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DESCRIPCION

Marcadores relacionados con la endometriosis y usos de los mismos.
Antecedentes de la invencion
a) Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a marcadores de endometriosis y mds particularmente a métodos para determinar la
posibilidad de endometriosis en sujetos femeninos, a métodos para clasificar la endometriosis en mujeres que padecen
endometriosis y a métodos para tratar esta enfermedad. La invencién también se refiere a polinucledtidos, sondas,
cebadores y kits ttiles para poner en practica los métodos mencionados anteriormente.

b) Breve descripcion de la técnica anterior

La endometriosis es uno de los trastornos ginecolégicos mas comunes, que afectan hasta el 10-15% de las mujeres
en edad de procrear. Se asocia principalmente con dolor pélvico intenso y/o esterilidad, pero también con disme-
norrea, dispareunia, y otros sintomas diversos tales como hemorragia intraperitoneal, dolor de espalda, estrefiimiento
y/o diarrea. La endometriosis se caracteriza por la implantacién y el crecimiento de las células endometriales (que
normalmente constituyen el revestimiento del ttero) en sitios extrauterinos, lo mas frecuentemente en la cavidad
peritoneal. Puede clasificarse la gravedad de la enfermedad. Segiin la American Society of Reproductive Medicine
(ASRM), la enfermedad se clasifica en cuatro estadios, concretamente, minimo (estadio I), leve (estadio II), moderado
(estadio III) y grave (estadio IV). Aunque la etiologia y la patogénesis de la endometriosis siguen sin estar claras,
la teoria de la menstruacién retrégrada es la aceptada mds ampliamente para explicar la presencia de células endo-
metriales en sitios ectdpicos. Sin embargo, la menstruacidén retrégrada se produce en la mayoria de las mujeres. Por
tanto, una cierta predisposicion o potencial genéticos, presente en las células endometriales, podria ser responsable
de la presencia de la enfermedad. Inicialmente, este potencial genético podria estar relacionado con mutaciones en el
genoma, pero ademds, también puede conducir a la posterior expresion génica alterada.

En la actualidad, la visualizacion directa de las lesiones endometridsicas con procedimientos quirdrgicos (lapa-
roscopia o laparotomia) es el tinico método fidedigno para diagnosticar la endometriosis. Sin embargo, este método
es sumamente invasivo (es decir, cirugia bajo anestesia general) y costoso. El periodo de tiempo entre el comienzo de
los sintomas y el diagnéstico de la enfermedad puede ser de hasta 8 a 12 afios. Idealmente, la perspectiva para diag-
nosticar la endometriosis més fécil, rdpidamente y tan pronto como sea posible durante el transcurso de la enfermedad
reduciria definitivamente el nimero de afios durante los cuales las pacientes soportan el dolor, la esterilidad u otros
sintomas.

Basandose en esta perspectiva, varios investigadores han buscado identificar marcadores biolégicos (proteicos y
genéticos) que pueden usarse eficazmente como herramientas de prediccion para la endometriosis. Sin embargo, hasta
la fecha, ninguno ha sido capaz de hacerlo.

Por ejemplo, también se ha demostrado que varias proteinas se expresan de manera diferenciada en la endometrio-

sis. Estas incluyen el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1 (TIMP-1), a,; integrina, MCP-1, aromatasa P450 e
inhibidores y receptor del activador del plasminégeno. Desgraciadamente, la importancia clinica de estos marcadores
es incierta puesto que los pardmetros de diagndstico, tales como la sensibilidad y la especificidad de estos marcadores
candidatos todavia se han definido sélo escasamente.

Se ha notificado que Bcl-2 se regula por incremento durante la fase proliferativa del ciclo ovdrico en el endome-
trio eutépico de las mujeres enfermas (Meresman et al. (2000) Fertil. Steril. 74(4): 760-6) asi como en las lesiones
endometridsicas en ambas fases del ciclo (Jones ef al. (1998) Hum. Reprod. 13(12): 3496-502) y en macréfagos del
fluido peritoneal de mujeres que tienen endometriosis (McLaren et al. (1997) Hum. Reprod. 12(1): 146-52). Sin em-
bargo, estos resultados difieren de los datos presentados en el presente documento en los que se observa la regulacién
por disminucién de Bcl-2 en el tejido eutépico de las mujeres con endometriosis, en comparacién las mujeres sin la
enfermedad, independientemente de la fase del ciclo ovdrico.

Se ha notificado que la conexina 43 (Cx43), una protefna implicada en uniones de huecos, se expresa de manera
aberrante en el epitelio uterino glandular del tejido endometrial ectépico en las mujeres con endometriosis (Regidor
et al (1997) Mol. Hum. Reprod. 3:375-381). El objetivo de este estudio fue tnicamente determinar la regulacién
hormonal de las conexinas en los tejidos endometridsicos y, en consecuencia, este informe no analizo el tejido eutépico
ni en las mujeres con endometriosis ni en las mujeres sin la enfermedad. Por tanto, los hallazgos en este estudio han
tenido poca relevancia clinica o diagnéstica.

La ciclooxigenasa-2 humana (COX-2) estd implicada en la sintesis de prostaglandina y, como resultado, se ha
implicado en el crecimiento y la diferenciacion de las células del estroma endometrial, asi como durante el periodo
de implantacién necesario para estabilizar el embarazo (Marions y Danielsson (1999) Mol. Hum. Reprod. 5:961-5).
Debido a su papel en la implantacién durante el embarazo, se ha postulado que COX-2 puede estar implicada en la
implantacion de las células endometriales en sitios ectpicos, dando lugar a la endometriosis. Sin embargo, hasta la
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fecha, no ha habido ningin informe concluyente que demuestre el papel de COX-2 en la endometriosis, ni que una
alteracion de su expresion conduzca a la enfermedad.

Se ha descrito un aumento en la expresion en el nivel de proteinas de la proteina de choque térmico 70 (HSP70) en
las células glandulares endometriales de las mujeres que tienen endometriosis y adenomiosis, en comparacion con un
grupo control (Ota et al. (1997) Fertil Steril 68: 23-28). Este resultado se obtuvo mediante inmunohistoquimica. Los
mismos autores, usando la misma técnica, demostraron que la 6xido nitrico sintasa endotelial (ONSe) y la superéxido
dismutasa (SOD) también se regulaban por incremento en el endometrio de pacientes con endometriosis o adenomiosis
(Ota et al. (1998) Fertil Steril 69: 303-308; Ota et al. (1999) Fertil Steril 72: 129-134). Sin embargo, estos estudios
tienen un valor clinico limitado porque algunos de los experimentos no siempre se llevaron a cabo con un enfoque
técnico preciso, y porque los marcadores se probaron en un pequefio nimero de pacientes, no produciendo resultados
estadisticamente significativos. Ademads, en los estudios de Ota, se encontré que se producia expresion génica alterada
en el tejido ectdpico, en oposicion a en el endometrio eutdpico y, por tanto, los resultados presentados no son aplicables
industrialmente.

Otros grupos que estudiaron la expresién génica han informado de que el gen de la glutatién S-transferasa (GST)
tenfa un grado mayor de polimorfismo en la endometriosis en comparacién con un grupo control y, por tanto, repre-
sentaba un sistema de detoxificacién del rendimiento menos global que las mujeres predispuestas a la enfermedad
(Baranova et al., (1999) Mol. Hum. Reprod. 5:636-641). Estos resultados reflejan una predisposicién genética para
tener la enfermedad, en lugar de la posibilidad de endometriosis.

La solicitud internacional PCT W099/63116 muestra que la protimosina, el precursor nuclear sumamente 4cido
de la timosina, se sobreexpresa en el tejido endometrial humano normal imitando a la endometriosis cuando se in-
jerta en un modelo de ratén de endometriosis. La importancia clinica de este marcador no se ha demostrado porque
dicha solicitud internacional PCT no demuestra que la sobreexpresion de protimosina es indicativa eficazmente de la
posibilidad de endometriosis.

En general, nadie ha descrito nunca ningin método para determinar la posibilidad de endometriosis en mujeres,
ninglin método para identificar eficazmente a las mujeres que padecen endometriosis, ni ningtin método para clasificar
la endometriosis en mujeres que padecen la enfermedad.

Por tanto, existe la necesidad de un enfoque alternativo a la laparoscopia o la laparotomia para diagnosticar y
determinar el estadio de la endometriosis. Mds particularmente, serfa sumamente deseable proporcionar métodos en
los que se sometieran a ensayo muestras de células endometriales para determinar los niveles de expresion de genes
especificos relacionados con la endometriosis (transcritos de ADNc o ARN o sus proteinas correspondientes), que se
sabe que se expresan de manera diferenciada en las células endometriales de las mujeres con endometriosis (grupo
Endo) en comparacion con las mujeres sin endometriosis (grupo Control).

La presente invencion cumple estas necesidades y también otras necesidades que serdn evidentes para los expertos
en la técnica al leer la siguiente memoria descriptiva.

Sumario de la invencion

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un método para determinar la posibilidad de endometriosis
en sujetos femeninos.

La presente invencién también tiene como objetivo proporcionar un método para clasificar la endometriosis en
mujeres que padecen esta enfermedad, asi como un método para tratar esta enfermedad.

La invencién también se refiere a cebadores, sondas y kits utiles para poner en practica los métodos mencionados
anteriormente.

El gen FKHR (forkhead in rabdomyosarcoma, cabeza de horquilla en rabdomiosarcoma) en el cromosoma 13q14
(nimero de registro de Genbank AF032885) codifica para un factor de transcripcidn eucariota de la familia de los
forkhead (cabeza de horquilla). Los miembros de esta familia comparten una regién conservada responsable de la
especificidad de unién al ADN, denominada domino “forkhead” (“‘cabeza de horquilla”) o “winged-helix” (‘“hélice
alada”. Los miembros de esta familia desempefian un papen durante el desarrollo normal y estdn asociados con la
progresion tumorigénica. El gen FKHR (forkhead in rabdomyosarcoma, cabeza de horquilla en rabdomiosarcoma) en
el cromosoma 13q14 (nimero de registro de Genbank AF032885) estd implicado en el rabdomiosarcoma alveolar.
ANDERSON et al. (1998) han clonado y caracterizado tres genes FKHRP1, FKHRL1 y FKHRLI1P1, que comparten
similitudes con FKHR, y que forman con €l una subfamilia de genes similares a FKHR. Aunque FKHR y FKHRLI1
representan genes funcionales, FKHRP1 y FKHRIL.1P1 probablemente son pseudogenes procesados. BIGGS et al. han
estudiado la regulacion de FKHR1, un miembro de la subclase de FKHR de las proteinas relacionadas con la cabeza
de horquilla, y han demostrado que la fosforilacién mediante PKB/Akt regula negativamente FKHR1 potenciando la
exportacién desde el nicleo.

Segin un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para determinar la posibilidad de endo-
metriosis en sujetos femeninos por el que se someten a ensayo los niveles de expresion de uno o mas marcador(es)
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relacionado(s) con la endometriosis seleccionado(s), y el nivel de expresién del marcador es indicativo de la posibilidad
de endometriosis en el sujeto. En una realizacion preferida, el/los marcador(es) relacionado(s) con la endometriosis se
selecciona del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a un ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12; y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR definido en i), o codificados por los 4cidos ribonucleicos
definidos en ii).

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al ensayo del/de los producto(s) de dcido nucleico del/de
los marcador(es) relacionado(s) con la endometriosis en métodos para determinar la posibilidad de endometriosis en
un sujeto femenino. Este método comprende las etapas de:

- someter a ensayo una muestra de células endometriales, preferiblemente células endometriales eutdpicas,
obtenidas de dicho sujeto femenino, para determinar el nivel de expresion de al menos un producto de dcido
nucleico de un marcador relacionado con la endometriosis seleccionado del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1
ii) 4cidos nucleicos que dan lugar a un ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12;y

- determinar la posibilidad de endometriosis en el sujeto femenino comparando el nivel de expresién de
dicho al menos un producto de dcido nucleico con un nivel inicial, establecido sometiendo a ensayo el
nivel de expresién de dicho al menos un producto de dcido nucleico de un marcador relacionado con
la endometriosis en un grupo de referencia negativo de muestras de células endometriales obtenidas de
mujeres sin endometriosis.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al ensayo de producto(s) de proteina del/de los marcador(es)
relacionado(s) con la endometriosis en métodos para determinar la posibilidad de endometriosis en un sujeto femenino.
Este método comprende las etapas de:

- someter a ensayo una muestra de células endometriales, preferiblemente células endometriales eutdpicas,
obtenidas de dicho sujeto femenino, para determinar el nivel de expresién de al menos un producto de
proteina de un marcador relacionado con la endometriosis o al menos un fragmento de este producto de
proteina, selecciondndose el al menos un marcador relacionado con la endometriosis del grupo que consiste
en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a un ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12;y

- determinar la posibilidad de endometriosis en el sujeto femenino comparando el nivel de expresion del al
menos un producto de proteina con un nivel inicial, establecido sometiendo a ensayo el nivel de expresion
de dicho al menos un producto de proteina de un marcador relacionado con la endometriosis en un grupo
de referencia negativo de muestras de células endometriales obtenidas de mujeres sin endometriosis.

Segtin otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para determinar la posibilidad de endometriosis en un
sujeto femenino o para clasificar la endometriosis en un sujeto femenino que padece endometriosis. El kit comprende
al menos una molécula de unién para unirse al/a los producto(s) de acido nucleico o al/a los producto(s) de proteina
del/de los marcador(es) relacionado(s) con la endometriosis. Segin una realizacion preferida, la molécula de unién es
un 4cido nucleico. En otra realizacion preferida, la molécula de unién es un anticuerpo aislado.

Segtin un aspecto adicional, la presente invencidn se refiere a polinucleétidos aislados, cebadores y/o sondas y
a sus usos en métodos para determinar la posibilidad de endometriosis en un sujeto femenino o para clasificar la
endometriosis en un sujeto femenino que padece endometriosis.

La presente invencion también se refiere a un método para tratar la endometriosis que comprende la etapa de
modular el nivel de expresién de al menos un marcador relacionado con la endometriosis seleccionado.

Una ventaja de la presente invencién es que es rdpida, no invasiva y significativamente menos complicada y costosa
que la laparoscopia o la laparotomia realizadas en la actualidad. A diferencia de los métodos disponibles actualmen-
te, es posible, seglin la presente invencion, medir directamente los niveles de expresidon de los genes relacionados
con la endometriosis que se expresan de manera diferenciada en las células endometriales dependiendo de la pre-
sencia/ausencia de la endometriosis y del estadio de la enfermedad con niveles relativamente altos de sensibilidad y
especificidad.
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Otros objetos y ventajas de la presente invencidn serdan evidentes al leer la siguiente descripcién no limitativa.
Descripcion detallada de la invencion
A) Definiciones

Durante la totalidad del texto, las palabras “pares de bases” se abrevian generalmente como “pb”, las palabras
“dacido desoxirribonucleico” como “ADN”, las palabras “acido ribonucleico” como “ARN”, las palabras “ADN com-
plementario” como “ADNc”, las palabras “reaccion en cadena de la polimerasa” como “PCR”, y las palabras “trans-
cripcién inversa” como “RT”. Las secuencias de nucledtidos se escriben en la orientacién 5 a 3’, a menos que se
establezca lo contrario.

Con el fin de proporcionar una comprension incluso més clara y mas consecuente de la memoria descriptiva y
de las reivindicaciones, incluyendo el alcance dado en el presente documento a tales términos, se proporcionan las
definiciones siguientes:

Molécula de union: Cualquier molécula que se adhiere a una molécula diana dada de una manera adecuada, por
ejemplo, enzimas a sustratos, anticuerpos a antigenos, o una cadena de ADN a su cadena complementaria.

Derivado de: Tal como se usa en el presente documento, un ADNc “derivado de” un gen cuando este ADNc
se ha sintetizado a partir de un ARN mensajero codificado por este gen. Normalmente, los ADNc se sintetizan en
una reaccioén in vitro catalizada por una transcriptasa inversa viral en la que una cadena complementaria de ADN se
produce a partir de un molde de ARNm aislado.

Células endometriales: Se refieren a las células que forman el tejido que reviste al dtero (células estromales y
epiteliales). Normalmente, las células endometriales se eliminan durante el periodo menstrual de la mujer, y después
vuelven a crecer y se engrosan lentamente hasta el siguiente periodo. Tal como se usa en el presente documento, “cé-
lulas endometriales” engloba células endometriales eutdpicas asi como ectdpicas, en las que las células endometriales
que normalmente constituyen el revestimiento de la cavidad uterina se consideran eutdpicas y las exteriores al dtero
se consideran ectdpicas.

Marcador relacionado con la endometriosis: Se refiere a cualquier producto de aminodcido o producto de dcido
nucleico para el que el nivel de expresion en el endometrio de una mujer se correlaciona con la endometriosis.

Nivel de expresion: Se refiere a la cantidad de un producto de aminodcido definido o de un producto de acido
nucleico definido en una célula o tejido dados. La “expresion” se refiere mas particularmente al proceso por el que la
informacidn codificada por un gen se convierte en las estructuras presentes y que operan en la célula. Tal como se usa
en el presente documento, los genes expresados incluyen los que se transcriben en el ARNm y después se traducen
en proteinas y los que se transcriben en ARN pero no se traducen en proteinas (por ejemplo, ARN de transferencia
y ribosémico). De manera similar, la expresidon “nivel de expresion inicial” se refiere al nivel de expresion que se
encuentra en condiciones normales y al nivel normal de funcionamiento (por ejemplo, mujeres sin endometriosis). Los
términos “sobreexpresion” 'y “subexpresion” se refieren a una desviacion hacia arriba o hacia abajo, respectivamente
en los niveles sometidos a ensayo de expresion en comparacion con el nivel de expresion inicial.

Sujeto femenino: Se refiere a hembras humanas que estdn en edad de procrear. Segtn la presente invencion, el sujeto
femenino presentaria preferiblemente sintomas clinicos de endometriosis, tales como esterilidad y dolor pélvico.

Fragmento: Se refiere a una secciéon de una molécula, tal como una proteina o un 4cido nucleico, y pretende
referirse a cualquier parte de la secuencia de aminodcidos o nucleétido.

Gen: Se refiere a una secuencia de ADN relacionada con una tnica cadena polipeptidica o proteina, y tal como se
usa en el presente documento incluye las regiones no traducidasen 5’ y 3°.

Que da lugar a: Tal como se usa en el presente documento, un dcido ribonucleico “da lugar a” un ADNc cuando
sirve como molde para sintetizar el ADNc. Normalmente, los ADNc se sintetizan en una reaccién in vitro catalizada
por una transcriptasa inversa viral en la que se produce una cadena complementaria del ADN a partir de un molde de
ARNm aislado.

Posibilidad: Tal como se usa en el presente documento en combinacién con el término “endometriosis”, se refiere
mads particularmente a una probabilidad existente de que un sujeto femenino padezca realmente endometriosis. No se
refiere a una predisposicién de padecer en el futuro la enfermedad.

Producto de dcido nucleico: Cualquier molécula que tiene uno o mas nucleétido(s) derivado(s) de la expresion
del gen. Tal como se usa en el presente documento en combinacién con la expresion “marcador relacionado con la
endometriosis”, se refiere mds particularmente a un ARN y fragmentos del mismo, ADNc y fragmentos de los mismos,
y etiquetas de secuencia expresada (EST) cuya expresion se correlaciona con la expresion de un marcador relacionado
con la endometriosis (véase anteriormente en el presente documento).
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OXPHOS: Abreviatura de “fosforilacién oxidativa”. Tal como se usa en el presente documento, se refiere a la
secuencia de reacciones enzimdticas acopladas a la cadena respiratoria mitocondrial por la que se fosforila el ATP, asi
como a los productos de dcido nucleico y de proteina implicados en estas reacciones.

Fase del ciclo estrual: se refiere al periodo del estro en el que se producen cambios fisioldgicos en las mujeres
como resultado de las influencias hormonales durante el ciclo menstrual o el ovarico. En resumen, en las hembras
humanas, el ciclo menstrual estd dividido en dos fases, concretamente, la “fase proliferativa” (también denominada
fase folicular, denominada en el presente documento fase P) y la “fase secretora” (también denominada fase lutea,
denominada en el presente documento fase S). La fase proliferativa normalmente se extiende desde el dia O hasta el
dia 14 del ciclo menstrual, y la fase secretora normalmente se extiende desde el dia 15 hasta el dia 28, produciéndose
la ovulacion en el dia 14 de un ciclo menstrual normal.

Producto de proteina: se refiere a moléculas orgédnicas que contienen dos o mds aminoécidos que estdn unidos
mediante la formacién de enlaces peptidicos durante la traduccién ribosémica de un ARN mensajero. Tal como se usa
en el presente documento en combinacién con la expresion “marcador relacionado con la endometriosis”, se refiere
mads particularmente a péptidos, proteinas, glucoproteinas, y fragmentos de proteinas cuya expresion se correlaciona
con la expresion de un marcador relacionado con la endometriosis (véase anteriormente en el presente documento).

B) Vision general de la invencion

La presente invencion se refiere a la deteccion, diagnéstico, prondstico, clasificacion y tratamiento tempranos de
la endometriosis. Se describen marcadores de endometriosis en la forma de secuencias de dcido nucleico, proteinas
y péptidos aislados de células endometriales humanas. Los niveles de expresion de estos “marcadores relacionados
con la endometriosis” son indicativos de la posibilidad de endometriosis en un sujeto femenino y del estadio de la
endometriosis en un sujeto femenino al que ha diagnosticado que tiene endometriosis. El marcador relacionado con la
endometriosis de la invencion se selecciona del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12; y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR, o codificados por los dcidos ribonucleicos definidos en
ii).

La tabla 2 enumera las secuencias de nucledtidos de algunos de estos marcadores relacionados con la endometrio-
sis, también denominados por los inventores DD1 a DD16 (SEQ ID NO: 1 a 16).

C) Métodos para determinar la posibilidad de endometriosis
1) Marcadores relacionados con la endometriosis

Segtin un aspecto de la invencidn, los marcadores relacionados con la endometriosis se usan en un método para
determinar la posibilidad de endometriosis en un sujeto femenino. Este método comprende las etapas de:

- someter a ensayo una muestra de células endometriales, preferiblemente células endometriales eutdpicas,
e incluso mas preferiblemente células endometriales epiteliales eutdpicas, obtenidas de dicho sujeto fe-
menino, para determinar el nivel de expresion de al menos un marcador relacionado con la endometriosis
seleccionado del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12; y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR definido en i), o codificados por los dcidos ribonu-
cleicos definidos en ii).

Segtin este método, el nivel de expresion del/de los marcador(es) relacionado(s) con la endometriosis es indicativo
de la posibilidad de endometriosis en el sujeto femenino. El método comprende ademds la etapa de comparar el nivel
de expresion para el marcador relacionado con la endometriosis con un nivel establecido de expresion inicial. El
nivel inicial para el/los marcador(es) relacionado(s) con la endometriosis se establece sometiendo a ensayo el nivel de
expresion para el/los mismo(s) marcador(es) en un grupo de referencia negativo de muestras de células endometriales
obtenidas de mujeres sin endometriosis.

Segin una realizacion preferida, la subexpresion de al menos un marcador relacionado con la endometriosis es
indicativa de una mayor posibilidad de endometriosis en el sujeto femenino, selecciondndose dicho al menos un
marcador relacionado con la endometriosis del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
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ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12; y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR tal como se define en i), o codificados por los acidos
ribonucleicos definidos en ii).

Los inventores también han encontrado que algunos marcadores relacionados con la endometriosis se modulan
dependiendo de si las células endometriales se obtienen en la fase proliferativa o en la fase secretora del ciclo estrual
del sujeto femenino. Las tablas 6 y 7 mds adelante en el presente documento proporcionan una lista de los marcadores
relacionados con la endometriosis cuyos niveles de expresion se encontré que estaban modulados en las fases proli-
ferativa y secretora, respectivamente. Por tanto, en una realizacién preferida, el método de la invenciéon comprende
ademds las etapas de: i) definir en qué fase del ciclo estrual se obtuvieron las células endometriales; y ii) seleccionar
el marcador relacionado con la endometriosis, para el que debe someterse a ensayo el nivel de expresion segun la fase
definida en i). La fase del ciclo estrual puede evaluarse mediante el uso de técnicas bien conocidas en la técnica, tales
como examen histolégico (preferiblemente de tejidos endometriales), métodos para evaluar el nivel de expresién del
ARN, y métodos para evaluar los niveles de esteroides sexuales, por nombrar algunos.

En una realizacion preferida, las células endometriales del sujeto femenino se toman como muestra en la fase
proliferativa de su ciclo estrual, y el nivel de subexpresién de al menos un marcador relacionado con la endometriosis
seleccionado del grupo que consiste en:

1) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO 12; y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR tal como se define en i), o codificados por los 4cidos
ribonucleicos definidos en ii);

es indicativo de una mayor posibilidad de endometriosis en dicho sujeto femenino en comparacién con un sujeto
femenino sin endometriosis.

En otra realizacién preferida, las células endometriales del sujeto femenino se toman como muestra en la fase
secretora de su ciclo estrual, y el nivel de subexpresion de al menos un marcador relacionado con la endometriosis
seleccionado del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO 12; y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR tal como se define en i), o codificados por los dcidos
ribonucleicos definidos en ii);

es indicativo de una mayor posibilidad de endometriosis en dicho sujeto femenino en comparacién con un sujeto
femenino sin endometriosis.

En otra realizacién preferida de la invencidn, se somete a ensayo en combinacién el nivel de expresion de al me-
nos dos marcadores relacionados con la endometriosis. Mediante la combinacién de los marcadores, generalmente es
posible aumentar la especificidad y la sensibilidad de los métodos de la invencién. La tabla 11 contiene algunos ejem-
plos de combinacién de marcadores relacionados con la endometriosis. Se conocen bien los métodos para someter a
ensayo los niveles de expresion de los marcadores genéticos y proteicos, tales como los marcadores relacionados con
la endometriosis de la presente invencién. Los métodos y materiales para someter a ensayo acidos nucleicos inclu-
yen: técnicas basadas en BioChips, membranas y matriz de vidrio de ADNc; RT-PCR, hibridacién in situ; estudios
de fusion del promotor in vitro en lineas celulares o modelos de cultivo primario; técnicas de estudio de la tasa de
transcripcion, tales como “nuclear run-on” (niicleos aislados); enfoques de hibridacién por inmunotransferencia so-
bre membrana; marcaje directo de los dcidos nucleicos. Los métodos y materiales para someter a ensayo proteinas y
péptidos incluyen: enfoques de hibridacién por inmunotransferencia sobre membrana; marcaje directo de la proteina
o péptido; protedmica; citometria de flujo; inmunocitoquimica; inmunohistoquimica; y enfoques basados en ELISA.
Un experto en biologia molecular e inmunologia sabrd cémo seleccionar, adaptar y utilizar estos métodos segtin su
necesidad especifica con el fin de obtener resultados valiosos. Por ejemplo, puede ser relativamente f4cil desarrollar
biochips que porten marcadores genéticos considerados los mejores en lo que se refiere a la especificidad y la sensi-
bilidad para las matrices de hibridacién de ADNc para detectar mujeres, y mds particularmente mujeres que tienen
sintomas relacionados con la endometriosis.

En algunos casos, la sobreexpresion de ciertos marcadores genéticos y proteicos induce a la produccién de auto-
anticuerpos en la sangre de las pacientes. Por tanto, la medicion de estos auto-anticuerpos puede ser otra alternativa,
aunque indirecta, para someter a ensayo los niveles de expresion de los marcadores genéticos y proteicos segtin la
invencion.
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il) Productos de dcido nucleico de un marcador relacionado con la endometriosis

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a someter a ensayo productos de acido nucleico de un marcador
relacionado con la endometriosis segin los métodos para determinar la probabilidad de endometriosis en un sujeto
femenino. Este método comprende las etapas de:

- someter a ensayo una muestra de células endometriales, preferiblemente células endometriales eutdpicas,
obtenidas de dicho sujeto femenino, para determinar el nivel de expresién de al menos un producto de 4cido
nucleico de un marcador relacionado con la endometriosis seleccionado del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12; y

- determinar la posibilidad de endometriosis en el sujeto femenino comparando el nivel de expresién de dicho
al menos un producto de 4cido nucleico con un nivel inicial establecido.

La posibilidad de endometriosis en el sujeto femenino se determina sometiendo a ensayo el nivel de expresion de
al menos un producto de 4cido nucleico del gen FKHR.

Segtin otra realizacién preferida, la posibilidad de endometriosis en el sujeto femenino se determina sometiendo a
ensayo el nivel de expresion de un 4cido ribonucleico que da lugar a un ADNc que comprende la secuencia SEQ ID
NO: 12.

El nivel inicial del/de los marcador(es) relacionado(s) con la endometriosis seleccionado(s) se establece sometien-
do a ensayo su nivel de expresion en un grupo de referencia negativo de dicho al menos un marcador relacionado con
la endometriosis que se selecciona del grupo que consiste en: mujeres sin endometriosis. Preferiblemente, el al menos
un producto de dcido nucleico es un 4cido ribonucleico mensajero (ARNm) y este ARNm sirve como molde para la
sintesis de un ADNCc.

El nivel de expresién del al menos un producto de 4cido nucleico puede someterse a ensayo usando métodos bien
conocidos tales como biochips, membranas, y métodos basados en matriz de vidrio de ADNc; RT-PCR; hibridacién
in situ; estudios de promoterfusion in vitro en lineas celulares o cultivos primarios; métodos de estudio de la tasa
de transcripcidn; hibridacién por inmunotransferencia sobre membrana; y marcaje. Incluso mds preferiblemente, se
somete a ensayo el nivel de expresion para al menos dos marcadores relacionados con la endometriosis. También
puede ser deseable definir en qué fase del ciclo estrual se obtuvieron las células endometriales con el fin de seleccionar
apropiadamente el marcador relacionado con la endometriosis para el que va a someterse a ensayo un producto de
acido nucleico segun esta fase.

iii) Productos de proteina de un marcador relacionado con la endometriosis

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a someter a ensayo productos de aminoacido de un marcador
relacionado con la endometriosis segtin los métodos para determinar la posibilidad de endometriosis en un sujeto
femenino. Este método comprende las etapas de:

- someter a ensayo una muestra de células endometriales, preferiblemente células endometriales eutdpicas,
obtenidas de dicho sujeto femenino, para determinar el nivel de expresion de al menos un producto de
proteina de un marcador relacionado con la endometriosis, selecciondndose el al menos un marcador rela-
cionado con la endometriosis del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12; y

- determinar la posibilidad de endometriosis en el sujeto femenino comparando el nivel de expresion del al
menos un producto de proteina con un nivel inicial establecido.

El nivel inicial del/de los producto(s) de proteina seleccionado(s) se establece sometiendo a ensayo su nivel de
expresion en un grupo de referencia negativo de mujeres sin endometriosis.

El nivel de expresién del al menos un producto de proteina puede someterse a ensayo usando métodos bien co-
nocidos tales como hibridacién por inmunotransferencia sobre membrana; marcaje; protedmica; citometria de flujo;
inmunocitoquimica; inmunohistoquimica y ELISA. Incluso mds preferiblemente, se somete a ensayo en combinacién
el nivel de expresion de al menos dos marcadores relacionados con la endometriosis. También puede ser preferible
definir en qué fase del ciclo estrual se obtuvieron las células endometriales con el fin de seleccionar apropiadamente el
marcador relacionado con la endometriosis, de modo que el producto de proteina se someta a ensayo segun esta fase.
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D) Métodos para clasificar la endometriosis

Los presentes inventores también encuentran que los niveles de expresion de los marcadores relacionados con
la endometriosis especificos se modulaban dependiendo del estadio de la enfermedad. La tabla 8 mds adelante en
el presente documento proporciona una lista de los marcadores relacionados con la endometriosis cuyos niveles de
expresion se encontraron que estaban modulados dependiendo del estadio de la enfermedad.

E) Kit

Segtin otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para determinar la posibilidad de endometriosis en
un sujeto femenino o para clasificar la endometriosis en un sujeto femenino que padece la enfermedad. El kit de la
invencién comprende:

- al menos una molécula de unién para unirse a un producto de dcido nucleico o a un producto de pro-
teina de un marcador relacionado con la endometriosis, selecciondndose el marcador relacionado con la
endometriosis del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
ii) 4acidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12;y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR definido en i), o codificados por los dcidos ribonu-
cleicos definidos en ii); y

- al menos un elemento seleccionado del grupo que consiste en: un soporte para la(s) molécula(s) de unién,
tubos de mezclado, tampones, enzimas y sustancias para la deteccién de la(s) molécula(s) de unién.

Seglin una realizacién preferida, la molécula de unién es un acido nucleico que hibrida en condiciones convencio-
nales con un 4cido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

a) ARNm de FKHR para el que un nimero de registro d¢ GENBANK™ es AF 032885;

b) 4cidos nucleicos monocatenarios que hibridan en condiciones convencionales con el 4cido nucleico defini-
do en a);

¢) 4cidos nucleicos monocatenarios obtenidos mediante transcripcién inversa de un dcido nucleico definido
en a) o b);

d) fragmentos de los dcidos nucleicos definidos en de a) a c).

Tal como se usa en el presente documento, hibridacién de 4cido nucleico se refiere al principio de que dos molécu-
las de 4cido nucleico monocatenario que tienen secuencias de bases complementarias volverdn a formar la estructura
bicatenaria favorecida termodindmicamente si se mezclan en condiciones apropiadas. Por ejemplo, puede propor-
cionarse una condicién de rigurosidad media mediante NaCl aproximadamente de 0,1 a 0,25 M a temperaturas de
aproximadamente 37°C a 55°C, mientras que puede proporcionarse una condicion de rigurosidad baja mediante NaCl
aproximadamente de 0,15 M a 0,9 M, a temperaturas que oscilan desde aproximadamente 20°C hasta 55°C. Por tanto,
las “condiciones de hibridacién convencionales” varian dependiendo de los resultados deseados.

Seglin otra realizacion preferida, la molécula de unién es un anticuerpo aislado dirigido contra al menos un produc-
to de proteina de un marcador relacionado con la endometriosis, tal como se definié anteriormente, o dirigido contra
un fragmento del/de los producto(s) de proteina.

Otros tipos de moléculas de unién incluyen pequefias moléculas tales como aztcares y glucoproteinas.

F) Polinucledtidos, cebadores, sondas y sus usos

Los polinucleétidos seleccionados del grupo que consiste en:

a) polinucledtidos que comprenden una secuencia de dcido nucleico seleccionada del grupo que consiste en:
SEQ ID NO: 1 a 10, SEQ ID NO: 12 a 16, y parte de las mismas; y

b) polinucleétidos que comprenden una secuencia de dcido nucleico complementaria a los polinucleétidos
definidos en a),

tienen muchos usos, particularmente como marcadores bioldgicos segin los métodos de la presente invencién, como
cebadores y/o como sondas para endometriosis. También podrian usarse como molde para preparar dcidos nuclei-
cos monocatenarios o bicatenarios ttiles en los métodos de terapia génica (antisentido, silenciacién de genes, ARN
bicatenario, etc.).
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La invencién también se refiere al uso de cebadores y/o sondas para determinar la posibilidad de endometriosis
en un sujeto femenino o para clasificar la endometriosis en un sujeto femenino que padece endometriosis. Segtn la
invencidn, el cebador o la sonda comprende un 4cido nucleico aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) ARNm de FKHR para el que un ndimero de registro d¢ GENBANK™ es AF032885;

b) 4cidos nucleicos monocatenarios que hibridan en condiciones convencionales con los dcidos nucleicos
definidos en a);

¢) 4cidos nucleicos monocatenarios obtenidos mediante transcripcién inversa de un dcido nucleico definido
ena)ob);

d) fragmentos de los dcidos nucleicos definidos en de a) a c).

La invencién también engloba los usos de los polinucleétidos y dcidos nucleicos aislados mencionados anterior-
mente en los métodos para determinar la posibilidad de endometriosis en un sujeto femenino o en los métodos para
clasificar la endometriosis en un sujeto femenino que padece endometriosis. Estos métodos pueden incluir el uso de
técnicas basadas en biochips, membranas y matriz de vidrio de ADNc; RT-PCR; hibridacién in situ; estudios de fusién
del promotor in vitro en lineas celulares o cultivos primarios; métodos de estudio de la tasa de transcripcién; hibri-
dacién por inmunotransferencia sobre membrana; y marcaje. Por ejemplo, algunos de los dcidos nucleicos aislados
descritos anteriormente considerados “los mejores” en lo que se refiere a la especificidad y la sensibilidad para detec-
tar mujeres, podrian acoplarse a un biochip para detectar mujeres con endometriosis y/o para evaluar el estadio de su
enfermedad.

El método diagnéstico para la deteccion de la endometriosis en un sujeto femenino puede comprender el uso de
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente para la determinacién de la posibilidad, y/o los kits, polinucle6-
tidos aislados, sondas de 4cidos nucleicos y cebadores mencionados anteriormente. Dependiendo de los marcadores
relacionados con la endometriosis seleccionados, particularmente si se usan en combinacidn, es posible, de hecho,
segun la presente invencién, diagnosticar a mujeres que tienen endometriosis con una sensibilidad muy alta y una
especificidad muy alta.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la amplia variedad de aplicaciones potenciales de la presente invencién y no
pretenden limitar su alcance. Pueden realizarse en ellos modificaciones y variaciones sin apartarse del espiritu y el
alcance de la invencién. Aunque puede usarse cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos
en el presente documento en la puesta en practica para someter a prueba a la presente invencion, se describen los
métodos y materiales preferidos.
Ejemplo 1
Marcadores genéticos
1) Problemdtica

En ausencia de cualquier herramienta de diagndstico fidedigna y no invasiva para la deteccién de la endometrio-
sis, el centro de atencidn se situd en la identificacion de genes expresados de manera diferencial en el endometrio
de sujetos femeninos que padecen endometriosis (grupo Endo) cuando se comparaba con sujetos sin endometriosis
(grupo Control). Para lograr esto, se utilizaron tres enfoques cuantitativos, concretamente presentacion diferencial,
hibridacién en matriz de ADNc, y RT-PCR especifica. A menos que se especifique lo contrario, todos los experi-
mentos se han llevado a cabo utilizando ARN obtenido de la fraccién glandular enriquecida del endometrio. Ademads,
para algunos andlisis, los resultados también se obtuvieron a partir de ARN aislado de biopsias de endometrio no
fraccionadas.
2) Materiales y métodos

A continuacién se exponen los materiales y procedimientos experimentales que se usaron para el ejemplo explicado
a continuacion.

Inclusion de pacientes

Los prerrequisitos comunes para que las pacientes se incluyeran en el estudio llevado a cabo para el presente ejem-
plo, tanto en el grupo control sin endometriosis como en el grupo positivo para endometriosis, fueron los siguientes:

- edad premenopdusica;

- sin menstruar en la actualidad;
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- ciclos menstruales entre 21 y 35 dias;

- sin salpingitis aguda;

- sin VIH, diagnéstico positivo para hepatitis B o C;

- no embarazada o habiéndose quedado embarazada en los dltimos tres meses;
- no estd en el periodo de lactancia en la actualidad;

- no ha utilizado un compuesto seleccionado del grupo que consiste en agonistas de GnRH, Progestinas,
Danazol y anticonceptivos orales en los dltimos tres meses; y

- no ha utilizado un dispositivo intrauterino (D.I.U.) en los dltimos tres meses.

Las mujeres incluidas en el grupo positivo para endometriosis que proporcionaron biopsias del endometrio se
seleccionaron entre las mujeres que se sometieron a laparoscopia y para las que se confirmé la presencia de endome-
triosis en el momento del examen quirtrgico. Se definieron los estadios de la enfermedad segtn la clasificacion de la
American Society of Reproductive Medicine (ASRM), tal como sigue: estadio I (minimo), estadio II (leve), estadio II1
(moderado), y estadio IV (grave).

Para ser elegible en el grupo control, las mujeres que proporcionaron biopsias tuvieron que cumplir las condiciones
siguientes:

- someterse a laparoscopia para ligadura de trompas o repermeabilizacién tubdrica;
- sin lesién por endometriosis detectada en la cavidad peritoneal en la cirugia;

- sin historia de endometriosis en los parientes de primer grado; y

- sin indicacién de esterilidad.

Las mujeres con endometriosis (Endo) se subdividieron en dos grupos experimentales, concretamente, EXP 1
(estadios I y IT) y EXP 2 (estadios IIl y IV). Los grupos experimentales se subdividieron adicionalmente en los grupos
de fase proliferativa (P) y de fase secretora (S), basdndose en la fase del ciclo menstrual indicada por las ultimas
menstruaciones y confirmada por el examen histolégico.

Muestras de tejido

Se obtuvieron biopsias del endometrio de las pacientes bajo anestesia antes de la laparoscopia con una legra
convencional. El tejido recogido se mantuvo en hielo y se utilizé para el experimento en el plazo de cuatro horas. Los
experimentos se realizaron o bien en fracciones glandulares enriquecidas o en biopsias no fraccionadas.

Aislamiento y preparacion del ARN a partir de la fraccion glandular enriquecida

Se enriquecieron las fracciones glandulares procedentes del endometrio mediante digestién enzimadtica. Se cortd
el tejido en primer lugar en pequefios trozos en presencia de medio HBSS (LIFE TECHNOLOGIES™). Se digirieron
entonces los trozos con una mezcla enzimdtica que contenia pancreatina 3,4 mg/ml, hialuronidasa 0,1 mg/ml y cola-
genasa 1,6 mg/ml (SIGMA™) durante 50 minutos a 37°C bajo CO, al 5%. Tras la digestién enzimética, se separaron
las células glandulares de la fraccién estromal mediante exclusion por tamafios. Es decir, la suspension de células di-
geridas se someti6 a rondas sucesivas de filtracion a través de filtros de 41 um y 11 um. La fraccién glandular consiste
en las células que quedaron retenidas en los filtros.

Se aislé El ARN total de las células glandulares endometriales. La fraccién de células glandulares se pesd y las
células se resuspendieron a una concentracién de 100 mg/ml de una disolucién desnaturalizante que contenia tiocianato
de guanidina 2,7 M, tiocianato de amonio 1,3 M y acetato de sodio 0,1 M, pH 4,0. Se extrajo entonces la suspensién
dos veces con fenol/cloroformo antes de su precipitacién con 1 volumen de isopropanol. El sedimento de ARN se lavo
con etanol al 80% y se resuspendi6 en H,O a una concentracién final de 1 pg/ul.

Aislamiento y preparacion del ARN a partir de biopsias no fraccionadas

Se aisl6 el ARN celular total directamente del tejido de biopsia de endometrio. En resumen, se homogeneizaron
200-300 mg de tejido de biopsia usando un homogeneizador eléctrico en presencia de 3 ml de TRIZOL™ (LIFE
TECHNOLOGIES™). Se prepar6 el ARN segiin el protocolo del fabricante de TRIZOL™. Normalmente fueron
necesarias 2 6 3 extracciones adicionales con fenol/cloroformo para obtener una superficie de contacto clara. Se
precipit6 entonces el ARN y se resuspendi6 tal como se describié anteriormente.
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Presentacion diferencial

Se realizd la presentacién diferencial (PD) utilizando el ARN total aislado de células glandulares o biopsias no
fraccionadas segun Liang y Pardee (Differential Display: Methods and Protocols, 1997, Humana Press, Totowa, N.J.
pégs. 1-11). Se realizaron las amplificaciones en un STRATAGENE ROBOCYCLER™ (STRATAGENE™) que im-
plicaba 40 ciclos de 94°C (1 min), 40°C (2 min), 72°C (1 min) con una extension final de 7 minutos a 72°C. Se
utilizaron los reactivos siguientes: Transcriptasa inversa de VLMM (virus de la leucemia murina de Moloney) (LIFE
TECHNOLOGIES™), #*P-dATP (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH™, 2500 Ci/ mmol), y rTag ADN polime-
rasa (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH™).

Clonacion de los productos de PCR

Los fragmentos identificados mediante la presentacién diferencial se clonaron utilizando TA CLONING KIT™
(INVITROGEN™) segiin las instrucciones del fabricante. Se identificaron los clones que contenfan los fragmentos
deseados mediante PCR de colonia, tal como se describe en Maniatis et al. (Maniatis et al., 1992, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.) y utilizando el gen lacZ-20 y
cebadores inversos.

Transferencia de tipo Northern inversa

Los productos de la PCR de colonia se depositaron en membranas de nylon cargadas positivamente (BOEHRIN-
GER MANNHEIM™) y se hibridaron con sondas de presentacién diferencial marcadas con **P. Se seleccionaron
varios clones con el patrén diferencial esperado para su secuenciacion. Los clones que mostraron secuencias idénticas
se aceptaron como candidatos.

Secuenciacion

Se llevé a cabo la secuenciacién utilizando el ABI PRISM RHODAMINE CYCLE SEQUENCING KIT™
(PE APPLIED BIOSYSTEMS™) y se ejecut6 en un secuenciador automético ABI PRISM 310™ (PE APPLIED
BIOSYSTEMS™).

Micromatrices de ADNc

Se estudio la expresion de los genes utilizando membranas por duplicado de HUMAN and CANCER ATLAS
c¢DNA ARRAYS™ (CLONTECH LABORATORIES™). Se sometieron a transcripcion inversa el ARN glandular
(3 ug) de los individuos control y las pacientes en la misma fase del ciclo menstrual en presencia de a**P-dATP
(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH™, 3000 Ci/mmol). Se llevaron a cabo las hibridaciones y los anélisis segtin
el manual del usuario proporcionado por el fabricante.

RT-PCR

El ARN celular total, aislado previamente de células glandulares o biopsias no fraccionadas tal como se describi6
anteriormente, se usé como molde para la produccién de ADNc. En resumen, se digirié 1 ug del ARN con 1 U de
ADNasa 1 (LIFE TECHNOLOGIES™) segiin las instrucciones del fabricante. E1 ARN digerido se sometié enton-
ces a transcripcion inversa en ADNc usando 200 U de transcriptasa inversa del VLMM en presencia de 0,4 uM de
cebadores aleatorios (LIFE TECHNOLOGIES™), 2 mM de cada uno de dGTP, dATP, dTTP y dCTP, y tampé6n de
reaccion suministrado. Tras la incubacién a 37°C durante 1 hora, la reaccidn se terminé sometiendo a ebullicién du-
rante 5 minutos. Se llevé a cabo la amplificacién por PCR del ADNCc segtin los protocolos convencionales descritos en
Maniatis et al. (Maniatis et al., citado anteriormente). Los ADNc se normalizaron en primer lugar mediante una serie
de amplificaciones por PCR del gen control interno, la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Las reacciones de PCR contenifan 5 ul de ADNc (normalizado mediante GAPDH), 0,5 uM de cada uno de dos
cebadores oligonucleotidicos especificos, 0,2 mM de cada uno de dGTP, dATP, dTTP y dCTP, 1 U de rTag ADN
Polimerasa, y tampdn de reaccién suministrados. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un BIOMETRA UNO II™
o T GRADIENT THERMOCYCLER™ (BIOMETRA™) que implicaron 25-40 ciclos de 94°C (45 segundos), una
temperatura de hibridacion especifica (45 segundos), 72°C (1 minuto) con una extension final de 7 minutos a 72°C.
Las temperaturas de hibridacién variaron segtn los cebadores oligonucleotidicos especificos utilizados, mientras que
el ndmero de ciclos vari6 segin la abundancia del molde de ADNc en cuestion.

Transferencia de tipo Southern

Las transferencias de tipo Southern se realizaron segtin los protocolos convencionales descritos en Maniatis et
al. (Maniatis et al., citado anteriormente). En resumen, tras la amplificacion por PCR especifica de los ADNc des-
crita anteriormente, se separaron las muestras en geles de agarosa al 1,5% y se transfirieron a membranas de 0,45
um BIODYNE™ (PALL CORPORATION™) segiin las instrucciones del fabricante. Las membranas se fijaron me-
diante radiacion IV y se hibridaron durante la noche a 65°C con sondas de plasmido especificas que se marcaron
con P usando un kit de marcaje de cebador aleatorio (sistema de marcaje de ADN MEGAPRIME™, AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH™). Los productos se visualizaron mediante autorradiografia, se exploraron y se analizaron
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mediante el software MOLECULAR ANALYST™ (BIO-RAD™). Se ecualizaron las intensidades de banda basdndo-
se en la intensidad de un control interno (GAPDH).

Andlisis de la secuencia

Se llevaron a cabo alineaciones de la secuencia de nucleétidos con GENBANK™ a través del software BLAST
disponible en el sitio web de National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nih.gov). Dado un
débil porcentaje de lecturas erréneas en la secuencia en los datos y en GENBANK™, las homologias del 90% o més
se consideraron como una identidad.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando MICROSOFT EXCEL™. Para el andlisis estadistico, se llevé a cabo la prueba de
la t de Student y los resultaron se consideraron significativos con un valor de p inferior o igual a 0,05.

La especificidad se define en el presente documento como la probabilidad de ausencia de un marcador de enfer-
medad en el grupo control, mientras que la sensibilidad es la probabilidad de presencia del marcador de enfermedad
en el grupo de endometriosis. Los cdlculos para la especificidad y la sensibilidad se realizaron de la siguiente forma.
En primer lugar, se establece un valor arbitrario de punto de corte en la representacion gréfica de la muestra (ARN,
ADNC, proteina u otros) en cuestion. Para las muestras que se regulan por incremento en el grupo de enfermedad, la
especificidad se calcula contando el nimero de pacientes en el grupo control que estan por debajo del valor de punto
de corte, dividido por el nimero total de pacientes en ese grupo y expresado como un porcentaje; la sensibilidad se
calcula contando el nimero de pacientes en el grupo de endometriosis que estd por encima del mismo valor de punto
de corte, dividido por el nimero total de pacientes en ese grupo y expresado como un porcentaje. Para las muestras que
se regulan por disminucién en el grupo de enfermedad, la especificidad se calcula contando el nimero de pacientes
en el grupo control que estdn por encima del valor de punto de corte, dividido por el nimero total de pacientes en ese
grupo y expresado como un porcentaje; la sensibilidad se calcula contando el niimero total de pacientes en el grupo de
endometriosis que estdn por debajo del mismo valor de punto de corte, dividido por el niimero total de pacientes en
ese grupo y expresado como un porcentaje.

3) Resultados
I - Presentacion diferencial (PD)

Las células glandulares enriquecidas se aislaron de las biopsias endometriales y se extrajo el ARN total. Se di-
vidieron los extractos de ARN en los grupos tanto Control como Endo en dos subgrupos segtin la fase del ciclo
menstrual, concretamente, la fase proliferativa (P) o secretora (S). Inicialmente, se seleccionaron las sefiales diferen-
ciales basandose en su aspecto en mas del 50% de las de muestras de un grupo, en comparacioén con el otro. Las
sefiales seleccionadas se purificaron del gel y se clonaron en E. coli. Varios pldsmidos recombinantes para cada sefal
se sometieron a la etapa de validacién mediante transferencia de tipo Northern inversa, tal como se describe en la
presente solicitud. Se determiné la secuencia de nucledtidos y se analiz6 para distintos pldsmidos de cada serie, y se
sintetizaron cebadores especificos para la etapa siguiente.

El nivel de expresion de los candidatos se analizé adicionalmente mediante RT-PCR semicuantitativa en los dife-
rentes grupos del ARN. Se llevaron a cabo experimentos basados en el nimero de ciclo y en las cantidades de ADNc
para garantizar la linealidad de las reacciones de PCR. Se us6 el nivel de expresion de GAPDH como control interno
para normalizar las mediciones. El grupo Endo se subdividié en dos grupos experimentales: EXP 1 que incluia los
estados minimo y leve (I y II) de la enfermedad y EXP 2 que consistia en los estadios moderado y grave (Il y IV)
de la endometriosis. La tabla 3 resume los valores promedio por grupo para todos los marcadores relacionados con la
endometriosis analizados.

Los valores de punto de corte (no mostrados) se seleccionaron para estimar el valor clinico de cada marcador,
concretamente, la especificidad y la sensibilidad. Por tanto, para cada marcador, se determiné el valor de punto de corte
para permitir los valores maximos de especificidad y sensibilidad. La especificidad corresponde a la probabilidad de
la ausencia de un marcador en el grupo control y la sensibilidad representa la probabilidad de la presencia del mismo
marcador en el grupo de pacientes.

En el presente documento se facilita una lista de todos los ADNc identificados mediante el enfoque de presentacién
diferencial. Para cada candidato, se facilita el niimero de registro d¢ GENBANK™ de los genes homélogos en la tabla
1. Los datos de la secuencia de nucleétidos y la SEQ ID NO correspondiente se enumeran en la tabla 2.

El marcador DD1 (SEQ ID NO: 1) muestra un 94% de homologia en GENBANK™ con un ADNc clonado de tejido
de rifidén fetal. Esta secuencia de ADNc también muestra un 100% de homologia con una regién en el cromosoma
22q11 (AC007064). El andlisis de la expresién mostr6é una disminucidn significativa en la fase secretora del grupo
EXP 1, en comparacion con la fase secretora del grupo control (p = 0,01) (tabla 3). Con un punto de corte establecido
en 0,4, se obtuvieron una especificidad del 75% y una sensibilidad del 90% (tabla 5).
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El marcador DD2 (SEQ ID NO: 2) corresponde a una etiqueta de secuencia de expresiéon (EST) que codifica
para una fosfoproteina que también se ha aislado mediante presentacion diferencial de células de glioma humano. La
homologia engloba una regién en el sentido de 5° de 40 pb (97%) y una regién en el sentido de 3’ de 89 pb (96%). Un
hueco de 40 pb estd presente en el medio de la alineacidn entre las dos secuencias. Se obtuvo la misma alineacién con
el ADNc homélogo de I-myc (HSLMYCH). Esto puede deberse a un corte y empalme alterno de un gen comiin en
tejidos diferentes o a dos genes distintos de una familia dada. La presencia de este ADNc no se ha descrito nunca en el
endometrio. Tal como se muestra en la tabla 3, esta transcripcién del gen estaba regulada por disminucién en el grupo
endo (p = 0,04). El valor de punto de corte de 0,13 proporciona un 65% de especificidad y un 77% de sensibilidad
(tabla 5).

El marcador DD3 (SEQ ID NO: 3) mostré un 100% de homologia con el origen mitocondrial de la replicacion (ori).
Hasta la fecha, no se ha mapeado ningtin gen que codifique para ARNm en esta regién del ADN mitocondrial. Segtin
los resultados obtenidos para el presente ejemplo mostrados en la tabla 3, la expresion estd notablemente disminuida
en el grupo Endo (p = 0,01). Los pardmetros del marcador con un valor de punto de corte de 0,7 son un 63% de
especificidad y un 69% de sensibilidad (tabla 5).

El marcador DD4 (SEQ ID NO: 4) mostré un 98% de homologia con un ADNCc aislado de tumores de colon
humanos. Hasta la fecha, no se ha asociado ninguna funcién conocida con este gen. Tal como se muestra en la tabla 3,
la expresion estd significativamente disminuida en la fase secretora del grupo Endo (p = 0,04). Con un umbral de 1,3,
el gen candidato tiene una especificidad del 83% y una sensibilidad del 85% (tabla 5).

El marcador DD5 (SEQ ID NO: 5) corresponde a un gen que tiene diversos nombres, tales como Cap43, Drgl,
TDD-5, rit42, Ndr 1, Proxy-1 o RTP, siendo Cap43 el mas comtin y el utilizado en el presente documento. El ARNm de
Cap43 tiene una regién de 1759 pb en 3’ sin traducir y su marco de lectura abierto previsto codifica para un polipéptido
de 394 residuos de aminoécidos. Los estudios anteriores han demostrado una expresién modulada del ARNm de Cap43
en diversos tipos de células, pero no en las células endometriales ni en la endometriosis. Tal como se muestra en la
tabla 3, se observo una disminucién general en la fase proliferativa de todas las pacientes con endometriosis (p = 0,03).
Un valor de punto de corte de 1,2 da como resultado un 78% de especificidad y un 79% de sensibilidad (tabla 5).

La secuencia del marcador DD6 (SEQ ID NO: 6) coincide en un 97% de homologia con un archivo de secuencia
genémica. Ademads, el segmento de ADNc de DD6 contiene una secuencia alu en el extremo 3°. Tal como se muestra
en la tabla 3, se observé una disminucién significativa entre el Control y EXP 1 en la fase secretora (p = 0,018). Un
valor de punto de corte de 0,4 da los pardmetros siguientes: especificidad del 89%, sensibilidad del 100% para EXP 1
(tabla 5).

Varias EST fueron idénticas a la secuencia DD7 (SEQ ID NO: 7). Todas las secuencias conocidas clonadas de
tejidos transformados tales como adenocarcinoma de pancreas, neoplasia intraepitelial prostatica o un carcinoma en-
dometrial moderadamente diferenciado. E1 ADNc de DD7 también contiene una secuencia alu. Tal como se muestra
en la tabla 3, se observd una grave disminucién en la expresion génica para este marcador en la fase proliferativa del
grupo Endo (p = 0,019). Se encontré una especificidad del 80% y una sensibilidad del 70% con un valor de punto de
corte de 0,5 (tabla 5).

Las homologias de secuencia indicaron que la secuencia del marcador DD8 (SEQ ID NO: 8) era idéntica a un gen
clonado de células Jurkat, cerebro y otros tejidos. En la tabla 3, se observé una ligera disminucidn, aunque significativa,
en la expresion de DD en el grupo EXP 1 (p = 0,02), con valores de especificidad y sensibilidad del 67% y el 60%
respectivamente, en un valor de punto de corte de 0,6 (tabla 5).

El marcador DD9 (SEQ ID NO: 9) corresponde a la subunidad III de la enzima mitocondrial, NADH deshidroge-
nasa, que estd implicada en el metabolismo del oxigeno celular. Este gen desempeifia un papel clave en la cadena de
transporte de electrones y produccién de energia. Tal como se observa en la tabla 3, se detecta un aumento sustancial
en la fase proliferativa del grupo Endo (EXP 1 y EXP 2) (p = 0,008). Un valor de punto de corte de 0,2 proporciona
una especificidad del 70% y una sensibilidad del 59% (tabla 4).

El marcador DD10 (SEQ ID NO: 10) corresponde a la subunidad II de la NADH deshidrogenasa. Como con DD9,
este producto génico es parte del complejo enzimético respiratorio situado en la mitocondria. La totalidad de la enzima
se compone de 12 polipéptidos diferentes. En la tabla 3, la validacién de este marcador mostré un nivel de expresion
mayor en la fase proliferativa del grupo EXP 1 (p = 0,04). Se evalué el valor diagnéstico el gen con un valor de punto
de corte de 0,2 dando una especificidad del 71% y una sensibilidad del 71% (tabla 4).

El marcador DD11 (SEQ ID NO: 11) corresponde a la citocromo oxidasa (CO3) (descrita mds adelante).

El marcador DD12 (SEQ ID NO: 12) corresponde al dominio de proteina Forkhead (FKHR) del factor de trans-
cripcién. Su presencia en el endometrio no se ha notificado nunca en la bibliograffa. En la tabla 3, el andlisis de la
expresion de este marcador en ARN de tejido endometrial no fraccionado mostré una disminucion de expresion en el
grupo Endo (p = 0,015). Se evalué el marcador con un valor de punto de corte de 23 con una especificidad del 81%
y una sensibilidad del 56% cuando se consideraron ambas fases (tabla 5). Cuando se analizé la expresion de DD12
mediante transferencia de tipo Northern en muestras de ARN de biopsia no fraccionada, se detecté una disminucién
significativa en el grupo en comparacién con los controles (p = 0,05) (tabla 5). Usando un valor de punto de corte
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de 0,4, la especificidad fue del 55% y la sensibilidad fue del 68%. Este resultado estd de acuerdo con la observacién
inicial del inventor al usar RT-PCR.

El marcador DD13 (SEQ ID NO: 13) corresponde a un ARN mensajero del gen hUCC1. El mismo ADNCc se clon6
previamente a partir de cancer de colon. En la tabla 3, el andlisis de la expresion de este marcador con ARN de tejido
no fraccionado mostré un nivel de expresion mayor en el grupo EXP 2 (p = 0,04). Se evalué el valor diagnéstico del
gen con un valor de punto de corte de 0,5 dando una especificidad del 62% y una sensibilidad del 64% en el grupo
EXP 2 (tabla 4).

La secuencia del marcador DD14 (SEQ ID NO: 14) es idéntica en un 98% a un ADNc humano clonado recien-
temente que codifica para una supuesta proteina morforreguladora unida a la membrana que muestra homologia con
paralemmina, una proteina morforreguladora unida a la membrana. Tal como se observa en la tabla 3, se detecta un
aumento en el grupo Endo (EXP 1 y EXP 2) con ARN de biopsia no fraccionada (p = 0,04). Un valor de punto de corte
de 1,2 proporciona una especificidad del 78% y una sensibilidad del 58%, cuando sélo se considera la fase S (tabla 4).

El marcador DD15 (SEQ ID NO: 15) corresponde a la proteina de transporte de citrato, uno de los marcadores del
sindrome de DiGeorge en la regién de 22q11. Tal como se muestra en la tabla 3, este marcador muestra en el ARN
de biopsia no fraccionada un aumento sustancial de la expresién en el grupo Endo (p = 6,107*). Se obtuvieron una
especificidad del 85% y una sensibilidad del 79% con un valor de punto de corte de 0,18 (tabla 4).

La secuencia del marcador DD16 (SEQ ID NO: 16) muestra un 90% de homologia con algunas EST humanas y
un 82% de homologia con el gen de ARNr 12S mitocondrial humano. Tal como se muestra en la tabla 3, la expresion
de este marcador estaba regulado por disminucién en el grupo Endo del ARN de biopsia no fraccionada (p =3 x 107).
Con un valor de punto de corte de 2, este marcador mostré una especificidad del 70% y una sensibilidad del 78% (tabla
5).

II - Otros enfoques

En el presente ejemplo, se usé otra técnica semicuantitativa, concretamente transferencia de tipo Northern inversa
con matrices de ADNc, para identificar a otros genes que se expresaban de manera diferenciada en la endometriosis.
El andlisis de validacion final se realiz6 mediante RT-PCR normalizada, de manera similar al enfoque de presentacién
diferencial. La tabla 1 facilita el nimero de registro d&¢ GENBANK™ conocido para cada gen que se identificara,
segun la presente invencidn, como un marcador relacionado con la endometriosis.

El factor la inducido por hipoxia (HIF-1a) es una de las dos subunidades de un factor de transcripcién implicado
en el estrés oxidativo. Tal como se observa en la tabla 3, el andlisis estadistico mostré un aumento significativo del
ARNm de HIF-1a en el grupo Endo (p = 0,028). Con un valor de punto de corte de 1,1, se obtuvieron una especificidad
del 65% y una sensibilidad del 72%. Cuando se analizé la expresion de HIF-1a mediante transferencia de tipo Northern
en muestras de ARN de biopsia no fraccionada, se detecté un aumento significativo en la fase P del grupo Endo, en
comparacion con la fase P control (p = 0,019) (tabla 4). Usando un valor de punto de corte de 0,95, la especificidad
fue del 83% y la sensibilidad fue del 80%. Este resultado estd de acuerdo con la observacién inicial de los inventores
en el ARN de las células epiteliales.

El translocador nuclear del receptor del hidrocarburo de arilo (ARNT) (o HIF-18) es la segunda subunidad del
complejo de transcripcién inducido por hipoxia. De hecho, el ARNT tiene un doble papel: puede acoplarse a HIF-1a
como en el caso de la hipoxia, pero también puede formar un heterodimero con el receptor de hidrocarburo aromatico
(arilo) (AhR) para contrarrestar situaciones téxicas. En la endometriosis, el gen de ARNT se transcribe a una tasa
mayor que la observada para su pareja, HIF-1a. Tal como se observa también en la tabla 3, se registré un aumento
significativo en las pacientes en fase proliferativa del grupo Endo (p = 0,02). La especificidad de este marcador fue
del 67% vy la sensibilidad del 83% con un valor de punto de corte de 0,6 (tabla 4). Estos parametros son comparables
con los de HIF-1a en la fase proliferativa. Los patrones de expresién comparables para HIF-1a y ARNT es un fuerte
argumento en favor de la implicacién de la ruta de estrés oxidativo (OXPHOS) en la endometriosis.

La adenilato cinasa es una enzima ubicua que contribuye a la homeostasis de la composicién de adenina y guanina
celular. La isoforma de isoenzima 3 de adenilato cinasa (AK3) se ubica exclusivamente en la membrana interna de la
mitocondria y su actividad estd implicada en la transferencia de energia. Su modulacién se ha asociado con la hipoxia
y, mds especificamente, con la actividad de HIFla. En la tabla 3, se observé una intensa regulacién por disminucién
de la expresion de AK3 en el grupo EXP 1 (p = 0,005). El punto de corte de 0,75 produjo una especificidad del 68% y
una sensibilidad del 82% (tabla 5).

La isoforma 1 del transportador de la glucosa (Glut-1) desempefia un papel importante en el metabolismo de la
energia celular. Tal como se menciond anteriormente, la expresion de Glut-1 estd regulada por el complejo de factor
de transcripcién HIF-1a/ARNT. Ademds, la expresion de Glut-1 se induce en diversas circunstancias, tales como
estrés oxidativo o transformacion celular. En la tabla 3, se observd una regulacién por incremento significativa en la
expresion de Glut-1 en el grupo EXP 2, en comparacién con el grupo control (p = 0,037). Ademas, la especificidad y
la sensibilidad de Glut-1 son del 71% y del 67% respectivamente, cuando se usa un valor de punto de corte de 1 (tabla
4).
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La respiracion celular que se produce en la mitocondria da como resultado la produccién de especies de oxigeno
reactivas (ROS). La exposicién crénica a ROS puede dar como resultado la lesion oxidativa permanente a las protei-
nas, lipidos y acidos nucleicos celulares y mitocondriales. Para protegerse frente a la lesién oxidativa producida por
estos productos téxicos, las células de mamifero han desarrollado mecanismos protectores. Las enzimas detoxifican-
tes incluyen manganeso superdxido dismutasa (MnSOD), glutatién peroxidase (GPx), catalasa (CAT) y glutatién S-
transferasa (GST). MnSOD se regula por incremento en la transcripcion en la mitocondria para detoxificar en anién
superoxido (O,7) convirtiéndolo en peréxido de hidrogeno (H,O,).

El andlisis de la expresion de MnSOD en la tabla 3 demuestra una regulacién por incremento general y significativa
en la totalidad del grupo Endo, en comparacién con el grupo control (p = 0,017). Con un punto de corte de 0,9, la
especificidad de MnSOD fue del 76% y su sensibilidad fue del 58%. Se obtuvieron resultados similares con ARN de
biopsia no fraccionada, y se detecté una elevacidn significativa en todo el grupo Endo (p = 0,003). Con un valor de
punto de corte de 0,9, el marcador mostré una especificidad del 81% y una sensibilidad del 53% (tabla 4).

Tal como se traté anteriormente, GPx estd implicado en la ruta de detoxificacién de ROS en la mitocondria. Mas
especificamente, GPx convierte el H,O, producido por MnSOD en H,O. El andlisis estadistico mostré un aumento
significativo en la expresién del ARNm de en el grupo Endo, en comparacién con los controles (p = 1,7 x 10™'"), tal
como se muestra en la tabla 3. Esto dio como resultado una especificidad del 100% y una sensibilidad del 87,5%,
cuando se usa un valor de punto de corte de 1,2 (tabla 4).

En los sitios extra-mitocondriales, tales como peroxisomas, el H,O, producido por MnSOD se convierte en H,O
por la catalasa (CAT). Por tanto, CAT funciona en la detoxificacién de ROS protegiendo a las células del H,O, que se
genera dentro de ellas. En el presente ejemplo, se observé una disminucién significativa en la expresiéon de ARNm de
CAT en el ARN de biopsia no fraccionada en la fase secretora del grupo Endo, en comparacién con los controles (p =
0,001), tal como se muestra en la tabla 3. Usando un valor de punto de corte de 0,2, la especificidad y la sensibilidad
de CAT es del 83% y del 78%, respectivamente (tabla 5).

La superfamilia de genes de la glutatiéon S-transferasa (GST) es uno de los principales sistemas de eliminacién
de radicales libres y detoxificacién en células de mamifero. En el presente ejemplo, se observé una disminucién
significativa en la expresion de GST en el grupo EXP 1, en comparacion con los controles (p = 0,026), tal como se
ilustra en la tabla 5. Un andlisis directo de la tabla 3 también muestra un aumento en la expresiéon de GST en el grupo
EXP 2. Segtin un valor de punto de corte de 0,21, los pardmetros para el grupo EXP 1 serian una especificidad del
54% y una sensibilidad del 74% (tabla 5).

La 6xido nitrico sintasa endotelial (ONSe) cataliza la oxidacién de la L-arginina para dar 6xido nitrico (ON) y
citrulina. Los informes previos han descrito una regulacién por incremento en el nivel de proteina en el endometrio
de las pacientes con endometriosis durante la fase secretora del ciclo (Ota et al., Fertility and Sterility (1998) 69:303-
308). En el presente ejemplo, se observé una disminucién significativa en la expresion de ONSe cuando se compararon
las fases proliferativas del grupo control y las fases proliferativas del grupo Endo como un todo (p = 0,027) (véase la
tabla 3). Usando un valor de punto de corte de 0,1, podria definirse una especificidad y una sensibilidad del 77% y del
65%, respectivamente (tabla 5).

Se publicé que el gen de la denominada citocromo oxidasa 3 (CO3) estaba regulado por incremento en los hepato-
citos mediante H,O, y/u homocisteina. La secuencia amplificada en el presente ejemplo correspondié a varios ADNc
en GENBANK™, tales como el gen 14 inducible por hipoxia que, de hecho, estaba en la regién del ARNr 16S del
genoma mitocondrial humano, y con el ADNc de TI-227H, un marcador metastasico. Finalmente, la secuencia del gen
de CO3 es completamente homdloga a la secuencia de DD11 (aislada mediante presentacion diferencial). El anélisis
de la expresion génica de CO3 (y de DD11) revel6 una disminucidn especifica de la fase secretora, tal como se observa
en la tabla 3, cuando se comparan los grupos control y Endo (p = 0,002). Cuando se usa un valor de punto de corte de
0.58, la especificidad y la sensibilidad de este marcador fueron del 83% y del 79%, respectivamente (tabla 5).

El ARNr 128 es uno de los dos genes del ARNr codificados por el genoma mitocondrial. En el presente ejemplo,
se observ una disminucién significativa en el ARNr 12S en ARN de biopsia no fraccionada en el grupo EXP 1, en
comparacién con los controles (p = 0,02), tal como se ilustra en la tabla 3. Usando un valor de punto de corte de 1, la
especificidad y la sensibilidad del ARNr 12S son del 77% y del 67%, respectivamente (tabla 5).

TI-227H es un gen nuclear que tiene homologias con CO3, tal como se describié anteriormente. Como resultado
de estas similitudes de secuencia, los presentes inventores se interesaron en determinar si las dos secuencias eran, de
hecho, el mismo gen, o quizd pseudogenes. Resulta interesante que el andlisis de la expresion del ARNm de TI-227H
en ARN de biopsia no fraccionada, descrito en el presente ejemplo, demostré resultados diferentes de los obtenidos
con CO3, lo que sugiere que las dos secuencias proceden de genes diferentes. A diferencia de la expresion de CO3
que disminuia en la totalidad del grupo Endo, la expresion de TI-227H disminuia significativamente en el grupo EXP
2, en comparacion con los controles (p = 2 x 107®), tal como se muestra en la tabla 3. La especificidad y la sensibilidad
de TI-227H son del 81% y del 100%, respectivamente, cuando se usa un valor de punto de corte de 0,15 (tabla 5).

La citocromo oxidasa 2 (CO2) es una enzima codificada en la mitocondria que participa en la cadena de transporte
de electrones (ETC) mitocondrial y, por tanto, en el proceso de la fosforilacién oxidativa (OXPHOS) que proporciona
energia esencial a las células. Tal como se muestra en la tabla 3, se encontr6 que la expresiéon de ARNm de CO2 en

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2287100 T3

ARN de biopsia no fraccionada disminuia en la fase proliferativa de EXP 1, en comparacién con los controles (p =
0,02). Cuando se usa un valor de punto de corte de 0,2, la especificidad y la sensibilidad de CO2 son del 64% y del
69%, respectivamente (tabla 5). Hay pruebas experimentales notificadas en la bibliografia que demuestran cambios en
el metabolismo del hierro en respuesta al estrés oxidativo. Una de las enzimas clave en esta ruta es la aconitasa situada
en la mitocondria.

El andlisis de la expresion génica de la aconitasa (tabla 3) demostré una disminucién en la fase S del grupo EXP
1 (p = 0,005) y también en la fase P de EXP 2 (p = 0,04). El andlisis de los valores medios de las muestras de la fase
P muestra una disminucion de la fase P de ambos grupos (EXP 1 y EXP 2), pero sélo el dltimo es significativamente
inferior que el grupo control. Dado que la disminucién mds notable se observé en la fase S de EXP 1, se evalu6 el
poder diagnéstico de la aconitasa partiendo de esta base. Con un punto de corte de 0,11 se calcularon una especificidad
del 80% y una sensibilidad del 86% (tabla 5).

Codificado por un gen nuclear, el translocador del nucleétido de adenina 1 (ANT-1) se sitda dentro de la membrana
interna mitocondrial. ANT-1 desempefia un importante papel en OXPHOS, intercambiando ATP recién sintetizado
por ADP consumido. Hasta la fecha, no se ha notificado la modulacién de la expresién de ANT-1 en las biopsias
de endometrio. En el presente ejemplo, se encontrd que la expresion del ARNm de ANT-1 analizada mediante RT-
PCR en ARN de biopsia no fraccionada disminuia en la fase proliferativa del grupo Endo, en comparacién con los
controles (p = 0,007), tal como se muestra en la tabla 3. Cuando se usa un valor de punto de corte de 1, ANT-1 tiene
una especificidad del 86% y una sensibilidad del 74% (tabla 5). Este resultado se confirmé mediante transferencia
de tipo Northern (p = 0,016) por la que los valores de la especificidad y la sensibilidad fueron del 75% y del 73%,
respectivamente, cuando se usé un valor de punto de corte de 0,042 (tabla 5).

La ATP sintasa, también conocida como Complejo V de la ETC, estd codificada por dos genes mitocondriales
(ATPasa 6 y ATPasa 8) y 12 genes nucleares. De acuerdo con su papel critico en OXPHOS, las mutaciones en la ATP
sintasa se han asociado con enfermedades mitocondriales. Tal como se muestra en la tabla 3, la expresion la subunidad
[ de la ATP sintasa en ARN de biopsia no fraccionada aument6 en el grupo Endo, en comparacion con los controles (p
=1 x 107%). Resulta interesante que cuando se considera sélo la fase proliferativa del grupo Endo, el anélisis estadistico
llega a ser p = 8 x 107™*. Cuando se usa un valor de punto de corte de 4, la especificidad y la sensibilidad de la ATP
sintasa (subunidad g) es del 77% y del 75%, respectivamente, cuando se comparan el grupo Endo y los controles.
Cuando se analiza la fase P del grupo Endo, la especificidad es del 93% y la sensibilidad es del 64% (tabla 4).

La leucemia/linfoma-2 de células B (Bcl-2) es una proteina anti-apoptética codificada en el nicleo que se sitia
en la membrana externa de la mitocondrial. Resulta interesante que la expresion de Bcl-2 parece estar dirigida por
el estradiol en el endometrio durante la totalidad del ciclo ovarico, por lo que se observa una alta expresioén de Bcl-
2 en el endometrio proliferativo y estd disminuida en la fase secretora (Vaskivuo et a/ (2000) Mol Cell Endocrinol
165:75-83). Estudios anteriores han analizado la expresion de Bcl-2 en las células glandulares frente a las estromales,
y en las fracciones endometriales eutépicas frente a las ectdpicas (Meresman et al. (2000) Fertil. Steril. 74(4): 760-
6; Jones et al. (1998) Hum. Reprod. 13(12): 3496-502). En el presente estudio, la expresion de Bcl-2 en el ARN de
biopsia de endometrio no fraccionada disminuyé en el grupo Endo, en comparacién con los controles (p = 0,01), tal
como se muestra en la tabla 3. La especificidad y la sensibilidad de la expresién de Bcl-2 son del 54% y del 82%,
respectivamente, cuando se usa un valor de punto de corte de 4 (tabla 5).

El protooncogén humano c-jun (c-jun) es uno de los principales factores de transcripcién ubicuos que forma el
complejo AP1 con c-fos. En el presente ejemplo, se analizé la expresion de c-jun y se observd una regulacién por
incremento significativa durante la fase secretora del grupo EXP 1 (p = 0,05) (véase la tabla 3). Con un valor de punto
de corte de 0,7, se obtuvieron los siguientes pardmetros para el grupo en fase S de EXP 1: especificidad del 75%,
sensibilidad 67% (tabla 4). Cuando se probé en ARN de biopsia no fraccionada, la regulacion por incremento de c-jun
fue significativa para el grupo Endo, en comparacion con el grupo control (p = 0,005). Con un valor de punto de corte
en 1, se determinaron una especificidad del 76% y una sensibilidad del 65% (tabla 4).

El factor de transcripcién del promotor en el sentido de 5° de la ovoalbiimina de pollo (COUP-TF) es un importante
regulador de la P450 aromatasa (P450arom), que participa en la biosintesis de estrégenos. En las células estromales
del endometrio eutdpico, la unién de COUP-TF a una region en el sentido de 5° del promotor de la aromatasa media
la inhibicién de la transcripcion de la aromatasa, evitando asi la produccién aberrante de estrégenos. Tal como se
muestra en la tabla 3, la expresiéon del ARNm de COUP-TF disminuy6 en la fase secretora de las muestras de Endo,
en comparacién con los controles (p = 0,01) en biopsias de ARN no fraccionadas. Usando un valor de punto de corte
de 0,075, la especificidad y la sensibilidad de COUP-TF son del 83% y del 78%, respectivamente (tabla 5).

Las interleucinas participan en el proceso inflamatorio, tal como se encuentra en enfermedades como la endome-
triosis. El andlisis de la transcripcion de la IL-18 en el presente ejemplo revel6 un patrén de expresion totalmente
afectado en el grupo Endo, mientras que el nivel es bastante constante en el grupo control (véase la tabla 3). En parti-
cular, se observo una disminucién significativa en la expresion de IL-15 en el grupo EXP 2 (p = 0,0002). Basandose
en un gréfico de dispersién (no mostrado) se determinaron dos valores de punto de corte, uno para un valor medio
para el grupo control y el otro para su desviacién estandar correspondiente. Los valores fuera de este intervalo se
identificaron como que correspondian a pacientes con una alta posibilidad de padecer endometriosis. Se determinaron
una especificidad del 78% y una sensibilidad del 93% para el valor medio del grupo control de 0,98 + 0,28 (tabla 5).
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Las conexinas participan en las interacciones celulares y, mds especificamente, en estructuras tales como uniones
de huecos. Su expresion estd regulada generalmente por esteroides. La conexina 43 (Cx43) parece estar regulada por
el estradiol. Generalmente en el endometrio, la conexina 43, asi como algunas otras conexinas, muestran una mayor
expresion mediante inmunohistoquimica en aproximadamente 11-15 dias del ciclo menstrual. Se cree que participan
especificamente en la implantacion, por ejemplo durante el embarazo. Una publicacién notificé una expresion aberran-
te de la conexina 43 en todas las muestras de tejido epitelial ectpico en lesiones de endometrio. Ningtin estudio ha
medido nunca el nivel de expresion de la conexina 43 en células endometriales eutdpicas. En el presente ejemplo, se
observo una regulacion por incremento del ARNm de Cx43 en el grupo EXP 1, en comparacién con los controles
(p = 0,048) (tabla 3), una diferencia que fue incluso mas significativa cuando sélo se consider6 la fase proliferativa
del grupo EXP 1 (p = 0,02). Con un valor de punto de corte de 1,3, se obtuvieron una especificidad del 74% y una
sensibilidad del 48% para el grupo EXP 1 (tabla 4). Considerando la fase proliferativa del grupo EXP 1, el marcador
es mds potente, puesto que la especificidad y la sensibilidad son del 77% y del 64%, respectivamente (tabla 4). Las
proteinas de choque térmico (HSP) a menudo se inducen para proteger a las células frente a diversos estreses. Mds
especificamente, la proteina de choque térmico 70 (HSP 70) se induce en respuesta al plegamiento erréneo de pro-
tefnas, al dafio en el ADN, al estrés oxidativo metabdlico y la hipoxia. En el presente ejemplo se informa de que la
modulacién del ARNm de HSP 70 en mujeres con endometriosis estd tremendamente elevado en el grupo Endo, en
comparacién con el grupo control (p = 0,01) (véase la tabla 3). Como marcador para la endometriosis, la especificidad
y la sensibilidad de HSP 70 fueron del 73% y del 61%, respectivamente, cuando se usa un valor de punto de corte de
0,6 (tabla 4). Con ARN de biopsia no fraccionada, también se detecté un aumento significativo en la fase proliferativa
(p = 0,014), teniendo por tanto el marcador una especificidad del 71% y una sensibilidad del 78% con un punto de
corte en 0,25 (tabla 4).

La proteina de choque térmico 90 (HSP 90) es parte de un sistema de proteina chaperona que participa en la
sefializacién inducible por esteroides e inducible por toxinas exdgenas. En el presente ejemplo, el andlisis de HSP 90
con respecto a la endometriosis revel6 una marcada disminucion en la expresién génica cuando se compararon mujeres
en el grupo EXP 2 con los controles (p = 4,3 x 1075) (véase la tabla 3). Cuando se usé un valor de punto de corte de
0,17 en el andlisis del grupo EXP 2 en comparacién con el grupo control, la especificidad y la sensibilidad fueron del
75% y del 100%, respectivamente (tabla 5).

La fosfolipido hidroperdxido glutatién peroxidasa 4 (GPx4 o PHGPx) es responsable de reducir los hidroperéxidos
que se producen en las membranas peroxidadas y en las lipoproteinas oxidadas. En el ARN de biopsia no fraccionada,
mostrado en la tabla 3, la expresién del ARNm de GPx4 disminuy6 en la fase secretora del grupo EXP 1, en compa-
racién con los controles (p = 5 x 107?). Utilizando un punto de corte de 0,1, la especificidad de GPx4 es del 83% y la
sensibilidad es del 75% (tabla 5).

La proteina regulada por glucosa 78 (GRP 78) es una proteina de respuesta al estrés relacionada con HSP70 que
estd inducida por agentes o estados que afectan adversamente a la funcién del reticulo endoplasmatico, tal como la
homocisteina. En el presente ejemplo, la expresion de GRP 78 en ARN de biopsia no fraccionada disminuy6 en la
fase secretora del grupo Endo, en comparacién con los controles (p = 6 x 107%), tal como se muestra en la tabla 3. La
especificidad y la sensibilidad de GRP 78 son del 92% y del 78%, respectivamente, cuando se usa un valor de punto
de corte de 3.

La ciclooxigenasa-2 (cox2), también denominada prostaglandina sintasa-2 (PG-2), participa en la sintesis de pros-
taglandinas. Se ha tratado su posible implicacién en la endometriosis en relacién con el aumento de la actividad de la
aromatasa en las lesiones ectdpicas pero, hasta la fecha, no hay pruebas de regulacién errénea de cox2 en las células
endometriales eutopicas. En ARN de biopsia no fraccionada, mostrado en la tabla 3, la expresién del ARNm de cox2
aument? significativamente en el grupo EXP 1, en comparacién con los controles (p = 0,01). Usando un valor de punto
de corte de 6, la especificidad de COX2 es del 69% y la sensibilidad es del 62% (tabla 4).

III - Combinacion de marcadores

Habiendo encontrado muchos marcadores genéticos expresados de manera diferencial en los grupos control y
Endo, los inventores probaron la hipétesis de que los genes expresados de manera diferencial usados en combinacién
podrian proporcionar una herramienta diagndstica mas poderosa que la evaluacion de los genes individuales. Esto es
especialmente cierto dado el alto nivel de heterogeneidad genética entre los individuos.

La tabla 11 muestra ejemplos de combinaciones de marcadores genéticos. La especificidad y la sensibilidad se
calcularon tal como se describi anteriormente (véase el andlisis estadistico). En resumen, la especificidad indica
la ausencia de un marcador en el grupo control y la sensibilidad indica la presencia de un marcador en el grupo
ENDO. Los 3 marcadores genéticos de interés se sometieron a prueba en las mismas muestras de paciente individual,
permitiendo de esta forma que se realizaran combinaciones. Para cada muestra de paciente, a la presencia de un
marcador dado se le asigné una puntuacién de 1, mientras que a la ausencia del mismo marcador se le asigné una
puntuacién de O (la presencia y la ausencia de un marcador se definen segtin esté por encima o por debajo del valor de
punto de corte asignado). Tras la aplicacion de este algoritmo a los 3 genes de interés, las puntuaciones del marcador
se combinaron y se convirtieron en porcentajes segin lo siguiente: para las combinaciones de 2 marcadores, 0%
representa una puntacién de O para ambos marcadores, 50% representa una puntuacién de 0 para 1 marcador y una
puntuaciéon de 1 para el otro marcador, y 100% representa una puntuacién de 1 para ambos marcadores; para las
combinaciones de 3 marcadores, 0% representa una puntuacién de O para los 3 marcadores, 33% representa una
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puntuacién de 1 para 1/3 de los marcadores, 67% representa una puntuacioén de 1 para 2/3 de los marcadores, y 100%
representa una puntuacién de 1 para los 3 marcadores. Estos porcentajes se representaron entonces en graficos y se
calcularon nuevos valores de especificidad y sensibilidad (estos valores se indican en la tabla 11).

Un ejemplo de la potencia de las combinaciones de los marcadores se muestra en la tabla 11, en el que una combi-
nacién de dos marcadores aumentd la sensibilidad del diagndstico hasta el 100%. Una combinacién de tres marcadores
aument6 tanto la especificidad como la sensibilidad. Otras combinaciones de numerosos marcadores también produ-
ciran una especificidad y sensibilidad aumentadas, mejorando asi los métodos y el kit segtin la presente invencién.

4) Conclusion

Los resultados presentados en el presente documento muestran que los marcadores genéticos enumerados en la
tabla 1 son todos excelentes marcadores de la endometriosis. El uso de genes expresados de manera diferencia repre-
senta, por tanto, un medio alternativo para identificar individuos enfermos y clasificar la endometriosis. Mediante la
combinacién de dos, tres y mds de estos marcadores, también es posible aumentar la especificidad y la sensibilidad
del diagnéstico.

Muchos de los genes entre los marcadores de la presente invencién estan asociados con las mitocondrias. Cinco
de dieciséis marcadores DD estaban en esta categoria. Esta observacion condujo a los inventores a investigar adicio-
nalmente en este campo. De hecho, fisiolégicamente varias reacciones metabdlicas clave, tal como la fosforilacién
oxidativa (OXPHOS) implican a la mitocondria. Por tanto, tal como se muestra en la tabla 3, se observé la modulacién
de 22 genes relacionados con OXPHOS y/o con la mitocondria, tales como HIF-1«, ARNT o NADH deshidrogenasa,
en el tejido endometrial de pacientes con endometriosis. Esto sugiere fuertemente que la ruta de OXPHOS esta impli-
cada en la endometriosis y que es posible determinar la posibilidad de endometriosis en un sujeto femenino sometiendo
a ensayo una muestra de células endometriales para determinar el nivel de expresién de al menos un marcador relacio-
nado con la endometriosis implicado en la ruta de fosforilacién oxidativa y/o la ruta de sensores de potenciales redox
(OXPHOS) interna de dichas células endometriales.

Resulta interesante que tres ADNc que se expresaban de manera diferenciada que contenfan secuencias alu se aisla-
ron y se identificaron como marcadores relacionados con la endometriosis. De manera similar, otro grupo heterogéneo
de marcadores relacionados con la endometriosis fueron los marcadores del estrés celular (proteinas de choque térmi-
co, CAP43, Conexina 43, ARN helicasa). Por tanto, es tentador especular que la mayoria de los genes que contienen
una secuencia alu y/o marcadores de estrés celular podrian usarse como marcadores relacionados con la endometriosis
seglin la presente invencion.

Ejemplo 2
Marcadores proteicos
1) Problemdtica

Habiendo encontrado muchos marcadores genéticos que se expresan de manera diferenciada en los grupos con-
trol y Endo de mujeres, los inventores probaron la hipdtesis de la medicién de proteinas de producto(s) de proteina
derivado(s) de estos marcadores genéticos también podria ser un enfoque adecuado para el diagnéstico de la endome-
triosis.

Dado que el marcador DD5 (concretamente Cap43) estaba mal regulado en el nivel del ARNm en el endometrio
de las mujeres que padecen endometriosis, los presentes inventores han caracterizado la expresién de la proteina
codificada por el mismo gen. Esto se llevd a cabo mediante inmunotransferencia tipo Western.

El ARNm de Cap43 tiene una regién de 1759 pb en 3’ sin traducir y su marco de lectura abierto previsto codifica
para una poliproteina de 394 residuos de aminodcidos con un peso molecular deducido de 43.400 Dalton y un punto
isoeléctrico de 5,3. Estudios anteriores han demostrado una expresién modulada del ARNm del gen de Cap43 en di-
versos tipos de células. Sin embargo, la proteina Cap43 nunca se ha usado como un marcador en ninguna enfermedad,
incluyendo la endometriosis. En el presente ejemplo, los extractos de proteina aislados de biopsias de tejido endome-
trial procedentes de poblaciones control y enfermas se exploraron para determinar la expresion de la proteina Cap43
y los resultados presentados en el presente documento muestran que esta proteina es un marcador adecuado para la
endometriosis.

2) Materiales y métodos
Inclusion de pacientes y muestras de tejidos

Se obtuvieron biopsias de tejido procedentes de poblaciones control y positivas para endometriosis, tal como se
describid anteriormente en el ejemplo 1 en el presente documento.
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Aislamiento y preparacion de proteinas de biopsias no fraccionadas

Se aislaron extractos de proteinas celulares totales directamente de las biopsias de tejido. En resumen, se homo-
geneizaron 200-300 mg de tejido de biopsia usando un homogeneizador eléctrico en presencia de 3 ml de tampén de
lisis (Tris-HC1 20 mM pH 7,5 que contiene NaCl 0,1 M, SDS al 2%, EDTA 5 mM y leupeptina 0,5 ug/ml, aprotinina 2
png/ml y PMSF 200 pg/ml) a temperatura ambiente, se lisaron durante 10 minutos a 100°C y se centrifugaron durante
20 minutos a 14000 g. La determinacion de proteinas de los sobrenadantes se realiz6 utilizando el ensayo de proteinas
DC (BIO-RAD™) segin las instrucciones del proveedor. Las muestras se diluyeron en Tris-HC1 20 mM pH 7,5 y
se transfirieron en manchas sobre membranas de nitrocelulosa (2,5 y 5 ug) usando un dispositivo de transferencia de
manchas de 96 pocillos GIBCO-BRL™. Las membranas se bloquearon durante la noche en leche en polvo seca al
2,5% en tamp6n TST (Tris-HC1 10 mM pH 7,5 que contenia NaCl 100 mM y TWEEN-20™ al 0,1%), se incubaron
en una disolucion de o bien 1:2000 de antisuero primario anti-CAP 43 (SKULDTECH™, Université Montpelier II,
Francia) o bien anti-actina (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY™) durante una hora, se lavaron dos veces durante 5
min con TST y se incubaron durante otra hora con un anticuerpo policlonal especifico de inmunoglobulina de cabra
anti-conejo conjugado con peroxidasas del rdbano (HRP) (dilucién 1:2000 en leche-TST al 5%), se lavaron 3 veces
durante 10 min con TST y se visualizaron con reactivo de ECL (electroquimioluminiscencia) segtn el protocolo del
proveedor (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH™). Los niveles de Cap43 con respecto a la actina se midieron
explorando los autorradiogramas y se llevé a cabo la densitometria de puntos utilizando el programa MOLECULAR
ANALYST™,

3) Resultados

Utilizando anticuerpos policlonales anti-CAP 43, los presentes inventores exploraron extractos de proteinas aisla-
dos de biopsias de tejido endometrial procedentes de poblaciones control y enferma. Tal como se muestra en la tabla
3, se realizaron dos tipos de experimentos. En el primer experimento, se incluyeron todos los grupos control y experi-
mental, proliferativo y secretor, con el fin de comparar la presencia de Cap43 en ambas fases del ciclo ovdrico. En el
segundo experimento, s6lo se sometieron a prueba los grupos de fase secretora y, de esta forma, pudo aumentarse el
nimero de muestras analizadas.

Los resultados del primer experimento muestran que la proteina Cap43 se expresaba en niveles superiores en la fase
secretora del ciclo ovdrico, con una regulacion por incremento media en el grupo control de mds del doble en la fase
secretora en comparacién con la fase proliferativa (1,92 + 0,21 CTL S frente a 0,55 + 0,06 CTL P). Ademads, mediante
la comparacién de los grupos control y Endo, parece que hay una disminucién significativa en Cap43 en la fase
secretora del grupo Endo (p = 0,05), con valores de especificidad y sensibilidad del 71% y del 57%, respectivamente,
cuando se usa un punto de corte de 1,35 (tabla 5).

En el segundo experimento en el que s6lo se analizaron muestras en la fase secretora, también hay una disminucién
significativa en la fase secretora del grupo Endo (p = 0,001). Utilizando un punto de corte de 1,1, la especificidad es
del 77% y la sensibilidad es del 61% (tabla 5).

4) Conclusion

Estos resultados confirman que, a igual que el ARNm de Cap43, la proteina Cap43 se expresa de manera diferen-
ciada en las células endometriales de mujeres sin endometriosis en comparacién con mujeres que tienen endometriosis.
Por tanto, estd justificado creer que es lo mismo para todos los marcadores genéticos relacionados con la endometriosis
enumerados en la tabla 1.

El uso de genes expresados de manera diferenciada o sus productos de proteina derivados (tales como proteinas o

péptidos traducidos) representa, por tanto, un medio alternativo para determinar la probabilidad de endometriosis en
mujeres y para clasificar esta enfermedad en mujeres que la padecen.
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TABLA 1

Marcadores relacionados con endometriosis

Referencia del

Referencia de GENBANK™

solicitante
SEQ Nombre Nombre del gen N° de Tipo N° de Fecha
ID NO | arbitrario de GENBANK™ registro bases
1 DD1 - AL050039; EST; 6241 18-Feb-00
AC007064 EST 124823 PR7-May-00
2 DD2 - AF084555 EST 5171 1-Sep-99
3 DD3 - J01415 ADN 16569 18-Abr-00
4 DD4 - AAB829538 EST 1329 P9-Abr-98
5 DD5 Proteina de AF004162 ARNmMm 2972 P4-Ene-00
induccidn
especifica de
niquel (CAP43)
6 DD6 - ALL034374 EST 101270 PR9-Abr-00
7 DD7 - Al567884; EST; 500 14-May—99
AA558871; EST; 487 9-Sep-97
Al1890794 EST 2501 7-Mar-00
8 DD8 ARN helicasa AB(028449 ARNm 7037 18-Feb-00
9 DD9 NADH AF004342 ADN 320 19-Jul-97
deshidrogenasa
J01415 ADN 16569 [8-Abr-00
10 DD10 NADH AF014897 ADN 1041 6-May-99
deshidrogenasa
J01415 ADN 16569 18-Abr-00
11 DD11 Citocromo AB017708 ADN 346 P6-Sep-98
oxidasa 3 (CO3)
12 DD12 Proteina del AF032885 ARNmMm 5723 19-Feb-98
dominio
Forkhead del
factor de
transcripcidn
(FKHR)
13 DD13 huccl AJ250475 ARNm 2073 1-Jul-00
14 DD14 Paralemmina AK000278 ARNm 2197 P2-Feb-00
15 DD 15 Proteina de X96924 ADN 2270 9-0ct-97
transporte de
citrato
16 DD16 - AC022148 ADN 198751 R6-Ago-00
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ARN 12S
mitocondrial

(ARNr 125S)

J01415

16569

18-Abr-00

Factor 1la
inducido por

hipoxia (HIFla)

NMO0O01530

ARNm

3933

31-0Oct-00

Translocador
nuclear del
receptor del
hidrocarburo de

arilo (ARNT)

NM001668

ARNm

2616

31-0ct-00

Isoenzima 3 de
adenilato

cinasa (AK3)

X60673

ARNm

1707

1 8-Ene-95

Isoforma 1 de
transportador
de glucosa

(Glut-1)

aa368897

ARNm

288

P1-Abr-97

Manganeso
superdéxido
dismutasa

(MnsSOD)

X14322

ARNm

9717

12-Nov-90

Glutatidén
peroxidasa

(GPx)

X13709

ARNm

819

6-Abr-95

Catalasa (CAT)

NM001752

ARNm

2279

B1l-oct-00

Glutatidédn S-
transferasa

(GST)

X15480

ARNm

725

12-Sep-93

6xido nitrico
sintasa
endotelial

(ONSe)

M93718

ARNm

4077

R7-Abr-93

T1227H

DD50525

ARNm

3911

10-Feb-99

Citocromo

oxidasa 2 (CO02)

J01415

ADN

16569

18-Abr-00

aconitasa

NM001098

ARNm

2467

31-Oct-00
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Translocador
del nucledtido
de adenina 1

(ANT-1)

NM001151

ARNm

1320

31-Oct-00

ATP sintasa

X03559

ARNm

1807

BO-Dic-97

Leucemia /
linfoma 2 de
células B (Bcl-
2)

NM0OO00633

ARNm

6030

3-Feb-01

Protooncogén
humano c-jun

(c-jun)

Jo04111

ADN

3622

6-Ene-95

Factor de
transcripcidn
del promotor en
el sentido de

5’ de 1la
ovoalbltmina del
pollo (COUP-

TF)

X16155

ARNm

1513

19-Jul-95

Interleucina

1B (IL-1B)

ml5330

ARNm

1497

6-Ene-95

Conexina 43

(Cx43)

m65188

ARNm

1314

1-Nov-94

Proteina de
choque térmico

70 (HSP 70)

ml1717

ADN

2691

8-Nov-94

Proteina de
choque térmico

90 (HSP 90)

x15183

ARNm

2912

30-Ene-95

Fosfolipido
hidroperdéxido
glutatidn
peroxidasa 4

(GPx4)

NM002085

ARNm

896

31-Oct-00

Proteina

regulada por

ml9645

ADN

5470

8-Nov-94
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glucosa 78

(GRP78)

Ciclooxigenasa m90100 ARNm 3387 |31-Dic-94
-2 (cox2)

TABLA 2

Secuencias de nucleotidos de marcadores relacionados con la endometriosis identificados mediante

presentacion diferencial

SEQ
ID NO

Nombre

arbitrario

Secuencia de nucledtidos

DD1

ggttagtaattctgcagatcgctagctcgacgattcattggectgaatagce
cagtggtgcaggacatatgcacagtgtctgacctcagtaacttcactcte
atacatatgtattaggacaccaacacatgtgtgcatataagatgiatgata
gatattgcaacaagtaataatttactgtcctatttataggattttaaactt

aaactactttcaccctatttccaaaaaaa

DD2

gactgtactgaaagggccaagagtaaatgccttegttttgtttttttegt
ttnttttgttttagctttttgttaaaacgtctatagattggcagttaatg
ctgaatttgtcaaataccccttccaaaattatactttgtatttaaaaaat

aaatgggatctacctaatttccaa

DD3

cgactgtatgntgaacgtaggtgcgataaataataggatcgaggcagga
atcaaagacagatactgcgacatagggtgctcecggetecagegtetege

aatgctatcgcgtgcatacccccaa

DD4

cgactgtggacgagagggaacctggtggtgggaccatggaggcagggtyg
cagaggtgcacaataaaattgattatcatcgtttttgagaatgttgttg

gtttccceca

DD5

aagctttggtcagagtgaattgaatattgtaagtcagccactgggaccce
gaggattctgggaccccgcagttgggaggaggaatnagtccagecttece
aggtggcgtgagaggcaatgactcgttacctgeccgeccatcacecttgga
ggcctteccctggecttgagtagaaaagtcggggatcggggcaagagagyg
cigagtacggatgggaaactattgtgcacaagtctttccanaggagttt
cttaatgagagtttgtatttatttccagaccaataaatttgtaacttt

gcaa

DDé6

aagctttggtcagggatagagaatgaaagtgagatcatttagatctta
gaaaggnagatgtlnggctngggcacggtggctcacacctgtaatcce
agcacttgggaagccatggtgggcagatcatttgagctcaggagtttyg

caaccagcctgggcaatatggcaagaccccatctgtacaa
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DD7

ttgtatttttagtaaagacggggtttcactatgttggccaggctggtce
tcgaactcctgacctegtgatccacccaccttggecteccaatcttat

ttgctttacaagtcctgettcagggttaccttccctgaccaaagett

DD8

tctaatgcataataaaatgaaaggaatcgtaaaacagtttcgttcecaa
aaagtcagagataaagactatccatgaaggttcacttttgaggcaaga
acccttttttatgcaagactatgtggcatcagaaaactaaaatgtgat
tcaccaacatgccagccaatgttcattaaaaatctgtceccttactaac
aggtgcaacagcgaccgggaacatcaccttacacagtataacgtggaa
agaaaagacaacattgggngcacttctcentctccaaaaccttatcettt

cnattcagctttancatntactgcaggactg

DDS

ttgattcggttcagtctaatcctttttgtatcactcataggccagact
tnagggctaggatgatgattaataagagggatgacataactattagtg
gcaggtagttgtttgtagggctcatggtaggggtaaaaggagggcaat
ttctagatcaaataataagaaggtaatagctactaagaagaattttat

ggagaaagggacgcgggcgggggatatagggtcgaageccgcactegta
aggggtggatttttctatgtagccgttgaagaagett

10

DD10

gtaggcagttgaggtggattaaaccaaacccagctacgcaaaatcctn
agcatactcctcaattacccacataggatgaataatagcagttcectace
gtacaaccctaacataacctgcttaatttaactatttatattatccta
actactaccgcattcctactactcaacttaaactccagcaccacgacce
ctactactatctcgcacctgtaacaagctaacatgactaacaccctta
attccatccaccctectctececctaggaggectgaccececgetaancgng

ctttttgcccaattgggcattancgagattca

11

DD11

gtaggcctaaaagcagccaccaattaagaaagcgttcaagctcaacac
ccactacctnaaaaaatcccaaacatataactgaactcctcacaccca
attgngaccaatctatcaccctatagaagaactaatgttagtataagt
aacatgaaaacattctcctccgcataagccttgecgtcagattaaaaca
ctgaactgacaattaacagcccaatatctacaatcaaccaacaagtca
ttattaccctcactgtcaacccaacacaggcatgctcataaggaaagg

ttaaaaaaagtaaaaggaactcggcaaatcttaccncege

12

DD12

gactgtgacatggaatccatcattcggaatgacctcatggatggagat
acattggattttaactttgacaatgtgttgcccaaccaaagcttccca
cacagtgtcaagacaacgacacatagctgggtgtcaggctgagggtta
gtgagcaggttacacttaaaagtacttcagattgtctgacagcaggaa
ctgagagaagcagtccaaagatgtctttcaccaactccecttttagttt
tcttggttaaaaaa
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13

DD13

ggttgagtttgtccattgctagggagagacttccagtaataaaattta
ctattctagatgcttctactgttatgttttatctacccatttatcttt
cttagttaccaggagaaatgtgtgacacctatattataatgaaaacaa
tcttattacttatagtttatctatattaaacaaatttaattgcattta
aagcattctttgatattgttgcttttgcaataaatatggataatcttyg
gttataagggagttaaaacaatgctgtaataaataaagtgtttcatgt

gatcaaa

14

DD14

ttcatcatcttctttttecctcatnnatctecttecttaacctagaagg
tatgtaggactttggaaggtcagggatattagcatagatgtcctcaat
tgactcttctgctctttecttcectetttecactttcacagatcttataat
gtcttctgttgtcegectcaattgactttagtttectttaaaatggecte
ttccttcecgttgagaagcttaagecga

15

DD15

ggcctggcttcaccgcattccaggectgcageccectgettetecegec
attgccttaactgccctegggecctetetecgecceggacagggtgge
acccaccactctcaggaccaccctgccaaggcagaataaaccggatcc

tgttgc

16

DD16

aagcttgcaccatgacctaacgttttatgtaaatacttgtgtttagta
ccttttaaggttttgcagaagatggcggtgtataggctgaattagcaa
gagatagtgaggtttactggggtttattgattcaaa
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TABLA 4

Marcadores relacionados con la endometriosis sobreexpresados
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Nombre Especificidad Sensibilidad Fase Grupo Significacidén
modulada EXP (valor de p)”
modulado

DD9 (epit) 70% 70% Tpan 1y 2 0,008

DD10 (epit) 71% 71% Tp 1 0,04

DD13 (biop) 62% 64% Tp y sm 2 0,04

DD14 (biop) 78% 58% TPy s 1y2 0,04

DD15 (biop) 85% 79% TPy s 1y 2 0,0006

HIFla(epit) 65% 72% TPy s 1y 2 0,028

HIFla (biop 83% 80% 1p 1y2 0,019

NB)

ARNT (epit) 67% 83% Tp 1y2 0,02
Glut-1 71% 67% TPy s 0,037
(epit)

MnSOD 76% 58% TPy s 1y 2 0,017
(epit)
MnSOD 81% 53% TPy s 1y 2 0,003
(biop)

GPx (epit) 100% 87,5% TPy s 1y 2 1,7 x 107*

ATP sintasa 77% 75% TPy s 1y 2 1073
(biop) 93% 64% p 1y2 8 x 107*
c-jun 75% 67% Ts 1 0,05
(epit)
c-jun 76% 65% TP ys 1y 2 0,005
(biop)

Cx43 (epit) 74% 48% ™y s 1 0,048

77% 64% p 1 0,02

HSP 70 73% 61% TPy s 1y?2 0,01
(epit)

HSP 70 71% 78% Tp 1Ly2 0,014
(biop)

cox2 (biop) 69% 62% TPy s 1 0,01
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TABLA 5

Marcadores relacionados con la endometriosis subexpresados

Nombre Especificidad Sensibkilidad Fasge Grupo Significacién
modulada EXP (valor de p)”
modulado
DD1 (epit) 75% 90% d an 1 0,01
DD2 (epit) 65% 77% lpoo v s 1y 2 0,04
DD3 (epit) 63% 69% I pys 1y 2 0,01
DD4 (epit) 83% 85% l g 1y 2 0,04
DD5 (epit) 78% 79% i p 1y 2 0,03
DDS5 (PROT 77% 61% I s 1y 2 0,001
biop) + 71% 57% s y 2 0,05
DD6 (epit) 89% 100% l s 1 0,018
DD7 (epit) 80% 70% lp 1y 2 0,019
Dp8 (epit) 67% 60% lpPpys 1 0,02
DD12 (biop) 81% 56% I pys vy 0,015
Dp12 (biop 55% 68% lrpys Y 0,05
NB)
DD16
70% 78% Il pys 1y 2 3,5 x 10°°
(biop)
AK3 (epit) 68% 82% Il pys 1 0,005
catalasa
83% 78% s 1y 2 0,001
(biop)
GST (epit) 54% 74% lpys 1 0,026
ONSe
77% 65% ) 1y 2 0,027
(epit)
CcoO3/DD11
_ 83% 79% 1s 1y 2 0,002
(epit)
ARNr 128
77% 67% lpys 1 0,02
(biop)
TI227H
_ 81% 100% ipys 2 2 x 107®
(biop)
co2 (biop) 64% 69% ) 1 0,02
aconitasa
_ 80% 86% s 1 0,005
(biop)
ANT-1(biop) 86% 74% 1 y 0,007
ANT-1 (biop 75% 73% J Y 0,016
NB)
Bcl-2 54% 82% Py s 1y 2 0,01
(biop)
COUP-TF 83% 78% d s 1y 2 0,01
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(biop)
IL-1P 78% 100% dpPys 2 0,0002
(epit)
HSP 90 75% 100% Il pPys 2 4,3 x 107
{epit)
GPx 83% 75% ls 1 5 x 107
(biop)
GRP78 6 x 107
(biop) 92% 78% is 1y 2
TABLA 6
Marcadores relacionados con la endometriosis modulados en la fase proliferativa
Nombre Especificidad Sensibilidad Fase Grupo Significacién
modulada EXP (valor de p)*
modulado

DD5 (epit) 78% 79% 4 pon 1y2 0,03

DD7 (epit) 80% 70% lp 1y?2 0,019

DD9 (epit) 70% 70% T p 1y2 0,008

DD10 (epit) 71% 71% Tp 1 0,04

HIFla (biop 83% 80% Te 1y2 0,019

NB)

ARNT 67% 83% Tp 1y?2 0,02
(epit)

ONSe 77% 65% lp 1Ly2 0,027
(epit)

Co2 (biop) 64% 69% lp 1 0,02
ANT-1 86% 74% lp 1y2 0,007
(biop)

ATP 93% 64% T p 1y 2 8 x 10°*
sintasa

(biop)

Ccx43 77% 64% ) 1 0,02
(epit)
HSP 70 71% 78% T p 1y 2 0,014
(biop)

DD2 (epit) 65% 77% I Py sno 1y 2 0,04

DD3 (epit) 63% 69% lpys 1y 2 0,01

DD8 (epit) 67% 60% I pys 1 0,02
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DD12 (biop) 81% 56% Ip 0,015
DD12 (biop 55% 68% lp 0,05
NB)
DD13 62% 64% Tp 0,04
(biop)
DD14 78% 58% Tp 0,04
(biop)
DD15 85% 79% TP 0,0006
(biop)
DD16 70% 78% Ip 3,5 x 107°
(biop)
HIF 65% 72% Tp 0,028
la(epit)

AK3 (epit) 68% 82% P 0,005
Glut-1 71% 67% T p 0,037
(epit)

MnSOD 76% 58% TP 0,017
(epit)
MnSOD 81% 53% Tp 0,003
(biop)

GPx (epit) 100% 87,5% T p 1,7 x 1078

GST (epit) 54% 74% Ip 0,026

ARNr 128 77% 67% P 0,02
(biop)

TI227H 81% 100% I p 2 x 1078
(biop)
ANT-1 85% 75% lp 0,016

(biop NB)

ATP 77% 75% T p 1073
sintasa

(biop)

Bcl-2 54% 82% Ip 0,01
(biop)

c-jun 76% 65% Tp 0,005
(biop)

IL-1B (epit) 78% 100% Ip 0,0002
Cx43 74% 48% T p 0,048
(epit)

HSP 70 73% 61% Tp 0,01
(epit)

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2287100 T3

HSP 90 75% 100% lpPpys 2 4,3 x 10°°
(epit)
cox2 69% 62% Tpys 1 0,01
(biop)
TABLA 7
Marcadores relacionados con la endometriosis modulados en la fase secretora
Nombre Especificidad Sensibilidad Fase Grupo Significacién
modulada EXP (valor de p)”
modulado
DDl (epit) 75% 90% l an 1 0,01
DD4 (epit) 83% 85% l s ly2 0,04
DD6 (epit) 89% 100% ls 0,018
catalasa 83% 78% !l s 1y 2 0,001
(biop)
C03/DD11 83% 79% i s 1y 2 0,002
(epit)
aconitasa 80% 86% l s 1 0,005
(biop)
c-jun 75% 67% T s 1 0,05
(epit)
COUP-TF 83% 78% s ly2 0,01
(biop)
GPx4 83% 75% s 1 5 x 1073
(biop)
GRP78 92% 78% I s 1y 2 6 x 1073
(biop)
DD2 (epit) 65% 77% Ipon y s 1y 2 0,04
DD3 (epit) 63% 69% lpys 1y 2 0,01
DD8 (epit) 67% 60% lp y S 1 0,02
DD12 81% 56% I pys 1y 2 0,015
(biop)
DD12 (biop 55% 68% lpys 1y 2 0,05
NB)
DD13 62% 64% lpPys 2 0,04
(biop)
DD14 78% 58% Tp vy 8 1y 2 0,04
(biop)
DD15 85% 79% TpPys 1y 2 0,0006
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3,5 x 10°°

0,028

0,005

0,037

0,017

0,016

1073

(biop)
DD16 70% 78% lp
(biop)
HIFla 65% 72% Tr
(epit)

AK3 (epit) 68% 82% lp
Glut-1 71% 67% T
(epit)

MnSOD 76% 58% tp
(epit)
MnsSOD 81% 53% T p
(biop)
GPx (epit) 100% 87,5% TP
GST (epit) 54% 74% lp
ARNr 128 77% 67% lp
(biop)
T1227H 81% 100% lp
(biop)
ANT-1 85% 75% lp
(biop NB)
ATP 77% 75% TP
sintasa
(biop)
Bcl-2 54% 82% lp
(biop)
c-jun 76% 65% TP
(biop)
IL-1B (epit) 78% 100% ip
Cx43 74% 48% T p
(epit)
HSP 70 73% 61% Tp
(epit)
HSP 90 75% 100% lp
(epit)

cox2 69% 62% ")
(biop)
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TABLA 8

Marcadores relacionados con la endometriosis modulados segiin el estadio de la enfermedad

Nombre Especificidad Sensibilidad Fase Grupo EXP Significacién
modulada modulado {(valor de p)*
DD1 (epit) 75% 90% J som 1 0,01
DD6 (epit) 89% 100% s 1 0,018
DD8 {epit) 67% 60% 4 pon oy 1 0,02
s

DD10 (epit) 71% 71% T 1 0,04
AK3 (epit) 68% 82% Iy pys 1 0,005
GST (epit) 54% 74% Ipys 1 0,026
ARNr 12S (biop) 77% 67% dpys 1 0,02
C02 {(biop) 64% 69% Ip 1 0,02
aconitasa (biop) 80% 86% s 1 0,005
c-jun (epit) 75% 67% 1T s 1 0,05
Cx43 (epit) 74% 48% Trpys 1 0,048
77% 64% T p 1 0,02

GPx4 (biop) 83% 75% s 1 5 x 107
cox2 (biop) 69% 62% Trys 1 0,01
DD13 (biop) 62% 64% Trpys 2 0,04
Glut-1 (epit) 71% 67% TprPys 2 0,037

T1227H (biop) 81% 100% lprpys 2 2 x 10°*
IL-1B (epit) 78% 100% Ypys 2 0,0002

HSP 90 {epit) 75% 100% lpPys 2 4,3 x 10°°

TABLA 9

Marcadores relacionados con la endometriosis sobreexpresados en el estadio I o I (EXP 1), o en el estadio Il o IV
(EXP 2) de la enfermedad

Nombre Especificidad Sensibilidad Fase Grupo EXP Significacién
modulada modulado (valor de p)*
DD10 (epit) 71% 71% ) 1 0,04
c-jun (epit) 75% 67% T s 1 0,05
Cx43 (epit) 74% 48% TpPpys 1 0,048
77% 64% T p 1 0,02
cox2 (biop) 69% 62% TPys 1 0,01
DD13 (biop) 62% 64% TPys 2 0,04
Glut-1 (epit) 71% 67% ) vy S 2 0,037
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TABLA 10
Marcadores relacionados con la endometriosis subexpresados en el estadio I o Il (EXP 1), o en el estadio Ill o IV
(EXP 2) de la enfermedad
Nombre Especificidad Sensibilidad Fase Grupo EXP Significacidn
modulada modulado (valor de p)*
Co2 (biop) 64% 69% v P 1 0,02
DD1 (epit) 75% 90% { so 1 0,01
DDé (epit) 89% 100% s 1 0,018
aconitasa (biop) 80% 86% I s 1 0,005
GPx4 (biop) 83% 75% J s 1 5 x 10°®
DD8 (epit) 67% 60% J pox y 1 0,02
S
AK3 (epit) 68% 82% lpys 1 0,005
GST (epit) 54% 74% {pys 1 0,026
ARNr 128 (biop) 77% 67% pys 1 0,02
T1227H (biop) 81% 100% lp y S 2 2 x 10°®
IL-1P (epit) 78% 100% v pPys 2 0,0002
HSP 90 (epit) 75% 100% lp Yy 8 2 4,3 x 107

Leyenda para las tablas 3 a 10

CTL: grupo control (mujeres sin endometriosis)

ENDO: grupo Endo (mujeres que tienen endometriosis)

EXP: Se refiere al grupo Endo: EXP1: mujeres en los estadios I y II de la enfermedad EXP2: mujeres en los

estadios III y IV de la enfermedad

epit: marcador derivado de ARN de célula epitelial

biop: marcador derivado de ARN de biopsia no fraccionada

PROT" biop: marcador derivado de proteina de biopsia no fraccionada

*: indica una diferencia significativa segtin la prueba de la t de Student de los grupos comparados descritos

1S fase secretora

rt P: fase proliferativa

NB: indica el marcador derivado de ARN de biopsia no fraccionada obtenidos mediante andlisis de transferencia

de tipo Northern

n.d.: no disponible
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Combinaciones de marcadores genéticos relacionados con la endometriosis

ES 2287100 T3

TABLA 11

Especificidad Sensibilidad
Marcadores
GRP 78 92% 78%
individuales solos
Catalasa 83% 78%
CoUuP-TF 83% 78%
Combinacidén de 2 GRP 78 y
75% 100%
marcadores catalasa
GRP 78 y COUP-
75% 89%
TF
Catalasa vy
75% 100%
COUP-TF
. GRP 78 y
Combinacidén de 3
catalasa y 92% 89%

marcadores

COUP-TF
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REIVINDICACIONES
1. Método para determinar la posibilidad de endometriosis en un sujeto femenino, que comprende las etapas de:

- someter a ensayo una muestra de células endometriales obtenidas de dicho sujeto femenino para determinar
el nivel de expresion de al menos un marcador relacionado con la endometriosis,

- comparar el nivel de expresion de dicho al menos un marcador relacionado con la endometriosis con un
nivel de expresion inicial, establecido sometiendo a ensayo el nivel de expresién de dicho al menos un
marcador relacionado con la endometriosis en un grupo de referencia negativo de muestras de células
endometriales obtenidas de mujeres sin endometriosis;

en el que dicho al menos un marcador relacionado con la endometriosis se selecciona del grupo que consiste en:
i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;

ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a un ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12;y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR, o codificados por los dcidos ribonucleicos definidos en
i1);

siendo indicativo el nivel de expresion de dicho al menos un marcador relacionado con la endometriosis de la posibi-
lidad de endometriosis en dicho sujeto femenino.

2. Método segtin la reivindicacién 1, en el que el nivel de subexpresién de al menos un marcador relacionado con
la endometriosis seleccionado del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;
ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a un ADNc que comprende la secuencia SEQ ID NO: 12;y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR, o codificados por los dcidos ribonucleicos definidos en
i1);

es indicativo de una mayor posibilidad de endometriosis en dicho sujeto femenino en comparacién con un sujeto
femenino sin endometriosis.

3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que las células endometriales de dicha muestra de dicho sujeto
femenino se obtuvieron en la fase proliferativa de su ciclo estrual, y en el que el nivel de subexpresion de al menos un
marcador relacionado con la endometriosis seleccionado del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;

ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprenden la secuencia SEQ ID NO: 12;y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR, o codificados por los dcidos ribonucleicos definidos en
ii);

es indicativo de una mayor posibilidad de endometriosis en dicho sujeto femenino en comparacién con un sujeto
femenino sin endometriosis.

4. Método segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que las células endometriales de dicha muestra de dicho sujeto
femenino se obtuvieron en la fase secretora de su ciclo estrual, y en el que el nivel de subexpresion de al menos un
marcador relacionado con la endometriosis seleccionado del grupo que consiste en:

i) el gen FKHR tal como se enumera en la tabla 1;

ii) 4cidos ribonucleicos que dan lugar a ADNc que comprenden la secuencia SEQ ID NO 12;y

iii) péptidos o proteinas codificados por el gen FKHR, o codificados por los 4cidos ribonucleicos definidos en
i1);

es indicativo de una mayor posibilidad de endometriosis en dicho sujeto femenino en comparacién con un sujeto
femenino sin endometriosis.

5. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichas células endometriales son células
endometriales eutdpicas.
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6. Método segtn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dichas células endometriales son células
endometriales epiteliales.

7. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el nivel de expresién de dicho al menos un
marcador relacionado con la endometriosis se somete a ensayo usando un método seleccionado del grupo que consiste
en biochips, membranas, y métodos basados en matriz de vidrio de ADNc; RT-PCR; hibridacién in situ; estudios de
fusioén del promotor in vitro en lineas celulares o cultivos primarios; métodos de estudio de la tasa de transcripcién;
hibridacién por inmunotransferencia sobre membrana; marcaje; proteémica; citometria de flujo; inmunocitoquimica;
inmunohistoquimica y ELISA.

8. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el nivel de expresion para al menos dos
marcadores relacionados con la endometriosis se somete a ensayo en combinacion.

9. Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas las etapas de:
i) definir en qué fase del ciclo estrual se obtuvieron dichas células endometriales; y

ii) seleccionar dicho al menos un marcador relacionado con la endometriosis, para el que debe someterse a
ensayo el nivel de expresion segtin la fase definida en 1).

10. Método segtn la reivindicacion 9, en el que la fase del ciclo estrual en la que se obtienen dichas células
endometriales se evalda usando al menos un método seleccionado del grupo que consiste en: examen histolégico,
métodos para evaluar el nivel de expresion del ARN, y métodos para evaluar los niveles de esteroides sexuales.

11. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho al menos un marcador relacionado
con la endometriosis es un dcido ribonucleico mensajero (ARNm).

12. Método segun la reivindicacién 11, en el que dicho 4cido ribonucleico mensajero (ARNm) sirve como molde
para la sintesis de un ADNCc.

13. Uso de un 4cido nucleico aislado seleccionado del grupo que consiste en:
a) ARNm de FKHR, para el que el nimero de registro d¢ GENBANK™ es AF032885;

b) 4cidos nucleicos monocatenarios que hibridan en condiciones convencionales con los dcidos nucleicos
definidos en a);

¢) 4cidos nucleicos monocatenarios obtenidos mediante transcripcién inversa de un dcido nucleico definido
ena)ob);

d) fragmentos de los dcidos nucleicos definidos en a) a c);

para determinar la posibilidad de endometriosis de una muestra de células endometriales de un sujeto femenino o para
clasificar la endometriosis de una muestra de células endometriales de un sujeto femenino que padece endometriosis.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> PROCREA INC.

<120> MARCADORES RELACIONADOS CON LA ENDOMETRIOSIS Y USOS DE LOS MISMOS

<130> 029318-0013

<150> US 60/185.063
<151> 25-02-2000

<150> US 60/225.745
<151> 17-08-2000

<160> 16
<170> PatentIn versién 3.0

<210>1
<211> 231
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..231)
<223> ADNc

<400> 1

ggttagraat totgoagatc gotagstoga
ggacatatgc acagtgtctg acctcagtaa
caacacatgt gtgeatatas gatgtatgat

cLatitatag gattttaaac Traaactact

<210>2
<211> 174
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(174)
<223> ADNc

<220>

<221> misc_feature

<222> (53)..(53)

<223> n = nucleédtido indeterminado

cgatteatty
cttocactete
agatattgces

ticacootat

gotgaatage cagtggtgca 60
stacatatgt attaggacac 12¢
acaagtaata atttactgte igsc
ttccasaaaa & 231



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 2

gacbgtacty #AaQQQYTCad QagLagstge ocitogtiing rorrtitogt tinmtttigtt
tragotttie grtiasascnt QLatagattyg goagitaatg

ttecaanalt aracttigta tibasasasl aaatgygate

<210>3
<211> 123
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(123)
<223> ADNc
<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(11)

<223> n = nucleétido indeterminado

<400> 3

ﬁéémgzé%_‘q ntgaacytag gtgcgatasa taataggate gaggoaggas tcaasgacag

atacrtgogac atagggtget coggotocag cghiologcaa tgctalbogog tgoatacced

Cad

<210> 4
<211> 108
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(108)
<223> ADNc

<400> 4

cgactgtgga Cgagagggas ¢ctggtggty ggaccatgga ggcagyggtac agaggtgcac

ES 2287100 T3

ctgaatiigl casataceocy

sacotaatil graa

aataaaattg attatcatceg tttttgagaas tgttgttggt tfoccora

<210>5

<211> 297

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature

&6C
12¢

174

60
120
133

60
108
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<222> (1)..(297)
<223> ADNc

<220>

<221> misc_feature

<222> (85)..(85)

<223> n = nucledtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (237)..237)

<223> n = nucleédtido indeterminado

<400> 5

AAGCLTLggt Sagagiosal tgastatigr sagioagoca CLOOUatosg AQgattotgyg

gECOCCgesy TLO9aed gaatnagias AQUelionag gtggogrgeg agycastgac

Le@Ltaccty CogooCatad Cottggaggs CLicoelgae ctigagtags saagqiogggy
ELTYGYECAS gayaggolgs grtacggatQy gasactatig tgoacasgic tiiocanagg

agt Lioilas tgagagiiig tattfatzto Cagaccasta aattigtaas ttigoaa

<210> 6

<211> 184

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(184)
<223> ADNc

<220>

<221> misc_feature

<222> (55)..(55)

<223> n = nucledtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (63)..(63)

<223> n = nucledtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (68)..(68)

<223> n = nucledtido indeterminado
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<400> 6

aagCrirggt caggoataga gdsatgsaagn gagarcatil Agatcilaga aaggnagats
tLRggotngg goacagtqge teacacotyt aaloogagca oLiggUsesags €atgaevgage
agatcattiy agolcaggayg Ttigeaacoe gootygglea tatggcaage ceecatetge

acaa

<210>17
<211> 143
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(143)
<223> ADNc

<400> 7

rrgtartity adtaasgacy gUgItteadt ETQItggers QEUetagioto gastrcatgs
et CQIGAats CHRCCRAUCIE GUOTIOCCEE LCLLATELGD E1lacdagio ciglilesgy

gtrtaccttoe ¢fgacaoasaag ottt

<210> 8
<211> 319
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(319)
<223> ADNCc

<220>

<221> misc_feature

<222> (259)..(259)

<223> n = nucledtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (269)..(269)

<223> n = nucledtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (290)..(290)

<223> n = nucleédtido indeterminado

<220>

&0
120
180
184
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<221> misc_feature

<222> (302)..(302)

ES 2287100 T3

<223> n = nucleétido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (306)..(306)

<223> n = nucleétido indeterminado

<400> 8

Teleatgear aatasastga 429gaaticgt azaacagitt cgttocasas agicagagat

aaagactate catgaaggtt cacttitgag goaagaacoe titttiatge aagactatgr i
ggcatcagaa dactasaaty tgattcaccs acatgocage Caatgltical tasaaatctg 180
tooettacta acagutyglas Caglgatogy Qascatdaco Ltacacagia taacghggaa 240
ageaaagacs acartiaggng cacitciont crocaaasans tiatottron attcagoteor 300
ancatntact geaggaotyg K-

<210>9

<211> 277

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(277)
<223> ADNc

<220>

<221> misc_feature

<222> (50)..(50)

<223> n = nucledtido indeterminado

<400> 9

rtgattogys

rgatgasttasg

tggtaggggr

dqasgeatti:

&ggggrggac
<210> 10

<211> 320
<212> ADN

toggtorass COLLNTLORS CCBCICATAY JOSSSACELE AJAUCTagys £

P
=

LASGAGREAt gecsraatis TUIgLgULEey gltagregitt gtagogotaa 127

G@aaggaggyg caatttctag slcaastast aagaaggtaa tagotactaa
atggagasag ggacgoggas §9J99gatata gggtogaago ogoaclogis

trtrtatgt agocgrtgaa gasgott

<213> Homo sapiens

180

240

P
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(320)
<223> ADNc

<220>

<221> misc_feature

<222> (48)..(48)

<223> n = nucledtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (284)..(284)

<223> n = nucleédtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (287)..(287)

<223> n = nucleédtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (311)..(311)

<223> n = nucledtido indeterminado

<400> 10

gtaggcagtt gaggtggatt

aattacccas ataggatgsa

aatitaagcta cLtatattat

ageaccacgs ooccractace

artyseaicla coorecterne

ttaggearta ncgagatics
<210> 11

<211> 327

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(327)
<223> ADNCc

<220>

<221> misc_feature

<222> (58)..(58)

<223> n = nucledtido indeterminado

ES 2287100 T3

aaaccaaace
taatagcagt
cctaactact
atcregeace

coraggageos

cagcracgea
tctaccgtac
accgeattoo
tgraacaagqe

crgacoonge

aaatocstnag
AFCCoLEaCs
tactactcas
taacatgact

taancgngct

catactecte
taacctgott
cittaaactec
Zacacogits

trttyccoss

60
120
180
240
300

320
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<220>

<221> misc_feature

<222> (101)..(101)

<223> n = nucledtido indeterminado

<220>

<221> misc_feature

<222> (324)..(324)

<223> n = nucledtido indeterminado

<400> 11

Qrangect a3 Aageagecac caattaagaa agogttcaag CLoaacagne
aaaarcccaa acatataact gaactortea cacceaattyg ngaccastot
agaagaacta atgtitagtat aagtaacatiq asaacalilol coracgeata
cagattaaaa cactgsactg acaaltaacs googaatate tacsatesag
Tiattaccol Zacigicasc C£C4aCacsgyg Catygcicata agoaaaggrt

aAgagysactc ggcaaatolt asoaege

<210> 12

<211> 254

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(254)
<223> ADNc

<400> 12

gacrgugaca tggaatccat cattcggaar gaccicatgy atggagatac
A8CLTLgaca atgrgrrgec Caaccaaags tLicgacaca gtgtcaagac
ageot gygtgr caggongagg gttaglygage aqgottacact taaasagtact
tgacagesgg 3sCtgagagsa agragrecaa agatgreitt cacceactce

tottastiad aasa

<210> 13

<211> 295

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(295)
<223> ADNc

aCtacctnaa
atcacoctat
ageccttgege
caacaagtca

aaaazaagLa

attggatts
gacgacacat
teagatogic

crertagret

60
120
180

240
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<400> 13
ggtrgagott gtouatiget aggegagages ticcagraal aaasttiact attotagatg &0
CLLZTACLYL Tatgitibtar craccocatte abtorttonte 9LUACCagQe gaaatglglg 120
acacctatat tataatgaas acaatettal tacttatagt ttatctatat tssacaaatt 150
tgattgeatt tasagoatic tttgatatig tlygctritge aatasatatyg gataatciiy 240
gttataaggy agttaasaca atgctgtast aaataaagtg ittoatgotga tcaaa 2595

<210> 14

<211> 218

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(218)
<223> ADNc

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(25)

<223> n = nucleétido indeterminado

<400> 14
tteatecatet tobttttoot cstnnatchko chtioctiaac ¢tagaaggra tgtaggactt 60
tggaaggtca gugatattag catagatgic ctcaattgac totictgeto trtottcotot 120
ttccactitoc acagatcoctta Laatgiciic tgutgtecge tcaatrgact ttagittctt 180
taaaatggee tottocttoyg ttgagaagot taagocga 218

<210> 15

<211> 150

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(150)

<223> ADNc

<400> 15
ggeetggeTt cacegratic Cagaetgoag SCColugott cicoogeocat tgoettaact C1y
goootoggyge cotetotonyg ooacggacay ggtggeacee accactotca ggacoacoot 126
gocaaggeag aataaaccgyg atcooctgtige 150
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<210> 16
<211> 132
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(132)

<223> ADNc

<400> 16
A3QUTIHCES caloatetas CYLLtTalygl A84tafiigl ghtragtace tLttaaggry 60
trgoegasgs tQuequtyta taggotgaat LagCasgags Lagbgaggott tattggggli 124
tattgatbea aa 132
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