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ES 2317 690 T3

DESCRIPCION

Genes asociados con el condrosarcoma.
Antecedentes de la invencion
La invencién se refiere a tumores malignos de hueso.

El condrosarcoma, que normalmente aparece al final de la edad adulta y en la vejez, es la segunda forma mas
comun de tumor maligno de hueso. Los tumores de condrosarcoma convencionales se clasifican de la fase I a la fase
III, siendo la fase III la mas avanzada. Ademds del condrosarcoma convencional, hay otros tipos de condrosarcomas
con caracteristicas distintivas: condrosarcoma mixoide, mesenquimatoso, de células claras y desdiferenciado (célula
fusiforme).

El diagnéstico y clasificacion del condrosarcoma han sido probleméticos. Por ejemplo, los criterios usados para
distinguir el encondroma benigno del condrosarcoma de grado bajo incluyen pardmetros que son dificiles de cuanti-
ficar tales como una mayor celularidad y células binucleadas mds que ocasionales. Los criterios histolégicos no son
absolutos, y el diagndstico se hace con frecuencia teniendo en cuenta caracteristicas clinicas tales como el dolor, velo-
cidad de crecimiento, localizacién y caracteristicas radioldgicas. Ademds, la localizacién del tumor puede afectar a la
evaluacion clinica. Por ejemplo, lesiones en la mano pueden aparecer como histolégicamente agresivas pero compor-
tarse de forma benigna. Por el contrario, lesiones que se encuentran en la pelvis es muy probable que representen un
tumor maligno a pesar de un aspecto histoldgico relativamente inocuo. A pesar de los intentos de integrar los criterios
clinicopatoldgicos, no ha sido posible predecir qué tumores extenderdn la metéstasis o reapareceran.

Rosier y col., J. Surg. Oncol. 65:95-105 (1997) describen MDR-1 y su producto de proteina, la P-glicoproteina.

Nakanishi y col., Biochem. and Biophys. Res. Comm. 234:206-10 (1997) describen la expresion de la secuencia
marcadora correspondiente al factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF).

Gloeckner y col., Base de datos EMBL entrada HSAF2996, n°® de acceso AF002996 (1997), describen una secuen-
cia gendmica alrededor del gen CP1, pero sin hacer referencia a células de condrosarcoma.

Liang y col., Science 257(5072):967-71 (1992) describen procedimientos de presentacion diferencial de ARNm
que se pueden usar para aislar genes, pero no proporcionan ningtin ejemplo del uso de los procedimientos para estudiar,
detectar y/o identificar células de condrosarcoma.

Resumen de la invencion

La invencién se basa en el descubrimiento de un nuevo gen que se expresa de forma diferencial en células de
condrosarcoma.

Por consiguiente la invencién proporciona:

(A) una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica un polipéptido asociado a condrosarcoma (CSA), en la
que dicha molécula de dcido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos de ID SEC N°: 1 y en la que la expresion
diferencial de dicho polipéptido CSA comparada con la de células normales es indicativa de condrosarcoma;

(B) una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica un polipéptido asociado a condrosarcoma (CSA), en
la que dicha molécula de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de ID SEC N°: 2 y en la que la expresion diferencial de dicho polipéptido CSA comparada
con la de células normales es indicativa de condrosarcoma; y

(C) una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica un polipéptido asociado a condrosarcoma (CSA), en la que
dicha molécula de 4cido nucleico consiste en: la secuencia de nucleétidos de ID SEC N°: 1 o una variante degenerada
de la misma, en la que dicha variante degenerada codifica un polipéptido que consiste en al menos 50 aminoacidos
de la secuencia de ID SEC N°: 2 y en la que la expresion diferencial de dicho polipéptido CSA comparada con la de
células normales es indicativa de condrosarcoma.

La invencidn, por lo tanto, presenta un dcido nucleico aislado (p. ej., ADN gendémico, ADNc o ADN sintético)
que codifica un polipéptido asociado a condrosarcoma (CSA) tal como CSA-1 humano. La expresioén “asociado a
condrosarcoma” se refiere a la propiedad de expresion diferencial en células de condrosarcoma comparado con células
de cartiflago normales. Por ejemplo, un producto génico CSA se expresa con un nivel mayor o menor detectable
comparado con el nivel al que se expresa en células de cartilago normales. Un producto génico CSA puede expresarse
s6lo en células de condrosarcoma (y no en células de cartilago normales).

La molécula de acido nucleico contiene una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia de aminodcidos que es al menos idéntica en un 80% a la secuencia de aminoacidos de CSA-1 (ID SEC
N°: 2). Preferiblemente, la molécula de acido nucleico contiene la secuencia de nucledtidos de ID SEC N°: 1 o una

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2317 690 T3

variante degenerada de la misma. Por ejemplo, el 4cido nucleico contiene la secuencia de nucleétidos de ID SEC N°: 3.
La invencion también incluye una molécula de 4cido nucleico que contiene una cadena que hibrida en condiciones muy
restrictivas con un ADN que tiene la secuencia de ID SEC N°: 1, o su complementaria. Un ADN sustancialmente puro
que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia (preferiblemente al menos un 70%, mds preferiblemente al menos
un 80%, y lo mds preferiblemente al menos un 90%) con el ID SEC N°: 1, y que codifica un polipéptido que tiene el
patrén diferencial de expresion de un polipéptido CSA-1, también queda dentro del alcance de la invencién. Para la
expresion de un polipéptido CSA, una molécula de dcido nucleico que codifica el polipéptido CSA estd operativamente
unida a secuencias reguladoras, p. €j., un promotor.

La invencién también incluye un polipéptido CSA sustancialmente puro tal como CSA-1 humano o un fragmento
del mismo. Los fragmentos de CSA-1, p.ej., un fragmento que contiene la secuencia de aminodcidos del ID SEC N°: 8,
son ttiles como inmundgenos para aumentar los anticuerpos anti-CSA. El polipéptido CSA preferiblemente contiene
una secuencia de aminodcidos que es al menos un 50% idéntica a la secuencia de aminoécidos del ID SEC N°: 2. M4s
preferiblemente, la secuencia de aminodcidos del polipéptido es un 75%, 85%, 95%, 98% y lo mas preferiblemente
100% idéntica a la secuencia de aminodcidos del ID SEC N° 2. Una célula que contiene una molécula de acido
nucleico que codifica el polipéptido CSA también queda dentro del alcance de la invencién, asi como un procedimiento
para preparar un polipéptido CSA. Dicho procedimiento puede implicar las siguientes etapas: (a) proporcionar una
célula que contiene una molécula de dcido nucleico que codifica el polipéptido CSA, y (b) cultivarla en condiciones
que permitan la expresion de la molécula de dcido nucleico.

Por “molécula de 4cido nucleico aislada” se entiende una molécula de dcido nucleico que no contiene los genes
que, en el genoma natural del organismo, flanquea un gen csa. Por lo tanto, la expresion incluye, por ejemplo, un ADN
recombinante que se incorpora en un vector; en un plasmido o virus replicante auténomo; o en el ADN gendmico de
un procariota o eucariota; o que existe como una molécula separada (p. €j., un ADNc o un fragmento de ADNc
genémico producido mediante PCR o digestion con endonucleasa de restriccion) independiente de otras secuencias.
La expresion también incluye un ADN recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica la secuencia del
polipéptido adicional. La expresién excluye segmentos largos de ADN gendmico, p. €j., tales como los presentes en
clones césmidos, que contienen un gen de interés, p. €j., un gen csa, flanqueado por uno o mas de otros genes que lo
flanquean de forma natural en un genoma natural.

Las moléculas de 4cido nucleico incluyen tanto ARN como ADN, incluyendo ADNc, ADN genémico y ADN
sintético (p. €j., sintetizado quimicamente). Si es monocatenaria, la molécula de dcido nucleico puede ser una cadena
homosentido o una cadena antisentido. Por lo tanto, la expresion incluye, por ejemplo, un ADN recombinante que se
incorpora en un vector, en un pldsmido o virus de replicacién auténoma, o en el ADN gendmico de un procariota o
eucariota en un sitio distinto del que es su sitio natural; o que existe como una molécula separada (p. ej., un ADNc
o un fragmento genémico o de ADNc producido por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o digestién por
endonucleasa de restriccidon) independiente de otras secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte
de un gen hibrido que codifica la secuencia de polipéptido adicional.

La hibridacién se lleva a cabo usando técnicas estandar tales como las descritas en Ausubel y col., Current Pro-
tocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, (1989). “Condiciones restrictivas altas” se refiere a condiciones de
hibridacién de ADN vy lavado caracterizadas por temperatura alta y concentracién salina baja, p. ej., condiciones de
lavado de 65°C con una concentracién salina de aproximadamente 0,1 X SSC. Condiciones de restriccion de “bajas” a
“moderadas” se refiere a condiciones de hibridacién del ADN y lavado caracterizadas por temperatura baja y concen-
tracion salina alta, p. ej. condiciones de lavado menores de 60°C con una concentracién salina de al menos 1,0 X SSC.
Por ejemplo, condiciones de restriccion altas pueden incluir hibridacién a aproximadamente 42°C y formamida apro-
ximadamente al 50%; un primer lavado a aproximadamente 65°C, aproximadamente 2 X SSC y SDS al 1%; seguido
de un segundo lavado a aproximadamente 65°C y aproximadamente 0,1% x SSC. Las condiciones de restriccién mas
bajas adecuadas para detectar secuencias de ADN que tienen aproximadamente un 50% de identidad de secuencia con
el gen csa-1 se detectan, por ejemplo, por hibridacién a aproximadamente 42°C en ausencia de formamida; un primer
lavado a aproximadamente 42°C, aproximadamente 6 X SSC, y aproximadamente SDS al 1%; y un segundo lavado a
aproximadamente 50°C, aproximadamente 6 x SSC, y aproximadamente SDS al 1%.

Cuando se dice que un polipéptido o molécula de dcido nucleico particular tiene un porcentaje de identidad especi-
fico con un polipéptido o molécula de dcido nucleico de referencia de una longitud definida, el porcentaje de identidad
es respecto al polipéptido o la molécula de dcido nucleico de referencia. Por lo tanto, un péptido que es un 50% idén-
tico a un polipéptido de referencia que tiene 100 aminodcidos de longitud puede ser un polipéptido de 50 aminoacidos
que es completamente idéntico a una porcién de 50 aminodcidos de longitud del polipéptido de referencia. También
puede ser un polipéptido de 100 aminodcidos de longitud que es un 50% idéntico al polipéptido de referencia a lo
largo de su longitud completa. Por supuesto, muchos otros polipéptidos cumplirdn los mismos criterios. Se aplica la
misma norma para las moléculas de acido nucleico.

Para los polipéptidos, la longitud de la secuencia polipeptidica de referencia en general serd de al menos 16 ami-
nodcidos, preferiblemente de al menos 20 aminodcidos, mas preferiblemente de al menos 25 aminodcidos, y lo mds
preferiblemente 35 aminodcidos, 50 aminodcidos o 100 aminodcidos. Para dcidos nucleicos, la longitud de la secuencia
de 4cido nucleico de referencia en general serda de al menos 50 nucleétidos, preferiblemente de al menos 60 nucledti-
dos, mds preferiblemente de al menos 75 nucleétidos, y lo mds preferiblemente 100 nucleétidos o 300 nucledétidos.
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En el caso de secuencias de polipéptidos que son idénticas en menos del 100% a una secuencia de referencia, las
posiciones no idénticas son, preferiblemente pero no necesariamente, sustituciones conservativas para la secuencia de
referencia. Las sustituciones conservativas normalmente incluyen sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina
y alanina; valina, isoleucina y leucina; 4cido aspdrtico y 4cido glutdmico; asparagina y glutamina; serina y treonina;
lisina y arginina; y fenilalanina y tirosina.

La identidad de secuencia se mide usando un programa de andlisis de secuencia (por ejemplo, el paquete de
software de analisis de secuencia del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710
University Avenue, Madison, WI 53705), con los pardmetros por defecto especificados en el mismo.

Por “promotor” se entiende una secuencia de ADN minima suficiente para dirigir la transcripcion. Los promotores
pueden ser constitutivos o inducibles, y pueden estar acoplados a otras secuencias o “elementos” reguladores que
hacen la expresion de gen dependiente de promotor especifico del tipo de célula, especifico de tejido o inducible por
seflales o agentes externos; dichos elementos pueden estar situados en la regién 5° 6 3’ del gen nativo, o dentro de un
intrén. E1 ADN que codifica un polipéptido CSA puede estar operativamente unido a dichas secuencias reguladoras
para la expresion del polipéptido en células procariotas o eucariotas. Por “operativamente unido” se entiende que una
secuencia codificadora y una(s) secuencia(s) reguladora(s) estdn conectadas de forma que permitan la expresion génica
cuando las moléculas adecuadas (p. ej., proteinas activadoras de la transcripcién) estdn unidas a la(s) secuencia(s)
reguladora(s).

Una proteina no tiene sustancialmente componentes asociados naturales cuando se separa de los contaminantes
que la acompafian en su estado natural, (proteinas y otras moléculas orgdnicas naturales) que la acompaiian de forma
natural. Normalmente, el polipéptido estd sustancialmente puro cuando constituye al menos un 60% en peso de la
proteina en la preparacion. Preferiblemente, la proteina en la preparacién constituye al menos un 75%, mds preferible-
mente al menos un 90% y lo mas preferiblemente al menos un 99% en peso, del polipéptido CSA-1. Se puede obtener
un polipéptido CSA-1 sustancialmente puro, por ejemplo, por extraccién de una fuente natural (p. €j., una célula de
condrosarcoma); por expresion de un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido CSA-1; o por sintesis
quimica de la proteina. La pureza se puede medir por cualquier procedimiento adecuado, p. €j., cromatografia en co-
lumna, electroforesis en gel de poliacrilamida o andlisis por HPLC. Por consiguiente, los polipéptidos sustancialmente
puros incluyen polipéptidos recombinantes derivados de un eucariota pero producidos en E. coli u otro procariota o en
un eucariota distinto del que se obtuvo originalmente el polipéptido.

La invencion también presenta especies que se unen al polipéptido CSA, tal como un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido CSA, p. €j. un anticuerpo especifico de CSA-1. Los anticuerpos
especificos para un polipéptido CSA son ttiles para diagnosticar el condrosarcoma.

El condrosarcoma se diagnostica midiendo la expresién del gen csa en muestras de tejido de paciente. La expresion
de CSA-1 se puede detectar en células de condrosarcoma pero no en células normales (o en algunos otros tipos de
tumores que se ensayaron). Por lo tanto, el uso de polipéptidos CSA y de moléculas de dcidos nucleicos que codifican el
polipéptido CSA en el diagndstico y clasificacién del condrosarcoma también queda dentro del alcance de la invencion.
Por ejemplo, un procedimiento para diagnosticar la presencia de una célula de condrosarcoma en una muestra de tejido,
se lleva a cabo midiendo la expresién de un gen csa, p. €j., un gen que codifica CSA-1, en la muestra de tejido y en
una muestra de control tal como una célula de cartilago no neopldsica normal. Un aumento de la expresién del gen
csa en la muestra de tejido, comparado con la muestra de control, indica que la muestra de tejido contiene una célula
de condrosarcoma. Un procedimiento para clasificar un tumor de condrosarcoma se puede llevar a cabo determinando
el nivel de expresion del gen csa-I en una muestra de control y compararlo con el nivel de expresién de gen csa-1
en una muestra de control. El nivel de expresion en la muestra de ensayo comparado con la muestra de control es
directamente proporcional al grado o fase del tumor, es decir, cuanto mayor es el nivel de expresién de un gen csa mas
avanzada es la fase del tumor.

Ademas de evaluar muestras de biopsia de tejido para la expresion del gen csa, la expresion del gen csa se puede
detectar in vivo. Por ejemplo, se puede administrar a un paciente una cantidad eficaz para el diagndstico de una especie
de unién especifica a CSA-1 marcada de forma detectable, seguido de la determinacién de si la especie se une especifi-
camente a células de cartilago del paciente. La unién de especies de unién a CSA-1, p. ej. un anticuerpo especifico para
CSA-1, fragmento de anticuerpo o compuesto de unién a CSA-1 que no sea anticuerpo, a las células del paciente, es
una indicacién de la presencia de condrosarcoma en el paciente. El nivel de unién se correlaciona con el grado del con-
drosarcoma, es decir, una mayor cantidad de unién comparada con un control normal de tumor de grado bajo conocido
indica que el tumor del paciente es de un grado alto. Igualmente, se puede llevar a cabo como sigue un procedimiento
para detectar un condrosarcoma progresivo en un paciente: (a) administrar sucesivamente a un paciente que se sospe-
cha que tiene un condrosarcoma una cantidad eficaz para el diagnéstico de una especie de union especifica a CSA-1
marcada de forma detectable (p. €j., un anticuerpo marcado con un radiois6topo o un marcador paramagnético), y (b)
comparar la cantidad de la especie que se une a células de cartilago del paciente en cada administracidn sucesiva para
detectar un aumento de la unién de la especie de unién a lo largo del tiempo. Un aumento de la unién a lo largo del tiem-
po es una indicacién de condrosarcoma progresivo en dicho paciente. Cuando la etapa de deteccién es cuantitativa, la
cantidad de unidn se correlacionaria con y permitiria el diagndstico de la gravedad de la enfermedad. Un procedimien-
to de diagndstico llevado a cabo miiltiples veces mediante la administracion repetida a intervalos de tiempo espaciados
de la especie de unién marcada al paciente, con las administraciones espaciadas p. €j., un dia, una semana, un mes,
varios meses o incluso afios, es un procedimiento util para detectar el progreso de la enfermedad en el paciente.
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Los compuestos capaces de inhibir la expresién de un polipéptido CSA pueden ser terapéuticamente ttiles para tra-
tar el condrosarcoma. Por consiguiente, la invencién incluye un procedimiento de cribado de un compuesto candidato
para identificar un compuesto capaz de inhibir la expresién de un polipéptido CSA, p. ej. CSA-1, (a) proporcionando
una célula de condrosarcoma que expresa un polipéptido CSA, (b) poniendo en contacto la célula con el compuesto
candidato, y (c) determinando la cantidad de expresion del polipéptido CSA por la célula. Una disminucién de la
cantidad de expresion del polipéptido CSA en presencia del compuesto candidato comparado con aquella en ausencia
del compuesto candidato indica que el compuesto inhibe la expresion del polipéptido CSA.

La invencién también incluye un procedimiento para inhibir la expresion o actividad de CSA-1. Los antagonistas
adecuados incluyen una molécula de acido nucleico que interfiere con la transcripcién o traduccién de csa-1, por
ejemplo, moléculas de 4cido nucleico antisentido y ribozimas. También estdn incluidos anticuerpos u otras moléculas
antagonistas adecuadas que se unen especificamente al polipéptido CSA-1 y “neutralizan” su actividad.

Ademais de los procedimientos de diagnéstico, como se han descrito antes, la presente invencién abarca proce-
dimientos y composiciones para evaluar el tratamiento adecuado y la eficacia del tratamiento de tumores malignos
asociados con la expresién de csa-1. Por ejemplo, el csa-1 se puede usar como una sonda para clasificar las células en
términos de su nivel de expresion de csa-1, o como cebadores para el diagndstico por andlisis de PCR, en el que se
pueden detectar mutaciones y la variacion alélica de csa-1.

La invencién también incluye animales no humanos transgénicos que expresan CSA-1 humano y mamiferos no
humanos transgénicos con una mutacién nula en su gen de CSA-1 enddgeno. Estos animales pueden servir como
modelos nuevos y ttiles del condrosarcoma. La invencién también incluye un mamifero no humano transgénico, p.
ej., un roedor tal como un ratén, cuyas células germinales y células somdticas contienen una mutacién nula, p. ej.,
una delecién, en el ADN que codifica un gen csa. Por “mutacién nula” se entiende una alteracion en la secuencia de
nucledtidos que convierte al gen en incapaz de expresar un producto proteinico funcional. La mutacién podria ser en
regiones reguladoras de csa o en la secuencia codificadora. Puede, por ejemplo, introducir un codén de parada que da
como resultado la produccién de un producto génico truncado e inactivo, o puede ser una delecién de toda o una parte
sustancial de la secuencia codificadora.

La invencién también presenta un 4cido nucleico aislado (p. ej., ADN gendémico, ADNc o ADN sintético) que
codifica un polipéptido asociado a cartilago (CAA) tal como CAA-1. La expresion “asociado a cartilago” se refiere a
la propiedad de la expresion diferencial en células del linaje de cartilago comparado con células de otras especifici-
dades de tejidos. Por ejemplo, un producto génico CAA se expresa en células de cartilago normales y en células de
condrosarcoma, pero no en células de otras especificidades de tejidos u otros tipos de tumores.

La molécula de acido nucleico contiene una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia de aminodcidos que es al menos idéntica en un 80% a la secuencia de aminodcidos de CAA-1 (ID SEC
N°: 7). Preferiblemente, la molécula de acido nucleico contiene la secuencia de nucleétidos del ID SEC N°: 6 o
una variante degenerada de la misma. Por ejemplo, el dcido nucleico puede tener la secuencia de nucleétidos del ID
SEC N°: 5. La invencién también incluye una molécula de 4cido nucleico que contiene una cadena que hibrida en
condiciones de restriccion altas con un ADN que tiene la secuencia del ID SEC N°: 6, o la complementaria de la
misma. Un ADN sustancialmente puro que tiene al menos 50% de identidad de secuencia (preferiblemente al menos
70%, més preferiblemente al menos 80%, y 1o més preferiblemente al menos 90%) con el ID SEC N°: 7, y que codifica
un polipéptido que tiene la actividad de CAA-1. Por actividad de CAA-1 se entiende la inhibicién de la regulacién
positiva inducida por el interferén gamma de antigenos HLA clase II. Para la expresion de un polipéptido CAA, una
molécula de 4dcido nucleico que codifica el polipéptido CAA estd operativamente unida a secuencias reguladoras, p.
€j. un promotor.

La invencién también incluye un polipéptido CAA sustancialmente puro tal como CAA-1 humano o un fragmento
del mismo. El polipéptido CAA-1 preferiblemente contiene una secuencia de aminodcidos que es al menos idéntica
en un 50% a la secuencia de aminoécidos del ID SEC N°: 7. Més preferiblemente, la secuencia de aminoécidos del
polipéptido es idéntica en un 75%, 85%, 95%, 98% y lo mas preferiblemente 100% a la secuencia de aminoacidos del
ID SEC N°: 7. Una célula que contiene una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido CAA también queda
dentro del alcance de la invencidn, asi como un procedimiento para preparar un polipéptido CAA. Dicho procedimiento
implica las siguientes etapas: (a) proporcionar una célula que contiene una molécula de acido nucleico que codifica el
polipéptido CAA, y (b) cultivarla en condiciones que permitan la expresién de la molécula de acido nucleico.

La invencién también presenta una especie que se une al polipéptido CAA, tal como un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido CAA, p. €j., un anticuerpo especifico de CAA-1. Los anticuer-
pos especificos para un polipéptido de CAA son titiles para determinar la especificidad de tejido y para aplicaciones
terapéuticas, p. ej., para inhibir la actividad de CAA-1.

Los compuestos capaces de inhibir la expresién de un polipéptido CAA pueden ser terapéuticamente ttiles para
tratar afecciones, p. €j., artritis reumatoide, asociadas con la inflamacién de articulaciones indeseada o patoldgica.
Por consiguiente, la invencién incluye un procedimiento de cribado de un compuesto candidato para identificar un
compuesto capaz de inhibir la expresién de un polipéptido CAA, p. ej. CAA-1, (a) proporcionando una célula que
expresa un polipéptido CAA, (b) poniendo en contacto la célula con el compuesto candidato, y (c) determinando la
cantidad de expresion del polipéptido CAA por la célula. Una disminucién de la cantidad de expresion del polipéptido
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CAA en presencia del compuesto candidato, comparada con la producida en ausencia del compuesto candidato, indica
que el compuesto inhibe la expresion del polipéptido CAA. Un procedimiento de identificaciéon de un compuesto
que inhibe la actividad de CAA-1 se puede llevar a cabo como sigue: (a) se proporciona una célula que expresa
un polipéptido CAA, (b) se pone en contacto la célula con el compuesto candidato, y (c) se determina la cantidad de
expresion de HLA II por la célula. Una disminucién de la cantidad de expresion de HLA II en presencia del compuesto
candidato comparada con esta en ausencia del compuesto candidato indica que el compuesto inhibe la expresion de
HLA II en la célula.

Los procedimientos para tratar la inflamacién indeseada tales como la asociada con la artritis reumatoide y otras
artropatias inflamatorias también quedan dentro del alcance de la invencién. Dicho procedimiento se puede llevar a
cabo administrando a un mamifero que necesite dicha terapia, p. €j., un paciente que padece artritis reumatoide u otra
artropatia inflamatoria, una cantidad eficaz de un polipéptido CAA-1. Por ejemplo, el péptido se administra localmente
en el sitio de una lesidn reumatoide para reducir la inflamacién e hinchamiento locales.

La invencién también incluye un mamifero no humano transgénico que expresa CAA-1 humano y un mamifero no
humano transgénico con una mutacién nula en su gen CAA-1 endégeno.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcidn de sus realiza-
ciones preferidas y a partir de las reivindicaciones.

Descripcion detallada

Hasta la fecha no se ha asociado una anomalia genética consistente con el condrosarcoma. Los tumores son he-
terogéneos y a menudo tienen numerosas anomalias en la expresion de genes. Los siguientes ejemplos proporcionan
pruebas de un nuevo gen, csa-1, que se expresa en una linea celular de condrosarcoma humano y en neoplasmas carti-
laginosos, pero no en el cartilago normal. El nivel de expresion de un polipéptido CSA-1 se correlaciona con el grado
histoldgico del neoplasma, es decir, un aumento de la expresion indica un tumor de grado mas alto. La deteccién de un
producto génico CSA-1 o el transcrito de csa-1 es un medio por el cual distinguir una célula neopldsica de una célula
de cartilago normal.

Los polipéptidos CSA y polipéptidos CAA se pueden usar terapéuticamente. Por ejemplo, un polipéptido CAA
tal como CAA-1 puede funcionar como un supresor de tumor. También se puede administrar el polipéptido CAA-1 a
pacientes para reducir la inflamacién indeseada tal como la inflamacién de articulaciones en la artritis reumatoide.

El CSA-1 tiene una funcién en la potenciacion de la condrogénesis asociada con el condrosarcoma. La transfeccién
de lineas celulares normales o sin expresion con vectores que promueven niveles altos de expresion de un polipéptido
CSA, p. ¢j., CSA-1, seguido de la transformacion de una linea celular de grado bajo en una linea celular de grado alto,
indica que la expresion de CSA potencia el crecimiento neopldsico. Los inhibidores de la expresion de CSA-1 pueden
ralentizar o inhibir el crecimiento neopldsico. La transformacidn y clasificacion de las células transformadas se evalda
examinando cambios en la morfologia, proliferacién, adhesién y capacidad de invasion.

Se han clonado dos genes nuevos. CSA-1 se expresa en una linea de células tumorales y también en algtiin condro-
sarcoma de grado alto, pero no en el cartilago normal, o tumores de grado bajo o intermedio. Un segundo gen, CAA-1,
se expresa en el cartilago normal y en una linea de células tumorales de grado intermedio, y como mensajes de tamafio
alternativo en una linea celular de grado alto.

Ejemplo 1
Clonacion de genes csa

Se cultivaron lineas celulares de condrosarcoma obtenidas de condrosarcomas humanos de grado I, IT y III alterna-
tivamente en cultivos de monocapas y en cultivos en suspensioén de agarosa usando procedimientos estandar. E1l ARN
celular total se aislé usando técnicas estdndar. Se analizaron tres lineas celulares de condrosarcoma humano diferentes
(AQ, tumor en fase II; FS, tumor en fase II y MW, tumor en fase I) y cartilago articular normal obtenido de muestras
de amputacion.

Usando la técnica de presentacion diferencial de ARNm, una técnica que amplifica sistematicamente los ARNm
mediante RT-PCR con diferentes grupos de cebadores arbitrarios 5’ y cebadores de anclaje oligo-dT 3°, se compararon
los patrones de ARNm de células y de tipos de células diferentes. Los productos de la PCR se resolvieron en un gel
de secuenciacién de poliacrilamida desnaturalizante para presentar los patrones de ARNm que distinguen un tipo de
célula de otro. Las bandas que se separaron por electroforesis en gel representan los extremos 3’ de los ADNc. Por
lo tanto, una banda que estd presente en un tipo de célula, p. €j., una linea de células de condrosarcoma o tejido de
biopasia de condrosarcoma, pero no en el tejido de cartilago normal o en tejido no cartilaginoso, sugiere que el gen se
expresa de forma diferencial en condrosarcomas.

Se gener6 ADNc usando transcriptasa inversa y un cebador oligo-dT (TTTTTTTTTTTTMN (ID SEC N°: 4),
en el que M puede ser C, G o A; N puede ser C, G, A o T). Después se llevo a cabo una reaccién de PCR por
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triplicado con el mismo cebador oligo-dT y un segundo cebador de la pareja de diez pares de bases aleatorio (RNAmap,
GenHunterCorp., Brookline, MA). Esta combinacién de cebadores amplificé aproximadamente 100 ADNc de 100-
500 pares de bases de longitud. Los ADNc se separaron en un gel de secuenciacién. Una banda que estd presente en
una o més lineas celulares de cdncer y ausente en una célula normal puede representar un oncogén que se expresa en la
célula de cancer pero no en la célula normal. A la inversa, una banda que estd ausente en una o mas lineas celulares de
céncer y estd presente en una célula normal puede representar un gen supresor de tumor que no estd siendo expresado
debido a una mutacién o defecto de regulacion.

Se eluy6 el ADNc de un ARNm expresado de forma diferencial del gel de secuenciacién y se volvié a amplificar
en una reaccién de PCR con los mismos cebadores usados en la reaccién de presentacion diferencial y se clond
en un vector pPCR™ II (Invitrogen, San Diego, CA). Se identificaron los ARNm especificos que estaban presentes
unicamente en células de condrosarcoma y se clonaron los correspondientes ADNc. Los ADNCc se secuenciaron usando
los cebadores de secuenciacion directos e inversos M 13, que flanquean el sitio de clonacién del vector pPCR™. Algunas
secuencias eran idénticas a genes conocidos, p. ej., ciclina D2, una proteina reguladora del ciclo celular, y PTX3, un
miembro de la familia de genes pentaxina. Los ADNc nuevos, es decir, los que no tienen similitud de secuencia
con genes conocidos, se usaron para la transferencia Northern para confirmar que el gen correspondiente se expresa
diferencialmente en células de condrosarcoma. Se usaron veinte de dichas sondas de ADNc para cribar la expresion
diferencial del ARNm y se secuenciaron (Tabla 1). Se encontré que un gen nuevo, csa-1, se expresaba diferencialmente
en células de condrosarcoma comparado con células de cartilago normal y otros tipos de células tales como células de
mama, pulmén y colon.

TABLA 1
Clon Tipo de gel MW () FS () AQ (Il NI Cart
FS1 oD - + - -
N3-0 - + + -
N3-1 - + + +
FS2 DD - + - -
E1 pD - - - +
N3-2 - + + +
N3-3 - + + -
FS3 DD + + + -
A1 DD - - + -
E2 DD - - - +
AQ3 DD - - + -
E6 Db - - - +
AQ2 DD - - + -
E7 DD - - - +
FS10 DD + + + -
FS11 DD + + + -
AQSB DD - - + +
Fss8 DD + + - +
MwW1 DD + - - -
Mw2 DD + - - -
MW3 DD + - - -
FS9 DD - + + +
FS10 DD - + - -
AQ5 DD - + + +

DD: Gel de presentacion diferencial
N: Transferencia Northern
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Clonacion de csa-1

El gen que codifica CSA-1 se identific6 usando la PCR de presentacién diferencial como se ha descrito antes. FS8
es una sonda que corresponde a una de las secuencias expresadas diferencialmente identificadas. Como se muestra en
la Tabla 1, el gel de presentacién diferencial del cual se aislé la sonda FS8 indicaba que este gen no se expresaba en la
linea celular AQ. En un ensayo de transferencia Northern, la sonda se hibridaba con un mensaje de aproximadamente
0,85 kb de tamafio en la linea celular FS asi como en un condrosarcoma de grado alto. No se detecté mensaje en el
cartilago normal, placa de crecimiento bovino, o en condrosarcoma de grado 1 6 2.

Se encontré que la sonda FS8 (especifica para CSA-1), que correspondia al extremo 3’ del gen csa-1, tenia una
longitud de 250 bases. Se usé la amplificacion rapida de 5° del ADNc (5° RACE) para clonar el gen de longitud com-
pleta. Se sintetiz6 un cebador especifico del gen que es complementario a la sonda, y se us6 como un cebador para
sintetizar el ADNc usando ARN de la linea celular FS como molde. El ARN se hizo digerir con Rnasa H, y se anadi6
un cebador para el anclaje al extremo 3’ con TdT y dCTP. Se llevé a cabo la PCR usando el cebador para anclaje a
3’ y un segundo cebador especifico de gen anidado, dando asi ADN bicatenario que es una extension del fragmen-
to de gen del cual se obtuvo la sonda de presentacion diferencial. El fragmento generado por 5’RACE se cloné y
secuencio.

La expresién de CSA-1 en células de condrosarcoma se localiz6 en el nicleo de las células mediante inmunotincién
usando un anticuerpo policlonal de conejo especifico para un polipéptido CSA-1.

Se encontr6 que la secuencia del ADNc de csa-1 de longitud completa (Tabla 2) tenfa un marco de lectura abierto
(ORF) (Tabla 3 y mostrado en negrilla en la Tabla 2) que codifica un producto génico de 52 aminodcidos, CSA-1
(Tabla 4).

TABLA 2
ADNc DE CSA-1

ACTTCCCTGGGTTCACAGCAGGGGTGGAACTGGATTCTTCCTGGATGGGGATCCAGA
TGGAGGTGGAGCTGCACCCCTTGTAGAGAATGGCTGCGGGTCCCAGACCAGGAGCTC
CCTGCAGGGCGGGGGCTCCCACGATCGTATTGACCTCTGGAAGAAGACAGACACTTT
CCCACGGGAGCTCCTCTCCAGCCAGAGCTACACTTGGCAAACCTTTGGTCCTAAATG
ATTATTCACTGAATTGAAGAAATACGGTTTACATATCTTCCAAGTATATATGTAGGG
TTGATTTGGGAAGCAGAACACAGCAGCCCAAATTTGCTTGTAATGTCTGCGACTACA
GCCTGCTGGCCTGCCTTC
ACTGTCTTGGGGGAAGCTCGGGGAGACCAGGTGGACTGGAGTAGACTGTGCAGAGAC
ACTGGTCTGGTGAAGATGTCCAGGAAACCACGAGCCTCCAGCCCATTTTCCAACAAC
CACCCATCAACACCAAAGAGGTTCCCAAGACAACCCAGAAGGGAAAAGGGACCCGTC
AAGGAAGTTCCAGGAACAAAAGGCTCTCCCTAAAAGACCACCGCTTCAAAAAAACCT
GAGGAATGGAGTGGGCCAACACTATCCAGCCACTCTGACCAGCCGAACGAGGAACTC
AATCAAAATGCGCCATAGCAGGACCACAAGGGCAAGGAGACCACCGCCTTCTCCAGT
GCTTCCTTGGGCAGCCAGTAATTCCCAGGCAAGGCCAGAGACTTCAAGTCTATCTGA
AAAGTCTCCAGAAGTCTAACCCCAGATAAATAGCCAACAGGGTGTAGAGTACGTTTT
ACACCCAAAGGGTAATGCCCCATGGTGATGGAAATAAAATGAACATGTTGTAAAATG
AAAAARARAAA (IDSEC N°:3 )
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TABLA 3
Secuencia codificadora de CSA-1

ATGGCTGCGGGTCCCAGGCCAGGAGCTCCCTGCAGGGCGGGGGCTCCCACGATCGTA
TTGACCTCTGGAAGAAGACAGACACTTTCCCACGGGAGCTCCTCTCCAGCCAGAGCT
ACACTTGGCAAACCTTTGGTCCTAAATGATTATTCACTGAATTGAAGAAA ( ID
SECN°: 1)

TABLA 4

Secuencia de aminodcidos de CSA-1

MAAGPRPGAPCRAGAPTIVLTSGRRQTLSHGSSSPARATLGKPLVLNDYSLN ( ID
SEC N°: 2)

Clonacion de caa-1

El gen que codifica CAA-1 también se identific6 usando la PCR de presentacién diferencial como se ha descrito
antes. E1 es una sonda que corresponde a una de las secuencias expresada diferencialmente identificada. Como se
muestra en la Tabla 1, E1 se expresaba en cartilago normal, pero no en ninguna de las lineas celulares de condrosarco-
ma humano ensayadas por la PCR de presentacion diferencial. Una transferencia Northern con la sonda E1 mostré la
expresion de un mensaje de 2,2 kb en el cartilago articular normal y la linea celular FS. Por el contrario se detectaron
2 transcritos de tamanos alternativos (7,5 kb y 1,2 kb) en la linea celular AQ de grado alto. Estos datos indican que el
gen caa-1 puede dividirse o reorganizarse alternativamente en la linea celular AQ. El patrén de expresién indica que
CAA-1 funciona como un gen supresor de tumor.

La expresiéon de CAA-1 se analiz6 usando transferencia Northern y RT-PCR en osteoblastos de lineas celulares
de condrosarcoma humano, cartilago normal, misculo, condrosarcoma primario y un grupo de tumores y tejidos
normales. Se llevé a cabo la transferencia Northern con E1 y con una parte generada con 5° RACE de 1,5 kb del gen
como sondas. La PCR se llev6 a cabo usando cebadores que amplifican 306 pb del gen caa.

La presentacién diferencial del ARNm mostré la expresion de un gen en cartilago normal y en las lineas celulares
FS y AQ (pero no en la linea celular MW). Se secuencié la sonda de presentacién diferencial (E1), se encontré que era
novedosa y se usé para andlisis de transferencia Northern, que puso de manifiesto un tamafio de mensaje calculado de
2,2 kb en el cartilago normal y FS, pero no en MW, osteoblasto, musculo o placa de crecimiento bovino.

Se llevé a cabo 5’RACE usando cebadores oligonucledtidos complementarios al extremo 5° del clon E1 y dio un
fragmento de 1,5 kb. Con el fin de obtener el resto de la parte 5 del gen, se repitié 5° RACE con nuevos cebadores 5’
y se clond un fragmento adicional de 0,5 kb, y se secuenciaron los fragmentos de gen que se superponian.

Se llevé a cabo la transferencia Northern con el fragmento de 1,5 kb y se detecté un mensaje de 2,0 kb en cuatro
muestras diferentes del ARN de FS y en un condrosarcoma de grado IT (CS) y ARN de FS. El gen de longitud completa
tiene 1955 nucledtidos de longitud, que se correlaciona con el tamafio del mensaje visto con transferencia Northern.
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TABLA 5
ADNCc de CAA-1

CACGCAAAGCAGTGTGGGTTGATTCTGAGGTGCACTGTGGGAAAGAGCTTGTCGCTG
CGGTGTTGCTGTTGGAGACTCGATTGTTGGTGACAGCGAAAGAACGATAACAAAATG
CCGGAGCGAGATAGTGAGCCGTTCTCCAACCCTTTGGCCCCCGATGGCCACGATGTG
GATGATCCTCACTCCTTCCACCAATCAAAACTCACCAATGAAGACTTCAGGAAANTN
NTCATGACCCCCAGGGNTGCACNTACNTNTGCACCACNTTNTAANTNNNNTCACCAT
GAGATGCCAAGGGAGTACAATGAGGATGAAGACCCAGCTGCACGAAGGAGGAAAAAG
AAAAGTTATTATGCCAAGCTACGCCAACAAGAAATTGAGAGAGAGAGAGAGCTAGCA
GAGAAGTACCGGGATCGTGCCAAGGAACGGAGAGATGGAGTGAACAAAGATTATGAA
GAAACCGAGCTTATCAGCACCACAGCTAACTATAGGGCTGTTGGCCCCACTGCTGAG
GCGGACAAATCAGCTRCAGNNRAGAGAAGACANWNDAHCNAGGAGTCCAAATTCTTG
GGTGGTGACATGGAACACACCCATTTGGTGAAAGGCTTGGATTTTGNTNTGCTTCHN
AANGTNCGAGCTGAGATTGNCMSCMNANARAAANARGAARANGNNCTGATGGNAAAN
CCCCMGAAAGAAACCAAGAAAGATGAGGATCCTGAAAATAAAATTGAATTTAAAACA
CGTCTGGGCCGCAATGTTTACCGAATGCTTTTTAAGAGCAAAGCATATGAGCGGAAT
GAGTTGTTCCTGCCGGGCCGCATGGCCTATGTGGTAGACCTGGATGATGAGTATGCT
GACACAGATATCCCCACCACTCTTATCCCGCAGCAAGGCTGATTGCCCCACCATGGA
GGCCCAGACCACACTGACCACAAATGACATTGTCATTAGCAAGCTGACCCAGATCCT
TTCATACCTGAGGCAGGGAACCCGTAACAAGAAGCTTAAGAAGAAGGATAAAGGGAA
GCCGGAAGAGAAGAAACCTCCTGAGGCTGACATGAATATTTTTGAAGACATTGGGGA
TTACGTACCCTCCACARACCAAGACACCTCGGGACAAGGAGCGGGAGAGATATCGGGA
ACGGGAGCGTGATCGGGAAAGAGACAGAGACCGTGACCGAGAGCGAGAGCGAGAACG
AGATCGGGAACGAGAGCGAGAGCGGGACCGAGAGAGAGAAGAGGAAAAGAAGAGACA
CAGCTACTTTGAGAAGCCAAAAGTAGATGATGAGCCCATGGACGTTGACAAAGGACC
TGGGTCTACCAAGGAGTTGATCAAGTCCATCAATGAAAAGTTTGCTGGGTCTGCTGG
CTGGGAAGGCACAGAATCGCTGAAGAAGCCAGAAGACAAAAAGCAGCTGGGAGATTT
CTTTGGCATGTCCAACAGTTATGCAGAGTGCTACCCAGCCACGATGGATGACATGGC
TGTGGATAGTGATGAGGAGGTGGATTATAGCAAAATGGACCAGGGTAACAAGAAGGG
GCCCTTAGGCCGTTGGGACTTTGATACCCAGGAAGAATACAGCGAGTATATGAACAA

CAAAGAAGCTTTGCCCAAGGCTGCATTCCAGTATGGTATCAAAATGTCTGAAGGGCG
GAAAACCAGGCGCTTCAAGGAAACCAATGACAAAGCAGAGCTTGATCGCCAGTGGAA
GAAGATTAGTGCAATCATTGANGAAGAGGAAGAAGATGGAAGCTGATGGGGTTGAAG
TCAAAAGACCAAAATACTAATCACTAGTTACAACCAGAGATGCTCCACAAGGATATG
CTCCCCACTGTTTTCTTTCTACAATTTCCAAAGGTTGCAAGATGTTTTTTTGTGATG
AATATAAAATTTTATTGTGTAATTACTTGGTTCCATTAAAATTGGTTAACTTGCTAA
AAAAAAAA (IDSECN°: 5 )
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TABLA 6
Secuencia codificadora de CAA-1

ATGATGAGTATGCTGACACAGATATCCCCACCACTCTTATCCCGCAGCAAGGCTGAT
TGCCCCACCATGGAGGCCCAGACCACACTGACCACAARTGACATTGTCATTAGCAAG
CTGACCCAGATCCTTTCATACCTGAGGCAGGGAACCCGTAACAAGAAGCTTAAGAAG
AAGGATAAAGGGAAGCCGGAAGAGAAGAAACCTCCTGAGGCTGACATGAATATTTTT
GAAGACATTGGGGATTACGTACCCTCCACAACCAAGACACCTCGGGACAAGGAGCGG
GAGAGATATCGGGAACGGGAGCGTGATCGGGAAAGAGACAGAGACCGTGACCGAGAG
CGAGAGCGAGAACGAGATCGGGAACGAGAGCGAGAGCGGGACCGAGAGAGAGAAGAG
GAAAAGAAGAGACACAGCTACTTTGAGAAGCCAAAAGTAGATGATGAGCCCATGGAC
GTTGACAAAGGACCTGGGTCTACCAAGGAGTTGATCAAGTCCATCAATGAAAAGTTT
GCTGGGTCTGCTGGCTGGGAAGGCACAGAATCGCTGAAGAAGCCAGAAGACAAAAAG
CAGCTGGGAGATTTCTTTGGCATGTCCAACAGTTATGCAGAGTGCTACCCAGCCACG
ATGGATGACATGGCTGTGGATAGTGATGAGGAGGTGGATTATAGCAAAATGGACCAG
GGTAACAAGAAGGGGCCCTTAGGCCGTTGGGACTTTGATACCCAGGAAGAATACAGC
GAGTATATGAACAACAAAGAAGCTTTGCCCAAGGCTGCATTCCAGTATGGTATCAAA
ATGTCTGAAGGGCGGAAAACCAGGCGCTTCAAGGAAACCAATGACAAAGCAGAGCTT
GATCGCCAGTGGAAGAAGATTAGTGCAATCATTGANGAAGAGGAAGAAGATGGAAGC
TGA ( IDSECN°:6)

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2317 690 T3

TABLA 7

Secuencia de aminodcidos de CAA-1

Met Met Ser Met Leu Thr Gln Ile Ser Pro Pro Leu Leu Ser
Arg Ser Lys Ala Asp Cys Pro Thr Met Glu Ala Gln Thr Thr
Leu Thr Thr Asn Asp Ile Val Ile Ser Lys Leu Thr Gln Ile
Leu Ser Tyr Leu Arg Gln Gly Thr Arg Asn Lys Lys Leu Lys
Lys Lys Asp Lys Gly Lys Pro Glu Glu Lys Lys Pro Pro Glu
Ala Asp Met Asn Ile Phe Glu Asp Ile Gly Asp Tyr Val Pro
Ser Thr Thr Lys Thr Pré Arg Asp Lys Glu Arg Glu Arg Tyr
Arg Glu Arg Glu Arg Asp Arg Glu Arg Asp Arg Asp Arg Asp
Arg Glu Arg Glu Arg Glu Arg Asp Arg Glu Arg Glu Arg Glu
Arg Asp Arg Glu Arg Glu Glu Glu Lys Lys Arg His Ser Tyr
Phe Glu Lys Pro Lys Val Asp Asp Glu Pro Met Asp Val Asp
Lys Gly Pro Gly Ser Thr Lys Glu Leu Ile Lys Ser Ile Asn
Glu Lys Phe Ala Gly Ser Ala Gly Trp Glu Gly Thr Glu Ser
Leu Lys Lys Pro Glu Asp Lys Lys Gln Leu Gly Asp Phe Phe
Gly Met Ser Asn Ser Tyr Ala Glu Cys Tyr Pro Ala Thr Met
Asp Asp Met Ala Val Asp Ser Asp Glu Glu Val Asp Tyr Ser
Lys Met Asp Gln Gly Asn Lys Lys Gly Pro Leu Gly Arg Trp
Asp Phe Asp Thr Gln Glu Glu Tyr Ser Glu Tyr Met Asn Asn
Lys Glu Ala Leu Pro Lys Ala Ala Phe Gln Tyr Gly Ile Lys
Met Ser Glu Gly Arg Lys Thr Arg Arg Phe Lys Glu Thr Asn
Asp Lys Ala Glu Leu Asp Arg Gln Trp Lys Lys Ile Ser Ala
Ile Ile Xaa Glu Glu Glu Glu Asp Gly Ser (IDSECN°:7 )

El marco de lectura abierto (ORF) mads largo previsto es de 942 pb. Este ORF empieza con el segundo codén de
inicio en el marco, y va precedido por un ORF mads corto de 126 pb. La proteina prevista para el ORF largo es de 314
aminodcidos con un peso molecular de 37 kDa. El mensaje calculado era de 2,1 kb, pero se describieron sélo 756 pb
de la secuencia, que era el clon mds largo aislado de su biblioteca de ADNCc.

La expresion de CAA-1 se ha detectado con la PCR en 4/5 de muestras de cartilago normal, 1/2 de condrosarcoma
de grado 0, 3/3 de grado I, 3/4 de grado Il y 5/5 de grado III. No se detect6 expresion en carcinoma de colon, mama,
célula renal y géstrico y los tejidos normales correspondientes; sarcoma osteogénico y tejido blando; y tumor de célula
gigante.

CAA-1 funciona para regular la respuesta inmunitaria. La regulacion de una respuesta inmunitaria, p. ej., infla-
macion, es critica para la fisiologia de la articulacién sinovial normal y la vigilancia de tumores. Los antigenos HLA
clase II son necesarios para la presentacion del antigeno a las células T, y se ha demostrado que el interferén gamma
favorece la expresion de HLA clase II en muchas células normales y tumorales diferentes, incluyendo condrocitos y
células del revestimiento sinovial. Ademads, se ha demostrado que los condrocitos funcionan como células presentado-
ras de antigeno. CAA-1 funciona como una citoquina que inhibe la regulacién positiva inducida por interferén gamma
de los antigenos HLA de clase II. Por lo tanto, los condrocitos expresan un gen que modula su propia capacidad,
asi como células alrededor de la sinovia, para funcionar como células presentadoras de antigeno. El tratamiento de
una articulacién sinovial con un polipéptido CAA-1 disminuye la expresién de antigenos HLA II. Por lo tanto, se
puede administrar localmente un polipéptido CAA-1 para reducir una patologia, tal como la asociada con la artritis
reumatoide y otras artropatias inflamatorias.
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CAA-1 también se expresa en el cartilago neoplasico. CAA-1 inhibe la regulacién positiva de HLA clase II in-
ducida por interferén gamma. La expresiéon de CAA-1 por células tumorales puede ser un mecanismo de escape del
inmunorreconocimiento, es decir, la expresién mayor de CAA-1 disminuye la capacidad del hospedante para contro-
lar el crecimiento tumoral mediante mecanismos inmunoldgicos. El tratamiento del condrosarcoma por inhibicién de
la expresion de CAA-1 o la funcidén del producto génico CAA-1 potencia la capacidad del sistema inmunitario del
hospedante para controlar el crecimiento tumoral por mecanismos inmunoldgicos.

Ejemplo 2
Produccion y purificacion del polipéptido recombinante CSA y CAA

Para producir polipéptidos recombinantes, se transfecta en una célula ADN que codifica un polipéptido CSA o
CAA en un vector de expresion adecuado. Los procedimientos estadndar para transfectar células con un dcido nucleico
aislado son conocidos para los expertos en biologia molecular. Por ejemplo, se pueden transfectar células procariotas
o eucariotas en cultivo con el ADN de la invencién operativamente unido a secuencias de control de la expresion
adecuadas para la expresion de alto nivel en la célula. Dichas células son titiles para producir grandes cantidades de
CSA-1 0 CAA-1, que se pueden purificar y usar, p. €j., como un producto terapéutico o para aumentar los anticuerpos
anti-CSA-1y CAA-1.

Por ejemplo, el producto génico recombinante puede expresarse como una proteina de fusién y se puede purificar
usando un sistema de expresion y purificacion disponible en el comercio, p. €j., el sistema de expresiéon pFLAG (IBI).
Los polipéptidos recombinantes se inyectan en un conejo o roedor para producir anticuerpos como se describe a
continuacion.

Ejemplo 3
Produccion de anticuerpos especificos para polipéptidos CSA o CAA

Los anticuerpos especificos para polipéptidos CSA se pueden obtener por técnicas conocidas en la materia. Dichos
anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Los anticuerpos policlonales se pueden obtener, por ejemplo, por
procedimientos descritos en Ghose y col., Methods in Enzymology, Vol. 93, 326-327, 1983. Por ejemplo, se us6 un
polipéptido CSA-1 (que contiene 23-24 aminodécidos, p. €j. un polipéptido RRQTLSHGSSSPARAC (ID SEC N°: 8))
como un inmundgeno para estimular la produccion de anticuerpos policlonales reactivos contra CSA-1 en el antisuero
de un conejo. Se pueden usar procedimientos similares para aumentar el anticuerpo en animales tales como cabras,
ovejas y roedores.

Los anticuerpos monoclonales ttiles en la presente invencion se pueden obtener por el procedimiento conocido
descrito por Milstein y Kohlerin, Nature, 256:495-97, 1975, o segtin la modificacién de Gerhard, Monoclonal Anti-
bodies, Plenum Press, 1980, paginas 370-371. Los hibridomas se criban para identificar los que producen anticuerpos
que son altamente especificos para un polipéptido CSA. Preferiblemente, el anticuerpo tendrd una afinidad de al menos
aproximadamente 108 litros/mol y mds preferiblemente, una afinidad de al menos aproximadamente 10° litros/mol. El
uso de dichos anticuerpos monoclonales proporciona un medio para obtener mayor sensibilidad en los ensayos de la
presente invencion, comparado con el uso de anticuerpos policlonales.

Ejemplo 4
Animales transgénicos

Los polipéptidos CSA también pueden expresarse en animales transgénicos. Estos animales representan un sistema
modelo para estudiar trastornos que son causados o exacerbados por la expresién aumentada o reducida de un poli-
péptido CSA, y para el desarrollo de agentes terapéuticos que modulan la expresion o actividad de un polipéptido CSA.

Un animal que no expresa CSA-1 es titil para estudiar la funcién de CSA-1. La inmunotincién de embriones de
ratén con anticuerpo anti-CSA-1 mostré tincién del precursor musculoesquelético. Un transgén csa-1 con una muta-
ci6én nula da como resultado un animal que no expresa el gen CSA-1, un estado que puede conducir a anomalias del
desarrollo puesto que algunos genes expresados por tumores también se expresan durante el desarrollo embriolégico
normal.

Alternativamente, un animal transgénico que sobreexpresa CSA-1 es ttil para estudiar el condrosarcoma en des-
arrollo. Dicho animal seria una herramienta titil para evaluar el tratamiento de este tumor.

Los animales transgénicos pueden ser animales de granja (cerdos, cabras, ovejas, vacas, caballos, conejos y simi-
lares), roedores (tales como ratas, cobayos y ratones), primates no humanos (por ejemplo, babuinos, monos y chim-
pancés) y animales domésticos (por ejemplo, perros y gatos). Se prefieren especialmente los ratones transgénicos.

Se puede usar cualquier técnica conocida en la materia para introducir un transgén csa-/ en animales para pro-
ducir las lineas fundadoras de animales transgénicos. Dichas técnicas incluyen, pero no se limitan a microinyeccién
pronuclear (patente de EE.UU. n°® 4.873.191); transferencia de genes mediada por retrovirus en lineas germinales
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(Van der Putten y col., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 82: 6148, 1985); manipulacién dirigida de genes en células madre
embrionarias (Thompson y col., Cell 56:313, 1989); y electroporacién de embriones (Lo, Mol. Cell. Biol. 3:1803,
1983).

Cuando se desea integrar el transgén csa-1 en el sitio cromosémico del gen csa-1 endégeno, se prefiere la mani-
pulacidn dirigida de genes. Brevemente, cuando se va a usar dicha técnica, se disefian vectores que contienen algunas
secuencias de nucledtidos homdlogas a un gen csa-1 endégeno con el propésito de integrarlas mediante recombina-
cién homodloga con secuencias cromosémicas, y alterar la funcién de la secuencia de nucleétidos del gen endégeno.
El transgén también se puede introducir selectivamente en un tipo particular de célula, inactivando asi el gen csa-1
enddgeno sélo en ese tipo de célula (Gu y col., Science 265:103, 1984). Las secuencias reguladoras necesarias para
dicha inactivacion especifica de célula dependerdn del tipo de célula particular de interés, y serd algo evidente para
el experto en la materia. Estas técnicas son ttiles para preparar “noqueados génicos” que carecen de gen csa o caa
funcionales.

Una vez que se han generado los animales transgénicos, se puede ensayar la expresion del transgén recombinante
usando técnicas estandar. El cribado inicial se puede llevar a cabo mediante andlisis de transferencia Southern o técni-
cas de PCR para determinar si ha tenido lugar la integracion del transgén. El nivel de expresion de ARNm del transgén
en el tejido de los animales transgénicos también se puede evaluar usando técnicas que incluyen, pero no se limitan
a andlisis por transferencia Northern de muestras de tejido obtenidas del animal, andlisis de hibridacién en el sitio, y
RT-PCR. También se pueden evaluar muestras de tejido que expresan el gen csa o caa de forma inmunocitoquimica
usando anticuerpos especificos del producto transgénico.

Para una revisioén de las técnicas que se pueden usar para generar y evaluar animales transgénicos, los expertos
en la técnica pueden consultar Gordon (Intl. Rev. Cytol. 115:171-229, 1989), y pueden obtener mds directrices, por
ejemplo de: Hogan y col. “Manipulating the Mouse Embryo” (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY,
1986; Krimpenfort y col., Bio/Technology 9:86, 1991; Palmiter y col., Cell 41:343, 1985; Kraemer y col., “Genetic
Manipulation of the Early Mammalian Embryo,” Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, 1985; Hammer
y col., Nature 315:680, 1985; Purcel y col., Science, 244:1281, 1986; Wagner y col., patente de EE.UU. n°® 5.175.385;
y Krimpenfort y col., patente de EE.UU. n° 5.175.384.

Ejemplo 5
Diagndstico de condrosarcoma

La invencién incluye un procedimiento para detectar neoplasmas cartilaginosos en una muestra de tejido obtenida
de un paciente. La deteccidn de la expresion de csa-1 (midiendo los transcritos génicos o productos génicos) en una
muestra de paciente comparada con una muestra de control o del polipéptido CSA-1, predeciria la condrogénesis
indicativa, p. ej., de condrosarcoma. El procedimiento de diagndstico de la invencién se lleva a cabo midiendo la
expresion del gen csa en un tejido, p. €j. una biopsia, o en un fluido corporal, p. €j., sangre o plasma. La deteccién de
la expresion y determinacién del nivel de expresion del gen se mide usando procedimientos conocidos en la técnica,
por ejemplo hibridacién en el sitio, andlisis de transferencia Northern, o andlisis de transferencia Western usando
anticuerpos monoclonales o policlonales especificos de CSA-1. Un aumento del nivel de expresién de csa-1 por célula
en la muestra de ensayo de tejido comparado con el nivel por célula en el tejido de control indica la presencia de un
condrosarcoma en la muestra de ensayo. Por ejemplo, se podria ensayar la expresién de CSA-1 en el tejido obtenido en
una biopsia, p. €j., el nivel de transcrito o de polipéptido CSA-1. Un nivel mayor de transcrito o polipéptido de CSA-
1 (comparado con el tejido normal) indica una alta probabilidad de condrosarcoma. Por ejemplo, se usé la PCR para
detectar la expresion de csa-1 en 15 muestras de biopsia de condrosarcoma obtenidas de pacientes. Por el contrario,
no se detect6 expresion de csa-1 en 3 muestras de control normales obtenidas de pacientes.

Los procedimientos descritos anteriormente también se pueden usar para determinar el grado de un tumor. Las
técnicas de transferencia Northern y PCR cuantitativa se usan para determinar el nivel de expresion del gen csa. Por
ejemplo, la expresion elevada de CSA-1 se correlaciona con un grado més alto del tumor.

Los procedimientos de diagndstico descritos anteriormente son ttiles para identificar pacientes que necesitan in-
tervencion terapéutica para reducir o prevenir el condrosarcoma.

Ejemplo 6
Procedimientos de terapia

Los pacientes con condrosarcoma se pueden tratar administrando 4cidos nucleicos antisentido de CSA-1 o ribo-
zimas. Otras afecciones malignas, que se caracterizan por un aumento de la expresion de CSA-1, se pueden tratar de
una forma similar.

La terapia antisentido se usa para inhibir la expresion de proteinas, p. ej., CSA-1, implicadas en la condrogénesis,
p- €j., la asociada con condrosarcoma. Por ejemplo, se introduce directamente una cadena antisentido de csa-1 (ARN
o ADN) en las células en una forma que sea capaz de unirse a los transcritos de ARNm. Alternativamente, se puede
administrar un vector que contiene una secuencia que una vez dentro de las células objetivo es transcrita en el ARNm
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antisentido adecuado. Los 4dcidos nucleicos antisentido que hibridan con el ARNm pueden disminuir o inhibir la
produccién del producto polipeptidico codificado por un gen por asociacién con el transcrito d¢ ARNm normalmente
monocatenario, interfiriendo de esta forma en la traduccién y por lo tanto, en la expresion de la proteina,

La terapia con ribozimas también se puede usar para inhibir la expresion de genes. Los ribozimas se unen a ARNm
especifico y después lo cortan en un punto de escision predeterminado, destruyendo asi el transcrito. Estas moléculas
de ARN se pueden usar para inhibir la expresién de un gen csa implicado en la condrogénesis asociada con condro-
sarcoma de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica (Sullivan y col., 1994, J. Invest. Derm. 103:85S-89S;
Czubayko y col., 1994, J. Biol. Chem. 269:21358-21363; Mabhieu y col, 1994, Blood 84:3758-65; Kobayashi y col.
1994, Cancer Res. 54:1271-1275).

Otro procedimiento terapéutico para inhibir la expresién de proteinas o polipéptidos es la produccion de anticuer-
pos expresados intracelularmente que, cuando se expresan en una célula, se unen y evitan el transporte y expresion
en superficie de proteinas objetivo. Los anticuerpos intracelulares pueden expresarse en una célula usando técnicas
conocidas (Chen y col., 1994, Hum. Gene Ther. 5:595-601).

La terapia génica se puede llevar a cabo administrando a un paciente un dcido nucleico que codifica un polipéptido
terapéutico, p. ej., un gen supresor de tumor tal como caa-1, mediante vectores y/o sistemas de suministro estandar
de genes. Los sistemas de suministro de genes adecuados incluyen liposomas, sistemas de suministro mediados por
receptor, ADN desnudo, y vectores viricos tales como herpesvirus, retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados,
entre otros.

Como se ha discutido anteriormente, la inflamacién indeseada o patoldgica, tal como la asociada con la artritis
reumatoide y otras artropatias inflamatorias, se puede tratar inhibiendo la expresiéon de CAA-1. La terapia antisentido
y terapia con ribozimas se puede usar para inhibir la expresién de CAA-1, y la inmunizacién intracelular usando ADN
que codifica un anticuerpo anti-CAA-1 se puede usar para inhibir la funcién del producto génico.

Una composicién terapéutica puede incluir uno o mds compuestos, p. €j., acidos nucleicos o agentes inmunosu-
presores y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicién terapéutica también puede incluir un sistema de
suministro de genes como se ha descrito anteriormente. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son vehiculos
biolégicamente compatibles que son adecuados para administrar a un animal: p. ej., solucién salina fisiolégica. Una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto es una cantidad que es capaz de producir un resultado médico de-
seado en un animal tratado, p. €j., la inhibicién de la expresion de un gen objetivo, p. €j., una proteina secretada o de
superficie celular, o inhibir la actividad celular, p. ej., proliferacién, migracion, presentacion de antigeno, produccién
de anticuerpos o produccién de citoquinas.

Se puede usar la administracion parenteral, tal como las vias de suministro intravenosa, subcutdnea, intramuscular
e intraperitoneal, para suministrar el compuesto, siendo la via preferida la administracién intravenosa. Las dosifica-
ciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, incluyendo el tamafio del paciente, el drea superficial
corporal, edad, el compuesto particular que se va a administrar, sexo, tiempo y via de administracion, salud general,
y otros farmacos que se estén administrando simultdneamente. Las dosificaciones del compuesto que se van a admi-
nistrar variardn (se espera que las dosis de agentes inmunosupresores estén en el intervalo de dosis usadas para la
administracién de otros agentes inmunosupresores conocidos en la materia). Una dosificacion preferida para la admi-
nistracion intravenosa de dcidos nucleicos es de aproximadamente 10° a 10?? copias de la molécula de dcido nucleico.
Alternativamente, el compuesto se puede administrar por un implante de liberacidn prolongada puesto cerca del tejido
enfermo o un sitio quirdrgico después de eliminar el tejido neoplésico.

Los polipéptidos CSA o polipéptidos CAA, p. ej., un polipéptido CAA-1 se puede administrar al paciente por via
intravenosa en una vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como solucion salina fisiolégica. Se pueden usar proce-
dimientos estdndar de suministro intracelular de péptidos, p. ej. empaquetados en liposomas. Dichos procedimientos
son bien conocidos para los expertos en la técnica. Se espera que la administracién sea una dosificacién intravenosa
de aproximadamente 1 a 100 umoles del polipéptido de la invencién por kg de peso corporal y por dia. Las composi-
ciones de la invencién son utiles para la administracién parenteral, tal como intravenosa, subcutdnea, intramuscular e
intraperitoneal. Alternativamente, un polipéptido CAA, p. €j., CAA-1 se puede administrar como un implante para la
liberacién lenta en el sitio de una lesion inflamatoria.

El ADN (ADN que codifica csa-1, promotores especificos de célula tumoral y vectores) de la invencién se puede
introducir en las células objetivo del paciente mediante vectores estdndar y/o sistemas de suministro de genes. Los
sistemas de suministro de genes adecuados pueden incluir liposomas, sistemas de suministro mediados por receptor,
ADN desnudo y vectores viricos tales como herpesvirus, retrovirus y adenovirus, entre otros. Por ejemplo, el ADN de
la invencién bajo el control de un promotor constitutivo fuerte se puede administrar localmente usando un sistema de
suministro de adenovirus.

El ADN de la invencién se puede administrar en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion tera-
péutica también puede incluir un sistema de suministro de genes como se ha descrito anteriormente. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables son vehiculos bioldgicamente compatibles que son adecuados para la administracién a
un animal, p. ej. solucién salina fisioldgica. Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad del 4cido nucleico
de la invencién que es capaz de producir un resultado médico deseado en un animal tratado.
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Como es conocido en medicina, la dosificacion para cualquier paciente dado depende de muchos factores, inclu-
yendo el tamafio del paciente, el drea superficial del cuerpo, edad, el compuesto particular que se va a administrar,
sexo, tiempo y via de administracidn, salud general y otros firmacos administrados simultdneamente. Las dosificacio-
nes para los compuestos de la invencidn variardn, pero una dosificacion preferida para la administracion intravenosa es
de aproximadamente 10° a 10% copias de la molécula de 4cido nucleico. La determinacion de la dosificacién 6ptima
depende de la experiencia del experto en la materia. Los fairmacos que inhiben el promotor de CSA-1 también se
pueden administrar como se ha descrito antes para disminuir el nivel de expresion de CSA-1 en tejidos.

Ejemplo 7
Identificacion de compuestos que disminuyen la expresion de genes csa o caa

Un procedimiento de cribado de compuestos candidatos para identificar compuestos capaces de inhibir la expresion
del gen csa, p.ej. csa-1, incluye las siguientes etapas: proporcionar una célula de condrosarcoma; poner en contacto la
célula con un compuesto candidato; y determinar la cantidad de expresion de csa-1 en la célula, p. ej., por inmunotin-
cion para detectar un polipéptido CSA-1 o hibridacioén in situ, PCR o transferencia Northern para detectar transcritos
csa-1. Una disminucién de la cantidad de expresion de csa-1 en las células expuestas al compuesto candidato compa-
rada con la cantidad de expresion en las células en ausencia del compuesto indica que el compuesto inhibe la expresion
de csa-1 en células de condrosarcoma.

Los compuestos que inhiben la expresion de csa-1 también se pueden identificar poniendo en contacto el promotor
de csa-1 unido al gen indicador con un compuesto candidato, y midiendo el nivel de expresion del gen indicador en
presencia y ausencia del compuesto. Un nivel reducido de expresion en presencia del compuesto comparado con este
en su presencia indica que el compuesto inhibe la expresion de csa-1.

También se pueden usar los procedimientos de cribado descritos anteriormente para identificar compuestos que
inhiben la expresion de un gen caa tal como caa-1.

Otras realizaciones estdn dentro de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica un polipéptido asociado a condrosarcoma (CSA), en la que
dicha molécula de dcido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos del ID SEC N°: 1, y en la que la expresién
diferencial de dicho polipéptido CSA comparado con células normales es indicativa de condrosarcoma.

2. Una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica un polipéptido asociado a condrosarcoma (CSA), en la que
dicha molécula de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende
la secuencia del ID SEC N°: 2, y en la que la expresion diferencial de dicho polipéptido CSA comparada con células
normales es indicativa de condrosarcoma.

3. Una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica un polipéptido asociado a condrosarcoma (CSA), en la que
dicha molécula de 4cido nucleico consiste en: la secuencia de nucleétidos de ID SEC N°: 1 o una variante degenerada
de la misma, en la que dicha variante degenerada codifica un polipéptido que consiste en al menos 50 aminoacidos
de la secuencia del ID SEC N°: 2 y en la que la expresion diferencial de dicho polipéptido CSA comparada con las
células normales es indicativa de condrosarcoma.

4. Una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende una cadena que se hibrida en condiciones de restricciéon
alta con la molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1, o la complementaria a la misma.

5. La molécula de dcido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha molécula de dcido nucleico comprende
ademds secuencias reguladoras para la expresion de dicho polipéptido, comprendiendo dichas secuencias reguladoras
un promotor.

6. Un polipéptido CSA sustancialmente puro, en el que dicho polipéptido comprende al menos 50 aminoacidos de
la secuencia del ID SEC N°: 2, y en el que la expresion diferencial de dicho polipéptido CSA comparada con células
normales es indicativa de condrosarcoma.

7. Un polipéptido CSA sustancialmente puro, en el que dicho polipéptido comprende la secuencia de aminodcidos
del ID SEC N°: 2, y en el que la expresion diferencial de dicho polipéptido CSA comparada con células normales es
indicativa de condrosarcoma.

8. Una célula aislada que comprende una molécula de dcido nucleico recombinante de acuerdo con la reivindica-
cién 1.

9. Un procedimiento para preparar un polipéptido CSA, que comprende (a) proporcionar la célula de la reivindica-
cién 8, y (b) cultivarla en condiciones que permitan la expresién de dicha molécula de 4cido nucleico, preparando asi
dicho polipéptido CSA.

10. Un procedimiento para diagnosticar la presencia de una célula de condrosarcoma en una muestra de tejido,
que comprende medir la expresion de un gen csa que codifica el polipéptido CSA de la reivindicacién 6 6 7, en
dicha muestra de tejido y una muestra de control, en el que un aumento de la expresion de dicho gen csa en dicha
muestra de tejido comparada con dicha muestra de control indica que dicha muestra de tejido contiene una célula de
condrosarcoma.

11. Un procedimiento para clasificar un tumor de condrosarcoma en una muestra de ensayo de tejido obtenido de
paciente, que comprende determinar el nivel de expresion de un gen csa-1 en dicha muestra de ensayo, en el que dicho
gen csa-1 codifica el polipéptido CSA de la reivindicacién 6 6 7, y compararlo con el nivel de expresién del gen csa-
1 en una muestra de control, en el que el nivel de expresion en dicha muestra de ensayo comparado con dicha muestra
de control es directamente proporcional al grado de dicho tumor.

12. Un procedimiento para detectar condrosarcoma en una muestra de tejido de paciente que comprende células
de cartilago, que comprende:

(a) administrar a dicha muestra de tejido de paciente una cantidad eficaz para el diagnéstico de una especie que
se une especificamente a CSA-1 marcada de forma detectable, seleccionada de anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos, en el que dicho CSA-1 es un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que es
al idéntica en al menos un 50% a la secuencia de aminodcidos de ID SEC N°: 2, y en el que dicha expresién
diferencial de dicho polipéptido CSA comparada con células normales es indicativa de condrosarcoma, y

(b) determinar si dicha especie se une especificamente a células de cartilago de la muestra de tejido de paciente,
siendo dicha unién una indicacién de la presencia de condrosarcoma en la muestra de tejido de paciente.

13. El procedimiento de la reivindicacién 12, en el que el nivel de dicha unién se correlaciona con el grado de
dicho condrosarcoma.
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14. Un procedimiento de deteccién de condrosarcoma progresivo en un paciente, que comprende

(a)

(b)

administrar sucesivamente a una muestra de tejido que comprende células de cartilago procedentes de un
paciente que se sospecha que tiene dicho condrosarcoma una cantidad eficaz para el diagnéstico de una
especie que se une especificamente a CSA-1 marcada de forma detectable, seleccionada del grupo que
consiste en anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, en el que dicho CSA-1 es un polipéptido que com-
prende una secuencia de aminodcidos que es idéntica en al menos un 50% a la secuencia de aminodcidos
de ID SEC N°: 2, y en el que dicha expresion diferencial de dicho polipéptido CSA comparada con células
normales es indicativa de condrosarcoma, y

comparar la cantidad de dicha especie que se une a células de cartilago de la muestra de tejido en sucesivas
administraciones para detectar un aumento de la unién de dicha especie de unién a lo largo del tiempo, en
el que dicho aumento es indicativo de condrosarcoma progresivo en dicho paciente.

15. Un procedimiento de cribado de un compuesto candidato para identificar un compuesto capaz de inhibir la
expresion de un polipéptido CSA, que comprende:

()
(b)
(©)

proporcionar una célula de condrosarcoma que expresa el polipéptido CSA de la reivindicacién 6 6 7;
poner en contacto dicha célula con dicho compuesto candidato; y

determinar la cantidad de expresioén de dicho polipéptido CSA por dicha célula, en el que una disminucién
de dicha cantidad en presencia de dicho compuesto candidato comparada con la cantidad en ausencia de
dicho compuesto candidato indica que dicho compuesto candidato inhibe la expresioén de dicho polipéptido
CSA.

16. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que el CSA-1 es un
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos del ID SEC N°: 2.
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LISTA DE SECUENCIAS

<170> FastSEQ para Windows Versién 3.0

<210>1
<211> 164
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222>(1)...(1

<400> 1

atg
Met
b Y

acg
Thr

tee
Ser

tat
Tyx

<210>2
<211> 52
<212> PRT

56)

get
Ala

ate
lle

tct
Ser

tca
Ser
50

gcg
Ala

gta
val

cca
Pro
35

ctg
Leu

<213> Homo sapiens

<400> 2

1

ggt
Gly

ttg
Leu
20

gce
Ala

aat
Asn

ccc agg
Pro Arg
S

ace tct
Thr Ser

aga gct
Arg Ala

tgaagaaa

cca
Pro

gga
Gly

aca
Thr

gga gct
Gly Ala

aga aga
Arg Arg
25

ctt ggc
Leu Gly
40

cce tgc agg
Pro Cys Arg
10

cag aca ctt
Gln Thr Leu

aaa cct ttg
Lys Pro Leu

gcg
Ala

tce
Ser

gtc
Val
45

g99 gct
Gly Ala

15

cac ggq
His Gly
30

cta aat
Leu Asn

cecec 48
Pro
age 96
Ser
gat 144
Asp

164

Met Ala Ala Gly Pro Arg Pro Gly Ala Pro Cys Arg Ala Gly Ala Pro
5 10

18

Thr Ile vVal Leu Thr Ser Gly Arg Arg Gln Thr Leu Ser His Gly Ser

25

30

Ser Ser Pro Ala Arg Ala Thr Leu Gly Lys Pro Leu Val Leu Asn Asp
40

20
35
Tyr Ser Leu Asn
50
<210> 3
<211> 884
<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 3

acttceectgg
aggtggagct

99g9cgggygc
gctectetec

attgaagaaa
gaacacagca
actgtettgg
ggtctggrtga
tcaacacctaa
ccaggaacaa
gggccaacac
tagcaggacce
taattccecag
ccagataaat

gtgatggaaa

<210>4

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artifi
<220>

<223> Secuencia artifi
<221> misc_feature
<222> (1)...(14)
<223>n=A,T,CoG

<400> 4
teeteeetet ttvn

<210>5

<211> 1946

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)...(1946)
<223>n=A,T,Co G

gttcacagca
gcaccccttg
tccecacgatce
agccagagct
tacggtttac
gcccaaattt
gggaagctcg
agatgtccag
agaggttccc
aaggctctcec
tatccagceca
acaagggcaa
gcaaggccag
agccaacagyg
taaaatgaac

cial

cial
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ggggtggaac
tagagaatgg
gtattgacct
acacttggca
atatcttcca
gcttgtaatg
gggagaccag
gaaaccacga
aagacaacce
ctaaaagacc
ctctgaccag
ggagaccacc
agacttcaag
gtgtagagta
atgttgtaaa

tggattctece
ctgegggtee
ctggaagaag
aacctttggt
agtatatatg
tctgegacta
gtggactgga
gecctecagec
agaagggaaa
accgettcaa
ccgaacgagg
geetecteea
tctatctgaa
cgttttacac
atgaaaaaaa

ctggatgggg
caggccagga
acagacactt
cctaaatgat
tagggttgat
cagcctgetg
gtagactgtg
cattttccaa
agggacccgt
aaaaacctga
aactcaatca
gtgetteett
aagtctccag
ccaaagggta
aaaa

atccagatgg
gcteectgea
tceccacggga
tattcactga
ttgggaagca
geetgeette
cagagacact
caaccacceca
caaggaagtt
ggaatggagt
aaatgcgeca
gggcagccag
aagtctaace
atgccccatg

60
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300
360
420
480
540
600
660
720
760
840
884
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<400> 5

cacgcaaagce
tgttgctgtt
cgagatagtg
cactccttee
agggntgcac
tacaatgagq
ctacgccaac
aaggaacgga
gctaactata
agacanwnda
aaaggcettgg
nargaarang
aataaaattg
aaagcatatg
gatgatgagt
cecccaccatg
ccagatcctt
agggaagccg
ggattacgta

acgggagegt
tcgggaacga
ctttgagaag
caaggagttg
agaatcgetg
cagttatgca
ggtggattat
tgatacccag
attccagtat
tgacaaagca
agaagatgga
ccagagatgce
gcaagatgtt
aattggttaa

<210> 6

<211>915

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (1)...(912)
<221> misc_feature
<222> (1)...(915)
<223>n=A,T,CoG

agtgtgggtt
ggagactcga
agccgrtete
accaatcaaa
ntacntntgc
atgaagaccc
aagaaattga
gagatggagt
gggctgttgg
henaggagtce
attttgntnt
nnctgatggn
aatttaaaac
agcggaatga
atgctgacac
gaggcccaga
tcatacctga
gaagagaaga
cecectccacaa

gatcgggaaa
gagcgagage
ccaaaagtag
atcaagtcca
aagaagccag
gagtgctacc
agcaaaatgg
gaagaataca
ggtatcaaaa
gagcttgate
agctgatggg
teccacaagga
tttctgtgat
cttgctaaaa
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gattctgagg
ttgttggtga
caacccetItyg
actcaccaat
accacnttnt
agctgcacga
gagagagaga
gaacaaagat
ccececactget
caaattcttg
gcttchnaan
aaancccemg
acgtetggge
gttgttcctg
agatatccce
ccacactgac
ggcagggaac
aacctcectga
ccaagacacce

gagacagaga
gggaccgaga
atgatgagcc
tcaatgaaaa
aagacaaaaa
cagccacgat
accagggtaa
gcgagtatat
tgtctgaagqg
gccagtggaa
gttgaagtca
tatgctcecece
gaatataaaa
aaaaaa

tgcactgtgg
cagcgaaaga
geeccecgatg
gaagacttca
aantnnnntc
aggaggaaaa
gagctagcag
tatgaagaaa
gaggcggaca
ggtggtgaca
gtncgagetg
aaagaaacca
cgcaatgttt
ccgggeegea
accactctta
cacaaatgac
ccgtaacaag
ggctgacatg
tcgggacaag

ccgtgaccga
gagagaagag
catggacgtt
gtttgcetggg
gcagetggga
ggatgacatg
caagaagggg
gaacaacaaa
gcggaaaacc
gaagattagt
aaagaccaaa
actgttttct
ttttactgeg

gaaagagcett
acgataacaa
gccacgatgt
ggaaantnnt
accatgagat
agaaaagtta
agaagtaccg
ccgagettat
aatcagcetre
tggaacacac
agattgncms
agaaagatga
accgaatgcet
tggcctatgt
tcececgcecagea
attgtcatta
aagcttaaga
aatatttttg

gagcgggaga

gagcgagagce
gaaaagaaga
gacaaaggac
tectgetggee
gatttetettg
gctgtggata
ceettaggee
gaagetttge
aggegettca
gcaatcattg
&tactaatca
ttctacaatt
taattacttg

gtcgergegg
aatgeccggag
ggatgatcct
catgaceccc
gccaagggag
ttatgccaag
ggatcgtgee
cagcaccaca
agnnragaga
ccatttggtg
cmnanaraaa
ggatcctgaa
ttttaagage
ggtagacctg
aggctgattg
gcaagctgac
agaaggataa
aagacattgg
gatatcggga

gagaacgaga
gacacagcta
ctgggtctac
gggaaggcac
gcatgtccaa
gtgatgagga
gttgggactt
ccaaggctge
aggaaaccaa
angaagagga
ctagttacaa
tccaaaggtt
gttccattaa

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

1020
1080
1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1946
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<400> 6
atg
Met
1

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly

gag
Glu
65

gat
Asp

cga
Arg

aaa
Lys
145

aag
Lys

tgg
Trp

gga
Gly

acg
Thr

aaa
Lys
228

gat
Asp

cce
Pro

acc
Thr

tagg
Trp

tga

atg
Met

gct
Ala

att
Ile

ace
Thr
50

aag
Lys

tac
Tyr

tat
Tyr

gag
Glu

gag
Glu
130

gta
val

gag
Glu

gaa
Glu

gat
Asp

atg
Met
210

atg
Met

acc
Thr

aag
Lys

agg
Arg

aag
Lys
290

agt
Ser

gat
Asp

gtc
val

35
cgt
Arg

aaa
Lys

gta
val

cgg
Arg

cga
115

aga

gat
Asp

ttg
Leu

ggc
Gly

tte
Phe
195

gat
ASp

gac
Asp

cag
Gln

gct
Ala
cge
275

aag
Lys

atg
Met

tge
cys
20

att
Ile

aac
Asn

cct
Pro

cee
Pro

gaa
Glu
100

gag
Glu

gaa
Glu

gat
Asp

ate
Ile

aca
Thr
180

ttet
Phe

gac
Asp

cag
Gln

gaa
Glu

gca
Ala
260

ttc
Phe

att
Ile

ctqg
Leu

cce
Pro

agc
Ser

aag
Lys

cct
Pro

tce
Ser
a5

cgg
Arg

cga

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys
165

gaa
Glu

ggc
Gly

atg
Met

ggt
Gly

gaa
Glu
245

tte
Phe

aag
Lys

agt
Ser

aca
Thr

ace
Thr

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu
70

aca
Thr

gag
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu

cece
Pro
150

tce
Ser

tcg
Ser

atg
Met

gct
Ala

aac
Asn
230

tac

Tyr

cag
Gln

gaa
Glu

gca
Ala

cag
Gln

atg
Met

ctg
Leu

ctt
Leu
55

gct
Ala

acc
Thr

cgt
Arg

cga
Arg

aag
Lys
135

atg
Met

atc
Ile

ctg
Leu

tee
Ser

gtg
val
215

aag
Lys

agc
Ser

tat
Tyr

ace
Thr

atc
Ile
295
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ata
Ile

gag
Glu

acc
Thr
40

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

gat
Asp

gat
Asp
120

aag
Lys

gac
Asp

aat
Asn

aag
Lys

aac
Asn
200

gat
Asp

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

aat
Asn
280

atct
Ile

tee
Ser

gee
Ala
25

cag
Gla

aag
Lys

atg
Met

aca
Thr

<cgg
Arg
105

cgg
Arg

aga
Arg

gtt
val

gaa
Glu

aag
Lys
18s

agt
Ser

agt
Ser

999
Gly

tat
Tyr

atc
Ile
265

gac
Asp

gan
Xaa

cca
Pro
10

cag
Gln

atc
Ile

aag
Lvs

aat
Asn

cct
Pro
90

gaa
Glu

gaa
Glu

cac
His

gac
Asp

aag
Lys
170

cca
Pro

tat
Tyr

gat
Asp

cece
Pro

atg
Met
250

Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

cca
Pro

acc
Thr

ctt
Leu

gat
Asp

att
Ile
75

cgg9
Arg

aga
Arg

cga
Arg

age
Ser

aaa
Lys
155

tLt
Phe

gaa
Glu

gca
Ala

gag
Glu

tta
Leu
235

-aac

Asn

atg
Met

gca
Ala

gag
Glu

cte

aca
Thr

tca
Ser

aaa
Lys
60

ttt
Phe

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

tac

Tyr
140

gga
Gly

gct
Ala

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu
220

gge
Gly

aac
Asn

tct
Ser

gag
Glu

gaa
Glu
300

tta
Leu

ctg
Leu

tac
Tyr
45

999
Gly

gaa
Glu

aag
Lys

aga
Arg

cga
Arg
125

ttt
Phe

cect
Pro

999
Gly

aaa
Lys

tgc
Cys
205

gtg
val

cagt
Arg

aaa
Lys

gaa
Glu

ctt
Leu
285

gaa
Glu

tce
ser

ace
Thr
30

ctg
Leu

aag
Lys

gac
Asp

gag
Glu

gac
AsSp
110

gag
Glu

gag
Glu

999
Gly

tct
Ser

aag
Lys
190

tac

Tyr

gat
Asp

tgg
Trp

gaa
Glu

999
Gly
270

gat
Asp

gat
Asp

cge
Arg
18

aca
Thr

agg
Azg

ccg
Pro

att
Ile

cgg
95
cgt

Arg

€gg9
Arg

aag
Lys

tee
Ser

get
178
cag

Gln

cca
Pro

tat
Tyr

gac
Asp

gct
Ala
255

cag
Arg

cge
Arg

gga
Gly

agce
Ser

aat
Asn

cag
Gln

gaa
Glu

999
Gly
80

gag
Glu

gac
Asp

gac
Asp

cca
Pro

ace
Thr
160

ggc
Gly

ctg
Leu

gce
Ala

age
Ser

ttt
Phe
240

ttg
Leu

aaa
Lys

cag
Gln

agce
Ser

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

212
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<210> 7

<211> 304
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Variante

<222> (1)...(304)
<223> Xaa = cualquier aminodacido

<400> 7

<210> 8

Met Met Ser Met Leu

b

Lys Ala Asp Cys

Asp
Gly
Glu

65
Asp

Arg

Gly
Thr
Lys
225
Asp
Pro

Thr

Trp

<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Arg Arg Gln Thr Le
1

Ile
Thr

50
Lys
Tyr
Tyr
Glu
Glu
130
val
Glu
Glu
Asp
Met
210
Met
Thr
Lys
Arg

Lys
290

val
Arg
Lys
val
Arg
Arg
11§
Arg
Asp
Leu
Gly
Phe
195
AsSp
Asp
Gln
Ala
Arg

278
Lys

20

Ile
Asn
Pro
Pro
Glu
100
Glu
Glu
Asp
Ile
Thr
180
Phe
Asp
Gln
Glu
Ala
260
Phe

lle

s
Pro

Ser
Lys
Pro
Ser

8s
Arg
Arg
Glu
Glu
Lys
165
Glu
Gly
Met
Gly
Glu
245
Phe
Lys

Ser

5

Thr

Thr

Lys
Lys
Glu

70
Thr
Glu
Glu
Glu
Pro
150
Ser
Ser
Met
Ala
Asn
230
Tyr
Gln
Glu

Ala
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Gln

Met

Arg
Lys
1358
Met
Ile
Leu
Ser
Val
218
Lys
Ser
Tyr
Thr

Ile
295

Ile

Glu

Thr

40
Lys
Asp

Lys

Asp
120
Lys
Asp
Asn

Lys

Ile

Ser

Ala
28

Gln
Lys
Met

Thr

D Arg

105
Arg

Arg
val
Glu
Lys
185
Ser
Ser
Gly
Tyr
Ile
265
Asp

Xaa

Pro
10
Gln

Ile
Lys
Asn
Pro
Glu
Glu
His
Asp
Lys
170
Pro
Tyr
Asp
Pro
Met
250
Lys
Lys

Glu

10

Pro

Thr

Leu
Asp
Ile

75
Arg
Arg
Arg
Ser
Lys
155
Phe
Glu
Ala
Glu
Leu
238
Asn
Met
Ala

Glu

Leu

Thr

sSer
Lys

60
Phe
Asp
Asp
Glu

Tyr
140
Gly
Ala
Asp
Glu
Glu
220
Gly
Asn
Ser

Glu

Glu
300

Leu

Leu

Tyr
Gly
Glu
Lys
Arg
Arg
128
Phe
Pro
Gly
Lys
Cys
205
val
Arg
Lys
Glu
Leu

288
Glu

Ser
Thr

30
Leu
Lys
Asp
Glu
ASp
110
Glu
Glu
Gly
Ser
Lys
190
Tyr
Asp
Trp
Glu
Gly
270
ABsp

ASp

Arg
15
Thr

Azrg
Pro
Ile
Arg

9S
Arg
Arg
Lys
Ser
Ala
175
Gln
Pro
Tyr
Asp
Ala
258
Arg
Arg

Gly

Ser

Asn

Gln
Glu
Gly

80
Glu
Asp
Asp
Pro
Thr
160
Gly
Leu
Ala
Ser
Phe
240
Leu
Lys
Gln

Ser

u Ser His Gly Ser Ser Ser Pro Ala Arg Ala Cys
15
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