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DESCRIPCION

Un 4cido nucleico regulado positivamente en células cancerosas humanas, una proteina codificada de este modo y
un proceso para el diagndstico del tumor.

El céncer de mama es un problema importante de salud puesto que una de cada ocho mujeres en Europa y en los
Estados Unidos sufren esta enfermedad (Moustafa, A.S., y Nicolson, G.L., Oncol. Res. 9 (1997) 505-525; Nicolson,
G.L., Biochem. Soc. Symp. 63 (1998) 231-242). El tratamiento incluye cirugia, radiacién, quimioterapia y combina-
ciones de estos, dependiendo del estadio de la enfermedad (Schwirzke, M., et al., Anticancer Res. 19 (1999) 1801-
1814). Esta enfermedad se caracteriza por un tropismo pronunciado de metéstasis a los huesos que empieza con le-
siones por micrometastasis en la médula 6sea y que finalmente puede resultar en un episodio completo de metéstasis.
La metastasis dsea resulta en fracturas 6seas y sindrome de depresion de la médula ésea a menudo seguido de dolor
intenso, homeostasis de calcio anémala y finalmente dando la muerte de los pacientes (Coleman, R.E., y Rubens, R.D.,
Br. J. Cancer 55 (1987) 61-66).

El andlisis de los genes involucrados en el cancer de mama y en el cancer en general revelan una dicotomia con
una categoria de genes con expresion desregulada debido a una mutacién y la otra categoria de genes con cambios en
su regulacion. Estos hallazgos resultaron en el agrupamiento de los genes de cancer en dos clases: los genes de clase
I, que estdn mutados o delecionados, y los genes de clase II, que no tienen alteraciones a nivel de DNA. (Sager, R.,
Science 246 (1989) 1406-1412; Sager, R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997) 952-955).

Resumen de la invencion

Segin la presente invencion, se proporciona una proteina y su gen relacionado, denominado PKW, regulado posi-
tivamente en células cancerosas, preferentemente en células de cdncer de mama, en comparacién con sus homélogos
no cancerosos. EL gen PKW codifica preferentemente un polipéptido que consiste en NUM. ID. SEC.:2 o NUM. ID.
SEC.:4.

La presente invencidn proporciona un acido nucleico regulado positivamente en las células cancerosas, especial-
mente en células de cancer de mama, y que codifica un polipéptido que induce a la progresion del tumor o metéstasis,
siendo el 4cido nucleico seleccionado a partir de un grupo consistente en:

(a) NUM. ID. SEC.: 1

(b) una secuencia de dcidos nucleicos libre de la secuencia que naturalmente flanquea los extremos 5’ y 3’ de la
secuencia de 4cidos nucleicos de (a) que hibrida bajo condiciones rigurosas con una sonda de 4cido nucleico de la
secuencia complementaria de (a);

(c) una secuencia de dcidos nucleicos que, debido a la degeneracién del cédigo genético, no es una secuencia de
(a) o (b), pero codifica un polipéptido que tiene exactamente la misma secuencia aminoacidica que un polipéptido
codificado por una secuencia de (a) o de (b); y

(d) una secuencia de dcidos nucleicos que es un fragmento de al menos 138 nucledtidos de cualquiera de las

secuencias de (a), (b) o (¢), y codifica un polipéptido que consiste en los aminodcidos de NUM. ID. SEC.: 2 o NUM.
ID. SEC.: 4, con la condicién de que dicha secuencia de dcidos nucleicos no sea idéntica a la secuencia complementaria
de NUM. ID. SEC.:12.

El 4cido nucleico codifica un polipéptido que consiste en los aminodcidos de NUM. ID. SEC.:2 o NUM. ID. SEC.:4
y tiene preferentemente una longitud de al menos 138 nucleétidos.

La presente invencién, ademds, proporciona un polipéptido purificado con una secuencia de aminodcidos de NUM.
ID. SEC.: 2 0 NUM. ID. SEC.:4.

La presente invencién, ademads, proporciona un proceso para detectar la presencia o ausencia de al menos un
dcido nucleico o una mezcla de acidos nucleicos especificos, o para diferenciar entre dos secuencias diferentes en una
muestra que se cree que puede contener dicha secuencia o secuencias y se ha obtenido preferentemente de un paciente
con cdncer o del que se cree que puede padecer cdncer, este proceso comprende los siguientes pasos:

(a) incubar dicha muestra bajo condiciones de hibridacién rigurosas con una sonda de 4cido nucleico que se ha
seleccionado a partir de un grupo que consiste en:

() una secuencia de 4cidos nucleicos de NUM. ID. SEC.:1 o un fragmento de la misma;

(i)  una secuencia de 4cidos nucleicos que es complementaria a cualquiera de las secuencias de acidos
nucleicos de (i);
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(i)  una secuencia de dcidos nucleicos que hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia de (i); y
(iv)  una secuencia de dcidos nucleicos que hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia de (ii); y

(b) determinar si dicha hibridacién ha tenido lugar o no.

Preferiblemente, dicha secuencia no es idéntica a NUM. ID. SEC.:12 y/o tiene una longitud de al menos 138
nucleétidos.

Ademads, la presente invencidn proporciona un proceso para determinar si una muestra analitica de tejido o liquido
de un paciente contiene células cancerosas o se ha obtenido a partir de células cancerosas, en el que se utiliza la
muestra analitica y una segunda muestra obtenidas a partir de células no cancerosas del mismo individuo o de un
individuo distinto de la misma especie, este proceso comprende los siguientes pasos:

(a) incubar cada muestra respectiva bajo condiciones de hibridacion rigurosas con una sonda de dcido nucleico que
se selecciona a partir de un grupo que consiste en:

() una secuencia de cidos nucleicos de NUM. ID. SEC.: 1, o un fragmento de la misma;

(i)  una secuencia de 4cidos nucleicos que es complementaria a cualquier secuencia de dcidos nucleicos de

(1);
(iii))  una secuencia de 4cidos nucleicos que hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia de (i);y
(iv)  una secuencia de 4cidos nucleicos que hibrida bajo condiciones restrictivas con la secuencia de (ii); y
(b) determinar la cantidad aproximada de hibridacién de cada muestra respectiva con dicha sonda, y

(c) comparar la cantidad aproximada de hibridacién de la muestra analitica con la cantidad aproximada de hibrida-
cion de dicha segunda muestra para identificar si la muestra analitica tiene una cantidad de 4cido nucleico especifico
o de mezcla de 4cidos nucleicos superior a la de la segunda muestra.

La invencién ademds proporciona un método para la deteccidn del cancer de mama ya que PKW se expresa sélo
en células de cancer de mama o en células metastdsicas del mismo.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona el nuevo gen PKW, las proteinas codificadas por este y el uso del gen PKW para
el diagndstico y tratamiento, especialmente en el campo del cancer. En particular, la invencién incluye la identificacién
de dicho gen PKW en células cancerosas, especialmente en células de cidncer de mama y en sustancias derivadas de
células cancerosas como extractos de DNA y RNA obtenidos a partir de células. La invencidn también estd relacionada
con la deteccion de células cancerosas.

La invencién comprende un acido nucleico (PKW) que tiene una expresion regulada positivamente en las células
cancerosas y que es capaz de inducir a la progresién del tumor y/o metéstasis, especialmente en las células de céncer
de mama. El 4cido nucleico (PKW) tiene la secuencia NUM. ID. SEC.:1 o es un 4cido nucleico que, debido a la
degeneramon del codigo genético, difiere del NUM. ID. SEC.:1 y es preferentemente un 4cido nucleico que codifica
la secuencia aminoacidica de NUM. ID. SEC.:2 o NUM. ID. SEC.:4.

La invencién ademds comprende polipéptidos recombinantes codificados por la secuencia de acidos nucleicos

segiin la invencion, preferentemente por la secuencia de DNA que se muestra en N UM. ID. SEC.:1 o fragmentos de la
misma que codifican preferentemente los polipéptidos de NUM. ID. SEC.:2 o NUM. ID. SEC.:4.

El polipéptido PKW puede producirse en variaciones alélicas naturales que difieren entre individuos. Tales varia-
ciones de los amino4cidos son normalmente sustituciones aminoacidicas. Sin embargo, también pueden ser deleciones,
inserciones o adiciones de aminodcidos a la secuencia total. Segun la invencion, el polipéptido PKW- dependiendo,
con respecto a la extension y el tipo, de la célula y el tipo celular en el cual se expresa - puede ser una forma gluco-
silada o no glucosilada. Segtin la invencion, los polipéptidos se pueden identificar mediante la transfeccién de células
no cancerosas negativas para PKW con vectores de expresion para PKW, el establecimiento de transfectantes es-
tables y la evaluacién de su capacidad de progresion cancerosa después del xenoinjerto en ratones atimicos (nude
mice).

“Polipéptido con actividad PKW o PKW” también significa una proteina con variaciones aminoacidicas menores
pero sustancialmente con la misma actividad PKW. “Sustancialmente la misma” significa que las actividades tienen
las mismas propiedades bioldgicas y que los polipéptidos muestran al menos un 90% de homologia (identidad) en la
secuencia aminoacidica.
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El término “molécula de 4dcido nucleico o 4cido nucleico” significa una molécula polinucleotidica que puede ser,
por ejemplo, DNA, RNA o derivados activos de DNA o RNA. No obstante, se prefieren las moléculas de DNA y/o
RNA.

El término “hibridar bajo condiciones rigurosas’ significa que dos fragmentos de dcidos nucleicos son capaces de
hibridar el uno con el otro bajo condiciones de hibridacién habituales descritas en Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, USA. Mas especificamente, el término
“condiciones rigurosas” se utiliza aqui para referirse a la hibridacién en SSC 6,0 x de 45°C a 55°C, preferentemente
de 50°C a 55°C, seguido de un lavado. Este lavado puede ser con SSC 2,0X a 50°C. Preferentemente, la hibridacién
se efectda utilizando la Solucién de Hibridacion Express Hyb™ de Clontech, comercialmente disponible, que es una
solucién no viscosa y contiene DNA de esperma de salmén. La restriccion de la concentracion de sales en el paso del
lavado se puede escoger, por ejemplo, a partir de SSC 2,0X a 50°C, aproximadamente, para una restriccioén baja, hasta
SSC 0,2 x a 50°C, para una restriccion alta. Ademads, la temperatura en el paso de lavado se puede aumentar a partir de
condiciones de baja restriccién a temperatura ambiente, aproximadamente 22°C, hasta condiciones de alta restriccién
de alrededor de 65°C.

La frase “dcido nucleico o polipéptido” tal y como se utiliza a lo largo de este documento se refiere a un 4cido
nucleico o polipéptido que tiene actividad PKW y que estd sustancialmente libre de sustancias celulares o medio de
cultivo cuando se produce mediante técnicas de DNA recombinante, o sustancialmente libre de precursores quimicos
0 otras sustancias quimicas cuando se sintetiza quimicamente. Tal 4cido nucleico no contiene las secuencias que flan-
quean de forma natural el 4cido nucleico (es decir, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del acido nucleico)
en el organismo a partir del cual se deriva el 4cido nucleico.

Los polipéptidos segtin la invencién se pueden producir mediante métodos de recombinacion, o sintéticamente.
El polipéptido PKW no glucosilado se obtiene cuando se produce por recombinacién en procariotas. Con la ayuda
de las secuencias de 4cidos nucleicos proporcionada por la invencidn es posible buscar el gen PKW o sus variantes
en el genoma de cualquier célula deseada (por ejemplo, a parte de células humanas, también en células de otros
mamiferos), para identificarlas y aislar el gen deseado que codifica las proteinas PKW. Tales procesos y las condiciones
de hibridacién adecuadas son bien conocidos por los expertos en el ambito dmbito y se describen, por ejemplo, en
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York,
USA, y Hames, B.D., Higgins, S.G., Nucleic Acid Hybridisation - A Practical Approach (1985) IRL Press, Oxford,
England. En este caso, los protocolos habituales descritos en estas publicaciones se utilizan normalmente para los
experimentos.

Con la ayuda de tales 4cidos nucleicos que codifican el polipéptido PKW, segtin la invencion se puede obtener el
polipéptido de un modo reproducible y en grandes cantidades. Para la expresion en organismos procariotas o euca-
riotas, tales como células huésped procariotas o células huésped eucariotas, el 4cido nucleico se integra en vectores
de expresion adecuados, segin los métodos familiares para un experto en el &mbito. Tal vector de expresion contiene
preferentemente un promotor regulable/inducible. Estos vectores recombinantes e introducen entonces para su expre-
sion en células huésped adecuadas tales como, por ejemplo, E. coli como célula huésped procariota o Saccharomyces
cerevisiae, linea celular PA-1 de Teratocarcinoma, sc 9117 (Biittner et al., Mol. Cell. Biol. 11 (1991) 3573-3583),
células de insectos, células CHO o COS como células huésped eucariotas y las células huésped transformadas o trans-
ducidas se cultivan bajo condiciones que permitan la expresion del gen heterdlogo. El aislamiento de la proteina se
puede realizar segtin los métodos conocidos a partir de la célula huésped o a partir del sobrenadante del cultivo de la
célula huésped. Tales métodos se describen por ejemplo por Ausubel 1., Frederick M., Current Protocols in Mol. Biol.
(1992), John Wiley and Sons, New York. También puede ser necesaria la reactivacién in vitro de la proteina si no se
encuentra en forma soluble en el cultivo celular.

El polipéptido PKW se puede purificar después de la produccién por recombinacién mediante cromatografia de
afinidad utilizando técnicas de purificacidn de proteinas conocidas, que incluyen inmunoprecipitacion, filtracién en gel,
cromatografia de intercambio idnico, cromatoenfoque, enfoque isoeléctrico, precipitacion selectiva, electroforesis, o
similares.

Ademds, la invencién comprende vectores de expresion recombinantes que son adecuados para la expresion de
PKW, células huésped recombinantes transfectadas con tales vectores de expresidn, asi como un proceso para la
produccién recombinante de una proteina codificada por el gen PKW.

La invencién, ademds, comprende un método para detectar una molécula de 4cido nucleico del gen PKW, que
comprende la incubacién de una muestra (por ejemplo, liquidos corporales como la sangre, lisados celulares o un
transcrito reverso de una muestra de RNA) con la molécula de 4cido nucleico segtin la invencién y determinando la
hibridacién bajo condiciones restrictivas de dicha molécula de 4dcido nucleico a una molécula de 4cido nucleico diana
para la determinacidn de la presencia de una molécula de 4cido nucleico que es el gen PKW y por lo tanto un método
para identificar células tumorales y preferentemente de carcinomas demama. La deteccidn cuantitativa se puede llevar
a cabo mediante técnicas de PCR, preferentemente mediante el uso de RT-PCR cuantitativa utilizando, por ejemplo,
el ciclador LightCycler® de Roche Diagnostics GmbH, DE.

Para determinar si una muestra analitica contiene células cancerosas o no, se determina la cantidad aproximada de
hibridacién del acido nucleico con el dcido nucleico diana o 4cidos nucleicos. No es necesario que se determine cuan-
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titativamente la cantidad aproximada de hibridacién, aunque se incluye una determinacion cuantitativa en la presente
invencién. Normalmente, la cantidad aproximada de hibridacién se determina cualitativamente, por ejemplo, mediante
una inspeccién visual en deteccién de hibridacién. Por ejemplo, si se utiliza un gel para resolver un dcido nucleico
marcado que hibrida con un dcido nucleico diana en la muestra, la banda resultante se puede examinar visualmente.
Cuando se efectda una hibridacién de dcido nucleico aislado y que no contiene células cancerosas, obtenido de células
de un individuo de la misma especie, se sigue el mismo protocolo. Se puede comparar la cantidad aproximada de
hibridacién en la muestra analitica con la cantidad aproximada de hibridacién en la muestra que no contiene células
cancerosas, para identificar si la muestra analitica contiene una cantidad superior del dcido nucleico diana o acidos
nucleicos que la muestra que no contiene células cancerosas.

En un método adicional segiin la invencién, no se utiliza una segunda muestra. Para detectar si la expresion del gen
PKW esté regulada positivamente, se compara el nivel de mRNA de PKW con el nivel de mRNA de un gen estandar
(gen de mantenimiento (ver, por ejemplo, Shaper, N.L., et al., J. Mammary Gland Biol. Neoplasia 3 (1998) 315-324;
Wu, Y.Y,, et al., Acta Derm. Venerol. 80 (2000) 2-3) de la célula, preferentemente mediante RT-PCR.

Para el examen visual en particular, se recomienda que se visualice una diferencia apreciable para evaluar que la
muestra analitica contiene una mayor cantidad del dcido nucleico diana o de 4cidos nucleicos.

Como se muestra segiin la presente invencion, el 4cido nucleico PKW se expresa en una cantidad superior en una
muestra de tumor que en una muestra que no contiene células cancerosas y/o en una cantidad superior que en un
gen de mantenimiento. Una muestra analitica que contiene células cancerosas tendrd una cantidad superior del dcido
nucleico PKW que una muestra que no contiene células cancerosas. Para identificar una muestra analitica que contiene
el 4cido nucleico PKW regulado positivamente, es decir, donde las células son células cancerosas o células tumorales
de un cincer de mama, es preferible que la muestra analitica tenga una cantidad aproximada del 4cido nucleico PKW
que es apreciablemente superior que la cantidad aproximada en una muestra que no contiene células cancerosas. Por
ejemplo, una muestra analitica con el gen PKW regulado positivamente puede tener una cantidad de gen PKW de
aproximadamente 15 hasta aproximadamente 60 veces mayor que una muestra que no con tiene células cancerosas
o al menos una cantidad de mRNA de PKW 3 veces mayor que el mRNA de un gen de mantenimiento como la
glicerolaldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH, por sus siglas en inglés) o la porfobilin6geno desaminasa.

En base a los 4cidos nucleicos proporcionados por la invencion es posible proporcionar una prueba que se puede
usar para detectar dcidos nucleicos con una expresion regulada positivamente en las células tumorales humanas. Dicha
prueba se puede llevar a cabo por métodos de diagndstico de dcidos nucleicos. En este caso, la muestra a examinar
entra en contacto con una sonda seleccionada a partir de un grupo que comprende:

a) la secuencia de 4cidos nucleicos que se muestra en NUM. ID. SEC.:1, fragmentos de la misma o una secuencia
de 4cidos nucleicos complementaria a una de estas secuencias de dcidos nucleicos, y

b) dcidos nucleicos que hibridan bajo condiciones restrictivas con uno de los 4cidos nucleicos de a), en el que la
sonda de 4cido nucleico se incuba con el dcido nucleico de la muestra y se detecta la hibridacién opcionalmente por
medio de una pareja de unién adicional para el 4cido nucleico de la muestra y/o la sonda de dcido nucleico. Para obtener
un 4dcido nucleico mediante hibridacién segun el paso b), es preferible hibridarlo con una sonda seleccionada a partir
del grupo de 4cidos nucleicos definidos por las bases 724 a 1235 (transcrito pequefio) o bases 1831-2342 (transcrito
grande) de NUM. ID. SEC.:1, un fragmento del mismo de al menos 200 bases o una secuencia complementaria a esta.
La hibridacién entre la sonda utilizada y los dcidos nucleicos de la muestra indica la presencia del RNA de dichas
proteinas.

Los métodos de hibridacién de una sonda y un 4cido nucleico son conocidos por los expertos en el dmbito y se
describen, por ejemplo, en Wa 89/06698, EP-A 0 200 362, Patente estadounidense nim. 2 915 082, EP-A 0 063 879,
EP-A 0 173 251, EP-A 0 128 018.

En un modo de realizacion preferido el dcido nucleico codificante de la muestra se amplifica antes de la prueba,
por ejemplo mediante la conocida técnica de PCR. Normalmente se utiliza una sonda de acido nucleico derivatizada
(marcada) dentro del marco del diagndstico por hibridacién dcidos nucleicos. Esta sonda entra en contacto con DNA,
RNA o RT-DNA desnaturalizados de la muestra que estd unida a un transportador y en este proceso se seleccionan
la temperatura, la fuerza fénica, el pH y otras condiciones del tampdn -dependiendo de la longitud y la composicién
de la sonda de dcido nucleico y la temperatura de fusién resultante del hibrido esperado- para que el DNA o RNA
marcado se pueda unir a DNA o RNA homélogos (hibridacién, ver también Wahl, G.M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 76 (1979) 3683-3687). Los transportadores adecuados son membranas o sustancias transportadoras basadas en
nitrocelulosa (por ejemplo., Schleicher y Schiill, BA 85, Amersham Hybond, C.), nitrocelulosa reforzada o enlazada
en polvo o membranas de nailon derivatizadas con varios grupos funcionales (por ejemplo, grupos nitro) (por ejemplo,
Schleicher y Schiill, Nytran; NEN, Gene Screen; Amersham Hybond M.; Pall Biodyne).

El DNA o RNA hibridado se detecta entonces mediante la incubacién del transportador con un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo después de un lavado minucioso y una saturacion para evitar las uniones inespecificas. El
anticuerpo o fragmento del anticuerpo se dirige hacia la sustancia incorporada a la sonda de acido nucleico durante
la hibridacién. A continuacién se marca el anticuerpo. Sin embargo, también se puede utilizar un DNA directamente



5

10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 084 T3

marcado. Después de la incubacién con los anticuerpos se lava otra vez para detectar s6lo los conjugados de anticuerpo
unidos especificamente. La resolucion se lleva a cabo de acuerdo con los métodos conocidos mediante la marca del
anticuerpo o del fragmento de anticuerpo.

La deteccion de la expresion se puede llevar a cabo por ejemplo como:

- hibridacién in situ con células enteras fijadas, con frotis de tejido fijados,

- hibridacién de colonias (células) e hibridacidn en placas (fagos y virus),

- hibridacion Southern (deteccion de DNA),

- hibridacién Northern (detecciéon de RNA),

- andlisis de suero (por ejemplo, andlisis de tipo celular de células en el suero mediante andlisis slot-blot),

- posterior a la amplificacion (por ejemplo, técnica de PCR).

Por eso la invencién también incluye un método para la deteccidon de las células de carcinoma, que comprende

a) incubar una muestra de un paciente que sufre de cancer, seleccionada del grupo de muestras posibles: fluido

corporal, células, o un extracto celular o el sobrenadante de un cultivo celular de dichas células, donde dicha muestra
contiene acidos nucleicos con una sonda de 4cido nucleico que se selecciona del grupo consistente en

® el 4cido nucleico que se muestra en NUM. ID. SEC.:1 o un 4cido nucleico complementario a dicha
secuencia, y

(ii))  4acidos nucleicos que hibridan con uno de los acidos nucleicos de (i) y

b) detectar hibridacion, preferentemente mediante una pareja de unién adicional del dcido nucleico de la muestra
y/o la sonda de 4cido nucleico o mediante radiografia de rayos X.

Ademds, la invencién comprende un proceso para determinar si una muestra analitica originada a partir de o que
contiene células humanas tiene un potencial de progresién tumoral o no, proceso que comprende los siguientes pasos:

(a) incubar una primera parte de dicha muestra bajo condiciones restrictivas de hibridacién con una primera sonda
de 4cido nucleico que se escoge del grupo que consiste en:

) un 4cido nucleico con la secuencia de NUM. ID. SEC.:1 o un fragmento de este;
(i)  un 4cido nucleico con una secuencia complementaria a cualquiera de los 4cidos nucleicos de (i);

(i)  un 4cido nucleico con una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas con el 4cido nucleico de
sy

(iv)  un 4cido nucleico con una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas con el dcido nucleico de
(ii); y
(b) incubar una segunda parte de dicha muestra bajo condiciones restrictivas de hibridacién con una segunda sonda
de 4cido nucleico, siendo esta un gen de mantenimiento o un fragmento de este;

(c) determinar la cantidad aproximada de hibridacién de dicha muestra con dichas primera y segunda sonda;

(d) identificar si la muestra analitica contiene o no una cantidad de dcido nucleico hibridado con la primera sonda
al menos 3 veces superior a la cantidad de 4cido nucleico hibridado con la segunda sonda.

Preferentemente, la sonda de dcido nucleico se incuba con el dcido nucleico de la muestra y la hibridacion se
detecta opcionalmente mediante una pareja de unién adicional para el dcido nucleico de la muestra y/o la sonda de
dcido nucleico. Como sondas, se prefieren dcidos nucleicos seleccionados del grupo consistente en dcidos nucleicos
definidos por las bases 724 a 1235 (transcrito pequefio) o las bases 1831-2343 (transcrito grande) de NUM. ID. SEC.:1,
un fragmento de la misma de al menos 200 bases o una secuencia complementaria a esta.

Los 4cidos nucleicos segtin la invencion son por lo tanto marcadores de gran valor en el diagndstico y la caracteri-
zacién de tumores, especialmente de de tumores de mama.

La invencién ademds comprende un método para producir una proteina, la expresion de la cual se correlaciona
con tumores, mediante la expresién de un DNA exdgeno en células huésped procariotas o eucariotas y el aislamien-
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to de la proteina deseada, donde la proteina es codificada por las moléculas de dcido nucleico segin la invencion,
preferentemente mediante la secuencia de DNA que se muestra en NUM. ID. SEC.:1.

La proteina se puede aislar a partir de células o el sobrenadante del cultivo y purificar mediante métodos de croma-
tografia, preferentemente mediante cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de afinidad y/o cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés) de fase reversa.

La invencion ademas comprende una proteina segiin la invencién codificada por una molécula de acido nucleico
seglin la invencion, que tiene preferentemente la secuencia expuesta en NUM. ID. SEC.:1.

La presente invencion comprende el clonaje y la caracterizacion del gen PKW, que estd caracterizado especialmente
como gen de progresién tumoral, y como un gen regulado positivamente, indicativo del potencial de progresién tumoral
de las células cancerosas, preferentemente de las células de cdncer de mama.

Como se muestra en la Figura 1, el gen PKW se expresa sélo en una de las lineas celulares del carcinoma prima-
rio, la que deriva del carcinoma medular de mama. En la Figura 2 se resume esquemdticamente la tipologia de los
transcritos pequefio y grande del gen PKW, asi como las proteinas potenciales codificadas por estos. Los transcritos
pequefio y grande del gen PKW comparten 723 pb en el extremo 5° y 512 pb en el extremo 3’. El transcrito grande
contiene una insercién de 1107 pb (Fig. 2A). El transcrito pequefio (pb 459-723 y 1831-1850 de NUM. ID. SEC.:1)
se debe al corte y empalme diferencial del transcrito grande. El transcrito pequefio codifica una proteina potencial de
95 aa, el transcrito largo muestra un marco de lectura abierto de 130 aa. Ambas protemas potenciales comparten un
marco de lectura abierto de 88 aa con la excepcidn de un aa distinto en la posicién 43 (dcido nucleico de la posicién
586 de NUM. ID. SEC.:1), seguido de extensiones de 7 aa y 42 aa para la proteina pequefia y grande en distintos
marcos de lectura. La diferencia en la posicién 43 puede deberse a un dispositivo de la PCR o puede estar causada
por un polimorfismo. La proteina de 95 aa presenta un punto isoeléctrico (pI) de 11,2, el pI de la proteina de 130
aa es de 10,4. Estos hallazgos indican una localizacion nuclear de las proteinas codificadas por el gen PKW. Una
biisqueda mostré una semejanza parcial con un clon derivado de una genoteca BAC humana (AQ548392) (NUM.
ID. SEC.:12). Sin embargo, la base de datos no proporciona ningtin indicio sobre las secuencias codificantes y/o la
utilidad.

Como se muestra en la Figura 3, los transcritos del gen PKW se detectaron sélo en la gldndula salival, y no en
otros tejidos de humanos adultos, y en un pequefio grupo de pruebas analiticas de tejidos embrionarios como el cerebro
fetal, corazon, rifidn, higado, bazo, timo y pulmén. La linea celular HL-60 de la leucemia promielocitica, células HeLa,
linea celular K-562 de la leucemia miel6gena crénica, linea celular MOLT-4 de la leucemia linfoblastica, linea celular
Raji del linfoma de Burkitt, linea celular SW 480 del adenocarcinoma colorectal, linea celular A549 del carcinoma de
pulmén y linea celular G361 del melanoma, todas dieron un resultado negativo con respeto al mRNA para el gen PKW
(Fig. 3). La sonda utilizada para la hibridacién detecta el transcrito pequefio del gen PKR asi como el grande. Un grupo
de pruebas analiticas de las lineas celulares de carcinoma de mama descritas en (Schwirzke, M., ef al., Anticancer Res.
18 (1998) 1409-1421) también dio resultados negativos con respeto al mRNA del gen PKW mediante el método de
transferencia Northern, asi como RT-PCR. Estas incluyen los subclones 4C4 y 2AS5 derivados de MDA-435 (Cailleau,
R., et al., In Vitro 14 (1978) 911-915), las lineas celulares MDA-MB231 (Cailleau, R., et al., J. Natl. Cancer Inst.
53 (1974) 661-674), MDA-MB436 (Cailleau, R., et al., In Vitro 14 (1978) 911-915), ZR-75 (Engel, L.W., et al.,
Cancer Res. 38 (1978) 3352-3364), T47D (Freake, H.C., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 101 (1981) 1131-
1138), Hs578 T (Hack-ett, A.J., J. Natl. Cancer Inst. 58 (1977) 1795-1806), MCF-7 (Schiemann, S., et al., Anticancer
Res. 17 (1997) 13-20; Schiemann, S., et al., Clin. Exp. Metastasis 16 (1998) 129-139), MCF-7pr (Schiemann, S.,
et al., Anticancer Res. 17 (1997) 13-20; Lee, J.H., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 238 (1997) 462-467),
LCC-1, LCC-2 y LCC-9 (Brunner, N., et al., Cancer Res. 53 (1993) 283-290; Brunner, N., et al., Cancer Res. 53
(1993) 3229-3232). En resumen, se analiz6 la expresion del transcrito pequeiio del gen PKW mediante RT-PCR en
11 carcinomas mamarios. Cuatro carcinomas fueron positivos. Parte de los resultados se muestran en la Figura 4.
Dos de los carcinomas positivos correspondieron a carcinomas ductales y los otros dos encajaban con carcinomas
lobulillares.

Los siguientes ejemplos, referencias, listado de secuencias y figuras se proporcionan para ayudar a la comprensién
de la presente invencion.

NUM. ID. SEC.:1: cDNA del gen PKW y secuencia aminoacidica de la variante de corte y empalme grande de
PKW.

NUM. ID. SEC.:2: Aminodcidos de la variante de corte y empalme grande de PKW.
NUM. ID. SEC.:3: cDNA vy secuencia aminoacidica de la variante de corte y empalme pequefia de PKW.
NUM. ID. SEC.:4: Aminodacidos de la variante de corte y empalme pequefia de PKW

NUM. ID. SEC.:5: Cebador GSP1
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NUM. ID. SEC.:6: Cebador GSP2
NUM. ID. SEC.:7: Cebador AUAP
NUM. ID. SEC.:8: Cebador RTR-5
NUM. ID. SEC.:9: Cebador RTF-6
NUM. ID. SEC.:10: Cebador inverso de B-activa
NUM. ID. SEC.:11: Cebador directo de B-actina

NUM. ID. SEC.:12: Fragmento de secuencia AQ 548392.

Descripcion de las figuras

Figura 1 El método Northern revela mRNA’s expresados diferencialmente en lineas celulares derivadas de glandu-
las mamarias humanas normales y cdnceres de mama en distintos estadios de progresion.

El RNA se extrajo de lineas celulares confluentes, se separ6é en un gel desnaturalizante de agarosa-formaldehido
al 1%, se transfirié a una membrana de nylon cargada positivamente y se hibridé con una sonda marcada con [a-*P]
correspondiente al fragmento subclonado adecuado como se indica en la Técnica de Cribado Diferencial.

Carril a: HMEC, células epiteliales mamarias normales humanas; carril b: linea celular AR derivada de cdncer de
mama medular; carril c: linea celular WA derivada de carcinoma mamario ductal invasivo; carriles d, e y f: lineas
celulares 1590, HG15 y KM22, derivadas de micrometéstasis de cidncer de médula 6sea; carril g: linea celular KS de
cancer de mama metastasico, derivada de liquidos de ascitis maligna.

Figura 2 Esquema de los transcritos del gen PKW asi como proteinas potenciales codificadas por estos transcritos.
Las regiones y los dominios correspondientes estin marcados mediante la simbologia conservada.

Figura 3 Matriz de tejidos multiples

Se hibridaron un RNA poli A* de distintos tejidos y lineas celulares con una sonda marcada con 32-P derivada del
gen PKW. E6 corresponde a 1 ug'y H6 a 0,1 ug de RNA poli A* de la linea celular AR. El cédigo se muestra abajo.

Figura 4 Deteccién de transcritos del gen PKW en cdnceres de mama mediante RT-PCR.

Se extrajo RNA de cénceres de mama y se analizaron los transcritos correspondientes especificamente al transcrito
pequeiio del gen PKW, tal y como se describe en el Ejemplo 9.

carril 0: Marcador de peso molecular XIV (Roche Diagnostics GmbH, DE);
I: linea celular AR; II-IX: muestras de distintos canceres de mama;

carril a: control de B-actina (2,5 ug RNA + cebadores especificos para la B-actina); carril b: (2,5 ug RNA +
cebadores especificos para el gen PKW); carril c: controles negativos sin RT (retrotranscriptasa): 2,5 ug RNA +
cebadores especificos para el gen PKW.

Se analiz6 una alicuota (15 uL) de los productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Las bandas correspondientes
especificamente a los mRNA’s del gen PKW {137 pb) y de la S-actina (587 pb) estan sefialadas con flechas.

Ejemplo 1
Lineas celulares y cultivo celular

Las células epiteliales mamarias humanas (HMEC) se obtuvieron de Bio Whittaker, Heidelberg, Alemania. Las
lineas celulares AR y WA del carcinoma mamario primario se obtuvieron mediante la fragmentacién del tumor prima-
rio con tijeras, tratamiento con colagenasa (0,2 mg/mL en suero de ternera fetal (FCS) al 5%) y finalmente se aislé la
fraccion celular mediante la técnica del gradiente de Ficoll. Las células tumorales se seleccionaron con un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el antigeno MUC-1 que recubria a Dynabeads® (Dynal, Noruega). Los anticuerpos contra
MUC-1 se describen en WO 99/40881. Se mezclaron 5 x 107 microesferas con 107 células, se incubé la mezcla du-
rante 1 h a 4°C en un dispositivo giratorio, sé recogi6 la fracciéon de microesferas en un iman, se lavé dos veces con
DMEM vy finalmente se propagaron las células en frascos de cultivo de 75 cm? complementados con FCS al 10%. Se
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identificaron dos clones 4 semanas después para ambas lineas celulares denominadas AR y WA. La linea celular AR
se deriva de un carcinoma mamario medular invasivo, la linea celular WA se derivad de un carcinoma ductal invasivo.
Las lineas celulares 1590, HG15 y KM22 se derivan de micrometéstasis del cdncer de mama en la médula 6sea. La
fraccion celular se aislé en gradiente de Ficoll, se lisaron los eritrocitos y se suspendieron las células en DMEM + FCS
al 10% y las células cancerosas se aislaron en Dynabeads® acoplados con anticuerpo contra MUC-1 como se describe
mads abajo. La fraccién de microesferas se cultivé en DMEM + FCS al 10%, 10 ug/mL de insulina y 10 pg/mL de
transferrina. Ocho semanas mds tarde se observd el efecto de las lineas celulares cancerosas. Se aislaron los clones
mediante tratamiento con EDTA y se propagaron bajo condiciones estandares como se describe mas abajo. La linea
celular KS se aisl6 de fluido de ascitis maligna de paciente de cancer de mama. Se recogieron 2000 mL de ascitis y
se aisl6 la fraccion celular en gradiente de Ficoll. Se sembraron 2 x 107 células en frascos de cultivo de 750 cm?. Se
obtuvieron grupos de células cancerosas a partir de los sobrenadantes del cultivo para separarlos de los fibroblastos
y las células mesoteliales crecientes con adherencia (pasos 1-4). Los pasos 5-10 dieron como resultado cultivos en
crecimiento parcialmente en monocapa y en suspension. Finalmente, las células se propagaron como una monocapa
en DMEM + FCS al 10%.

Ejemplo 2
PCR de cribado diferencial de mRNA

Se llevé a cabo un cribado diferencial por transcripcidn reversa de la reaccidn en cadena de la polimerasa (DD-
RT-PCR) siguiendo el método descrito por Liang y Pardee utilizando el equipo de RNAimage™ (GenHunter Corp.
Brookline, MA) segtin el protocolo del fabricante.

Se aislé el RNA total a partir de los sedimentos de células congeladas de todas las lineas celulares enumeradas
anteriormente, utilizando el equipo de RNeasy Midi® Kit(Qiagen, www.giagen.de). El DNA cromosémico se eliminé
de las muestras de RNA mediante digestién a 37°C durante 30 minutos con desoxirribonucleasa I sin de ribonucleasas
utilizando el MessageClean Kit® (GenHunter Corp. Brookline, MA).

Se utiliz6 el RNA como molde para la sintesis de la primera cadena de cDNA en presencia de tres cebadores oligo-
dT anclados a una base (H-T|;M, donde M puede ser G, A o C).

Para una reaccién de 20 uL, se mezclaron 1 L. de H,O tratada con dietil pirocarbonato (DEPC), 4 uL. de tamp6n de
retrotranscriptasa 5x [125 mM de Tris-Cl, pH 8,3, 188 mM de KC1, 7,5 mM de MgCl,, 25 mM de ditiotreitol (DDT)],
10 uL. de mezcla de dNTP [250 uM de cada uno], 2 uL. de cebador H-T;)M [2 uM], y 2 uLL de muestra de RNA
total libre de DNA [0,1 ug/uL]. Se calent6 la solucién a 65°C durante 5 min y se enfri6 a 37°C durante 10 min, y se
afiadié 1 ul [100 unidades] de retrotranscriptasa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLY, por sus siglas en
inglés). Después de incubar la mezcla a 37°C durante 1 h, se terminé la reaccién mediante incubacién a 75°C durante
5 min. La siguiente PCR se llevé a cabo en una reaccién de 20 ul, que contenia 2 uL. de la mezcla de reaccién de la
retrotranscripcion, 9,2 ul. de H,O tratada con DEPC, 2 uL. de tampén de PCR 10x [100 mM de Tris-Cl, pH 8.4, 500
mM de KCl, 15 mM de MgCl,, gelatina al 0,01%], 1.6 uL. de mezcla de ANTP [25 uM de cada uno], 2 uL del cebador
H-T,;M respectivo [2 uM], 2 uL de un cebador arbitrario de 13 nucleétidos, [2 uM], 1 uL de a-[*’S]dATP [>1000
Ci/mmol] y 0,2 uL. de DNA polimerasa AmpliTag [10 unidades/uL] (Perkin Elmer, Norwalk, CT). La PCR incluia
un total de 40 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 40°C durante 2 minutos, 72°C durante 30 segundos y finamente
5 minutos a 72°C. Después de afiadir 2 uL. de tampdn de carga a 3,5 ulL de cada muestra, los productos de PCR de
todas las lineas celulares se calentaron a 80°C durante 2 minutos y se cargaron en paralelo en un gel de secuenciacién
de poliacrilamida al 6% desnaturalizante para una electroforesis. El gel seco se expuso a una pelicula de BioMax™
MR (Kodak) a temperatura ambiente durante de 24 a 48 h y se analizé el autoradiograma para los genes expresados
diferencialmente. Las bandas correspondientes a los cDNA’s de interés que se podian visualizar de forma reproducible
en dos reacciones de DD-RT-PCR independientes se escindieron del gel seco, y el DNA se eluy6 del gel sumergiendo
la porcién del gel en 100 uLL de dH,O durante 10 minutos y se hirvié durante 15 minutos. Después de afiadir 10 uL de
3M NaOAc y 5 uL de glicégeno [10 mg/mL] como transportador, los fragmentos de cDNA se recuperaron mediante
precipitacién con 450 uL de etanol y se redisolvieron en 10 uL. de dH,O. Se reamplificaron 4 ul. del cDNA eluido en
una segunda PCR utilizando el mismo conjunto de cebadores y las mismas condiciones, excepto las concentraciones
de dNTP de 20 uM cada uno y sin radioisétopos. Como control, se escindieron porciones de gel de los carriles sin
bandas visibles a la altura de los fragmentos del cDNA de interés detectados y se trataron como se describe arriba. Los
productos de PCR amplificada obtenidos se analizaron en un gel de agarosa, 3% NuSieve® GTG (FMC Bio-Products,
Rockland), y se purificaron utilizando el equipo de extraccion de gel QIAquick™ Gel Extraction (Qiagen, DE) y se
utilizaron como sondas para el andlisis con el método Northern.

Ejemplo 3
Secuenciacion del DNA de los fragmentos de DD-RT-PCR

Todos los fragmentos de PCR de interés se secuenciaron directamente después de la extraccién y la purificacion
de todos los geles de agarosa. Los datos de las secuencias de nucledtidos se analizaron para estudiar las homologias
con genes conocidos o EST’s (etiquetas de secuencia expresada) en las bases de datos de DNA actuales.
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Ejemplo 4
Meétodo de transferencia Northern

Se aislé el poli A*-RNA del RNA total. Se cargé 1 ug de poli A*-RNA de las células HMEC, AR, WA, 1590,
KM22, HG15 y KS uno al lado del otro en un gel de formaldehido de agarosa al 1% desnaturalizante y luego se
separaron en funcién del tamafio mediante electroforesis. La transferencia (por adsorcion) a membrana de nailon
cargada positivamente se efectué mediante transferencia por capilaridad hacia debajo. Tras el entrecruzamiento por
UV Stratagene UV Strata-linker™ 2400, www.stratagene.com), se hibridaron los transferidos. Para esto, se marcaron
los productos de la DD-RT-PCR con a-[**P]dATP para una actividad especifica de 2 x 10° cpm/ug. La prehibridacién
(30 min) y la hibridacién (durante toda la noche) con las sondas radiactivas se llevaron a cabo en la solucién de
hibridacién ExpressHyb™ (Clontech, www.clontech.com) a 68°C, de acuerdo con la recomendacién del fabricante.
Las membranas se lavaron en la solucién 1 (2x SCC, 0,05% SDS) a temperatura ambiente durante 30-40 minutos con
agitacion continua y varios reemplazamientos de la solucién de lavado 1 seguido de un paso de lavado con la solucién
2 (SSC 0,01X, 0,1% SDS) a 50°C durante 40 minutos con un cambio de soluciéon nueva. Entonces las membranas
se expusieron a las peliculas de Cronex™, Medical X-Ray Films (Sterling Diagnostic Imaging Inc., USA) a -80°C
durante 3 a 72 horas. Se calcul6 una cantidad igual de carga y transferencia del mRNA a las membranas mediante la
rehibridacién de la transferencia con deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH) marcada con a-[**P]dATP.

Ejemplo 5
Clonacion de los fragmentos de DD-RT-PCR

El andlisis mediante el método Northern se llevo a cabo primero utilizando sondas de hibridacién generadas di-
rectamente mediante la reamplificacion por PCR. Los fragmentos de PCR amplificados correspondientes a mRNA’s
expresados diferencialmente en un método Northern se subclonaron. Los fragmentos subclonados se aislaron y se
almacenaron para los experimentos posteriores para verificar la expresion diferencial.

Ejemplo 6
PCR rdpida de amplificacion del extremo 5 del cDNA (5’ RACE PCR)

Este método se aplicé para aislar el cDNA del gen PKW. Para identificar las secuencias 5’ de ambos transcritos se
realizé una PCR RACE 5’ siguiendo el manual como se describe en el 5° RACE System for Rapid Amplification of
c¢DNA Ends Kit, Version 2.0 (Gibco BRL, Life Technologies). La primera cadena de cDNA se sintetiz6 a partir del
RNA total (sin digestion con desoxiribonucleasa I) utilizando el cebador especifico de gen GSP1 (5’TTATCTTTATT
CATTTTGG-3’, NUM. ID. SEC.:5) y SuperScript™ II, un derivado de la ribonucleasa H™ de la retrotranscriptasa
del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLYV RT). Después de la sintesis del cDNA, se purific la solucién
de dANTP’s y GSP1. no incorporados Se utiliz6 la transferasa terminal de desoxinucleotidil (TdT) para afiadir colas
homopoliméricas a los extremos 3’ del cDNA. El cDNA con cola entonces se amplificé mediante PCR utilizando
un cebador especifico de gen, anidado, GSP2 (5 TGCGGGACTCGTCGTAAGTATGC-3’, NUM. ID. SEC.:6), que se
hibrida por 3’ a GSP1, y el cebador de amplificacién universal acortado que contiene desoxinosina, AUAP (5’GGC
CACGCGTCGACTAGTAC-3’, NUM. ID. SEC.:7). Después de algunas reacciones con pardmetros variados también
se pudo detectar el cDNA mads largo (correspondiente al transcrito de 2,6 kb), ademds del mds corto, que aparece en
toda reaccién. Los cDNA’s enriquecidos y purificados, se clonaron y se secuenciaron.

Ejemplo 7
Matriz de expresion de tejidos miiltiples humanos (Multiple Tissue Expression, MTE™)

Esta matriz (Clontech, Palo Alto, CA) contiene cargas normalizadas de poli A*-RNA de 76 tejidos humanos
distintos, asi como RNA’s y DNA’s control como se muestra en la Figura 5. La transferencia se hibrid6 con el cDNA
del gen PKW marcada con a-[**P]dATP segtin las instrucciones del fabricante, y se expuso a una pelicula de rayos X
a-70°C.

Ejemplo 8
Aislamiento del RNA de tejidos tumorales de mama

Se aisl6 el RNA total a partir de muestras de tumor congeladas. Los tejidos congelados se cubrieron con la cantidad
aconsejada de tampon de lisis e inmediatamente se disgregaron y homogenizaron inmediatamente mediante un homo-

genizador durante 45-60 segundos u 20000 U/min. El lisado homogenizado se traté a continuacién como se describe
en el protocolo del fabricante.
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Ejemplo 9
Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Retrotranscriptasa (RT-PCR)

Con tal de eliminar la contaminaciéon de DNA genémico, las muestras de RNA total se trataron con desoxiribonu-
cleasa I libre de ribonucleasa a 37°C durante 30 minutos. La sintesis de la primera cadena se llevé a cabo siguiendo
el protocolo del equipo de sintesis de la primera cadena de cDNA para la RT-PCR Synthesis Kit (Roche Diagnostics
GmbH, DE) utilizando el cebador indirecto RTR-5 (5’CCATTCATTCATTTTCAAG3’, NUM. ID. SEC.:8). La reac-
cidén de transcripcion inversa se llevé a cabo a 25°C durante 25 minutos y luego a 55°C durante 60 minutos. Después
de la incubacidn, la Retrotranscriptasa AMV se desnaturalizé a 99°C durante 5 minutos. Para cada muestra se realiz6
una reaccién de control negativo sin la Retrotranscriptasa AMV.

El cDNA de cadena simple resultante se amplificé mediante PCR (High Fidelity PCR Master, Roche Diagnostics
GmbH, DE) utilizando un segundo cebador directo RTF-6 (5’ AAAACGCATGGCTTGTC3’, NUM. ID. SEC.:9). La

amplificacién se realizé con un paso de desnaturalizacién inicial a 94°C durante 2 minutos, 10 ciclos de 15 segundos
de desnaturalizacién a 94°C, 30 segundos de hibridacién a 57°C y 1 minuto de elongacién a 72°C, seguido por ciclos
bajo las mismas condiciones. Se calculé una misma carga e integridad del mRNA mediante un control RT-PCR con
cebadores de S-actina (cebador indirecto 5’ AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC3’ NUM. ID. SEC.: 10 cebador
directo 5’CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC3’ NUM. ID. SEC.:11).
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REIVINDICACIONES

1. Un 4cido nucleico regulado positivamente en células de cdncer de mama, seleccionado del grupo que consiste
en:

(a) NUM. ID. SEC.: [;

(b) una secuencia de dcidos nucleicos libre de las secuencias que flanquean naturalmente los extremos 5’ y 3’ de
la secuencia de acidos nucleicos de (a) que hibrida bajo condiciones restrictivas con una sonda de acido nucleico de la
secuencia complementaria de (a);

(c) una secuencia de dcidos nucleicos que, debido a la degeneracién del cédigo genético, no es una secuencia de
(a) o (b), pero que codifica un polipéptido que tiene exactamente la misma secuencia aminoacidica que un polipéptido
codificado por una secuencia de (a) o (b); y

(d) una secuencia de dcidos nucleicos que es un fragmento de al menos 138 nucledtidos de cualquiera de las

secuencias de (a), (b) o (c) y codifica un polipéptido que consiste en los aminogcidos de NUM. ID. SEC.:2 o NUM.
ID. SEC. 4,

con la condicién de que dicha secuencia de dcidos nucleicos no es idéntica a la secuencia complementaria de NUM.
ID. SEC.:12.

2. Un 4cido nucleico segin la reivindicacion 1, con una secuencia que codifica un polipéptido de los aminoacidos
de SEQ ID NO:2 0o NUM. ID. SEC.:4.

3. El 4cido nucleico segtn la reivindicacién 1, en el que el 4cido nucleico tiene una secuencia de los nucledtidos
459 a 848 de NUM. ID. SEC.:1 o de los nucleétidos 1 a 285 de NUM. ID. SEC.:3.

4. Un vector de expresién que comprende un dcido nucleico de las reivindicaciones 1 a 3.
5. Una célula huésped transformada por un acido nucleico de las reivindicaciones 1 a 3.

6. Un polipéptido que induce a la progresion tumoral, en el que dicho polipéptido estd codificado por un acido
nucleico seleccionado del grupo consistente en:

(a) NUM. ID. SEC.: I;

(b) una secuencia de dcidos nucleicos que hibrida bajo condiciones restrictivas con una sonda de dcido nucleico de
la secuencia complementaria de (a); y

(c) un 4cido nucleico que es un fragmento de cualquiera de los al menos 138 nucle6tidos de las secuencias de (a)
o (b) y codifica un polipéptido que consiste en los aminoacidos de NUM. ID. SEC.:2 o NUM. ID. SEC.:4.

7. El polipéptido segun la reivindicacion 6, en el que la secuencia de dcidos nucleicos de (b) hibrida en SSC 6,0X
a 45°C hasta 55°C, seguido por un lavado con de aproximadamente SSC 2, 0X hasta aproximadamente SSC 0,2X a
una temperatura de aproximadamente 50°C hasta aproximadamente 65°C.

8. Un proceso para detectar la presencia o ausencia de al menos un dcido nucleico especifico o una mezcla de
dcidos nucleicos, o diferenciar entre dos dcidos nucleicos distintos en una muestra, en la que se sospecha que contiene
dicho 4cido nucleico o 4cidos, proceso que comprende los siguientes pasos en orden:

(a) incubar dicha muestra bajo condiciones de hibridacion restrictivas con una sonda de 4cido nucleico que se
selecciona del grupo consistente en:

@ un 4cido nucleico con una secuencia escogida del grupo que consiste en NUM. ID. SEC.: 1 o un frag-
mento del mismo;

(ii))  un 4cido nucleico con una secuencia complementaria a cualquier acido nucleico de (i);

(iii)  un 4cido nucleico con una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas con el 4dcido nucleico de
@sy

(iv)  un 4cido nucleico con una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas con el 4cido nucleico de
(D) y

13
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(b) determinar si dicha hibridacién tiene lugar, o no.

9. Un proceso para determinar si una muestra analitica originada de o que contiene células humanas tiene un
potencial de progresiéon tumoral, en el que también se utiliza una segunda muestra originada a partir de células no
cancerosas del mismo individuo o de un individuo de la misma especie, proceso que comprende los siguientes pasos:

(a) incubar dichas muestras bajo condiciones de hibridacion restrictivas con una sonda de 4cido nucleico sonda
que se selecciona del grupo consistente en:

@ un 4cido nucleico con una secuencia de NUM. ID. SEC.:1 o un fragmento de esta;
(ii))  un 4cido nucleico con una secuencia complementaria a cualquier 4cido nucleico de (i);

(iii)  un acido nucleico con una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas con el 4cido nucleico de

@iy

(iv)  un 4cido nucleico con una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas con el 4dcido nucleico de
(i) y
(b) determinar la cantidad aproximada de hibridacién de cada muestra respectiva con dicha sonda y
(c) comparar la cantidad aproximada de hibridacién de la muestra analitica a una cantidad aproximada de hibrida-
cién de dicha segunda muestra para identificar si la muestra analitica contiene una cantidad inferior del dcido nucleico

respeto la segunda muestra.

10. Un proceso para determinar si una muestra analitica originada de o que contiene células humanas tiene un
potencial de progresién tumoral o no, proceso que comprende los siguientes pasos:

(a) incubar una primera porcion de dicha muestra bajo condiciones restrictivas de hibridacién con una primera
sonda de dcido nucleico que se selecciona del grupo que consiste en:

1) un 4cido nucleico con una secuencia de NUM. ID. SEC.:1 o un fragmento del mismo;
(i)  un 4cido nucleico con una secuencia complementaria a cualquier dcido nucleico de (i);

(i)  un 4cido nucleico con una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas con el dcido nucleico de
(O

(iv)  un acido nucleico con una secuencia que hibrida bajo condiciones restrictivas con el 4cido nucleico de
@) y

(b) incubar una segunda porcion de dicha muestra bajo condiciones restrictivas de hibridaciéon con una segunda
sonda de dcido nucleico que es un gen de mantenimiento o un fragmento de este;

(c) determinar la cantidad aproximada de hibridacién de dicha muestra con dichas primera y segunda sondas;

(d) identificar si la muestra analitica contiene una cantidad al menos 3 veces superior de 4dcidos nucleicos hibridados
con la primera sonda, en comparacién con la cantidad de dcidos nucleicos hibridados de la segunda sonda.

14



ES 2295084 T3

15



ES 2 295 084 T3

Fig.2
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Fig.3

2 3 4 5 6 7 8 9

10

11

12

1

12

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

4 My
whols hesrt oo, &idnoy tung e Hleuhends, | fetsd penst
Lauin feft nigrm HL-&0 twais | total RAA
b - sorm | somaeh | oodon, ik Hela fatsd yoast
L gl fahaus g muscle 83 hawt RYA
frontal | corpus | thalmmus | sbium, metan | oephoon | badder | adrensl jlewhevds. ] fedd £ colf
ol callosum et glond K-882 ey MNA
o Ft ¥ 1 suhan, § jejuoum thrymus ulerus thyrokd  § beukaenls, foted & eoly
fobe glmnd Hght glamt | MO fver DA
coeighal | candate | epinst | ventrica | feum promtate | wvary | BT 1 r ) oty )
fobe nucieus coed it e Sy
toukocyts o Rep | ¥
Burkia's
temporsl | bippo- yoniricle, | Spcscumny fymphy testix 1 Rl foted hwinen
inhe campus right nods et Dt ihymus |G- DRA
[N L I, e Sons P T welnno- Fartad hugmen
ek BTN Tang DRA
carsr A SSphER SWasD 100 ng
pons | puramen apmsol | colon, \sshen g vl
L the hesnt wmcha! . 800 ng

* paracentral gyrus

17



ES 2 295 084 T3

‘uadro)

ion ¢

FIGURA / 3 (traducc

I2I13usdeard OTTTINQOT

x

8¥SY
bu oo ‘uowtnd °3ustp conu . PIDURI
ourwny vanbeal -uaose -0 Tap uawe3nd
°p ®u ‘uoTod eaund -eqnaoad
¥Nd -OuUTDIED T
o 08% MS IETTLO TBIgaI182
OU Qut Te302x
1e333 ©3S0Q -TI3UsA ospinbex ®Z33I0D
oueumy -OT0D ®w oTIRAO soTpuade
uownd ’ eINpaW -I193UT oqrng BT 9p
N -outoazes snbtgea d -
—ouape tq » 1
Tpneqg
; [S]ete} oysaIap .
ousumy T2 33Ty eTIPWRW o1 P — ob 10100 od Texodwal
- 4] - - - s v h - -
I-T° ¥Na a3 owrtl aing ap eTnpueTh noIT3sal so1npou ERgolo-h i —tzusA wedodty oTnaoT
PWOJIUTT
tley BOTIBITI op
(d) 2 123 32Ty 1BATTES -ad axb -13Tnbzt Teutrdsa opepned el
’ § eje3soad uosTT L : § o -1dtod0
A1od -23 ozeq -Ing ap eTnpueTh -ues S0} ’ otno eTNpaw osTonu 01na0T
PWOJUTT -To00NaT -TI3U24A mhaet
. b -LTOW BYDox erx
MMOU T %AMNW ‘eTw Mwmﬁmwﬂw 0z313n owTty ounisi -3p ‘eT -e31Tn371d | erepbrwe HMuMﬂqu
P ¥NQ pebty _sonaT Tonpugl —notane eTnpURTH TnqoT
IT0D 3 ele €954 RUDIPE eTIRPUTIN epasTnb 0OSOTTeD BIUOX
Wﬂ I w cHw ‘etu M.d ueth mmamw> °zEq ©3931 ousponp -ZT ‘el owetes onmﬂfu W n o‘u
P ¥NY QuT _eonaT Tnpuet Tt -notane ! Tgot
€2 93UaTp suaq oyoaiap
-39 b ’
eanpeast 1=393 €S eTsH seazoued | ejusoetd TigTen ~uaDs’aP obewolsa e3I08® -umoo® ‘o1 18198195
3p ¥NY2 UQZeIOnd -s3 eIn3 s RZ33I0D
uoT0D oaTonu -agaxan
-eTnosnu
rINPPAST 09 0SI9A exb opaainb
Tel133 j 0I33Ud
ap T®3 ~1H ‘eTw opebty uowtnd uoutTI -suexl obejosa uQzeI0d -3U PID -zZT ‘o7
0I1qa3130 ) 0I1qoI9D
-03 ¥NY -30naT uoT0d -ue3sng -3ga19d
AN T 0T 6 8 L 9 S v € Z 1

18



ES 2295084 T3

Fig.4

! I n v v Vi i vin X

1 e e e —

oabcabcabcabc-bcnhcnbcabeabc

1000 pb

sa70b
soopb

19



ES 2 295 084 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> F. Hoffmann-La Roche AG

<120> Un 4cido nucleico con regulado positivamente en las células tumorales humanas, una proteina codificada por
este y un proceso para el diagndstico del tumor.

<130> Caso 20678
<140>

<141>

<150> EP00110953.7
<151> 2000-05-26
<150> EP00115369.1
<151> 2000-07-15
<160> 12

<170> Patente en version. 2.1
<210>1

<211> 2342
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<220>

<221> CDS

<222> (459) .. (848)
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<400> 1
aacctccacc acaacgctca cccttacaga cacactattyg caggtctccg agggectttg 60
ggaggccctg cttcctgcga gctgtcccgg caggacagag actcttccag ccgcecggecct 120
gccattccag gctgaggctg tgagcagcac catgacaagc tccggccgaea gtggctctca 180
acagtgtggg tctctgacca cccgacgagce tggaagtgca gaccgctgac ctcccttgag 240
aacctactgg gttcttgcag taggctcctc agcggtgtct aaacacgcca ctcaggtgat 300
tctatgcacc atcacattgg aaactttttt cattgactgt tacttaatga gaagacttcc 360
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ctccgggatg gttctgaage ttcocttcata ggagcaagce tttggcggag agcactgage 420

agacgtgcag catctttgct ggcttctacc gaaacacc atg gat cca gac gtg gtt 476

ttg tgg tcc tgc acg tgg aag cca gcc ctg cgt ggg gtg agc ctg gga

Leu Trp Ser Cys Thr Trp Lys Pro Ala Leu Arg Gly Val Ser Leu Gly

10

15

Met Asp Pro Asp Val Val

1

27

5

524

ctg tgg gca gag aac ctc aag cac cgg gcc ggc acc caa gtg cag aga 572

Leu Trp Ala Glu Asn Leu Lys His Arg Ala Gly Thr Gln Val Gln Arg

ctg cat cgt ccc agc agg agg cgc tgc ttc cag gct ccc tgg acg gac

Leu His Arg Pro Ser Arg Arg Arg Cys Phe Gln Ala Pro Trp Thr Asp

40

25

45

30

50

35

620

tce ggg agg gcg gcc ttt ccc ccc age ccc aga ggt ggg cct gcc ctt 668

Ser Gly Arg Ala Ala Phe Pro Pro Ser Pro Arg Gly Gly Pro Ala leu

55

ttc cga gca tgg gac aca gcc cag gaa aac gca tgg ctt gtc ctc cag 716

Phe

aca

Thr

tta

Leu

60

65

70

Arg Ala Trp Asp Thr Ala Gln Glu Asn Ala Trp Leu Val Leu Gln

75

80

85

cag gtg cta aca ggg ccg tca gac aag ggc cag gga ctco agg ctt 764

Gln Val Leu Thr Gly Pro Ser Asp Lys Gly Gln Gly Leu Arg Leu

90

95

100

gga att tca gct cca gag cca cca tgc agt ggg acc agy ggt ctg 812

Gly Ile Ser Ala Pro Glu Pro Pro Cys Ser Gly Thr Arg Gly Leu

105

110

115

gga cag gaa gca agc tgt gta gac ggg ggt cca tgaagtagag

Gly Gln Glu Ala Ser Cys Val Asp Gly Gly Pro

120

125

130

858
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acagggtttt
ctgaagtctt
actgctgaag
tgtgcatggg
cagagatgaa
ggttagggac
tctggggtca
tcagggctga
atttcacatg
aacagattca
ggacacgccce
ctgccaaggt
acccccecegt
gcaagtttaa
ataagaagga
cagggactta
tittatttga
aacccactcc
ttcccgagag
cattggttga
tgccatgacg
agtgggaccc
tcctaggtgt
acttacgacg

ttgattgatg

ggggaaggtt

ttcatttttt
gttcctggcc
gagcggtacg
tggccecgaaa
tgtcagagaa
aatgactttt
taacatgaaa
agtgggacgce
acagaagagt
cagaccatgg
tgcacctaag
ccccectecece

gctacagaga
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ggggcagggce

cccectgaat
ctgagtccca
agggagggta
ccectegeget
aaataattta
acaaagtagt
gaaaaaggca
aggagggggag
ggcaggctca
gtggtgggge
gtcacgggca
ccaggctgca

gtgtagaaac

aaggaggaaa

cacgtccata ataggatttg

gtgtcctcce
aaatgggccce
gctctgegece
gcggccatgg
agtgctgcecct
ctgcagccag
ctggggaggg
gctgggtgag
ttctcagagg
gcattaggag
ggggtgaagt

agggtgaaaa

agccacattt

agccecceccgea
ctgggacgcc
cttegtcatce
ctctaactge
ggtttctcte
aattcactgs
tggagggatc
caaggtatcc
aggtggcagg
ggctctctcc

ggcttccagg

acagcaattt

aatttaataa

cagctgtggg
gcgtgcagag
cagtcggggt
tgtgctgcecat
tcgtgagagc
cattcttcac
tttcctgett
cagcgacggg
agacccgagce
cagtctcccce

acggtcaceg

918

978

1038

1098

1158

1218

1278

1338

1398

1458

1518

1578

1638

aggaagagag aggggagtaa 1698

ggtgtaagaa aagaccaagc caggccccag cgcccttgtg ajgaagtgec 1758

tgtggaagcc gteccttgectg tctgccacct tgtttttact tacattgtgt 1818

gggcgagttt

ttaaaatgac

gcagaaggca

caagtgaata

catgtggtct

tacattcgtg

tgtgatgtaa

agtcccgcac

Ccaaaatgaa

ggacggcaag

caccggatgt

ggggtgtgcc

gtgagcactt

gtgtcaccct

aagagattta

caatggtagc

tgggctaagt

actgatggag

tccacaagta

ctaccccacg

gaacccagtc

gcagtctccc

tcatctcccce

gatcacagcec

gctttttaac

attgtggtct

cttgaaaatg

ccggccaaga

acaattcaag

tgagcagtgt

aggaaaaata

ataacttaca

tatgtgaaat

taaagataat tttctgtatc tgct

aaatgcctct

aatgaatggce

gttcaacaag

atgagggctc

ctgaggttcg

acagattctg

attattgcat

gtttctttcc

1878

1938

1998

2058

2118

2178

2238

2298

2342

<210>2

<211> 130

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 2

Met

Gly

Gln

Arg

65

Ala

Gly

Ser

<210>3

<211> 285

Asp

Gly

Thr

Ala

50

Gly

Trp

Gln

Pro

130

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (285)

Pro

vVal

Gln

35

Pro

Gly

Leu

Gly

Thr

115
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Asp Val Val Leu Trp Ser Cys Thr Trp Lys Pro Ala Leu

Ser

20

Val

Trp

Pro

Val

Leu

100

Arg

Leu

Gln

Thr

Ala

Leu

85

Arg

Gly

5

Gly

Arg

Leu

70

Gln

Leu

Leu

Leu

Leu

Ser

55

Phe

Thr

Leu

Arg

Trp

His

40

Gly

Gln

Gly

Gly

120

Ala

25

Arg

Ala

Val

Ile

105

Gln

10

Glu

Pro

Ala

Trp

Leu

90

Ser

Glu

Asn

Ser

Ala

Asp

75

Thr

Ala

Ala

Leu

Arg

Phe

60

Thr

Gly

Pro

Ser

Lys

Arg

45

Pro

Ala

Pro

Glu

Cys

125

15

His

30

Arg

Pro

Gln

Ser

Pro

110

Val

Arg

Cys

Ser

Glu

95

Pro

Asp

Ala

Phe

Pro

Asn

80

Lys

Cys

Gly
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<400> 3
atg gat cca gac gtg gtt ttg tgg tcc tgc acg tgg aag cca gcc ctg 48
Met Asp Pro Asp Val Val Leu Trp Ser Cys Thr Trp Lys Pro Ala Leu
1 5 10 15
cgt ggg gtg agc ctg gga ctg tgg gca gag aac ctc aag cac cgg gcc 96
Arg Gly Val Ser Leu Gly Leu Trp Ala Glu Asn Leu Lys His Arg Ala
20 25 30
ggc acc caa gtg cag aga ctg cat cgt ccc aac agg agg cge tgc ttc 144
Gly Thr Gln Val Gln Arg Leu His Arg Pro Asn Arg Ar¢g Arg Cys Phe
35 40 45
cag gct ccc tgg acg gac tcc ggg agg gcg gcc ttt ccc cce age cce 192
Gln Ala Pro Trp Thr Asp Ser Gly Arg Ala Ala Phe Pro Pro Ser Pro
50 55 60
aga ggt ggg cct gcc ctt ttc cga gcg tgg gac aca gcc cag gaa aac 240
Arg Gly Gly Pro Ala Leu Phe Arg Ala Trp Asp Thr Ala Gln Glu Asn
65 70 75 80
gca tgg ctt gtc ctc cag aca cag ggc gag ttt gga cgg caa gac 285
Ala Trp Leu Val Leu Gln Thr Gln Gly Glu Phe Gly Arg Gln Asp
85 90 95
<210>4
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Asp Pro Asp Val Val Leu Trp Ser Cys Thr Trp Lys Pro Ala Leu

1 5 10 18

Arg Gly Val Ser Leu Gly Leu Trp Ala Glu Asn Leu Lys His Arg Ala
20 25 3¢

Gly Thr Gln Val Gln Arg Leu His Arg Pro Asn Arg Arg Arg Cys Phe
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35 40 45
Gln Ala Pro Trp Thr Asp Ser Gly Arg Ala Ala Phe Pro Pro Ser Pro
50 55 60
Arg Gly Gly Pro Ala Leu Phe Arg Ala Trp Asp Thr Ala Gln Glu Asn
65 70 75 80
Ala Trp Leu Val Leu Gln Thr Gln Gly Glu Phe Gly Arg Gln Asp

85 90 95

<210>5

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador GSP1

<400> 5
ttatctttat tcattttgg

<210> 6

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador GSP2

<400> 6
tgcgggacte gtcgtaagta tge

<210>7

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador AUAP

<400> 7
ggccacgegt cgactagtac

<210> 8

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador RTR-5

19

23

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 084 T3

<400> 8
ccattcattc attttcaag

<210>9

<211> 17

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223 Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador RTF-6

<400> 9
aaaacgcatg gcttgtc

<210> 10

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador indirecto de la S-actina

<400> 10

agggtacatg gtggtgccge cagac

<210> 11

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador directo de la S-actina

<400> 11
ccaaggccaa ccgegagaag atgac

<210> 12

<211> 127

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<220>

19

17

25

25

<223> fragmento de la secuencia AQ548392, el nucleétido 1 corresponde al nucleétido 304 y el nucledtido 127

corresponde al nucleétido 430 de la secuencia completa
<300>
<308> AQ548392

<400> 12

tggacccccg  tctacacage  ttgctteectg tccactcaga

tggctctgga gctgaaattc ctaaaagcct gagtccctgg cccttgtcectg acggccctgt

tagcacc

ccectggtece cactgcatgg
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