detallada de la invencidn siguiente.

La presente invencién proporciona un gen o un fragmento del mismo como se ha descrito anteriormente, que codi-
fica un polipéptido BS322 que tiene una identidad de al menos el 85% con la SECUENCIA ID N° 24 o SECUENCIA
ID N° 25. La presente invencién incluye ademds un gen de BS322 o un fragmento del mismo como se ha descrito
anteriormente, que comprende un ADN que tiene una identidad de al menos el 90% con la SECUENCIA ID N° 8 o
SECUENCIA ID N°9.

La presente invencion también proporciona métodos para ensayar una muestra de ensayo para determinar productos
de un gen de tejido mamario denominado BS322, que comprende generar ADNc a partir de ARNm en la muestra de
ensayo y detectar el ADNc como un indicio de la presencia del gen de tejido mamario BS322. El método puede incluir
una etapa de amplificacion, en la que una o mds porciones del ARNm de BS322 que se corresponden con el gen o
fragmentos del mismo se amplifican. También se proporcionan métodos para ensayar para los productos de traduccién
de BS322. Las muestras de ensayo que pueden ensayarse por los métodos proporcionados en el presente documento
incluyen tejidos, células, fluidos corporales y secreciones. La presente invencion también proporciona reactivos tales
como cebadores oligonucleotidicos y polipéptidos que son ttiles en la realizacién de estos métodos.

Las porciones de las secuencias de 4cido nucleico descritas en este documento son utiles como cebadores para
la transcripcién inversa de ARN o para la amplificacién de ADNc o como sondas para determinar la presencia de
ciertas secuencias de ARNm en muestras de ensayo. También se describen secuencias de dcido nucleico que permiten
la produccién de secuencias polipeptidicas codificadas que son ttiles como patrones o reactivos en inmunoensayos
de diagnéstico, como dianas para ensayos de exploracién farmacéutica y/o como componentes o como sitios diana
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para diversas terapias. Los anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra al menos un epitopo contenido
en estas secuencias polipeptidicas son utiles como agentes de administracién para agentes terapéuticos, asi como
para ensayos de diagndstico y para la exploracién de enfermedades o afecciones asociadas con BS322, especialmente
céncer de mama. El aislamiento de secuencias de otras porciones del gen de interés puede lograrse utilizando sondas o
cebadores de PCR derivados de estas secuencias de dcido nucleico. Esto permite que se establezcan sondas adicionales
del ARNm o ADNCc de interés, asi como las secuencias polipeptidicas codificadas correspondientes. Estas moléculas
adicionales son ttiles en la deteccidn, diagndstico, determinacién de fase, control, prondstico, formacién de imagenes
in vivo, prevencion o tratamiento, o determinacién de la predisposicion a enfermedades y afecciones de la mama, tales
como cancer de mama, caracterizadas por BS322, como se describe en este documento.

Las composiciones y métodos descritos en este documento permitirdn la identificacién de ciertos marcadores como
indicativos de una enfermedad o afeccién de tejido mamario; la informacién obtenida a partir de los mismos ayudara
a la deteccion, diagndstico, determinacion de fase, control, prondstico, formacién de imagenes in vivo, prevencion o
tratamiento, o determinacién de enfermedades o afecciones asociadas con BS322, especialmente cdncer de mama. Los
métodos de ensayo incluyen, por ejemplo, ensayos de sonda que utilizan la secuencia o secuencias proporcionadas en
este documento y que también pueden utilizar métodos de amplificacién de acido nucleico tales como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), la reaccién en cadena de la ligasa (LCR) y la hibridacidn.

Ademés, las secuencias de nucleétidos proporcionadas en este documento contienen fases de lectura abierta a partir
de las que puede encontrarse un epitopo inmunogénico. Se cree que este epitopo es Unico para la patologia o afeccién
asociada con BS322. También se cree que los polinucleétidos o polipéptidos y proteinas codificadas por el gen de
BS322 son ttiles como marcador. Este marcador esté elevado en una enfermedad tal como cancer de mama, alterado
en una enfermedad tal como cédncer de mama o presente como una proteina normal pero que aparece en un compar-
timento corporal inapropiado. La singularidad del epitopo puede determinarse por (i) su reactividad inmunoldgica y
especificidad con anticuerpos dirigidos contra proteinas y polipéptidos codificados por el gen de BS322 y (ii) su no
reactividad con cualquier otro marcador tisular. Son bien conocidos los métodos para determinar la reactividad in-
munolégica e incluyen, pero sin limitacién, por ejemplo, radioinmunoensayo (RIA), ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas (ELISA), hemaglutinacién (HA), inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia (FPIA), inmunoensayo
quimioluminiscente (CLIA) y otros. Se describen en este documento varios ejemplos de métodos adecuados.

A menos que se indique otra cosa, los siguientes términos tendran los siguientes significados:

Un polinucleétido “derivado de” o “especifico para” una secuencia designada se refiere a una secuencia polinucleo-
tidica que comprende una secuencia contigua de al menos aproximadamente 15-20 nucleétidos o cualquier niimero
entero entre los intervalos identificados anteriormente, que se corresponde, es decir, es idéntica o complementaria a,
una region de la secuencia de nucledtidos designada. La secuencia puede ser complementaria o idéntica a una secuen-
cia que es Unica para una secuencia polinucleotidica particular segtin se determina por procedimientos conocidos en
la técnica. Pueden usarse, por ejemplo, comparaciones con secuencias en bancos de datos como un método para deter-
minar la singularidad de una secuencia designada. Las regiones de las que pueden proceder las secuencias incluyen,
pero sin limitacién, regiones que codifican epitopos especificos, asi como regiones no traducidas y/o no transcritas.

El polinucleétido derivado no se procederd necesariamente fisicamente de la secuencia de nucleétidos de interés
bajo estudio, sino que puede generarse de cualquier forma incluyendo, pero sin limitacién, sintesis quimica, replica-
cién, transcripcion inversa o transcripcion, que se basa en la informacién proporcionada por la secuencia de bases
en la region o regiones de las que procede el polinucledtido. Como tal, puede representar una orientacién sentido o
antisentido del polinucleétido original. Ademds, pueden modificarse combinaciones de regiones correspondientes a
las de la secuencia designada de formas conocidas en la técnica para que concuerden con el uso deseado.

Un “fragmento” de un polinucleétido especificado se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende una
secuencia contigua de al menos aproximadamente 15-20 nucleétidos, preferiblemente 25-50 nucleétidos o cualquier
nimero entero entre los intervalos designados anteriormente, correspondiente, es decir, idéntica o complementaria
a, una region de la secuencia de nucleétidos especificada. Si el polinucleétido codifica un fragmento polipeptidico,
la longitud del fragmento polinucleotidico sera del nimero de pares de bases necesario para codificar el fragmento
polipeptidico de interés. Se proporcionan a continuacion longitudes de fragmentos polipeptidicos representativas. Por
lo tanto, se incluyen en la presente invencién polinucledtidos que codifican estos fragmentos polipeptidicos.

El termino “cebador” denota una secuencia oligonucleotidica especifica que es complementaria a una secuencia de
nucledtidos diana y usada para hibridar con la secuencia de nucleétidos diana. Un cebador sirve como punto de inicio
para la polimerizacién de nucleétidos catalizada por una ADN polimerasa, ARN polimerasa o transcriptasa inversa.

El término “sonda” denota un segmento de acido nucleico definido que puede usarse para identificar un polinu-
cleédtido especifico presente en muestras que llevan la secuencia complementaria.

La expresién “codificado por” se refiere a una secuencia de dcido nucleico que codifica una secuencia polipeptidica,
en la que la secuencia polipeptidica o una porcion de la misma contiene una secuencia de aminodcidos de al menos
15-20 aminoécidos o cualquier niimero entero entre el intervalo especificado anteriormente, a partir de un polipéptido
codificado por la secuencia de 4dcido nucleico.
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También se incluyen secuencias polipeptidicas que son inmunolégicamente identificables con un polipéptido codi-
ficado por la secuencia. Por lo tanto, una secuencia “polipeptidica”, “proteica” o “de aminoécidos” tiene una identidad
de al menos el 85% y, mds preferiblemente, una identidad de aproximadamente el 90-95% o mads o cualquier % de
identidad entre los intervalos especificados anteriormente, con una secuencia de aminoécidos de BS322. Esta secuen-
cia de aminodcidos de BS322 puede seleccionarse del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA
ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27, SECUENCIA ID N° 28 y fragmentos de las mismas.

Un “polipéptido recombinante”, “proteina recombinante” o “un polipéptido producido por técnicas recombinan-
tes”, pudiendo dichos términos usarse indistintamente en este documento, describe un polipéptido que en virtud de
su origen o manipulacién no estd asociado con toda o una porcién del polipéptido con el que estd asociado en la
naturaleza y/o estd unido a un polipéptido distinto de aquel con el que se une en la naturaleza. Un polipéptido o pro-
teina recombinante o codificada no se traduce necesariamente a partir de una secuencia de 4cido nucleico designada.
También puede generarse de cualquier forma, incluyendo sintesis quimica o expresién de un sistema de expresion
recombinante.

La expresion “péptido sintético”, como se usa en este documento, se refiere a una forma polimérica de aminodcidos
de cualquier longitud que puede sintetizarse quimicamente por métodos bien conocidos por el experto habitual. Estos
péptidos sintéticos son titiles en diversas aplicaciones.

El término “polinucledtido”, como se usa en este documento, se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de
cualquier longitud, ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos. Este término se refiere sélo a la estructura primaria de la
molécula. Por lo tanto, el término incluye ADN bicatenario y monocatenario, asi como ARN bicatenario y monoca-
tenario. También incluye modificaciones, tales como metilacién o proteccidn con caperuza, y formas no modificadas

9% % ¢

del polinucleétido. Los términos “polinucledtido”, “oligémero”, “oligonucleétido” y “oligo” se usan indistintamente
en este documento.

“Una secuencia correspondiente a un ADNc” significa que la secuencia contiene una secuencia polinucleotidica
que es idéntica o complementaria a una secuencia en el ADN designado. El grado (o “porcentaje”) de identidad o
complementariedad con el ADNc serd de al menos el 90% o superior. La secuencia que corresponde al ADNc identi-
ficado serd de al menos aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, preferiblemente de al menos aproximadamente
60 nucleédtidos de longitud y, mds preferiblemente, de al menos aproximadamente 70 nucledtidos de longitud. La
correspondencia entre el gen o fragmento génico de interés y el ADNc puede determinarse por métodos conocidos
en la técnica e incluye, por ejemplo, una comparacioén directa del material secuenciado con los ADNc descritos o
hibridacién y digestiéon con nucleasas de cadena sencilla, seguida de la determinacién del tamafio de los fragmentos
digeridos.

Se conocen bien en la técnica procedimientos para determinar la identidad de secuencia de 4cidos nucleicos y
aminodcidos e incluyen determinar la secuencia de nucle6tidos del ARNm para ese gen (habitualmente por medio de
un intermedio de ADNCc) y determinar la secuencia de aminodcidos codificada por la misma y comparar ésta con una
segunda secuencia de aminodcidos. En general, la “identidad” se refiere a una correspondencia exacta nucleétido a
nucledtido o aminodcido a aminodcido de dos secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas, respectivamente.

Dos o0 més secuencias polinucleotidicas pueden compararse determinando su “porcentaje de identidad”. Dos o0 mas
secuencias de aminodcidos pueden compararse asimismo determinando su “porcentaje de identidad”. El porcentaje
de identidad de dos secuencias, ya sean secuencias de 4cido nucleico o peptidicas, es el nlimero de coincidencias
exactas entre dos secuencias alineadas dividido por la longitud de la secuencia mds corta y multiplicado por 100. Se
proporciona un alineamiento aproximado para secuencias de dcido nucleico mediante el algoritmo de homologia local
de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2: 482-489 (1981). Este algoritmo puede ampliarse para
usarse con secuencias peptidicas usando la matriz de puntuacién desarrollada por Dayhoff, Atlas of Protein Sequences
and Structure, M. O. Dayhoff ed., 5 supl. 3: 353-358, National Biomedical Research Foundation, Washington, D. C.,
Estados Unidos, y normalizada por Gribskov, Nucl, Acids Res. 14(6): 6745-6763 (1986). Se proporciona una puesta en
practica de este algoritmo para secuencias de dcido nucleico y peptidicas por el Genetics Computer Group (Madison,
WI) en su aplicacién de utilidad BestFit: Los pardmetros por defecto para este método se describen en el Manual
del Programa Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 (1995) (disponible en el Genetics Computer Group,
Madison, WI). Otros programas igualmente adecuados para calcular el porcentaje de identidad entre secuencias se
conocen en general en la técnica.

Por ejemplo, puede determinarse el porcentaje de identidad de una secuencia de nucleétidos particular con una
secuencia de referencia usando el algoritmo de homologia Smith y Waterman con una tabla de puntuacién por defecto
y una penalizacién por huecos de seis posiciones de nucleétidos. Otro método de establecimiento del porcentaje de
identidad en el contexto de la presente invencidn es el uso del paquete de programas MPSRCH de derechos registrados
por la Universidad de Edimburgo, desarrollado por John F. Collins y Shane S. Sturrok, y distribuido por IntelliGenetics,
Inc. (Mountain View, CA). A partir de esta serie de paquetes, puede emplearse el algoritmo de Smith-Waterman
cuando se usan los pardmetros por defecto para la tabla de puntuacién (por ejemplo, penalizacién por apertura de
huecos de 12, penalizacion por extension de huecos de uno y un hueco de seis). A partir de los datos generados, el valor
“Coincidencia” refleja la “identidad de secuencia”. Otros programas adecuados para calcular el porcentaje de identidad
o similitud entre secuencias se conocen en general en la técnica, tales como el programa de alineamiento BLAST, que
también puede usarse con parametros por defecto. Por ejemplo, puede usarse BLASTN y BLASTP con los pardmetros
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por defecto siguientes: c6digo genético = convencional; filtro = ninguno; cadena = ambas; limite = 60; esperado = 10;
Matriz = BLOSUMS62; Descripciones = 50 secuencias; bisqueda por = MAYOR PUNTUACION; Bases de datos =
no redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + Swiss protein + Spupdate + PIR.
Pueden encontrarse detalles de estos programas en la direccién de internet siguiente: http://www.ncbi.nlm.gov/cgi-
bin/BLAST.

Un experto en la materia puede determinar ficilmente los pardmetros de busqueda apropiados a usar para una
secuencia dada en los programas anteriores. Por ejemplo, los pardmetros de bisqueda pueden variar basdndose en el
tamafio de la secuencia en cuestion. Por lo tanto, por ejemplo, una realizacién de la presente invencidn representativa
incluirfa un polinucleétido de BS322 aislado que tiene X nucleétidos contiguos, en el que (i) los X nucleétidos conti-
guos tienen una identidad de al menos aproximadamente el 90% con Y nucledtidos contiguos derivados de cualquiera
de las SEC ID N° 1-9, (ii) X equivale a Y y (iii) X es superior a o igual a 15-20 nucleétidos y de hasta 5000 nucleé-
tidos, y atin mds preferiblemente desde 15-20 nucleétidos hasta el nimero de nucledtidos presentes en la secuencia
de BS322 de longitud completa descrita en este documento, incluyendo todos los valores de nimeros enteros que se
incluyen entre los intervalos descritos anteriormente.

La expresion “polinucledtido purificado” se refiere a un polinucleétido de interés o fragmento del mismo que estd
esencialmente libre, por ejemplo, contiene menos de aproximadamente el 50%, preferiblemente menos de aproxima-
damente el 70% y, mds preferiblemente, menos de aproximadamente el 90% de la proteina con la que se asocia el
polinucleétido de forma natural. Son bien conocidos en la técnica procedimientos para purificar polinucleétidos de in-
terés e incluyen, por ejemplo, rotura de la célula que contiene el polinucleétido con un agente caotrépico y separacién
del polinucleétido o polinucledtidos y proteinas por cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de afinidad y
sedimentacion de acuerdo con la densidad.

Las expresiones “polipéptido purificado” o “proteina purificada” se refieren a un polipéptido de interés o fragmento
del mismo que estd esencialmente libre de, por ejemplo, contiene menos de aproximadamente el 50%, preferiblemen-
te menos de aproximadamente el 70% y mads preferiblemente menos de aproximadamente el 90% de componentes
celulares con los que el polipéptido de interés estd asociado de forma natural. Se conocen en la técnica métodos para
purificar polipéptidos de interés.

El término “aislado” significa que el material se retira de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural si
es de origen natural). Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido de origen natural presente en un animal vivo no
estd aislado, pero el mismo polinucleétido o ADN o polipéptido, que estd separado de algunos o todos los materiales
coexistentes en el sistema natural, esté aislado. Dicho polinucledtido podria ser parte de un vector y/o dicho polinu-
cleétido o polipéptido podria ser parte de una composicién y todavia estar aislado en el sentido de que el vector o
composicién no son parte de su entorno natural.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se usan indistintamente en este documento e indican al menos una cadena
molecular de aminodcidos unidos por medio de enlaces covalentes y/o no covalentes. Los términos no se refieren a una
longitud de producto especifica. Por lo tanto, se incluyen péptidos, oligopéptidos y proteinas dentro de la definicién
de polipéptido. Los términos incluyen modificaciones postraduccionales del polipéptido, por ejemplo, glicosilaciones,
acetilaciones, fosforilaciones y similares. Ademads, se incluyen fragmentos proteicos, andlogos, proteinas mutadas o
variantes, proteinas de fusioén y similares dentro del significado de polipéptido.

Un “fragmento” de un polipéptido especificado se refiere a una secuencia de aminoécidos que comprende al menos
15-20 aminoécidos derivados del polipéptido especificado.

Las “células huésped recombinantes”, “células huésped”, “células”, “lineas celulares”, “cultivos celulares” y otras
expresiones de este tipo que denotan microorganismos o lineas celulares eucariotas superiores cultivadas como en-
tidades unicelulares se refieren a células que pueden usarse o que se han usado como destinatarias para un vector
recombinante u otro ADN transferido, e incluyen la progenie original de la célula original que se ha transfectado.

Como se usa en este documento, el término “replicon” se refiere a cualquier elemento genético, tal como un
pldsmido, un cromosoma o un virus, que se comporta como una unidad de replicaciéon de polinucleétido auténoma
dentro de una célula.

Un “vector” es un replicén en el que se une otro segmento polinucleotidico tal como para provocar la replicacién
y/o expresion del segmento unido.

La expresion “secuencia de control” se refiere a una secuencia polinucleotidica que es necesaria para efectuar
la expresién de una secuencia codificante a la que estd ligada. La naturaleza de dichas secuencias de control difiere
dependiendo del organismo huésped. En procariotas, dichas secuencias de control incluyen generalmente un promotor,
un sitio de unién al ribosoma y terminadores; en eucariotas, dichas secuencias de control incluyen generalmente
promotores, terminadores y, en algunos casos, potenciadores. La expresion “secuencia de control” pretende incluir por
lo tanto como minimo todos los componentes cuya presencia es necesaria para la expresion, y también puede incluir
componentes adicionales cuya presencia sea ventajosa, por ejemplo, secuencias lider.
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La expresion “unida operativamente” se refiere a una situacion en la que los componentes descritos estdn en una
relacion que los permite funcionar de su manera deseada. Por lo tanto, por ejemplo, una secuencia de control “unida
operativamente” a una secuencia codificante estd ligada de tal forma que la expresioén de la secuencia codificante se
consigue en condiciones compatibles con la secuencia de control.

La expresion “fase de lectura abierta” u “ORF” se refiere a una regién de una secuencia polinucleotidica que
codifica un polipéptido. Esta region puede representar una porcién de una secuencia codificante o una secuencia
codificante total. Pueden ocurrir errores raros en la traduccién, denominados desplazamiento de la fase de lectura
en la traduccién o desplazamiento de la fase de lectura programado, que permiten al ribosoma traducir dos fases
de lectura parcialmente solapantes como un solo polipéptido I. P. Ivanovetal. RNA 4(10): 1230-1238 (1998); y P.
J. FarabaughAnnu Rev Genet 30: 507-528 (1996). El BS322 contiene dos ORF parcialmente solapantes sin sitio de
entrada al ribosoma independiente para la segunda ORF. Por lo tanto, la presente invencién contempla la traduccién
de OREF solapantes como un solo polipéptido.

Una “secuencia codificante” es una secuencia polinucleotidica que se transcribe en ARNm y se traduce en un poli-
péptido cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia codificante
estdn determinados por un codén de inicio de la traduccién en el extremo terminal 5’ y un codén de terminacién de
la traduccidn en el extremo terminal 3°. Una secuencia codificante puede incluir, pero sin limitacién, ARNm ADNc y
secuencias polinucleotidicas recombinantes.

La expresion “inmunolégicamente identificable con/como” se refiere a la presencia del epitopo o epitopos y po-
lipéptido o polipéptidos que también estdn presentes en y son tnicos para el polipéptido o polipéptidos designados.
La identidad inmunolégica puede determinarse por unién a anticuerpo y/o competicién en la unién. Estas técnicas
son conocidas para el experto habitual y también se describen en este documento. La singularidad de un epitopo tam-
bién puede determinarse mediante bisquedas por ordenador de bancos de datos conocidos tales como GenBank, para
la secuencia polinucleotidica que codifica el epitopo, y por comparaciones de secuencias de aminodcidos con otras
proteinas conocidas.

Como se usa en este documento, el término “epitopo” se refiere a un determinante antigénico de un polipépti-
do o proteina. Es posible que un epitopo comprenda tres aminoédcidos en una conformacion espacial que sea Unica
para el epitopo. Generalmente, un epitopo consiste en al menos cinco de dichos aminodcidos y, mds habitualmente,
consiste en al menos de ocho a diez aminodcidos. Se conocen en la técnica procedimientos de examen de la con-
formacién espacial e incluyen, por ejemplo, cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensio-
nal.

Un “epitopo conformacional” es un epitopo que estd compuesto por una yuxtaposicion especifica de aminoéacidos
en una estructura inmunolégicamente reconocible, estando dichos aminodcidos presentes en el mismo polipéptido en
un orden contiguo o no contiguo, o presentes en polipéptidos diferentes.

Un polipéptido es “inmunolégicamente reactivo” con un anticuerpo cuando se une el anticuerpo debido al recono-
cimiento de anticuerpo de un epitopo especifico contenido dentro del polipéptido. La reactividad inmunolégica puede
determinarse por unién a anticuerpo, mas particularmente por la cinética de unién a anticuerpo y/o por competicién en
la unién usando como competidor o competidores un polipéptido o polipéptidos conocidos que contienen un epitopo
contra el que se dirige el anticuerpo. Los métodos para determinar si un polipéptido es inmunolégicamente reactivo
con un anticuerpo se conocen en la técnica.

Como se usa en este documento, la expresién “polipéptido inmunogénico que contiene un epitopo de interés”
se refiere a polipéptido de interés de origen natural o fragmentos de los mismos, asi como a polipéptidos prepara-
dos por otros medios, por ejemplo, por sintesis quimica, o a la expresion del polipéptido en un organismo recombi-
nante.

El término “transfeccién” se refiere a la introduccién de un polinucledtido exdgeno en una célula huésped pro-
cariota o eucariota independientemente del método usado para la introduccién. El término “transfeccion” se refiere a
la introduccién tanto estable como transitoria del polinucleétido e incluye la captacion directa de polinucledtidos, la
transformacion, la transduccién y la conjugacién f. Una vez introducido en la célula huésped, el polinucleétido exdge-
no puede mantenerse como un replicén no integrado, por ejemplo, un pladsmido, o como alternativa puede integrarse
en el genoma del huésped.

El “tratamiento” se refiere a la profilaxis y/o terapia.

El término “individuo”, como se usa en este documento, se refiere a vertebrados, particularmente miembros de
las especies de mamiferos e incluye, pero sin limitacién, animales domésticos, animales deportivos, primates y seres
humanos; mas particularmente, el término se refiere a seres humanos.

La expresion “cadena sentido” o “cadena positiva” (o0 “+””) como se usa en este documento denota un dcido nucleico

que contiene la secuencia que codifica el polipéptido. La expresion “cadena antisentido” o “cadena negativa” (o ““-”)
denota un 4cido nucleico que contiene una secuencia que es complementaria a la cadena “positiva”.
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La expresion “muestra de ensayo”, como se ha descrito anteriormente, se refiere a un componente del cuerpo de un
individuo que es la fuente del analito (tal como anticuerpos e interés o antigenos de interés). Estos componentes son
bien conocidos en la técnica. Una muestra de ensayo es tipicamente cualquiera sospechosa de contener una secuencia
diana. Pueden prepararse muestras de ensayo usando metodologias bien conocidas en la técnica, tal como por obten-
cién de una muestra a partir de un individuo y, si es necesario, alteracion de cualquier célula contenida por la misma
para liberar los dcidos nucleicos diana. Estas muestras de ensayo son muestras bioldgicas que pueden ensayarse por
los métodos de la presente invencién descritos en este documento y son fluidos corporales humanos y animales selec-
cionados de sangre completa, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspirados bronquiales,
orina, fluidos linféticos y diversas secreciones externas de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, ldgrimas,
saliva y heces.

La expresion “producto purificado” se refiere a una preparacién del producto que se ha aislado de los constituyentes
celulares con los que el producto se asocia normalmente y de otros tipos de células que pueden estar presentes en la
muestra de interés.

El término “analito”, como se usa en este documento, es la sustancia a detectar como se ha descrito anteriormente
que puede estar presente en la muestra de ensayo. El analito puede incluir una proteina, un polipéptido o una diana
de nucledétidos. El analito puede estar soluble en un fluido corporal tal como sangre, plasma sanguineo o suero, orina
o similar. El analito puede estar en un tejido, en una superficie celular o dentro de una célula. El analito puede estar
sobre o en una célula dispersada en un fluido corporal tal como sangre, orina, aspirado de mama u obtenida como una
muestra de biopsia.

Las expresiones “enfermedades de la mama”, “enfermedad de mama” y “afeccion de la mama” se usan indistinta-
mente en este documento para referirse a cualquier enfermedad o afeccién de al mama incluyendo, pero sin limitacion,
hiperplasia atipica, fibroadenoma, enfermedad quistica mamaria y cancer.

El “céancer de mama”, como se usa en este documento, se refiere a cualquier enfermedad maligna de la mama
incluyendo, pero sin limitacién, carcinoma ductal in situ, carcinoma lobular in situ, carcinoma ductal infiltrante, car-
cinoma medular, carcinoma tubular, carcinoma mucinoso, carcinoma lobular infiltrante, comedocarcinoma infiltrante
y carcinoma inflamatorio.

Una “Etiqueta de Secuencia Expresada” o “EST” se refiere a la secuencia parcial de un inserto de ADNc que se ha
generando por transcripcién inversa de ARNm extraido de un tejido, seguida de su insercién en un vector.

Una “imagen de transcrito” se refiere a una tabla o lista que proporciona la distribucién cuantitativa de EST en una
genoteca y representa los genes activos en el tejido a partir del que se genera la genoteca.

La presente invencién proporciona ensayos que utilizan miembros de unién especifica. Un “miembro de unién
especifica”, como se usa en este documento, es un miembro de un par de unién especifica. Es decir, dos molécu-
las diferentes en las que una de las moléculas, por un medio quimico o fisico, se une especificamente a las segunda
molécula. Por lo tanto, ademds de pares de unién especifica de antigeno y anticuerpo de inmunoensayos comunes,
otros pares de unién especifica pueden incluir biotina y avidina, carbohidratos y lectinas, secuencias de nucleétidos
complementarias, moléculas efectoras y receptoras, cofactores y enzimas, inhibidores de enzimas y enzimas y simi-
lares. Ademas, los pares de unién especifica pueden incluir miembros que sean andlogos de los miembros de unién
especifica originales, por ejemplo, un analito-andlogo. Los miembros de unién especifica inmunoreactivos incluyen
antigenos, fragmentos antigénicos, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, tanto monoclonales como policlonales y
complejos de los mismos, incluyendo los formados por moléculas de ADN recombinantes.

Los miembros de unién especifica incluyen “moléculas de unién especifica”. Una “molécula de unién especifica”
se refiere a cualquier miembro de unién especifica, particularmente un miembro de unién especifica inmunoreactivo.
Como tal, la expresion “molécula de unién especifica” incluye moléculas de anticuerpo (obtenidas de preparaciones
tanto policlonales como monoclonales), asi como los siguientes: moléculas de anticuerpo hibridas (quiméricas) (véan-
se, por ejemplo, Winter, ef al., Nature 349: 293-299 (1991), y Patente de Estados Unidos N° 4.816.567); fragmentos
F(ab’), y F(ab); moléculas Fv (heterodimeros no covalentes, véase, por ejemplo, Inbar, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 69: 2659-2662 (1972), y Ehrlich, et al., Biochem. 19: 4091-4096 (1980)); moléculas Fv de cadena sencilla (sFv)
(véase, por ejemplo, Huston, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 5879-5883(1988)); moléculas de anticuerpo hu-
manizadas (véase, por ejemplo, Riechmann, et al., Nature 332: 323-327 (1988), Verhoeyan, et al., Science 239: 1534-
1536 (1988), y Publicacién de Patente del Reino Unido N° GB 2.276.169, publicada el 21 de septiembre de 1994);
y cualquier fragmento funcional obtenido de dichas moléculas, donde dichos fragmentos conservan propiedades de
unién inmunolégicas de la molécula de anticuerpo precursora.

El término “hapteno” como se usa en este documento se refiere a un antigeno parcial 0 miembro de unién no
proteico que es capaz de unirse a un anticuerpo pero que no es capaz de generar la formacién de anticuerpos a menos
que se acople a una proteina transportadora.

Un “reactivo de captura”, como se usa en este documento, se refiere a un miembro de unién especifica no marcado
que es especifico para el analito como en un ensayo tipo sdndwich, para el reactivo indicador o analito como en un
ensayo competitivo o para un miembro de unién especifica auxiliar, que por si mismo es especifico para el analito,
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como en un ensayo indirecto. El reactivo de captura puede unirse directa o indirectamente a un material de fase sélida
antes de la realizacion del ensayo o durante la realizacion del ensayo, permitiendo de este modo la separacion de los
complejos inmovilizados de la muestra de ensayo.

El “reactivo indiciador” comprende un “compuesto generador de sefial” (“marcador”) que es capaz de generar y
genera una sefial medible detectable por medios externos, conjugado (“unido”) a un miembro de unién especifica.
Ademads de ser un miembro de anticuerpo de un par de unién especifica, el reactivo indicador también puede ser un
miembro de cualquier par de unién especifica, incluyendo cualquier sistema hapteno-antihapteno tal como biotina o
antibiotina, avidina o biotina, un carbohidrato o una lectina, una secuencia de nucleétidos complementaria, una mo-
Iécula efectora o receptora, un cofactor enzimatico y una enzima, un inhibidor enzimatico o una enzima y similares.
Un miembro de unién especifica inmunorreactivo puede ser un anticuerpo, un antigeno o un complejo de antige-
no/anticuerpo que es capaz de unirse al polipéptido de interés como en un ensayo tipo sdndwich, al reactivo de captura
como en un ensayo competitivo o al miembro de unién especifica auxiliar como en un ensayo indirecto. Cuando
se describen sondas y ensayos de sondas, puede usarse la expresién “molécula receptora”. Una molécula indicadora
comprende un compuesto generador de sefial como se ha descrito anteriormente en este documento, conjugado con un
miembro de unién especifica de un par de unién especifica tal como carbazol o adamantano.

Los diversos “compuestos generadores de sefial” (marcadores) contemplados incluyen cromdgenos, catalizadores
tales como enzimas, compuestos luminiscentes tales como fluoresceina y rodamina, compuestos quimioluminiscentes
tales como dioxetanos, acridinios, fenantridinios y luminol, elementos radioactivos y marcadores visuales directos.
Los ejemplos de enzimas incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa de rdbano picante, beta-galactosidasa y similares. La
seleccion de un marcador particular no es critica, pero debe ser capaz de producir una sefial por si mismo o junto con
una o mds sustancias adicionales.

Las “fases sélidas” (“soportes sélidos™) son conocidas por los expertos en la materia e incluyen las paredes de
pocillos de una bandeja de reaccidn, tubos de ensayo, perlas de poliestireno, perlas magnéticas o no magnéticas, tiras
de nitrocelulosa, membranas, microparticulas tales como particulas de latex, eritrocitos de oveja (u otro animal) y
Duracytes® (eritrocitos “fijados” por aldehido pirtdvico y formaldehido disponibles en Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL) y otros. La “fase sé6lida” no es critica y puede seleccionarse por un experto en la materia. Por lo tanto,
las particulas de latex, microparticulas, perlas magnéticas o no magnéticas, membranas, tubos de plastico, paredes
de pocillos de microtitulacién, microplacas de vidrio o silicio, eritrocitos de oveja (o de otro animal adecuado) y
Duracytes® son todos ejemplos adecuados. Los métodos adecuados para inmovilizar péptidos en fases sélidas incluyen
interacciones i6nicas, hidr6fobas, covalentes y similares. Una “fase sélida” como se usa en este documento se refiere
a cualquier material que es insoluble o que puede hacerse insoluble por una reaccién posterior. La fase sélida puede
seleccionarse por su capacidad intrinseca para atraer e inmovilizar el reactivo de captura. Como alternativa, la fase
solida puede retener un receptor adicional que tenga la capacidad de atraer e inmovilizar el reactivo de captura. El
receptor adicional puede incluir una sustancia cargada que esté cargada de forma opuesta con respecto al propio
reactivo de captura, o a una sustancia cargada conjugada con el reactivo de captura. Como otra alternativa mds, la
molécula receptora puede ser cualquier miembro de unidn especifica que se inmovilice sobre (se una a) la fase sélida
y que tenga la capacidad de inmovilizar el reactivo de captura por medio de una reaccién de unién especifica. La
molécula receptora permite la unién indirecta del reactivo de captura a un material en fase sélida antes de la realizacién
del ensayo durante la realizacion del ensayo. La fase sélida por lo tanto puede ser un plastico, plastico derivatizado,
metal magnético o no magnético, superficie de vidrio o silicio de un tubo de ensayo, placa de microtitulacién, ldmina,
perla, microparticula, microplaca, eritrocitos de oveja (u otro animal adecuado), Duracytes® y otras configuraciones
conocidas por los expertos en la materia.

Se contempla e incluye en el alcance de la presente invencion que la fase sélida también puede comprender cual-
quier material poroso adecuado con una porosidad suficiente para permitir el acceso por anticuerpos de deteccién y una
afinidad superficial adecuada para unirse a antigenos. Se prefieren generalmente estructuras microporosas, pero tam-
bién pueden usarse materiales con una estructura de gel en el estado hidratado. Dichos soportes sdlidos ttiles incluyen,
pero sin limitacién, nitrocelulosa y nylon. Se contempla que dichos soportes sélidos porosos descritos en este docu-
mento estén preferiblemente en forma de ldminas de un espesor de aproximadamente 0,01 a 0,5 mm, preferiblemente
de aproximadamente 0,1 mm. El tamafio de poro puede variar dentro de amplios limites y preferiblemente es de apro-
ximadamente 0,025 a 15 micrometros, especialmente de aproximadamente 0,15 a 15 micrémetros. La superficie de
dichos soportes puede activarse por procesos quimicos que causan un enlace covalente del antigeno o anticuerpo al so-
porte. La unién irreversible al antigeno o anticuerpo se obtiene, sin embargo, en general, por adsorcién sobre el material
poroso mediante fuerzas hidréfobas que se conocen poco. Se conocen en la técnica otros soportes sélidos adecuados.

Reactivos

La presente invencién proporciona reactivos tales como secuencias polinucleotidicas derivadas de un tejido de
mama de interés y designadas como BS322, polipéptidos codificados por las mismas y anticuerpos especificos para
estos polipéptidos. La presente invencidn también proporciona reactivos tales como fragmentos oligonucleotidicos
derivados de los polinucledtidos descritos y secuencias de dcido nucleico complementarias a estos polinucledtidos.
Los polinucleétidos, polipéptidos o anticuerpos de la presente invencidn pueden usarse para proporcionar informacién
que lleve a la deteccion, diagndstico, determinacidon de fase, control, prondstico, formacién de imdgenes in vivo,
prevencién o tratamiento de, o determinacién de la predisposicion a enfermedades y afecciones de la mama, tales
como cancer de mama. Las secuencias descritas en este documento representan polinucleétidos tnicos que pueden
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usarse en ensayos o para producir un perfil especifico de actividad de transcripciéon de genes. Dichos ensayos se
describen en la Patente Europea Niimero 0373203B1 y la Publicacién Internacional N° WO 95/11995.

Pueden usarse polinucledtidos derivados de BS322 seleccionados en los métodos descritos en este documento
para la deteccion de expresion génica normal o alterada. Dichos métodos pueden emplear polinucledtidos u oligo-
nucleétidos de BS322, fragmentos o derivados de los mismos o secuencias de dcido nucleico complementarias a los
mismos.

Los polinucledtidos descritos en este documento, sus secuencias complementarias o fragmentos de cualquiera
pueden usarse en ensayos para detectar, amplificar o cuantificar genes, dcidos nucleicos, ADNc o ARNm relacionados
con enfermedad de tejido mamario y afecciones asociadas con los mismos. También pueden usarse para identificar
una regién codificante completa o parcial de un polipéptido BS322. Pueden proporcionarse ademds en recipientes
individuales en forma de kits de ensayo o proporcionarse como composiciones individuales. Si se proporcionan en un
kit de ensayo, pueden incluirse otros reactivos adecuados tales como tampones, conjugados y similares.

El polinucleétido puede estar en forma de ARN o ADN. Se incluyen en el alcance de la presente invencién polinu-
cledtidos en forma de ADN, ADNc, ADN gendémico, andlogos de dcidos nucleicos y ADN sintético. E1 ADN puede ser
bicatenario o monocatenario y, si es monocatenario, puede ser la cadena codificante (sentido) o cadena no codificante
(antisentido). La secuencia codificante que codifica el polipéptido puede ser idéntica a la secuencia codificante propor-
cionada en este documento o puede ser una secuencia codificante diferente cuya secuencia codificante, como resultado
de la redundancia o degeneracién del cédigo genético codifica el mismo polipéptido que el ADN proporcionado en
este documento.

Este polinucledtido puede incluir sélo la secuencia codificante para el polipéptido o la secuencia codificante para
el polipéptido y una secuencia codificante adicional tal como una secuencia lider o secretora o una secuencia de pro-
proteina, o la secuencia codificante del polipéptido (y opcionalmente una secuencia codificante adicional) y secuencia
no codificante, tal como una secuencia no codificante 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante del polipéptido.

Ademds, la secuencia codificante del polipéptido puede fusionarse en la misma fase de lectura con una secuencia
polinucleotidica que ayude a la expresion y secrecién de un polipéptido a partir de una célula huésped, por ejemplo,
una secuencia lider que funcione como secuencia secretora para controlar el transporte de un polipéptido desde la
célula. El polipéptido que tiene una secuencia lider es una preproteina y puede tener la secuencia lider escindida por
la célula huésped para formar el polipéptido. Los polinucledtidos también pueden codificar una preproteina que es la
protefna mds restos aminoacidicos 5’ adicionales. Una proteina que tiene una prosecuencia es una proteina y puede,
en algunos casos, ser una forma inactiva de la proteina. Una vez que se escinde la prosecuencia, queda una proteina
activa. Por lo tanto, el polinucleétido de la presente invencion puede codificar una proteina, o una proteina que tiene
un prosecuencia, o una proteina que tiene tanto una presecuencia (secuencia lider) como una prosecuencia.

Los polinucleétidos de la presente invencién también pueden tener la secuencia codificante fusionada en una fase
de lectura con una secuencia marcadora que permita la purificacién del polipéptido de la presente invencién. La
secuencia marcadora puede ser una etiqueta de hexahistidina suministrada por un vector pQE-9 para proporcionar la
purificacién del polipéptido fusionado con el marcador en el caso de un huésped bacteriano, por ejemplo, la secuencia
marcadora puede ser una etiqueta de hemaglutinina (HA) cuando se usa un huésped de mamifero, por ejemplo, una
linea celular COS-7. La etiqueta HA corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de influenza.
Véase, por ejemplo, I. Wilson et al., Cell 37: 767 (1984).

Se contempla que se considerara que los polinucleétidos hibridan con las secuencias proporcionadas en este docu-
mento si existe una identidad de al menos el 50%, preferiblemente de al menos el 70% y mas preferiblemente de al
menos el 90% entre el polinucledtido y la secuencia.

El grado de identidad de secuencia entre dos moléculas de acido nucleico afecta enormemente la eficacia e intensi-
dad de acontecimientos de hibridacion entre dichas moléculas. Una secuencia de dcido nucleico parcialmente idéntica
es una que inhibird al menos parcialmente la hibridacién de una secuencia completamente idéntica con una molécula
diana. La inhibicién de la hibridacién de la secuencia completamente idéntica puede evaluarse usando ensayos de
hibridacién que son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, transferencia de Southern, transferencia de Northern,
hibridacién en solucidn, hibridacidn in situ o similares, véase Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual, Segunda Edicién, (1989) Cold Spring Harbor, N.Y.). Dichos ensayos pueden realizarse usando grados variables
de selectividad, por ejemplo, usando condiciones variables de rigurosidad reducida a elevada. Si se emplean condicio-
nes de baja rigurosidad, la ausencia de unién inespecifica puede evaluarse usando una sonda secundaria que incluso
carece de un grado de identidad de secuencia parcial (por ejemplo, una sonda que tiene una identidad de secuencia
de menos de aproximadamente el 30% con la molécula diana) de modo que en ausencia de acontecimientos de unién
inespecifica, la sonda secundaria no hibridar4 con la diana.

Cuando se utiliza un sistema de deteccidn basado en hibridacion, se selecciona una sonda de 4cido nucleico que es
complementaria a una secuencia de dcido nucleico diana y, después, por seleccién de condiciones apropiadas la sonda
y la secuencia diana “hibridan selectivamente” o se unen entre si para formar una molécula hibrida. En una realizacién
de la presente invencién, una molécula de 4cido nucleico es capaz de hibridar selectivamente con una secuencia diana
en condiciones de hibridacién moderadamente rigurosas. En el contexto de la presente invencion, las condiciones de
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hibridacién moderadamente rigurosas permiten la deteccién de una secuencia de dcido nucleico diana de al menos 14
nucledétidos de longitud que tiene una identidad secuencia de al menos aproximadamente el 70% con la secuencia de
la sonda de acido nucleico seleccionada. En otra realizacion, dicha hibridacion selectiva se realiza en condiciones de
hibridacion rigurosas. Las condiciones de hibridacion rigurosas permiten la deteccién de secuencias de dcido nucleico
diana de al menos 14 nucleétidos de longitud que tienen una identidad de secuencia superior al 90% con la secuencia
de la sonda de 4dcido nucleico seleccionada. Las condiciones de hibridacién utiles para la hibridacién de sonda/diana
en las que la sonda y la diana tienen un grado especifico de identidad de secuencia pueden determinarse como se
conoce en la técnica (véase, por ejemplo, Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach, editores B. D. Hames
y S. J. Higgins, (1985) Oxford; Washington, DC; IRL Press). Pueden formarse moléculas hibridas, por ejemplo, en
un soporte sélido, en solucién o en secciones tisulares. La formacién de hibridos puede controlarse por inclusién de
una molécula indicadora, tipicamente en la sonda. Dichas moléculas indicadoras o elementos detectables incluyen,
pero sin limitacion, elementos radiactivos, marcadores fluorescentes y moléculas a las que puede unirse un ligando
conjugado con una enzima.

Con respecto a las condiciones de rigurosidad para la hibridacién, se sabe bien en la técnica que pueden emplear-
se numerosas condiciones equivalentes para establecer una rigurosidad particular variando, por ejemplo, los factores
siguientes: la longitud y naturaleza de secuencias de sonda y diana, la composicién de bases de las diversas secuen-
cias, concentraciones de sales y otros componentes de solucién de hibridacidn, la presencia o ausencia de agentes
bloqueantes en las soluciones de hibridacién (por ejemplo, formamida, sulfato de dextrano y polietilenglicol), la tem-
peratura de reaccién de hibridacién y parametros temporales asi como condiciones de lavado variables. La seleccién
de un conjunto de condiciones de hibridacidn particulares estd bien dentro de las habilidades del experto habitual en
la materia (véase, por ejemplo, Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién, (1989)
Cold Spring Harbor, N. Y.).

La presente invencién también proporciona un anticuerpo producido por el uso de un polipéptido BS322 purificado
del que al menos una porcién del polipéptido estd codificada por un polinucleétido de BS322 seleccionado de los
polinucleétidos proporcionados en este documento. Estos anticuerpos pueden usarse en los métodos proporcionados
en este documento para la deteccién de antigeno BS322 en muestras de ensayo. La presencia de antigeno BS322 en las
muestras de ensayo es indicativa de la presencia de una enfermedad o afecciéon de mama. El anticuerpo también puede
usarse para fines terapéuticos, por ejemplo, en la neutralizacion de la actividad de polipéptido BS322 en afecciones
asociadas con una expresion alterada o anormal.

La presente descripcién se refiere ademds a un polipéptido BS322 que tiene la secuencia de aminoécidos dedu-
cida como se proporciona en este documento, asi como fragmentos, andlogos y derivados de dicho polipéptido. El
polipéptido de la presente invencion puede ser un polipéptido recombinante, un polipéptido purificado natural o un
polipéptido sintético. El fragmento, derivado o andlogo del polipéptido BS322 puede ser uno en el que uno o mas de
los restos aminoacidicos se sustituya con un resto aminoacidico conservado o no conservado (preferiblemente un resto
aminoacidico conservado) y dicho resto aminoacidico sustituido puede o no ser uno codificado por el cédigo genético;
o puede ser uno en el que uno o més de los restos aminoacidicos incluye un grupo sustituyente; o puede ser uno en el
que el polipéptido se fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto para aumentar la semivida del polipéptido
(por ejemplo, polietilenglicol) o puede ser uno en el que los aminodcidos adicionales se fusionen con el polipéptido,
tal como una secuencia lider o secretora, una secuencia que se emplea para la purificacién del polipéptido o una se-
cuencia de proproteina. Dichos fragmentos, derivados y andlogos estdn dentro del alcance de la presente invencion.
Los polipéptidos y polinucleétidos de la presente invencién se proporcionan preferiblemente en una forma aislada y
preferiblemente purificada.

Por lo tanto, un polipéptido puede tener una secuencia de aminodcidos que sea idéntica a la del polipéptido de
origen natural o que sea diferente por variaciones minoritarias debido a una o mds sustituciones de aminodacidos. La
variacion puede ser un “cambio conservativo”, tipicamente en el intervalo de aproximadamente 1 a 5 aminodcidos,
en el que el aminodcido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares, por ejemplo, sustitucién de
leucina con isoleucina o de treonina con serina. Por el contrario, las variaciones pueden incluir cambios no conservati-
vos, por ejemplo, sustitucién de una glicina con un triptéfano. Las variaciones minoritarias similares también pueden
incluir deleciones o inserciones de aminodcidos, o ambas. Pueden encontrarse orientaciones para determinar cudles
y cémo pueden sustituirse, insertarse o delecionarse muchos restos aminoacidicos sin cambiar la actividad bioldgica
o inmunolégica usando programas informéticos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, el programa informatico
DNASTAR (DNASTAR Inc., Madison WI).

Pueden usarse sondas construidas de acuerdo con las secuencias polinucleotidicas de la presente invencion en diver-
sos métodos de ensayo para proporcionar diversos tipos de andlisis. Por ejemplo, dichas sondas pueden usarse en tecno-
logfa de hibridacién in situ fluorescente (FISH) para realizar andlisis cromosémico y usarse para identificar alteracio-
nes estructurales especificas de cancer en los cromosomas, tales como deleciones o translocaciones que sean visibles a
partir de extensiones de cromosomas o detectables usando sondas oligonucleotidicas especificas de alelo y/o generadas
por PCR, amplificacién especifica de alelo o por secuenciacion directa. También pueden marcarse sondas con radioisé-
topos, haptenos directa o indirectamente detectables o moléculas fluorescentes y utilizarse para estudios de hibridacién
in situ para evaluar la expresion de ARNm del gen que comprende el polinucleétido en muestras de tejido o células.

Esta invencidn también proporciona contenidos en lo que se refiere a la produccién de los polinucleétidos y poli-
péptidos proporcionados en este documento.
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Ensayos de Sondas

Las secuencias proporcionadas en este documento pueden usarse para producir sondas que pueden usarse en en-
sayos para la deteccion de dcidos nucleicos en muestras de ensayo. Las sondas pueden disefiarse a partir de regiones
de nucledétidos conservadas de los polinucledtidos de interés o a partir de regiones de nucleétidos no conservadas del
polinucleétido de interés. El disefio de dichas sondas para su optimizacién en ensayos estd dentro de las habilidades
del experto habitual en la materia. Generalmente, se desarrollan sondas de dcido nucleico a partir de regiones tnicas
o no conservadas cuando se desea una especificidad maxima, y se desarrollan sondas de 4cido nucleico a partir de re-
giones conservadas cuando se ensayan para determinar regiones de nucleétidos que estin estrechamente relacionadas
con, por ejemplo, diferentes miembros de una familia de multiples genes o en especies relacionadas como ratén y ser
humano.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica para amplificar una secuencia de dcido nucleico de-
seada (diana) contenida en un 4cido nucleico o una mezcla de los mismos. En la PCR, se emplean un par de cebadores
en exceso para hibridar con las cadenas complementarias del 4dcido nucleico diana. Los cebadores se extienden cada
uno por una polimerasa usando el dcido nucleico diana como molde. Los productos de extensién se vuelven secuen-
cias diana por si mismos, después de la disociacién de la cadena diana original. Después, hibridan nuevos cebadores
y se extienden por una polimerasa, y el ciclo se repite para aumentar geométricamente el nimero de moléculas de
secuencia diana. La PCR se describe en las Patentes de Estados Unidos 4.683.195 y 4.683.202.

La Reaccion en Cadena de la Ligasa (LCR) es un método alternativo para la amplificacién de 4cido nucleico. En
la LCR, se usan pares de sondas que incluyen dos sondas primarias (primera y segunda) y dos secundarias (tercera y
cuarta), empledndose todas en exceso molar respecto a la diana. La primera sonda hibrida con un primer segmento de
la cadena diana y la segunda sonda hibrida con un segundo segmento de la cadena diana, estando el primer y segundo
segmentos contiguos de modo que las sondas primarias estdn contiguas entre si en una relacién 5’ fosfato-3’ hidroxilo,
y de modo que una ligasa puede fusionar o ligar covalentemente las dos sondas en un producto fusionado. Ademas,
una tercera sonda (secundaria) puede hibridar con una porcién de la primera sonda y una cuarta sonda (secundaria)
puede hibridar con una porcién de la segunda sonda de una forma colindante similar. Por supuesto, si la diana es
inicialmente bicatenaria, las sondas secundarias también hibridardn con la complementaria de la diana en el primer
caso. Una vez que la cadena ligada de sondas primarias se separa de la cadena diana, hibridara con la tercera y cuarta
sondas que pueden ligarse para formar un producto ligado secundario complementario. Es importante darse cuenta de
que los productos ligados son funcionalmente equivalentes a la diana o a su complementaria. Por ciclos repetidos de
hibridacién y ligacién, se consigue la amplificacion de la secuencia diana. Esta técnica se describe mas completamente
en el documento EP-A- 320 308 de K. Backman publicado el 16 de junio de 1989 y el documento EP-A-439 182 de
K. Backman et al., publicado el 31 de julio de 1991.

Para la amplificacién de ARNm, se incluye en el alcance de la presente invencion realizar una transcripcién inversa
de ARNm en ARNc, seguida de reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR); o usar una sola enzima para ambas
etapas como se describe en la patente de Estados Unidos N° 5.322.770; o realizar una transcripcion inversa de ARNm
en ADNCc seguida de reaccion en cadena de la ligasa con huecos asimétricos (RT-AGLCR) como se describe por R. L.
Marshall et al., PCR Methods and Applications 4: 80-84 (1994).

Otros métodos de amplificacidon conocidos que pueden utilizarse en este documento incluyen, pero sin limitacion,
la denomina técnica “NASBA” o “3SR” descrita por J. C. Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878
(1990) y también descrita por J. Compton, Nature 350 (N° 6313): 91 -92 (1991); la amplificacién de Q-beta como
se describe en la Solicitud de Patente Europea publicada (EPA) N° 4544610; la amplificacién por desplazamiento de
cadena (como se describe en G. T. Walker et al., Clin. Chem. 42: 9-13 [1996]) y la Solicitud de Patente Europea N°
684315; y la amplificacién mediada por diana como se describe en la Publicacién Internacional N° WO 93/22461.

La deteccion de BS322 puede conseguirse usando cualquier método de deteccion adecuado incluyendo los métodos
de deteccidn que se conocen actualmente en la técnica, asi como estrategias de deteccién que puedan desarrollarse
después. Véase, por ejemplo, Caskey et al., Patente de Estados Unidos N° 5.582.989, Gelfand et al., Patente de Estados
Unidos N° 5.210.015. Los ejemplos de dichos métodos de deteccion incluyen métodos de amplificacién de diana,
asi como tecnologias de amplificacién de sefial. Un ejemplo de métodos de deteccion conocidos en la actualidad
incluirfa las tecnologias de amplificacién de 4cido nucleico denominadas PCR, LCR, NASBA, SDA, RCR y TMA.
Véase, por ejemplo, Caskey et al., Patente de Estados Unidos N° 5.582.989, Gelfand et al., Patente de Estados Unidos
N° 5.210.015. La deteccion también pueden conseguirse usando una amplificacién de sefial tal como la descrita en
Snitman et al., Patente de Estados Unidos N°® 5.273.882. Aunque en la actualidad se prefiere la amplificacion de diana
o sefial, se contempla y se incluye en el alcance de la presente invenciéon que puedan utilizarse en este documento
métodos de deteccion ultrasensibles que no requieran amplificacion.

La deteccion, tanto amplificada como no amplificada, puede realizarse usando una diversidad de formatos de
deteccion heterogéneos y homogéneos. Se describen ejemplos de formatos de deteccion heterogéneos en Snitman et
al., Patente de Estados Unidos N° 5.273.882, Albarella et al., en el documento EP-84114441.9, Urdea et al., Patente
de Estados Unidos N° 5.124.246, Ullman et al. Patente de Estados Unidos N° 5.185.243 y Kourilsky et al., Patente de
Estados Unidos N° 4.581.333. Se describen ejemplos de formatos de deteccion homogéneos en Caskey et al., Patente
de Estados Unidos N° 5.582.989, Gelfand et al., Patente de Estados Unidos N° 5.210.015. También se contemplan y
se incluyen en el alcance de la presente invencién el uso de multiples sondas en el ensayo de hibridacién, mejorando
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dicho uso la sensibilidad y amplificacion de la sefial de BS322. Véase, por ejemplo, Caskey et al., Patente de Estados
Unidos N° 5.582.989, Gelfand et al., Patente de Estados Unidos N° 5.210.015.

En una realizacidn, la presente invencién comprende generalmente las etapas de poner en contacto una muestra
de ensayo sospechosa de contener una secuencia polinucleotidica diana con reactivos de reaccién de amplificacién
que comprenden un cebador de amplificacién y una sonda de deteccion que puede hibridar con una regién interna
de las secuencias del amplicén. Las sondas y cebadores empleados de acuerdo con el método proporcionado en este
documento se marcan con marcadores de captura y deteccidn, donde las sondas se marcan con un tipo de marcador y
los cebadores se marcan con otro tipo de marcador. Ademds, los cebadores y sondas se seleccionan de modo que la se-
cuencia de sonda tenga una temperatura de fusion inferior a las secuencias de cebador. Los reactivos de amplificacion,
reactivos de deteccion y la muestra de ensayo se ponen en condiciones de amplificacion por las que, en presencia de
secuencia diana, se producen copias de la secuencia diana (un amplicén). En el caso habitual, el amplicén es bicate-
nario porque se proporcionan cebadores para amplificar una secuencia diana y su cadena complementaria. Después, el
amplicén bicatenenario se desnaturaliza térmicamente para producir miembros de amplicén monocatenarios. Tras la
formacién de los miembros de amplicén monocatenarios, la mezcla se enfria para permitir la formacién de complejos
entre las sondas y los miembros de amplicén monocatenarios.

A medida que se enfrian las secuencias de amplicon monocatenarias y las secuencias de sonda, las secuencias de
sonda se unen de forma preferente a los miembros de amplicon monocatenarios. Este descubrimiento es contraintui-
tivo dado que las secuencias de sonda se seleccionan generalmente para que sean mds cortas que las secuencias de
cebadores y, por lo tanto, tengan una temperatura de fusién inferior a los cebadores. Por consiguiente, la temperatura
de fusién del amplicén producido por los cebadores también deberia tener una temperatura de fusién superior a las
sondas. Por lo tanto, a medida que se enfria la mezcla, se esperaria la formacién de nuevo del amplicén de bicatenario.
Sin embargo, como se ha indicado previamente, este no es el caso. Se encuentra que las sondas se unen preferentemen-
te a los miembros de amplicén monocatenarios. Ademads, esta preferencia de unién de sonda/amplicén monocatenario
existe incluso cuando las secuencias cebadoras se afladen en exceso sobre las sondas.

Después de que se formen los hibridos de sonda/miembro de amplicén monocatenario, se detectan. Son adecuados
formatos de ensayo heterogéneos convencionales para detectar los hibridos usando los marcadores de deteccién y
marcadores de captura presentes en los cebadores y sondas. Los hibridos pueden unirse a un reactivo de fase sélida en
virtud del marcador de captura y detectarse en virtud del marcador de deteccién. En los casos en los que el marcador
de deteccion es directamente detectable, la presencia de los hibridos en la fase sdlida puede detectarse provocando
que el marcador produzca una sefial detectable, si es necesario, y detectando la sefial. En los casos en los que el
marcador no es detectable directamente, los hibridos capturados pueden ponerse en contacto con un conjugado, que
generalmente comprende un miembro de unién unido a un marcador detectable directamente. El conjugado se une a
los complejos y la presencia del conjugado en los complejos puede detectarse con el marcador detectable directamente.
Por lo tanto, puede determinarse la presencia de los hibridos en el reactivo de fase solida. Los expertos en la materia
reconoceran que pueden emplearse etapas de lavado para eliminar por lavado el amplicén o sonda sin hibridar, asi
como el conjugado no unido.

En una realizacion, los ensayos heterogéneos pueden realizarse convenientemente usando un soporte de fase sélida
que lleve una matriz de moléculas de 4cido nucleico. Dichas matrices son ttiles para formatos de ensayo multiple y/o
de alto rendimiento. Se conocen en general en la técnica diversos métodos para formar dichas matrices a partir de
moléculas de 4cido nucleico preformadas o métodos para generar la matriz usando técnicas de sintesis in situ. (Véase,
por ejemplo, Dattagupta, et al., Publicacion EP N° 0 234, 726A3; Southern, Patente de Estados Unidos N° 5.700.637;
Pirrung, et al., Patente de Estados Unidos N° 5.143.854; Publicacién Internacional PCT N° WO 92/10092; y Fodor, et
al., Science 251: 767-777 (1991)).

Aunque la secuencia diana se describe como monocatenaria, también se contempla incluir el caso en el que la
secuencia diana es en realidad bicatenaria pero simplemente se separa de su complementaria antes de la hibridacién
con las secuencias de cebadores de amplificacion. En el caso en el que se emplea PCR en este método, habitualmente
se conocen los extremos de las secuencias diana. En los casos en los que se emplea LCR o una modificacion de la
misma en el método preferido, habitualmente se conoce la secuencia diana completa. Tipicamente, la secuencia diana
es una secuencia de dcido nucleico tal como, por ejemplo, ARN o ADN.

El método proporcionado en este documento puede usarse en reacciones de amplificacidon bien conocidas que in-
cluyen mezclas de reaccién de termociclado, particularmente en PCR y LCR con huecos (GLCR). Las reacciones de
amplificacién emplean tipicamente cebadores para generar de forma repetida copias de una secuencia de 4cido nuclei-
co diana, siendo dicha secuencia diana habitualmente una regién pequefia de una secuencia de 4cido nucleico de mucho
mayor tamafio. Los cebadores son por si mismos secuencias de 4cido nucleico que son complementarias a regiones
de una secuencia diana. En condiciones de amplificacidn, estos cebadores hibridan o se unen a las regiones comple-
mentarias de la secuencia diana. Tipicamente, se generan copias de la secuencia diana por los procesos de extensién
de cebadores y/o ligacién que utilizan enzimas con actividad polimerasa o ligasa, por separado o en combinacién para
afiadir nucleétidos a los cebadores hibridados y/o ligar pares de sondas adyacentes. Los nucleétidos que se afiaden
a los cebadores o sondas como mondmeros u oligdmeros preformados también son complementarios a la secuencia
diana. Una vez que los cebadores o sondas se han extendido y/o ligado lo suficiente se separan de la secuencia diana,
por ejemplo, por calentamiento de la mezcla de reaccién a una “temperatura de fusién”, que es una a la que se disocian
cadenas de 4cido nucleico complementarias. Por lo tanto, se forma una secuencia complementaria a la secuencia diana.
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Después puede tener lugar un nuevo ciclo de amplificacién para amplificar adicionalmente el nimero de secuencias
diana separando cualquier secuencia bicatenaria, permitiendo que los cebadores o sondas hibriden con sus dianas
respectivas, extendiendo y/o ligando los cebadores o sondas hibridados y volviendo a separarlos. Las secuencias
complementarias que se generan por ciclos de amplificacién pueden servir como moldes para la extension de cebadores
o rellenar el hueco de dos sondas para amplificar adicionalmente el niimero de secuencias diana. Tipicamente, una
mezcla de reaccién se somete a ciclos entre 20 y 100 veces, mds tipicamente una mezcla de reaccién se somete a
ciclos entre 25 y 50 veces. Los nimeros de ciclos pueden determinarse por el experto habitual. De esta forma, se
producen mudltiples copias de la secuencia diana y su secuencia complementaria. Por lo tanto, los cebadores inician la
amplificacion de la secuencia diana cuando estd presente en condiciones de amplificacion.

Generalmente, se emplean dos cebadores que son complementarios a una porcién de una cadena diana y su com-
plementaria en la PCR. Para la LCR, se emplean generalmente cuatro sondas, dos de las cuales son complementarias
a una secuencia diana y dos de las cuales son complementarias de forma similar a la complementaria de la diana.
Ademais de los conjuntos de cebadores y enzimas mencionados previamente, una mezcla de reaccién de amplificacién
de 4cido nucleico también puede comprender otros reactivos que son bien conocidos e incluyen, pero sin limita-
cion: cofactores enzimdticos tales como manganeso; magnesio; sales; dinucleétidos de nicotinamida adenina (NAD);
y desoxinucledtidos trifosfato (ANTP) tales como, por ejemplo, desoxiadenina trifosfato, desoxiguanina trifosfato,
desoxicitosina trifosfato y desoxitimina trifosfato.

Aunque los cebadores de amplificacion inician la amplificacién de la secuencia diana, la sonda de deteccién (o
hibridacién) no estd implicada en la amplificacién. Las sondas de deteccion son generalmente secuencias de acido
nucleico o andlogos de acido nucleico sin carga tales como, por ejemplo, dcidos peptidonucleicos que se describen en
la Publicacién Internacional N° WO 92/20702; andlogos morfolino que se describen en las Patentes de Estados Unidos
N° 5.185.444, 5.034.506 y 5.142.047; y similares. Dependiendo del tipo de marcador que lleve la sonda, la sonda se
emplea para capturar o detectar el amplicén generado por la reaccién de amplificacion. La sonda no estd implicada en
la amplificacion de la secuencia diana y por lo tanto puede ser necesario volverla “no extensible” en el sentido de que
no puedan afiadirse dNTP adicionales a la sonda. Habitualmente los andlogos por si mismos no son extensibles y las
sondas de 4cido nucleico pueden volverse no extensibles por modificacion del extremo 3’ de la sonda de modo que el
grupo hidroxilo ya no pueda participar en la elongacién. Por ejemplo, el extremo 3’ de la sonda puede funcionalizarse
con el marcador de captura o de deteccion para ocupar de este modo o bloquear de otro modo el grupo hidroxilo.
Como alternativa, el grupo 3’ hidroxilo simplemente puede escindirse, sustituirse o modificarse. El documento WO
94/24311 describe modificaciones que pueden usarse para volver a la sonda no extensible.

La proporcion de cebadores respecto a sondas no es importante. Por lo tanto, las sondas o los cebadores pueden
afladirse a la mezcla de reaccion en exceso, por lo que la concentracién de unos seria superior a la concentracién de
los otros. Como alternativa, pueden emplearse cebadores y sondas en concentraciones equivalentes. Preferiblemente,
sin embargo, los cebadores se afiaden a la mezcla de reaccidn en exceso sobre las sondas. Por lo tanto, se prefieren
proporciones de cebador respecto a sonda de, por ejemplo, 5:1 y 20:1.

Aunque la longitud de los cebadores y sondas puede variar, las secuencias de sonda se seleccionan de modo que
tengan una temperatura de fusion inferior a las secuencias de cebadores. Por lo tanto, las secuencias de cebadores son
generalmente mds largas que las secuencias de sondas. Tipicamente, las secuencias de cebadores estdn en el intervalo
de entre 20 y 50 nucledtidos de longitud, mds tipicamente en el intervalo de entre 20 y 30 nucleétidos de longitud. La
sonda tipica estd en el intervalo de entre 10 y 25 nucleétidos de longitud.

Son bien conocidos en la técnica diversos métodos para sintetizar cebadores y sondas. De forma similar, también
se conocen bien en la técnica métodos para unir marcadores a cebadores o sondas. Por ejemplo, es una cuestion de
rutina sintetizar los cebadores o sondas de acido nucleico deseados usando quimica de fosforamidita de nucle6tidos
convencional e instrumentos disponibles en Applied Biosystems, Inc., (Foster City, CA), DuPont (Wilmington. DE)
o Milligen (Bedford MA). Se han descrito muchos métodos para marcar oligonucleé6tidos tales como los cebadores
o sondas de la presente invencion. Tanto Enzo Biochemical (Nueva York, NY) como Clontech (Palo Alto, CA) han
descrito y comercializado técnicas de marcaje de sondas. Por ejemplo, una amina primara puede unirse a un extremo
terminal de oligo 3’ usando 3’-Amine-ON CPG™ (Clontech, Palo Alta, CA). De forma similar, una amina primaria
puede unirse a un extremo terminal oligo 5° usando Aminomodifier II® (Clontech). Las aminas pueden reaccionar con
diversos haptenos usando quimica de activacién y enlace convencional.

Ademads, las publicaciones Internacionales N° WO 92/10505, publicada el 25 de junio de 1992, y WO 92/11388,
publicada el 9 de julio de 1992, ensefian métodos para marcar sondas en sus extremos 5’ y 3’, respectivamente. De
acuerdo con un método conocido para marcar un oligonucleétido, se prepara un reactivo de fosforamidita marcador
y se usa para afiadir el marcador al oligonucleétido durante su sintesis. Véase, por ejemplo, N. T. Thuong et al., Tet.
Letters 29 (46): 5905-5908 (1988); o J. S. Cohen et al., Solicitud de Patente de Estados Unidos publicada 07/246.688
(NTIS ORDEN N° PAT-APPL-7-246.688) (1989). Preferiblemente, las sondas se marcan en sus extremos 3’y 5°.

Un marcador de captura se une a los cebadores o sondas y puede ser un miembro de unién especifica que forme
un par de unién con el miembro de unién especifica del reactivo de fase sélida. Se entendera que el propio cebador o
sonda puede servir como marcador de captura. Por ejemplo, en el caso en el que un miembro de unién de reactivo de
fase sélida es una secuencia de dcido nucleico, puede seleccionarse de modo que se una a una porcién complementaria
del cebador o sonda para inmovilizar de este modo el cebador o sonda en la fase sélida. En los casos en los que la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2343 103 T3

propia sonda sirve como el miembro de unidn, los especialistas en la técnica reconocerdn que la sonda contendra
una secuencia o “cola” que no es complementaria a los miembros de amplicén monocatenarios. En el caso en el que
el propio cebador sirve como marcador de captura, al menos una porcién del cebador estard libre para hibridar con
un 4cido nucleico en una fase sélida ya que la sonda se selecciona para que no sea totalmente complementaria a la
secuencia de cebador.

Generalmente, pueden detectarse complejos de sonda/miembro amplicon monocatenario usando técnicas emplea-
das comiinmente para realizar inmunoensayos heterogéneos. Preferiblemente, en esta realizacion, la deteccidn se rea-
liza de acuerdo con los protocolos usados por la instrumentacién Abbott LCx® disponible en el mercado (Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL). Los cebadores y sondas descritos en este documento son ttiles en ensayos de PCR
tipicos, en los que la muestra de ensayo se pone en contacto con un par de cebadores, se realiza la amplificacion, se
afiade la sonda de hibridacién y se realiza la deteccién.

Otro método proporcionado por la presente invencién comprende poner en contacto una muestra de ensayo con una
pluralidad de polinucleétidos, en el que al menos un polinucleétido es una molécula BS322 como se describe en este
documento, hibridar la muestra de ensayo con la pluralidad de polinucleétidos y detectar complejos de hibridacion.
Se identifican complejos de hibridacién y se cuantifican para recopilar un perfil que sea indicativo de enfermedad
de tejido mamario, tal como cancer de mama. Las secuencias de ARN expresado pueden detectarse adicionalmente
por transcripcién inversa y amplificacion del producto de ADN por procedimientos bien conocidos en la técnica,
incluyendo reaccién en cadena a la polimerasa (PCR).

Exploracion de Fdarmacos y Terapia Génica

Pueden usarse métodos de terapia génica para la introduccion de moléculas derivadas de BS322 antisentido, tales
como polinucleétidos u oligonucleétidos de la presente invencidén en pacientes con afecciones asociadas con una
expresion anormal de polinucledtidos relacionados con una enfermedad o afeccion de tejido mamario, especialmente
cancer de mama. Estas moléculas, que incluyen fragmentos de ARN y ADN antisentido y ribozimas, estdn disefiadas
para inhibir la traduccién de ARNm de BS322 y pueden usarse terapéuticamente en el tratamiento de afecciones
asociadas con una expresion alterada o anormal de polinucleétido de BS322.

Como alternativa, los oligonucleétidos descritos anteriormente pueden administrarse a células por procedimientos
conocidos en la técnica de modo que el ARN o ADN antisentido pueden expresarse in vivo para inhibir la produccién
de un polipéptido BS322 de la forma descrita anteriormente. Por lo tanto, las construcciones antisentido contra un
polinucledtido de BS322 revierten la accién de transcritos de BS322 y pueden usarse para tratar afecciones patologicas
de tejido mamario tales como cdncer de mama. Estas construcciones antisentido también pueden usarse para tratar
metastasis tumorales.

Un método de exploracién de una pluralidad de compuestos para la unién especifica a un polipéptido o polipéptidos
BS322, o cualquier fragmento del mismo, para identificar al menos un compuesto que se una especificamente al
polipéptido BS322; comprende las etapas de proporcionar al menos un compuesto; combinar el polipéptido BS322
con cada compuesto en condiciones adecuadas durante un tiempo suficiente para permitir la unién; y detectar la unién
del polipéptido BS322 a cada compuesto.

El polipéptido o fragmento peptidico empleado en dicho ensayo puede estar libre en solucién, fijado a un sopor-
te sdlido, portado en una superficie celular o localizado intracelularmente. Un método de exploracién utiliza células
huésped eucariotas o procariotas que se transfectan de forma estable con dcidos nucleicos recombinantes que pueden
expresar el polipéptido o fragmento peptidico. Un fadrmaco, compuesto o cualquier otro agente puede explorarse con-
tra dichas células transfectadas en ensayos de unién competitiva. Por ejemplo, la formacién de complejos entre un
polipéptido y el agente que se estd ensayando puede medirse en células viables o fijadas.

Pueden usarse métodos de exploracion para farmacos, compuestos o cualquier otro agente para tratar enfermedades
asociadas con BS322. Estos métodos comprenden poner en contacto el agente con un polipéptido o fragmento del
mismo y ensayar para determinar la presencia de un complejo entre el agente y el polipéptido o para determinar
la presencia de un complejo entre el polipéptido y la célula. En ensayos de unién competitivos, el polipéptido esta
tipicamente marcado. Después de una incubacién adecuada, el polipéptido libre (sin formar complejos) o fragmento
del mismo se separa del presente en forma unida y la cantidad de marcador libre o que no forma complejos se usa
como medida de la capacidad del agente particular para unirse al polipéptido o para interferir con el complejo de
polipéptido/célula.

La presente invencion también incluye el uso de ensayos de exploracién competitiva en los que anticuerpos neu-
tralizantes capaces de unirse al polipéptido especificamente compiten con un agente de ensayo para la unién al poli-
péptido o fragmento del mismo. De esta forma, los anticuerpos pueden usarse para detectar la presencia de cualquier
polipéptido en la muestra de ensayo que comparta uno o mas determinantes antigénicos con un polipéptido BS322
como se proporciona en este documento.

Otra técnica para exploracidn proporciona una exploracion de alto rendimiento para compuestos que tienen una afi-
nidad de unién adecuada con al menos un polipéptido de BS322 descrito en este documento. En resumen, se sintetizan
grandes cantidades de diferentes compuestos de ensayo peptidicos pequefios en una fase sélida, tal como alfileres de
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plastico o alguna otra superficie. Los compuestos de ensayo peptidicos se hacen reaccionar con polipéptido y se lavan.
Los polipéptidos unidos de este modo a la fase sélida se detectan por métodos bien conocidos en la técnica. El poli-
péptido purificado también puede recubrirse directamente sobre placas para su uso en las técnicas de exploracion des-
critas en este documento. Ademds, pueden usarse anticuerpos no neutralizantes para capturar el polipéptido e inmovi-
lizarlo sobre el soporte s6lido. Véase, por ejemplo, el documento EP 84/03564, publicado el 13 de septiembre de 1984.

El objetivo del disefio racional de fairmacos es producir andlogos estructurales de polipéptidos de interés bioldgica-
mente activos o de las moléculas pequefias incluyendo agonistas, antagonistas o inhibidores con los que interaccionan.
Dichos andlogos estructurales pueden usarse para disefiar firmacos que sean formas estables o més activas del polipép-
tido o que aumenten o interfieran con la funcién de un polipéptido in vivo J. Hodgson, Bio/Technology 9: 19-21 (1991).

Por ejemplo, en una estrategia, la estructura tridimensional de un polipéptido o de un complejo inhibidor de po-
lipéptido se determina por cristalograffa de rayos x, por modelado por ordenador o, mds tipicamente, por una com-
binacién de las dos estrategias. Tanto la forma como las cargas del polipéptido deben determinarse para elucidar la
estructura y para determinar el sitio o sitios activos de la molécula. Menos frecuentemente, puede obtenerse informa-
cion 1til respecto a la estructura de un polipéptido por modelado basado en la estructura de proteinas homélogas. En
ambos casos, se usa la informacidn estructural pertinente para disefiar moléculas similares a polipéptidos andlogas o
para identificar inhibidores eficaces.

Los ejemplos ttiles de disefio racional de farmacos incluyen moléculas que tienen una actividad o estabilidad
mejorada como se muestra por S. Braxton et al., Biochemistry 31: 7796-7801 (1992), o que actian como inhibidores,
agonistas o antagonistas de péptidos nativos como se muestra por S. B. P. Athauda et al., ] Biochem. (Tokyo) 113 (6):
742-746 (1993).

También es posible aislar un anticuerpo especifico de diana seleccionado por un ensayo como se ha descrito an-
teriormente en este documento y después determinar su estructura cristalina. En principio, esta estrategia produce un
farmacoforo en el que puede basarse el disefio de farmaco posterior. Ademas, es posible evitar la cristalografia de
protefnas en su conjunto generando anticuerpos antiidiotipicos (“anti-id”) contra un anticuerpo funcional farmacol6-
gicamente activo. Como imagen especular de una imagen especular, el sitio de unién del anti-id es un andlogo del
receptor original. Después, el anti-id puede usarse para identificar y aislar péptidos de bancos de péptidos producidos
quimica o biolégicamente. Después, los péptidos aislados pueden actuar como el farmaco6foro (es decir, un prototipo
de farmaco farmacéutico).

Una cantidad suficiente de un polipéptido recombinante de la presente invencion puede hacerse disponible para rea-
lizar estudios analiticos tales como cristalografia de rayos X. Ademads, el conocimiento de la secuencia de aminoacidos
del polipéptido que puede derivarse de la secuencia de dcido nucleico proporcionada en este documento proporcionara
una orientacién a los que emplean técnicas de modelado por ordenador en lugar de, o ademds de, cristalografia de
rayos X.

Pueden usarse ademds anticuerpos especificos contra un polipéptido BS322 (por ejemplo, anticuerpos anti-BS322)
para inhibir la accién biolégica del polipéptido por unién al polipéptido. De esta forma, los anticuerpos pueden usarse
en terapia, por ejemplo, para tratar enfermedades de tejido mamario incluyendo cdncer de mama y sus metastasis.

Ademads, dichos anticuerpos pueden detectar la presencia o ausencia de un polipéptido BS322 en una muestra de
ensayo y, por lo tanto, son utiles como marcadores de diagndstico para el diagndstico de una enfermedad o afeccién
de tejido mamario, especialmente cancer de mama. Dichos anticuerpos también pueden funcionar como marcador de
diagnéstico para afecciones patoldgicas de tejido mamario tales como cédncer de mama.

Los antagonistas e inhibidores de los polipéptidos de la presente invencién son los que inhiben o eliminan la fun-
cion del polipéptido. Por lo tanto, por ejemplo, un antagonista puede unirse a un polipéptido de la presente invencién e
inhibir o eliminar su funcién. El antagonista, por ejemplo, podria ser un anticuerpo contra el polipéptido que elimine la
actividad de un polipéptido BS322 por unién a un polipéptido BS322, o en algunos casos el antagonista puede ser un
oligonucleétido. Los ejemplos de inhibidores moleculares pequefios incluyen, pero sin limitacién, péptidos pequefios
o moléculas similares a péptidos.

Los antagonistas e inhibidores pueden emplearse como una composicién con un vehiculo farmacéuticamente acep-
table incluyendo, pero sin limitacién, solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y
combinaciones de los mismos. La administracién de inhibidores de polipéptido BS322 es preferiblemente sistémica.
La presente invencién también proporciona un anticuerpo que inhibe la accién de dicho polipéptido.

Puede usarse tecnologia antisentido para reducir la expresién génica por formacion de triple hélice o ADN o ARN
antisentido, basdndose ambos métodos en la unién de un polinucleétido o ADN o ARN. Por ejemplo, la porcién
codificante 5° de la secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de la presente invencion se usa para disefiar
un oligonucledtido de ARN antisentido de 10 a 40 pares de bases de longitud. Se disefia un oligonucleétido de ADN
para que sea complementario a una regién del gen implicado en la transcripcion, evitando de este modo la transcripcién
y la produccién del polipéptido BS322. Para la triple hélice, véase, por ejemplo, Lee ef al., Nuc. Acids Res. 6: 3073
(1979); Cooney et al., Science 241: 456 (1988); y Dervan et al., Science 251: 1360 (1991). El oligonucledtido de ARN
antisentido hibrida con el ARNm in vivo y bloquea la traduccién de una molécula de ARNm en el polipéptido BS322.
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Para antisentido, véase, por ejemplo, Okano, J. Neurochem. 56: 560 (1991); y “Oligodeoxynucleotides as Antisense
Inhibitors of Gene Expression,” CRC Press, Boca Raton, Fla. (1988). Los oligonucleétidos antisentido actian con
mayor eficacia cuando se modifican para contener enlaces internucleotidicos artificiales que vuelvan a la molécula
resistente a la escision nucleolitica. Dichos enlaces internucleotidicos artificiales incluyen, pero sin limitacion, enlaces
internucleotidicos metilfosfonato, fosforotiolato y fosforoamidato.

Tecnologia Recombinante

La presente invencion proporciona células huésped y vectores de expresion que comprenden polinucledtidos de
BS322 de la presente invencién y métodos para la produccién del polipéptido o polipéptidos que codifican. Dichos
métodos comprenden cultivar las células huésped en condiciones adecuadas para la expresion del polinucledtido de
BS322 y recuperar el polipéptido BS322 a partir del cultivo celular.

La presente invencién también proporciona vectores que incluyen polinucleétidos de BS322 de la presente inven-
cién, células huésped que estdn modificadas genéticamente con vectores de la presente invencién y la produccién de
polipéptidos de la presente invencién por técnicas recombinantes.

Las células huésped estdn modificadas genéticamente (transfectadas, transducidas o transformadas) con los vecto-
res de esta invencion, que pueden ser vectores de clonacién o vectores de expresion. El vector puede estar en forma
de un plasmido, una particula viral, un fago, etc. Las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden cul-
tivarse en medios de nutrientes convencionales modificados segtin sea apropiado para activar promotores, seleccionar
células transfectadas o amplificar un gen o genes de BS322. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH
y similares son las usadas previamente con la célula huésped seleccionada para su expresion y serdn evidentes para el
experto normal en la técnica.

Los polinucleétidos de la presente invencion pueden emplearse para producir un polipéptido por técnicas recombi-
nantes. Por lo tanto, la secuencia polinucleotidica puede incluirse en uno cualquiera de una diversidad de vehiculos de
expresion, en particular, vectores o pldsmidos, para expresar un polipéptido. Dichos vectores incluyen secuencias de
ADN cromosémicas, no cromosémicas y sintéticas, por ejemplo, derivadas de SV40; plasmidos bacterianos; ADN de
fagos; plasmidos de levadura; vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, ADN viral tal como
vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar y pseudorrabia. Sin embargo, puede usarse cualquier otro plasmido o
vector siempre que sea replicable y viable en el huésped.

La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el vector mediante una diversidad de procedimientos. En
general, la secuencia de ADN se inserta en sitios de endonucleasa de restriccién apropiados por procedimientos co-
nocidos en la técnica. Dichos procedimientos y otros se consideran dentro del alcance de los expertos en la materia.
La secuencia de ADN del vector de expresion estd unida operativamente a una secuencia o secuencias de control de la
expresion apropiadas (promotor) para dirigir la sintesis de ARNm. Los ejemplos representativos de dichos promotores
incluyen, pero sin limitacién, el LTR o el promotor de SV40, el lac o trp de E. coli, el promotor P sub L de fago lambda
y otros promotores que se sabe que controlan la expresion de genes en células procariotas o eucariotas o sus virus. El
vector de expresion también contiene un sitio de union al ribosoma para el inicio de la traduccién y un terminador de
la transcripcién. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresion. Ademads, los vec-
tores de expresion contienen preferiblemente un gen para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de células
huésped transfectadas tales como dihidrofolato reductasa o resistencia a neomicina para cultivo de células eucariotas,
o tal como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.

El vector que contiene la secuencia de ADN apropiada como se ha descrito anteriormente en este documento,
asi como un promotor o secuencia de control apropiada, puede emplearse para transfectar un huésped apropiado
para permitir que el huésped exprese la proteina. Como ejemplos representativos de huéspedes apropiados pueden
mencionarse: células bacterianas tales como E. coli, Salmonella typhimurium; Streptomyces sp.; células fingicas, tales
como levaduras, células de insecto tales como Drosophila y Sf9; células animales tales como CHO, COS o melanoma
de Bowes; células vegetales, etc. La seleccion de un huésped apropiado se considera que estd dentro del alcance de los
expertos en la materia a partir de los contenidos proporcionados en este documento.

Mas particularmente, la presente invencién también incluye construcciones recombinantes que comprenden una
o mds de las secuencias que se han descrito ampliamente anteriormente. Las construcciones comprenden un vector,
tal como un pldsmido o vector viral en el que se ha insertado una secuencia de la invencién en una orientacién di-
recta o inversa. En un aspecto preferido de esta invencion, la construccién comprende ademds secuencias reguladoras
que incluyen, por ejemplo, un promotor, unido operativamente a la secuencia. Los expertos en la técnica conocen
grandes cantidades de vectores y promotores adecuados y estdn disponibles en el mercado. Se proporcionan los si-
guientes vectores a modo de ejemplo. Bacterianos: pINCY (Incyte Pharmaceuticals Inc., Palo Alto, CA), pSPORT1
(Life Technologies, Gaithersburg, MD), pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen) pBs, phagescript, psiX174, pBlue-script SK,
pBsKS, pNHS8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene); pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS (Phar-
macia); Eucariotas: pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia).
Sin embargo, puede usarse cualquier otro pldsmido o vector siempre que sea replicable y viable en el huésped.

El pldsmido pINCY es generalmente idéntico al plasmido pSPORT1 (disponible en Life Technologies, Gaithers-
burg, MD) con la excepcién de que tiene dos modificaciones en el polienlazador (sitio de clonacién multiple). Estas
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modificaciones son (1) carece de un sitio de restriccién Hind III y (2) su sitio de restriccién EcoRI se encuentra en una
localizacion diferente. El pINCY se genera a partir del pSPORT1 por escision del pSPORT1 tanto con Hind III como
con EcoRI y sustitucién del fragmento escindido del polienlazador con fragmentos de ADN sintéticos (SECUENCIA
ID N° 10 y SECUENCIA ID N° 11). Esta sustitucién puede realizarse de cualquier forma conocida por los expertos en
la materia. Por ejemplo, las dos secuencias de nucleétidos, SECUENCIA ID N° 10 y SECUENCIA ID N° 11 pueden
generarse sintéticamente con fosfatos terminales 5°, mezclarase entre si y después ligarase en condiciones conven-
cionales para realizar ligaciones de extremos escalonados en el pldasmido pSPORT1 cortado con Hind III y EcoRIL
Después, las células huésped adecuadas (tal como células E. coli DH5u) se transfectan con el ADN ligado y se selec-
cionan los clones recombinantes por su resistencia a ampicilina. Después, el ADN plasmidico se prepara a partir de
clones individuales y se somete a andlisis con enzimas de restriccién o secuenciacién de ADN para confirmar la pre-
sencia de secuencias de inserto en la orientacién apropiada. También pueden emplearse otras estrategias de clonacién
conocidas por los expertos en la materia.

Pueden seleccionarse regiones promotoras de cualquier gen deseado usando vectores CAT (cloranfenicol transfe-
rasa) u otros vectores con marcadores de seleccién. Son dos vectores apropiados pKK232-8 y pCM7. Los promotores
bacterianos nombrados en particular incluyen lacl, lacZ, T3, SP6, T7, gpt, lambda P sub R, P sub L y trp. Los promo-
tores eucariotas incluyen el temprano inmediato de citomegalovirus (CMV), timidina quinasa de virus herpes simple
(HSV), temprano y tardio de SV40, LTR de retrovirus y metalotioneina I de ratén. La seleccidn del vector y promotor
apropiados estd bien dentro del nivel de especialidad en la técnica.

En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona células huésped que contienen la construccién
descrita anteriormente. La célula huésped puede ser una célula eucariota superior, tal como una célula de mamifero, o
una célula eucariota inferior tal como una célula de levadura o la célula huésped puede ser una célula procariota, tal
como una célula bacteriana. La introduccién de la construccién en la célula huésped puede efectuarse por transfeccién
con fosfato de calcio, transfecciéon mediada por DEAE-dextrano o electroporacién [L. Davis et al., “Basic Methods in
Molecular Biology,” 2* edicién, Appleton y Lang, Paramount Publishing, East Norwalk, CT (1994)].

Las construcciones en células huésped pueden usarse de una forma convencional para producir el producto géni-
co codificado por la secuencia recombinante. Como alternativa, los polipéptidos de la invencién pueden producirse
sintéticamente mediante sintetizadores peptidicos convencionales.

Las proteinas recombinantes pueden expresarse en células de mamifero, levaduras, bacterias u otras células bajo el
control de promotores apropiados. También pueden emplearse sistemas de traduccién sin células para producir dichas
proteinas usando ARN procedente de construcciones de ADN de la presente invencién. Se describen vectores de
clonacion y expresion apropiados para su uso con huéspedes procariotas y eucariotas por Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién, (Cold Spring Harbor, NY, 1989).

La transcripcion de un ADN que codifica el polipéptido o polipéptidos de la presente invencién por eucariotas
superiores se aumenta por insercién de una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elementos de
ADN que actdan en cis, habitualmente de aproximadamente 10 a 300 pb que actdan sobre un promotor para aumentar
su transcripcion. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacién (100 a 270
pb) un potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, un potenciador de polioma en el lado tardio del origen
de replicacion y potenciadores de adenovirus.

Generalmente, los vectores de expresién recombinantes incluirdn origenes de replicacién y marcadores de selec-
cién que permitan la transfeccion de la célula huésped, por ejemplo, el gen de resistencia a ampicilina de E. coli y el
gen TRP1 de S. cerivisiae y un promotor derivado de un gen altamente expresado para dirigir la transcripcién de una
secuencia estructural cadena abajo. Dichos promotores pueden proceder de operones que codifican enzimas glicoliti-
cas tales como 3-fosfoglicerato quinasa (OGK), factor alfa, fosfatasa 4cida o proteinas de choque térmico entre otros.
La secuencia estructural heteréloga se ensambla en la fase de lectura apropiada con secuencias de inicio y terminacién
de la traduccién y, preferiblemente, una secuencia lider capaz de dirigir la secrecion de proteina traducida en el espacio
peripldsmido o medio extracelular. Opcionalmente, la secuencia heteréloga puede codificar una proteina de fusién que
incluye un péptido de identificaciéon N-terminal que confiera las caracteristicas deseadas, por ejemplo, estabilizacién
o purificacién simplificada del producto recombinante expresado.

Los vectores de expresion utiles para el uso bacteriano se construyen insertando una secuencia de ADN estructural
que codifica una proteina deseada junto con sefiales de inicio y de terminacién de la traduccién adecuadas en una fase
de lectura operativa con un promotor funcional. El vector comprenderd uno o mds marcadores de seleccién fenotipicos
y un origen de replicacion para asegurar el mantenimiento del vector y para, si es deseable, proporcionar amplificacién
dentro del huésped. Los huéspedes procariotas adecuados para la transfeccion incluyen E. coli, Bacillus subtilis, Sal-
monella typhimurium y diversas especies dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces'y Staphylococcus, aunque
también pueden emplearse otros como material de eleccion de rutina.

Los vectores de expresion utiles para el uso bacteriano comprenden un marcador de seleccién y un origen de repli-
cacion bacteriano derivado de plasmidos que comprenden elementos genéticos del vector de clonacién bien conocido
pBR322 (ATCC 37017). Otros vectores incluyen, pero sin limitacién, PKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsa-
la, Suecia) y GEM1 (Promega Biotec, Madison, W1). Estas secciones de “cadena principal” de pBR322 se combinan
con un promotor apropiado y la secuencia estructural a expresar.
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Después de la transfeccién de un huésped adecuado y del cultivo del huésped una densidad celular apropiada,
el promotor seleccionado se desreprime por medios apropiados (por ejemplo, cambio de temperatura o induccién
quimica) y las células se cultivan durante un periodo adicional. Tipicamente las células se recogen por centrifugacion,
se rompen por medios fisicos o quimicos y el extracto bruto resultante se retiene para una purificaciéon adicional.
Las células microbianas empleadas en la expresion de proteinas pueden romperse por cualquier método conveniente
incluyendo ciclos de congelacion-descongelacion, sonicacion, rotura mecédnica o uso de agentes de lisis celular. Dichos
métodos son bien conocidos para el experto en la materia.

También pueden emplearse diversos sistemas de cultivo de células de mamifero para expresar proteina recom-
binante. Los ejemplos de sistemas de expresion de mamifero incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos de rifién de
mono descritas por Gluzman, Cell 23: 175 (1981), y otras lineas celulares capaces de expresar un vector compatible,
tales como las lineas celulares C127, HEK-293, 3T3, CHO, HeLa y BHK. Los vectores de expresién de mamiferos
comprenderdn un origen de replicacién, un promotor adecuado y un potenciador y también cualquier sitio de unién al
ribosoma necesario, sitios de poliadenilacidn, sitios donantes y aceptores de corte y empalme, secuencias de termina-
cién de la transcripcion y secuencias no transcritas flanqueantes 5°. Pueden usarse secuencias de ADN derivadas del
genoma viral de SV40, por ejemplo, origen, promotor temprano, potenciador, sitios de corte y empalme y de poliadeni-
lacién de SV40 para proporcionar los elementos genéticos no trascritos necesarios. Los vectores ttiles representativos
incluyen pRc/CMYV y pcDNA3 (disponibles en Invitrogen, San Diego, CA).

Los polipéptidos BS322 se recuperan y se purifican a partir de cultivos celulares recombinantes por métodos co-
nocidos incluyendo cromatografia de afinidad, precipitacién con sulfato de amonio o etanol, extraccion dcida, croma-
tografia de intercambio aniénico o catidénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidr6foba,
cromatografia de hidroxiapatita o cromatografia de lectina. Se prefiere tener bajas concentraciones (aproximadamente
0,1-5 mm) de i6n calcio presentes durante la purificacion [Price, et al., J. Biol. Chem. 244: 917 (1969)]. Pueden usarse
etapas de replegamiento de proteinas, segin sea necesario, para completar la configuracién del polipéptido. Por tltimo,
puede emplearse cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para las etapas de purificacion finales.

Por lo tanto, los polipéptidos de la presente invencidn pueden ser productos purificados de forma natural expresa-
dos a partir de una linea celular de alta expresion, o un producto de procedimientos de sintesis quimica, o producidos
por técnicas recombinantes a partir de un huésped procariota o eucariota (por ejemplo, por células bacterianas, de
levaduras, plantas superiores, insectos y mamiferos en cultivo). Dependiendo del huésped empleado en un procedi-
miento de produccién recombinante, los polipéptidos de la presente invencidén pueden glicosilarse con carbohidratos
de mamiferos o de otros eucariotas y pueden no glicosilarse. Los polipéptidos de la invencién pueden también incluir
un resto aminoacidico metionina inicial.

Los plasmidos de partida pueden construirse a partir de plasmidos disponibles de acuerdo con procedimientos
conocidos publicados. Ademds, se conocen en la técnica plasmidos equivalentes a los descritos y serdn evidentes para
un experto en la materia.

Lo siguiente es el procedimiento general para el aislamiento y andlisis de clones de ADNc. En una realizacién
particular descrita en este documento, el ARNm se aisla a partir de tejido de mama y se usa para generar la genoteca
de ADNCc. El tejido de mama se obtiene de pacientes por reseccién quirdrgica y se clasifica como tejido tumoral o no
tumoral por un patélogo.

Los insertos de ADNc de aislados aleatorios de las genotecas de tejido de mama se secuencian en parte, se analizan
en detalle como se expone en los Ejemplos y se describen en la Lista de Secuencias como SECUENCIA ID N°
1, SECUENCIA ID N° 2, SECUENCIA ID N° 3, SECUENCIA ID N° 4, SECUENCIA ID N° 5, SECUENCIA
ID N° 6, y SECUENCIA ID N° 7. También se analiza en detalle como se expone en los Ejemplos y se describe
en la Lista de Secuencias, la secuencia de longitud completa del clon 4304443H1 [denominada en este documento
4304443inh (SECUENCIA ID N° 8)]. La secuencia consenso de estos insertos se presenta como SECUENCIA ID
N° 9. Estos polinucleétidos pueden contener una fase de lectura abierta completa con o sin secuencias reguladoras
asociadas para un gen particular, o pueden codificar s6lo una porcién del gen de interés. Esto se atribuye al hecho de
que muchos genes tienen una longitud de varios cientos y a veces varios miles de bases y, con la tecnologia actual,
no pueden clonarse en su totalidad debido a limitaciones de vector, transcripcion inversa incompleta de la primera
cadena o replicacion incompleta de la segunda cadena. Pueden obtenerse clones secundarios contiguos que contengan
secuencias de nucledtidos adicionales usando una diversidad de métodos conocidos por los expertos en la materia.

Se conocen bien en la técnica métodos para secuenciar el ADN. Los métodos enzimdticos convencionales em-
plean ADN polimerasa, fragmento Klenow, Sequenase (US Biochemical Corp, Cleveland, OH) o Taq polimerasa para
extender cadenas de ADN a partir de un cebador oligonucleotidico hibridado con el molde de ADN de interés. Se
han desarrollado métodos para el uso de moldes tanto monocatenarios como bicatenarios. Los productos de reaccién
de terminacién de cadena pueden someterse a electroforesis en geles de urea/poliacrilamida y detectarse por auto-
rradiografia (para precursores marcados con radionucledtidos) o por fluorescencia (para precursores marcados con
fluorescencia). Las recientes mejoras en la preparacion de reacciones secuenciacion y andlisis mecanizado usando el
método de deteccion fluorescente han permitido la expansion del nimero de secuencias que pueden determinarse al
dia usando méaquinas tales como los Secuenciadores de ADN Applied Biosystems 377 (Applied Biosystems, Foster
City, CA).
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La fase de lectura de la secuencia de nucleétidos puede determinarse por varios tipos de andlisis. En primer lugar,
pueden analizarse las fases de lectura contenidas dentro de la secuencia codificante para determinar la presencia del
codén de inicio ATG y de los codones de terminacion TGA, TAA o TAG. Tipicamente, una fase de lectura continuara
por toda la porcidén principal de una secuencia de ADNc, mientras que otras fases de lectura tenderdn a contener
numerosos codones de terminacion. En tales casos, la terminacion de la fase de lectura es sencilla. En otros casos mas
dificiles, se requiere un andlisis adicional.

Se han generado algoritmos para analizar la aparicién de bases de nucleétidos individuales en cada supuesto triple-
te de codon. Véase, por ejemplo, J. W. Fickett, Nuc. Acids Res. 10:5303 (1982). El ADN codificante para organismos
particulares (bacterias, plantas y animales) tiende a contener ciertos nucledtidos dentro de ciertas periodicidades de
tripletes, tal como una preferencia significativa por pirimidinas en la tercera posicién del codon. Estas preferencias se
han incorporado en un programa informatico ampliamente disponible que puede usarse para determinar el potencial
codificante (y la fase) de una extensiéon dada de ADN. La informacién derivada de algoritmo combinada con la infor-
macién de codones de inicio/terminacién puede usarse para determinar la fase apropiada con alto grado de seguridad.
Esto a su vez permite la clonacién de la secuencia ficilmente en la fase de lectura correcta en vectores de expresion
apropiados.

Las secuencias de 4cido nucleico descritas en este documento pueden unirse a una diversidad de otras secuencias
polinucleotidicas y vectores de interés por medio de técnicas de ADN recombinante bien establecidas. Véase, J. Sam-
brook et al., anteriormente. Los vectores de interés incluyen vectores de clonacién tales como plasmidos, cdsmidos,
derivados de fagos, fagémidos, asi como vectores de secuenciacion, replicacion y expresion y similares. En general,
dichos vectores contienen un origen de replicacién funcional en al menos un organismo, sitios de digestién con en-
donucleasas de restricciéon convenientes y marcadores de seleccidn apropiados para células huésped particulares. Los
vectores pueden transferirse por una diversidad de medios conocidos por los expertos en la materia a células huésped
adecuadas que después producen el ADN, ARN o polipéptidos deseados.

Ocasionalmente, los errores de secuenciacién o transcripcién inversa aleatoria enmascararan la presencia de la fase
de lectura abierta o elemento regulador apropiado. En dichos casos, es posible determinar la fase de lectura correcta
intentando expresar el polipéptido y determinando la secuencia de aminoacidos por mapeo de péptidos convencional
y técnicas de secuenciacion. Véase, F. M. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
Nueva York, NY (1989). Ademas, la fase de lectura real de una secuencia de nucledtidos dada puede determinarse por
transfeccién de células huésped con vectores que contienen las tres fases de lectura potenciales. S6lo las células con
la secuencia de nucleétidos en la fase de lectura correcta producirdn un péptido de la longitud esperada.

Las secuencias de nucleétidos proporcionadas en este documento se han preparado por métodos automaticos ac-
tuales del estado de la técnica y, como tales, pueden contener nucleétidos sin identificar. Estos no supondran un
problema para los expertos en la materia que deseen realizar la invencién. Pueden usarse varios métodos que emplean
técnicas recombinantes convencionales descritos en J. Sambrook (anteriormente) o actualizaciones periddicas de los
mismos para completar la informacién de secuencia ausente. Las mismas técnicas usadas para obtener una secuencia
de longitud completa, como se describen en este documento, pueden usarse para obtener secuencias de nucleétidos.

La expresion de un ADNc particular puede lograrse subclonando el ADNc en un vector de expresién apropiado
y transfectando este vector en un huésped de expresion apropiado. El vector de clonacién usado para la generacién
de una genoteca de ADNc de tejido mamario puede usarse para transcribir ARNm de un ADNCc particular y contiene
un promotor para beta-galactosidasa, una met amino-terminal y los siete restos aminoacidicos posteriores de beta-ga-
lactosidasa. Inmediatamente después de estos ocho restos hay un promotor de bacteriéfago modificado por ingenieria
genética til para el cebado artificial y la transcripcidn, asi como varios sitios de restriccion Unicos, incluyendo EcoRI,
para su clonacién. El vector puede transfectarse en una cepa huésped apropiada de E. coli.

La induccién de la cepa bacteriana aislada con isopropiltiogalactésido (IPTG) usando métodos convencionales
producird una proteina de fusiéon que contiene los primeros siete restos de la beta-galactosidasa, aproximadamente
15 restos de enlazador y el péptido codificado en el ADNc. Puesto que se generan insertos de clones de ADNc
por un proceso esencialmente aleatorio, existe una posibilidad de tres de que el ADNc incluido se encuentre en la
fase de lectura correcta para una traduccion apropiada. Si el ADNc no estd en la fase de lectura apropiada, la fase
correcta puede obtenerse por delecién o inserciéon de un nimero de bases apropiado por métodos bien conocidos
incluyendo mutagénesis in vitro, digestion con exonucleasa III o nucleasa de judia mung o inclusién de un enlazador
oligonucleotidico.

El ADNc puede trasladarse a otros vectores conocidos que se sabe que son ttiles para la expresién de proteina
en huéspedes especificos. Los cebadores oligonucleotidicos que contienen sitios de clonacién y segmentos de ADN
suficientes para hibridar con extensiones en ambos extremos del ADNc diana pueden sintetizarse quimicamente por
métodos convencionales. Después, estos cebadores pueden usarse para amplificar los segmentos génicos deseados
por PCR. Los nuevos segmentos génicos resultantes pueden digerirse con enzimas de restriccién apropiadas en con-
diciones convencionales y aislarse por electroforesis en gel. Como alternativa, pueden producirse segmentos génicos
similares por digestiéon del ADNc con enzimas de restriccion apropiadas y rellenado en los segmentos génicos ausentes
con oligonucleétidos sintetizados quimicamente. Los segmentos de la secuencia codificante de mas de un gen pueden
ligarse entre si y clonarse en vectores apropiados para optimizar la expresion de secuencia recombinante.
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Los huéspedes de expresion adecuados para dichas moléculas quiméricas incluyen, pero sin limitacién, células de
mamifero tales como células de Ovario de Hdmster Chino (CHO) y rifién embrionario humano (HEK) 293, células
de insecto, tales como células Sf9, células de levadura tales como Saccharomyces cerevisiae y bacterias tales como
E. coli. Para cada uno de estos sistemas celulares, un vector de expresion util también puede incluir un origen de
replicacién para permitir la propagacién en bacterias y un marcador de seleccién tal como el gen de resistencia a
antibidticos de beta-lactamasa para permitir la seleccion en bacterias. Ademads, los vectores pueden incluir un segundo
marcador de seleccion, tal como el gen de la neomicina fosfotransferasa para permitir la seleccion en células huésped
eucariotas transfectadas. Los vectores para su uso en huéspedes de expresion eucariotas pueden requerir la adicién de
una cola poli A 3’ si la secuencia de interés carece de poli A.

Ademds, el vector puede contener promotores o potenciadores que aumenten la expresién génica. Dichos pro-
motores son especificos de huésped e incluyen, pero sin limitacién, MMTYV, SV40, o promotores de metalotionina
para células CHO; promotores de trp, lac, tac o T7 para huéspedes bacterianos; o promotores de factor alfa, alcohol
oxidasa o PGH para levaduras. Pueden usarse vectores adenovirales con o sin potenciadores de la transcripcion, tales
como el potenciador del virus de sarcoma de Rous (RSV), para dirigir la expresion de proteina en lineas celulares
de mamifero. Una vez que se obtienen cultivos homogéneos de células recombinantes, pueden recuperarse grandes
cantidades de proteina producida de forma recombinante a partir del medio acondicionado y analizarse usando méto-
dos cromatogréficos bien conocidos en la técnica. Un método alternativo para la produccién de grandes cantidades de
proteina secretada implica la transfeccién de embriones de mamifero y la recuperacion de la proteina recombinante
de la leche producida por vacas, cabras, ovejas, etc. transgénicas. Pueden expresarse polipéptidos y moléculas estre-
chamente relacionadas de forma recombinante de tal forma que faciliten la purificacién de proteinas. Una estrategia
implica la expresion de una proteina quimérica que incluye uno o mas dominios polipeptidicos adicionales no pre-
sentes de forma natural en polipéptidos humanos. Dichos dominios facilitadores de la purificacién incluyen, pero sin
limitacion, péptidos quelantes de metales tales como dominios histidina-triptéfano que permiten la purificacién sobre
metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacién sobre inmunoglobulina inmovilizada y
el dominio utilizado en el sistema de purificacién por afinidad/extensiéon FLAGS (Immunex Corp, Seattle, WA). La
inclusion de una secuencia enlazadora escindible tal como Factor XA o enteroquinasa de Invitrogen (San Diego, CA)
entre la secuencia polipeptidica y el dominio de purificacién puede ser ttil para recuperar el polipéptido.

Inmunoensayos

Pueden utilizarse polipéptidos BS322 incluyendo fragmentos, derivados y andlogos de los mismos o células que
expresen dichos polipéptidos en una diversidad de ensayos, muchos de los cuales se describen en este documento, para
la deteccidn de anticuerpos contra tejido mamario. También pueden usarse como inmundgenos para producir anticuer-
pos. Estos anticuerpos pueden ser, por ejemplo, anticuerpos policlonales o monoclonales, anticuerpos quiméricos, de
cadena sencilla y humanizados, asi como fragmentos Fab o el producto de una biblioteca de expresion de Fab. Pueden
usarse diversos procedimientos conocidos en la técnica para la produccién de dichos anticuerpos y fragmentos.

Por ejemplo, pueden obtenerse anticuerpos generados contra un polipéptido que comprende una secuencia de la
presente invencién por inyeccién directa del polipéptido en un animal o por administracién del polipéptido a un animal
tal como un ratén, conejo, cabra o ser humano. Se prefiere un ratén, conejo o cabra. El polipéptido se selecciona del
grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID
N° 27, SECUENCIA ID N° 28, y fragmentos de las mismas. El anticuerpo obtenido de este modo se unird después al
propio polipéptido. De esta forma, incluso una secuencia que codifica s6lo un fragmento del polipéptido puede usarse
para generar anticuerpos que se unan al polipéptido nativo. Después, dichos anticuerpos pueden usarse para aislar
el polipéptido de muestras de ensayo tales como tejido sospechoso de contener ese polipéptido. Para la preparacién
de anticuerpos monoclonales, puede usarse cualquier técnica que proporcione anticuerpos producidos por cultivos
de lineas celulares continuos. Los ejemplos incluyen la técnica de hibridoma como se describe por Kohler y Milstein,
Nature 256: 495-497 (1975), 1a técnica del trioma, la técnica del hibridoma de células B humanas como se describe por
Kozbor et al., Immun. Today 4: 72 (1983) y la técnica del hibridoma con EBV para producir anticuerpos monoclonales
humanos como se describe por Cole ef al., en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc, Nueva
York, NY, pags. 77-96 (1985). Las técnicas descritas para la produccién de anticuerpos de cadena sencilla pueden
adaptarse para adaptarse para producir anticuerpos de cadena sencilla contra productos polipeptidicos inmunogénicos
de esta invencion. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 4.946.778.

Diversos formatos de ensayo pueden utilizar los anticuerpos de la presente invencién incluyendo inmunoensayos ti-
po “sandwich” y ensayos de sondas. Por ejemplo, los anticuerpos de la presente invencion o fragmentos de los mismos
pueden emplearse en diversos sistemas de ensayo para determinar la presencia, si existe, de antigeno BS322 en una
muestra de ensayo. Por ejemplo, en un primer formato de ensayo, un anticuerpo policlonal o monoclonal o fragmento
del mismo, o una combinacién de estos anticuerpos, que se ha recubierto sobre una fase sélida, se pone en contacto
con una muestra de ensayo para formar una primera mezcla. La primera mezcla se incuba durante un tiempo y en
condiciones suficientes para formar complejos de antigeno/anticuerpo. Después, un reactivo indicador que comprende
un anticuerpo monoclonal o policlonal o un fragmento del mismo, o una combinacién de estos anticuerpos, a los que
se ha unido un compuesto generador de sefial, se pone en contacto con los complejos de antigeno/anticuerpo para
formar una segunda mezcla. Esta segunda mezcla se incuba después durante un tiempo y en condiciones suficientes
para formar complejos de anticuerpo/antigeno/anticuerpo. La presencia de antigeno BS322 en la muestra de ensayo y
capturado sobre la fase sélida, si existe, se determina detectando la sefial medible generada por el compuesto generador
de sefial. La cantidad de antigeno BS322 presente en la muestra de ensayo es proporcional a la sefial generada.
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En un formato de ensayo alternativo, se forma una mezcla por contacto de: (1) un anticuerpo policlonal, un an-
ticuerpo monoclonal o fragmento del mismo que se une especificamente al antigeno BS322, o una combinacién de
dichos anticuerpos unidos a un soporte sélido; (2) la muestra de ensayo, y (3) un reactivo indicador que comprende
un anticuerpo monoclonal, anticuerpo policlonal o un fragmento del mismo, que se une especificamente a un antigeno
BS322 diferente (o una combinacion de estos anticuerpos) al que se une un compuesto generador de sefial. Esta mezcla
se incuba durante un tiempo y en condiciones suficientes para formar complejos de anticuerpo/antigeno/anticuerpo. La
presencia, si existe, de antigeno BS322 presente en la muestra de ensayo y capturado sobre la fase s6lida se determina
por deteccion de la sefial medible generada por el compuesto generador de sefial. La cantidad de antigeno BS322
presente en la muestra de ensayo es proporcional a la sefial generada.

En otro formato de ensayo, puede emplearse uno o una combinacién de al menos dos anticuerpos monoclona-
les de la invencién como sonda competitiva para la deteccién de anticuerpos contra antigeno BS322. Por ejemplo,
polipéptidos BS322 tales como los antigenos recombinantes descritos en este documento, en solitario o en combina-
cion, se recubren sobre una fase s6lida. Una muestra de ensayo sospechosa de contener anticuerpo contra antigeno
BS322 se incuba después con un reactivo indicador que comprende un compuesto generador de sefial y al menos
un anticuerpo monoclonal de la invencién durante un tiempo y en condiciones suficientes para formar complejos de
antigeno/anticuerpo de la muestra de ensayo y reactivo indicador unido a la fase sélida o del reactivo indicador unido
a la fase solida. La reduccion en la unién del anticuerpo monoclonal a la fase sélida puede medirse cuantitativamente.

En otro método de deteccién mas, cada uno de los anticuerpos monoclonales o policlonales de la presente inven-
cién puede emplearse en la deteccién de antigenos BS322 en secciones tisulares, asi como en células, por anélisis
inmunohistoquimico. Las secciones tisulares pueden cortarse de muestras de tejido fijadas quimicamente o congela-
das. Si los antigenos se van a detectar en células, las células pueden aislarse de sangre, orina, aspirados de mama u
otros fluidos corporales. Las células pueden obtenerse por biopsia, quirdrgica o por aguja. Las células pueden aislarse
por centrifugacion o atraccién magnética, y después marcaje con particulas magnéticas o ferrofluidos para enriquecer
una fraccion particular de células para su tincion con los anticuerpos de la presente invencién. El andlisis citoquimico
en el que estos anticuerpos se marcan directamente (con, por ejemplo, fluoresceina, oro coloidal, peroxidasa de ra-
bano picante, fosfatasa alcalina, etc.) o se marcan mediante el uso de anticuerpos secundarios anti-especie marcados
(con diversos marcadores como se ejemplifica en este documento) para seguir la trayectoria de la histopatologia de la
enfermedad, también se incluye en el alcance de la presente invencion.

Ademds, estos anticuerpos monoclonales pueden unirse a matrices similares a Sepharose activada con CNBr y
usarse para la purificaciéon por afinidad de polipéptidos BS322 especificos a partir de cultivos celulares o tejidos
biolégicos, tal como para purificar proteinas BS322 recombinantes y nativas.

Los anticuerpos monoclonales de la invencién también pueden usarse para la generacién de anticuerpos quiméricos
para uso terapéutico u otras aplicaciones similares.

Los anticuerpos monoclonales o fragmentos de los mismos pueden proporcionarse individualmente para detectar
antigenos BS322. Las combinaciones de los anticuerpos monoclonales (y fragmentos de los mismos) proporciona-
dos en este documento también pueden usarse juntos como componentes en una mezcla o “céctel” de al menos un
anticuerpo de BS322 de la invencion, junto con anticuerpos que se unen especificamente a otras regiones de BS322,
teniendo cada anticuerpo especificidades de union diferentes. Por lo tanto, este coctel puede incluir los anticuerpos mo-
noclonales de la invencidn que se dirigen contra polipéptidos BS322 descritos en este documento y otros anticuerpos
monoclonales especificos contra otros determinantes antigénicos de antigenos BS322 u otras protefnas relacionadas.

El anticuerpo policlonal o fragmento del mismo que puede usarse en los formatos de ensayo deberia unirse espe-
cificamente a un polipéptido BS322 u otros polipéptidos BS322 usados adicionalmente en el ensayo. El anticuerpo
policlonal usado preferiblemente es de origen de mamifero tal como un anticuerpo policlonal humano, de cabra, de
conejo o de oveja que se une a un polipéptido BS322. Mds preferiblemente, al anticuerpo policlonal es de origen de
conejo. Los anticuerpos policlonales usados en los ensayos pueden usarse en solitario o como un céctel de anticuerpos
policlonales. Puesto que los cécteles usados en los formatos de ensayo estdn compuestos por anticuerpos monoclona-
les o anticuerpos policlonales que tienen una especificidad de unién diferente a polipéptidos BS322, son ttiles para
la deteccion, diagndstico, determinacién de fase, control, prondstico, formacién de imédgenes in vivo, prevencidon o
tratamiento de, o determinacion de la predisposicién a enfermedades y afecciones de la mama, tales como cancer de
mama.

Se contempla y se incluye en el alcance de la presente invencién que el antigeno BS322 puede ser detectable en
ensayos mediante el uso de un antigeno recombinante, asi como mediante el uso de un péptido sintético o péptido puri-
ficado, comprendiendo dicho péptido una secuencia de aminodcidos de BS322. La secuencia de aminoécidos de dicho
polipéptido se selecciona del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA
ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27, SECUENCIA ID N° 28, y fragmentos de las mismas. También se incluye en el
alcance de la presente invencion que pueden usarse péptidos sintéticos, recombinantes o purificados diferentes que
identifican diferentes epitopos de BS322 en combinacién en un ensayo para la deteccion, diagndstico, determinacién
de fase, control, prondstico, formacién de imagenes in vivo, prevencion o tratamiento de, o determinacion de la pre-
disposicién a enfermedades y afecciones de la mama, tales como cancer de mama. En este caso, todos estos péptidos
pueden recubrirse sobre una fase solida; o cada péptido por separado puede recubrirse sobre fases sélidas separadas,
tales como microparticulas, y después combinarse para formar una mezcla de péptidos que pueden usarse posterior-
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mente en ensayos. Ademds, se contempla que pueden usarse multiples péptidos que definen epitopos de antigenos
diferentes para la deteccion, diagndstico, determinacion de fase, control, prondstico, prevencién o tratamiento de, o
determinacion de la predisposicion a enfermedades y afecciones de la mama, tales como cancer de mama. Después,
se permite que los péptidos recubiertos sobre fases s6lidas o marcados con marcadores detectables compitan con los
presentes en una muestra de paciente (si existen) para una cantidad de anticuerpo limitada. Una reduccién en la unién
de los péptidos sintéticos, recombinantes o purificados al anticuerpo (o anticuerpos) es un indicio a la presencia de
antigeno BS322 en la muestra de paciente. La presencia de antigeno BS322 indica la presencia de enfermedad de
tejido mamario, especialmente cdncer de mama, en el paciente. Los expertos en la materia conocen variaciones de
formatos de ensayo y muchas se analizan en este documento a continuacioén.

En otro formato de ensayo, la presencia de anticuerpo anti-BS322 y/o antigeno BS322 puede detectarse en un
ensayo simultdneo, de la forma siguiente. Una muestra de ensayo se pone en contacto simultineamente con un reactivo
de captura de un primer analito, donde dicho reactivo de captura comprende un primer miembro de unién especifica
para un primer analito unido a una fase sélida y un reactivo de captura para un segundo analito, donde dicho reactivo
de captura comprende un primer miembro de unién para un segundo analito unido a una segunda fase sélida, para
formar de este modo una mezcla. Esta mezcla se incuba durante un tiempo y en condiciones suficientes para formar
complejos de reactivo de captura/primer analito y reactivo de captura/segundo analito. Estos complejos asi formados
se ponen en contacto después con un reactivo indicador que comprende un miembro de un par de unién especifica
para el primer analito marcado con un compuesto generador de sefial y un reactivo indicador que comprende un
miembro de un par de unién especifica para el segundo analito marcado con un compuesto generador de sefial para
formar una segunda mezcla. Esta segunda mezcla se incuba durante un tiempo y en condiciones suficientes para
formar complejos de reactivo de captura/primer analito/reactivo indicador y complejos de reactivo de captura/segundo
analito/reactivo indicador. La presencia de uno o mds analitos se determina detectando una sefial generada en relacion
con los complejos formados en cualquiera o ambas fases sélidas como un indicio de la presencia de uno o mds analitos
en la muestra de ensayo. En este formato de ensayo, pueden utilizarse antigenos recombinantes obtenidos de los
sistemas de expresion descritos en este documento, asi como anticuerpos monoclonales producidos a partir de las
proteinas obtenidas de los sistemas de expresién como se describe en este documento. Por ejemplo, en este sistema de
ensayo, el antigeno BS322 puede ser el primer analito. Dichos sistemas de ensayo se describen con mayor detalle en
la Publicacién EP N° 0473065.

En otros formatos de ensayo mads, los polipéptidos descritos en este documento pueden utilizarse para detectar
la presencia de anticuerpo contra antigeno BS322 en muestras de ensayo. Por ejemplo, se incuba una muestra de
ensayo con una fase s6lida a la que se ha unido al menos un polipéptido tal como una proteina recombinante o péptido
sintético. El polipéptido se selecciona del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25,
SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27, SECUENCIA ID N° 28, y fragmentos de las mismas. Estas se hacen
reaccionar durante un tiempo y en condiciones suficientes para formar complejos de antigeno/anticuerpo. Después
de la incubacidn, el complejo de antigeno/anticuerpo se detecta. Pueden usarse reactivos indicadores para facilitar la
deteccion, dependiendo del sistema de ensayo elegido. En otro formato de ensayo, una muestra de ensayo se pone en
contacto con una fase sélida a la que se une una proteina recombinante producida como se describe en este documento
y también se pone en contacto con un anticuerpo monoclonal o policlonal especifico para la proteina que se ha marcado
preferiblemente con un reactivo indicador. Después de la incubacién durante un tiempo y en condiciones suficientes
para que se formen complejos de antigeno/anticuerpo, la fase sélida se separa de la fase libre y el marcador se detecta
en la fase sélida o libre como un indicio de la presencia de anticuerpo contra antigeno BS322. Se contemplan otros
formatos de ensayo que utilizan los antigenos recombinantes descritos en este documento. Estos incluyen poner en
contacto una muestra de ensayo con una fase sélida a la que se ha unido al menos un antigeno de una primera fuente,
incubar la fase sélida y la muestra de ensayo durante un tiempo y en condiciones suficientes para formar complejos de
antigeno/anticuerpo, y después poner en contacto la fase sélida con un antigeno marcado, procediendo dicho antigeno
de una segunda fuente diferente de la primera fuente. Por ejemplo, una proteina recombinante derivada de una primera
fuente tal como E. coli se usa como antigeno de captura sobre una fase sélida, se afiade una muestra de ensayo a
la fase solida asi preparada y después de una incubacién y de etapas de lavado convencionales segtin se considere
0 sea necesario, se utiliza una proteina recombinante obtenida de una fuente diferente (es decir, que no sea E. coli)
como parte de un reactivo indicador que posteriormente se detecta. Asimismo, son posibles combinaciones de un
antigeno recombinante en una fase sélida y un péptido sintético en la fase indicadora. Se contempla cualquier formato
de ensayo que utilice un antigeno especifico para BS322 producido o derivado de una primera fuente como el antigeno
captura y un antigeno especifico para BS322 de una segunda fuente diferente. Ademas, se incluyen en el alcance de
esta invencidn diversas combinaciones de antigenos recombinantes, asi como el uso de péptidos sintéticos, proteinas
purificadas y similares. Ensayos como estos y otros se describen en la Patente de Estados Unidos N° 5.254.458, que
goza de propiedad comun.

Otras realizaciones que utilizan diversas otras fases sélidas también se contemplan y se incluyen en el alcance de
esta invencién. Por ejemplo, pueden emplearse procedimientos de captura iénicos para inmovilizar un complejo de re-
accién inmovilizable con un polimero cargado negativamente (descritos en la publicacién EP 0326100 y la publicacién
EP N° 0406473), de acuerdo con la presente invencidn, para efectuar una reacciéon inmunoquimica en fase solucién
rdpida. Un complejo inmune inmovilizable se separa del resto de la mezcla de reaccion por interacciones idnicas entre
el inmunocomplejo/polianién cargado negativamente y la matriz porosa cargada positivamente previamente tratada y
se detecta mediante el uso de diversos sistemas generadores de sefial descritos anteriormente, incluyendo los descritos
en mediciones de sefial quimioluminiscente, como se describe en la Publicacion EPO N° 0 273.115.
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Ademais, los métodos de la presente invencion pueden adaptarse para su uso en sistemas que utilicen tecnologia
de microparticulas incluyendo sistemas automaticos y semiautomadticos en los que la fase sélida comprende una mi-
croparticula (magnética o no magnética). Dichos sistemas incluyen los descritos en, por ejemplo, las solicitudes EPO
publicadas N° EP 0 425 633 y EP 0 424 634, respectivamente.

El uso de microscopia de sonda de barrido (SPM) para inmunoensayos también es una tecnologia a la que pueden
adaptarse facilmente a los anticuerpos monoclonales de la presente invencién. En la microscopia de sonda de barrido,
particularmente en la microscopia de fuerza atémica, la fase de captura, por ejemplo, al menos uno de los anticuerpos
monoclonales de la invencion, se adhiere a una fase sélida y se utiliza un microscopio de sonda de barrido para detectar
complejos de antigeno/anticuerpo que pueden estar presentes en la superficie de la fase sélida. El uso de microscopia
de tunelaje de barrido elimina la necesidad de marcadores que normalmente deben utilizarse en muchos sistemas de
inmunoensayo para detectar complejos de antigeno/anticuerpo. El uso de SPM para controlar reacciones de unién
especifica puede producirse de muchas formas. En una realizacién, un miembro de un compafiero de unién especifica
(sustancia especifica de analito que es el anticuerpo monoclonal de la invencién) se une a una superficie adecuada para
el barrido. La unién de la sustancia especifica de analito puede ser por adsorcidn a una pieza de ensayo que comprende
una fase s6lida de una superficie de plastico o metal, seguida de métodos conocidos por los expertos en la materia. O
puede utilizarse la unién covalente de un compaiiero de union especifica (sustancia especifica de analito) a una pieza
de ensayo, comprendiendo dicha pieza de ensayo una fase sélida de plastico derivatizado, metal, silicio o vidrio. Los
expertos en la materia conocen métodos de unién covalente e incluyen una diversidad de medios para unir de forma
irreversible compaifieros de union especifica a la pieza de ensayo. Si la pieza de ensayo es silicio o vidrio, la superficie
debe activarse antes de unir el compaiiero de unién especifica. Ademads, pueden usarse interacciones polielectroliticas
para inmovilizar un compafiero de unién especifica en una superficie de una pieza de ensayo mediante el uso de
técnicas y quimicas. El método preferido de unién es por medios covalentes. Después de la unién de un miembro de
union especifica, la superficie puede tratarse adicionalmente con materiales tales como suero, proteinas u otros agentes
de bloqueo para minimizar la unién inespecifica. La superficie también puede explorarse en el sitio de fabricacién o
punto de uso para verificar su idoneidad para fines de ensayo. No se espera que el proceso de barrido altere las
propiedades de unién especificas de la pieza de ensayo.

Aunque la presente invencién describe la preferencia por el uso de fases sélidas, se contempla que los reactivos
tales como anticuerpos, proteinas y péptidos de la presente invencidn pueden utilizarse en sistemas de ensayo en fase
no soélida. Estos sistemas de ensayo se conocen por los expertos en la materia y se considera que se incluyen en el
alcance de la presente invencion.

Se contempla que el reactivo empleado para el ensayo puede proporcionarse en forma de un kit de ensayo con uno
0 mads recipientes tales como viales o frascos, conteniendo cada recipiente un reactivo separado tal como una sonda,
cebador, anticuerpo monoclonal o un céctel de anticuerpos monoclonales o un polipéptido (por ejemplo, producido
sintéticamente, de forma recombinante o purificado) empleado en el ensayo. El polipéptido se selecciona del grupo
que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27,
SECUENCIA ID N° 28, y fragmentos de las mismas. Otros componentes tales como tampones, controles y similares
conocidos por los expertos en la materia pueden incluirse en dichos kits de ensayo. También se contempla proporcionar
kits de ensayo que tengan medios para recoger muestras de ensayo, que comprenden fluidos corporales accesibles, por
ejemplo, sangre, orina, saliva y heces. Dichas herramientas ttiles para la recogida (“materiales de recogida”) incluyen
lancetas y papel o paio absorbente para recoger y estabilizar sangre; hisopos para recoger y estabilizar saliva; cubetas
para recoger y estabilizar muestras de orina o heces. Los materiales de recogida, papeles, pafios, hisopos, cubetas y
similares pueden tratarse opcionalmente para evitar la desnaturalizacién o la adsorcion irreversible de la muestra. Los
materiales de recogida también pueden tratarse con o contener conservantes, estabilizantes o agentes antimicrobianos
para ayudar a mantener la integridad de las muestras. También son ttiles kits de ensayo disefados para la recogida,
estabilizacién y conservacion de muestras de ensayo obtenidas por cirugia o biopsia con aguja. Se contempla que
todos los kits pueden configurarse en dos componentes que pueden proporcionarse por separado; un componente para
la recogida y transporte de la muestra y el otro componente para el andlisis de la muestra. El componente de recogida,
por ejemplo, puede proporcionarse al usuario de mercado puiblico, mientras que los componentes para su andlisis
pueden proporcionarse a otros, tales como personal de laboratorio, para la determinacién de la presencia, ausencia o
cantidad de analito. Ademads, pueden configurarse kits para la recogida, estabilizacion y conservacion de muestras de
ensayo para su uso por personal no cualificado y pueden estar disponibles en el mercado puiblico para su uso en casa
con el transporte posterior a un laboratorio para el andlisis de la muestra de ensayo.

Uso de Anticuerpos In Vivo

Los anticuerpos de la presente invencidon pueden usarse in vivo; es decir, pueden inyectarse en pacientes que
se sospeche que tienen o que tienen enfermedades de la mama para usos de diagndstico o terapéuticos. El uso de
anticuerpos para el diagndstico in vivo es bien conocido en la técnica. Sumerdon et al., Nucl. Med. Biol 17: 247-254
(1990) han descrito un quelante de anticuerpo optimizado para la formacién de imédgenes radioinmunoescintogréificas
de tumores que expresan antigeno carcionoembrionario (CEA) usando Indio-111 como marcador. Griffin et al., J Clin
Onc 9: 631 -640 (1991) han descrito el uso de este agente en la deteccién de tumores en pacientes que se sospeche
que tienen cancer colorrectal recidivante. El uso de agentes similares con iones paramagnético como marcadores para
formacién de imédgenes por resonancia magnética se conoce en la técnica (R. B. Lauffer, Magnetic Resonance in
Medicine 22: 339-342 (1991). Se prevé que los anticuerpos dirigidos contra antigeno BS322 pueden inyectarse en
pacientes que se sospeche que tienen una enfermedad de la mama tal como cancer de mama con el fin de diagnosticar
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o determinar la fase del estado patolégico del paciente. El marcador usado dependera de la modalidad de formacién de
im4genes seleccionada. También pueden usarse marcadores radiactivos tales como Indio-111, Tecnecio-99m, o Yodo-
131 para exploraciones planares o tomografia computarizada por emisién de fotén tinico (SPECT). También pueden
usarse marcadores emisores de positrones tales como Fluoro-19 para tomografia por emisién de positrones (PET). Para
MRI, pueden usarse iones paramagnéticos tales como Gadolinio (IIT) o Manganeso (I). La localizacion del marcador
dentro de la mama o externo a la mama puede permitir la determinacién de la propagacion de la enfermedad. La canti-
dad de marcador dentro de la mama puede permitir la determinacidn de la presencia o ausencia de cancer de mama.

Para pacientes que se sabe que tienen una enfermedad de la mama, la inyecciéon de un anticuerpo dirigido contra
antigeno BS322 puede tener un beneficio terapéutico. El anticuerpo puede ejercer su efecto sin el uso de agentes
unidos por unién a antigeno BS322 expresado sobre o en el tejido u 6rgano. Como alternativa, el anticuerpo puede
conjugarse con agentes citotdxicos tales como farmacos, toxinas o radiontuclidos para potenciar su efecto terapéutico.
Garnett y Baldwin, Cancer Research 46: 2407-2412 (1986) han descrito la preparacion de un conjugado de anticuerpo
monoclonal-farmaco. Pastan et al., Cell 47: 641-648 (1986) han revisado el uso de toxinas conjugadas con anticuerpos
monoclonales para la terapia de diversos cdnceres. Goodwin y Meares, Cancer Supplement 80: 2675-2680 (1997) han
descrito el uso de anticuerpos monoclonales marcados con Itrio-90 en diversas estrategias para maximizar la dosis de
tumor al tiempo que se limite la toxicidad para tejidos normales. Otros radiontclidos citotéxicos conocidos incluyen
Cobre-67, Yodo-131 y Rhenio-186, pudiendo todos ellos usarse para marcar anticuerpos monoclonales dirigidos contra
antigeno BS322 para el tratamiento del cancer de mama.

La bacteria E. coli (clon 3424294H1) se deposité en la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (A.T.C.C), 10801
University Blvd., Manassas, VA, el 15 de enero de 1999. El depdsito se realiz6 bajo los términos del Tratado de
Budapest y se mantendra durante un periodo de treinta (30) afios desde la fecha de depésito, o durante cinco (5) afios
después de la dltima solicitud del depdsito o durante el periodo ejecutivo de la patente de Estados Unidos, lo que sea
mas largo. El depdsito y cualquier otro material depositado descrito en este documento se proporciona por comodidad
solamente y no es necesario para poner en practica la presente invencién en vista de los contenidos proporcionados
en este documento. La secuencia de ADNc de todo el material depositado se incorpora en este documento como
referencia. Al clon 3424294H1 se le concedi6 el N° de Depésito de la A.T.C.C. 207018.

La presente invencion se describird ahora a modo de ejemplos que pretenden ilustrar pero no limitar el alcance de
la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Identificacion de Clones Especificos de Gen BS322 en Genoteca de Tejido Mamario

A. Comparacion de Genotecas de Etiquetas de Secuencia Expresada (EST) o Imdgenes de Transcritos. Se obtu-
vieron secuencias parciales de insertos de clones de ADNc denominadas “etiquetas de secuencia expresada” (EST)
de genotecas de ADNCc preparadas a partir de tejidos de tumor de mama, tejidos mamarios no tumorales y numerosos
otros tejidos, tanto tumorales como no tumorales, y se introdujeron en una base de datos (base de datos LIFESEQ™
disponible en Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA) como imigenes de transcritos de genes. Véase la Publicacién
Internacional N° WO 95/20681. (Una imagen de transcrito es una lista del nimero de EST para cada uno de los genes
representados en una genoteca de tejido dada. Las EST que comparten regiones de solapamiento de secuencia mutuo
se clasifican en grupos. A un grupo se le asigna un niimero de clon de una EST 5’ representativa. A menudo, un grupo
de interés puede ampliarse por comparacion de su secuencia consenso con secuencias de otras EST que no cumplian
los criterios para el agrupamiento automadtico. El alineamiento de todos los grupos disponibles y EST individuales
representa un contigo del que se obtiene una secuencia consenso). Las imdgenes de transcritos se evaluaron después
para identificar secuencias EST que fueran principalmente representativas de las genotecas de tejido de mama. Estos
clones diana se clasificaron después de acuerdo con su abundancia (aparicién) en las genotecas diana y su ausencia de
genotecas de fondo. A los clones de mayor abundancia con baja aparicién de fondo se les dio la mayor prioridad de
estudio. Se descubrié EST correspondientes a la secuencia consenso de BS322 en el 16,4% (9 de 55) de genotecas de
tejido de mama. Se descubrieron EST correspondientes a la secuencia consenso SECUENCIA ID N° 9 (o fragmentos
de la misma) en sélo el 0,1% (1 de 940) de las otras genotecas de tejido no mamario de la base de datos. Por lo
tanto, la secuencia consenso o fragmento de la misma se encontrd mas de 148 veces mds frecuentemente en tejidos de
mama que no mamarios. Los clones solapantes 4304443H1 (SECUENCIA ID N° 1), 3040232H1 (SECUENCIA ID
N° 2), 3790941H1 (SECUENCIA ID N° 3), 3424294H1 (SECUENCIA ID N° 4), 2741038H1 (SECUENCIA ID N°
5),4302934H1 (SECUENCIA ID N° 6), 158545H1 (SECUENCIA ID N° 7), respectivamente, se identificaron para un
estudio adicional. Estos representaban el nimero minimo de clones que (junto con la secuencia de longitud completa
del clon 4304443H1 [denominada 4304443inh (SECUENCIA ID N° 8)] eran necesarios para formar el contigo y de
los que se obtuvo la secuencia consenso proporcionada en este documento (SECUENCIA ID N° 9).

B. Generacion de una Secuencia Consenso

Las secuencias de nucleétidos de los clones 4304443H1 (SECUENCIA ID N° 1), 3040232H1 (SECUENCIA ID
N° 2), 3790941H1 (SECUENCIA ID N° 3), 3424294H1 (SECUENCIA ID N° 4), 2741038H1 (SECUENCIA ID N°
5), 4302934H1 (SECUENCIA ID N° 6), 158545H1 (SECUENCIA ID N° 7) y la secuencia de longitud completa del
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clon 4304443H1 [denominada 4304443inh (SECUENCIA ID N° 8)] se introdujeron en el Programa Sequencher™
(disponible en Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Ml) para generar un alineamiento de nucleétidos (mapa de conti-
gos) y después generar su secuencia consenso (SECUENCIA ID N° 9). Las Figuras 1A-1E muestran el alineamiento
de secuencia de nucledtidos de estos clones y su secuencia de nucledtidos consenso resultante (SECUENCIA ID N°9).
La Figura 2 presenta el mapa de contigos que representa los clones 4304443H1 (SECUENCIA ID N° 1), 3040232H1
(SECUENCIA ID N°2), 3790941H1 (SECUENCIA ID N° 3), 3424294H1 (SECUENCIA ID N° 4), 2741038H1 (SE-
CUENCIA ID N° 5), 4302934H1 (SECUENCIA ID N° 6), 158545H1 (SECUENCIA ID N° 7), y la secuencia de
longitud completa del clon 4304443H1 [denominada 4304443inh (SECUENCIA ID N° 8)] que forman regiones sola-
pantes del gen de BS322 y la secuencia de nucleétidos consenso resultante (SECUENCIA ID N° 9) de estos clones en
una presentacion grafica. Después de esto, se realiz6 una traduccién de tres fases de lectura en la secuencia consenso
(SECUENCIA ID N° 9). Se descubri6 que la tercera fase directa tenia una fase de lectura abierta que codificaba una
secuencia de 398 restos aminioacidicos que estaba presente como SECUENCIA ID N° 24. La fase de lectura abierta
se corresponde con los nucleétidos 57-1250 de la SECUENCIA ID N° 9. Se descubri6 una segunda regién codificante
en la segunda fase de lectura directa y solapa con la primera. Esta fase de lectura abierta (correspondiente a los nucleé-
tidos 1171-2122 de la SECUENCIA ID N° 9) codifica una secuencia de 317 restos aminoacidicos que estd presente
como SECUENCIA ID N° 25. Se sabe que se producen errores raros en la traduccién, denominados desplazamiento
de la fase de lectura en la traduccidn, que permiten al ribosoma traducir dos fases de lectura parcialmente solapantes
como un solo polipéptido. I. P. Ivanov ef al. RNA 4(10): 1230-1238 (1998); y P. J. Farabaugh Annu Rev Genet 30:
507-528 (1996). Por lo tanto, se incluye en el alcance de esta invencién que estas dos fases de lectura parcialmente
solapantes puedan traducirse como un solo polipéptido.

Ejemplo 2
Secuenciacion de Clones Especificos de EST de BS322

La secuencia de ADN del clon 4304443H]1 del céntigo del gen de BS322 se determind (SECUENCIA ID N° 8)
usando secuenciacién por terminacién didesoxi con terminadores marcados con colorante siguiendo métodos conoci-
dos [F. Sanger et al., PNAS U.S.A. 74: 5463(1977)].

Debido a que vectores tales como pSPORT1 (Life Technologies, Gaithersburg, MD) y pINCY (disponible en Incy-
te Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA) contienen sitios de cebado universal justo adyacentes a las uniones de ligacién
3’ y 5’ de los insertos, los insertos se secuenciaron en ambas direcciones usando cebadores universales, SECUENCIA
ID N° 12 y SECUENCIA ID N° 13 (New England Biolabs, Beverly, MA y Applied Biosystems Inc, Foster City, CA,
respectivamente). Las reacciones de secuenciacion se procesaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida y las
secuencias se determinaron mediante un Secuenciador Applied Biosystems 377 (disponible en Applied Biosystems,
Foster City, CA). Se disefiaron cebadores de secuenciacién adicionales, SECUENCIAS ID N° 14-23 a partir de la
informacion de secuencia de la secuencia consenso, SECUENCIA ID N° 9. Estos cebadores se usaron después para
determinar la secuencia de ADN restante del inserto clonado de cada cadena de ADN, como se ha descrito anterior-
mente.

Ejemplo 3
Acido Nucleico

A. Extraccion de ARN de Tejido. Se aisla el ARN total de tejidos de mama y de tejidos no mamarios. Se utilizan
diversos métodos, incluyendo, pero sin limitacidn, la técnica de cloruro de litio/urea, conocida en la técnica y descrita
por Kato et al., (J. Virol. 61: 2182-2191, 1987), y TRIzol™ (Gibco-BRL, Grand Island, NY).

En resumen, se pone tejido en un tubo cénico estéril en hielo y se afiaden 10-15 volimenes de LiCl 3 M, urea 6
M, EDTA 5 mM, mercaptoetanol 0,1 M, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5). El tejido se homogeiniza con un homogeneiza-
dor Polytr0n® (Brinkman Instruments, Inc., Westbury, NY) durante 30-50 s en hielo. La solucién se transfiere a un
tubo de centrifuga de plastico de 15 ml y se pone durante una noche a -20°C. El tubo se centrifuga durante 90 min
a2 9.000 x g a 0-4°C y el sobrenadante se decanta inmediatamente. Se afiaden diez ml de LiCl 3 M y el tubo se agita
vorticialmente durante 5 s. El tubo se centrifuga durante 45 min a 11.000 x g a 0-4°C. La decantacién, resuspension
en LiCl y centrifugacién se repite y el sedimento final se seca al aire y se suspende en 2 ml de EDTA 1 mM, SDS
al 0,5%, Tris 10 mM (pH 7,5). Se afaden veinte microlitros (20 ul) de Proteinasa K (20 mg/ml) y la solucién se
incuba durante 30 min a 37°C con mezcla ocasional. Se afiade un décimo de volumen (0,22-0,25 ml) de NaCl 3 M
y la solucién se agita vorticialmente antes de transferirla a otro tubo que contiene 2 ml de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (PCI). El tubo se agita vorticialmente durante 1-3 s y se centrifuga durante 20 min a 3.000 x g a 10°C.
La extraccién con PCI se repite y viene seguida de dos extracciones similares con cloroformo/alcohol isoamilico
(CI). La solucién acuosa final se transfiere a un tubo de vidrio Corex de 15 ml previamente enfriado que contiene
6 ml de etanol absoluto, el tubo se cubre con parafilm y se pone a -20°C durante una noche. El tubo se centrifu-
ga durante 30 min a 10.000 x g a 0-4°C y el sobrenadante de etanol se decanta inmediatamente. El sedimento de
ARN se lava cuatro veces con 10 ml de etanol helado al 75% y el sedimento final se seca al aire durante 15 min a
temperatura ambiente. E1 ARN se suspende en 0,5 ml de TE 10 mM (pH 7,6, EDTA 1 mM) y su concentracion se
determina espectrofotométricamente. Se alicuotean muestras de ARN y se almacenan a -70°C como precipitados de
etanol.
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La calidad del ARN se determina por electroforesis en gel de agarosa (véase el Ejemplo 5, Andlisis de Transferencia
de Northern) y tincién con bromuro de etidio 0,5 g/ml durante una hora. Las muestras de ARN que no contienen ARNr
intacto se excluyen del estudio.

Como alternativa, para el andlisis de RT-PCR, se afiade 1 ml de reactivo de ARN Ultraspec a 120 mg de tejido
pulverizado en un tubo de microfuga de polipropileno de 2,0 ml homogeneizado con un homogeneizador Polytron®
(Brinkman Instruments, Inc., West-bury, NY) durante 50 s y se pone en hielo durante 5 min. Después, se afiaden 0,2
ml de cloroformo a cada muestra, seguido de agitacién vorticial durante 15 s. La muestra se pone en hielo durante
otros 5 min, seguido de centrifugacién a 12.000 x g durante 15 min a 4°C. La fase superior se recoge y se transfiere a
otro tubo de microfuga de 2,0 ml sin ARNasa. Se afiade un volumen equivalente de isopropanol a cada muestra y la
solucién se pone en hielo durante 10 min. La muestra se centrifuga a 12.000 x g durante 10 min a 4°C y se desecha
el sobrenadante. El sedimento restante se lava dos veces con etanol frio al 75%, se resuspende por agitacién vorticial
y el material resuspendido se sedimenta después por centrifugaciéon a 7.500 x g durante S min a 4°C. Por tltimo, el
sedimento de ARN se seca en un Speedvac (Savant, Farmingdale, NY) durante 5 min y se reconstituye en agua sin
ARNasa.

B. Extraccion de ARN a partir de Células Mononucleares Sanguineas. Se aislan células mononucleares a partir
de muestras de sangre de pacientes por centrifugacién usando Ficoll-Hypaque de la forma siguiente. Se mezcla un
volumen de 10 ml de sangre completa con un volumen equivalente de Medio RPMI (Gibco-BRL, Grand Island, NY).
Después, esta mezcla se refuerza con 10 ml de Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Piscataway, NJ) y se centrifuga durante
30 minutos a 200 x g. La capa leucoplaquetaria que contiene las células mononucleares se retira, se diluye hasta 50
ml con PBS de Dulbecco (Gibco-BRL, Grand Island, NY) y la mezcla se centrifuga durante 10 minutos a 200 x g.
Después de dos lavados, el sedimento resultante se resuspende en PBS de Dulbecco hasta un volumen final de 1 ml.

Se prepara el ARN a partir de las células mononucleares aisladas como se describe por N. Kato et al., J. Virology
61: 2182-2191 (1987). En resumen, las células mononucleares sedimentadas se llevan a un volumen final de 1 ml y
después se resuspenden en 250 ul de PBS y se mezclan con 2,5 ml de LiCI 3 M, urea 6 M, EDTA 5 mM, 2-mercaptoe-
tanol 0,1 M, Tris-HC1 50 mM (pH 7,5). La mezcla resultante se homogeneiza y se incuba a -20°C durante una noche.
El homogeneizado se centrifuga a 8.000 RPM en un rotor Beckman J2-21M durante 90 minutos a 0-4°C. El sedimento
se resuspende en 10 ml de LiCl 3 M por agitacién vorticial y después se centrifuga a 10.000 RPM en una centrifuga de
rotor Beckman J2-21M durante 45 minutos a 0-4°C. Las etapas de resuspension y sedimentacidn se repiten después.
El sedimento se resuspende en 2 ml de EDTA 1 mM, SDS al 0,5%, Tris 10 mM (pH 7,5) y 400 ng de Proteinasa K
con agitacidn vorticial y después se incuba a 37°C durante 30 minutos con agitacion. Después, se ailade un décimo de
volumen de NaCl 3 M y la mezcla se agita vorticialmente. Las protefnas se retiran mediante dos ciclos de extraccién
con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (PCI), seguidos de una extraccién con cloroformo/alcohol isoamilico (CI). El
ARN se precipita por adicién de 6 ml de etanol absoluto seguida de incubacién durante una noche a -20°C. Después,
el ARN precipitado se recoge por centrifugacion, el sedimento se lava 4 veces en etanol al 75%. El ARN sedimentado
se disuelve después en una solucién que contiene EDTA 1 mM, Tris-HC1 10 mM (pH 7,5).

Se usan tejidos no mamarios como controles negativos. E1 ARN mensajero puede purificarse adicionalmente a
partir del ARN total mediante el uso de kits disponibles en el mercado tales como columnas de centrifugacién de oligo
dT celulosa (RediCol™ de Pharmacia, Uppsala, Suecia) para el aislamiento de ARN poliadenilado. El ARN total o
ARNm puede disolverse en tamp6n de lisis (tiocianato de guanidina 5 M, EDTA 7,0 M, pH 7,0) para su andlisis en el
ensayo de proteccién frente a ribonucleasa.

C. Extraccion de ARN de polisomas. El tejido se pica en solucién salina a 4°C y se mezcla con 2,5 volimenes de
sacarosa 0,8 M en una solucién de TK ;5;M (KCI 150 mM, MgCl, 5SmM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,4) que contiene 2-
mercaptoetanol 6 mM. El tejido se homogeiniza en un homogeneizador Potter de Teflén-vidrio con cinco golpes a
100-200 rpm, seguidos de seis golpes en un homogeneizador Dounce, como se describe por B. Mechler, Methods in
Enzymology 152: 241-248 (1987). El homogeneizado se centrifuga después a 12.000 x g durante 15 min a 4°C para
sedimentar los nicleos. Los polisomas se aislan por mezcla de 2 ml del sobrenadante con 6 ml de sacarosa 2,5 M en
TK;50M y poniendo en capas esta mezcla sobre 4 ml de sacarosa 2,5 M en TK;s,M en un tubo de polialémero de 38
ml. Se ponen en capas sucesivamente dos soluciones de TK,50M en sacarosa adicionales sobre la fraccién de extracto;
una primera capa de 13 ml de sacarosa 2,05 M seguida de una segunda capa de 6 ml de sacarosa 1,3 M. Los polisomas
se aislan por centrifugacién del gradiente a 90.000 x g durante 5 h a 4°C. Después, se toma la fraccién de la interfaz
de la sacarosa 1,3 M/sacarosa 2,05 M con una pipeta pasteur siliconizada y se diluye en un volumen equivalente de
TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM). Se afiade un volumen equivalente de tamp6n SDS 90°C (SDS al 1%,
NaCl 200 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7.4) y la solucién se incuba en un bafio de agua en ebullicién durante 2 min.
A continuacidn, las proteinas se digieren con una digestién con Proteinasa K (50 mg/ml) durante 15 min a 37°C. El
ARNm se purifica con 3 volimenes equivalentes de extracciones de fenol-cloroformo, seguido de precipitacién con
0,1 volumen de acetato sédico 2 M (pH 5,2) y 2 volimenes de etanol al 100% a -20°C durante una noche. El ARN
precipitado se recupera por centrifugacion a 12.000 x g durante 10 min a 4°C. El ARN se seca y se resuspende en TE
(pH 7,4) o agua destilada. Después, el ARN resuspendido puede usarse en un ensayo de hibridacién de transferencia
puntual o transferencia por ranuras para comprobar la presencia de ARNm de BS322 (véase el Ejemplo 6).

La calidad del 4cido nucleico y de las proteinas depende del método de preparacién usado. Cada muestra puede
requerir una técnica de preparacion diferente para maximizar la eficacia de aislamiento de la molécula diana. Estas
técnicas de preparacion estan dentro de las habilidades del experto en la materia.
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Ejemplo 4
Ensayo de Proteccion frente a Ribonucleasa

A. Sintesis de Sonda de Hibridacion de ARN Complementario (ARNc) Marcada y Cadena Sentido Sin Marcar. Se
transcriben ribosondas antisentido marcada y sentido sin marcar a partir de la secuencia de ADNc del gen de BS322
que contiene un promotor de ADN polimerasa 5’ tal como SP6 o T7. La secuencia puede ser de un vector que contiene
el inserto de ADNc de BS322 apropiado, o de un producto generado por PCR del inserto usando cebadores de PCR que
incorporen una secuencia promotora de ARN polimerasa 5’. Por ejemplo, el pldsmido descrito, los clones 4304443H1,
3424294H1 u otros clones comparables, que contienen la secuencia de ADNc del gen de BS322 flanqueada por SP6
y T7 opuestos u otros promotores de ARN polimerasa, se purifica usando un Kit de Purificacién de Plasmidos de
Qiagen (Qiagen, Chatsworth, CA). Después se linealizan 10 pug del ADN plasmidico cortando con una enzima de
restriccion apropiada tal como Dde I durante 1 h a 37°C. El ADN plasmidico linealizado se purifica usando el Kit
QIAprep (Qiagen, Chatsworth, CA) y se usa para la sintesis de un transcrito antisentido del promotor apropiado
usando el Sistema de Transcripcidn in vitro Riboprobe® (Promega, Corporation, Madison, WI), como se describe por
las instrucciones del proveedor, incorporando (alfa*P) CTP (Amersham Life Sciences, Inc. Arlington Heights, IL) o
CTP biotinilado como marcador. Para generar la cadena sentido, 10 ug del ADN plasmidico purificado se cortan con
enzimas de restriccion tales como Xba I y Not I y se transcriben como anteriormente a partir del promotor apropiado.
Ambas cadenas sentido y antisentido se aislan por cromatografia en columna de centrifugacién. La cadena sentido sin
marcar se cuantifica por absorciéon UV a 260 nm.

B. Hibridacion de la Sonda Marcada con Diana. El tejido congelado se pulveriza hasta polvo en nitrégeno liquido
y 100-500 mg se disuelven en 1 ml de tampén de lisis disponible como componente del Kit de Proteccién frente a
ARNasa de Lisado Direct Protect™ (Ambion, Inc., Austin, TX). Puede conseguirse una disolucién adicional usando
un homogeneizador tisular. Ademas, se realiza una serie de diluciones de una cantidad conocida de cadena sentido en
lisado de higado de ratén para su uso como control positivo. Finalmente, 45 ul de tejido solubilizado o cadena sentido
diluida se mezclan directamente con; 1) 1 x 10° cpm de sonda marcada radiactivamente o 2) 250 pg de sonda marcada
no isotépicamente en 5 ul de tampdn de lisis. Se permite que la hibridacion se desarrolle durante una noche a 37°C.
Véase, T. Kaabache et al., Anal. Biochem. 232: 225-230 (1995).

C. Digestion con ARNasa. E1 ARN que no se hibrida con sonda se elimina de la reaccién como por el protocolo
Direct Protect™ usando una solucién de ARNasa A y ARNasa T1 durante 30 min a 37°C, seguido de eliminacién de
la ARNasa por digestion con Proteinasa K en presencia de sarcosil sédico. Los fragmentos hibridados protegidos de
la digestion se precipitan después por adicion de un volumen equivalente de isopropanol y se ponen a -70°C durante 3
h. Los precipitados se recogen por centrifugacién a 12.000 x g durante 20 min.

D. Andlisis de Fragmentos. Los precipitados se disuelven en colorante de carga en gel desnaturalizante (formami-
da al 80%, EDTA 10 mM (pH 8,0), cianol de xileno 1 mg/ml, azul de bromofenol 1 mg/ml), se desnaturalizan por
calor y se someten a electroforesis en geles desnaturalizantes de TBE poliacrilamida al 6%, urea 8 M. Los geles se
someten a formacién de imagenes y se analizan usando el sistema de autorradiografia de fésforo de almacenamiento
STORM™ (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). La cuantificacién de las bandas de fragmentos protegidos, expre-
sada en femtogramos (fg), se consigue comparando las dreas maximas obtenidas de las muestras de ensayo con las de
las diluciones conocidas de la cadena sentido de control positivo (véase la Seccién B, anteriormente). Los resultados
se expresan en moléculas de ARN de BS322/célula y como una puntuacion de clasificacién de imagen. En casos en los
que se usan marcadores no isotopicos, se transfieren los hibridos de los geles a membranas (nylon o nitrocelulosa) por
transferencia y después se analizan usando sistemas de deteccién que emplean conjugados de estreptavidina-fosfatasa
alcalina y reactivos de quimioluminiscencia o quimifluorescencia.

La deteccién de un producto que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SECUEN-
CIAS ID N° 1-9 y fragmentos o complementarias de las mismas, es indicativa de la presencia de ARNm de BS322,
sugiriendo un diagnéstico de enfermedad o afeccién de tejido mamario, tal como cancer de mama.

Ejemplo 5
Transferencia de Northern

La técnica de transferencia de Northern se usa para identificar un fragmento de ARN de un tamafio especifico a
partir de una poblacién compleja de ARN usando electroforesis en gel e hibridacién de 4cido nucleico. La transferencia
de Northern es una técnica bien conocida en el campo. En resumen, se incuban 5-10 g de ARN total (véase el Ejemplo
3) en 15 ul de una solucién que contiene dcido morfilinopropanosulfénico 40 mM (MOPS) (pH 7,0), acetato sédico
10 mM, EDTA 1 mM, formaldehido 2,2 M, formamida al 50% v/v durante 15 min a 65°C. El ARN desnaturalizado se
mezcla con 2 ul de tampén de carga (glicerol al 50%, EDTA 1 mM, azul de bromofenol al 0,4%, cianol de xileno al
0,4%) y se carga en un gel de agarosa desnaturalizante al 1,0% que contiene MOPS 40 mM (pH 7,0), acetato sédico
10 mM, EDTA 1 mM y formaldehido 2,2 M. El gel se somete a electroforesis a 60 V durante 1,5 h y se aclara en agua
sin ARNasa. La ARN se transfiere desde el gel sobre membranas de nylon (Brightstar-Plus, Ambion, Inc., Austin,
TX) durante 1,5 horas usando el método de transferencia capilar alcalina descendente (Chomczynski, Anal. Biochem.
201: 134-139, 1992). El filtro se aclara con SSC1X y el ARN se entrecruza con el filtro usando un Stratalinker™
(Stratagene, Inc., La Jolla, CA) en el modo de autoentrecruzamiento y se seca durante 15 min. La membrana se coloca
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después en un tubo de hibridacién que contiene 20 ml de solucién de prehibridacién precalentada (SSC 5X, formamida
al 50%;, solucién de Denhardt 5X, ADN de esperma de salmén desnaturalizado 100 pg/ml) y se incuba en una estufa
de hibridacién a 42°C durante al menos 3 h. Aunque la transferencia es de prehibridacién, se genera una sonda cebada
aleatoria marcada con **P usando el fragmento de inserto de BS322 (obtenido por digestién de los clones 4304443H1,
3424294H1 u otros clones comparables con Xbal y Notl) usando un Sistema de Marcaje de ADN de Cebador Aleatorio
(Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La mitad de la sonda se
lleva a ebullicion durante 10 min, se enfria rdpidamente en hielo y se afiade al tubo de hibridacién. La hibridacién se
realiza a 42°C durante al menos 12 h. La solucién de hibridacién se desecha y el filtro se lava en 30 ml de SSC 3X,
SDS al 0,1% a 42°C durante 15 min, seguido de 30 ml de SSC 3X, SDS al 0,1% a 42°C durante 15 min. El filtro se
envuelve en Saran Wrap, se expone a una pelicula Kodak XAR-Omat durante 8-96 h y la pelicula se revela para su
andlisis. El alto nivel de expresion de ARNm correspondiente a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
las SECUENCIAS ID N° 1-9 y fragmentos o complementarias de las mismas es un indicio de la presencia de ARNm
de BS322, sugiriendo un diagnéstico de una enfermedad o afeccién de tejido mamario, tal como cdncer de mama.

Ejemplo 6
Transferencia Puntual/Transferencia por Ranuras

Los ensayos de transferencia puntual y por ranuras son métodos rdpidos para evaluar la presencia de una secuencia
de 4cido nucleico especifica en una mezcla compleja de 4dcido nucleico. Para realizar dichos ensayos, se mezclan hasta
50 pug de ARN en 50 ul de formamida al 50%, formaldehido al 7%, SSC 1X, se incuban 15 min a 68°C y después se
enfrian en hielo. Después, se afiaden 100 ul de SSC 20X a la mezcla de ARN y se cargan al vacio en un aparato con
colector de escape que tiene una membrana de nitrocelulosa o nylon preparada. La membrana se empapa en agua, SSC
20X durante 1 hora, se pone sobre dos ldminas de papel de filtro Whatman n° 3 prehumedecido en SSC 20X y se carga
en un aparato con colector de escape al vacio de transferencia por ranuras o transferencia puntual. La transferencia
por ranuras se analiza con sondas preparadas y marcadas como se ha descrito en el Ejemplo 4 anterior. La deteccién
de ARNm correspondiente a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9 y
fragmentos o complementarias de las mismas es un indicio de la presencia de BS322, sugiriendo un diagndstico de
una enfermedad o afeccién de tejido mamario, tal como cdncer de mama.

Se conocen en la técnica otros métodos y tampones que pueden utilizarse en los métodos descritos en los Ejemplos
5y 6, pero no especificamente detallados en este documento, y se describen en J. Sambrook et al., anteriormente.

Ejemplo 7
Hibridacion In Situ

Este método es ttil para detectar directamente secuencias de acido nucleido diana especificas en células usando
sondas de hibridacion de 4cido nucleico detectables.

Se preparan tejidos con agentes fijadores entrecruzantes tales como paraformaldehido o glutaraldehido para una
retencién de ARN celular maxima. Véase, L. Angerer et al., Methods in Cell Biol. 35: 37-71 (1991). En resumen,
el tejido se pone en mds de 5 volimenes de glutaraldehido al % en fosfato sédico 50 mM, pH 7,5 a 4°C durante 30
min. La solucién se cambia con solucién de glutaraldehido recién preparada (glutaraldehido al 1% en fosfato sédico
50 mM, pH 7,5) durante una fijacién de 30 min adicional. La solucién de fijacién deberia tener una osmolaridad de
aproximadamente NaCl al 0,375%. El tejido se lava una vez en NaCl isot6nico para eliminar el fosfato.

Los tejidos fijados se embeben después en parafina de la forma siguiente. El tejido se deshidrata por medio de una
serie de concentraciones crecientes de etanol durante 15 min cada una: 50% (dos veces), 70% (dos veces), 85%, 90%
y después 100% (dos veces). A continuacion, el tejido se deja en remojo en dos cambios de xileno durante 20 min
cada uno a temperatura ambiente. Después, el tejido se deja en remojo en dos cambios de una mezcla 1:1 de xileno y
parafina durante 20 min cada uno a 60°C; y después, en tres cambios finales de parafina durante 15 min cada uno.

A continuacion, el tejido se corta en secciones de 5 um usando un microtomo convencional y se ponen en un
portaobjetos previamente tratado con un adhesivo tisular tal como 3-aminopropiltrietoxisilano.

Se retira la parafina del tejido mediante dos remojos en xileno de 10 min y se rehidrata en una serie de concentra-
ciones decrecientes de etanol: 99% dos veces, 95%, 85%, 70%, 50%, 30% y después en agua destilada dos veces. Las
secciones se tratan previamente con HCI 0,2 M durante 10 min y se permeabilizan con Proteinasa K 2 pg/ml a 37°C
durante 15 min.

Las ribosondas marcadas transcritas a partir del pldsmido de gen BS322 (véase el Ejemplo 4) se hibridan con las
secciones tisulares preparadas y se incuban durante una noche a 56°C y extracto de solucién salina convencional 3X y
formamida al 50%. El exceso de sonda se retira por lavado en solucién salina con citrato convencional 2X y formamida
al 50%, seguido de digestion con ARNasa A 100 ug/ml a 37°C durante 30 min. Se visualiza la sonda fluorescente por
iluminacién con luz ultravioleta (UV) bajo un microscopio. La fluorescencia en el citoplasma es indicativa de ARNm
de BS322. Como alternativa, las secciones pueden visualizarse por autorradiografia.
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Ejemplo 8
PCR con Transcripcion Inversa

A. Ensayo de RT-PCR de una Etapa. Se disefian cebadores especificos de diana para detectar las secuencias diana
descritas anteriormente por PCR con transcripcion inversa usando métodos conocidos en la técnica. Una RT-PCR de
una etapa es un procedimiento secuencial que realiza tanto una RT como una PCR en una sola mezcla de reaccion.
El procedimiento se realiza en una mezcla de reaccién de 200 ul que contiene (V,N,-bis[2-hidroxietil]glicina) 50 mM,
pH 8,15, KOAc 81,7 mM, KOH 33,33 mM, albtimina de suero bovino 0,01 mg/ml, 4cido etilendiaminotetraacético
0,1 mM, NaN; 0,02 mg/ml, glicerol al 8% p/v, 150 uM de cada ANTP, 0,25 uM de cada cebador, rTth polimerasa
5U, Mn(OAc), 3,25 mM y 5 ul de ARN diana (véase el Ejemplo 3). Puesto que el ARN y la enzima rTth polimerasa
son inestables en presencia de Mn(OAc),, el Mn(OAc), deberia afiadirse justo antes de la adicién de la diana. Pueden
determinarse facilmente las condiciones 6ptimas para la sintesis de ADNc y el termociclado por los expertos en la
materia. La reaccion se incuba en un termociclador Perkin-Elmer 480. Las condiciones que pueden encontrarse Utiles
incluyen sintesis de ADNc a 60°-70°C durante 15-45 min y 30-45 ciclos de amplificacién a 94°C, 1 min; 55°-70°C, 1
min; 72°C, 2 min. También puede realizarse una RT-PCR de una etapa mediante el uso de un procedimiento de enzima
doble con Taq polimerasa y una enzima transcriptasa inversa, tal como enzimas RT (transcriptasas inversas) de MMLV
(virus de la leucemia murina de Moloney) o AMV (virus de la mieloblastosis aviar).

B. RT-PCR Tradicional. Como alternativa, puede realizarse una reaccién de RT-PCR de dos etapas tradicional
como se describe por K. Q. Hu et al., Virology 181: 721-726 (1991) de la forma siguiente. E1 ARN extraido se
transcribe en una mezcla de reaccion de 25 ul que contiene Tris-HC1 10 mM, pH 8,3, MgCl, 5 mM, dNTP 500 uM,
RNasina 20 U, cebador antisentido 1 uM y transcriptasa inversa de AMV o MMLV 25 U. La transcripcién inversa
se realiza a 37-45°C durante 30-60 min, seguida de una incubacién adicional a 95°C durante 5 min para inactivar la
RT. La PCR se realiza usando 10 ul de la reacciéon de ADNc en un volumen de reaccién de PCR final de 50 ul que
contiene Tris-HC1 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, dNTP 200 uM, 0,5 uM de cada cebador y 2,5 U de Taq
polimerasa. Las condiciones 6ptimas para la sintesis de ADNc y el termociclado pueden determinarse facilmente por
los expertos en la materia. La reaccion se incuba en un termociclador Perkin-Elmer 480 u otro instrumento comparable.
Las condiciones que pueden encontrarse ttiles incluyen 30-45 ciclos de amplificacién (94°C, 1 min; 55-70°C, 1 min;
72°C, 2 min), extension final (72°C, 10 min) y dejar en remojo a 4°C.

C. Andlisis de Fragmentos de PCR. Después, los productos correctos pueden verificarse por determinacién de tama-
fio usando electroforesis en gel con tincién de gel de dcido nucleico SYBR® Green I (Molecular Probes, Eugene, OR)
y formacién de imagenes usando un sistema de formacién de imdgenes STORM, o también verificarse por andlisis de
transferencia de Southern, puntual o por ranuras usando una sonda marcada contra las secuencias internas del producto
de PCR. Las sondas también pueden ser andlogos polinucleotidicos tales como morfolinos o andlogos de 4cidos pepti-
donucleicos (PNA). La deteccion de un producto que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
las SECUENCIAS ID N° 1-9 y fragmentos o complementarias de las mismas es indicativa de la presencia de ARNm
de BS322, sugiriendo un diagnéstico de una enfermedad o afeccién de tejido mamario, tal como cdncer de mama.

Ejemplo 9
OH-PCR

A. Seleccion de sonda y marcaje. Se disehan cebadores y sondas especificas de diana para detectar las secuencias
diana descritas anteriormente mediante PCR con hibridacién de oligonucleétidos. Las Publicaciones Internacionales
N° WO 92/10505, publicada el 25 de junio de 1992, y WO 92/11388, publicada el 9 de julio de 1992, muestran
métodos para marcar oligonucledtidos en sus extremos 5° y 3’, respectivamente. De acuerdo con un método conocido
para marcar un oligonucleétido, se prepara un reactivo de fosforamidita marcador y se usa para afiadir el marcador al
oligonucle6tido durante su sintesis. Por ejemplo, véase N. T. Thuong et al., Tet. Letters 29(46): 5905-5908 (1988);
0J. S. Cohen et al., Solicitud de Patente de Estados Unidos publicada 07/246,688 (NTIS ORDEN N° PAT-APPL-7-
246,688) (1989). Preferiblemente, las sondas se marcan en su extremo 3’ para evitar su participaciéon en la PCR y la
formacién de productos de extensién no deseados. Para la OH-PCR de una etapa, la sonda deberia tener una Ty de
al menos 15°C por debajo de la Ty, de los cebadores. Los cebadores y sondas se utilizan como miembros de unién
especifica con o sin marcadores detectables, usando quimica de fosforamidita convencional y/o métodos de marcaje
post-sintéticos que son bien conocidos por los expertos en la materia.

B. PCR con hibridacion de oligos de una etapa. Se realiza OH-PCR en una reaccién de 200 ul que contiene (N, N,-
bis[2-hidroxietil]glicina) 50 mM, pH 8,15, KOAc 81,7 mM, KOH 33,33 mM, albimina de suero bovino 0,01 mg/ml,
dcido etilendiaminotetraacético 0,1 mM, NaN; 0,02 mg/ml, glicerol al 8% p/v, 150 uM de cada dNTP, 0,25 uM de cada
cebador, 3,75 nM de sonda, 5U de rTth polimerasa, 3,25 mM de Mn(OAc), y 5 ul de equivalentes sanguineos de diana
(véase el Ejemplo 3). Puesto que el ARN y la enzima rTth polimerasa son inestables en presencia de Mn(OAc),, el Mn
(OAc), deberia anadirse justo antes de la adicién de diana. La reaccion se incuba en un termociclador Perkin-Elmer
480. Las condiciones Optimas para la sintesis de ADNc y el termociclado pueden determinarse ficilmente por los
expertos en la materia. Las condiciones que pueden encontrarse utiles incluyen sintesis de ADNc (60°C, 30 min), 30-
45 ciclos de amplificacién (94°C, 40 s; 55-70°C, 60 s), hibridacién de oligo (97°C, 5 min; 15°C, 5 min; 15°C remojo).
El producto de reaccién correcto contiene al menos una de las cadenas del producto de PCR y una sonda hibridada
internamente.
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C. Andlisis de Producto de OH-PCR. Se detectan productos de reacciéon amplificados en un sistema de analisis
LCx® (disponible en Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). En resumen, el producto de reaccién correcto se captura
mediante una microparticula marcada con anticuerpo en un sitio capturable en la cadena de producto de PCR o la sonda
de hibridacién, y el complejo se detecta por unién de un conjugado de anticuerpo detectable a un sitio detectable en
la sonda o la cadena de PCR. Sélo es detectable un complejo que contiene una cadena de PCR hibridada con la sonda
interna. Después, la deteccion de este complejo es indicativa de la presencia de ARNm de BS322, sugiriendo un
diagnéstico de una enfermedad o afeccién de la mama, tal como cidncer de mama.

Existen muchos otros formatos de deteccidon que pueden usarse y/o modificarse por los expertos en la materia para
detectar la presencia de secuencias de 4cido nucleico derivadas de BS322 amplificadas o no amplificadas incluyendo,
pero sin limitacion, reaccioén en cadena de la ligasa (LCR, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL); Q-beta replicasa (Ge-
ne-Trak™, Naperville, Illinois), reaccién en cadena ramificada (Chiron, Emeryville, CA) y ensayos de desplazamiento
de cadena (Becton Dickinson, Research Triangle Park, NC).

Ejemplo 10
Produccion de Péptido Sintético

Se modelaron péptidos sintéticos, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28 y
se prepararon basdndose en la secuencia de aminodcidos esperada de la secuencia consenso del polipéptido BS322
(véase el Ejemplo 1). En particular, se prepararon varios péptidos BS322 derivados de la SECUENCIA ID N° 24
y la SECUENCIA ID N° 25, incluyendo los péptidos de la SECUENCIA ID N° 26 y la SECUENCIA ID N° 28.
Todos los péptidos se sintetizaron en un Sintetizador de Péptidos Symphony (disponible en Rainin Instrument Co,
Emeryville, CA) o instrumento similar, usando quimica FMOC, ciclos convencionales y activacién con HBTU in situ.
Las condiciones de escisién y desproteccion eran las siguientes: un volumen de 2,5 ml de reactivo de escisioén (4cido
trifluoroacético al 77,5% v/v, etanoditiol al 15% v/v, agua al 2,5% v/v, tioanisol al 5% v/v, fenol al 1-2% p/v) se afiadié
a la resina y se agité a temperatura ambiente durante 2-4 horas. Después, se retiré el filtrado y el péptido se precipitd
a partir del reactivo de escision con éter dietilico frio. Cada péptido se filtrd, se purificé mediante HPLC preparativa
de fase inversa usando un gradiente de agua/acetonitrilo/TFA al 0,1% y se liofiliz6. El producto se confirmé por
espectrometria de masas (véase el Ejemplo 12).

Se logré la formacién de enlace disulfuro usando condiciones de autooxidacién de la forma siguiente: el péptido
se disuelve en una cantidad minima de DMSO (aproximadamente 10 ml) antes de afiadir tampdn (Tris-HCI 0,1 M,
pH 6.2) a una concentracién de 0,3-0,8 mg/ml. La reaccién se controla por HPLC hasta la formacién completa del
enlace disulfuro, seguida de HPLC preparativa de fase inversa usando un gradiente de agua/acetonitrilo/ TFA al 0,1%
y liofilizacién. Después, el producto se confirma mediante espectometria de masas (véase el Ejemplo 12).

Los péptidos purificados pueden conjugarse con hemocianina de lapa californiana u otra molécula inmunorreactiva
con glutaraldehido, mezclarse con adyuvante e inyectarse en animales (véase el Ejemplo 14).

Ejemplo 11a
Expresion de Proteina en una Linea Celular Usando Pldsmido 577

A. Construccion de un Pldsmido de Expresion de BS322. El pldsmido 577, descrito en el documento WO 96/41179
se ha construido para la expresion de antigenos secretados en una linea celular permanente. Este plasmido contiene los
segmentos de ADN siguientes: (a) un fragmento de 23 kb de pPBR322 que contiene beta-lactamasa bacteriana y origen
de replicacién de ADN; (b) un casete de 1,8 kb que dirige la expresion de un gen de resistencia a neomicina bajo el
control de un promotor de timidina quinasa de HSV-1 y sefiales de adicién de poli-A; (c) un casete de 1,9 kb que dirige
la expresion de un gen de dihidrofolato reductasa bajo el control de un promotor de Virus de los Simios 40 (SV40) y
sefiales de adicion de poli-A; (d) un casete de 3,5 kb que dirige la expresion de una secuencia sefial de cadena pesada
de inmunoglobulina de conejo fusionada a una proteina E2 hepatitis de virus de la hepatitis C (HCV) modificada bajo
el control del promotor y potenciador de la transcripciéon T-Ag del Virus de los Simios 40, el potenciador del antigeno
de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) seguido de un fragmento de genoma de Virus Herpes Simple-1 (HSV-
1), que proporciona sefiales de adicién poli-A; y (e) un fragmento de 0,7 kb residual de la regién tardia del genoma
de SV40 sin funcién en este plasmido. Todos los segmentos del vector se ensamblaron por métodos convencionales
conocidos por los expertos en la técnica de biologia molecular.

Los plasmidos para la expresién de proteinas BS322 secretables se construyen por sustitucion de la secuencia
codificante de la proteina E2 del virus de la hepatitis C en el plasmido 577 con la de una secuencia polinucleotidica
de BS322 seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9, y fragmentos o complementarias de
las mismas, de la forma siguiente. La digestién del plasmido 577 con Xbal libera el fragmento génico E2 del virus de
la hepatitis C. La cadena principal de plasmido resultante permite la insercién del inserto de ADNc de BS322 cadena
debajo de la secuencia sefial de la cadena pesada de inmunoglobulina de conejo que dirige las proteinas expresadas
hacia la ruta secretora de la célula. El fragmento de ADNc de BS322 se genera por PCR usando procedimientos
convencionales. En la secuencia de cebador de PCR sentido esta codificado un sitio Xbal, inmediatamente seguido de
una secuencia de 12 nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos Ser-Asn-Glu-Leu (“SNEL”) para promotor
el procesamiento de proteasa sefial, una secrecion eficaz y la estabilidad del producto final en fluidos de cultivo.
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Inmediatamente después de esta secuencia de 12 nucleétidos el cebador contiene nucleétidos complementarios a
secuencias de molde que codifican aminodcidos del gen de BS322. El cebador antisentido incorpora una secuencia que
codifica los ocho aminodcidos siguientes justo antes de los codones de terminacion: Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-
Lys (SECUENCIA ID 29). Dentro de esta secuencia se incorpora un sitio de reconocimiento para ayudar al anélisis y
la purificacién del producto proteico BS322. Puede utilizarse un sitio de reconocimiento (denominado “FLAG”) que
se reconoce por un anticuerpo monoclonal disponible en el mercado denominado anti-FLAG M2 (Eastman Kodak,
Co., New Haven, CT), asi como otras secuencias comparables y sus anticuerpos correspondientes. Por ejemplo, se
realiza PCR usando reactivos GeneAmp® de Perkin-Elmer-Cetus, como indican las instrucciones del proveedor. Se
usan cebadores de PCR a una concentracién final de 0,5 uM. Se realiza PCR sobre el molde de plasmido de BS322 en
una reaccién de 100 ul durante 35 ciclos (94°C, 30 segundos; 55°C, 30 segundos; 72°C, 90 segundos) seguidos de un
ciclo de extensién de 72°C durante 10 min.

B. Transfeccion de Células de Ovario de Hdmster Chino Deficientes en Dihidrofolato Reductasa. El plasmido
descrito anteriormente se transfecta en células CHO/dhfr- [DXB-111, Uriacio et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:
4451-4466 (1980)]. Estas células estan disponibles en la A.T.C.C, 10801 University Blvd., Manassas, VA, con el N° de
Acceso CRL 9096. La transfeccion se realiza usando el procedimiento mediado por liposomas catidnicos descrito por
P. L. Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7417 (1987). Particularmente, se cultivan células CHO/dhft-
en medio F-12 de Ham complementado con suero fetal de ternera al 10%, L-glutamina (1 mM) y se siembran recién
preparadas en un matraz a una densidad 5-8 x 10° células por matraz. Las células se cultivan hasta una confluencia
entre el 60 y 80% para su transfeccion. Se afiaden veinte microgramos de ADN plasmidico (20 ug) a 1,5 ml de medio
Opti-MEM 1 y se afiaden 100 ul de Reactivo de Lipofectina (Gibco-BRL; Grand Island, NY) a una segunda parte de
1,5 ml de medio Opti-MEM 1. Las dos soluciones se mezclan y se incuban a temperatura ambiente durante 20 min.
Después, el medio de cultivo se retira de las células, las células se aclaran 3 veces con 5 ml de medio Opti-MEM L.
La solucién de ADN plasmidico-Lipofectina-Opti-MEM 1 se pone sobre las células después. Las células se incuban
durante 3 h a 37°C, tiempo después del cual la soluciéon de ADN-Lipofectina-Opti-MEM 1 se sustituye con medio de
cultivo durante 24 h adicionales antes de la seleccion.

C. Seleccion y Amplificacion. Un dia después de la transfeccion, las células se pasan 1:3 y se incuban con medio
de seleccion dhfr/G418 (en lo sucesivo, “medio F-12 menos G”). El medio de seleccion es F-12 de Ham con L-
glutamina sin hipoxantina, timidina y glicina (JRH Biosciences, Lenexa, Kansas) y 300 ug por ml de G418 (Gibco-
BRL; Grand Island, NY). Se mantienen las proporciones de volumen de medio respecto a drea de superficie de 5 ml
por 25 cm?. Después de aproximadamente dos semanas, las células DHFR/G418 se expanden para permitir el pase
y el mantenimiento continuo en medio F-12 menos G. La amplificacién de cada una de las secuencias de ADNc de
BS322 transfectadas se consigue por seleccion por etapas de células DHFR*, G418 con metotrexato (revisado por R.
Schimke, Cell 37: 705-713 [1984]). Las células se incuban con medio F-12 menos G que contiene metotrexato (MTX)
150 nM (Sigma, St. Louis, MO) durante aproximadamente dos semanas hasta que aparecen colonias resistentes. Se
consigue una amplificacidon génica adicional por seleccién de células adaptadas 150 nM con MTX 5 uM.

D. Produccion de Antigenos. Medio F-12 menos G complementado con MTX 5 uM se echa sobre monocapas justo
confluentes durante 12 a 24 h a 37°C en CO, al 5%. El medio de cultivo se retira y las células se aclaran 3 veces con
solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco (PBS) (con calcio y magnesio) (Gibco-BRL; Grand Island, NY)
para eliminar el medio/suero restante que pueda estar presente. Después, las células se incuban con medio de encargo
VAS (formulacién de encargo de VAS con L-glutamina con HEPES sin rojo fenol, disponible en JRH Bioscience;
Lenexa, KS, nimero de producto 52-08678P), durante 1 h a 37°C en CO, al 5%. Después, las células se cubren con
VAS para produccién a 5 ml por matraz T. El medio se retira después de siete dias de incubacién, se conserva y después
se congela para esperar la purificacién con las recolecciones 2, 3 y 4. Las monocapas se cubren con VAS durante 3
recolecciones mds de siete dias.

E. Andlisis de Expresion de Antigeno de Gen de BS322 en Tejido de Mama. Se analizaron alicuotas de sobrena-
dantes VAS de las células que expresan la construccion de proteina BS322 mediante electroforesis en gel de poliacri-
lamida-SDS (SDS-PAGE) usando métodos y reactivos convencionales conocidos en la técnica (geles discontinuos de
Laemmli) o mediante espectrometria de masas.

F. Purificacion. La purificacion de la proteina BS322 que contiene la secuencia FLAG se realiza mediante cro-
matografia de inmunoafinidad usando una matriz de afinidad que comprende anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2
unido covalentemente a agarosa por enlace hidrazida (Eastman Kodak Co., New Haven, CT). Antes de la purificacién
por afinidad, la proteina en las recolecciones de medio VAS combinadas de frascos rotatorios se cambia a Tris-HCI 50
mM (pH 7,5), tamp6n NaCl 150 mM usando una columna Sephadex G-25 (Pharmacia Biotech Inc., Uppsala, Suecia).
La proteina en este tampon se aplica a la columna de afinidad con anticuerpo anti-FLAG M2. La proteina no unida
se eluye por lavado de la columna con Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), tampén NaCl 150 mM. La proteina unida se eluye
usando un exceso de péptido FLAG en Tris-HC1 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM. El exceso de péptido FLAG puede
eliminarse de la proteina BS322 purificada mediante electroforesis en gel o HPLC.

Aunque se utiliza el pldsmido 577 en este ejemplo, los expertos en la materia saben que pueden utilizarse otros sis-

temas de expresién comparables, tales como CMYV, en este documento con modificaciones apropiadas en los reactivos
y/o técnicas y estdn dentro de las habilidades del experto en la materia.
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El inserto clonado de mayor tamafio que contiene la regién codificante del gen de BS322 se subclona después en
(1) un vector de expresién eucariota que puede contener, por ejemplo, un promotor de citomegalovirus (CMV) y/o
secuencias que pueden fusionarse con proteinas que ayudan a la expresioén y deteccién de proteina o (ii) un vector
de expresion bacteriano que contenga una superdxido-dismutasa (SOD) y CMP-KDO sintetasa (CKS) u otro gen de
fusién con proteina para la expresion de la secuencia proteica. Se describen métodos y vectores que son ttiles para
la produccién de polipéptidos que contienen secuencias de fusién de SOD en el documento EPO 0196056, publicado
el 1 de octubre de 1986, y los que contienen secuencias de fusion de CKS se describen en la Publicacion EPO N°
0331961, publicada el 13 de septiembre de 1989. Esta proteina purificada de este modo puede usarse en una diversidad
de técnicas, incluyendo pero sin limitacién, estudios de inmunizaciéon de animales, inmunoensayos de fase sélida,
etc.

Ejemplo 11b
Expresion de Proteina en una Linea Celular Usando pcDNA3.1/Myc-His

A. Construccion de un Pldsmido de Expresion de BS322. Se ha construido el plasmido pcDNA3.1/Myc-His (N°
Cat. V855-20, Invitrogen, Carlsbad, CA) en el pasado para la expresion de antigenos secretados por la mayoria de li-
neas celulares de mamifero. Insertos de proteina expresada se fusionan con una etiqueta peptidica myc-his. La etiqueta
myc-his (SECUENCIA ID 30) comprende un epitopo de la oncoproteina c-myc y una secuencia polihistidina que son
utiles para la purificacion de una proteina de fusién expresada usando columnas de afinidad anti-myc o anti-his, o
columnas de unién a metaloproteina. Los pldsmidos para la expresion de proteinas BS322 secretables se construyen
por insercién de una secuencia polinucleotidica de BS322 seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS
ID N° 1-9 y fragmentos o complementarias de las mismas. Antes de la construccién de un plasmido de expresion de
BS322, la secuencia de ADNc de BS322 se clona primera en un vector pCR®-Blunt de la forma siguiente:

El fragmento de ADNc de BS322 se genera por PCR usando procedimientos convencionales. Por ejemplo, la PCR
se realiza con procedimientos y reactivos de Stratagene®, Inc. (La Jolla, CA), segiin indica el fabricante. Se usan
cebadores de PCR a una concentracion final de 0,5 uM. Se realiza una PCR usando 5 U de pfu polimerasa (Stratagene,
La Jolla, CA) sobre el molde de plasmido de BS322 (véase el Ejemplo 2) en una reaccién de 50 ul durante 30 ciclos
(94°C, 1 min; 65°C, 1,5 min; 72°C, 3 min) seguidos de un ciclo de extension de 72°C durante 8 min. (La secuencia de
cebador de PCR sentido comprende nucleétidos que son complementarios al vector pINCY directamente cadena arriba
del inserto génico de BS322 o que incorporan un sitio de restriccién EcoRI 5°, un iniciador consenso de la traduccién
de proteina cadena abajo adyacente y una secuencia de dcido nucleico 3° que estd en el mismo sentido que el extremo
mds 5’ del inserto de ADNc de BS322. El cebador de PCR antisentido incorpora una secuencia de restriccién Notl 5’
y una secuencia complementaria al extremo 3’ del inserto de ADNc de BS322 justo cadena arriba del extremo mds
3’, el codoén de terminacion en fase de lectura.) Cinco microlitros (5 ul) del producto de PCR con extremos romos
resultante se ligan en 25 ng de vector pCR®-Blunt linealizado (Invitrogen, Carlsbad, CA) interrumpiendo el gen letal
ccdB del vector. El vector ligado resultante se transforma en E. coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando un
Kit de Transformacién One Shot™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células
transformadas se cultivan en placas de seleccién LB-Kan (kanamicina 50 ug/ml) a 37°C. Sélo las células que contienen
un pldsmido con un gen ccdB interrumpido crecerdn después de la transformacién [Grant, S.G.N., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87: 4645-4649 (1990)]. Se escogen colonias transformadas y se cultivan en 3 ml de caldo LB-Kan a 37°C.
Se afsla el ADN plasmidico mediante el uso de un procedimiento QIAprep® (Qiagen Inc., Santa Clarita, CA) segin
indica el fabricante. E1 ADN se corta con EcoRI o SnaBI y enzimas de restriccion Notl para liberar el fragmento de
inserto de BS322. El fragmento se procesa en un gel de agarosa Seakem® LE al 1%/bromuro de etidio 0,5 ug/ml/TE, se
visualiza por irradiacién UV, se escinde y se purifica usando procedimientos QIAquick™ (Qiagen Inc., Santa Clarita,
CA) segtin se indica en las instrucciones del proveedor.

El ADN plasmidico de pcDNA3.1/Myc-His se linealiza por digestién con EcoRI o SnaBI y Notl en la regién
polienlazadora del ADN plasmidico. La cadena principal de ADN plasmidico resultante permite la insercién del
fragmento de ADNc purificado de BS322 anterior cadena abajo de un promotor de CMV que dirige la expresion de las
proteinas en células de mamifero. El plasmido ligado se transforma en células DH5 alfa™ (GibcoBRL Grand Island,
NY) segtin se indica por el fabricante. En resumen, se afiaden 10 ng de pcDNA3.1/Myc-His que contiene un inserto
de BS322 a 50 ul de células de DHS alfa competentes y el contenido se mezcla suavemente. La mezcla se incuba en
hielo durante 30 min, se somete a choque térmico durante 20 s a 37°C y se pone en hielo durante 2 min adicionales.
Tras la adicién de 0,95 ml de medio LB, la mezcla se incuba durante 1 h a 37°C con agitacién a 225 rpm. Las células
transformadas se siembran después en placas de LB/Amp (ampicilina 50 ug/ml) de 100 mm y se cultivan a 37°C. Las
colonias se escogen y se cultivan en 3 ml de caldo LB/Amp. El ADN plasmidico se purifica usando un Kit QIAprep.
La presencia del inserto se confirma usando técnicas conocidas por los expertos en la materia, incluyendo, pero sin
limitacién, digestién con enzimas de restriccién y andlisis en gel (J. Sambrook et al., anteriormente).

B. Transfeccion de Células 293 de Células de Rifion Embrionarias Humanas. El pldsmido de expresion de BS322
descrito en la seccién A anterior se vuelve a transformar en células DHS alfa sembradas en agar LB/ampicilina y se
cultivan en 10 ml de caldo LB/ampicilina como se ha descrito anteriormente en este documento. El pldsmido se purifica
usando un Maxi Kit QIAfilter™ (Qiagen, Chatsworth, CA) y se usa para transfectar células HEK293 [F.L. Graham et
al., J. Gen. Vir. 36: 59-72 (1977)]. Estas células estan disponibles en la A.T.C.C, 10801 University Blvd., Manassas,
VA con el N° de Acceso CRL 1573. La transfeccion se realiza usando el procedimiento mediado por lipofectamina
catiénico descrito por P. Hawley-Nelson ef al., Focus 15.73 (1993). Particularmente, se cultivan células HEK293 en
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10 ml de medio de DMEM complementado con suero bovino fetal al 10% (FBS), L-glutamina (2 mM) y se siembran
recién preparadas en placas de cultivo de 100 mm a una densidad de 9 x 10° células por placa. Las células se cultivan
a 37°C hasta una confluencia de entre el 70% y el 80% para la transfeccién. Se afiaden ocho microgramos (8 ug) de
ADN plasmidico a 800 ul de medio Opti-MEM I® (Gibco-BRL, Grand Island, NY) y se afiaden 48-96 ul de Reactivo
de Lipofectamina™ (Gibco-BRL, Grand Island, NY) a una segunda parte de 800 ul de medio Opti-MEM 1. Las dos
soluciones se mezclan y se incuban a temperatura ambiente durante 15-30 min. Después de que se retire el medio de
cultivo de las células, las células se lavan una vez con 10 ml de DMEM sin suero. La solucién de ADN plasmidico-
Lipofecamina-Opti-MEM 1 se diluye con 6,4 ml de DMEM sin suero y después se pone sobre las células. Las células
se incuban durante 5 h a 37°C, tiempo después del cual se afiaden 8 ml adicionales de DMEM con FBS al 20%.
Después de 18-24 h, el medio antiguo se aspira y las células se cubren con 5 ml de DMEM recién preparado con FBS
al 5%. Los sobrenadantes y extractos celulares se analizan para determinar la actividad génica de BS322 72 h después
de la transfeccion.

C. Andlisis de Expresion de Antigeno de Gen BS322 en Tejido de Mama. El sobrenadante de cultivo anterior se
transfiere a criotubos y se almacena en hielo. Las células HEK293 se recogen lavdndolas dos veces con 10 ml de
PBS de Dulbecco frio y se lisan por adicién de 1,5 ml de tampdn de lisis CAT (Boehringer Mannheim, Indiandpolis,
IN), seguido de incubacién durante 30 min a temperatura ambiente. El lisado se transfiere a tubos de microfuga de
polipropileno de 1,7 ml y se centrifuga a 1000 x g durante 10 min. El sobrenadante se transfiere a nuevos criotubos
y se almacena en hielo. Se analizan alicuotas de sobrenadantes de las células y el lisado de las células que expresan
la construccion de proteina BS322 se analiza para determinar la presencia de proteina recombinante de BS322. Las
alicuotas pueden procesarse en electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) usando métodos y reactivos
convencionales conocidos en la técnica (J. Sambrook et al., anteriormente). Estos geles pueden transferirse después
sobre un medio sélido tal como nitrocelulosa, nitrano, etc., y la banda de proteina BS322 puede visualizarse usando
técnicas de transferencia de Western con anticuerpos monoclonales anti-epitopo myc o anti-histidina (Invitrogen,
Carlsbad, CA) o suero policlonal anti-BS322 (véase el Ejemplo 14). Como alternativa, la proteina recombinante BS322
expresada puede analizarse por espectrometria de masas (véase el Ejemplo 12).

D. Purificacion. La purificacion de la proteina recombinante BS322 que contiene la secuencia myc-his se realiza
usando el sistema de cromatografia de afinidad Xpress® (Invitrogen, Carlsbad, CA) que contiene una resina de agarosa
cargada con niquel que se une especificamente a restos polihistidina. Sobrenadantes de placas de 10 x 100 mm pre-
parados como se ha descrito anteriormente se combinan y se pasan sobre la columna cargada con niquel. La proteina
no unida se eluye por lavado de la columna con Tris-HCl 50 mM (pH 7,5)/tampén NaCl 150 mM, dejando sélo las
proteinas de fusién con myc-his. Después, la proteina recombinante BS322 unida se eluye de la columna usando un
exceso de imidazol o histidina o un tamp6n de bajo pH. Como alternativa, la proteina recombinante también puede
purificarse por unién en la secuencia myc-his a una columna de afinidad que consiste en anticuerpos monoclonales
anti-myc o anti-histidina conjugados por medio de un enlace hidrazida o de otro tipo a una resina de agarosa y elucién
con un exceso de péptido o histidina myc, respectivamente.

Después, la proteina recombinante purificada puede entrecruzarse covalentemente con una fase sélida, tal como
columnas de Sepharose activadas con N-hidroxisuccinimida (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), segtin se indica por
las instrucciones del proveedor. Estas columnas que contienen proteina recombinante BS322 unida covalentemente
pueden usarse después para purificar anticuerpos anti-BS322 de sueros de conejo o ratén (véanse los Ejemplos 13 y
14).

E. Recubrimiento de Placas de Microtitulacion con Proteinas Expresadas BS322. El sobrenadante de una placa
de 100 mm, como se ha descrito anteriormente, se diluye en un volumen apropiado de PBS. Después, se ponen 100
ul de la mezcla resultante en cada pocillo de una placa de microtitulacién quelada con metal Reacti-Bind™ (Pierce,
Rockford, IL), se incuba a temperatura ambiente con agitacién y se continda con tres lavados con 200 ul cada uno de
PBS con Tween® 20 al 0,05%. La placa de microtitulacién preparada puede usarse después para explorar antisueros
policlonales para determinar la presencia de anticuerpos de BS322 (véase el Ejemplo 17).

Aungque se utiliza el pcDNA3.1/Myc-His en este ejemplo, los expertos en la materia saben que pueden utilizarse
otros sistemas de expresion comparables en este documento con modificaciones apropiadas en reactivos y/o técnicas
y estdn dentro de las habilidades del experto en la materia. El inserto clonado de mayor tamafio que contiene la regién
codificante del gen de BS322 se subclona en (i) un vector de expresion eucariota que puede contener, por ejemplo, un
promotor de citomegalovirus (CMV) y/o secuencias que pueden fusionarse con proteinas que ayudan a la expresion y
deteccion de proteina o (ii) un vector de expresion bacteriano que contiene superéxido-dismutasa (SOD) y CMP-KDO
sintetasa (CKS) u otro gen de fusidn con proteina para la expresion de la secuencia proteica. Se describen métodos y
vectores que son utiles para la produccién de polipéptidos que contienen secuencias de fusién de SOD en la solicitud
EPO publicada N° EP 0 196 056, publicada el 1 de octubre de 1986, y se describen vectores que contienen secuencias
de fusién de CKS en la solicitud EPO publicada N° EP 0 331 961, publicada el 13 de septiembre de 1989. La proteina
purificada puede usarse en una diversidad de técnicas, incluyendo, pero sin limitacion, estudios de inmunizacién de
animales, inmunoensayos de fase sélida, etc.
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Ejemplo 12
Andlisis Quimico de Proteinas Tisulares de Mama

A. Andlisis de Fragmentos Peptidicos Tratados con Tripsina Usando MS. Sueros de pacientes con una enfermedad
de mama, tal como cdncer de mama, sueros de pacientes sin enfermedad de mama, extractos de tejidos o células
de mama de pacientes con una enfermedad de mama, tal como cdncer de mama, extractos de tejidos o células de
mama de pacientes sin enfermedad de mama y extractos de tejidos o células de otros 6rganos enfermos o no enfermos
de pacientes se procesan en un gel de poliacrilamida usando procedimientos convencionales y se tifien con Azul de
Coomassie. Las secciones del gel sospechosas de contener el polipéptido desconocido se esciden y se someten a una
reduccién, acetamidacion y digestién con tripsina dentro del gel. P. Jeno et al., Anal. Bio. 224: 451-455 (1995) y J.
Rosenfeld et al., Anal. Bio. 203:173-179 (1992). Las secciones del gel se lavan NH;,HCO; 100 mM y acetonitrilo.
Los fragmentos de gel encogidos se hinchan en tampén de digestion (NH,HCO; 50 mM, CaCl, 5 mM vy tripsina
12,5 pg/ml) a 4°C durante 45 min. El sobrenadante se aspira y se sustituye con de 5 a 10 ul de tampdn de digestién
sin tripsina y se deja incubar durante una noche a 37°C. Los péptidos se extraen con 3 cambios de dcido férmico al
5% y acetonitrilo y se evaporan hasta sequedad. Los péptidos se adsorben a aproximadamente 0,1 ul de adsorbente
POROS R2 (Perseptive Biosystems, Framingham, Massachusetts) inmovilizado en la punta de un tubo capilar de
cromatografia de gases extraidos disolviéndolos en 10 ul de 4cido férmico al 5% y pasandolos a través del capilar. Los
péptidos adsorbidos se lavan con agua y se eluyen con 4cido férmico al 5% en metanol al 60%. El eluyente se pasa
directamente hacia el capilar de nebulizacién de un espectrometro de masas API III (Perkin-Elmer Sciex, Thornhill,
Ontario, Canadd) para su andlisis por espectrometria de masas por nanoelectronebulizaciéon. M. Wilm et al., Int. J.
Mass Spectrom. Ion Process 136:1 67-180 (1994) y M. Wilm et al., Anal. Chem. 66: 1-8 (1994). Las masas de los
péptidos tratados con tripsina se determinan a partir del espectro de masas obtenido del primer cuadrupolo. Las masas
correspondientes a los péptidos esperados pueden analizarse adicionalmente en modo MS/MS para dar la secuencia
de aminoécidos del péptido.

B. Andlisis de Fragmentos Peptidicos Usando LC/MS. La presencia de polipéptidos esperados a partir de se-
cuencias de ARNm encontradas en tejidos enfermos hiperpldsicos también puede confirmarse usando cromatografia
liquida/espectrometria de masas en tindem (LC/MS/MS). D. Hess et al., METHODS, A Companion to Methods in
Enzymology 6: 227-238 (1994). La muestra de suero o extracto tumoral del paciente se desnaturaliza con SDS y se
reduce con ditiotreitol (1,5 mg/ml) durante 30 min a 90°C seguido de alquilacién con yodoacetamida (4 mg/ml) du-
rante 15 min a 25°C. Después de la electroforesis en acrilamida, los polipéptidos se electrotransfieren a una membrana
catiénica y se tifien con Azul de Coomassie. Después de la tincién, las membranas se lavan y las secciones que se
piensa que contienen los polipéptidos desconocidos se retiran por corte y se diseccionan en fragmentos pequenos. Las
membranas se ponen en tubos de microcentrifuga de 500 ul y se sumergen en de 10 a 20 ul de tampoén de digestion
proteolitico (Tris-HC1 100 mM, pH 8,2, que contiene NaCl 0,1 M, acetonitrilo al 10%, CaCl, 2 mM y tripsina 5 ug/ml)
(Sigma, St. Louis, MO). Después de 15 h a 37°C, se anaden 3 ul de urea saturada y 1 ul de tripsina 100 ug/ml y se
incuban durante 5 h adicionales a 37°C. La mezcla de digestion se acidifica con 3 ul de acido trifluoroacético al 10% y
se centrifuga para separar el sobrenadante de la membrana. El sobrenadante se inyecta directamente en un microorifi-
cio de columna de HPLC de fase inversa y se eluye con un gradiente lineal de acetonitrilo en 4cido trifluoroacético al
0,05% El eluido se suministra directamente en un espectrometro de masas por electronebulizacion, después se pasa a
través de un divisor de corrientes si es necesario para ajustar el volumen de material. Los datos se analizan siguiendo
los procedimientos expuestos en el Ejemplo 12, Seccién A.

Ejemplo 13
Protocolo de Inmunizacion Génica

A. Expresion de Antigeno In Vivo. La inmunizacion génica evita las etapas de purificacién de proteina expresando
directamente un antigeno in vivo después de la inoculacion del vector de expresion apropiado. Ademds, la produccién
de antigeno por este método puede permitir un plegamiento y una glicosilacién correctos de la proteina, puesto que
la proteina se produce en tejido de mamifero. EI método utiliza la insercién de la secuencia génica en un plasmido
que contiene un promotor de CMV, la expansién y purificacion del plasmido y la inyeccién del ADN plasmidico en el
tejido muscular de un animal. Los animales preferidos incluyen ratones y conejos. Véase, por ejemplo, H. Davis et al.,
Human Molecular Genetics 2: 1847-1851 (1993). Después de una o dos inmunizaciones de refuerzo, puede extraerse
sangre del animal, recogerse liquido ascitico o puede extirparse del bazo del animal para la produccién de hibri-
domas.

B. Preparacion y Purificacion de Pldsmido. Se generan secuencias de ADNc de BS322 a partir del vector que
contiene ADNc de BS322 usando cebadores de PCR apropiados PCR que contienen sitios de restriccion 5° adecuados
siguiendo los procedimientos descritos en el Ejemplo 11. El producto de PCR se corta con enzimas de restricciéon
apropiadas y se inserta en un vector que contiene el promotor de CMV (por ejemplo, vectores pRc/CMV o pcDNA3
de Invitrogen, San Diego, CA). Después, este plasmido se expande en la cepa bacteriana apropiada y se purifica a
partir del lisado celular usando un gradiente de CsCI o una columna de purificacién de ADN plasmidico de Qiagen.
Todas estas técnicas son familiares para un experto en la técnica de biologia molecular.

C. Protocolo de Inmunizacion. Se inmunizan animales anestesiados por via intramuscular con 0,1-100 ug del
plasmido purificado diluido en PBS u otros potenciadores de la captacién de ADN (Cardiotoxina, sacarosa al 25%).
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Véase, por ejemplo, H. Davis et al., Human Gene Therapy 4: 733-740 (1993); y P. W. Wollff ez al., Biotechniques 11:
474-485 (1991). Se administran de una a dos inyecciones de refuerzo a intervalos mensuales.

D. Ensayoy Uso de Antisuero. Se extrae sangre de los animales y los sueros resultantes se ensayan para anticuerpos
usando péptidos sintetizados a partir de la secuencia génica conocida (véase el Ejemplo 16) usando procedimientos
conocidos en la técnica, tales como técnicas de transferencia de Western o EIA. Los anticuerpos producidos por este
método pueden usarse después para detectar la presencia del antigeno en el extracto tisular o celular de un paciente
o en el suero de un paciente mediante técnicas de ELISA o transferencia de Western, tales como las descritas en los
Ejemplos 15 a 18.

Ejemplo 14
Produccion de Anticuerpos Contra BS322

A. Produccion de Antisueros Policlonales. Se prepararon antisueros contra BS322 por inyeccién de conejos con
péptidos cuyas secuencias se obtuvieron a partir de la secuencia de aminoécidos esperada de la secuencia de nucledti-
dos consenso de BS322 (SECUENCIA ID N° 9). La sintesis de péptidos (SECUENCIA ID N° 26 y SECUENCIA ID
N°28) se describe en el Ejemplo 10. El péptido de la SECUENCIA ID N° 26 se conjugé con un transportador tal como
hemocianina de lapa californiana (KLH). El péptido de la SECUENCIA ID N° 28 no se conjugé con un transportador.

1. Conjugacion de Péptido. Los péptidos pueden conjugarse con hemocianina de lapa californiana activada con
maleimida (KLH, disponible en el mercado como Imject®, disponible en Pierce Chemical Company, Rockford,
IL). Imject® contiene aproximadamente 250 moles de grupos maleimida reactivos por mol de hemocianina.
La KLH activada se disuelve en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH 8,4) a una concentracién
de aproximadamente 7,7 mg/ml. El péptido se conjuga por medio de cisteinas que aparecen en la secuencia
peptidica o a una cisteina previamente afiadida al péptido sintetizado para proporcionar un punto de unidn.
El péptido se disuelve en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) y se hace
reaccionar con la KLH activada a una proporcién molar de aproximadamente 1,5 moles de péptido por mol
de maleimida reactivada unida a la KLH. Se proporciona en este documento a continuacién un procedimiento
para la conjugacién de péptido (SECUENCIA ID N° 26). El experto en la materia sabe que las cantidades,
tiempos y condiciones de dicho procedimiento pueden variarse para optimizar la conjugacién de péptido.

La reaccién de conjugacion descrita en este documento a continuacién se basa en la obtencién de 3 mg de
conjugado de péptido con KLH (“péptido conjugado”), que contiene aproximadamente 0,77 umoles de grupos
maleimida reactivos. Esta cantidad de conjugado de péptido habitualmente es adecuada para una inyeccion pri-
maria y cuatro inyecciones de refuerzo para la produccién de antisueros policlonales en un conejo. En resumen,
se disuelve péptido (tal como SECUENCIA ID N° 26) en DMSO a una concentracién de 1,16 umoles/100 ul de
DMSO. Se afiaden cien microlitros (100 ul) de Ia solucién de DMSO a 380 ul de la solucién de KLH activada
preparada como se ha descrito en este documento anteriormente y se afiaden 20 ul de PBS (pH 8,4) para llevar
el volumen a 500 pul. La reaccién se incuba durante una noche a temperatura ambiente con agitacién. El grado
de reaccion se determina midiendo la cantidad de tiol sin reaccionar en la mezcla de reaccion. La diferencia
entre la concentracién de partida de tiol y la concentracién final se asume que es la concentracién de péptido
que se ha acoplado a la KLH activada. La cantidad de tiol restante se mide usando reactivo de Ellman (4ci-
do 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico), Pierce Chemical Company, Rockford, IL). Se preparan patrones de cisteina
a una concentracién de 0, 0,1, 0,5, 2,5 y 20 mM por disolucién de 35 mg de cisteina HC1 (Pierce Chemical
Company, Rockford, IL) en 10 ml de PBS (pH 7,2) y dilucién de la solucién madre a la concentracién o con-
centraciones deseadas. La determinacion fotométrica de la concentracidon de tiol se logra poniendo 200 ul de
PBS (pH 8,4) en cada pocillo de una placa de micropocillos Immulon 2® (Dynex Technologies, Chantilly, VA).
A continuacion, se afiaden 10 ul de mezcla patrén o de reaccién a cada pocillo. Por tltimo, se afiaden 20 ul de
reactivo de Ellman a una concentraciéon de 1 mg/ml en PBS (pH 8,4) a cada pocillo. Los pocillos se incuban
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se lee la absorbancia de todos los pocillos a 415 nm con un lector
de microplacas (tal como el BioRad Model 3550, BioRad, Richmond, CA). La absorbancia de los patrones se
usa para construir una curva patrén y la concentracion de tiol de la mezcla de reaccién se determina a partir de
la curva patrén. Una disminucién en la concentracion de tiol libre es indicativa de una reaccién de conjugacioén
con éxito. Se elimina el péptido sin reaccionar por didlisis contra PBS (pH 7,2) a temperatura ambiente durante
6 horas. El conjugado se almacena a 2-8°C si se va a usar inmediatamente; de otro modo, se almacena a -20°C
0 a una temperatura menor.

2. Inmunizacion de Animales. Se usaron conejos New Zealand blancos hembra que pesaban 2 kg o mds para la
generacion de antisuero policlonal. Se inmunizé un animal por péptido conjugado o sin conjugar (preparado
como se ha descrito en este documento anteriormente). Una semana antes de la primera inmunizacidn, se
obtuvieron de 5 a 10 ml de sangre del animal para servir como muestra no inmune previa a las extracciones de
sangre.

Los péptidos, SECUENCIA ID N° 26 (conjugado y sin conjugar) y SECUENCIA ID N° 28 (sin conjugar) se
usaron para preparar el inmunégeno primario por emulsién de 0,5 ml del péptido a una concentracién de 2 mg/ml
en PBS (pH 7,2) que contenia 0,5 ml de adyuvante completo de Freund (CFA) (Difco, Detroit, Ml). El inmunégeno
se inyect6 en varios sitios del animal por las vias de administracién subcutanea, intraperitoneal, y/o intramuscular.
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Cuatro semanas después de la inmunizacién primaria, se administré una inmunizacién de refuerzo. El inmunégeno
usado para la dosis de inmunizacion de refuerzo se preparé por emulsién de 0,5 ml del mismo péptido conjugado o
sin conjugar usado para el inmundgeno primario, excepto por que el péptido se diluyé ahora hasta 1 mg/ml con 0,5 ml
de adyuvante incompleto de Freund (IFA) (Difco, Detroit, M1). De nuevo, la dosis de refuerzo se administré en varios
sitios por tipos de inyecciones subcutdnea, intraperitoneal e intramuscular. Se extrajo sangre de los animales (5 ml) dos
semanas después de la inmunizacion de refuerzo y el suero se ensayé para determinar la inmunorreactividad contra el
péptido, como se describe a continuacién. El programa de refuerzo y extraccion de sangre se repitié a intervalos de
4 semanas hasta que se obtuvo un titulo adecuado. El titulo o concentracién de antisuero se determiné mediante EIA
de microtitulacién como se describe en el Ejemplo 17 a continuacién. Un titulo de anticuerpo de 1:500 o superior se
consideraba un titulo adecuado para su uso y estudio adicional.

TABLA 1

Titulo de antisuero de conejo anti-péptido BS322 (extraccion de sangre semana 11)

Inmundgeno Peptidico Titulo

SECUENCIA ID N° 26 (conjugado) >62.500
SECUENCIA ID N° 26 (sin conjugar) | >62.500
SECUENCIA ID N° 28 (sin conjugar) | 30.600

B. Produccion de Anticuerpo Monoclonal

1.

Protocolo de Inmunizacion. Se inmunizan ratones usando inmunégenos preparados como se ha descrito an-
teriormente en este documento, excepto por que la cantidad del péptido conjugado o sin conjugar para la
produccién de anticuerpo monoclonal en ratones es de un décimo la cantidad usada para producir antisue-
ros policlonales en conejos. Por lo tanto, el inmunégeno primario consiste en 100 ug de péptido conjugado o
sin conjugar en 0,1 ml de emulsion de CFA; mientras que el inmundgeno usado para inmunizaciones de re-
fuerzo consiste en 50 ug de péptido conjugado o sin conjugar en 0,1 ml de IFA. Se preparan hibridomas para
la generacién de anticuerpos monoclonales y se exploran usando técnicas convencionales. Los métodos usados
para el desarrollo de anticuerpos monoclonales siguen procedimientos conocidos en la técnica tales como los
detallados en Kohler y Milstein, Nature 256: 494 (1975) y revisados en J. G. R. Hurrel, ed., Monoclonal Hy-
bridoma Antibodies: Techniques and Applications, CRC Press, Inc., Boca Raton, FL (1982). Otro método de
desarrollo de anticuerpos monoclonales que se basa en el método de Kohler y Milstein es el de L.T. Mimms et
al., Virology 176: 604-619 (1990).

El régimen de inmunizacién (por ratén) consiste en una inmunizacién primaria con inmunizaciones de refuerzo
adicionales. El inmundgeno primario usado para la inmunizacién primaria consiste en 100 ug de péptido conju-
gado o sin conjugar en 50 ul de PBS (pH 7,2) previamente emulsionado en 50 ul de CFA. Las inmunizaciones
de refuerzo realizadas a aproximadamente dos semanas y cuatro semanas después de la inmunizacién primaria
consisten en 50 ug de péptido conjugado o sin conjugar en 50 ul de PBS (pH 7,2) emulsionados con 50 ul de
IFA. Un total de 100 ul de este inmundgeno se inoculan por via intraperitoneal y subcutdnea en cada ratén.
Se exploran ratones individuales para determinar la respuesta inmune por inmunoensayo enzimatico en placa
de microtitulacién (EIA) como se describe en el Ejemplo 17, aproximadamente cuatro semanas después de la
tercera inmunizacion. Los ratones se inoculan por via intravenosa, intraesplénica o intraperitoneal con 50 ug
de péptido conjugado o sin conjugar en PBS (pH 7,2) aproximadamente quince semanas después de la tercera
inmunizacion.

Tres dias después de este refuerzo intravenoso, los esplenocitos se fusionan con, por ejemplo, células de mielo-
ma Sp2/0-Agl4 (Milstein Laboratories, Inglaterra) usando el método de polientilenglicol (PEG). Las fusiones
se cultivan en Medio de Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM) que contiene suero fetal de ternera al 10%
(FCS), mas hipoxantina al 1%, aminopterina y timidina (HAT). Se exploran cultivos a granel por EIA en pla-
ca de microtitulacién siguiendo el protocolo del Ejemplo 17. Los clones reactivos con el péptido usado como
inmundgeno y no reactivos con otros péptidos (es decir, péptidos de BS322 no usados como inmundgeno) se
seleccionan para una expansion final. Por lo tanto, los clones seleccionados se expanden, se dividen en alicuotas
y se congelan en IMDM que contiene FCS al 10% y dimetilsulf6xido al 10%.

Produccion de Liquido Ascitico que contiene Anticuerpos Monoclonales. Células de hibridoma congeladas
preparadas como se ha descrito anteriormente en este documento se descongelan y se ponen en cultivo de
expansion. Se inoculan células de hibridoma viables por via intraperitoneal en ratones tratados con Pristano.
Se extrae liquido ascitico de los ratones, se combina, se filtra a través de un filtro de 0,2 ym y se somete a un
andlisis de inmunoglobulina clase G (IgG) para determinar el volumen de la columna de Proteina A necesario
para la purificacion.
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3. Purificacion de Anticuerpos Monoclonales a partir de Liquido Ascitico. En resumen, el liquido ascitico filtrado
y descongelado se mezcla con un volumen equivalente de tampén de unién a Proteina A Sepharose (glicina 1,5
M, NaCl 3,0 M, pH 8.,9) y se vuelve a filtrar a través de un filtro de 0,2 ym. El volumen de la columna de Pro-
tefna A se determina por la cantidad de IgG presente en el liquido ascitico. Después, el eluido se dializa contra
PBS (pH 7,2) durante una noche a 2-8°C. El anticuerpo monoclonal dializado se esteriliza por filtracion y se
dispensa en alicuotas. La inmunorreactividad del anticuerpo monoclonal purificado se confirma determinando
su capacidad para unirse especificamente al péptido usado como el inmunégeno por uso del procedimiento de
ensayo en placa de microtitulacién de EIA del Ejemplo 17. La especificidad del anticuerpo monoclonal purifi-
cado se confirma por determinacién de su ausencia de unién a péptidos irrelevantes, tales como péptidos BS322
no usados como inmunégeno. El monoclonal anti-BS322 purificado preparado de este modo y caracterizado se
pone a 2-8°C para almacenamiento a corto plazo o a -80°C para almacenamiento a largo plazo.

4. Caracterizacion Adicional de Anticuerpo Monoclonal. El isotipo y subtipo del anticuerpo monoclonal produ-
cido como se ha descrito anteriormente en este documento puede determinarse usando kits disponibles en el
mercado (disponibles en Amersham. Inc., Arlington Heights, IL). También puede realizarse un ensayo de la
estabilidad del anticuerpo monoclonal poniendo una alicuota del anticuerpo monoclonal en almacenamiento
continuo a 2-8°C y ensayando las lecturas de densidad 6ptica (DO) durante el transcurso de un periodo de
tiempo dado.

C. Uso de Proteinas Recombinantes como Inmundgenos. Dentro del alcance de la presente invencién se incluye
que las proteinas recombinantes preparadas como se describe en este documento pueden utilizarse como inmundgenos
en la produccién de anticuerpos policlonales y monoclonales, con cambios correspondientes en reactivos y técnicas
conocidas por los expertos en la materia.

Ejemplo 15
Purificacion de Anticuerpos de Suero que se Unen Especificamente a Péptidos BS322

Sueros inmunes obtenidos como se ha descrito anteriormente en este documento en los Ejemplos 13 y/o 14 se
purifican por afinidad usando péptidos sintéticos inmovilizados preparados como se describe en el Ejemplo 10 o
proteinas recombinantes preparadas como se describe en el Ejemplo 11. Se obtiene una fraccién IgG del antisuero
pasando el antisuero bruto diluido sobre una columna de Proteina A (Affi-Gel proteina A, Bio-Rad, Hercules, CA). La
elucién con un tampén (Tampoén de Unidn, suministrado por el fabricante) elimina sustancialmente todas las proteinas
que no sean inmunoglobulinas. La elucién con glicina tamponada 0,1 M (pH 3) proporciona una preparacién de
inmunoglobulina que estd sustancialmente libre de albimina y otras proteinas del suero.

Se realiza cromatografia de inmunoafinidad para obtener una preparacién con una mayor fraccién de anticuerpo de
unioén a antigeno especifico. El péptido usado para generar el antisuero se inmoviliza en una resina de cromatografia
y los anticuerpos especificos dirigidos contra sus epitopos se adsorben a la resina. Después de eliminar por lavado los
componentes no unidos, los anticuerpos especificos se eluyen con tampdn de glicina 0,1 M, pH 2,3. Las fracciones de
anticuerpo se neutralizan inmediatamente con tampén Tris 1,0 M (pH 8,0) para preservar la inmunorreactividad. La
resina de cromatografia seleccionada depende de los grupos reactivos presentes en el péptido. Si el péptido tiene
un grupo amino, se usa una resina tal como Affi-Gel 10 o Affi-Gel 15 (Bio-Rad, Hercules, CA). Si se desea el
acoplamiento a través de un grupo carboxi en el péptido, puede usarse Affi-Gel 102 (Bio-Rad, Hercules, CA). Si
el péptido tiene un grupo sulfhidrilo libre, puede usarse una resina organomercurial, tal como Affi-Gel 501 (Bio-Rad,
Hercules, CA).

Como alternativa, pueden extirparse bazos y usarse en la produccion de hibridomas para producir anticuerpos mo-
noclonales siguiendo métodos de rutina conocidos en la técnica como se ha descrito anteriormente en este documento.

Ejemplo 16
Transferencia de Western de Muestras Tisulares

Se preparan extractos de proteina por homogenizacién de muestras de tejido en Tris-HC1 0,1 M (pH 7,5), glicerol al
15% (p/v), EDTA 0,2 mM, 1,4-ditiotreitol 1,0 mM, leupeptina 10 ug/ml y fenilmetilsulfonilfluoruro 1,0 mM [Kain et
al., Biotechniques, 17: 982 (1994)]. Después de la homogenizacion, los homogeneizados se centrifugan a 4°C durante
5 minutos para separar el sobrenadante del residuo. Se vuelven a extraer los residuos por homogeneizacién con un
tamp6n que es similar al anterior pero también contiene tricina 0,1 M y SDS al 0,1%. El sobrenadante de la segunda
extraccidn se usa para transferencia de Western. Para la cuantificacién de proteina, se afiaden 2-5 ul de sobrenadante a
1,5 ml de Reactivo de Proteina de Coomassie (Pierce, Rockford, IL) y se mide la absorbancia resultante a 595 nm.

Para SDS-PAGE, las muestras se ajustan a la concentracion de proteina deseada con Tamp6n Tricina (Novex, San
Diego, CA), se mezclan con un volumen equivalente de tamp6én de muestras Tricina 2X (Novex, San Diego, CA) y se
calientan durante 5 minutos a 100°C en un termociclador. Después, las muestras se aplican a un Gel de Tricina Premol-
deado al 10-20% Novex para electroforesis. Después de la electroforesis, las muestran se transfieren desde los geles a
membranas de nitrocelulosa en tamp6n de transferencia Tris-Glicina Novex. Después, las membranas se sondan con
anticuerpos anti-péptido especificos usando los reactivos y procedimientos proporcionados en los kits de deteccién de
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quimioluminiscencia Western Lights o Western Lights Plus (Tropix, Bedford, MA). Las bandas quimioluminiscentes
se visualizan por exposicién de las membranas reveladas a Hyperfilm ECL (Amersham, Arlington Heights, IL).

Se llevan a cabo experimentos de competicion de una forma andloga a la anterior con la excepcidn siguiente; los
anticuerpos primarios (antisueros policlonales anti-péptido) se preincuban durante 30 minutos a temperatura ambiente
con concentraciones variables de inmundgeno peptidico antes de la exposicion al filtro de nitrocelulosa. El revelado
del Western se realiza como anteriormente.

Después de la visualizacion de las bandas en la pelicula, las bandas también pueden visualizarse directamente en
las membranas por adicién y revelado de un sustrato cromogénico tal como 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP).
Esta solucién cromogénica contiene BCIP al 0,016% en una solucién que contiene NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM y
Tris-HCI 100 mM (pH 9,5). El filtro se incuba en la solucién a temperatura ambiente hasta que se desarrollan las
bandas a la intensidad deseada. Se realiza una determinacién de masa molecular basidndose en la movilidad de los
patrones de peso molecular pretefiidos (Novex, San Diego, CA) o patrones de peso molecular biotinilados (Tropix,
Bedford, MA).

Ejemplo 17
Ensayo de Placa de Microtitulacion de EIA

La inmunorreactividad de antisuero obtenido de conejos como se describe en el Ejemplo 14 se determina por medio
de EIA en placa de microtitulacién de la forma siguiente. En resumen, péptidos sintéticos, SECUENCIA ID N° 26 y
SECUENCIA ID N° 28, preparados como se describe en el Ejemplo 10 se disolvieron en tampén carbonato 50 mM
(pH 9,6) a una concentracion final de 2 pg/ml. A continuacién, se pusieron 100 ul de la solucién de péptido en cada
pocillo de una placa de microtitulacién Immulon 2® (Dynex Technologies, Chantilly, VA). La placa se incubé durante
una noche a temperatura ambiente y después se lavd cuatro veces con agua desionizada. Los pocillos se bloquearon por
adicién de 125 ul de un agente de bloqueo de protefna adecuado tal como Superblock® (Pierce Chemical Company,
Rockford, IL) a cada pocillo y después se desechd inmediatamente la solucidn. Este procedimiento de bloqueo se
realizé tres veces. Antisueros obtenidos de conejos inmunizados como se ha descrito anteriormente se diluyeron en
un agente de bloqueo de proteina (por ejemplo, una solucién Superblock® al 3%) en PBS que contenia Tween-20®
al 0,05% (polioxietilenéter de monolaurato) (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) y azida sédica al 0,05% a
diluciones de 1:100, 1:500, 1:2500, 1:12.500 y 1:62.500 y se pusieron en cada pocillo de la placa de microtitulacién
recubierta. Los pocillos se incubaron después durante tres horas a temperatura ambiente. Cada pocillo se lavé cuatro
veces con agua desionizada. Cien ul de antisuero de cabra anti-IgG de conejo o de cabra anti-IgG de ratén conjugado
con fosfatasa alcalina (Southern Biotech, Birmingham, AB) diluido 1:2000 en solucién Superblock® al 3% en solucién
salina tamponada con fosfato que contenia Tween 20® al 0,05% y azida sédica al 0,05% se afiadieron a cada pocillo.
Los pocillos se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. A continuacién, cada pocillo se lavé cuatro
veces con agua desionizada. Después se afladieron cien microlitros (100 wl) de sustrato de fosfato de paranitrofenilo
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) a cada pocillo. Los pocillos se incubaron durante treinta
minutos a temperatura ambiente. Se ley6 la absorbancia a 405 nm de cada pocillo. Se identificaron las reacciones
positivas por aumento en la absorbancia a 405 nm en el pocillo de ensayo por encima de la absorbancia dada por un
suero no inmune (control negativo). Una reaccién positiva era indicativa de la presencia de anticuerpos anti-BS322
detectables. Se calcularon los titulos de los antisueros anti-péptido a partir de las diluciones descritas anteriormente de
antisueros y se definieron como la dilucién calculada, donde A,ps o = 0,5 DO.

Ademads de los titulos, también pueden determinarse las afinidades aparentes [Ky(ap)] para algunos de los antisue-
ros anti-péptido. Pueden usarse resultados de ensayo en placa de microtitulacion de EIA para obtener las constantes de
disociacién aparente (K;) basdndose en un andlogo de la ecuacién de Michaelis-Menten [V. Van Heyningen, Methods
in Enzymology, Vol. 121, pdg. 472 (1986) y que se describe adicionalmente en X. Qiu, et al., Journal of Immunology,
Vol. 156, pag. 3350 (1996)]:

[Ab]

Donde [Ag-Ab] es la concentraciéon de complejo de antigeno-anticuerpo, [Ag-Ab],.4 es la concentracién de com-
plejo maxima, [Ab] es la concentracion de anticuerpo y K, es la constante de disoaciacién. Durante el ajuste de curva,
la [Ag-Ab] se sustituye con el valor al que se le ha restado el fondo de la DO,gs ., a la concentracién dada de Ab. Tanto
la K4 como 1a [DOyps nmlmaxs que se corresponde con la [Ag-Ab],4, se tratan como pardmetros ajustados. El programa
informatico Origin puede usarse para el ajuste de curva.
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Ejemplo 18
Recubrimiento de Particulas de Fase Solida

A. Recubrimiento de Microparticulas con Anticuerpos que se Unen Especificamente a Antigeno BS322. Se recu-
bren anticuerpos purificados por afinidad que se unen especificamente a proteina BS322 (véase el Ejemplo 15) sobre
microparticulas de poliestireno, poliestireno carboxilado, polimetilacrilato o particulas similares que tienen un radio
en el intervalo de aproximadamente 0,1 a 20 yum. Las microparticulas pueden recubrirse de forma pasiva o activa.
Un método de recubrimiento comprende el recubrimiento de microparticulas de latex carboxilado activado por EDAC
(clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, W1) con anticuerpos
que se unen especificamente a proteina BS322 de la forma siguiente. En resumen, se mezcla una suspension de sélidos
final del 0,375% de microparticulas de latex carboxilado lavado con resina (disponible en Bangs Laboratories, Carmel,
IN o Serodyn, Indiandpolis, IN) en una solucién que contiene tampén MES 50 mM, pH 4,0 y 150 mg/1 de anticuerpo
anti-BS322 purificado por afinidad (véase el Ejemplo 14) durante 15 min en un recipiente apropiado. Se afiade agente
de acoplamiento EDAC a una concentracién final de 5,5 pug/ml a la mezcla y se mezcla durante 2,5 h a temperatura
ambiente.

Después, las microparticulas se lavan con 8 volimenes de un tampén de lavado fosfato sédico/Tween 209 (pH 7,2)
por filtracion de flujo tangencial usando un médulo de filtracién Microgon de 0,2 um. Las microparticulas lavadas se
almacenan en un tampoén apropiado que habitualmente contiene un tensioactivo diluido y proteina irrelevante como
agente de bloqueo, hasta que sea necesario.

B. Recubrimiento de Perlas de 6,35 mm. También pueden recubrirse anticuerpos que se unen especificamente a
antigeno BS322 sobre la superficie de perlas de poliestireno de 6,35 mm por métodos de rutina conocidos en la técnica
(Snitman et al., Patente de Estados Unidos 5.273.882) y usados en ensayos tipo saindwich de EIA o unién competitiva.

Las perlas de poliestireno se limpian primero por ultrasonicacién de las mismas durante aproximadamente 15
segundos en tampén NaHCO; 10 mM a pH 8,0. Después, las perlas se lavan en agua desionizada hasta que se eliminan
todos los finos. Después las perlas se sumergen en una solucién de anticuerpo en tampén carbonato 10 mM, de pH
8 a 9,5. La solucién de anticuerpo puede estar tan diluida como 1 ug/ml en el caso de anticuerpos monoclonales
de alta afinidad o tan concentrada como aproximadamente 500 ug/ml para anticuerpos policlonales que no se han
purificado por afinidad. Las perlas se recubren durante al menos 12 horas a temperatura ambiente y después se lavan
con agua desionizada. Las perlas pueden secarse al aire o almacenarse himedas (en PBS, pH 7,4). También pueden
sobrerrecubrirse con estabilizantes de proteina (tales como sacarosa) o agentes de bloqueo de proteinas usados como
bloqueantes de la unién inespecifica (tales como proteinas irrelevantes, leche desnatada Carnation, Superblock® o
similar).

Ejemplo 19
Inmunoensayo Enzimdtico de Microparticulas (MEIA)

Se detectan antigenos BS322 en muestras de ensayo de pacientes realizando un EIA de competicién de antigeno
convencional o EIA tipo sandwich de anticuerpo y utilizando una fase sélida tal como microparticulas (MEIA). El
ensayo puede realizarse en un analizador automatico tal como el Analizador IMx® Analyzer (Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL).

A. EIA de Tipo Sandwich de Anticuerpo. En resumen, las muestras que se sospecha que contienen antigeno BS322
se incuban en presencia de microparticulas recubiertas con anticuerpo anti-BS322 (preparado como se describe en el
Ejemplo 17) para formar complejos de antigeno/anticuerpo. Las microparticulas se lavan después y se afiade un reac-
tivo indicador que comprende un anticuerpo conjugado con un compuesto generador de sefial (es decir, enzimas tales
como fosfatasa alcalina o per6xido de rabano picante) a los complejos de antigeno/anticuerpo o las microparticulas y
se incuba. Las microparticulas se lavan y los complejos de anticuerpo/antigeno/anticuerpo unidos se detectan por adi-
cién de un sustrato (por ejemplo, 4-metil umbeliferil fosfato (MUP) u OPD/perdxido, respectivamente), que reacciona
con el compuesto generador de sefial para generar una seflal medible. Una sefial elevada en la muestra de ensayo en
comparacion con la sefial generada por un control negativo detecta la presencia de antigeno BS322. La presencia de
antigeno BS322 en la muestra de ensayo es indicativa de un diagndstico de una enfermedad o afecciéon de la mama,
tal como céncer de mama.

B. Ensayo de Union Competitiva. El ensayo de unién competitiva usa un péptido o proteina que genera una sefial
medible cuando el péptido marcado se pone en contacto con una microparticula recubierta con anticuerpo anti-péptido.
Este ensayo puede realizarse en el Analizador IMx® (disponible en Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). El péptido
marcado se afiade a las microparticulas recubiertas con anticuerpo de BS322 (preparadas como se describe en el Ejem-
plo 17) en presencia de una muestra de ensayo sospechosa de contener antigeno BS322 y se incuba durante un tiempo
y en condiciones suficientes para formar complejos de péptido BS322 marcado (o proteina marcada)/anticuerpo unido
y/o complejos de antigeno BS322 de paciente/anticuerpo unido. El antigeno BS322 en la muestra de ensayo compite
con el péptido BS322 marcado (o proteina BS322) por los sitios de unién en la microparticula. El antigeno BS322 en
la muestra de ensayo da como resultado una unién disminuida de péptido marcado y microparticulas recubiertas con
anticuerpo en el ensayo puesto que el antigeno en la muestra de ensayo y el péptido BS322 o proteina BS322 compiten
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por los sitios de unién al anticuerpo. Una sefial disminuida (en comparacién con un control) indica la presencia de
antigeno BS322 en la muestra de ensayo. La presencia de antigeno BS322 sugiere el diagndstico de una enfermedad
o afeccién de la mama, tal como cancer de mama.

Los polinucleétidos de BS322 y las proteinas codificadas por los mismos que se han proporcionado y analizado
anteriormente en este documento son ttiles como marcadores de enfermedad de tejido mamario, especialmente cancer
de mama. Los ensayos basados en la aparicidn de este marcador en una muestra de ensayo tal como sangre, plasma
o suero pueden proporcionar informacién de diagndstico no invasiva de bajo coste para ayudar al médico a realizar
un diagndstico de cancer, para ayudar a seleccionar un protocolo de terapia o para controlar el éxito de una terapia
seleccionada. Este marcador puede aparecer en fluidos corporales facilmente accesibles tales como sangre, orina o
heces como antigenos derivados del tejido enfermo que son detectables por métodos inmunoldgicos. Este marcador
puede estar elevado en una patologia, alterado en una patologia o ser una proteina normal de la mama que aparece en
un compartimento corporal inapropiado.

Ejemplo 20
Deteccion Inmunohistoquimia de Proteina BS322

Se usa antisuero contra un péptido sintético BS322 o derivado de las secuencias peptidicas consenso (SECUENCIA
ID N° 24 y SECUENCIA ID N° 25) descritas en el Ejemplo 14 anterior para tefiir inmunohistoquimicamente una
diversidad de tejidos normales y enfermos usando procedimientos convencionales. En resumen, los bloques de tejido
congelados se cortan en secciones de 6 micrometros y se colocan en portaobjetos de microscopio. Después de la
fijacion en acetona fria, las secciones se secan a temperatura ambiente, después se lavan con solucién salina tamponada
con fosfato y se bloquean. Los portaobjetos se incuban con el antisuero contra un péptido sintético derivado de las
secuencias peptidicas consenso de BS322 (SECUENCIA ID N° 24 y SECUENCIA ID N° 25) a una dilucién de 1:500,
se lavan, se incuban con anticuerpo de cabra anti-conejo biotinilado, se lavan de nuevo y se incuban con avidina
marcada con peroxidasa de rabano picante. Después de un lavado final, los portaobjetos se incuban con sustrato de 3-
amino-9-etilcarbazol que proporciona una tincién roja. Los portaobjetos se contratifien con hematoxilina, se montan y
se examinan en un microscopio por un patélogo.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de deteccion de cdncer de mama en un individuo, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una muestra de ensayo sospechosa de contener polinucledtido diana de dicho individuo con
al menos un oligonucledtido que tenga una longitud de 15 a 50 nucleétidos y que tenga una identidad de al menos el
90% con un polinucleétido seleccionado del grupo que consisten en las SECUENCIAS ID N° 1-9 y complementarias
de las mismas, donde la muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en sangre completa, suero, plasma,
liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspirados bronquiales, orina, fluidos linfaticos, secreciones externas
de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, ldgrimas, saliva y heces;

(b) detectar la presencia de polinucledtidos diana de la muestra de ensayo que se unen a dicho oligonucleétido,
cuya deteccién indica cdncer mama.

2. Un método para detectar cdncer de mama en un individuo, comprendiendo dicho método:

(a) realizar una transcripcion inversa en una muestra de ensayo sospechosa de contener ARNm diana de dicho
individuo usando al menos un cebador para producir ADNc, donde la muestra de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en sangre completa, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspirados bronquiales,
orina, fluidos linféticos, secreciones externas de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, ldgrimas, saliva y
heces;

(b) amplificar al ADNc obtenido de la etapa (a) usando oligonucleétidos como cebadores sentido y antisentido
para obtener un amplicon; y

(c) detectar la presencia de dicho amplicén, cuya deteccién indica ciancer de mama, donde los oligonucledtidos
cebadores utilizados en las etapas (a) y (b) tienen una longitud de 15 a 50 nucleétidos y tienen una identidad de al meno
el 90% con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9 y complementarias de
las mismas.

3. Un método de deteccién de cancer de mama en un individuo, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una muestra de ensayo sospechosa de contener un polinucleétido diana de dicho individuo
con al menos un oligonucledtido como cebador sentido y con al menos un oligonucleétido como cebador antisenti-
do y amplificar para obtener un producto de reaccién de primera fase, donde la muestra de ensayo se seleccionada
del grupo que consiste en sangre completa, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspira-
dos bronquiales, orina, fluidos linfaticos, secreciones externas de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario,
lagrimas, saliva y heces;

(b) poner en contacto dicho producto de reaccién de primera fase con al menos otro oligonucledtido para ob-
tener un producto de reaccién de segunda fase con la condicién de que el otro oligonucleétido se localice 3 a los
oligonucleétidos utilizados en la etapa (a) y sea complementario a dicho producto de reaccién de primera fase; y

(c) detectar dicho producto de reaccion de segunda fase como un indicio de la presencia del polinucleétido diana,
cuya deteccion indica cadncer de mama, donde los oligonucledtidos utilizados en las etapas (a) y (b) tienen una longitud
de 15 a 50 nucledtidos y tienen una identidad de al menos el 90% con una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9 y complementarias de las mismas.

4. Un kit de ensayo ttil para detectar un polinucleétido en una muestra de ensayo, cuya deteccion indica cancer
de mama, comprendiendo dicho kit de ensayo un recipiente que contiene al menos un polinucleétido que tiene una
longitud de 15 a 50 nucleétidos y que tiene una identidad de al menos el 90% con una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9 y complementarias de las mismas.

5. Un polinucleétido purificado, en el que dicho polinucleétido se selecciona del grupo que consiste en:

un polinucleétido que tiene una longitud desde 15 nucleétidos hasta el nimero de nucledtidos en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9 y complementarias de las mismas y que tiene
una identidad de al menos el 90% con dicha secuencia complementaria de la misma.

6. Un sistema de expresion recombinante que comprende una secuencia de dcido nucleico que incluye una fase de
lectura abierta unida operativamente a una secuencia de control compatible con un huésped deseado, en el que dicha
secuencia de 4cido nucleico tiene una longitud desde 15 nucledtidos hasta el niimero de nucleétidos en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9 y complementarias de las mismas y tiene una
identidad de al menos el 80% con dicha secuencia o complementaria de la misma.
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7. Un polipéptido que tiene al menos 15-20 aminoécidos y una identidad de al menos el 85% con una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA
ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28.

8. Un anticuerpo que se une especificamente a al menos un epitopo de una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA
ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28.

9. Un kit de ensayo para determinar la presencia de un antigeno o anticuerpo en una muestra de ensayo, compren-
diendo dicho kit un recipiente que contiene un polipéptido que tiene al menos 15-20 aminodacidos y una identidad de
al menos el 85% con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24,
SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28.

10. Un kit de ensayo para determinar la presencia de un antigeno en una muestra de ensayo, comprendiendo dicho
kit un recipiente que contiene un anticuerpo de la reivindicacién 8.

11. Un método para producir un polipéptido, comprendiendo dicho método incubar células huésped que se han
transfectado con un vector de expresion que contiene una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido, en el
que dicho polipéptido comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos 15-20 aminoécidos y una identidad
de al menos el 85% con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N°
24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28.

12. Un método para detectar cancer de mama en un individuo, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una muestra de ensayo sospechosa de contener antigeno diana de dicho individuo con una
molécula de unién especifica que se une a al menos a un epitopo de un antigeno seleccionado del grupo que consiste
en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27, SECUENCIA
ID N° 28, y fragmentos de las mismas que tienen al menos 15-20 aminodcidos, donde dicho contacto se realiza du-
rante un tiempo y en condiciones suficientes para la formacién de complejos de molécula de unién/antigeno, donde la
muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en sangre completa, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, es-
puto, lavado bronquial, aspirados bronquiales, orina, fluidos linfaticos, secreciones externas de los tractos respiratorio,
intestinal y genitourinario, ldgrimas, saliva y heces; y

(b) detectar la presencia de dichos complejos como un indicio de la presencia de dicho antigeno diana, cuya
deteccién indica cdncer de mama.

13. Un método para detectar cancer de mama en un individuo, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una muestra de ensayo sospechosa de contener anticuerpos diana de dicho individuo con un
polipéptido que contiene al menos un epitopo de una secuencia de aminodcidos que tiene al menos 15-20 aminodcidos
y una identidad de al menos el 85% con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la
SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA
ID N° 28 y donde ademads dicho contacto se realiza durante un tiempo y en condiciones suficientes para permitir
que se formen complejos de antigeno/anticuerpo, donde la muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste
en sangre completa, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, esputo, lavado bronquial, aspirados bronquiales, orina,
fluidos linféticos, secreciones externas de los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, 14grimas, saliva y heces;

y

(b) detectar la presencia de dichos complejos como un indicio de la presencia de anticuerpos diana, cuya deteccién
indica cancer de mama.

14. Una célula transfectada con una secuencia de 4cido nucleico que codifica al menos un epitopo, donde dicha
secuencia de 4cido nucleico se selecciona del grupo que consiste en las SECUENCIAS ID N° 1-9, complementarias
de las mismas y fragmentos de dichas secuencias que tienen al menos 15 nucledtidos.

15. Uso de un polipéptido inmunogénico aislado para fabricar una preparacién para su administracién a un indi-
viduo en una cantidad suficiente para generar una respuesta inmune para producir anticuerpos para tratar el cancer de
mama, donde dicho polipéptido inmunogénico comprende al menos un epitopo y tiene al menos 15-20 aminodcidos y
una identidad de al menos el 85% con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N°
24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28.

16. Uso de un pldsmido para fabricar una preparacién para su administracién a un individuo para producir an-
ticuerpos para tratar el cdncer de mama, en el que dicho pldsmido comprende una secuencia que codifica al menos
un epitopo de un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la SE-
CUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27, SECUENCIA ID N°
28, y fragmentos de las mismas que tienen al menos 15-20 aminoécidos.

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2343103 T3

17. Uso de un polipéptido inmunogénico aislado para fabricar una preparacién para su administracién a un indi-
viduo en una cantidad suficiente para generar una respuesta inmune para producir anticuerpos para el diagndstico in
vivo de cancer de mama, después de la inyeccion de dichos anticuerpos en un paciente, en el que dicho polipéptido
inmunogénico comprende al menos un epitopo y tiene al menos 15-20 aminodcidos y una identidad de al menos el
85% con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25,
SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID N° 27 y SECUENCIA ID N° 28.

18. Uso de un plasmido para fabricar una preparacién para su administracién a un individuo para producir anticuer-
pos para el diagndstico in vivo de cancer de mama, después de una inyeccion de dichos anticuerpos en un paciente,
donde dicho plasmido comprende una secuencia que codifica al menos un epitopo de un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en la SECUENCIA ID N° 24, SECUENCIA ID N° 25, SECUENCIA ID N° 26, SECUENCIA ID
N° 27, SECUENCIA ID N° 28 y fragmentos de las mismas que tienen al menos 15-20 aminoécidos.

19. Uso de un anticuerpo de la reivindicacién 8 para la fabricacién de una preparacion para tratar el cancer de
mama por inyeccion de dicha preparacion a un paciente sospechoso de tener cancer de mama.

20. Uso de un anticuerpo de la reivindicacion 8 para fabricar una preparacion para el diagndstico in vivo de cancer
de mama después de la inyeccion de dicha preparacién en un paciente sospechoso de tener cancer de mama.
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GAACTTCAARA

GAAMAAGAAG
GAAADAGARG
GANA

GAAAAAGARG

TAAAATCACA
TRAARATCACA
AGTGTGAGGT

NGTGTGAGGN
AGTGTGAGGT



>4304443inh
>2741038H1
Consenso

>4304443inh
>2741038H1
Consenso

>4304443inh
>2741038H1
Consenso

>4304443inh
>2741038H1
Consenso

>4304443inh
>2741038H1
consensus

>4304443inh
Consenso

>43044431inh
Consenso

>4304443inh
>4302934H1
Consenso

>4304443inh
>4302934H1
Consensus

>4304443inh
>4302934H1
Consenso

>43044431inh
>4302934K1
Consenso

>4304443inh
>4302934H41
Consenso

>4304443inh
>4302934H1
Consenso

TTCTCACACT
TTCTCACACT
TTCTCACACT

TGAAAAAGGA
TGAAARAGGA
TGAAAAAGGA

CAATACCAGG
CAATACCAGG
CAATACCAGG

AGAAAAGAAT
AGANAAGAAT
AGAARAAGAAT

TAACTAAAAG
TAACTAAAAG
TAACTAAAAG

GAGAACACAA
GAGAACACAA

ACTAGAGGCA
ACTAGAGGCA

ARGACCATGA
AAGACCATGA

CACATTGCAG
CACATTGCAG
CACATTGCAG

TAGTACGATA
TAGTACGATA
TAGTACGATA

AAAGGAAATC
AAAGGAAATC
AAAGGAAATC

CTAAGAGAARA
CTAAGAGAAA
CTAAGAGAAA

AACACAGTGT
AACACAGTGT
AACACAGTGT

ES 2343 103 T3

Figura 1C

CATGAAAATG
CATGANAATN
CATGAAAATG

AATTGCCATG
AATTGCCATG
AATTGCCATG

AAAAGGARAA
AAAAGGAAAA
AAAAGGARAAA

GCTGAACTTC
GCTGAACTTC
GCTGAACTTC

GGCATCTCAA
GGCATCTCAA
GGCATCTCAA

TGCTCACTTC
TGCTCACTTC

GAAATTGRAT
GAAATTGAAT

TCARATTGTG
TCAAATTGTG

GAGATGCTTG
GAGATGCTTG
GAGATGCTTG

TATAACAATG
TATAACAATG
TATAACAATG

CAAAAGCCTA
CAAAAGCCTA
CAAAAGCCTA

ATACATTGGT
ATACATTGGT
ATACATTGGT

CAAATGAAGG

CAAATGAAGG
CARAATGAAGG

50

AAAATTATCT
AAAATNATCT
AAAATTATCT

CTAAMACTGG
CTAARACTGG
CTAAAACTGG

TAAATACTTT
TAAATACTTT
TAAATACTTT

AGATGACCCT
AGATGACCCT
AGATGACCCT

TATAGTGGGC
TATAGTGGGC
TATAGTGGGC

TAAATTGAAG
TAAATTGAAG

CACACCATCC
CACACCATCC

ACATCAAGAA
TTCAAGAR
ACWTCAAGAA

TTTGCAAAGA
TNTGCAAAGA
TTTGCAAAGA

AGGTGCTCCA
AGGTGCTCCA
AGGTGCTCCA

AAAATTAATC
AAAATTAATC
AAAATTARATC

TTCAGAACAT
TTCAGAACAT
TTCAGAACAT

AAGCTGAACA
AAGCTGAACA
AAGCTGAACA

CTTACATGAR
CTTACATGAN
CTTACATGAA

AAATAGCCAC
AMATAGCCAC
AAATAGCCAC

GAGGACATTA
GAGGACATTA
GAGGACATTA

AAAACTGAAA
AAAACTGAAA
AAAACTGAAA

AGCTTAAAGT
AGCTT
AGCTTAAAGT

GAAAAACAAG
GAAAAACAAG

TAGACTGGCT
TAGACTGGCT

ARAAGTCAAGA
RAAGTCAAGA
AAAGTCAAGA

AAAATGAATG
AAAATGAATG
AAAATGAATG

TCAACCACTT
TCAACCACTT
TCAACCACTT

TCAATTATGC
TCAATTATGC
TCAATTATGC

GCACAAAGAG
GCACAAAGAG
GCACAAAGAG

CATGTATCAA
CATGTATC
CATGTATCAA

AATTGCATGT
AATTGCATGT
AATTGCATGT

ACTGAAACAC
ACTGAAACAC
ACTGAAACAC

AGATTTTAAA
AGATTTTAAA
AGATTTTARAA

GAGGAATCAT
GAGGAATCAT
GAGGAATCAT

TCTGATAGCT
TCTGATAGCT

ACAAAGAAAT
ACAAAGAAAT

TCTGCTGTAC
TCTGCTGTAC

ACCTGCTTTC
AZCTGCTTTC
ACCTGCTTTC

TTGATGTGAG
TTGATGTGAG
TTGATGTGAG

TCTGAAGCTC
TCTGAAGCTC
TCTGAAGCTC

AGGAGATGCT
CGGAGATGCT
MGGAGATGCT
ACCAACGTGA
ACCAACGTGA
ACCAACGTGA
AACGAACAAG

AACGAACAAG



>4304443inh
Consenso

>4304443inh
Consenso

>4304443inh
Consenso

>4304443inh
Consenso

>43044431inh
Consenso

>4304443inh
Consenso

>4304443inh
Consenso

>4304443inh
Consenso

>43044431inh
Consenso

>4304443inh
Consenso

>43044431inh
>158545H1

Consenso

>4304443inh
>158545K1
Consenso

>4304443inh
>158545H1
Consenso

>4304443inh
>158545H1
Consenso

>$304443inh
>158545H1

Consenso

ATARTGTGAA
ATAATGTGAA

TTTCAACTAC
TTTCAACTAC

ACATAAGAAA
ACATAAGAAA

TTGAGAGGAA
TTGAGAGGAA

TTTAATTACA
TTTAATTACA

GAAAGCAGAR
GAAAGCAGAA

TGGAGAAACA
TGGAGAAACA

GTCCTAGCAT
GTCCTAGCAT

GRATACTTAT
GAATACTTAT

ACATAARATA
ACATAARATA

CTCCAGCCTA
CCTR
CTCCAGCCTA

AACAAACTTC
ANCAAACTTC
AACAAACTTC

AATAATGIGT
AATAATGTGT
AATAATGTGT

AATTGCTTTT
AATTGCTTTT
AATTGCTTTT

GGCTATGCTT
GGCTATGCTT
GGCTATGCTT

ES 2343103 T3

Figura

CAAACACACT
CAAACACACT

AAAGCAAAAA
AAAGCAAAAA

GCTGACAACA
GCTGACAACA

AATGCAACAT
AATGCAACAT

ATAACCATTT
ATAACCATTT

ACAGARARARACT
ACAGAAAACT

ACAGACCAGA
ACAGACCAGA

CACCTTATGT
CACCTTATST

TTTAGAAGAA
TTTAGAAGAA

ACAGTGTGAA
ACAGTGTGAA

GGCGCCTAGT
GGCGCCTAGT
GGCGCCTAGT

CAAGACCTCG
CAAGACCTCG
CAAGACCTCG

TAAACAAGCA
TAAACAAGCA
TAAACAAGCA

GGAATAATTG
GGAATAATTG
GGAATAATTG

TCTTATTGTG

TCTTATTGTG
TCTTATTGTG

51

1D

GARCAGCAGG
GAACAGCAGG

TATGTGGCTT
TATGTGGCTT

AAAGCAAGAT
AAAGCAAGAT

CATCTCCTAA
CATCTCCTAA

AAPAAACCGT
ARAARACCGT

CATGAGAGAC
CATGAGAGAC

TCTTTACTCA
TCTTTACTCA

TGAAAATCTT
TGAAAATCTT

AAATTCATGA
AAATTCATGA

GAATTACTTG
GAATTACTTG

GAAACCCTGT
GAAACCCTGT
GAAACCCTGT

AGTGGITTTT
AGTGGTTTTN
AGTGGTTTTT

TCTTCATCTC
TCTTCATCTC
TCTTCATCTC

ACTTATGGAT
ACTTATGGAT
ACTTATGGAT

CATACTATGA
CATACTATGA
CATACTATGA

RGTCTCTAGA
AGTCTCTAGA

CAACAGCAAT
CAACAGCAAT

AACAATTGAT
AACAATTGAT

AAGAGARARA
AAGRGAAARA

ATATATCAAT
ATATATCAAT

AAGCAGTARG
AAGCAGTAAG

CAACTCATGC
CAACTCATGC

ACCAATAGTC
ACCAATAGTC

TTTCTTCCTG
TTTCTTCCTG

TTCACGAATC
TTCACGAATC

GTCARAAAGA
GTCAAARAGA
GTCAAAAAGA

GGAGACCCTG
GGAGACCCTG
GGAGACCCTG

ATTAAATAGA
ATTAAATAGA
ATTAAATAGA

ATTTCATCAA
ATTTCATCAA
ATTTCATCAA

AATGTTTTTC
AATGTTTTNN
AATGTTTTTC

TCAGAAATTA
TCAGAAATITA

TAGTTCATGC
TAGTTCATGC

ATTCATTTTC
ATTCATTTTC

TGAGGAGATA
TGAGGAGATA

ATGAAPAAGA
ATGAAAAAGA

AAACTTCTTT
AAACTTCTTT

TAGGAGGCCA
TAGGAGGCCA

TGTGTCARCA
TGIGTCAACA

AAGCCTACAG
AAGCCTACAG

TCGCTCTGCA
TCGCTCTGCA

AAAAAACAAA
AAAAAACAAA

TATCACTTCA
TATCACTTCA
TATCACTTCA

AATGTTGAAA
AATGTTGAAA
AATGTTGAAA

ATTTACAGTT
ATTTACAGTT
ATTTACAGTT

TTCAAAAAGT
TTCATT
TTCAWAAAGT



>4304443inh
Consenso

>4304443inh
Consenso
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Figura 1E

GTTTATAAGT GGTAAGTTTA AGAATGGGGT TGACAGCATT ATCTTTTGTG
GTTTATAAGT GGTAAGTTTA AGAATGGGGT TGACAGCATT ATCTTTTGTG

GTTATTTGAT TAAACATTTA CTAATTGTGC ATA
GTTATTTGAT TAAACATTTA CTARATTGTGC ATA

52
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<110> Abbott Laboratories

ES 2343 103 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Reactivos y Métodos Utiles para Detectar Enfermedades de la Mama

<130> 6451.PC.01

<160> 30

<170> FastSEQ para Windows Versién 3.0

<210>1

<211> 254
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> base_polimorfismo
<222>94
<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o c en esta posicién

<400> 1

<210>2

gtatacatte
aaagtctgtt
gatactcccea
tctctgtgag
aatagataaa

<211> 278
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

<210>3

gaaatgcaaa
gcagatcaga
tctgagagtce
caaaaagaaa
ctgaaggcta

<211> 294
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

tttattaatc
ccaaataaag
tcagaatcca
actgtttcac
ataa

agtctgttce
tacteccate
tctgtgagac
tagataaaat
actgcggaat

<221> base_polimorfismo
<222> 276
<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o c en esta posicioén

attttgctte
ccttggaatt
aacaaaagga
agaaggatgt

aaataaagcc
agaatccaaa
tgtttcacag
aaatggaaaa
gaaagtttct

caaccccatt
gaanaatgaa
ctatgaagaa
gtgtttaccc

ttggaattga
caaaaggact
aaggatgtgt
ttagaagggt
attccaac

tagcctgcca
caaacattga
agttcttggg
aaggctgcgce

agaatgaaca
atgaagaaag
gtttacccaa
ctcctgttaa

ttgaaatgca
gagcagatga
attctgagag
atcaaaaaga

aacattgaga
ttcttgggat
ggctgegceat
agatggtctt

60
120
180
240
254

60
120
180
240
278
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<400> 3

ttttgcttct gacagtttct ttttcagtac acaaaacttc tttttcattt
tcctgtacgt tgttcacagt gatcttcttg aagttcectt getctttcac
tgtatccaag atttttgata ggctagttga atcttctaat tttccactta
ttccttttga tgtgtagect tgggtacaca cacatcctct gtgaaacagt
ctctcagaat cccaagaatt ttctcaacct tetttngttt tgattctgaa

<210> 4
<211> 248
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> base_polimorfismo
<222> 247

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a o g o t o c en esta posicion

<400> 4

cagaatcaaa acaaaagaag gttgaagaaa attcttggga ttctgagagt
ctgtttcaca gaaggatgtg tgtgtaccca aggctacaca tcaaaaagaa
taagtggaaa attagaagat tcaactagcc tatcaaaaat cttggataca
gtgaaagagc aagggaactt caaaaagatc actgtgaaca acgtacagga

aaatgana

<210>5
<211> 254
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> base_polimorfismo
<222>2

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o ¢ en esta posicion

<220>
<221> base_polimorfismo
<222>10

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o ¢ en esta posicion

<220>
<221> base_polimorfismo
<222>19

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a 0 g o t o ¢ en esta posicion

<220>

<221> base_polimorfismo

<222> 35

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o c en esta posicién

gttccatttt
aagaatgaac
ttttatccat
ctcacggaga
ggga

ctccgrtgaga
atggataaaa
gttcattctt
aaaatggaac

60
120
180
240
294

60
120
180
240
248
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<220>

<221> base_polimorfismo
<222> 39
<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a 0 g o t o c en esta posicion

<220>

<221> base_polimorfismo
<222> 45
<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o c en esta posicion

<220>

<221> base_polimorfismo
<222> 59
<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o c en esta posicioén

<220>

<221> base_polimorfismo
<222> 173
<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o c en esta posicioén

<400> 5

<210> 6

gngctctgcen
attgcatgtt
aataccagga
ctgaacttca

atagtgggca

<211> 267
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

gtgtgaggnt
gaaaaaggaa
aaaggaaaat
gatgacccta
gctt

<221> base_polimorfismo
<222> 45
<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a 0 g o t o ¢ en esta posicion

<220>

<221> base_polimorfismo
<222> 51
<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o c en esta posicién

<400> 6

ttcaagaaaa
aaatgaatgt
ctgaagctca
taagagaaaa
aaatgaagga

agtcaagaac
tgatgtgagt
aaggaaatcc
tacattggtt
agctgaacac

ES 2343 103 T3

tctcacacte atganaatna aaatnatctc ttacatgana
attgccatgc taaaactgga aatagccaca ctgaaacacce
aaatactttg aggacattaa gattttaaaa ganaagaatg
aaactgaaag aggaatcatt aactaaaagg gcatctcaat

ctgctttceea
agtacgatat
aaaagcctaa
tcagaacatg
atgtatc

cattgcagga gatgncttgt
ataacaatga ggtgctccat
aaattaatct caattatgcc
cacaaagaga ccaacgtgaa

ntgcaaagaa
caaccacttt
ggagatgctc
acacagtgtc

60
120
180
240
254

60
120
180
240
267
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<210>7

<211> 240

<212> ADN

<213> Homo sapiens 3

<220>

ES 2343103 T3

<221> base_polimorfismo

<222> 46

9

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a o g o t o c en esta posicion

<220>

<221> base_polimorfismo

<222>74

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de ao g o t o c en esta posicién

<220>

<221> base_polimorfismo

<222> 233

€9

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o ¢ en esta posicioén

<220>

<221> base_polimorfismo

<222> 234

<223> /nota = “n” representa un polimorfismo de a0 g o t o c en esta posicion

<400> 7

cctaggegec
ctcgagtggt
tctcattaaa
tcaaatttac

<210> 8

<211> 2683

<212> ADN

<213> Homo sapiens

tagtgaaacc ctgtgtcaaa aagaaaaaaa caaaancaaa cttccaagac
tttnggagac cctgtatcac ttcaaataat gtgttaaaca agcatcttca
tagaaatgtt gaaaaattgc ttttggaata attgacttat ggatatttca
agttggctat gctttecttat tgtgcatact atgaaatgtt ttnnttcatt

60
120
180
240
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<400> 8

<210>9

agtatacatt
daaagtctgt
agatactccc
gtctectgtga
daaatagataa
ctaactgcgg
ctttcaaage
agtctgttec
tactcceate
tetgtgagac
tagataaaat
cctgcagaat
tcaaagcaga
ctgtcccaaa
tccettecaga
gtgagactgt
ataaaataag
attcttgtga
tggaacaaat
taaaatcaca
ttctcacact
aattgccatg
taaacacttt

aaaactgaaa
tctgataget
actagaggca
tcaaattgtg
tttgcaaaga
tcaacractt
aggagatgct
aacacagtgt
caaacacact
tatgtggctt
aacaattgat
tgaggagata
gaaagcagaa
acagaccaga
tgaaaatctt
treceteceg
tcgctetgea
aacaaacttc
taaacaagca
acttatggat
aatgttetete
atctttrgtg

<211> 2683
<212> ADN

<213> Homo sapiens

ctttattaat
tccaaataaa
atcagaatcc
gactgtttca
aataaatgga
aatgaaagtt
agagcctcecce
aaataaagcc
agaatccaaa
tgtttcacag
aaatggaaaa
gaaagtttct
gectceccgag
taaagccttg
atcaaaacaa
ttcacagaag
tggaaaatta
aagagcaagqg
gaaaaagaag
gttagagaac
catgaaaatg
ctaaaactgg
gaggacatta

gaggaatcat
gagaacacaa
gaaattgaat
acatcaagaa
aaaatgaatg
“ctgaagctc
ctaagagaaa
caaatgaagg
gaacagcagg
caacagcaat
attcattttce
tttaattaca
acagaaaact
tctttactca
accaatagtc
aagcctacag
ctccagecta
caagacctceg
tcttcatcte
atttcatcaa
ttcaaaaagt
gttatttgat
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cattttgcett
gccttggaat
aaacaaaagg
cagaaggatg
aaattagaag
tctattccaa
gagaagccat
ttggaattga
caaaaggact
aaggatgtgt
ttagaagagt
attccaacta
aagccatctg
gaatrtgaaga
aagaacgttg
gatgtgtgtg
gaagattcaa
gaacttcaaa
ttttgtgtac
caaaaagtta
aaaattatct
aaatagccac
agattttaaa

taactaaaag
tgctcacttc
cacaccatcce
aaagtcaaga
ttgatgtgag
aaaggaaatc
atacattggt
aagctgaaca
agtctctaga
tagttcatge
ttgagaggaa
ataaccattt
catgagagac
caactcatgce
tgtgtcaaca
acataaaata
ggcgcectagt
agtgqtcttt
attaaataga
atttacagtt
gtttataagt
taaacattta

ccaaccecat
tgaagaatga
actatgaaga
tgtgtttacc
ggtctectgt
Ctaaagcctt
ctgccttega
agaatgaaca
atgaagaaag
gtttacccaa
ctectgataa
aagccttaga
ccttegagece
atgaacaaac
aagaaaattc
tacccaaggc
ctagcctatc
aagatcactg
tgaaaaagaa
aatgggaaca
cttacatgaa
actgaaacac
agaaaagaat

ggcatctcaa
taaattgaag
tagacetggcet

acctgctttc’

tagtacgata
caaaagccta
ttcagaacat
catgtatcaa
tcagaaatta
acataagaaa
aatgcaacat
aaaaaaccgt
aagcagtaag
taggaggcca
gaatacttat
acagtgtgaa
gaaaccctgt
ggagqaccctg
aatgttgaaa
ggctatgcett
ggtaagttta
ctaattgtgc

ttagecctgece
acaaacatktg
aagttcttgg
caaggctgcg
taaagatggt
agaattgatg
gcctgccatt
aacattgaga
ttcttgggat
ggctacacat
tgatggtttt
attgatggac
tgeccattgaa
attgagagca
ttgggattct
tacacatcaa
aaaaatcttg
tgaacaatgt
actgtcagaa
agagctcectgce
aatcgcatgt
caataccaqgg
gctgaactte

tatagtgqggce
gaaaaacaag
tctgectgtac
cacattgcag
tataacaatg
aaaattaatc
gcacaaagag
aacgaacaag
tttcaactac
gctgacaaca
catctcctaa
atatatcaat
aaacttcttt
gtcctagceat
tttagaagaa
gaattacttyg
gtcaaaaaga
tatcacttca
aattgetttt
tcttattgtg
agaatggggt
ata

attgaaatgc
agagcagatg
gattctgaga
catcaaaaag
cttctgaagg
gacatgcaaa
gaaatgcaaa
gcagatgaga
tctgagagtce
caaaaagaaa
ctgaaggcte
atgcaaactt
atgcaaaagt
gatcagatgt
gagagtctce
aaagaaatgg
gatacaattc
acaggaaaaa
gcaaaagaaa
agtgtgaggt
tgaaaaagga
aaaaggaaaa
agatgaccct

agcttaaagt
acaaagaaat
aagaccatga
gagatgcttg
aggtgctcca
tcaattatqgc
accaacgtga
ataatgtgaa
aaagcCcaaaaa
aaagcaagat
aagagaaaaa
atgaaaaaga
tggagaaaca
caccttatgt
aaattcatga
ttcacgaatc
aaaaaacaaa
aataatgtgt
ggaataattg
catactatga
tgacagcatec

60
l20
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1500
1560
16290
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2683
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<400> 9

<210> 10
<211> 68

agtatacatt
aaaagtctgt
agatactccc
gtctctgtga
aaatagataa
ctaactgcgg
ctttcaaagc
agtctgttcc
tactcccatce
tctgtgagac
tagataaaat
cetgcagaat
tcaaagcaga
ctgttccaaa
tceccttecaga
gtgagactgt
ataaaataag
attcctgtga
tggaacaaat
taaaatcaca
ttctcacact
aattgccatg
taaatacttt
aaaactgaaa
tctgatagct
actagaggca
tcaaattgtg
tttgecaaaga
tcaaccactt
aggagatgcet

aacacagtgt
caaacacact
tatgtggctt
aacaattgat
tgacgagata
gaaagcagaa
acagaccaga
tgaaaatctt
tttettectg
tcgctctgca
aacaaactte
taaacaagca
acttatggat
aatgttcrttce
atcttttatg

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

ctttattaat
tccaaataaa
atcagaatcc
gactgtttca
aataaatgga
aatgaaagtt
agagcctcce
aaataaagcc
agaatccaaa
tgtttcacag
aaatggaaaa
gaaagtttct
gcctcccqgaq
taaagccttg
atcaaaacaa
ttcacagaag
tggaaaatta
aagagcaagg
gaaaaagaag
gttagagaac
catgaaaatg
ctaaaactgg
gaggacatta
gaggaatcat
gagaacacaa
gaaattgaat
acatcaagaa
aaaatgaatg
tctgaagcetee
ctaagagaaa

caaatgaagg
gaacagcagg
caacagcaat
actcattttc
tttaattaca
acagaaaac:
tetttactea
accaatagtc
aagcctacag
ctccagecta
caagacctceg
tcttcatctc
atttcatcaa
ttcaaaaags
gttatttgat

<223> Sitio de restriccion

ES 2343103 T3

cattttgett
gccttggaat
aaacaaaagg
cagaaggatg
aaattagaag
tctattccaa
gagaagccat
ttggaattga
caaaaggact
aaggatgtgt
ttagaagagt
attccaacta
aageccatetyg
gaattgaaga
aagaacgrtg
gatgtgtgtg
gaagattcaa
gaacttcaaa
ttttgtgtac
caaaaagtta
aaaattatct
aaatagccac
agattttaaa
taactaaaaqg
tgctcacttce
cacaccatce
aaagtcaaga
ttgatgtgag
aaaggaaatc
atacattggt

aagctgaaca
agtcrctaga
tagttcatge
ttgagaggaa
ataaccattt
catgagagac
caactcatgc
tgtgtcaaca
acataaaata
ggcgectagt
agtggttttet
attaaataga
atttacagtt
gtttataagt
taaacattta

ccaaccccat
tgaagaatga
actatgaaga
tgcgtttace
ggtctectgt
ctaaagcctt
ctgececttcga
agaatgaaca
atgaagaaag
gtttacccaa
ctcctgataa
aagccttaga
ccttcgagece
atgaacaaac
aagaaaattc
tacccaagge
ctagcctatce
aagatcactg
tgaaaaagaa
aatgggaaca
cttacatgaa
actgaaacac
agaaaagaat
ggcatctcaa
taaattgaag
tagactggcet
acctgcttte
tagtacgata
caaaagccta
ttcagaacat

catgtatcaa
tcagaaatta
acataagaaa
aatgcaacat
aaaaaaccgt
aagcagtaag
taggaggcca
gaatactcrat
acagtgtgaa
gaaaccctgt
ggagacccetg
aatgttgaaa
ggctatgctt
ggtaagttta
ctaattgtge

ttagcctgcc
acaaacattg
aagttcttgg
caaggctgcg
taaagatggt
agaattgatg
gecctgeceatt
aacattgaga
ttcttgggat
ggctacacat
tgatggtttt
attgatggac
tgccattgaa
attgagagca
ttgggattet
tacacatcaa
aaaaatcttg
tgaacaatgt
actgtcagaa
agagc:ctgce
aattgcatgt
caataccagg
gctgaacttc
tatagtgggce
gaaaaacaag
tetgetgtac
cacattgcag
tataacaatg
saaattaatc
gcacaaagag

aacgaacaag
tttcaactac
gctgacaaca
catctcctaa
atatatcaat
aaacttecttt
gtcctagcat
tttagaagaa
gaattacttg
gtcaaaaaga
tatcacttca
aattgcttet
tcttattgtg

agaatggggt
ata

attgaaatgc
agagcagatg
gattctgaga
catcaaaaag
cttctgaagqqg
gacatgcaaa
gaaatgcaaa
gcagatgaga
tctgagagtce
caaaaagaaa
ctgaaggcte
atgcaaactt
atgcaaaagt
gatcagatgt
gagagtctcce
aaagaaatgg
gatacaattc
acaggaaaaa
gcaaaagaaa
agtgtgaggt
tgaaaaaqgga
aaaaggaaaa
agatgaccct
agcttaaagt
acaaagaaat
aagaccatga
gagatgcttg
aggtgctcceca
tcaattatge
accaacgtga

ataatgtgaa
aaagcaaaaa
aaagcaagat
aagagaaaaa
atgaaaaaga
tggagaaaca
caccttatgt
aaattcatga
ttcacgaatc
aaaaaacaaa
aataatgtgt
ggaataattg
catactatga
tgacagcatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1569
1620
1680
1740
1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2683
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<400> 10
agctcggaat tccgagettg gatcctcectag agcggceccgecce gactagtgag ctcgtcgacc 60
cgggaatt 68
<210> 11
<211> 68
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sitio de restriccion

<400> 11

aattaattcc cgggtcgacg agctcactag tcggeggecg ctctagagga tccaagctcg 60
gaattccg 68

<210> 12

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador universal

<400> 12

agcggataac aatttcacac agga 24

<210> 13

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador universal

<400> 13
tgtaaaacga cggecagt 18

<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

cicccatcag aatccaaaca 20

<210> 15

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 15
ggcagaaatt gaatcacace
<210> 16
<211> 18
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

fcacgaatct cgetetge
<210> 17
<211> 19

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 17

gaccaacgtg aaacacagt
<210> 18
<211> 18

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 18
ttttctgaag geteectg

<210> 19
<211>20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

tgtctgtagg cticaggaag
<210> 20
<211> 20

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 20
cctctitcag tttagggte

<210> 21
<211>19
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
cagaagccag tctaggatg

<210> 22
<211> 20

18

18

20

19

20

20
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 22
gtaggcttca ggaagaaatc
<210> 23
<211> 19
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
ttecgeagtt agecticag
<210> 24
<211> 398
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Met
1
Thr

Gln Lys Ser
Ala
20

Ser

Leu Arg

Glu Glu
35
Asp

TyYr

Gln Lys val

S0
Lys lle Asn
65

Lys

Gly

Ala Asn Cys

Leu Met Asp Met

100

Ala Phe Glu Pro
115

Glu Leu
130

Glu

Lys

Ser
145
Ser

Ser Lys

Leu Cys Glu

Thr His Gln Lys

180
Pro Asn Asp
198

Thr

Asp

Ile Pro

210

Lys

20

19

val
Asp
Ser
Cys
Lys
Gly
85

Gln
Ala
Asn
Gln
Thr
165
Glu

Gly

Ala

Pro
Glu
Trp
Leu
Leu
70

Met
Thr
Ile
Glu
Lys
150
val
Ile

Phe

Leu

Asn
Ile
Asp
Pro
55

Glu
Lys
Phe
Glu
Gln
135
Asp
Ser
Asp

Leu

v e

ps ps

ES 2343 103 T3

Ala Leu Glu Leu

10
ser

Lys

Leu Pro Glu Ser

25
Ser Glu
40

Lys

sSer

Cys

Ala Ala Gln
60

Lys

His

val
758
Pro

Gly Ser Pro

Ile Thr
90
Glu

Val Ser
Ala
108
Gln

Lys Pro Pro
Met
120

Thr

Lys Ser Val

Leu Arg Ala Asp

140
Glu Glu Ser Ser
155

Val

Tyr

Gln Lys Asp
170

Asn

Cys

Ile
185
Ala

Lys Gly Lys
Lys
200
Leu

Pro Arg

Met Asp Met Gln

220

Lys
Lys
Glu
45

Lys
Asp
Lys
Glu
Pro
125
Glu
Trp
Leu
Leu
Met

205
Thr

Asn
Gln
30

Thr
Glu
Gly
Ala
Lys
110
Asn
Tle
Asp

Pro

Glu
190
Lys

Phe

Glu
15

Lys
val
Ile
Leu
Leu
95

Pro
Lys
Leu
Ser
Lys
175
Glu

val

Lys

Gln
Asp
Ser
Asp
Leu
BO

Glu
Ser
Ala
Pro
Glu
160
Ala
Ser

serxr

Ala
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<210> 25
<211> 317
<212> PRT

Glu Pro
225
Lys Ser

Arg Ala

Glu Asn

Asp Val

290

Ser Gly
305
Ile His

Gln Cys

Lys Lys

Gln Lys

370

Leu Met
385

<213> Homo sapiens

<400> 25

Met
Glu
Met
Glu
Clu
65

Ala
Met
Ala
His
I1le
145
Ser
Gln
Ala
Arg

Glu
225

Gly Thr
Asn Tyr

Leu Lys

35

Asn Lys

50
Leu Gl

Ser Gln

Leu Thr

Glu Il
11
Asp Gl
130
Ala Gl

Thr 11

Arg Lys

Leu Arg

Pro
val
Asp
Ser
275
Lys
Ser
Thr
Lys
355

val

Lys

20

n Me

10

Glu Lys

Pro Asn

2

245

Gln Met

260

Trp A
val Pro
Leu Glu

Cys Glu

sp Ser

3

32s

Gly Lys

340

Leu Ser

Lys Trp

Met Lys I

Arg Ala
Leu Leu
Leu Glu

Tyr Phe

t Thr

Tyr Ser

85

Ser Lys

0

e Glu Ser

S
n Il

e Val

y Asp Ala

e Tyr Asn

165

Ser Lys

180

195

Glu Thr

210

Gln Asp

Glu Asn
Gln Cys

Asn Val

3

Leu
His
Ile
Glu
Leu
70

Gly
Leu
His
Thr
Cys
150
Asn
Ser
Thr

Gln

Asn
230

Lys

Phe

Lys
Asp
Arg
Met
Glu

Glu

ES 2343103 T3

30

Ala

Ala

Pro S

Glu S

2

295

10

Ser

Ala

Glu

Ala

Gln

3

375
le Ile S

90

Gln
Glu
Ala
Asp
5%

Lys
Gln
Lys
His
Ser
135
Leu
Glu
Leu
Leu
Met

215
Lys

Cys
Asn
Thr
40

Ile
Leu
Leu
Glu
Pro
120
Arg
Gln
Val
Lys
Val
200
Lys

His

Leu

Thr
Thr
Arg
Gln
Lys

Glu

Pro Ser Ala Phe Glu Pro

Glu Leu

250

er Glu Ser
265
er Leu Arg

80

His Gln

Ser Leu

Glu Leu

330

Met Lys

345

60

Glu Ile

Leu Cys

er Tyr Met

Glu
Cys
Leu
Lys
Lys
Lys
Lys
1085
Arg
Lys
Arg
Leu
Ile
185
Ser

Glu

Thr

10

235

Lys Asn
Lys Gln
Glu Thr

Lys Glu

Ala

Ile
Glu
Lys

val

Glu

Gln

Asn

Met Gln

240

Thr Leu

255

270

285

300

Ser Lys

315

Gln Lys
Lys Lys
Lys Ser

Ser Val

Met
Ile
Asp
Phe

Gln

Ser
Asp

Leu

Cys

Val Glu
Gln Lys
Lys 1le

Asp Thr

320

His Cys Glu

335

350

365

380

Lys Ile

395

val Ser His

10

Met Leu Lys

Lys His Gln

Ile Leu Lys

€0

Glu Glu Ser

75

Val Leu 1le

90

Gln Asp Lys

Leu Ala Ser

Ser Gln Glu

140

Lys Met Asn
155

His Gl
170

n Pro

Asn Leu Asn

Glu His Ala

Ala Glu His

220

Glu Glan Gln

23

5

Thr
Lys
Tyr
45

Glu
Leu
Ala
Glu
Ala
125
Pro
val
Leu
Tyr
Gln
205
Met

Glu

Arg

Ala

His
Glu
30

Gln
Lys
Thr
Glu
Ile
110
val
Ala
Asp
Ser
Ala
190
Arg
Tyr

Serx

Leu

Phe

Cys

Glu
15

Ile
Glu
Asn
Lys
Asn
95

Leu
Gln
Fhe
val
Glu
175
Gly
Asp
Gln

Leu

Val Leu

Glu Asn

Leu Thr

Asn
Ala
Lys
Ala
Arg
80

Thr
Glu
Asp
His
Ser
160
Ala
Asp
Gln

Asn

Asp
240
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Gln Lys Leu Phe Gln Leu Gln Ser Lys Asn Met Trp Leu Gln Gln Gln
‘245 250 255
Leu Val His Ala BHis Lys Lys Ala Asp Asn Lys Sexr Lys Ile Thr Ile
260 265 270

Asp Ile His Pnhe Leu Glu Arg Lys Met Gln His His Leu Leu Lys Glu
275 280 285

Lys Asn Glu Glu Ile Phe Asn Tyr Asn Asn His Leu Lys Asn Arg Ile

290 295 300
Tyr Gln Tyr Glu Lys Glu Lys Ala Glu Thr Glu Asn Ser
305 310 315

<210> 26
<211> 44
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Met Gln Lys Ser Val Pro Asn Lys Ala Leu Glu Leu Lys Asn Glu Gln
1 S 10 15
Thr Leu Arg Ala Asp Glu Ile Leu Pro Ser Glu Ser Lys Gln Lys Asp
20 25 30
Tyr Glu Glu Ser Sexr Trp Asp Ser Glu Ser Leu Cys
35 40

<210> 27
<211> 38
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Asn Lys Ala Leu Glu Leu Lys Asn Glu Gln Thr Leu Arg Ala Asp Glu
1 S 10 - 15
Ile Leu Pro Ser Glu Ser Lys Gln Lys Asp Tyr Glu Glu Ser Ser Trp
20 2s 30
Asp Ser Glu Ser Leu Cys
35

<210> 28
<211> 47
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 28

Lys Asp Gly Leu Leu Lys Ala Asn Cys Gly Met Lys Val Ser Ile Pro
1 5 10 15
Thr Lys Ala Leu Glu Leu Met Asp Met Gln Thr Phe Lys Ala Gly Lys
20 25 30
Phe Cys Asn Phe Asn Phe Thr Leu Glu Arg Arg Ile Leu Lys Tyr
: 35 40 45

<210> 29

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

11
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<220>

<223> Sitio de reconocimiento de sistema de purificacion por afinidad

<400> 29

<210> 30
<211>21

ES 2343103 T3

Bsp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 S

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sitio de reconocimiento de sistema de purificacién por afinidad

<400> 30

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Met His Thr Glu His

1 5
His His His His His
20

12

10

15



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

