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DESCRIPCION

ME-5, ME-2, y EPP2: antigenos de proteina humana reactivos con anticuerpos presentes en el suero de mujeres
que padecen de endometriosis.

Antecedentes de la invencion

La endometriosis es un trastorno reproductivo de las mujeres caracterizado por la presencia de tejido endometrial
por fuera de su ubicacién normal en el ttero. Mas frecuentemente, el tejido endometrial estd presente en la cavidad
peritoneal, uniendo a diferentes tejidos y érganos en esta posicion. La endometriosis es una enfermedad benigna que
afecta aproximadamente a 5 millones de mujeres al afio en los Estados Unidos con una prevalencia de 10 a 15 por ciento
en mujeres en edad reproductiva. La incidencia se incrementa hasta un 60 a 80 por ciento de mujeres que son infértiles
o que presentan dolor pélvico (D. Gosselin y colaboradores [1999] Curr. Opin. Onco. Endo. & Metabol. Invest. Drugs
1: 31). Las condiciones que predisponen a un individuo a la endometriosis son atin desconocidas. Diferentes reportes
autorizados sugieren que la menstruacion retrégrada puede ser un factor contribuyente clave, pero se piensa que
este proceso es comun en la mayoria de las mujeres. Esta teoria también ha sido cuestionada recientemente (D. B.
Redwine [2002] Fert. Steril. 78: 686) debido principalmente a las diferencias sustanciales que se presentan entre
endometrio normal o eutdpico y el tejido ectdpico encontrado en pacientes enfermas. En consecuencia, se piensa que
otros factores genéticos asi como inmunoldgicos contribuyen de manera fundamental al desarrollo de la enfermedad
en mujeres susceptibles. Por ejemplo, se piensa que la endometriosis es mucho mds frecuente en parientes en primer
grado de consanguinidad de mujeres afectadas cuando se hace una comparacion con el resto de la poblacién (Coxhead
y Thomas [1993] J. Obstet. Gynacol. 13: 42). Ademas de la frecuencia, se ha reportado que la enfermedad es mas
severa en mujeres con una familiar con endometriosis en primer grado de consanguinidad (Thomas y Campbell [2000]
Gynacol. Obstet. Invest. 50: 2). El (Los) gen(es) preciso(s) involucrado(s) en el trastorno es (son) desconocido(s) pero
se sospecha fuertemente que el patrén es de naturaleza materna.

Aunque no corre peligro la vida, la endometriosis produce molestias abdominales importantes, y puede provocar
infertilidad. En realidad, tales sintomas pueden ser indicativos de otros trastornos de salud femeninos y esto convierte
al diagnéstico de la endometriosis en un hecho clinicamente retador. Esto fue enfatizado en un estudio reciente de
los efectos del diagndstico tardio de la endometriosis (G. K. Husby y colaboradores Acta. Obstet. Gynecol. Scand.
82: 649). Estos investigadores reportaron demoras entre 3 y 11 afios entre el inicio del dolor y el diagnéstico final de
la endometriosis. En este estudio, las mujeres que reportaron tanto infertilidad como dolor no tuvieron una demora
significativamente menor en el diagndstico. Obviamente tales demoras junto con los sintomas reportados condujeron
al gasto considerable de recursos tanto econdmicos como sicolégicos.

Actualmente se considera que la laparoscopia quirtirgica es el estdndar de oro para el diagndstico de la endome-
triosis. Durante la laparoscopia se pone en evidencia visualmente la enfermedad utilizando un sistema de puntuacién
a partir de la fase I (enfermedad minima, 1 a 5 puntos) hasta la fase IV (enfermedad severa, > 40 puntos). Se asignan
los puntos de acuerdo con diferentes pardmetros tales como ubicacién, tamafio, y profundidad de las lesiones (superfi-
ciales versus profundas) (T. P. Canavan y L. Radosh [2000] Postgrad. Med. 107: 213). Algunas opiniones revelan que
los dafios potenciales con el procedimiento, y laparoscopias frecuentes no conducen a un diagndstico definitivo de la
enfermedad (S. Pillai y colaboradores [1996] Am. J. Reprod. Immunol. 35: 483). Por ejemplo, aunque la laparoscopia
no estd clasificada como una cirugia mayor, de todas maneras tiene diferentes caracteristicas (es invasiva, costosa,
requiere de anestesia, y de instalaciones completas para operacién) que juntas hacen que el proceso sea por lo menos
una escogencia infortunada para el diagnéstico. En realidad, aunque la endometriosis no sea un trastorno fatal, la lapa-
roscopia en si misma si puede poner en riesgo la vida de la paciente. Se ha reportado que el procedimiento a través del
abdomen es responsable del 50% de las complicaciones de este procedimiento, y las lesiones a los principales vasos
sanguineos pueden provocar la muerte en un 15% de los casos (I. A. Brosens y J. J. Brosens [2000] Eur. J. Obstet.
Gynecol. Reprod. Biol. 88: 117). Otros reclamos son que la evaluacién visual de la enfermedad no se correlaciona con
el grado de infertilidad o la severidad o la cantidad de sintomas (T. P. Canavan y L. Radosh [2000] Postgrad. Med.
107: 213). Se ha reportado que el sitio de la laparoscopia en el diagndstico de la endometriosis debe ser reevaluado.
(I. A. Brosens y J. J. Brosens [2000] Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol. 88: 117). La razén de esto se debe en parte
a la sugerencia hecha por algunos (P. R. Koninckx [1994] Hum. Reprod. 9: 2202) de que la endometriosis suave no
es para nada una enfermedad y que todas las mujeres tienen endometriosis. Ademds, como se observé anteriormente,
existen aspectos funcionales (por ejemplo, infertilidad, dolor abdominal, etc.) para fases diferentes a la de la enfer-
medad suave y estas estdn siendo mds cominmente aplicadas al diagndstico. En consecuencia, se ha propuesto que
el “estandar de oro” tradicional sea reemplazado con una combinacién de hidrolaparoscopia transvaginal (THL, un
procedimiento algo mds suave) e imagenologia de resonancia magnética (MR) hasta que los marcadores bioquimicos
hayan sido identificados adecuadamente (I. A. Brosens y J. J. Brosens Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol. 88: 117).

La frecuencia de la endometriosis y la dificultad en el diagnéstico del trastorno representan ambos una justificacion
suficiente para experimentos diseflados para identificar estos marcadores bioquimicos con base en el suero. Otros
programas en fase de descubrimiento han dado a entender que pueden existir marcadores potenciales de la enfermedad
endometrial. Por ejemplo, se ha reportado que los niveles del antigeno CA-125 derivado de epitelio de ovario se elevan
en suero, en fluido peritoneal, y en fluido menstrual de pacientes con endometriosis (B. Mol y colaboradores [1998]
Fertil. Steril. 70: 1101). El marcador exhibié buena especificidad, pero la sensibilidad es pobre con altos niveles
presentes en pacientes afectados con PID, cancer de ovario, o carcinoma cervical. A pesar de las limitaciones, se
puede utilizar el marcador para pacientes que probablemente tengan la enfermedad para una orientacién mas rapida
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hacia la laparoscopia, ya que los niveles de CA-125 se correlacionan en alguna medida con el grado de la enfermedad
y la respuesta al tratamiento (T.P. Canavan y L. Radosh [2000] Postgrad. Med. 107: 213).

También, Sharpe-Timms y colaboradores (Biol. Reprod. [1998] 58: 988) han reportado que las lesiones de la
endometriosis segregan una proteina del tipo haptoglobina en un sistema modelo de roedor. La haptoglobina fue
especificamente sintetizada por tejido de endometriosis y no fue encontrada en tejido uterino utilizando una técnica
de PCR sensible a la transcriptasa inversa. Este antigeno es también interesante ya que e ha reportado que modula las
funciones inmunes de la célula y podria contribuir a la patofisiologia de la endometriosis.

A lo largo de lineas ligeramente diferentes, D. Gosselin y colaboradores (Curr. Opin. Oncol. Endo. Metabol. Inv.
Drugs [1999] 1: 31) reportaron un algoritmo de diagndstico que emplea varias combinaciones diferentes de marcadores
de leucocitos presentes en subconjuntos de células T y B, macréfagos, y células NK en sangre periférica y endometrio
de pacientes con endometriosis. Esto constituyd la base para el desarrollo de una prueba de diagnéstico (Prueba Metrio)
por parte de PROCREA BioSciences, Inc. que estd aprobada por Health Canada. La Prueba Metrio estd basada en la
evaluacién de ocho subconjuntos propios de leucocitos por medio de andlisis de citometria de flujo combinada con un
marcador bioquimico de sangre evaluado por ELISA (J. Brosens y colaboradores Obstet. Gynecol. Clin. North Am.
[2003] 30: 95-114). Esta prueba segiin se informa tiene una tasa de especificidad del 95% y una tasa de sensibilidad
del 61%.

P. Vigano y colaboradores (Obstet. Gynecol. [2000] 95: 115-118) reportan que la forma soluble de la molécula 1
de adhesién intercelular es liberada por endometrio uterino y tal liberacion se correlaciona con el grado (ntimero de
implantes) de endometriosis en las pacientes. Los autores sugieren que la molécula soluble 1 de adhesién intercelular
puede ser valiosa en la evaluacién del potencial de propagacién de endometrio de reflujo. Sin embargo, la molécula
soluble 1 de adhesion intercelular es también conocida por ser liberada en otros estados enfermizos de tal manera que
el valor potencial como marcadora se puede ver algo disminuida.

J. Mahnke y colaboradores (Fertil. Steril. [2000] 73: 166-170) evaluaron los niveles de VEGF y de IL-6 en fluido
peritoneal de mujeres con endometriosis y encontraron que estos eran elevados en pacientes con enfermedad avanzada.
Los niveles de VEGF y de IL-6 fueron menores en mujeres normales y en pacientes con enfermedad mds suave. Sin
embargo, el valor de diagndstico de estos marcadores es sospechoso ya que al menos VEGF se sabe que es un potente
factor de angiogénesis que estd regulado por hipoxia en endometrio normal (A. M. Sharkey y colaboradores, J. Clin.
Endocrinol. Metab. [2000] 85: 402-409).

Matalliotakis y colaboradores (Obstet. Gynecol. [2000] 95: 810-813) encontraron niveles elevados de CD23 solu-
ble en suero de mujeres con endometriosis cuando se los compard con una poblacién de control. Los niveles de CD23
disminuyeron significativamente durante el tratamiento ya sea con danazol o con acetato de leuprolida. No pareci6
que hubiera correlacion entre los niveles de CD23 soluble y la severidad de la endometriosis en las pacientes. Como se
observo anteriormente para algunos de los otros putativos, CD23 ha sido asociado con condiciones relacionadas con la
produccion de autoanticuerpos y los niveles de esta proteina son elevados en pacientes con enfermedades autoinmunes.

En general, pese al considerable y prolongado esfuerzo desplegado por numerosos investigadores, y también como
se reporta en las publicaciones revisadas mds arriba, no se ha descubierto un marcador verdaderamente aceptable para
la endometriosis. A pesar de eso, el impacto fisico y econdmico de la enfermedad, y la dificultad en el diagnéstico
del trastorno dictaminan que se continte con la busqueda de marcadores adecuados. Por lo tanto, se emprendieron las
actividades descritas en esta invencion para identificar marcadores de endometriosis que puedan ayudar a los médicos
a monitorear a las pacientes con esta dolencia. Otros grupos han llevado a cabo tales proyectos y estos descubrimientos
son el objeto de numerosos documentos de patente, que difieren sustancialmente del descubrimiento de los marcado-
res ME-5, ME-2 y EPP2 descritos en esta invencién. En la solicitud de patente estadounidense No. 2003/0032044 se
presenta una descripcidon de métodos para detectar generalmente los trastornos del tracto reproductivo por medio de la
medicién de los niveles de las interleuquinas IL-13 e IL-15 en especimenes. Otra solicitud de patente estadounidense,
la nimero 2002/0192647 propone un proceso para diagnosticar enfermedades angiogénicas por medio de la medicién
del polimorfismo de un solo nucleétido en el gen VEGFR-1. La endometriosis se categoriza como una de este grupo
de enfermedades angiogénicas, pero no fue el objetivo de ninguna de las reivindicaciones. Las solicitudes de patente
Nos. 2001/046713 y 2001/044158 describen un método de diagndstico de endometriosis por medio de la deteccién
de anticuerpos anti-Tomsen-Frienenreich en especimenes. La patente estadounidense publicada No. 6.376.201 ilustra
el uso de antigenos principales clase I del complejo de histocompatibilidad en el diagndstico de la endometriosis y
forman la base de la Prueba Metrio como se describié anteriormente. En esta patente, los antigenos de clase I de
MHC se detectan en especimenes con anticuerpos monoclonales especificos y se hicieron descripciones similares en
la patente estadounidense No. 5.618.680 y WO 0043789. Un método para diagnosticar endometriosis es descrita en
la patente estadounidense No. 6.540.980 que involucra la medicion de niveles de eosinofil peroxidasa. El la patente
estadounidense No. 6.525.187 se describe un marcador aparentemente nuevo de endometriosis que es el objetivo de
anticuerpos presentes en suero de pacientes. Otro método para diagndstico de la endometriosis es descrito en la patente
estadounidense No. 6.387.629 y se basa en la medicién de la proteasa catepsina S en una muestra clinica. Un gen que
codifica un factor asociado con sangrado endometrial (ebaf) es descrito en la patente estadounidense No. 6.294.662
y este gen podria ser util para el diagndstico de la endometriosis. Sin embargo, el gen ebaf parece ser mas titil en el
diagnéstico temprano de carcinomas seleccionados (colon, ovarios, o testiculos) en un humano. En la patente estadou-
nidense No. 5.877.284 se describe otro marcador potencial de endometriosis. Este marcador es una proteina soluble
pequeiia aislada por medio de cromatografia de afinidad a partir de fluido peritoneal de mujeres con endometriosis,
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y la proteina tiene actividad quimiotactica para neutrdfilos y macréfagos. Un proceso para monitorear funciones en-
dometriales humanas es descrito en la patente estadunidense No. 4.489.166 e involucra la medicién cuantitativa de
la proteina endometrial asociada con progestdgeno (PEP) en una muestra clinica. La patente europea No. 1191107
describe un método para diagndstico de endometriosis por medio de la medicién de una reduccién en los niveles de un
grupo de 15 genes humanos diferentes. En la patente europea No. 0387027 se describe un proceso de un inmunoen-
sayo que establece la endometriosis en un paciente por medio de la evaluacién de un espécimen con un anticuerpo
monoclonal antiendometriosis. En WO 0063675 se describe un método para diagnéstico de endometriosis por medio
de la medicién de niveles crecientes del factor de endometriosis en fluidos bioldgicos de una paciente. WO 9963116
proporciona un método para diagnosticar endometriosis por medio de la medicién de incrementos en la cantidad de
protimosina en tejido endometriético.

La patente estadounidense No. 6.531.277 describe una proteina secretora especifica de la endometriosis. El do-
cumento caracteriza y describe ENDO-1 humana que es producida por células estromales de tejido endometridtico.
La proteina ENDO-1 tiene un peso molecular de 40 a 50 kilodaltons y tiene un punto isoeléctrico de 4,0 a 5,5. Las
reivindicaciones del documento se relacionan principalmente con un ensayo de diagndstico molecular que mide las
diferencias en la expresion del ARNm de ENDO-1 en muestras de tejido de endometriosis. En una solicitud estadou-
nidense relacionada, la No. 2002/0009718, se extiende la invencion para la medicién de la glicoproteina de ENDO-
1 en muestras de pacientes utilizando un inmunoensayo para establecer la presencia de endometriosis. Sin embargo,
las caracteristicas de ENDO-1 presentadas en estos documentos sugieren que son considerablemente diferentes de los
marcadores descritos en la presente invencién. Por ejemplo, cuando se miden las proteinas ME-5, ME-2, y EPP2 por
medio de SDS-PAGE vy de transferencia tipo Western, tienen un tamafio aproximadamente de 39, 49 y 9 kilodaltons,
respectivamente. Unicamente el marcador ME-2 estd dentro del rango especificado para ENDO-1, pero ME-2 tiene un
punto isoeléctrico de 8,8 por lo que no es una proteina relacionada. También, los puntos isoeléctricos de los antigenos
ME-5 y EPP2 se calculan en 5,7 y 12,5 respectivamente, que estdn también bien por encima del rango de valores
especificados para la proteina ENDO-1. Ademads, el marcador ENDO-1 es un miembro de la familia de proteinas
de la haptoglobina, pero las comparaciones de las secuencias de 4cido nucleico y de aminoacidos muestran que los
marcadores ME-5, ME-2 y EPP2 no estan relacionadas con esta familia de proteinas.

En aun otra descripcion separada, la patente estadounidense No. 5.843.673 especifica un método para evaluar
selectivamente la endometriosis en mujeres por medio de la medicién de una reduccién en las cantidades de una
glicoproteina con un peso molecular de 28 a 32 kilodaltons en muestras de fluido peritoneal o de suero. La proteina
posee un punto isoeléctrico de 7,0 a 9,0 y es secretada especificamente por células estromales de origen endometriético.
La glicoproteina descrita en el documento estd relacionada con tejido inhibidor de las metaloproteinasas tipo 1 (TIMP-
1) en virtud de la identidad de la secuencia de aminodcidos medida en la regién amino terminal de la proteina. En
la patente se demuestra que la endometriosis estd indicada en un paciente que tiene niveles reducidos de TIMP-1
presentes en suero o en fluido peritoneal. Las proteinas ME-5, ME-2 y EPP2 de este invencidn no estin relacionadas
con TIMP-1 y no tienen proteina medible u homologia de dcido nucleico con esta familia de proteinas. Ademds, y
como se observo anteriormente, las propiedades biomédicas de las proteinas ME-5, ME-2 y EPP2 difieren de aquellas
de TIMP-1 y cada una es considerablemente mayor o menor (de 38, 49, 6 9 kilodaltons, respectivamente) que el rango
dado para TIMP-1. Mientras que el punto isoeléctrico de ME-2 estd en el rango superior de aquel de TIMP-1, el punto
isoeléctrico de ME-5 es 5,7 y de EPP2 es 12,5 que son muy diferentes.

Otra descripcién de agentes proteinicos implicados en endometriosis estd contenida en el documento WO 01/32920
en el cual se asume que un total de 33 genes y sus productos proteinicos estdn asociados con la enfermedad. Estos
marcadores putativos de endometriosis fueron identificados por medio de la comparacién del patrén de expresion gé-
nica en menos endometrio con relacién a aquel de tejido normal. Este diferencial muestra que la reaccién en cadena
de la polimerasa de la transcriptasa inversa empleada en el documento es una aproximacién de seleccién puramente
genética diseflada para identificar genes asociados con la enfermedad con base en las diferencias en los niveles de
expresion de los ARNm. Las poblaciones comparadas de ARNm son usualmente endometrio sano normal y la contra-
parte endometrio enfermo, idealmente aislados ambos de un solo paciente que sufre de la enfermedad. Esta tecnologia
ignora la actividad funcional de las proteinas codificadas por los ARNm, y no interroga a los especimenes con base en
las marcas, sintomas, o la respuesta del organismo a la enfermedad. Las tltimas estrategias son posiblemente mejo-
res aproximaciones para el descubrimiento de marcadores como se discute mds adelante. Las secuencias individuales
de 4cido nucleico identificadas en el documento caen en los grupos generales de: proteasa o inhibidor de proteasa,
proteina supresora de tumores, proteinas del sistema inmune, proteinas de respuesta inflamatoria, enzimas, proteinas
de enlazamiento de lipido, factores de transcripcion, y moléculas matrices o de adhesion celular. Todos los genes en
WO 01/32920 son conocidos y las secuencias de dcido nucleico aparecen en las bases publicas de datos permitiendo
su identificacion. Las secuencias individuales de dcido nucleico identificadas e implicadas por estar de alguna mane-
ra involucradas en la endometriosis son: catepsina D, AEBP-1, estromelisina-3, cistatina B, inhibidor de proteasa 1,
sFRP4, gelsolina, IGFBP-3, fosfatasa 1 de especificidad dual, PAEP, cadena A de inmunoglobulina, ferritina, compo-
nente 3 complementario, coldgeno pro-alfa-1 tipo III, prolina 4-hidroxilasa, coldgeno alfa-2 tipo I, claudina-4, proteina
de adhesion de melanoma, reforzador de procoldgeno C-endopeptidasa, polipéptido alfa del complejo asociado con
polipéptido naciente, alargamiento del factor 1 alfa (EF-1a), vitamina D3 25 hidroxilasa, CSRP-1, proteina regula-
dora esteroidogénica aguda, apolipoproteina E, transcobalamina II, prosaposina, respuesta 1 de crecimiento temprano
(EGR1), proteina ribosomal S6, proteina especifica de ARN de adenosina desaminasa, RAD21, polipéptido beta 2 tipo
1 de la proteina de enlazamiento del nucleétido guanina (RACK1), y podocalixina (y ver las referencias dentro de WO
01/32920). Todos los diagndsticos de endometriosis con los agentes anteriores involucrarian la evaluacién del nivel
de expresion del gen. Las proteinas ME-5, ME-2, y EPP2 y los 4cidos nucleicos descritos en esta invencién también
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son conocidos y aparecen en las bases de datos (ver el Ejemplo 1, mas abajo). Sin embargo, ninguna de las secuencias
de ME-5, ME-2, o EPP2 cae dentro de ninguno de los grupos enlistados mds arriba ni corresponden a ninguno de los
agentes designados ya sea por medio de comparacién de homologia asistida por computador o funcién predicha con
base en la presencia de motivos reconocibles presentes en la secuencia de la proteina. Se empled una estrategia similar
con base en la expresién génica en los descubrimientos documentados por S. Baban y colaboradores en la solicitud
estadounidense de patente No. 2002/0127555 en la cual se encontré que 14 genes se sobreexpresaron en pacientes
con endometriosis con relacién a mujeres libres de la enfermedad. Los genes sobreexpresados fueron los de la NADH
deshidrogenasa, hUCCI1, Paralemina, proteina de transporte de citrato. HIF1-alfa, ARNT, Glut-1, MnSOD, GPx, ATP
sintasa, c-jun, Cx43, HSP 70, y cox2. Ademas, se reportaron en este documento 19 genes que son expresados en forma
deficiente en pacientes con endometriosis con relacién a mujeres libres de la enfermedad. Los genes expresados en
forma deficiente en tejidos endometriales enfermos fueron Cap43, RNA helicasa, CO3, FKHR, AK3, catalasa, GST,
eNOS, 12S rRNA, TI227H, CO2, aconitasa, ANT-1, Bcl-2, COUP-TF, IL-1 beta, HSP 90, GPx4, y GRP78. Atin otra
estrategia de expresion génica fue descrita por H. Hess-Stumpp y colaboradores en la solicitud estadounidense de pa-
tente No. 2003/0077589 que resulté en el descubrimiento de 15 genes que son sobreexpresados en endometriosis. Los
genes sobreexpresados fueron fibronectina, IGFBP-2, el receptor transmembrana PTK7, el factor alfa de crecimiento
derivado de plaquetas, coldgeno tipo XVIII alfa 1, proteina tipo subtilisina (PACE4), cadena de laminina M (merosi-
na), elastina, coldgeno tipo IV alfa 2, gen inducible por el interferén alfa p27, reticulocalbina, aldehido deshidrogenasa
6, gravina, nidogeno, y fosfolipasa C épsilon. Nuevamente, como se establecié anteriormente, la proteina ME-5, ME-
2,y EPP2 y las secuencias de dcido nucleico no estdn relacionadas con ninguno de los genes descritos en las dltimas
dos patentes.

Tomados juntos y comparando los resultados de estos tres documentos, es interesante que todos ellos utilizaron es-
trategias de expresion génica similares pero no idénticas para identificar un total de 62 genes que son sobreexpresados
en endometriosis y 19 genes que son expresados en forma insuficiente. La implicacién es por lo tanto que los 81 genes
descritos estdn relacionados con o involucrados en la enfermedad endometrial. Sorprendentemente, entre estos tres
estudios independientes, no se encontré consistente un gen humano individual o clase de genes que estuviera asociada
con endometriosis. Ostensiblemente, si se sobreexpresé un gen debido a cambios ocurridos en tejido de endometriosis
con relacién a la contraparte normal, entonces se esperaria identificar en forma reproducible en todos los estudios que
evaldan el perfil de expresion génica de tejido enfermo. Esto parece que no ocurre por el contrario en los proyectos
bien disefiados, y ponen en tela de juicio las estrategias para el descubrimiento de un marcador con base tinicamente
en las tecnologias de perfiles de expresion génica.

El documento WO 94/28021 describe proteinas endometriales, compuestos antigénicos, y métodos para detectar
endometriosis. La descripcion abarca proteinas especificas de la endometriosis, definidas por el peso molecular y el
punto isoeléctrico. Muchas de las reivindicaciones presentadas se basan tinicamente en el tamafio, pero otras especi-
fican un peso molecular y un punto isoeléctrico. El antigeno principal de la endometriosis del documento y que esta
descrito en la reivindicacion inicial tiene un peso molecular de 64 kilodaltons y un punto isoeléctrico de 3,5. Se usa el
antigeno para medir anticuerpos en especimenes obtenidos a partir de pacientes con endometriosis y también puede ser
medido él mismo directamente por su presencia en muestras de pacientes. Ademads, se describe también una proteina
de endometriosis de peso molecular mayor de 94 kilodaltons con un punto isoeléctrico de 3,5 presumiblemente para
ser utilizada en los mismos formatos que el antigeno mds pequefio. El documento también reivindica dcidos nucleicos
para estas proteinas, sin embargo estas secuencias no aparecen con suficiente detalle para permitir la comparacién con
las proteinas ME-5, ME-2 y EPP2 y con los 4cidos nucleicos de esta invencidn. Se presenta una pequefia cantidad de
secuencia de aminodcidos en WO 94/28021, pero existen tnicamente 17 residuos mostrados en el documento y de
estos cerca de la mitad son ambiguos. Aunque estin previstas aplicaciones similares para las proteinas ME-5, ME-2 y
EPP2 descritas en esta invencién, los antigenos descritos anteriormente no son comparados en ninguna de las propie-
dades reportadas con aquellas de los tres antigenos de endometriosis presentados aqui. Inicialmente, ninguno de los
residuos no ambiguos de la secuencia amino terminal de la proteina estan presentes en las regiones correspondientes
de ME-5, ME-2 y EPP2. Ademis, las proteinas ME-5, ME-2 y EPP2 tienen un tamaiio de 38, 49, y 9 kilodaltons, que
son considerablemente mds pequefios que los antigenos descritos en el documento esbozado anteriormente. Ademas,
los puntos isoeléctricos de ME-5, ME-2 y EPP2 son 5,7; 8,8 y 12,5 que son considerablemente mayores que los descri-
tos para las otras proteinas. Se debe concluir que los antigenos endometriales ME-5, ME-2 y EPP2 de esta invencion
tienen poco en comin con las proteinas descritas en WO 94/28021.

Los métodos y reactivos para diagnéstico de endometriosis estdn descritos en NZ 232801 (también en la solici-
tud EP-A-0 387 027) esencialmente por medio de la medicién de un antigeno de endometriosis en un espécimen de
paciente utilizando un anticuerpo antiendometriosis. Se describen diferentes antigenos en el documento en un rango
de peso molecular entre 50 y 173 kilodaltons, pero no se llevé a cabo una caracterizacion adicional de las proteinas.
Estas proteinas fueron aisladas como una mezcla del medio de cultivo y el citoplasma de 2.774 células de carcinoma
de ovario, y se pueden obtener también a partir de otras lineas celulares cultivadas. También se describen en la des-
cripcién un anticuerpo antiendometrial, que es monoclonal JgM humano originalmente aislado debido a que reacciona
con antigenos asociados con cédncer de ovario. El aislamiento del anticuerpo se hizo aparentemente a través de un
conjunto de actividades que no estuvieron relacionadas con endometriosis y los objetivos de antigeno de cincer de
ovario aparentemente no fueron bien caracterizados. Se elaboré el anticuerpo por medio de fusion del linfocitos del
paciente con un heteromieloma, y aparentemente la reactividad del antigeno monoclonal con antigenos endometriales
fue descubierta posteriormente. A pesar de eso, con base en los criterios presentados es poco probable que alguna de
las proteinas de NZ 232801 sea la misma que las proteinas mds pequefias ME-5, ME-2 y EPP2 de esta invencion.
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Otra serie de antigenos endometriales reactivos con anticuerpos antiendometriales es descrita en WO 92/18535 y
estos estdn caracterizados también por el peso molecular por medio del andlisis SDS-PAGE. Los fragmentos descri-
tos de antigeno de proteina fueron aislados del citoplasma de células epiteliales de adenocarcinoma y son descritas
como Utiles para la deteccién de anticuerpos endometriales que son indicativos de endometriosis. Los antigenos son
proteinas citoplasmaticas con tamafios de 63 a 67, de 33 a 37, de 40 a 44, de 31 a 35, y de 57 a 64 kilodaltons. Las
designaciones probablemente se refieren a una tnica especie de proteina, pero los rangos de tamaifio fueron presenta-
dos en el documento para reflejar la imprecision inherente (+ 10%) por el método de anélisis SDS-PAGE utilizado.
Aparentemente las proteinas preferidas para uso son las proteinas de 33 a 37, de 40 a 44, y de 57 a 59 kilodaltons. Las
proteinas de 33 a 37 y de 40 a 44 parecen estar presentes en la mayoria de las lineas celulares que fueron estudiadas
en el documento para uso como fuentes de antigeno, mientras que los fragmentos de proteina de 57 a 59 se originan a
partir de la linea celular de carcinoma de seno T47D. El documento describe el uso de estas proteinas individualmente
(o mezcladas) inmovilizadas sobre soporte s6lido para medir anticuerpos endometriales. Desde luego estdn previstas
aplicaciones similares para los antigenos ME-5, ME-2 y EPP2, sin embargo con la excepcidn posiblemente de los frag-
mentos de 33 a 37 kilodaltons existe poco mds presentado en este documento que se compare con las descripciones en
WO 92/18535.

Resumen de la invencion

La invencion se relaciona con el método de la reivindicacién 1 y la composicién de la reivindicacién 5. Ademas,
se describen aquf las siguientes materias:

Un polinucleétido recombinante que incluye una secuencia aislada de nucleétido de la SEQ ID NO: 2 que codifica
a un epitopo de polipéptido de al menos 5 aminoédcidos de ME-5 (SEQ ID NO: 3), en donde el epitopo se enlaza
especificamente con anticuerpos de individuos diagnosticados con endometriosis.

Un polipéptido recombinante ME-5 purificado cuya secuencia de aminoécidos es sustancialmente idéntica a aque-
1la de la SEQ ID NO: 3 o una variante alélica de la SEQ ID NO: 3.

Un polipéptido purificado que incluye un epitopo de al menos 5 aminoacidos de ME-5 (SEQ ID NO: 3), en donde
el epitopo se enlaza especificamente con anticuerpos de individuos diagnosticados con endometriosis.

Una composicién que consiste esencialmente de un anticuerpo que se enlaza especificamente a un epitopo del
polipéptido ME-5 (SEQ ID NO: 3).
Un método para detectar un polipéptido ME-5 (SEQ ID NO: 3) en una muestra, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo que se enlaza especificamente con un epitopo del polipép-
tido ME-5 y

(b) detectar el enlazamiento especifico entre el anticuerpo y el polipéptido ME-5;

por medio de lo cual el enlazamiento especifico permite la deteccién del polipéptido ME-5 en la muestra.

Un método para diagnosticar endometriosis en un individuo humano que comprende las etapas de:

(a) detectar una cantidad de prueba de un anticuerpo que especificamente se enlaza a un epitopo del polipéptido
ME-5 (SEQ ID NO: 3) en una muestra del individuo; y

(b) comparar la cantidad de prueba con el rango normal del anticuerpo en una muestra de control de un indivi-
duo que no sufre de endometriosis,

por medio de lo cual una cantidad de prueba por encima del rango normal proporciona una indicacién positiva en el
diagnéstico de la endometriosis.

Un polinucledtido recombinante que comprende una secuencia aislada de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5 que
codifica a un epitopo de polipéptido de al menos 5 aminodcidos de ME-2 (SEQ ID NO: 6), en donde el epitopo se
enlaza especificamente con anticuerpos de individuos diagnosticados con endometriosis.

Un polipéptido recombinante ME-2 purificado cuya secuencia de aminodcidos es idéntica a aquella de la SEQ ID
NO: 6 o0 una variante alélica de la SEQ ID NO: 6.

Un polipéptido purificado que comprende un epitopo de al menos 5 aminoidcidos de ME-2 (SEQ ID NO: 6), en
donde el epitopo se enlaza especificamente con anticuerpos de individuos diagnosticados con endometriosis.
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Una composicién que consiste esencialmente de un anticuerpo que se enlaza especificamente con un epitopo del
polipéptido ME-2 (SEQ ID NO: 6).
Un método para detectar un polipéptido ME-2 (SEQ ID NO: 6) en una muestra, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo que se enlaza especificamente con un epitopo del polipép-
tido ME-2 y

(b) detectar el enlazamiento especifico entre el anticuerpo y el polipéptido ME-2;

por medio de lo cual el enlazamiento especifico permite la deteccién del polipéptido ME-2 en la muestra.

Un método para diagnosticar endometriosis en un individuo humano que comprende las etapas de:

(a) detectar una cantidad de prueba de un anticuerpo que especificamente se enlaza a un epitopo del polipéptido
ME-2 (SEQ ID NO: 6) en una muestra del individuo; y

(b) comparar la cantidad de prueba con un rango normal del anticuerpo en una muestra de control de un
individuo que no sufre de endometriosis,

por medio de lo cual una cantidad de prueba por encima del rango normal proporciona una indicacién positiva en el

diagndstico de la endometriosis.

Un polinucledtido recombinante que comprende una secuencia aislada de nucleétidos de la SEQ ID NO: 8 que
codifica a un epitopo de polipéptido de al menos 5 aminodcidos de EPP2 (SEQ ID NO: 9), en donde el epitopo se
enlaza especificamente con anticuerpos de individuos diagnosticados con endometriosis.

Un polipéptido recombinante EPP2 purificado cuya secuencia de aminodcidos es idéntica a aquella de la SEQ ID
NO: 9 0 una variante alélica de la SEQ ID NO: 9.

Un polipéptido purificado que comprende un epitopo de al menos 5 aminoacidos de EPP2 (SEQ ID NO: 9), en
donde el epitopo se enlaza especificamente con anticuerpos de individuos diagnosticados con endometriosis.

Una composicién que consiste esencialmente de un anticuerpo que se enlaza especificamente con un epitopo del
polipéptido EPP2 (SEQ ID NO: 9).
Un método para detectar un polipéptido EPP2 (SEQ ID NO: 9) en una muestra, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo que se enlaza especificamente con un epitopo del polipép-
tido EPP2 y

(b) detectar el enlazamiento especifico entre el anticuerpo y el polipéptido EPP2;

por medio de lo cual el enlazamiento especifico permite la deteccion del polipéptido EPP2 en la muestra.

Un método para diagnosticar endometriosis en un individuo humano que comprende las etapas de:

(a) detectar una cantidad de prueba de un anticuerpo que especificamente se enlaza a un epitopo del polipéptido
EPP2 (SEQ ID NO: 9) en una muestra del individuo; y

(b) comparar la cantidad de prueba con el rango normal del anticuerpo en una muestra de control de un indivi-
duo que no sufre de endometriosis,

por medio de lo cual una cantidad de prueba por encima del rango normal proporciona una indicacién positiva en el
diagnéstico de la endometriosis.
Una composicién que contiene al menos uno de

un polipéptido recombinante ME-5 purificado cuya secuencia de aminodcidos es sustancialmente idéntica
a aquella de la SEQ ID NO: 3 o una variante alélica de la SEQ ID NO: 3;
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un polipéptido recombinante ME-2 purificado cuya secuencia de aminodcidos es sustancialmente idéntica
a aquella de 1a SEQ ID NO: 6 o una variante alélica de la SEQ ID NO: 6;

un polipéptido recombinante EPP2 purificado cuya secuencia de aminodcidos es sustancialmente idéntica
a aquella de la SEQ ID NO: 9 o una variante alélica de la SEQ ID NO: 9;

en donde dichos epitopos se enlazan especificamente con anticuerpos de individuos diagnosticados con endometriosis.

Un método para diagnosticar endometriosis en un individuo humano que comprende las etapas de:

(a) detectar una cantidad de prueba de un anticuerpo que especificamente se enlaza con al menos un polipéptido
ME-5 (SEQ ID NO: 3), un polipéptido ME-2 (SEQ ID NO: 6); y un polipéptido EPP2 (SEQ ID NO: 9) en
una muestra del individuo; y

(b) comparar la cantidad de prueba con el rango normal del anticuerpo en una muestra de control de un indivi-
duo que no sufre de endometriosis,

por medio de lo cual una cantidad de prueba por encima del rango normal proporciona una indicacién positiva en el
diagndstico de la endometriosis.

Como se muestra en los documentos citados anteriormente, se han documentado una cantidad de descubrimientos
para marcadores candidatos de endometriosis. Ninguno de estos corresponde a las proteinas ME-5, ME-2 o EPP2 ni a
las secuencias de 4cido nucleico de la presente invencién. Por consiguiente, las proteinas ME-5, ME-2 y EPP2 repre-
sentan novedosos marcadores nuevos para endometriosis y los objetivos de anticuerpos antiendometriales producidos
por mujeres que sufren de tal trastorno. El descubrimiento de los marcadores ME-5, ME-2 y EPP2 de esta invencidon se
basé en el conocimiento de que las mujeres que sufren de endometriosis tienen defectos en sus sistemas inmunoldgi-
cos. Se asume que algunos problemas del sistema inmunolégico se pueden manifestar en presencia de autoanticuerpos
dirigidos a antigenos endometriales. Otros (S. Pillai y colaboradores [1998] Am. J. Reprod. Immunol. 39: 235; Van
Voorhis y Stovall [1997] J. Reprod. Immunol. 33: 239) han discutido tal situacién. Claramente, esto representa un
medio atractivo para identificar marcadores candidatos de la enfermedad y como herramientas utiles para monitorear
pacientes con endometriosis. Recientemente, un resumen de la precisién de marcadores en suero para el diagndstico
de endometriosis mostré que habian anticuerpos endometriales entre los mejores marcadores con sensibilidades de
74% a 83% y especificamente de 79% a 100% (J. Brosens y colaboradores Obstet. Gynecol. Clin. North Am. 30: 95).
Sin embargo, no se midieron los anticuerpos contra antigenos discretos aislados tales como ME-5, ME-2, y EPP2 por
ejemplo.

Al comienzo de un programa para identificar antigenos que pueden ser marcadores ttiles de endometriosis (y por
lo tanto provechosos en el monitoreo de mujeres que sufren del trastorno) se hicieron hipétesis relacionadas con este
enfermedad. Primero, como se observd anteriormente, se asumié que se presentan defectos del sistema inmunoldgi-
co en estas mujeres que les permiten elaborar anticuerpos dirigidos a antigenos endometriales especificos. Segundo,
estos anticuerpos en suero podrian ser utilizados como herramientas para identificar los antigenos, y estas proteinas
formarian en parte los fundamentos de los sistemas de andlisis inmunodiagndstico para monitorear pacientes con el
trastorno. La estrategia para identificacién de marcadores de endometriosis fue utilizar suero del paciente para inmuno-
seleccionar una biblioteca de expresién de ADNc de tejido endometrial. Los clones candidatos serfan completamente
caracterizados para el desarrollo de un inmunoensayo adecuado para monitorear pacientes en un ambiente clinico.

Descripcion detallada de las modalidades preferidas

Se describen un total de tres proteinas endometriales que reaccionan con anticuerpos presentes en el suero de
pacientes con endometriosis. El marcador de endometriosis ME-5 se especifica por medio de un ARNm de aproxi-
madamente 1,4 kb, de los cuales 1.302 nucleétidos son descritos en esta invencion. La proteina predicha a partir de
esta secuencia tiene un tamafo de 303 aminodcidos y tiene un peso molecular calculado de aproximadamente 35.000
daltons. El producto proteinico natural tiene un peso molecular de aproximadamente 38 kD de acuerdo a lo medido
por medio de transferencias tipo Western con un anticuerpo monoclonal especifico. La proteina fue particularmente
abundante en tejido de ovario el cual, tomado con el aislamiento de tejido endometrial apoya firmemente su presencia
en tejidos reproductivos y como marcador de una enfermedad reproductiva. En experimentos de inmunotransferencias
con antigeno recombinante inmovilizado ME-5, se evaluaron una cantidad de pacientes con endometriosis y las sefiales
generadas fueron considerablemente mds fuertes que aquellas obtenidas con una cantidad de pacientes de control.

El marcador de endometriosis ME-2 esta especificado por un ARNm de aproximadamente 2,0 kb de los cuales
1.353 nucledtidos son descritos en esta invencion. La proteina predicha a partir de esta secuencia es de un tamafio
de 393 aminodcidos y tiene un peso molecular calculado de aproximadamente 45.000 Daltons. En experimentos de
inmunotransferencias con antigeno recombinante inmovilizado ME-2, se evaluaron una cantidad de pacientes con
endometriosis y las sefiales generadas fueron considerablemente mas fuertes que aquellas obtenidas con una cantidad
de pacientes de control.
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El marcador de endometriosis EPP2 estd especificado por un ARNm de aproximadamente 1,0 kb de los cuales
891 nucledtidos son descritos en esta invencién. La protefna predicha a partir de esta secuencia es de un tamafo
de 99 aminodcidos y tiene un peso molecular calculado de aproximadamente 9.300 Daltons. En experimentos de
inmunotransferencias con antigeno recombinante inmovilizado EPP2, se evaluaron una cantidad de pacientes con
endometriosis y las sefiales generadas fueron considerablemente mas fuertes que aquellas obtenidas con una cantidad
de pacientes de control.

Los detalles de estas y otras publicaciones relacionadas con los marcadores de endometriosis ME-5, ME-2 y EPP2
y sus acidos nucleicos estdn contenidos en los ejemplos mds adelante.

Claramente, como se citd por medio de los documentos presentados anteriormente, se han documentado una can-
tidad de descubrimientos para marcadores candidatos de endometriosis. Ninguno de estos corresponde a las proteinas
ME-5, ME-2 o EPP2 ni a las secuencias de 4cido nucleico descritas aqui. Por consiguiente, las proteinas ME-5, ME-2
y EPP2 de esta invencion representan novedosos marcadores nuevos para endometriosis y los objetivos de anticuerpos
antiendometriales producidos por mujeres que sufren de tal trastorno. El descubrimiento de los marcadores ME-5,
ME-2 y EPP2 en esta invencién se baso en el conocimiento de que las mujeres que sufren de endometriosis tienen
defectos en sus sistemas inmunoldgicos. Se asume que algunos problemas del sistema inmunoldgico se pueden ma-
nifestar en presencia de autoanticuerpos dirigidos a antigenos endometriales. Otros (S. Pillai y colaboradores [1998]
Am. J. Reprod. Immunol. 39: 235; Van Voorhis y Stovall [1997] J. Reprod. Immunol. 33: 239) han discutido tal situa-
cion. Claramente, esto representa un medio atractivo para identificar marcadores candidatos de la enfermedad y como
herramientas ttiles para monitorear pacientes con endometriosis. Recientemente, un resumen de la precision de mar-
cadores en suero para el diagnéstico de endometriosis mostré que habian anticuerpos endometriales entre los mejores
marcadores con sensibilidades de 74% a 83% y especificamente de 79% a 100% (J. Brosens y colaboradores [2003]
Obstet. Gynecol. Clin. North Am. 30: 95). Sin embargo, no se midieron los anticuerpos contra antigenos discretos
aislados tales como ME-5, ME-2, y EPP2 por ejemplo.

Al comienzo de un programa para identificar antigenos que pueden ser marcadores ttiles de endometriosis (y por
lo tanto provechosos en el monitoreo de mujeres que sufren del trastorno) se hicieron hipétesis relacionadas con este
enfermedad. Primero, como se observé anteriormente, se asumié que se presentan defectos del sistema inmunolégi-
co en estas mujeres que les permiten elaborar anticuerpos dirigidos a antigenos endometriales especificos. Segundo,
estos anticuerpos en suero podrian ser utilizados como herramientas para identificar los antigenos, y estas proteinas
formarian en parte los fundamentos de los sistemas de andlisis inmunodiagndstico para monitorear pacientes con el
trastorno. La estrategia para identificacién de marcadores de endometriosis fue utilizar suero del paciente para inmuno-
seleccionar una biblioteca de expresion de ADNc de tejido endometrial. Los clones candidatos serian completamente
caracterizados para el desarrollo de un inmunoensayo adecuado para monitorear pacientes en un ambiente clinico.

Descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A, 1B y 1C muestran la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 1) para el ADNc aislado de ME-5, la
secuencia de nucledtidos de la region de codificacion (SEQ ID NO: 2) de este ADNc de ME-5, y la secuencia deducida
de aminoécidos (SEQ ID NO: 3) de la proteina codificada por la secuencia de nucleétidos del ADNc de ME-5. En la
Fig. 1A existe una secuencia 5’ no traducida de 112 pares de bases secuencia arriba del codén de inicio predicho ATG.
También en la Figura 1A es una regién 3’ no traducida de 254 pares de bases secuencia abajo del codén de detencién
TGA. La regién 3’ no traducida termina en un tramo de dT correspondiente a la cola poli A del ARNm. El codén de
inicio (ATG) y el codén de detencion de la traduccién (TGA) se presentan en negrilla en la secuencia de ADNc de las
Figuras 1Ay B.

Las Figuras 2A, 2B y 2C muestran la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 4) para el ADNc aislado de ME-2, 1a
secuencia de nucledtidos de la region de codificacion (SEQ ID NO: 5) de este ADNc de ME-2, y la secuencia deducida
de aminoécidos (SEQ ID NO: 6) de la proteina codificada por la secuencia de nucle6tidos del ADNc de ME-2. En la
Fig. 2A existe una secuencia 5’ no traducida de 54 pares de bases secuencia arriba del codén de inicio predicho ATG.
También en la Figura 2A es una regién 3’ no traducida de 95 pares de bases secuencia abajo del codén de detencion
TGA. La regién 3’ no traducida termina en un tramo de dT correspondiente a la cola poli A del ARNm. El codén de
inicio (ATG) y el codén de detencion de la traduccion (TGA) se presentan en negrilla en la secuencia de ADNc de las
Figuras 2A y B.

Las Figuras 3A, 3B y 3C muestran la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 7) para el ADNCc aislado de EPP2, la
secuencia de nucleétidos de la region de codificacién (SEQ ID NO: 8) de este ADNc de EPP2, y la secuencia deducida
de aminoécidos (SEQ ID NO: 9) de la proteina codificada por la secuencia de nucleétidos del ADNc de EPP2. En la
Fig. 3A existe una secuencia 5’ no traducida de 45 pares de bases secuencia arriba del codén de inicio predicho ATG.
También en la Figura 3A es una regién 3’ no traducida de 522 pares de bases secuencia abajo del codén de detencién
TAA. La region 3’ no traducida termina en un tramo de dT correspondiente a la cola poli A del ARNm. El codén de
inicio (ATG) y el codén de detencién de la traduccidn (TAA) se presentan en negrilla en la secuencia de ADNc de las
Figuras 3A y B.

La Figura 4 demuestra el patrén de expresion del ARNm de ME-5 en diferentes tejidos humanos. Una transferencia
comercial tipo Northern (BD Biosciences; San Diego, CA) fue hibridada con la secuencia completa de codificacién
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de ME-5 marcada con **P de la Figura 1B. Las condiciones de hibridacién y de lavado fueron como las descritas
por el fabricante. Se observaron bandas de hibridacién correspondientes a un ARNm de aproximadamente 1.400
nucledtidos (migra solo un poco mas lentamente que el marcador de 1.350 nucleétidos) asi como otras mds grandes
pero quizds un mensaje menos abundante de 1.800 a 2.000 nucleétidos (que migra justo por delante del marcador de
2.400 nucledtidos). La secuencia de ME-5 parece ser expresada mas abundantemente en tejidos de préstata, testiculo
y de tteros, pero se detectaron cantidades menores en los otros tejidos evaluados (bazo, timo, intestino delgado, colon
y leucocitos de sangre periférica).

La Figura 5 demuestra el patrén de expresion del ARNm de ME-2 en diferentes tejidos humanos. Una transferencia
comercial tipo Northern (BD Biosciences; San Diego, CA) fue hibridada con la secuencia completa de codificacion de
ME-2 marcada con P de la Figura 2B. Las condiciones de hibridacién y de lavado fueron como las descritas por el
fabricante. Se observaron bandas de hibridacién correspondientes a un ARNm de aproximadamente 2.000 nucleé6tidos
(migra aproximadamente a medio camino entre los marcadores de 2.400 nucleétidos y de 1.350 nucleétidos). No se
detectaron otras bandas fuertemente hibridantes sobre la transferencia. La secuencia de ME-2 parece ser expresada
mds abundantemente en tejidos de prostata y de testiculo. Niveles moderados son detectables en tejido de bazo, ttero,
intestino delgado, colon y de leucocitos de sangre periférica. En este experimento se observaron cantidades menores
de hibridacién en tejido de timo.

La Figura 6 demuestra el patrén de expresion del ARNm de EPP2 en diferentes tejidos humanos. Una transferencia
comercial tipo Northern (BD Biosciences; San Diego, CA) fue hibridada con la secuencia completa de codificacion de
EPP2 marcada con *P de la Figura 3B. Las condiciones de hibridacién y de lavado fueron como las descritas por el
fabricante. Se observaron bandas de hibridacion correspondientes a un ARNm de aproximadamente 1.000 nucleétidos
(migra justo mas rdpido que el marcador de 1.350 nucleétidos). La secuencia de EPP2 parece ser expresada mas
abundantemente en prostata, testiculos, colon y en leucocitos de sangre periférica. Se observaron cantidades menores
de sefial en tejidos de bazo, timo e intestino delgado, pero poca o ninguna sefial se detecté en tejido de ttero.

La Figura 7 muestra el patrén de expresiéon de ME-5 recombinante en una célula huésped de insecto. Se clon6 el
ADNCc de ME-5 para expresién como una proteina recombinante etiquetada con histidina 6X en células de insecto. Se
preparé y se lisé un cultivo de células de insectos Sf9 que expresa ME-5 recombinante. Se lavé el medio de cultivo
con PBS, y se analizaron las fracciones soluble e insoluble del lisado celular por medio de SDS-PAGE y se colored
(panel izquierdo) el gel con azul GelCode (Pierce Chemicals; Rockford, IL). Se evaluaron también las muestras de
expresion por medio de transferencias tipo Western (panel derecho) con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
HisG (Invitrogen, Carlsbad, CA) seguido por un anticuerpo secundario IgG antiratén de conejo marcado con '*1.
Se oscureci6 la proteina recombinante por medio de la multiplicidad de bandas de proteina en un gel coloreado
a la izquierda, pero se detecté claramente una banda de aproximadamente 38 kD por medio de la transferencia tipo
Western. Esto confirmé la presencia de una proteina etiquetada con His 6X con el peso molecular aproximado esperado
para el antigeno recombinante ME-5. No se pudo detectar proteina recombinante ME-5 en el medio celular de cultivo,
pero algo estaba presente en el PBS utilizado para lavarlas células de insecto antes de la lisis. La mayor parte de la
proteina recombinante ME-5 pareci6 estar presente en la fraccion soluble del lisado de células de insecto, pero algo
estaba asociado con el material insoluble.

La Figura 8 muestra el patrén de expresiéon de ME-2 recombinante en una célula huésped de insecto. Se clon6 el
ADNCc de ME-2 para expresién como una proteina recombinante etiquetada con histidina 6X en células de insecto. Se
preparé y se lisé un cultivo de células de insectos Sf9 que expresa ME-2 recombinante. Se lavé el medio de cultivo
con PBS, y se analizaron las fracciones soluble e insoluble del lisado celular por medio de SDS-PAGE y se colored
(panel izquierdo) el gel con azul GelCode (Pierce Chemicals; Rockford, IL). Se evaluaron también las muestras de
expresion por medio de transferencias tipo Western (panel derecho) con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
HisG (Invitrogen, Carlsbad, CA) seguido por un anticuerpo secundario IgG antiratén de conejo marcado con '*1.
Se oscureci6 la proteina recombinante por medio de la multiplicidad de bandas de proteina en un gel coloreado
a la izquierda, pero se detect6 claramente una banda de aproximadamente 49 kD por medio de la transferencia tipo
Western. Esto confirmé la presencia de una proteina etiquetada con His 6X con el peso molecular aproximado esperado
para el antigeno recombinante ME-2. No se pudo detectar proteina recombinante ME-5 en el medio celular de cultivo,
pero algo estaba presente en el PBS utilizado para lavarlas células de insecto antes de la lisis. Aproximadamente
cantidades iguales de la proteina recombinante ME-2 pareci6 estar distribuida entre las fracciones soluble e insoluble
del lisado de células de insecto.

La Figura 9 muestra el patrén de expresion de EPP2 recombinante en una célula huésped de insecto. Se clon6 el
ADNCc de EPP2 para expresién como una proteina recombinante etiquetada con histidina 6X en células de insecto. Se
preparé y se lis6 un cultivo de células de insectos Sf9 que expresa EPP2 recombinante. Se lavé el medio de cultivo
con PBS, y se analizaron las fracciones soluble e insoluble del lisado celular por medio de SDS-PAGE y se colored
(panel izquierdo) el gel con azul GelCode (Pierce Chemicals; Rockford, IL). Se evaluaron también las muestras de
expresion por medio de transferencias tipo Western (panel derecho) con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
HisG (Invitrogen, Carlsbad, CA) seguido por un anticuerpo secundario IgG antiratén de conejo marcado con '*I.
Se oscureci6 la proteina recombinante por medio de la multiplicidad de bandas de proteina en un gel coloreado a la
izquierda, pero se detectd claramente una banda de aproximadamente 9 kD por medio de la transferencia tipo Western.
Esto confirmé la presencia de una proteina etiquetada con His 6X con el peso molecular aproximado esperado para
el antigeno recombinante EPP2. No se pudo detectar proteina recombinante EPP2 en el medio celular de cultivo,
ni estaba presente ninguna cantidad medible en el PBS utilizado para lavarlas células de insecto antes de la lisis.
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Aproximadamente cantidades iguales de la proteina recombinante EPP2 pareci6 estar distribuida entre las fracciones
soluble e insoluble del lisado de células de insecto.

La Figura 10 muestra el aislamiento de la proteina recombinante ME-5 etiquetada con 6X utilizando cromatografia
de afinidad con metal inmovilizado (IMAC). Se expresé la proteina recombinante ME-5 en células de insecto Sf9 y
se lisaron las células en amortiguador de enlazamiento de columna de IMAC. Se cargé la fraccion soluble de las
células de insecto (Lisado) sobre una columna de Sefarosa de Quelacion de Flujo Rdpido (Amersham Biosciences;
Piscataway, NJ) que habia sido cargada con iones de niquel. Se capturd el lisado después de pasar a través de la resina
de la columna (rompimiento) y se lavé la columna extensivamente con amortiguador de lavado de IMAC. La ME-5
recombinante enlazada a la resina fue eluida de la columna con amortiguador que contenia imidazol. Las muestras del
lisado, rompimiento, lavado y elusién fueron analizadas por medio de SDS-PAGE vy transferencias tipo Western como
se describi6 anteriormente. EL gel coloreado mostré la complejidad del lisado de células de insecto, que resulté en
una mancha de protefna para ésta y el rompimiento de las muestras. Se lavé una cantidad razonable de contaminantes
no enlazados a la proteina con el amortiguador de Columna A20, y aparecié una banda bonita correspondiente a una
proteina de 38 kD entre el material eluido a partir de la columna con imidazol. Las transferencias tipo Western de estas
muestras mostraron buenos niveles de la proteina recombinante ME-5 en el lisado, y en el rompimiento mostrando
que en este experimento particular la cantidad de ME-5 excedi6 la capacidad de enlazamiento para la columna. Quizés
una traza de ME-5 estaba en el amortiguador de lavado de la Columna A20 utilizado para remover las impurezas
enlazadas a la Sefarosa. Las transferencias tipo Western mostraron una reactividad intensa del anticuerpo anti-HisG
con el antigeno ME-5 eluido y purificado parcialmente de 38 kD.

La Figura 11 muestra el aislamiento de la proteina recombinante ME-2 etiquetada con 6X utilizando cromatografia
de afinidad con metal inmovilizado (IMAC). Se expreso la proteina recombinante ME-2 en células de insecto Sf9 y se
lisaron las células en amortiguador de enlazamiento de columna de IMAC. Se cargd la fraccion soluble de las células de
insecto (Lisado) sobre una columna de Sefarosa de Quelacion de Flujo Répido (Amersham Biosciences; Piscataway,
NIJ) que habia sido cargada con iones de niquel. Se captur6 el lisado después de pasar a través de la resina de la columna
(rompimiento) y se lavé la columna extensivamente con amortiguador de lavado de IMAC A10, A15,y A20. La ME-2
recombinante enlazada a la resina fue eluida de la columna con amortiguador que contenia imidazol. Las muestras del
lisado, rompimiento, lavado y elusién fueron analizadas por medio de SDS-PAGE y transferencias tipo Western como
se describi6 anteriormente. EL gel coloreado mostré la complejidad del lisado de células de insecto, que resulté en
una mancha de proteina para ésta y el rompimiento de las muestras. Se lavé una cantidad razonable de contaminantes
no enlazados a la proteina con el amortiguador de lavado de Columna A10, A15 y A20. Finalmente, se presentd una
banda bonita correspondiente a una proteina de 49 kD entre el material eluido a partir de la columna con imidazol. Las
transferencias tipo Western de estas muestras mostraron buenos niveles de la proteina recombinante ME-2 en el lisado,
y algo también en el rompimiento mostrando que en este corrimiento particular la cantidad de ME-2 puede haber
excedido la capacidad de enlazamiento para la columna. Quizas una traza de ME-2 estaba presente en el amortiguador
de Lavado de la Columna A 10, pero se detectaron sefiales mds fuertes en el lavado con amortiguadores de Lavado de
columna A20 utilizados para remover las impurezas enlazadas a la Sefarosa. Las transferencias tipo Western mostraron
una reactividad intensa del anticuerpo anti-HisG con el antigeno ME-2 eluido y purificado parcialmente de 49 kD.

La Figura 12 muestra el aislamiento de la proteina recombinante EPP2 etiquetada con 6X utilizando cromatografia
de afinidad con metal inmovilizado (IMAC). Se expresé la proteina recombinante EPP2 en células de insecto Sf9 y
se lisaron las células en amortiguador de enlazamiento de columna desnaturalizante de IMAC. Se cargé el lisado de
células de insecto sobre una columna de Sefarosa de Quelacién de Flujo Rdpido (Amersham Biosciences; Piscataway,
NIJ) que habfa sido cargada con iones de niquel. Se capturé el lisado después de pasar a través de la resina de la columna
(rompimiento) y se lavé la columna extensivamente con amortiguadores de lavado de IMAC A10, A15, A20, A25 y
A30. La EPP2 recombinante enlazada a la resina fue eluida de la columna con amortiguador que contenia imidazol.
Las muestras del lisado, rompimiento, lavados y elusién fueron analizadas por medio de SDS-PAGE vy transferencias
tipo Western como se describi6 anteriormente. EL gel coloreado mostré la complejidad del lisado de células de insecto,
que resulté en una mancha de proteina. Ademads, el rompimiento y las muestras de Lavado de Columna A10 contenian
una cantidad sustancial de material que no se enlaza a la matriz de la columna. Se lavaron muy pocos contaminantes
de la proteina con los amortiguadores de Lavado de Columna A15, A20, A25y A30 como se observo a partir del gel
coloreado. Se presentd una banda muy bonita correspondiente a una proteina de 9 kD entre el material eluido a partir
de la columna con imidazol. La transferencia tipo Western de estas muestras mostré niveles detectables de la proteina
recombinante EPP2 en el lisado. Poca o ninguna EPP2 estaba presente en el rompimiento, las muestras A10 o A15
mostrando que en este corrimiento particular la EPP2 se enlazé bastante bien a la columna. Quizds se detect una
traza de EPP2 en los amortiguadores de Lavado de Columna A20, A25 y A30 utilizados para remover las impurezas
enlazadas a la Sefarosa. La transferencia tipo Western mostré una reactividad intensa del anticuerpo anti-HisG con el
antigeno EPP2 eluido de 9 kD.

La Figura 13 muestra andlisis de transferencias tipo Western de una proteina ME-5 recombinante aislada asi como
el antigeno ME-5 nativo presente en células de carcinoma endometrial RL95-2. Se lisaron las células cultivadas RL95-
2 y se sometid a electroforesis una muestra de la fraccién soluble en un gel de 4% a 20% de Tris Glicina SDS PAGE
(Invitrogen; Carlsbad, CA). Se incluy6é una muestra de ME-5 recombinante aislada por medio de IMAC a partir de
células de insecto Sf9 sobre el gel como control positivo para el anticuerpo anti-ME-5. Se levaron a cabo transferencias
tipo Western con el anticuerpo monoclonal anti-ME-5 2D1 seguido por anticuerpos secundario IgG antiratén de conejo
marcado con '*I: Se observé una banda clara de reactividad (senda derecha) entre las proteinas RL.95-2 que parecieron
migrar con un peso molecular que fue ligeramente superior que la recombinante de célula de insecto.
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La Figura 14 es una transferencia tipo Western que muestra la expresioén de antigeno nativo ME-5 en diferentes
tejidos humanos. Se separaron los extractos de proteina de tejido en amortiguador de muestra SDS PAGE (mezclas de
proteina: BD Biosciences; San Diego, CA) en geles de SDS PAGE y se hicieron las transferencias tipo Western como
se describe en la Figura 13. El antigeno nativo ME-5 parece estar presente por doquier en todos los tejidos examinados,
pero parece ser ligeramente mas abundante en extractos de corazén, higado, ovario y rifién.

Las Figuras 15A y 15B muestran inmunotransferencias representativas en linea que ilustran la habilidad de la ME-
5 recombinante para reaccionar con anticuerpos presentes en suero obtenidos a partir de pacientes con endometriosis,
pero no en sueros normales de control. Cada tira contiene antigenos inmovilizados que fueron acanalados sobre la
membrana en diferentes concentraciones. Las concentraciones de proteina para ME-5 son 0,018; 0,036; 0,072 y 0,144
miligramos por mililitro (mg/ml). La concentracién éptima para discriminacién entre pacientes y controles fue de
0,036 mg/ml como se designa por medio de la flecha a la derecha de las tiras de transferencias en linea. Una ventaja
del ensayo de inmunotransferencias en linea es que muchas proteinas diferentes pueden ser interrogadas sobre una tira
Unica, y que proteinas adicionales no relacionadas estdn presentes sobre las tiras que actiian como controles internos.
Se incluye un reactivo de control (monoclonal IgG antihumano de ratén) sobre cada tira para actuar como control
positivo. Se incubé cada tira con suero de una persona normal (control) o de un paciente con endometriosis confirmada.
Los patrones de transferencias en linea para un total de 11 controles (A6, A7, A8, A9, A10, Al4, AlS5, Al6, Al7,
A18, A21) se muestran en la Figura 15A. Ademds, se muestran 23 pacientes con endometriosis (DS01, DS02, DS03,
DS04, DS05, DS06, DS07, DS08, DS10, DS11, DS12, DS13, DS27, DS28, DS29, DS30, DS31, DS32, DS33, DS34,
DS36, DS38, DS39) en la Figura 15B. La intensidad de la coloracién de cada banda es indicativa de la reactividad
del suero analizado con ME-5. En este panel seleccionado de transferencias en linea, ME-5 con una concentracién de
0,036 mg/ml detectd 18 pacientes con endometriosis como positivos (DS01, DS03, DS05, DS06, DS10, DS11, DS12,
DS27, DS28, DS29, DS30, DS31, DS32, DS33, DS34, DS36, DS38, y DS39). Ademas, 5 pacientes con endometriosis
(DS02, DS04, DS07, DS08, and DS13) produjeron patrones de reactividad que fueron un poco menores. Entre los 11
controles normales, ME-5 claramente no reaccion6 con nueve de ellos (A6, A7, A8, A10, A15, A16, A17, A18, A21).
Puede que se hayan observado sefiales detectables (A9, A14), pero estas fueron claras con relacién a los patrones
observados con sueros de pacientes con endometriosis y se interpretan como negativos.

Las Figuras 16A y 16B muestran inmunotransferencias representativas en linea que ilustran la habilidad de la ME-
2 recombinante para reaccionar con anticuerpos presentes en suero obtenidos a partir de pacientes con endometriosis,
pero no en sueros normales de control. Cada tira contiene antigenos inmovilizados que fueron acanalados sobre la
membrana en diferentes concentraciones. Las concentraciones de proteina de ME-2 aplicadas a las tiras son 0,009 (para
sueros con endometriosis, unicamente), 0,018; 0,036; 0,072 y 0,144 (para sueros de control, inicamente) miligramos
por mililitro (mg/ml). La concentracion 6ptima para discriminacion entre pacientes y controles se estableci6 en 0,018
mg/ml como se designa por medio de la flecha a la derecha de las tiras de transferencias en linea. Una ventaja del
ensayo de inmunotransferencias en linea es que muchas proteinas diferentes pueden ser interrogadas sobre una tira
tnica por la reactividad con anticuerpos, y que proteinas adicionales no relacionadas estdn presentes sobre las tiras que
actdan como controles internos. Se incluye un reactivo de control (monoclonal IgG antihumano de ratén) sobre cada
tira para capturar I[gG humano y actuar como control positivo. Se incub6 cada tira con suero de una persona normal
(control) o de un paciente con endometriosis confirmada. Los patrones de transferencias en linea para un total de 11
controles (AO1, A02, A03, A06, A0S, A15, A20, A21, A22, A23, y A24) se muestran en la Figura 16A. Ademads,
se muestran 21 pacientes con endometriosis (DS10, DS11, DS12, DS13, DS14, DS17, DS19, DS20, DS21, DS22,
DS24, DS25, DS26, DS27, DS28, DS29, DS30, DS31, DS32, DS33, y DS35) en la Figura 16B. La intensidad de la
coloracion de cada banda es indicativa de la reactividad del suero analizado con ME-2. En este panel seleccionado de
transferencias en linea, ME-2 con una concentracién de 0,018 mg/ml detecté 15 pacientes con endometriosis como
positivos (DS012, DS17, DS19, DS20, DS21, DS22, DS24, DS25, DS26, DS27, DS28, DS30, DS31, DS33, y DS35).
Ademds, 6 pacientes con endometriosis (DS10, DS11, DS13, DS14, DS29 y DS13) produjeron patrones de reactividad
que fueron un poco menores. Entre los 11 controles normales, ME-2 no reaccioné con ninguno de ellos con los 0,018
mg/ml de corte aplicados a pacientes con endometriosis.

Las Figuras 17A y 17B muestran inmunotransferencias representativas en linea que ilustran la habilidad de la EPP2
recombinante para reaccionar con anticuerpos presentes en suero obtenidos a partir de pacientes con endometriosis,
pero no en sueros normales de control. Cada tira contiene antigenos inmovilizados que fueron acanalados sobre la
membrana en diferentes concentraciones. Las concentraciones de proteina para EPP2 son 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,15,
0,2 y 0,25 miligramos por mililitro. La concentracién éptima para discriminacion entre pacientes y controles fue de
0,05 mg/ml como se designa por medio de la flecha a la derecha de las tiras de transferencias en linea. Una ventaja
del ensayo de inmunotransferencias en linea es que muchas proteinas diferentes pueden ser interrogadas sobre una
tira Unica por la reactividad con anticuerpos, y que proteinas adicionales no relacionadas estdn presentes sobre las
tiras que actian como controles internos. Se incluye un reactivo de control (monoclonal IgG antihumano de rat6n)
sobre cada tira para capturar IgG humano en la muestra y actuar como control positivo. Se incubé cada tira con suero
de una persona normal (control) o de un paciente con endometriosis confirmada. Los patrones de transferencias en
linea para un total de 11 controles (A01, A02, A03, A04, A0S, A09, A13, Al4, A16, A20, y A24) se muestran en la
Figura 17A. Ademads, se muestran 39 pacientes con endometriosis (DS06, DS12, DS24, DS05, BBIO1, BB102, BBIO3,
BBI04, BBIOS, BBI06, BBI07, BBIO8, BBI09, BBI10, BBI11, BBI12, BBI13, BBI14, BBI15, BBI16, BBI20, BBI21,
BBI22, BBI23, BBI24, BBI25, BBI26, BBI27, BBI28, BBi30. BBI31, BBI32, BBI34, BBI35, BBI36, BBI37, BBI3S,
BBI39, y BBI40) en la Figura 17B. La intensidad de la coloracién de cada banda es indicativa de la reactividad del
suero analizado con EPP2. En este panel seleccionado de transferencias en linea, EEP2 con una concentracién de 0,05
mg/ml detect6 33 pacientes con endometriosis como positivos (DS06, DS12, DS24, DS05, BBI02, BBIO3, BBI04,
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BBI06, BBIO7, BBIOS, BBI0O9,BBI10, BBI11, BBI12, BBI13, BBI15, BBI16, BBI20, BBI22, BBI23, BBI25, BBI26,
BBI27, BBI28, BBI30, BBI31, BBI32, BBI34, BBI35, BBI37, BBI38, BBI39, and BBI40). Ademas, 6 pacientes con
endometriosis (BBI0O1, BBIOS, BBI14, BBI21, BBI24, y BBI36) produjeron patrones de reactividad que fueron mucho
menores. Entre los 11 controles normales, EPP2 no reacciond fuertemente con ninguno de ellos con los 0,05 mg/ml
de corte.

“Polipéptido” se refiere a un polimero compuesto de residuos de aminodcidos, variantes estructurales relacionadas
de ocurrencia natural, y andlogos sintéticos de ocurrencia no natural de los mismos enlazados a través de enlaces
peptidicos, andlogos relacionados de ocurrencia natural de los mismos. Los polipéptidos sintéticos se pueden sintetizar
utilizando por ejemplo un sintetizador automatizado de polipéptidos. El término “proteina” tipicamente se refiere a
polipéptidos grandes. El término “péptido” tipicamente se refiere a polipéptidos cortos.

Se utiliza aqui notacién convencional para representar secuencias de péptidos: el extremo del lado izquierdo de la
secuencia de un polipéptido es el terminal amino; el extremo del lado derecho de la secuencia de un polipéptido es el
terminal carboxilo.

“Sustitucién conservadora” se refiere a la sustitucién en un polipéptido de un aminodcido con un aminodcido
funcionalmente similar. Se debe entender que las reivindicaciones abarcan sustituciones conservadoras. Los siguientes
seis grupos contienen cada uno aminoécidos que son sustituciones conservadoras entre si:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspartico (D), Acido glutdmico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W).

“Variante Alélica” se refiere a cualquiera entre dos o mds formas polimérficas de un gen que ocupa el mismo locus
genético. Las variaciones alélicas surgen naturalmente a través de una mutacién, y pueden resultar en polimorfismo
fenotipico dentro de poblaciones. Las mutaciones génicas pueden ser silenciosas (no hay cambio en el polipéptido
codificado) o puede codificar polipéptidos que tienen secuencias alteradas de aminodcidos. “Variantes alélicas” tam-
bién se refiere a los ADNc derivados de trascriptos de ARNm de variantes alélicas genéticas, asi como las proteinas
codificadas por ellas.

Esta invencién proporciona métodos para diagnosticar endometriosis en un individuo por medio de la deteccién
en una muestra del individuo de una cantidad diagnéstica de un anticuerpo que se enlaza especificamente con el
polipéptido ME-5, ME-2 o EPP2. Las muestras apropiadas de un paciente incluyen, sin limitacidn, saliva, sangre
o un producto de la sangre (por ejemplo, suero), fluido peritoneal, orina, fluido menstrual, secrecién vaginal. Los
anticuerpos se pueden detectar por medio de cualquiera de los métodos para detectar proteinas descritos aqui. Sin
embargo, los ensayos tipo sandwich son particularmente ttiles. En una version, todos los anticuerpos son capturados
sobre una fase sélida, por ejemplo utilizando proteina A, y se detectan anticuerpos especificos para ME-2, ME-5 o
EPP2 utilizando un polipéptido ME-2, ME-5 o EPP2 o fragmento de polipéptido directa o indirectamente marcado o
teniendo un epitopo de ME-2, ME-5 o EPP2. En otra versién del ensayo, se puede utilizar ME-2, ME-5 o EPP2 o un
fragmento antigénico de los mismos como la molécula de captura y se pueden detectar los anticuerpos capturados.

ME-2, ME-5 o EPP2 que son vertidos en el fluido peritoneal de mujeres con endometriosis son ttiles en métodos de
diagnéstico de endometriosis. Estos métodos incluyen la deteccién de ME-2, ME-5 o EPP2 en una muestra bioldgica
de un individuo. Las muestras apropiadas incluyen, sin limitacion, saliva, sangre o un producto de la sangre (por
ejemplo, suero), orina, fluido menstrual, secrecién vaginal y, en particular, fluido peritoneal. ME-2, ME-5 o EPP2 se
pueden detectar por medio de cualquiera de los métodos descritos aqui. Cualquier detecciéon de ME-2, ME-5 o EPP2
por encima del rango normal es un signo positivo en el diagndstico de endometriosis.

La frase “sustancialmente idéntico”, en el contexto de dos dcidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos 0 mds
secuencias o subsecuencias que tienen al menos 60%, 80%, 90%, 95% 6 98% de identidad de residuos de nucleétidos
o aminodcidos, cuando se los compara y alinea para correspondencia maxima, cuando se mide utilizando una de
las siguientes algoritmos de comparacién de secuencia o por medio de inspeccion visual. Preferiblemente, existe
identidad sustancial sobre una region de las secuencias que es al menos aproximadamente de 50 residuos de longitud,
mads preferiblemente sobre una region de al menos aproximadamente 100 residuos, y lo mds preferible, las secuencias
son sustancialmente idénticas sobre al menos aproximadamente 150 residuos. En una modalidad mas preferida, las
secuencias son sustancialmente idénticas sobre toda la longitud de las regiones de codificacion.
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Se describe aqui adicionalmente el aislamiento de moléculas de ADNc humano que codifican tres proteinas en-
dometriales distintas y la caracterizacién de los correspondientes antigenos. Estos ADNc y los correspondientes an-
tigenos han sido designados ME-2, ME-5 y EPP2 y las proteinas expresadas a partir de ellos son los objetivos de
autoanticuerpos presentes en el suero de mujeres que sufren de endometriosis. Estas caracteristicas de las proteinas
ME-2, ME-5 y EPP2 las convierten en marcadores ttiles para diagndstico de enfermedad endometrial y esto se muestra
en detalle en los Ejemplos que vienen a continuacidn.

Ejemplo 1
Identificacion y Clonacion de los ADNc de ME-5, ME-2 y EPP2

Se gener6 una biblioteca de ADNc de tejido de endometriosis utilizando ARN poli A* aislado de un espécimen
de tejido de endometriosis embebido profundamente donado por el Profesor Philip Koninckx de la Universidad caté-
lica de Leuven. Se aisl6 el ARN total del tejido utilizando reactivo Trizol (BioRad Laboratories; Hercules, CA), y se
prepar6 ARN poli A* por hibridacién con particulas magnéticas acopladas a oligo poli T utilizando un kit comercial
(PolyATract; Promega; Madison, WI). Se llevé a cabo la construccion de la biblioteca utilizando el sistema del vector
Lambda ZAP® II siguiendo las instrucciones obtenidas del proveedor (Stratagene; San Diego, CA). Se identificaron
los clones iniciales de ADNc de ME-5 y ME-2 por medio de inmunoseleccién utilizando, como anticuerpo primario,
un solo espécimen de suero de paciente con endometriosis obtenido de una mujer diagnosticada con enfermedad leve.
Este suero fue adsorbido de anticuerpos no especificos anti-E. coli/fago lambda por dilucién de los sueros 1: 50 en
un lisado comercial de fago E. coli (Stratagene; San Diego, CA) de acuerdo con el protocolo suministrado por el
proveedor. En una serie separada de experimentos, se identific6 el clon inicial de ADNc de EPP2 en un protocolo
similar de inmunoseleccién excepto porque, como anticuerpo primario, se utilizé una combinacion de diez especime-
nes en suero de pacientes con endometriosis. Los sueros en esta combinacion fueron de mujeres con diferentes fases
de enfermedad endometrial. Nuevamente se adsorbié el suero de anticuerpos no especificos anti-E. coli/fago lambda
por dilucién con un lisado comercial de fago E. coli (Stratagene; San Diego, CA) como se describi6 anteriormente.
El segundo anticuerpo para todos los experimentos de seleccion fue anticuerpo monoclonal marcado con '*1 reactivo
con inmunoglobulina humana. Se utilizé suero humano negativo de control para seleccionar los clones en paralelo
para verificar la reactividad. Los clones inmunoreactivos fueron purificados tres veces en placa y rescatados por medio
de escisién in vivo dentro del vector fagémido pBluescript® SK(-) utilizando métodos suministrados por el fabricante
(Stratagene; San Diego, CA).

Ejemplo 2
Caracterizacion del ADNc de ME-5, ME-2 y EPP2 y Proteina

El andlisis de secuencia de ambas hebras de cada uno de los clones originales aislados de ME-5, ME-2 y EPP2
se llevé a cabo en un Secuenciador de ADN ABI Biosystems 373 (PE Applied Biosystems; Foster City, CA). Las
secuencias de 4cido nucleico asi generadas fueron analizadas utilizando el software Bionet para identificar caracteris-
ticas del 4dcido nucleico y la proteina y para comparaciones de homologia con secuencias de dcido nucleico y proteina
presentes en la base de datos.

La secuencia de ADNc de ME-5 se presenta en la figura 1A (SEQ ID NO: 1) y tiene un tamafio de 1.279 pares de
bases excluyendo la pista poli dA. Se identificé una secuencia 5° no codificadora de 112 pares de bases justo secuencia
arriba del codén de inicio ATG sospechoso. Existe una secuencia 3’ no codificadora de 254 pares de bases secuencia
abajo del coddn de detencién TGA y esta es seguida por un tramo de residuos dA que corresponderian a la cola poli A
en el extremo 3’ del ARNm. Tanto el codén de inicio como el de detencién estdn destacados en negrilla en las Figuras
1Ay 1B. La secuencia de codificacién de ME-5 se muestra en la Figura 1B (SEQ ID NO: 2) como la predicha a partir
de la secuencia completa aislada de ADNc (Figura 1A). La regién de codificacion tiene un tamafio de 912 pares de
bases, incluidos los codones de inicio y detencién. E1 ADNc codifica para una proteina predicha de 303 aminoacidos
mostrada en la Figura 1C (SEQ ID NO: 3) y el peso molecular calculado fue aproximadamente de 35.000 Daltons. El
producto de traduccién es ligeramente 4cido con un valor isoeléctrico calculado de 5,7.

Se utilizaron bisquedas en las bases de datos asistidas por computador (National Center for Biotechnology Infor-
mation [NCBI] Basic Local Alignment Search Tool [BLAST]) para llevar a cabo comparaciones de homologia con
secuencias contenidas en la base de datos de 4cido nucleico del GenBank. Se descubrié que otros dos laboratorios
trabajando sobre diferentes proyectos aislaron independientemente una molécula de ADNc esencialmente idéntica.

Scanlan y colaboradores aislaron primero el ADNc idéntico de 1-NY-CO-7 utilizando un proceso descrito en
un articulo: “Characterization of human colon cancer antigens recognized by autologous antibodies” publicado por
Scanlan y colaboradores [Int. J. Cancer 76, 652-658 (1998)]. La aproximacién utilizada por estas personas fue similar
a aquella empleada para el descubrimiento del ADNc de ME-5 en que estos investigadores seleccionaron bibliotecas
de ADNCc de cancer colorectal con suero de pacientes con cancer colorectal. La comparacién de la secuencia de ME-5
con aquella de 1-NY-CO-7 revel6 un nimero sustancial de diferencias entre las dos. Primero, en el manuscrito de la
secuencia del ARNm de 1-NY-CO-7 se report6 que era quizds 1,22 kb ligeramente més pequefia que la secuencia de
ME-5 de esta invencién. Segundo, se reporté que la proteina de 1-NY-CO-7 era de un tamafio 356 aminoécidos que
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es considerablemente mds larga que la proteina ME-5 predicha. Finalmente, hubo tres faltas de correspondencia en las
bases de la porcién carboxi terminal de las dos secuencias y dos de estas resultaron en cambios de aminoécidos. Los
cambios de nucleédtidos fueron en el nucleétido 807 (C -> G [ocurre en la tercera posicién del codén sin cambio del
aminodcido -> prolina]), 814 (C -> G [arginina -> glicina]), y 838 (C -> T [leucina -> fenilalanina]) con relacién al
dominio de codificacién de ME-5. Los autores comentaron que la secuencia de 1-NY-CO-7 era nueva (poca o ninguna
homologia con las secuencias de ADN enlistadas en las bases de datos del GenBank/EMBO con la excepcién de las
etiquetas de la secuencia expresada), y teniendo la proteina repeticiones tetratricopéptido (TPR, ver mas adelante).
La secuencia de 1-NY-CO-7 no apareci6 entre estas secuencias especificas de colon que fueron caracterizadas en el
articulo, en vez de eso, fue enviada directamente al GenBank sin una caracterizacién adicional del dcido nucleico o la
proteina. Cuando se compararon las secuencias de 1-N'Y-CO-7 en el GenBank con aquellas de ME-5, fueron idénticas
excepto por las tres faltas de correspondencia de los nucleétidos descritas anteriormente.

Segundo, Ballinger y colaboradores identificaron el terminal carboxilo idéntico de la proteina que interactia con
Hsp70 (CHIP) utilizando un proceso drasticamente diferente descrito en un articulo publicado: “Identification of
CHIP, a novel tetratricopéptido repeat-containing protein that interacts with heat shock proteins and negatively reglates
chaperone functions” Ballinger y colaboradores [Mol. Cell. Biol. 19, 4535-4545 (1999)]. En este articulo los autores
se interesaron en el aislamiento de nuevas proteinas que contienen repeticiones de tetratricopéptido. Se identificé la
secuencia de CHIP por medio de la seleccién de una biblioteca de ADNc cardiaco con la secuencia de ADNc para
la proteina humana CyP-40 con condiciones de rigurosidad diferentes. Una hibridacién de baja rigurosidad (42°C)
produjo 12 clones que no hibridaron con mayor rigurosidad (55°C). La caracterizacién de los clones reveld que 8 de
ellos correspondieron a CyP-40 humana, y 4 clones que codificaron CHIP que fue una secuencia sin homologia con
genes conocidos. La caracterizacién de CHIP revel6 que interactda tanto con Hsc70 como con Hsp70 por medio de
enlazamiento con el terminal carboxilo de estas proteinas a través de secuencias dentro del terminal amino de CHIP.
En forma muy interesante CHIP recombinante inhibi6 la actividad de la ATPasa estimulada con Hsp40 de Hsc70 y
Hsp70 sugiriendo que regul6 la reaccién mas adelante del ciclo de enlazamiento del sustrato.

Ambas secuencias tienen una homologia casi perfecta con las secuencias del 4cido nucleico y la proteina de ME-5
de esta invencion. Sin embargo, la utilidad anticipada de ME-5 en el diagndstico de la endometriosis no fue contem-
plada por los articulos anteriormente mencionados.

Se presenta la secuencia de ADNc de ME-2 en la Figura 2A (SEQ ID NO: 4) y tiene un tamafio de 1.332 pares de
bases excluyendo la pista poli dA. Se identificé una secuencia 5’ no codificadora de 54 pares de bases justo secuencia
arriba del codén de inicio ATG sospechoso. Existe una secuencia 3’ no codificadora de 95 pares de bases secuencia
abajo del coddn de detencién TAG y esta es seguida por un tramo de residuos dA que corresponderian a la cola poli A
en el extremo 3 del ARNm. Tanto el codén de inicio como el de detencién estdn destacados en negrilla en las Figuras
2A y 2B. La secuencia de codificaciéon de ME-2 se muestra en la Figura 2B (SEQ ID NO: 5) como la predicha a partir
de la secuencia completa aislada de ADNc (Figura 2A). La regién de codificacién tiene un tamafo de 1182 pares de
bases, incluidos los codones de inicio y detencién. El ADNc codifica para una proteina predicha de 393 aminodacidos
mostrada en la Figura 2C (SEQ ID NO: 6) y el peso molecular calculado fue aproximadamente de 45.000 Daltons. El
producto de traduccidn es ligeramente 4cido con un valor isoeléctrico calculado de 8,8.

Se utilizaron bisquedas en las bases de datos asistidas por computador (National Center for Biotechnology Infor-
mation [NCBI] Basic Local Alignment Search Tool [BLAST]) para llevar a cabo comparaciones de homologia con
el ADNc de ME-2 con secuencias contenidas en la base de datos de 4cido nucleico del GenBank. Se descubrié que
mientras existan varias dependencias por grupos involucrados con andlisis de la secuencia de genoma humano todos
los documentos son dependencias directas. Ademads, ninguna de estas dependencias ha sido publicada en la literatura
cientifica y todas se refieren a “proteina desconocida” o a “proteina hipotética” o a “producto proteinico no identifi-
cado” y no a un producto definido o funcién. Estas pueden encontrarse en los nimeros de acceso GI: 12652526, GI:
22761484, y GI: 24431994 por ejemplo. Por lo tanto, aunque las secuencias correspondientes al ADNc de ME-2 y a
la proteina estan presentes en el dominio publico, no se conoce la naturaleza y la intervencién de la proteina en la en-
dometriosis ciertamente no es anticipada por esta informacién piblica. En consecuencia, las secuencias de la proteina
y del ADNc de ME-2 son tnicas y estdn implicadas en forma exclusiva en la enfermedad humana de la endometriosis
por las descripciones contenidas en esta invencion.

Se presenta la secuencia de ADNc de EPP2 en la Figura 3A (SEQ ID NO: 7) y tiene un tamafio de 868 pares de
bases excluyendo la pista poli dA. Se identific6 una secuencia 5° no codificadora de 45 pares de bases justo secuencia
arriba del codén de inicio ATG sospechoso. Existe una secuencia 3’ no codificadora de 522 pares de bases secuencia
abajo del codén de detencion TAA y esta es seguida por un tramo de residuos dA que corresponderian a la cola poli A
en el extremo 3 del ARNm. Tanto el codén de inicio como el de detencién estdn destacados en negrilla en las Figuras
3A y 3B. La secuencia de codificacién de EPP2 se muestra en la Figura 3B (SEQ ID NO: 8) como la predicha a partir
de la secuencia completa aislada de ADNc (Figura 3A). La regién de codificacién tiene un tamafio de 300 pares de
bases, incluidos los codones de inicio y detencién. El ADNc codifica para una proteina predicha de 99 aminodcidos
mostrada en la Figura 3C (SEQ ID NO: 9) y el peso molecular calculado fue aproximadamente de 9.300 Daltons. En
forma muy interesante, 18 de los aminodcidos son residuos de arginina, por lo tanto el producto de traduccién es muy
basico con un valor isoeléctrico calculado de 12,5.

Se utilizaron biisquedas en las bases de datos asistidas por computador (National Center for Biotechnology Infor-
mation [NCBI] Basic Local Alignment Search Tool [BLAST]) para llevar a cabo comparaciones de homologia con el
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ADNc de EPP2 con secuencias contenidas en la base de datos de 4cido nucleico del GenBank. En la forma descrita
anteriormente para ME-2, se descubri6 que EPP2 estaba también representado por varias dependencias directas de
grupos involucrados con andlisis de la secuencia de genoma humano. Ademads, como se describié anteriormente, nin-
guna de estas dependencias ha sido publicada en la literatura cientifica y todas se refieren a “proteina desconocida” o
a “proteina hipotética” o a “producto proteinico no identificado” y no a un producto definido o funcién. Estas pueden
encontrarse en los nimeros de acceso GI: 12652993, GI: 24308450, y GI: 20892293 por ejemplo. Por lo tanto, aunque
las secuencias correspondientes al ADNc de EPP2 y a la proteina estdn presentes en el dominio ptblico, no se conoce
la naturaleza y la intervencién de la proteina en la endometriosis ciertamente no es anticipada por esta informacién
publica. En consecuencia, las secuencias de la proteina y del ADNc de EPP2 son tnicas y estdn implicadas en forma
exclusiva en la enfermedad humana de la endometriosis por las descripciones contenidas en esta invencion.

Ejemplo 3

Transferencias tipo Northern con Sondas Marcadas en Forma Radioactiva de ME-5, ME-2 y EPP2: Patron del Ca-
rdcter y Expresion del ARNm

El perfil de expresion génica de ME-5 de tejidos humanos normales se hizo llevando a cabo el andlisis de trans-
ferencias tipo Northern con un Multiple Tissue Northern Blot comercial (BD Biosciences; San Diego, CA), cuyos
resultados se presentan en la Figura 4. La transferencia comercial tipo Northern contenia ARN de los siguientes teji-
dos: bazo, timo, préstata, testiculo, ttero, intestino delgado, colon (sin mucosa), y leucocitos de sangre periférica. Se
aisld la secuencia completa de codificacion de 912 pares de bases por medio de electroforesis en un gel de agarosa de
bajo punto de fusion, y marcado con **P por medio de imprimacion aleatoria. Se utilizé una sonda de ME-5 marcada
con **P para hibridacion con la transferencia tipo Northern utilizando el procedimiento suministrado por el fabricante.
Después de lavar la transferencia se la expuso a una pelicula de rayos X. Después del revelado de la pelicula, una
banda de aproximadamente 1,4 kb sobre la transferencia de Northern corresponde al transcripto de ME-5 del tamafio
esperado (Figura 4). El transcripto puede ser observado en todos los tejidos y es particularmente abundante en tejidos
de prostata, testiculo y ttero.

El perfil de expresion génica de ME-2 de tejidos humanos normales se hizo llevando a cabo el andlisis de trans-
ferencias tipo Northern con un Multiple Tissue Northern Blot comercial (BD Biosciences; San Diego, CA), cuyos
resultados se presentan en la Figura 5. La transferencia comercial tipo Northern contenia ARN de los siguientes teji-
dos: bazo, timo, préstata, testiculo, ttero, intestino delgado, colon (sin mucosa), y leucocitos de sangre periférica. Se
aislé la secuencia completa de codificacion de 1182 pares de bases por medio de electroforesis en un gel de agarosa de
bajo punto de fusién, y marcado con **P por medio de imprimacion aleatoria. Se utilizé una sonda de ME-2 marcada
con **P para hibridacion con la transferencia tipo Northern utilizando el procedimiento suministrado por el fabricante.
Después de lavar la transferencia se la expuso a una pelicula de rayos X. Después del revelado de la pelicula, una banda
de aproximadamente 2,0 kb sobre la transferencia de Northern corresponde al transcripto de ME-2 que hibrida con
la sonda marcada (Figura 5). El transcripto puede ser observado en todos los tejidos y es particularmente abundante
en prostata y testiculo. Ademas, se observaron buenos niveles de hibridacién entre los ARN expresados en tejidos de
bazo, utero, intestino delgado, colon, y linfocitos de sangre periférica. En forma muy interesante, a pesar del patrén
observado con los linfocitos de sangre periférica, se podia detectar relativamente poca sefial en tejido de timo.

El perfil de expresién génica de EPP2 de tejidos humanos normales se hizo llevando a cabo el andlisis de trans-
ferencias tipo Northern con un Multiple Tissue Northern Blot comercial (BD Biosciences; San Diego, CA), cuyos
resultados se presentan en la Figura 6. La transferencia comercial tipo Northern contenia ARN de los siguientes teji-
dos: bazo, timo, prostata, testiculo, ttero, intestino delgado, colon (sin mucosa), y leucocitos de sangre periférica. Se
aisl6 la secuencia completa de 300 pares de bases que codifica a EPP2 por medio de electroforesis en un gel de agarosa
de bajo punto de fusién, y marcado con **P por medio de imprimacion aleatoria. Se utiliz6 una sonda de EPP2 marcada
con **P para hibridacién con la transferencia tipo Northern utilizando el procedimiento suministrado por el fabricante.
Después de lavar la transferencia se la expuso a una pelicula de rayos X. Después del revelado de la pelicula, una
banda de aproximadamente 1,0 kb sobre la transferencia de Northern corresponde al transcripto de EPP2 que hibrida
con la sonda marcada (Figura 6). El transcripto puede ser observado en todos los tejidos y es mds abundante en tejidos
de prostata, testiculo, colon y linfocitos de sangre periférica. Ademas, estd presente el transcripto pero los niveles
relativos de hibridacién son menores entre los ARN expresados en tejidos de bazo, timo, ttero e intestino delgado.

Ejemplo 4
Expresion de Proteinas Recombinantes ME-5, ME-2 y EPP2 en una Célula Huésped de Insecto

El antigeno ME-5 fue clonado para expresion como una proteina de fusién etiquetada con histidina 6X en células
de insecto. La secuencia del inserto de ADNc de ME-5 fue generada por medio de amplificacién con PCR utilizando
iniciadores especificos que flanquearon la region de codificacién de 912 pb. Los sitios tnicos para las enzimas de
restriccion Bam HI y Eco Rl fueron incorporados dentro de los iniciadores para mantener el marco de lectura de ME-5
con las secuencias del vector. Se digirieron los amplicones de la PCR con las enzimas de restriccién Bam Hl y Eco RI
(Stratagene; San Diego, CA) y se purificé por medio de electroforesis en gel de agarosa. Se digiri6é también el vector
de transferencia de la célula de insecto Blue Bac His2a (Stratagene; San Diego, CA) con las enzimas de restriccién
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Bam Hl y Eco Rl y se las traté con fosfatasa alcalina de intestino de ternera. Se 1ligé el inserto de ADNc de ME-
5 con el vector y se transformaron las bacterias competentes. Se cultivaron los clones aislados individuales, se aislé
el ADN del plasmido, y se digirié con las enzimas de restricciéon Bam HI y Eco RI. Se escogieron los clones que
producen una banda de aproximadamente 900 pb ademds del vector lineal. Varios candidatos fueron caracterizados
adicionalmente por medio del andlisis de la secuencia de ADN para verificar que no se presentaron cambios durante
el proceso de amplificacion por PCR y clonacién. Se confirmé un clon para no tener mutaciones y este fue utilizado
para el desarrollo de vectores recombinantes de baculovirus. Se generaron baculovirus recombinantes por medio de
cotransfeccion de células de insecto Sf9 con ADN de baculovirus y el vector de transferencia de ME-5. Los baculovirus
fueron aislados por medio de purificacion en placa y utilizados para evaluar patrones de expresion en cultivos piloto. El
virus baculovirus recombinante y los cultivos a escala piloto fueron evaluados por patrones de expresion. Se identificd
un clon de baculovirus recombinante que expresé un antigeno de aproximadamente 38 kD, que fue detectado tanto
en la fraccion soluble como en la insoluble de los lisados de células de insecto. Se expandi6 el clon en existencias a
gran escala del virus para expresion de proteina recombinante ME-5. Esto fue utilizado para infectar un cultivo a gran
escala de células de insecto Sf9. El patrén de expresion se ilustra en la Figura 7, y se visualiza mejor por medio del
andlisis de transferencias tipo Western (Figura 7). Se confirmé la presencia de ME-5 recombinante con un anticuerpo
monoclonal comercial anti-HisG (Invitrogen; Carlsbad, CA) seguido por un anticuerpo secundario de IgG antiratén de
conejo marcado con 1. Esto confirma la presencia de una proteina etiquetada con histidina 6X de aproximadamente
38 kD que es el peso molecular esperado para ME-5. La proteina recombinante fue detectada tanto en la fraccién
soluble como en la insoluble de los lisados de célula de insecto, pero parece que se localiza ligeramente mds antigeno
en la fraccion soluble. Ademads, algo de antigeno estaba presente en el PBS utilizado para lavar las células infectadas
antes de la lisis.

Se clon6 el antigeno ME-2 para expresién como una proteina de fusién etiquetada con histidina 6X en células
de insecto como se describié anteriormente para la actividad de ME-5. La secuencia del inserto de ADNc de ME-
2 fue generada por medio de amplificacién por PCR utilizando iniciadores especificos que flanqueaban la regién de
codificacion de 1182 pb. Los sitios tnicos para las enzimas de restriccion Bam HI y Eco RI fueron incorporados
dentro de los iniciadores para mantener el marco de lectura de ME-2 con las secuencias del vector. Se digirieron los
amplicones de la PCR con las enzimas de restriccién Bam HI 'y Eco RI (Stratagene; San Diego, CA) y se purificé por
medio de electroforesis en gel de agarosa. Se digiri6 también el vector de transferencia de la célula de insecto Blue Bac
His2a (Stratagene; San Diego, CA) con las enzimas de restricciéon Bam Hl y Eco Rl y se las traté con fosfatasa alcalina
de intestino de ternera. Se ligé el inserto de ADNc de ME-2 con el vector y se transformaron las bacterias competentes.
Se cultivaron los clones aislados individuales, se aislé el ADN del plasmido, y se digiri6 con las enzimas de restriccion
Bam Hl y Eco RI. Se escogieron los clones que producen una banda de aproximadamente 1100 pb ademas del vector
lineal. Varios candidatos fueron caracterizados adicionalmente por medio del anélisis de la secuencia de ADN para
verificar que no se presentaron cambios durante el proceso de amplificacién por PCR y clonacién. Se confirmé un
clon para no tener mutaciones y este fue utilizado para el desarrollo de vectores recombinantes de baculovirus. Se
generaron baculovirus recombinantes por medio de cotransfeccidn de células de insecto Sf9 con ADN de baculovirus
y el vector de transferencia de ME-2. Los baculovirus fueron aislados por medio de purificacion en placa y utilizados
para evaluar patrones de expresion en cultivos piloto. El virus baculovirus recombinante y los cultivos a escala piloto
fueron evaluados por patrones de expresion. Se identificé un clon de baculovirus recombinante que expres6 un antigeno
de aproximadamente 49 kD, que fue detectado tanto en la fraccién soluble como en la insoluble de los lisados de células
de insecto. Se expandio el clon en existencias a gran escala del virus para expresién de proteina recombinante ME-
2. Esto fue utilizado para infectar un cultivo a gran escala de células de insecto Sf9. El patrén de expresion se ilustra
en la Figura 8, y se visualiza mejor por medio del andlisis de transferencias tipo Western (Figura 8). Se confirmé
la presencia de ME-2 recombinante con un anticuerpo monoclonal comercial anti-HisG (Invitrogen; Carlsbad, CA)
seguido por un anticuerpo secundario de IgG antiratén de conejo marcado con '*I. Esto confirma la presencia de
una proteina etiquetada con histidina 6X de aproximadamente 49 kD que es el peso molecular esperado para ME-2.
La proteina recombinante fue detectada tanto en la fraccién soluble como en la insoluble de los lisados de célula de
insecto, pero parece que se localiza ligeramente més antigeno en la fraccion soluble. Ademads, algo de antigeno estaba
presente en el PBS utilizado para lavar las células infectadas antes de la lisis.

Se clono el antigeno EPP2 para expresion como una proteina de fusidn etiquetada con histidina 6X en células de
insecto como se describié anteriormente. La secuencia del inserto de ADNc de EPP2 fue generada por medio de am-
plificacién por PCR utilizando iniciadores especificos que flanqueaban la region de codificacion de 300 pb. Los sitios
unicos para las enzimas de restriccion Bam HI y Eco RI fueron incorporados dentro de los iniciadores para mantener
el marco de lectura de EPP2 con las secuencias del vector. Se digirieron los amplicones de la PCR con las enzimas de
restriccion Bam Hl y Eco RI (Stratagene; San Diego, CA) y se purificé por medio de electroforesis en gel de agarosa.
Se digiri6 también el vector de transferencia de la célula de insecto Blue Bac His2a (Stratagene; San Diego, CA) con
las enzimas de restriccién Bam Hl y Eco Rl y se las trat6 con fosfatasa alcalina de intestino de ternera. Se ligé el
inserto de ADNc de EPP2 con el vector y se transformaron las bacterias competentes. Se cultivaron los clones aislados
individuales, se aislé el ADN del plasmido, y se digiri6 con las enzimas de restriccién Bam Hl y Eco RI. Se escogieron
los clones que producen una banda de aproximadamente 300 pb ademads del vector lineal. Varios candidatos fueron
caracterizados adicionalmente por medio del andlisis de la secuencia de ADN para verificar que no se presentaron
cambios durante el proceso de amplificacién por PCR y clonacién. Se confirmé un clon para no tener mutaciones y es-
te fue utilizado para el desarrollo de vectores recombinantes de baculovirus. Se generaron baculovirus recombinantes
por medio de cotransfeccidn de células de insecto Sf9 con ADN de baculovirus y el vector de transferencia de EPP2.
Los baculovirus fueron aislados por medio de purificacién en placa y utilizados para evaluar patrones de expresion
en cultivos piloto. El virus baculovirus recombinante y los cultivos a escala piloto fueron evaluados por patrones de

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326324 T3

expresion. Se identificé un clon de baculovirus recombinante que expresé un antigeno de aproximadamente 9 kD, que
fue detectado tanto en la fraccién soluble como en la insoluble de los lisados de células de insecto. Se expandi6 el clon
en existencias a gran escala del virus para expresién de proteina recombinante EPP2. Esto fue utilizado para infectar
un cultivo a gran escala de células de insecto Sf9. El patrén de expresion se ilustra en la Figura 9, y se visualiza mejor
por medio del andlisis de transferencias tipo Western (Figura 9). Se confirmé la presencia de EPP2 recombinante con
un anticuerpo monoclonal comercial anti-HisG (Invitrogen; Carlsbad, CA) seguido por un anticuerpo secundario de
IgG antiraton de conejo marcado con '*1. Esto confirma la presencia de una proteina etiquetada con histidina 6X de
aproximadamente 9 kD que es el peso molecular esperado para EPP2. La proteina recombinante fue detectada tanto
en la fraccion soluble como en la insoluble de los lisados de célula de insecto, pero parece que se localiza ligeramente
mads antigeno en la fraccion soluble. En contraste con los patrones observados con la expresion de la proteina ME-5 y
ME-2, no estaba presente antigeno EPP2 en el PBS utilizado para lavar las células infectadas antes de la lisis.

Ejemplo 5
Purificacion de Proteina Recombinante ME-5, ME-2 y EPP2 a partir de Células de Insecto

Los estudios adicionales de los antigenos ME-5, ME-2 y EPP2 requieren de cantidades sustanciales de proteina
aislada. Especificamente, se las requiere para evaluar la reactividad de las proteinas ME-5, ME-2 y EPP2 con es-
pecimenes de suero de una paciente con endometriosis para establecer relevancia clinica. Se aislaron los antigenos
recombinantes ME-5, ME-2 y EPP2 de la fraccién soluble o del lisado celular completo por medio de cromatografia
de afinidad con metal inmovilizado IMAC).

Se aisl6 el antigeno recombinante ME-5 de la fraccion soluble del lisado de células de insecto. En resumen, se
recolectaron las células de insecto infectadas con baculovirus recombinante ME-5 después de tres dias de infeccién
por centrifugacion. Se lavaron las células dos veces con PBS y se congel6 el precipitado celular durante una hora a
-70°C. Después de descongelar el precipitado celular se lo suspendi6 en amortiguador d enlazamiento (NaCl 500 mM,
Tris-HC1 20 mM, pH 8,0) suplementado con un cdctel inhibidor de proteasa para tejidos de mamifero (Sigma; St.
Louis, MO). Se sonic6 el lisado, y se lo centrifugd a 18.000 rpm, 4°C durante 20 minutos para separar las fracciones
soluble e insoluble. Se dializé la fraccién soluble contra amortiguador de enlazamiento, y se centrifugé a 18.000 rpm,
4°C para remover impurezas que podrian afectar el desempefio de la columna. Se equilibré la resina de Sefarosa de
quelacién cargada con niquel (Amersham Biosciences; Piscataway, NJ) dos veces con un volumen de columna 2X de
amortiguador de enlazamiento. Se incubd la resina con el lisado de células de insecto de ME-5 durante 20 minutos
sobre un balancin a temperatura ambiente. Se cargé la mezcla de resina/lisado sobre una columna y se lavé con 40
volimenes de columna del amortiguador de Lavado de Columna A20 (imidazol 20 mM; NaCl 500 mM; Tris-HCI
20 mM, pH 8,0). Se eluyé la proteina enlazada ME-5 de la columna con amortiguador de elusién (imidazol 500
mM; NaCl 500 mM; Tris-HC1 20 mM, pH 7,5). Se afiadi6 un céctel inhibidor de proteasa a las fracciones de elusién
reunidas y se midi6 la concentracién de proteina por medio del ensayo BCA (Pierce; Rockford, IL) utilizando una
curva estdndar de BSA. Se analizaron las muestras de proteina eluida por SDS PAGE seguido por coloracién con
azul de Coomassie o transferencia a nitrocelulosa y transferencia tipo Western como se muestra en la Figura 10. Se
dividieron tales preparaciones aisladas de proteina ME-5 en alicuotas y se almacend a -20°C con glicerol al 30%.

Se aislé también el antigeno recombinante ME-2 de la fraccion soluble del lisado de células de insecto. En resumen,
se recolectaron las células de insecto infectadas con baculovirus recombinante ME-2 después de tres dias de infeccién
por centrifugacién. Se lavaron las células con PBS y se lisaron las células como se describié anteriormente. Después
de didlisis de la fraccion soluble se permitié el enlazamiento con la resina de Sefarosa de quelacién cargada con
niquel (Amersham Biosciences; Piscataway, NJ) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se cargé la mezcla de
resina/lisado sobre una columna y se lavd secuencialmente con amortiguador de enlazamiento desnaturalizante A10
(imidazol 10 mM; NaCl 1M; Tris-HCl 20 mM, pH 8,0, glicerol al 10%, urea 6M), A15 (amortiguador A10 que
contiene imidazol 15 mM), y A20 (amortiguador A10 con imidazol 20 mM). Se eluy6 la proteina enlazada ME-2 de
la columna con amortiguador de elusién (imidazol 500 mM; NaCl 500 mM; Tris-HCI 20 mM, pH 7,5). Se afiadié un
coctel inhibidor de proteasa a las fracciones de elusidn reunidas y se midi6 la concentracién de proteina por medio
del ensayo BCA (Pierce; Rockford, IL) utilizando una curva estdndar de BSA. Se analizaron las muestras de proteina
eluida por SDS PAGE seguido por coloracién con azul de Coomassie o transferencia a nitrocelulosa y transferencia
tipo Western como se muestra en la Figura 11. Se dividieron tales preparaciones aisladas de proteina ME-2 en alicuotas
y se almacend a -20°C con glicerol al 30%.

Se aisl6 el antigeno recombinante EPP2 del lisado completo de células de insecto. Se recolectaron las células de
insecto infectadas con baculovirus recombinante EPP2 después de tres dias de infeccion por centrifugacién. Se lavaron
las células dos veces con PBS y se congel6 el precipitado celular durante una hora a -70°C. Después de descongelar
el precipitado celular se lo suspendié en amortiguador de enlazamiento desnaturalizante (NaCl 750 mM, Tris-HCI 20
mM, pH 8,0, glicerol al 10%, clorhidrato de guanidina 6M) suplementado con un céctel inhibidor de proteasa para
tejidos de mamifero (Sigma; St. Louis, MO). Se sonic6 el lisado, y se centrifugd para separar las fracciones soluble
e insoluble. Se le permiti6 a la fraccion soluble enlazarse con resina de Sefarosa de quelacién cargada con niquel
(Amersham Biosciences; Piscataway, NJ) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se cargd la resina sobre una
columna y se lavé secuencialmente con amortiguador de enlazamiento desnaturalizante A10 (imidazol 10 mM; NaCl
IM; Tris-HC1 20 mM, pH 8,0, glicerol al 10%, urea 6M), A15 (amortiguador A10 que contiene imidazol 15 mM),
y A20 (amortiguador A10 con imidazol 20 mM), A25 (amortiguador A10 con imidazol 25 mM), y A30 (lo mismo
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que el amortiguador A10 pero con imidazol 30 mM). Se eluyo la proteina aislada EPP2 con amortiguador de elusién
desnaturalizante (imidazol 250 mM; NaCl 1M; Tris-HCI 20 mM, pH 7.5, glicerol al 10%, urea 6M). Se afiadié un
coctel inhibidor de proteasa a las fracciones de elusién reunidas y se dializé la proteina EPP2 contra amortiguador
d bicarbonato 0,2M con NaCl 0,5M vy cisteina/cistina para remover la urea. Después de la didlisis se concentran las
muestras si es necesario sobre Aquacide y se midi6 la concentracion de proteina por medio del ensayo BCA (Pierce;
Rockford, IL) utilizando una curva estandar de BSA. Se analizaron las muestras de proteina aislada EPP2 por SDS
PAGE seguido por Coomassie y transferencia tipo Western como se muestra en la Figura 12. Las muestras de proteina
se almacenan a -20°C con glicerol al 30%. Tales preparaciones aisladas de proteina EPP2 se dividen en alicuotas y se
almacena a -20°C con glicerol al 30%.

Ejemplo 6
Desarrollo de Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales para la proteina ME-5 fuero producidos utilizando métodos estdndar (G. Galfre y
colaboradores [1977] Nature 266: 550) con modificaciones (V. T. Oi y L. A. Herzenberg [1980] En B. B. Mishell
y S.M. Shiigi [eds.] Selected Method in Cellular Immunology [San Francisco: W. H. Freeman]). Tales anticuerpos
monoclonales reactivos son valiosos para estudios adicionales del cardcter de la proteina ME-5, y para ayudar al de-
sarrollo de inmunoensayos para determinar el significado clinico de la proteina en pacientes con endometriosis. Se
inmunizaron ratones (BALB/c) con antigeno recombinante ME-5 aislado y la respuesta del anticuerpo al antigeno
monitoreado en estos animales por medio de técnicas de ELISA y transferencias tipo Western con el suero de los ani-
males. Cuando la respuesta del anticuerpo fue significativa, los animales recibieron un refuerzo con otra inmunizacién
con el antigeno ME-5. Tres dias después se removié el bazo de un animal y se aislaron las células inmunes del 6rgano.
Se fusionaron las células aisladas de bazo con la linea celular de mieloma de ratén Sp2/0 que no produce inmunoglo-
bulina (M. Shulman y colaboradores [1978] Nature 276: 269). Se seleccionaron las células de hibridoma resultantes
en medio de cultivo que contenia reactivos HAT. Se clonaron las células candidatas de hibridoma un minimo de dos
veces limitando la dilucién y se seleccionaron los clones por medio de ELISA utilizando antigeno aislado ME-5. Se
encontrd que una linea celular de hibridoma denominada 2D1 reacciona particularmente bien con el antigeno aislado
ME-5 y fue seleccionada para experimentos adicionales.

Ejemplo 7
Identificacion de Antigeno Nativo ME-5 y Distribucion en el Tejido

Inicialmente el 2D1 monoclonal fue utilizado en experimentos de transferencias tipo Western sobre extractos de
proteina obtenidos de células cultivadas de carcinoma endometrial RL95-2. Las células cultivadas RL95-2 fueron
lisadas por medio de sonicacidn, y se removieron los residuos insolubles por centrifugacién. Se analiz6 una porcién
de la fraccidn soluble sobre geles SDS PAGE adyacentes a una muestra de proteina recombinante ME-5 aislada. La
Figura 13 muestra el patron de andlisis de transferencias tipo Western obtenido con al anticuerpo monoclonal 2D1
anti-ME-5. El monoclonal reaccioné bien con el antigeno recombinante aislado y se observé la reactividad de 2D1
con un peso molecular estimado de 38 kD. En el extracto de proteina RL95-2 existia una banda clara de reactividad
con la proteina natural ME-5 que parecia ser ligeramente mayor que la recombinante aislada.

Estos estudios del antigeno natural ME-5 fueron ampliados para incluir extractos de tejido obtenidos a partir de
diferentes 6rganos humanos. En estos experimentos de transferencia tipo Western se estudiaron diferentes tejidos in-
cluidos los de bazo, cerebro, pulmén, corazén, higado, ovario, placenta, testiculo, misculo esqueletal y riiién humanos.
Se separaron extractos de proteina de tejido humano comercialmente disponibles (Protein Medleys: BD Biosciences;
San Diego, CA) por medio de electroforesis sobre geles SDS PAGE utilizando las instrucciones suministradas por el
fabricante. Se evaluaron los extractos de proteina por medio de transferencias tipo Western utilizando el monoclonal
2D1 anti-ME-5 como anticuerpo primario y se detectaron los complejos inmunes con un anticuerpo antiratén mar-
cado con '®I. Los resultados se muestran en la Figura 14 y habia una banda fuerte de reactividad con la proteina
recombinante ME-5 aislada incluida como control. Ademads, la proteina natural ME-5 parece estar presente en casi
todos los tejidos examinados, y apropiadamente la proteina parece estar presente en las concentraciones mads altas en
tejido de ovario. La presencia de la proteina ME-5 en otro tejido reproductivo lleva a suponer que el antigeno puede
ser expresado naturalmente en niveles altos en esta clase de érganos. Por lo tanto, es probable que ME-5 pueda jugar
un papel principal en la regulacion de las funciones que se presentan en el sistema reproductivo. Por consiguiente,
seria mas probable que ME-5 sea el objetivo de anticuerpos anti-endometriales generados durante la endometriosis.
Se registraron también buenos niveles de expresion en extractos de tejido de corazén, higado y rifiidn. Esta es alentador
también debido a que la proteina CHIP discutida en el Ejemplo 2 fue aislada de una biblioteca de ADNc cardiaco.
Se encontraron niveles algo menores pero detectables de ME-5 natural en la mayoria de los extractos restantes de
tejido.
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Ejemplo 8
Hallazgos Clinicos: Reactividad de los Antigenos ME-5, ME-2 y EPP2 con Sueros de Pacientes con Endometriosis

Se evalud el significado clinico de las proteinas ME-5, ME-2 y EPP2 utilizando los estudios de inmunotrans-
ferencias para medir la reactividad con los anticuerpos presentes en el suero de pacientes con endometriosis. Estos
experimentos de transferencias en linea fueron disefiados para identificar anticuerpos IgG en suero humano reactivos
con las proteinas recombinantes. En resumen, la transferencia en linea utiliza los antigenos de las proteina recombi-
nantes ME-5, ME-2 y EPP2 que estdn inmovilizados sobre una membrana de nitrocelulosa en una ubicacién discreta
y en la forma de una linea que abarca la superficie. Ademas, se incluye una linea de control de reactivo para verificar
que se hayan seguido las condiciones especificas del ensayo. Después de cortar las membranas en una cantidad de
tiras individuales, estas fueron incubadas con suero de un paciente individual, y la IgG del paciente se enlaza con an-
tigenos inmovilizados en las lineas discretas. Se observan complejos inmunes por medio de la incubacién de las tiras
con anticuerpos IgG antihumanos marcados con enzima y la posterior reaccion del sustrato. Cuando se evalian estos
experimentos, se compararon las tiras tratadas con sueros de control con las tiras incubadas con sueros de pacientes
con endometriosis para facilitar el andlisis de la intensidad de coloracién de cada banda. El espécimen de suero del
paciente que muestra reactividad con los antigenos ME-5, ME-2 y EPP2 es considerado positivo si la intensidad de la
seflal es mds fuerte que la obtenida con la proteina sobre las tiras del paciente de control.

Algunas tiras representativas de transferencias en linea que contienen antigeno ME-5 tratadas con suero de pacien-
te normal de control se muestran en la Figura 15A. En contraste, el patrén de reactividad de pacientes representativos
con endometriosis con tiras similares es mostrado en la Figura 15B. Los sueros de pacientes con endometriosis reac-
cionaron consistentemente mucho mas fuertemente con la proteina ME-5 cuando se los comparé con sueros de control
(comparar los patrones de 15A y 15B). Generalmente se sefiala una concentracion particular de la proteina recombi-
nante ME-5 que ofrece la mejor discriminacién de reactividad para anticuerpos en pacientes con endometriosis con
relacion a los controles. En estos experimentos y en otros que se resumen mds adelante, esta concentracién fue de 0,036
miligramos de ME-5 por mililitro. Con este valor, muy pocos o ninguno de los pacientes de control reaccionaron, pero
la reactividad de estos pacientes con endometriosis fue sustancial.

En este experimento se evaluaron un total de 47 sueros de pacientes con endometriosis (Diagnostic Support; Bos-
ton, MA) junto con 24 controles negativos. Se muestran algunos datos representativos en las figuras discutidas ante-
riormente, y se resume en la Tabla 1 la reactividad de todos los sueros de pacientes con endometriosis con el antigeno
recombinante ME-5. La reactividad de control es presentada en la Tabla 2. Un total de 27 de los pacientes con en-
dometriosis fueron fuertemente positivos en este experimento. Ademds, la mayor parte de estos sueros de pacientes
que parecieron estar por debajo de los 0,036 miligramos de ME-5 por mililitro de corte reaccionaron definitivamen-
te mejor con concentraciones mayores de antigeno comparados con los sueros de control negativo como se observo
anteriormente. Ninguno de los especimenes de control habia tenido mucha reactividad del anticuerpo con el antigeno
ME-5 como la medida por medio de la transferencia en linea. Por lo tanto, el marcador ME-5 reaccioné al menos con
el 57% de los sueros de pacientes con endometriosis evaluados en este experimento, y todo el patrén de reactividad
de los sueros de pacientes con endometriosis fue considerablemente mds fuerte con la proteina ME-5 cuando se lo
compard con los patrones observados con los sueros de control.

Algunas tiras representativas de transferencias en linea que contenian al antigeno ME-2 y tratadas con suero normal
de paciente de control se muestran en la Figura 16A. En contraste, el patrén de reactividad de pacientes representativos
con endometriosis con tiras similares es mostrado en la Figura 16B. Los sueros de pacientes con endometriosis reac-
cionan consistentemente mucho mas fuertemente con la proteina ME-2 cuando se los compara con sueros de control
(comparar los patrones de 16A y 16B). Generalmente se sefiala una concentracion particular de la proteina recombi-
nante ME-2 que ofrece la mejor discriminacién de reactividad para anticuerpos en pacientes con endometriosis con
relacién a los controles. En estos experimentos y en otros que se resumen mds adelante, esta concentracion fue de 0,018
miligramos de ME-2 por mililitro. Con este valor, muy pocos o ninguno de los pacientes de control reaccionaron, pero
la reactividad de los pacientes con endometriosis fue sustancial.

En este experimento se evaluaron un total de 47 sueros de pacientes con endometriosis (Diagnostic Support; Bos-
ton, MA) para reactividad con el antigeno ME-2 junto con 24 controles negativos. Se muestran algunos datos repre-
sentativos en las figuras discutidas anteriormente, y se resume en la Tabla 3 la reactividad de todos los sueros de
pacientes con endometriosis con el antigeno recombinante ME-2. La reactividad del paciente de control es presentada
en la Tabla 4. Un total de 25 de los pacientes con endometriosis fueron fuertemente positivos en este experimento.
Ademéds, la mayor parte de estos sueros de pacientes que parecieron estar por debajo de los 0,018 miligramos de ME-
2 por mililitro de corte reaccionaron definitivamente mejor con concentraciones mayores de antigeno comparados con
los sueros de control negativo como se observé anteriormente. Ninguno de los especimenes de control tuvieron mucha
reactividad del anticuerpo con el antigeno ME-2 como la medida por medio de la transferencia en linea. Por lo tanto, el
marcador ME-2 reaccion6 al menos con el 53% de los sueros de pacientes con endometriosis evaluados en este experi-
mento, y todo el patrén de reactividad de los sueros de pacientes con endometriosis fue considerablemente mas fuerte
con la proteina ME-2 cuando se lo comparé con los patrones observados con los sueros de control. Esto se ejemplifica
adicionalmente por el hecho de que se evalu6 una concentracién dos veces mayor (0,144 mg/ml) del antigeno ME-2
para reactividad con sueros de control, y la intensidad de la sefial observada para este fue considerablemente menor
que aquella generada con sueros de endometriosis con niveles menores de proteina.
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Como se observé para las actividades descritas anteriormente, el espécimen de suero de paciente que muestra
reactividad con el antigeno EPP2 es considerado positivo si la intensidad de la sefial es mds fuerte que aquella obtenida
con la proteina sobre las tiras del paciente de control. También se observé anteriormente que cuando se evaluaron estos
experimentos, las tiras tratadas con sueros de control fueron comparadas con las tiras incubadas con sueros de pacientes
con endometriosis para facilitar el andlisis de la intensidad de coloracién de cada banda. Algunas tiras representativas
de transferencias en linea que muestran la reactividad de EPP2 recombinante con suero normal de paciente de control
se muestran en la Figura 17A. En contraste, el patrén de reactividad de pacientes representativos con endometriosis
con tiras similares es mostrado en la Figura 17B. Generalmente los sueros de pacientes con endometriosis reaccionan
mucho mas fuertemente con la proteina EPP2 cuando se los compara con sueros de control (comparar los patrones
de 17A y 17B). Generalmente se sefiala una concentracion particular de la proteina recombinante EPP2 que ofrece
la mejor discriminacion de reactividad para anticuerpos en pacientes con endometriosis con relacion a los controles.
En estos experimentos y en otros que se resumen mds adelante, esta concentracion fue de 0,05 miligramos de EPP2
por mililitro. Con este valor, muy pocos o ninguno de los pacientes de control reaccionaron, pero la reactividad de los
pacientes con endometriosis fue sustancial.

En este experimento se evaluaron un total de 90 sueros de pacientes con endometriosis (Diagnostic Support; Bos-
ton, MA y Boston Biomedica; Boston) junto con 24 controles negativos. Se muestran algunos datos representativos
en las figuras discutidas anteriormente, y se resume en la Tabla 5 la reactividad de todos los sueros de pacientes con
endometriosis con el antigeno recombinante EPP2. La reactividad del paciente de control es presentada en la Tabla
6. Un total de 55 de los pacientes con endometriosis fueron fuertemente positivos en este experimento. Ademads, la
mayor parte de estos sueros de pacientes que parecieron estar por debajo de los 0,05 miligramos de EPP2 por mililitro
de corte reaccionaron definitivamente mejor con concentraciones mayores de antigeno comparados con los sueros de
control negativo como se observé anteriormente. Ninguno de los especimenes de control tuvieron mucha reactividad
del anticuerpo con el antigeno EPP2 como la medida por medio de la transferencia en linea. Por lo tanto, el marcador
EPP2 reaccion6 al menos con el 61% de los sueros de pacientes con endometriosis evaluados en este experimento, y
todo el patrén de reactividad de los sueros de pacientes con endometriosis fue considerablemente mas fuerte con la
proteina EPP2 cuando se lo comparé con los patrones observados con los sueros de control.

Todo el patrén de reactividad para los antigenos individuales ME-5, ME-2 y EPP2 estaba entre 53% y 61% y
esto parece ser suficientemente ttil como marcador de diagndstico para endometriosis. Sin embargo, por el examen
de los resultados resumidos en las Tablas 1, 3 y 5 es claro que diferentes pacientes con endometriosis no reaccionan
en la misma forma con cada uno de los 3 antigenos. Por lo tanto, si se considera el patrén de reactividad del suero
de pacientes con endometriosis para cada uno de los 3 antigenos, entonces este panel de marcadores hace ain mas
convincente la utilidad como andlisis de diagndstico. Por ejemplo, se evaluaron 47 pacientes con cada uno de los
antigenos ME-5, ME-2 y EPP2 y el patrén de reactividad con anticuerpos en uno o mds especimenes se resume en la
Tabla 7. Tomados juntos, mds del 83% de los sueros analizados contenian anticuerpos que reaccionan al menos con
uno de los antigenos ME-5, ME-2 o EPP2. En consecuencia, si se consideran los tres antigenos juntos como un panel
para andlisis de diagndstico entonces la frecuencia de los anticuerpos en pacientes con endometriosis que reaccionan
con ellos es considerable.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Patron completo de la reactividad de ME-5 con 47 pacientes con endometriosis

5 Los especimenes en suero de pacientes con endometriosis se obtuvieron a partir de un proveedor comercial (Diag-
nostic Support, Boston, MA) y se evalud su reactividad con antigeno recombinante ME-5 por medio de transferencias

en linea.

0 Suero | Reactividad con ME-5 Suero | Reactividad con ME-5
DSO1 + DS28 +
DS02 - DS29 +

15 DS03 + DS30 +
DS04 - DS31 +
DS05 + DS32 +

20 DS06 DS33 +
DS07 - DS34 +
DS08 - DS35 -

s DS09 + DS36 +
DS10 + DS37 -
DS11 + DS38
DS12 + DS39 +

30 DS13 - DS40
DS14 + DS41 -
DS15 - DS42 +

35 DS16 + DS43 +
DS17 + DS44 ¥
DS18 - DS45 +

40 DS19 - DS46 -
DS20 - DS47 -
DS21 - DS48 -
DS25 - DS49 -

3 DS26 - DS50 -
DS27 +

50

55

60

65
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TABLA 2

Patron completo de reactividad de ME-5 con sueros de 24 pacientes de control

Los especimenes en suero de un paciente de control se obtuvieron a partir de sangre interna extrafda
y se evalud la reactividad con antigeno recombinante ME-5 por medio de transferencias en linea

Suero

Reactividad con ME-S

Al

A2

A3

+

A4

A5

A6

A7

A8

A9

AlO

All

Al2

Al3

Al4

AlS

Al6

Al7

Al8

Al9

A20

A21

A22

A24

23
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TABLA 3

Patron completo de la reactividad de ME-2 con 47 pacientes con endometriosis

5 Los especimenes en suero de pacientes con endometriosis se obtuvieron a partir de un proveedor comercial (Diag-
nostic Support, Boston, MA) y se evalué su reactividad con antigeno recombinante ME-2 por medio de transferencias

en linea.

10 Suero | Reactividad con ME-2 Suero | Reactividad con ME-2
DSO01 - DS28 +
DS02 - DS29 -

Is DS03 - DS30 +
DS04 - DS31 +
DS05 - DS32 -
DS06 + DS33 +

20 DS07 - DS34 -
DS08 - DS35 +
DS09 - DS36 +

25 DS10 - DS37 -
DS11 - DS38 +
DS12 + DS39 +

30 DSI13 - DS40 +
DS14 - DS41 -
DS15 - DS42 +
DS16 - DS43 +

» DS17 + DS44 +
DS18 - DS45 +
DS19 + DS46 +

40 DS20 + DS47 -
DS21 + DS48 -
DS25 + DS49

45 DS26 + DS50 +
DS27 +

50

55

60

65
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TABLA 4

Patron completo de reactividad de ME-2 con sueros de 24 pacientes de control

Los especimenes de suero de un paciente de control se obtuvieron a partir de sangre interna

extraida y se evalud la reactividad con antigeno recombinante ME-2 por medio de

transferencias en linea

Suero

Reactividad con ME-2

Al

A2

A3

A4

AS

A6

A7

A8

A9

AlO

All

Al2

Al3

Al4

AlS

Al6

Al7

Al8

Al9

A20

A2l

A22

A23

A24

25
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TABLA 5

Patron completo de la reactividad de EPP2 con 90 pacientes con endometriosis

5 Los especimenes en suero de pacientes con endometriosis se obtuvieron a partir de un proveedor comercial (Diag-
nostic Support, Boston, MA) y se evalu6 su reactividad con antigeno recombinante EPP2 por medio de transferencias

en linea.

10 Suero | Reactividad con EPP2 Suero Reactividad con EPP2
DSoO1 - DS32 +
DS02 - DS33 +
DSO03 + DS34 -
P DS04 . DS35 ¥
DS05 + DS36 -
DS06 + DS37 -
20 DS07 - DS38 -
DS08 - DS39 -
DS09 - DS40 +
25 DS10 - DS41 -
DS11 - DS42 +
DS12 + DS43 +
DS13 - DS44 +
% DS14 - DS45 +
DS15 + DS46 +
DS16 - DS47 +
35 DS17 - DS48 +
DS18 - DS49 -
DSI19 + DS50 -
40 DS20 + BBIO1 -
DS21 + BBI02 +
DS22 + BBI03 +
DS23 - BBI04 +
. DS24 + BBIOS -
DS25 - BBI06 +
DS26 - BBIO7 +
30 DS27 + BBI08 +
DS28 + BBI09 +
DS29 + BBI10 +
55 DS30 + BBI11 +
DS31 + BBII12 +
60

65
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TABLA 5 (continuacién)

Suero | Reactividag con EPP2 Suero Reactividad con EPP2
BBI13 + BBI27 +
BBI14 - BBI28 +
BBI15 BBI29 -
BBI16 + BBI30 +
BBI17 - BBI31 +
BBI18 - BBI32 +
BBI19 - BBI33 -
BBI20 + BBI34 +
BBI21 - BBI35 +
BBI22 + BBI36 -
BBI23 + BBI37 +
BBI24 - BBI38 +
BBI25 + BBI39 +
BBI26 + BBI40 +
TABLA 6

Patron completo de reactividad de EPP2 con sueros de 24 pacientes de control

Los especimenes en suero de un paciente de control se obtuvieron a partir de sangre interna extrafda
y se evaluo la reactividad con antigeno recombinante EPP2 por medio de transferencias en linea

Suero

Reactividad con EPP2

Al

A2

A3

A4

AS

A6

A7

A8

A9

AlO

All

Al2

Al3

Al4

AlS

Al6

Al7

Al8

Al9

A20

A2]

A23

A24

27
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TABLA 7

Resumen del patron combinado del panel de reactividad de ME-5, ME-2 o EPP2 con 47 pacientes con endometriosis

5 Se evaluaron los especimenes en suero de un total de 47 de pacientes con endometriosis por la reactividad con cada
uno de los tres antigenos como se muestra en las tablas 1, 3 y 5. Se resume la reactividad completa de cada uno de

10 Suero | Reactividad con ME-5 Suero | Reactividad con ME-5
DSO1 + DS28 +
DS02 - DS29 +
15 DS03 + DS30 +
DS04 - DS31 +
DSO05 DS32 +
20 DS06 DS33 +
DS07 - DS34 +
DSO08 - DS35 +
DS09 + DS36 +
2 DS10 + DS37 -
DSI1 + DS38 +
DS12 + DS39
30 DS13 - DS40
DS14 + DS41 -
DS15 + DS42 +
35 DS16 + DS43 +
DS17 + DS44 +
DSI18 - DS45 +
DSI19 + DS46 -
0 DS20 + DS47 +
DS21 + DS48 +
DS25 + DS49 +
45 DS26 + DS50 +
DS27 +
50
Referencias citadas en la descripcién
Este listado de referencias citado por el solicitante es tnicamente para conveniencia del lector. No forma parte
del documento europeo de la patente. Aunque se ha tenido gran cuidado en la recopilacién, no se pueden excluir los
55 errores o las omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad en este sentido.
Documentos de patente citados en la descripcion
60 o US 20030032044 A [0010] e EP 1191107 A [0010]
e US 20020192647 A [0010] e EP 0387027 A [0010] [0016]
e US 2001046713 A [0010] e WO 0063675 A [0010]
65

estos pacientes con uno o mas de los marcadores.

e US 2001044158 A [0010]

e US 6531277 B [0011]
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e G. K. Husby. Acta. Obstet. Gynecol. Scand., 2003, vol. 82, 649 [0002]

¢ T. P. Canavan; L. Radosh. Postgrad. Med., 2000, vol. 107, 213 [0003] [0003] [0004]

e S. Pillai y colaboradores, Am. J. Reprod. Immunol., 1996, vol. 35, 483 [0003]
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REIVINDICACIONES
1. Un método para diagnosticar endometriosis en un individuo humano que comprende las etapas de:

(a) detectar una cantidad de prueba de un anticuerpo que especificamente se enlaza con al menos un polipéptido
ME-5 (SEQ ID NO: 3), un polipéptido ME-2 (SEQ ID NO: 6); y un polipéptido EPP2 (SEQ ID NO: 9) en
una muestra del individuo; y

(b) comparar la cantidad de prueba con el rango normal del anticuerpo en una muestra de control de un in-
dividuo que no sufre de endometriosis, por lo cual una cantidad de prueba por encima del rango normal
proporciona una indicacién positiva en el diagndstico de endometriosis.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la muestra comprende suero sanguineo.

3. El método de las reivindicaciones 1 6 2, en donde la etapa de deteccion incluye la captura del anticuerpo de
la muestra con un péptido inmovilizado donde dicho péptido es seleccionado del grupo que consiste de ME-2 o un
péptido que comprende un epitopo de ME-2, ME-5 o un péptido que comprende un epitopo de ME-5 y EPP2 o un
péptido que comprende un epitopo de EPP2 y la deteccién del anticuerpo capturado.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el polipéptido de enlazamiento incluye ME-2,
ME-5 y EPP2.

5. Una composicion que contiene todos los tres polipéptidos recombinantes ME-5, ME-2 y EPP2, cuya secuencia
de amino4cidos es sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO: 3, 6 y 9, respectivamente.
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Figura 1. Secuencia aislada de ADNc de ME-5

LISTADO DE SECUENCIA
INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
SEQIDNO |

LONGITUD: 1302

TIPO: ADN

ORGANISMO: Homo sapiens
CARACTERISTICA: SECUENCIA: 1

CCGGGAATGAAGGGCCANGGATCGCGGGCTCEGEC TGCGGGGL TCCGGETGLGGGCGC TGGRCCGLGAGGTGCHRAGC TTGGGAGCGGAGCCCA

94
GGCCCTTACTTCCCGETTCCTAGCGCCCGAGCCCGACGLCCCGAGGLCGACGCCCGLGACCCGGLGLTCCGCGCCTCGAM CCTCCCCTCGGGT

GGCCOTGCCECGLGECECATGANGGGCAAGGAGGAGAAGGAGGGLGGCGCALGGE TGGECECT GECOGCGLANGCCCCGAGAAGAGCLCGAGLG

188
CCGGCACGGLGLGCCGCGTACTICCCGTTCCTCCTCTTCCTCCCGCCGEETGCCGACCLGCEACCGCCGCCTTCGLGGLTCTTCTCGLGCTCGL

CGCAGGAGCTCAAGGAGCAGGGCAATCGTCTC TICGTGGGCCGAAGTACCCSGAGGLGGLGGCCTECTACGGCCGCGCGATCACCCGGANCCE

282
GCGTCCTCGAGTTCCTCGTCCCGTTAGCAGACAAGCACCCGGCTTTCATGGGLCTCCGCCGCCGGACGATGLCGGLGLGCTAGTGGGCCTTGLG

GCTGGTIGGCCGTGTATTACACCANCCGGGCCTIGTGCTACC TGAAGATGCAGCAGCACGAGCAGGCCCIGGCCGACTGCCGGLGCGCCCTCGAG

376
CGACCACCGGCACATAATGTGGTTGGCCCOGARCACGATGGACTTCTACGTCG TCGTGC TCGTCCGGGACCGRC TGACGLCCGLGCGGGACCTC

CTGGACGGGCAGTCTGTGAAGGCGCACT TCT TCCTGGGGCAGTGCCAGC TGGAGA TGGAGAGCTATGATGAGGCCATCGCCANTICTGCAGCGAG

470
GACC‘XGCCCGTCAGAC&CTTCCGCGTGA&WGGACCCCGTCACGGTCGACC?CTACCTCTCGATACTABCCGG?AGCGdTT!GICGTCGm

CTTACAGCCTGGCCAAGGAGCAGCGGC TGAACTTCGGGGACGACATCCCCAGCGC TCTTCGARTCGCGANGARGANGCGC TGGAACAGCATTGA

564
GAATGTCGGACCGGT TCCTCGTCGCCGACTTGAAGCCCCTGC TGTAGGGGTCGCGAGAAGC T TAGCGC T TCTTCT TCGCGACCTTGTCGTANCT

GGAGCGGCGCATCCACCAGGAGAGCGAGCTGCACTCCTACCTCICCAGGLTCATTGCCGCGGAGCGTGAGAGGGAGC TGGAAGAGTGCCAGCGA

658
CCTCCCCGLGTAGGTGGTCCTCTCGCTCGACGTGAGGATGGAGAGGTCCGAGTMCGGCGCCTCGCACTCTCCCTCGACCTTCTCACGGTCGCT

AACCACGAGGGTGATGAGGACGACAGCCACGTCCGGGCCCAGCAGGCCTGCAT TGAGGCCAAGCACGACAAGTACATGGCGGACATGGACGAGE

752
TTGGTGCTCCCACTACTCCTGC TG TCGGTGCAGGCCCGGGYCGTCCGGACGTAMC TCCGGT TCGTGC TGTICATGTACCGCCTETACCTGCTCG

TTTTITCTCAGGTGGATGAGAAGAGGAAGANGCGAGACATCCCCGACTACCTGTGTGGCAAGATCAGCTTIGAGC TGATGC GGGAGCCGTGCAT

846
AMRAAGAGTCCACCTACTCTTCTCCTTCTTCGCTC TG AGGGGC TGATGGACACACCG TTCTAGTCGAAC TCGACTACGCCCTCGGCACGTA

CACGCCCAGTGGCATCACCTACGACCGCAAGGACATCGAGGAGCACCTGCAGCGTGTGGGTCATTTTGACCCCGTGACCCGGAGCCCCCTGACC

940
6TGCGGGTCACCGTAGTGGATGCTGGCGT TCC TG TAGC TCC TCGTGGACGTCGCACACCCAGTAAMNC TGGGGCAC TGGGCCTCGGGGGACTGG
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CAGGAACAGCPCATCCCCARCTTIGLCTATGAAGGAGGTTAT TGACGCATTCATCTCYGAGARTGGC TGEGTGGAGGACTACTCAGG T TCCCTGC

1034
GTCCTIGTCGAGTAGGGGT IGAACCGATACTTCCTCCAATAACTGCGTAAGTAGAGACTCTTACCGACCCACCTCCTGATGAC TCCAAGGGALG

CCTACCTGGLGTCCTGGTCCAGOGGAGLCCTGGGCAGAAGCCCCCGGCCCCTATACATAGT TTATGT TCCTGGCCACCCCGACCGCTTCCCCCA

128
GGATGGACCGCAGGACCAGGTCCCCTCGGGACCCOTCT TCGGGGECCGHLGATAYGTATCAAATACAAGGACCGGTGGGGCTGGCOANGGGGET

AGTTCTGCTETTGGACTCTGGACTGT 2 TCCCCTCTICAGCATCGCT T T IGLIGGGLCGTGATCETCCCCCTTTGTGOGC TGGAAAAGCAGGTGAG

1222
TCAAGACGACAACCTGAGACCTGACAMAGGGGAGAG PCGTAGCGAAAACGACCCGGCAC TAGCAGGGGGAAACACCCGACCITTTCGTCCACTC

GGTGGGCTGGGCTGAGGCLAT TCCCGLCACTATCIGTG TAATAMA TCCG TGAGCACGAAAAAARAMMANAAAAAAA
1302
CCACCCGACCCGACTCCGGTAACCGCGGTGATAGACACATTATTTTAGGCACTCOIGCTTTITTITTITIITT TSI TIIT

33



ES 2326324 T3

Figura 1B. Secuencia de codificacién deducida de ME-5

LISTADO DE SECUENCIA
INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
SEQ IDNO2

LONGITUD: 912

TIPO: ADN

ORGANISMO: Homo sapiens
CARACTERISTICA: SECUENCIA: 2

ATCAAGGGCAAGGAGGAGAAGGAGGGCGGLCCACGGCTGGGCGCTGGCGGCGEAAGCCCCGAGAAGAGCCCGAGCGCGCAGGAGCTCAAGGAGE

94
TACTTCCCGTTCCTCCTCTTCCTCCCGCCGLGTGCCGACCCGCGACCGCCGCCTTCGGGGCTCT PCYCGGGLTCGCGCGTCCTCGAGTTCCTCG

AGGGCAATCGTCTGTTCGTGGGCCGAAAGTACCCGGAGGLGGCGLLCTGC TACGGCCGOGCGATCACCCGGAM CCGLTGGTGGCCCTGTATTA

: 188
TCCCGTTAGCAGACAAGCACCCGGCT TTCATGGLCCTCCGCCGCCGGACGATGCCGGCGCGCTAGTGGGCCTYGGGCGACCACCGGTACATAAT

CACCAACCGGGCCTTGT GCTACCTGAAGATGCAGCAGCACGAGCAGGCCCTGGCCGAC TGLCGGL GCGCCCTGGAGCTGGACGGGLAGYCTGTG

: 282
GTGGTTGGCCCGGACACGATGGACT TCTACGTCGTCGTGCTCGTCCGGGACCGGCTGACGGLCGLGCGGGACCTCGACCTGCCCGTCAGACAC

AAGGCGCACTTCTTCCTGGGGCAGTGCCAGCTGGAGA TGGAGAGCTATGATGAGGCCATCGCCARTCTGCAGCGAGCTTACAGCCTGGCCANGG |

376
TTCCGCGTGAAGAAGGACCCCGTCACGGTCGACCTCTACCTCTCGATACTACTCCGGTAGCGGTTAGACGTCGCTCGAATCTCGGACCGGTTCC

AGCAGCGGCTGAACT TCGGGGACGACATCCCCAGCGC TCTTCGAATCGCGAAGAAGAAGCGC TGGAACAGCAT TGAGGAGCGLCGCATCCACCA

470
TCGTCGCCGACT TGAAGCCCCTGC TGTAGGGGTCGCGAGAAGC T TAGCGCT TCYTCTTCGCGACCTICTCGTAACTCCTCGCCGCGTAGGTGGT

GGAGAGCGAGCTGCACTCCTACCTCTCCAGGCTCATT GCCGCGGAGCGTGAGAGGGAGCTGGAAGAGTGCCAGCGAAACCACGAGGGTGATGAG

564
CCTCTCGCTCGACGTGAGGATGGAGAGGTCCGAGTAACGGCGCCTCGCACTCYCCCTCGACCTTCTCACGGTCGCTTIGGTGCTCCCACTACTC

GACGACAGCCACGTCCGGGCCCAGCAGGCC TGCATTGAGGCCAAGCACGACARGTACATGGCGGACATGGACGAGCTTTTTYCTCAGGTGGATG

658
CTGCTGTCGGTGCAGGCCCGGGTCGTCCGGACGTAACTCCCLT ICGTGCTGTTCATGTACCGCCTGTACCTGC TCGAAMAAAGAGTCCACCTAC

AGAAGAGGAAGAAGCGAGACATCCCCGACTACCTGTGTGGCAAGATCAGCTTT GAGCTGATGCGGGAGCCGTGCATCACGCCCAGTGGCATCAC

752
TCTTCTCCTTCT TCGCTCTGTAGGGGC TGATGGACACACCGTTCTAGTCCAAACTCGACTACGCCCTCGGCACGTACTGCGGGTCACCGTACGTG

CTACGACCGCAAGGACATCGAGGAGCACCTGCAGCGTGTGGGTCATTT TGACCCCGTGACCCGGAGCCCCCTGACCCAGGAACAGCTCATCCCC

846
GATGCTGGCGTITCCTGTAGCTCCTCGTGGACGTCGCACACCCAGTAAMCTGGGGC ACTGGGCCTCGGGGGACTGGGTCCTTGTCGAGTAGGGG

MCTTGGCTATGAAGGAGG T TATTGACGCATTCATCTCTGAGAATGGC TGGGTGGAGGACTACTGA
912

TTGAACCGATACTTICCTCCAATAACTGCGTAAGTAGAGACTCTTACCGACCCACCTCCTGATGACT
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Figura 1C. Secuencia de aminodcidos deducida de ME-5

LISTADO DE SECUENCIA
INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
SEQIDNO 3

LONGITUD: 303

TIPO: PRT

ORGANISMO: Homo sapieas
CARACTERISTICA: SECUENCI!A: 3

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYG 50

RAITRNPLVAVYYTNRALCYLKMQQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFL 100
GQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKRWNSI 150
EERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACI 200
EAKHDKYMADMDELFSQVDEKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGI 250

TYDRKDIEEHLQR VGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDAFISENGWV 300
EDY 303

35



ES 2326324 T3

Figura 2A. Secuencia aislada de ADNc de ME-2

LISTADO DE SECUENCIA
INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
SEQIDNO 4

LONGITUD: 1353

TIPO: ADN

ORGANISMO: Homo sapiens
CARACTERISTICA: SECUENCIA: 4

CIGACATGCAGCCCTCTGGACCCCGAGGTTGGACCCTACTGTGACACACCTACCATGCGGACACTCTTCAACCTCCTCTGGCTTGCCCTG
--------- R T et S Sttt 1
GACTGTACGTCGGGAGACCTGGGGCTCCAACCTGGGATGACACTGTGTGGATGGTACGCCTGTGAGAAGT TGGAGGAGACCGAACGGGAC

GCCTGCAGCCCIGTTCACACTACCCTGTCAARAGTCAGATGCCAAMMAGCCGCC TCAAAGACGCTGC TGGAGAAGAGYCAGTTTTCAGAT
--------- t=m- - - + B et e S et -
CGGACGTCGGGACAAGTGTGATGGGACAGT TTCAGTCTACGGTTTTTTCGGCGGAGT TTCTGCGACGACCTCTTCTCAGTCAAAAGTCTA

MGCCGGTGCMGACCGGGGTTTGGTGGTGACGGACCTCAAAGCT GAGAGTGTGGTTCTTGAGCATCGCAGCTACTGCTCGGCAAAGGCC
--------- Bl ST E SO REr e S e + B el et DT TR S LT

TTCGGCCACGTTCTGGCCCCAAACCACCACTGCCTGGAG‘ITTCGACTCTCACACCAAGAACTCGTAGCCTCGATGACGAGCCGTTTCCGG

CGGGACAGACACTTTGCTGGGGATGTACTGGGCTATGTCAC TCCATGGAACAGCCATGGCTACGATGT CACCAAGGTCTTTGGGAGCAAG
--------- B et D il Rl D D et St St Db bl Dt D atnt DD D DT 4
GCCCTGTCTIGTGAAACGACCCCTACATGACCCGATACAGTGAGGTACCTTGTCGGTACCGATGCTACAGTGGTTCCAGAAACCCTCGTTC

TTCACACAGATCTCACCCGTCTGGCTGCAGC TGAAGAGACGTGGCCGTGAGATGTTTGAGGTCACGGGCCTCCACGACGTGGACCAAGGG
--------- + e L et e R Attt T L P S
ARGTGTGTCTAGAGTGGGCAGACCGACGTCGACT TCTCTGCACCGGCACTCTACAAACTCCAGTGCCCGGAGGTGCTGCACCTGGTTCCC

TGGATGCGAGCTGTCAGGAAGCATGCCAAGGGCCTGCACATAGTGCCTCGGCTCCTGTTYGAGGACTGGACTTACGATGAT T TCCGGAAC
--------- L e T o it SN P SRS
ACCTACGCTCGACAGTCCTTCGTACGGTTCOCGGACGTGTATCACGGAGCCGAGGACARAACTCCTGACCTGAATGC TACTAAAGGCCTTG

GTCTTAGACAGTGAGGATGAGATAGAGGAGCTGAGCAAGACCGTGGTCCAGGTGGCAAAGAACCAGCATTTCGACGGCTTCGTGGTGGAG
--------- i St e e T L L e e et R e
CAGAATCTGTCACTCCTACTCTATCTCCTCGACTCGTTCTGGCACCAGGTCCACCGTTTCTTGGTCGTAAAGCTGCCGAAGCACCACCTC

GTCTGGAACCAGCTGCTAAGCCAGAAGCGCGTGGGCCTCATCCACATGCTCACCCACTTGGCCGAGGCTCTGCACCAGGCCCGGCTGCTG
--------- T i B o Dttt T P SRR

CAGACCTTGGTCGACGATTCGGTCTTCGCGCACCCGGAGTAGG TG TACGAGTGGGTGAACCGGCTCCGAGACGTGG TCCGGGCCGACGAC

GCCCTCCTGGTCATCCCGCCTGCCATCACCCCCGGGACCGACCAGCTGGGCATGTTCACGCACAAGGAGTTTGAGCAGC TGGCCCCCGTG
--------- J R L T it St T T LT T T T SUPEPIREY Uy U S

CGGGAGGACCAGTAGGGCGGACGGTAGTGGGGGCCCTGGCTGGTCGACCCGTACAAGTGCGTGTTCCTCAAACTCGTCGACCGGGGGCAC
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C‘!GGATGGTTTCAGCC‘I'CATGACCTACGACTACTCTACAGCGCATCAGCCTGGCCCT AATGCACCCCTGTCCTGGGTTCGAGCCTGCGTC
R TO. B D i D Y — $ommmmnnan +

GACCT. ACCAMGTCGGAGTACTGGATGCTGATGAGATGTCGCGTAGTCGGACCGGGATTACGTGGGGACAGGACCCMGCTCGGACGCAG

CAGGICC TGGACCCGAAGTCCAAGTGGCGMGCMMTCC TCCTGGGGCTCAACTTCTATG GTATGGACTACGCGACCTCCMGGATGCC
—4m-- —dememao—- tmomommoee R ) DO R T L +
GTCCAGGACCTGGGCTTCAGGTTCACCGCTTCGTTTTAGGAGGACCCCGAGITGMGATACCATACCTGATGCGCTGGAGGTTCCTACGG

CGTGAGCCTGTIGTCGGGGCCAGGTACATCCAGACACTGAAGGACCACAGGCCCOGGATGG TG GGGACAGCCAGGCCTCAGAGCACTTC
--------- s i et S e R s St ST PR
GCACTCGGACAACAGCCCCGGTCCATGTAGGTCTGTGACT TCCTGGTGTCCGGGGCCTACCACACCCTGTCGGTCCGGAGTCTCGTGAAG

'fTCGAGTACMGMGAGCCGCAGTGGGAGGCACGTCGTCTTCTACCCAACCCTGAAGTCCCTGCAGGTGCGGCTGGAGCTGGCCCGGGAG
-------- R et SOSTT LTS DEVETEEEE TR S
AAGCT! CATGTTCTTCTCGGCGTCACCCTCCGTGCAGCAGAAGATGGGTTGGGACTTCAGGGACGTCCAOGCCGACCTCGPCCGGGCCCTC

CTGGGCGTTGGGG‘ICTCTATCTGGGAGCTGGGCCAGGGCCTGAACTACTTCTACGACCTGCTCTAGGTGGGCATTGCGG(ITCCGCGGTG
--------- T $o- ~poe—- $mme [ +

+

GACCCGCAACCCCAGAGATAGACCCTCGACCCGG?CCCGGACTTGATGAAGAIGCTGGACGAGATCCACCCGTMCGCCGGAGGCGCCAC

GACGTGTTCTTTICTAATGCCATGGAGTGAGTGAGCAGGTGTGAMATACAGGCCTCCACT CCGY TIGCTGTGAARARARAAAAAAAAARA

v T - oo mmmeee P $omma [ S PR +

CTGCACAAGAAAAGATTACGGTACCTCACTCACTCGTCCACACTTTATGTCCGGAGGTGAGGCAAACGACACTITITITTTTIITITITT

--— 1353
e
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Figura 2B. Secuencia de codificacién deducida de ME-2

LISTADO DE SECUENCIA
INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
SEQIDNOS

LONGITUD: 1182

TIPO: ADN

ORGANISMO: Homo sapiens
CARACTERISTICA: SECUENCIA: 5

ATCCGGACACTCTTCAACCTCCTCTGGC TPGCCCTGGLCTGCAGCCCTGT TCACACTACCCTGTCAAGTCAGATGCCAAAARAGCCGCCTCA

93
TACGCCTGTGAGRAGTTGGAGGAGACCGAACGGGACCGGACGTCCGGACAAGTGTGATGGGACAGTTTCAGTCTACGGTTT TTICGGCGGAGT

AAGACGCTGCTGGAGAAGAGTCAGTTTTCAGATAAGCCGG TGCAAGACCGGGG TTTGGTGGTGACGGACCTCAMAGCTGAGAGTIGTGGTTCTT

186
TTCTGCGACGACCTCTTCTCAGTCAAMAG TCTATTCGGCCACGTTCTGGCCCCAACCACCACTGCCTGGAGT TTCGACTCTCACACCAAGAR

GAGCATCGCAGCTACTGCTCGGCAAMGGL CCGGGACAGACACT TTGC TGGGGAT GTACTGGGC TATGTCACTCCATGGAACAGCCATGGCTAC

279
-CTCGTAGCGTCGATGACGAGCCGTTTCCGGGCCCYGTCTGTGAMCGACCCCTACATGACCCGATACAGTGAGGTACCTTGTCGGTACCGATG

GATGTCACCAAGGTCTTTGGGAGCAAGTTCACACAGATCTCACCCGTCTGGC TGCAGCTGAAGAGACGTGGCCGTGAGATGTTTGAGGTCACG

372
CTACAGTGGT TCCAGAMCCCTCGTTCAAGTGEGTCTAGAGTGGGCAGACCGACGTCGACT TCTCTGCACCGGCACTCTACAMACTCCAGTGE

GGCCTCCACGACGTGGACCAAGGGTGGATGCGAGC TGTCAGGAAGCATGOCAAGGGCC TGCACATAGTGCCTCGGCTCCTGTTTGAGGACTGG

465
CCGGAGGTGCTGCACCTGGT TCCCACCTACGCTCGACAGTCCT TCGTACGGTTCCCGGACGTGTATCACGGAGCCGAGGACAARCTCCTGACT

ACTTACGATGATTTCCGGARCGTCTTAGACAGTGAGGATGAGATAGAGGAGCTGAGCAAGACCGTGGTCCAGG TGGCAAAGAACCAGCATTTC

. 558
TGAATGCTACTARAGGCCTTGCAGAATCTGTCACTCCTACTCTATCTCCTCGACTCGT TCTGGCACCAGGTCCACCGTTTCTTGGTCGTAAAG

GACGGCTTCGTGGTGGAGGTCTGGAACCAGC TGCTAAGCCAGAAGCGCGTGGGCCTCATCCACATGCTCACCCACTTGGCCGAGGCTCTGCAC

651
CTGCCGAAGCACCACCTCCAGACCTTGGTCGACGATTCGGTCTTCGCGCACCCGGAGTAGG TGTACGAGTGGGTGAACCGGCTCCGAGACGTG

CAGGLCCCGGLTGCTGGCCCTCCTGGTCATCCCGCCTGCCATCACCCCCGGGACCGACCAGCTGGGCATGTTCACGCACARGGAGT TTGAGCAG

- 744
GTCCGGGCCGACGACCGGGAGGACCAGTAGGGCGGACGGTAGTGGGGCCCCTGGCTGGTCGACCCGTACAAGTGCGTGTTCCTCARACTCGTC

CTGGLCCCCGTGCTGGATGGTITCAGCCTCATGACCTACGACTACTCTACAGCGCATCAGCCTGGCCCTARTGCACCCCTGTCCTGGGTTCGA

837
GACCGGGGGCACGACCTACCAAAGTCGGAGTACTGGATGCTGATGAGATG TCGCGTAGTCGGACCGGGATTACGTGGGGACAGGACCCAAGCT

38
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GCCTGCEICCAGGTCCTGGACCCGANGTCCAGTOGCGAMGC ARAATCC TCCTGGGGC TCAAC TTCTAZGGTATGGACTACGCGACCTCCANG

930
COGMGCAGGTCCAGGACCTOGGC TTCAGETTCACCGC TTCGT T 1T AGGAGGACCCCGAGTIGARGATACCATACC TGATGCACTGGAGHTTC

CATGCCCGTGAGOCTGTTGTCGOGGCCAGG TACATC CAGACAC TGAAGGACCACAGRCECCGOATGG TG IGLGACAGCCAGGCCTCAGAGCAC

1023
CINCGEGLACTCGGACAACAGOCCCGGTCCATGTAGGTCIG TGACT TCLTGOIGTCCOGGGCCTACCACACCC TG TCGGTCCGRAGICTCGTG

TICTICGAGTACAAGAAGAGCCGCAGTGGGAGGCACGTCGTC TTCTACCCANC CCTGAAGTCOCT GLAGG T G GGC TGGAGCTGGCCCOOGAG

1116
MGANGCTCATGTTCTIC 1CGGCGTCACCC TCCGTGEAGCAGAAGA TGEETTGGGACTTCAGGGACGTCCACGCCGACCTCGACCGGGLCLTC

CYGGGCGTIGGGETC TCTATCTGGGAGC TGGGCCAGGGCCTGACTACTTC TACGRCCTGCTCTAG
9118
GACCCGCANCCCCAGAGATAGACCCYCGACCCGGTCCCGGACT TGATGAGATGLTGGACGAGATC

39
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Figura 2C. Secuencia deducida de aminoacidos de ME-2
LISTADO DE SECUENCIA

INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

SEQ ID NO 6

LONGITUD: 393

TIPO: PRT

ORGANISMO: Homo sapiens
CARACTERISTICA: SECUENCIA: 6

MRTLFNLLWLALACSPVHTTLSKSDAKKAASKTLLEKSQF 40
SDKPVQDRGLVVTDLKAESVVLEHRSYCSAKARDRHFAGD 80
VLGYVTPWNSHGYDVTK VFGSKFTQISPVWLQLKRRGREM 120
FEVTGLHDVDQGWMRAVRKHAKGLHIVPRLLFEDWTYDDF 160
RNVLDSEDEIEELSKTVVQVAKNQHFDGFVVEVWNQLLSQ 200
KRVGLIHMLTHLAEALHQARLLALLVIPPAITPGTDQLGM 240
FTHKEFEQLAPVLDGFSLMTYDYSTAHQPGPNAPLSWVRA 280
CVQVLDPKSKWRSKILLGLNFYGMDYATSKDAREPVVGAR 320
YIQTLKDHRPRMVWDSQASEHFFEYKKSRSGRHVVFYPTL 360

KSLQVRLELARELGVGVSIWELGQGLNYFYDLL 393

40
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Figura 3A. Secuencia aislada de ADN de EPP-2

LISTADO DE SECUENCIA
INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
SEQIDNO 7

LONGITUD: 891

TIPO: ADN

ORGANISMO: Homo sapiens
CARACTERISTICA: SECUENCIA: 7

OGGAAGACGAGGGOGGOGAGG TOGGE TTCCGGGOGCTTGGAGAAGATGG TGC TGOGGOGGCTGCTGGCCGCCCTYCTGCACAGCCCGCAG
......... fecccaccocdormnamcaagmaasasmmagonmrevecebormmmaum e rac e otho e amer e
GCCTTCTGCTCOOGCCGCTCCAGCCCAAGGCCOGOGAACCTCTTCTACCACGACGCOGC CGACGACCGGCUGGACGACCTGTCGGGOGTC

‘CTOGTGGAACGTCTGTCAGAGTCCCGGCCTATCCGACG TGCGGOGCAGCTCACGGCCTTOGCACTG CTGTAGGCCCAGCTGCGGGGCTAG
--------- L e nt SRRy R et SEL LR L R R R R L R DL S L LR
GACCACCTTGCAGACAGTCTCAGCGOCEGATAGGCTGCACGCCGOG TOGAGTGCOGGAAGCG TGACGACGTCCGGGTOGACGCCCOGGTC

GACGOGGCC OGCOGCCTACAGGALCTOGCGGLTGGGCCOGTGGGCTCOCTGTGCCGCCGOGCTGAGCGATTTAGAGACGCCTTCACCCAG
--------- L R s AR EE LY PR R R L L R T TR R R et DL TEEL LT P

CTGOGCCGEGGGLGGACG TOCTCGAGCGCOCGACCOGGGCACCOGAGGGACACGGOGGOGCGACTOGCTAAA TCTCTGCGGAAGTGGGTC

GAGCTACGCOGOGGCCTCOGAGGCOGCT mccccmcacaccrmmcmmmmuamutmmc

mmmmcmmmmcmcmmmnmmam

cocccuccmcmscxmmrccccccr CTACAGTGGCATCAATGTGGAGGGGTCATTCCGGGCACTGOGCGCGGCTTCGAATCCCG
----------- B R L ettt SR R L T L a4

CWWAAGGCCCGAGANTCACCGT AGTTACACCTCCCCAGTAAGGCCOGTGACGOGOGCOGAAGCTTAGGGT

ACXOOGAWCCIUCAGACATGCACGCATMAGCCT AGGCCAGACCGCOCGCTCCG TTGARGTCT TG TGATTGGACAAGACACA
------------------ D bl R R R R Ty L AR R L T

mccc'rumcccmcc'rcmnoccrcccmncrcosnccccmcccccmccmcrmacr»mmmmr

GTGTGGAGAAAGACCCCTAAGCCTAACAGAGATGAAGG TAGGCTGGO TCCAGACACGGCACCTACGGAGAGCCACGGACCGAAGCCAGAG
--------- D el Ll L Ry LR e AL R R ]

CACACCTCTTTCTGGGGATTCGRATTG TCTCTACT TCCATCCGACCCAGGTCTG TGCOG TGGATGCCTCTCGG TGCCTGGCTTCGGTCTIC

AGCCTTTCCTCTGCAAGTGGGACTGAAACTCTTGACAGATGC TGCTCAATCTGACTGGTATAGCAGGACAGTTAATTCCAGGGACGATAT
------- L e A L A et S R bt RECE LR PR PR LTRSS

TCGGAAAGGAGACGTTCACCCTGACTT IGAGAACTGTCTACGACGAGTTAGACTGACCATATCGTCCYGTCAATTAAGGTCCCTGCTATA
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GGATGAAAMGACAACCCTACAGCTGCCAMT TCCTTTGATTAM TG TG TGAGCTGGTIGATAGGCATGAG TG TGATACT TCTCAGGCAAG
--------- $escecenncgurccacccadrnsavannofearcenatecstctciiponcnaccrapoocasanccpacoaaan-at B10

COTACTTTICTG TIGGGATGTOGACGG TTTAAGGAAACTARTTTACACACTCGACCAACTATCOG TACT CACACTATGAAGAG TCOGTIC

ATCTCTTAAGAATACCGGGGACTGTACGCCTATGGTAATAATAAACACCTATTTTATGAAMAMAAAAMAANMMAAA
--------- R L A L R R I e LR R Rt T 891
TACACRATTCTTATGGOCCCTGACATCOGGATACCATTATTATTIG TCCATAMATACTT T TTTT T TTTITITTTTIITY

42
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Figura 3B. Secuencia deducida de ADN de EPP-2

LISTADO DE SECUENCIA
INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
SEQIDNO 8

LONGITUD: 300

TIPO: ADN

ORGANISMO: Homo sapiens
CARACTERISTICA: SECUENCIA: 8

ATGGTGCTGCGLCLECTIGC TGGCCGLCCTGCTGCACAGCCCGCAGCTGGTGGAACGTC TG TCAGAGTCGLGGCC TATCCGACGTGCGGCGTAGE

- --=- -emmenen- "

TACCACGACGCCGLCGACGACCGGCGGGACGACGTGTCGGGCGTCGACCACCT TGCAGACAGT CICAGCGCCGGATAGGCTGCACGCCGLGTCG

CACGGCCTTCGCACTOL PGCAGGCCCAGE TGCGGGGCCAGGACGCGGCCCGLCGCCTGCAGGACCTCGCGECTGGGCCCEIGEECTCCCTGTG
- - T}
AGTGCCGGAAGCGTGACGACGTCCEGGTCEACGCCCCGGTCCTGCECCGE0CGGEGGACETCCTCGAGCGCCGACCCGGGCACCCGAGGGACAC

CCGOCGCGCTGAGCGATTTAGAGACGCCTTCACCCAGGAGC TACGCCECGGCC TCCGAGGCCCTCGREGCCACCACCAGGTAGCCAGAGGGGL
------ 202
'GGLGRCGCGACTCGCTAAATCTCTGCGGAAGT GGGTCCTCGATGCGCGCCRGAGGC TCCGGCAGCCCCGGTGETGGTCCATCOGTCTCCCCG

GGACCGCGTTITGTAMTT

43
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Figura 3C. Secuencia deducida de amino4cidos de EPP-2

LISTADO DE SECUENCIA
INFORMACION GENERAL:

NUMERO DE SEQ ID NOS: 9
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
SEQIDNO 9

LONGITUD: 99

TIPO: PRT

ORGANISMO: Homo sapiens
CARACTERISTICA: SECUENCIA: 9

MVLRRLLAALLHSPQLVERLSESRPIRRAAQLTAFALLQAQLRGQDAARR 50

LQDLAAGPVGSLCRRAERFRDAFTQELRRGLRGRSGPPPGSQRGPGANI 99

44
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Figura 4: Transferencia tipo Northern de ME-5
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Transferencia tipo Northern de ME-2
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Figura 6. Transferencia tipo Northern de EPP-2
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Figura 7. Expresion recombinante de ME-5 en células de insecto
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Figura 9. Expresién recombinante de EPP-2 en células de insecto
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Figura 10. Purificaciéon de ME-5 recombinante a partir de células de insecto
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Figura 13. Identificaci6n del antigeno ME-5 nativo
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Figura 14. Distribucién en el tejido de proteina nativa ME-5
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Figura 15A. Reactividad de los sueros de control con ME-5 recombinante sobre
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Reactividad de los sueros de pacientes con endometriosis con antigeno recombinante

Figura 15B
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Figura 16A. Reactividad de los sueros de control con ME
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Figura 17A. Reactividad de los sueros de control con EPP
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