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DESCRIPCION
Acido nucleico y proteina correspondiente denominada 238P1B2 Util en el tratamiento y la deteccién de cancer

Campo de la invencién

La invencién descrita en el presente documento se refiere a un gen y su proteina codificada, denominada 238P1B2,
expresada en ciertos canceres, y a procedimientos de diagnoéstico y terapéuticos y composiciones Uutiles en el
tratamiento de canceres que expresan 238P1B2.

Antecedentes de la invencién

El cancer es la segunda causa principal de muerte de seres humanos junto a enfermedad coronaria. A nivel mundial,
millones de personas mueren de cancer cada afo. Solamente en los Estados Unidos, como se indica por la
Sociedad Americana del Cancer, el cancer provoca la muerte de mas de medio millén de personas anualmente, con
mas de 1,2 millones de casos nuevos diagnosticados por afio. Aunque las muertes de enfermedad coronaria han
estado reduciéndose significativamente, las resultantes de cancer generalmente estan aumentando. Se predice que
en la primera parte del proximo siglo el cancer se convertira en la causa principal de muerte.

A nivel mundial, varios canceres destacan como los mas letales. En particular, los carcinomas de pulmén, prostata,
mama, colon, pancreas y ovario representan las causas principales de muerte por cancer. Estos y virtualmente todos
los demas carcinomas comparten una caracteristica letal comun. Con muy pocas excepciones, la enfermedad
metastasica de un carcinoma es letal. Ademas, incluso para los pacientes de cancer que inicialmente sobreviven sus
canceres primarios, la experiencia habitual ha mostrado que sus vidas se alteran de forma dramatica. Muchos
pacientes de cancer experimentan fuertes ansiedades provocadas por la consciencia del potencial de reaparicion o
fracaso del tratamiento. Muchos pacientes de cancer experimentan debilitamientos fisicos después del tratamiento.
Ademas, muchos pacientes de cancer experimentan una recidiva.

A nivel mundial, el cancer de préstata es el cuarto cancer mas prevalente en hombres. En Norte América y el Norte
de Europa, es con diferencia el cancer mas habitual en hombres y es la segunda causa de muerte por cancer en
hombres. Solamente en los Estados Unidos, mas de 30.000 hombres mueren anualmente de esta enfermedad,
superado solamente por el cancer de pulmén. A pesar de la magnitud de estos nimeros, aun no existe tratamiento
eficaz para cancer de prostata metastasico. La prostatectomia quirurgica, radioterapia, terapia de ablaciéon hormonal,
castracién quirdrgica y quimioterapia contindan siendo las principales modalidades de tratamiento.
Desafortunadamente, estos tratamientos son ineficaces para muchos y con frecuencia estan asociados con
consecuencias no deseables.

Con respecto al diagnéstico, la falta de un marcador de tumor de prdstata que pueda detectar de forma precisa
tumores de etapa temprana localizados, sigue siendo una limitacién significativa en el diagnéstico y tratamiento de
esta enfermedad. Aunque el ensayo de antigeno especifico de préstata en suero (PSA) ha sido una herramienta
muy Util, sin embargo su especificidad y utilidad general con frecuencia se considera insuficiente en varios aspectos
importantes.

El progreso en la identificaciéon de marcadores especificos adicionales para cancer de préstata ha mejorado por la
generacién de xenotrasplantes de cancer de prostata que pueden recapitular diferentes etapas de la enfermedad en
ratones. Los xenotrasplantes de LAPC (Cancer de Préstata Los Angeles) son xenotrasplantes de cancer de prdstata
que han sobrevivido el pase en ratones inmunodeficientes graves combinados (SCID) y han mostrado la capacidad
de imitar la transicién de dependencia de andrégenos a independencia de andrégenos (Klein y col., 1997, Nat. Med.
3:402). Marcadores de cancer de préstata mas recientemente identificados incluyen PCTA-1 (Su y col., 1996, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93: 7252), antigeno de membrana especifica de préstata (PSM) (Pinto y col., Clin Cancer Res
1996 Sep 2 (9): 1445-51), STEAP (Hubert, y col., Proc Natl Acad Sci USA. 1999 Dec 7; 96(25): 14523-8) y antigeno
de célula madre de préstata (PSCA) (Reiter y col., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 1735).

Aunque marcadores previamente identificados tales como PSA, PSM, PCTA y PSCA han facilitado los esfuerzos
para diagnosticar y tratar cancer de prostata, existe la necesidad de identificacion de marcadores adicionales y
dianas terapéuticas para canceres de prostata y relacionados para mejorar adicionalmente el diagndstico y la
terapia.

El carcinoma de células renales (RCC) supone aproximadamente 3 % de los tumores malignos de adultos. Una vez
que los adenomas alcanzan un diametro de 2 a 3 cm, existe potencial tumoral. En el adulto, los dos tumores renales
malignos principales son adenocarcinoma de células renales y carcinoma de células transicionales del uréter o
pelvis renal. La incidencia de adenocarcinoma de células renales se estima en mas de 29.000 casos en los Estados
Unidos y mas de 11.600 pacientes murieron de esta enfermedad en 1998. El carcinoma de células transicionales es
menos frecuente, con una incidencia de aproximadamente 500 casos por afio en los Estados Unidos.

La cirugia ha sido la terapia principal para adenocarcinoma de células renales durante muchas décadas. Hasta hace
poco, la enfermedad metastasica ha sido refractaria para cualquier terapia sistémica. Con los desarrollos recientes
en las terapias sistémicas, particularmente inmunoterapias, el carcinoma de células renales metastasicas puede
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enfocarse de forma agresiva en pacientes apropiados con posibilidad de respuestas duraderas. Sin embargo, sigue
existiendo una necesidad de terapias eficaces para estos pacientes.

De todos los nuevos casos de cancer en los Estados Unidos, el cancer de vejiga representa aproximadamente 5 %
en hombres (quinto neoplasma mas habitual) y 3 % en mujeres (octavo neoplasma mas habitual). La incidencia esta
aumentando lentamente, simultdaneamente con una poblacidon crecientemente mas vieja. En 1998, hubo una
estimacion de 54.500 casos, incluyendo 39.500 en hombres y 15.000 en mujeres. La incidencia ajustada por edad
en los Estados Unidos es 32 por 100.000 para hombres y 8 por 100.000 en mujeres. La relacion hombre/mujer
histérica de 3:1 se puede estar reduciendo en relacién con los patrones de tabaquismo en mujeres. Hubo una
estimacion de 11.000 muertes de cancer de vejiga en 1998 (7.800 en hombres y 3.900 en mujeres). La incidencia
del cancer de vejiga y la mortalidad aumentan fuertemente con la edad y seran un problema creciente a medida que
la poblacién se hace mas vieja.

La mayoria de los canceres de vejiga recurren en la vejiga. El cancer de vejiga se trata con una combinacién de
reseccion transuretral de la vejiga (TUR) y quimioterapia intravesical o inmunoterapia. La naturaleza multifocal y
recurrente de cancer de vejiga apunta a las limitaciones de TUR. La mayoria de los cénceres invasivos de musculo
no se curan solamente por TUR. La cistectomia radical y la desviacion urinaria es el medio mas eficaz para eliminar
el cancer pero conlleva un impacto innegable en la funcién urinaria y sexual. Continta habiendo una necesidad
significativa de modalidades de tratamiento que sean beneficiosas para pacientes con cancer de vejiga.

Se estima que se produjeron 130.200 casos de cancer colorrectal en 2000 en los Estados Unidos, incluyendo 93.800
casos de cancer de colon y 36.400 de cancer rectal. Los canceres colorrectales son los terceros canceres mas
habituales en hombres y mujeres. Las tasas de incidencia se redujeron significativamente durante 1992-1996 (-2,1
% por afio). La investigaciéon sugiere que estas reducciones se han debido a exploracién aumentada y retirada de
polipos, evitando la progresion de pdlipos a canceres invasivos. Hubo una estimacion de 56.300 muertes (47.700 de
cancer de colon, 8.600 de cancer rectal) en 2000, que suponen aproximadamente 11 % de todas las muertes por
cancer en Estados Unidos.

En la actualidad, la cirugia es la forma mas habitual de terapia para cancer colorrectal y, para canceres que no se
han propagado, es frecuentemente curativa. La quimioterapia, o quimioterapia mas radiacién, se proporciona antes o
después de cirugia a la mayoria de los pacientes cuyo cancer ha perforado en profundidad la pared del intestino o
se ha propagado a los ganglios linfaticos. En ocasiones se necesita una colostomia permanente (creacién de una
apertura abdominal para eliminacion de residuos corporales) para cancer de colon e infrecuentemente se requiere
para cancer rectal. Continia habiendo una necesidad de modalidades de diagnéstico y tratamiento eficaces para
cancer colorrectal.

Se estima que se produjeron 164.100 nuevos casos de cancer de pulmoén y bronquial en 2000, que suponen el 14 %
de todos los diagnésticos de cancer de Estados Unidos. La tasa de incidencia de cancer de pulmén y bronquial esta
reduciéndose significativamente en hombres, de un maximo de 86,5 por 100.000 en 1984 a 70,0 en 1996. En los
afos 90, la tasa de aumento entre mujeres comenzé a ralentizarse. En 1996, la tasa de incidencia en mujeres fue de
42,3 por 100.000.

El cancer de pulmén y bronquial provocd 156.900 muertes estimadas en 2000, lo que suponen el 28 % de todas las
muertes por cancer. Durante 1992-1996, la mortalidad de cancer de pulmén se redujo significativamente entre
hombres (-1,7 % por afio) mientras que las tasas para mujeres aun aumentaban significativamente (0,9 % por afio).
Desde 1987, han muerto mas mujeres cada afno de cancer de pulmén que de cancer de mama, que, durante mas de
40 afios, fue la causa principal de muerte por cancer en mujeres. La reduccién de incidencia de cancer de pulmén y
tasas de mortalidad resulté con mayor probabilidad de la reducciéon de las tasas de tabaquismo durante los 30 afios
anteriores; sin embargo, los patrones de tabaquismo en reduccion entre mujeres estan por detras de los de los
hombres. Es preocupante que aunque las reducciones del uso de tabaco en adultos se han ralentizado, el uso de
tabaco en jovenes estda aumentando de nuevo.

Las opciones de tratamiento para cancer de pulmén y bronquial se determinan por el tipo y etapa de cancer e
incluyen cirugia, radioterapia y quimioterapia. Para muchos cénceres localizados, la cirugia es habitualmente el
tratamiento de eleccion. Debido a que la enfermedad habitualmente se ha propagado en el momento en que se
descubre, con frecuencia se requieren radioterapia y quimioterapia en combinacién con cirugia. La quimioterapia
sola o combinada con radiacion es el tratamiento de eleccion para cancer de pulmoén de células pequefias; en este
régimen, un gran porcentaje de pacientes experimentan remision, que en algunos casos es de larga duracién. Existe
sin embargo, una necesidad continua de enfoques de tratamiento y diagndstico eficaces para canceres de pulmoén y
bronquiales.

Se estima que se produciran 182.800 nuevos casos invasivos de cancer de mama entre mujeres en los Estados
Unidos durante 2000. Adicionalmente, se esperaba que se diagnosticaran aproximadamente 1.400 nuevos casos de
cancer de mama en hombres en 2000. Después de aumentar aproximadamente 4 % por afo en los afos 80, las
tasas de incidencia de cancer de mama en mujeres se han nivelado en los afios 90 a aproximadamente 110,6 casos
por 100.000.
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Solamente en los Estados Unidos, se estima que se produjeron 41.200 muertes (40.800 mujeres, 400 hombres) en
2000 debido a cancer de mama. El cancer de mama se clasifica en segundo lugar entre las muertes por cancer en
mujeres. De acuerdo con los datos mas recientes, las tasas de mortalidad se redujeron significativamente durante
1992-1996 con las reducciones mayores en mujeres jovenes, tanto blancas como negras. Estas reducciones fueron
probablemente el resultado de deteccién mas temprana y tratamiento mejorado.

Teniendo en cuenta las circunstancias médicas y las preferencias del paciente, el tratamiento de cancer de mama
puede implicar lumpectomia (retirada local del tumor) y retirada de los ganglios linfaticos bajo el brazo; mastectomia
(retirada quirirgica de la mama) y retirada de los ganglios linfaticos bajo el brazo; radioterapia; quimioterapia; o
terapia hormonal. Con frecuencia, se usan dos o0 mas procedimientos en combinacion. Numerosos estudios han
mostrado que, para enfermedad de etapa temprana, las tasas de supervivencia a largo plazo después de
lumpectomia mas radioterapia son similares a las tasas de supervivencia después de mastectomia radical
modificada. Avances significativos en las técnicas de reconstruccién proporcionan varias opciones para
reconstrucciéon del pecho después de mastectomia. Recientemente, dicha reconstrucciéon se ha realizado a la vez
que la mastectomia.

La escision local de carcinoma ductal in situ (DCIS) con cantidades adecuadas de tejido mamario normal
circundante pueden evitar la reaparicion local del DCIS. La radiaciéon en la mama y/o tamoxifeno pueden reducir las
probabilidades de que aparezca DCIS en el tejido mamario restante. Esto es importante porque DCIS, si se deja sin
tratar, puede desarrollarse a cancer de mama invasivo. Sin embargo, existen efectos secundarios o secuelas graves
para estos tratamientos. Existe por lo tanto, la necesidad de tratamientos de cancer de mama eficaces.

Se estima que hubo 23.000 nuevos casos de cancer de ovario en los Estados Unidos en 2000. Supone el 4 % de
todos los canceres entre mujeres y se clasifica el segundo entre canceres ginecoldgicos. Durante 1992-1996, las
tasas de incidencia de cancer de ovario se redujeron significativamente. Como consecuencia de cancer de ovario,
hubo una estimacién de 14.000 muertes en 2000. El cancer de ovario provoca mas muertes que cualquier otro
cancer del sistema reproductor femenino.

La cirugia, la radioterapia y la quimioterapia son opciones de tratamiento para cancer de ovario. La cirugia
habitualmente incluye la retirada de uno o ambos ovarios, las trompas de Falopio (salpingo-ooforectomia) y el Utero
(histerectomia). En algunos tumores muy tempranos, solo se retirara el ovario implicado, especialmente en mujeres
jévenes que desean tener hijos. En enfermedad avanzada, se realiza un intento de retirar toda la enfermedad intra-
abdominal para potenciar el efecto de la quimioterapia. Contintia existiendo una necesidad importante de opciones
de tratamiento eficaces para cancer de ovario.

Se estima que hubo 28.300 nuevos casos de cancer pancreatico en los Estados Unidos en 2000. Durante los
ultimos 20 afos, las tasas de cancer pancreatico se han reducido en hombres. Las tasas entre mujeres han
permanecido aproximadamente constantes pero pueden estar empezando a reducirse. El cancer pancreatico
provocé una estimacion de 28.200 muertes en 2000 en los Estados Unidos. Durante los ultimos 20 afios, hubo una
ligera pero significativa reduccién en las tasas de mortalidad entre hombres (aproximadamente -0,9 % por afio)
mientras que las tasas han aumentado ligeramente entre mujeres.

La cirugia, la radioterapia y la quimioterapia son opciones de tratamiento para cancer pancreatico. Estas opciones
de tratamiento pueden prolongar la supervivencia y/o aliviar sintomas en muchos pacientes pero no es probable que
produzcan una cura para la mayoria. Existe una necesidad significativa de opciones de diagnéstico y terapéuticas
adicionales para cancer pancreatico.

El documento WOO01/27158 desvela varios polipéptidos receptores olfatorios humanos y polinucleétidos que los
codifican. Los documentos W002/16548 y EP-A-1270724, publicados el 2 de enero de 2003, desvelan proteinas
receptoras acopladas a proteina G y polinucleétidos que las codifican. No se establece ninguna relaciéon entre
ninguna de estas proteinas y su expresion en tejido tumoral.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a un gen, designado 238P1B2, que se ha descubierto ahora que se sobre-expresa
en el cancer o canceres enumerados en la Tabla |. El analisis de expresion por transferencia de Northern de la
expresion del gen 238P1B2 en tejidos normales muestra un patron de expresion restringido en tejidos adultos. Se
proporcionan las secuencias de nucledtidos (Figura 2) y aminoacidos (Figura 2 y Figura 3) de 238P1B2. El perfil
relacionado con tejido de 238P1B2 en tejidos adultos normales, en combinacién con la sobre-expresion observada
en los tumores enumerados en la Tabla I, muestra que 238P1B2 se sobre-expresa de forma aberrante en al menos
algunos canceres y por lo tanto actia como una diana de diagnostico, profilactica, de pronéstico y/o terapéutica util
para canceres del tejido o tejidos tales como los enumerados en la Tabla I.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un procedimiento para detectar la presencia de cancer de
préstata en una muestra de ensayo, comprendiendo el procedimiento poner en contacto la muestra con una sonda
que se une especificamente a un polinucledtido de la Figura 2B (SEC IN N° 8872); y detectar la unién del
polinucleétido en la muestra a la misma.
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Los inventores describen polinucledtidos correspondientes o complementarios a todos o parte de los genes de
238P1B2, ARNm y/o secuencias codificantes, preferentemente en forma de aislada, incluyendo polinucleétidos que
codifican proteinas relacionadas con 238P1B2 y fragmentos de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas de 25 aminoacidos contiguos; al menos 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 85, 90,
95, 100 o mas de 100 aminoacidos contiguos de una proteina relacionada con 238P1B2, asi como los
péptidos/proteinas en si mismos; ADN, ARN, hibridos de ADN/ARN y moléculas relacionadas, polinucleétidos u
oligonucledtidos complementarios o que tienen al menos un 90 % de homologia con los genes 238P1B2 o
secuencias de ARNm o partes de las mismas y polinucleétidos u oligonucleétidos que hibridan con los genes de
238P1B2, ARNm o con polinucleétidos que codifican 238P1B2. Los inventores también describen medios para aislar
ADNCc y los genes que codifican 238P1B2. También se describen moléculas de ADN recombinante que contienen
polinucleétidos de 238P1B2, células transformadas o transducidas con tales moléculas y sistemas de huésped-
vector para la expresion de productos génicos de 238P1B2. Puede existir una condicién de que la secuencia de
acido nucleico completa de la Figura 2 no esté codificada y/o la secuencia de aminoacidos completa de la Figura 2
no esté preparada. La secuencia de 4cido nucleico completa de la Figura 2 puede prepararse y/o la secuencia de
aminoacidos completa de la Figura 2 puede prepararse, estando cualquiera de las dos en formas de dosis unitaria
humana respectivas.

La invencion proporciona procedimientos para detectar la presencia y el estado de polinucleétidos de 238P1B2 en
diversas muestras bioldgicas, asi como procedimientos para identificar células que expresan 238P1B2. Una
realizacién tipica de la presente invencion proporciona procedimientos para controlar los productos génicos de
238P1B2 en una muestra tisular o hematoldgica que tiene o se sospecha que tiene alguna forma de desregulacion
del crecimiento tal como cancer.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. La secuencia SSH de 238P1B2 de 210 nucledtidos

Figura 2. La secuencia de ADNc y aminoacidos de la variante 1A de 238P1B2 se muestra en la Figura 2A. La
metionina de partida esta subrayada. El marco de lectura abierto se extiende desde los acidos nucleicos 2133 a
2897 incluyendo el coddén de parada. La secuencia de acido nucleico y aminoacidos de 238P1B2 variante 1B se
muestra en la Figura 2B, el codén para la metionina de inicio esta subrayado. El marco de lectura abierto se extiende
desde el acido nucleico 1947 a 2897 incluyendo el codén de parada. La secuencia de acido nucleico y aminoacidos
de 238P1B2 variante 2 se muestra en la Figura 2C, el codon para la metionina de inicio esta subrayado. El marco de
lectura abierto se extiende desde el acido nucleico 2133 a 2897 incluyendo el codén de parada. La secuencia de
acido nucleico y aminoacidos de 238P1B2 variante 3 se muestra en la Figura 2D, el codén para la metionina de
inicio esta subrayado. El marco de lectura abierto se extiende desde el acido nucleico 2133 a 2897 incluyendo el
codon de parada. La secuencia de acido nucleico y aminoacidos de 238P1B2 variante 4 se muestra en la Figura 2E,
el coddn para la metionina de inicio esta subrayado. El marco de lectura abierto se extiende desde el acido nucleico
2133 a 2897 incluyendo el codon de parada. La secuencia de acido nucleico y aminoacidos de 238P1B2 variante 5
se muestra en la Figura 2F, el codén para la metionina de inicio estd subrayado. El marco de lectura abierto se
extiende desde el 4cido nucleico 2133 a 2897 incluyendo el coddon de parada. La secuencia de acido nucleico y
aminoacidos de 238P1B2 variante 6 se muestra en la Figura 2G, el coddon para la metionina de inicio esta
subrayado. El marco de lectura abierto se extiende desde el acido nucleico 2133 a 2897 incluyendo el codén de
parada.

Figura 3. La secuencia de aminoacidos de 238P1B2 variante 1A se muestra en la Figura 3A; tiene 254 aminoacidos.
La secuencia de aminoacidos de 238P1B2 variante 1B se muestra en la Figura 3B; tiene 316 aminoacidos. La
secuencia de aminoacidos de 238P1B2 variante 2 se muestra en la Figura 3C; tiene 254 aminoacidos.

Figura 4. A. Alineamiento de secuencia de acido nucleico de 238P1B2 variante 1 con receptor olfatorio de raton
MOR14-1. B. Alineamiento de secuencia de &cido nucleico de 238P1B2 variante 1 con el receptor olfatorio de raton
MOR14-10. C. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de 238P1B2 v.1A con el receptor olfatorio de raton
MOR14-1. D. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de 238P1B2 v.1A con OPCRPHOR-1 especifico de
prostata. E. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de 238P1B2 variante 1 con el receptor olfatorio humano
5112. F. Alineamiento de Clustal de secuencia de aminoacidos de las tres variantes de 238P1B2, que representa
que 238P1B2 V1B contiene 62 aa adicionales en su extremo N-terminal en relaciéon con V1A y que 238P1B2 V2
porta una mutacion puntual | a T en el aa 225 en relacién con VIA.

Figura 5. Perfil de hidrofilia de aminoacidos de A) 238P1B2 y B) 238P1B2 variante 1A determinado por analisis de
secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Hopp y Woods (Hopp T.P., Woods K.R, 1981. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:3824-3828) al que se accede en el sitio web Protscale (www.expasy.ch/cgibin/protscale.pl)
a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 6. Perfil hidropatico de aminoacidos de A) 238P1B2 y B) 238P1B2 variante 1A determinado por analisis de
secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Kyte y Doolittle (Kyte J., Doolittle R.F., 1982. J. Mol.
Biol. 157:105-132) al que se accede en el sitio web Protscale (www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del
servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 7. Perfil aminoacidico de porcentaje de restos accesibles de A) 238P1B2 y B) 238P1B2 variante 1A
determinado por analisis de secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Janin (Janin J., 1979
Nature 277:491-492) al que se accede en el sitio web Protscale (www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del
servidor de biologia molecular ExPasy.
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Figura 8. Perfil de aminoacidos de flexibilidad media de A) 238P1B2 y B) 238P1B2 variante 1A determinado por
analisis de secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Bhaskaran y Ponnuswamy (Bhaskaran
R., y Ponnuswamy P.K., 1988. Int. J. Pept. Protein Res. 32:242-255) al que se accede en el sitio web Protscale
(www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 9. Perfil de aminoéacidos de giro beta de A) 238P1B2 y B) 238P1B2 variante 1A determinado por analisis de
secuencia de algoritmo informético usando el procedimiento de Deleage y Roux (Deleage, G., Roux B. 1987 Protein
Engineering 1:289-294) al que se accede en el sitio web Protscale (www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del
servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 10. Presentacion esquematica de variantes de nucledtidos de 238P1B2. Las variantes 238P1B2 v.2 a
238P1B2 v.6 son variantes con variaciones de nucleétido sencillo. La caja negra muestra la misma secuencia que
238P1B2 v.1. Los numeros corresponden a los de 238P1B2 v.1. Los SNP se indican encima de la caja.

Figura 11. Presentacion esquematica de variantes proteicas de 238P1B2. La variante de nucledtidos 238P1B2 v.1
en la Figura 10 codifica variantes de proteina 238P1B2 v.IA y v.1B. La variante de nucledtidos 238P1B2 v.2 en la
Figura 10 codifica la variante proteica 238P1B2 v.2. La caja negra muestra la misma secuencia que 238P1B2 v.1
Los numeros en “()” debajo de la caja corresponden a los de 238P1B2 v.1A. Las diferencias de aminoacidos
sencillos se indican encima de la caja.

Figura 12. A, B. Predicciéon de estructura secundaria para 238P1B2 variante 1a y variante 1b. Las estructuras
secundarias de las proteinas 238P1B2 variante 1a (A) y de variante 1b (B) se predijeron usando el procedimiento de
Red Neural Jerarquica HNN (Guermeur, 1997, en la Direccién Web
pbil.ibcp.fr/cgibin/npsa_automat.pl?page=npsa_nn.html), a la que se accede desde el servidor de biologia molecular
ExPasy (en la Direccion Web www.expasy.ch/tools/). Este procedimiento predice la presencia y localizacién de
hélices alfa, tramos extendidos y bucles aleatorios de la secuencia proteica primaria. El porcentaje de la proteina en
una estructura secundaria dada también se enumera para cada variante.

C, D, E, F. Prediccion transmembrana para 238P1B2 variante 1a y 1b. C, E. Representaciones esquematicas de la
probabilidad de existencia de regiones transmembrana y orientacion de 238P1B2 variante 1a (C) y variante 1b (E)
basadas en el algoritmo TMpred de Hofmann y Stoffel que usa TMBASE (K. Hofmann, W. Stoffel. TMBASE - A
database of membrane spanning protein segments Biol. Chem. Hoppe-Seyler 374:166, 1993). D, F. Representacion
esquematica de la probabilidad de la existencia de regiones transmembrana y la orientacién extracelular e
intracelular de 238P1B2 variante 1a (D) y variante 1b (F) basandose en el algoritmo TMHMM de Sonnhammer, von
Heijne, y Krogh (Erik L.L. Sonnhammer, Gunnar von Heijne y Anders Krogh: A hidden Markov model for predicting
transmembrane helices in protein sequences. en Proc. of Sixth Int. Conf. on Intelligent Systems for Molecular
Biology, p 175-182 Ed J. Glasgow, T. Littlejohn, F. Major, R. Lathrop, D. Sankoff, y C. Sensen Menlo Park, CA: AAAI
Press, 1998). Se accede a los algoritmos TMpred y TMHMM desde el servidor de biologia molecular ExPasy (en la
Direccion Web www.expasy.ch/tools/). Los resultados de los programas de prediccion de transmembrana
presentados representan 238P1B2 variante 1a como mas probablemente con 6 dominios transmembrana y la
variante 1 b 7 dominios transmembrana.

Figura 13: Topologia probable y estructura de 238P1B2 variantes | y 1B.

Figura 14. Expresién de 238P1B2 por RT-PCR. Se prepar6 ADNc de primera cadena de grupo vital 1 (higado,
pulmén y rifidn), grupo vital 2 (pancreas, colon y estomago) y grupo de cancer de préstata. Se realizé normalizacion
por PCR usando cebadores para actina y GAPDH. Se realizé una PCR semi-cuantitativa, usando cebadores para
238P1B2 a 26 y 30 ciclos de amplificacion. Los resultados muestran expresion fuerte de 238P1B2 en el grupo de
cancer de préstata pero no en el grupo vital 1 y grupo vital 2.

Figura 15. Expresion de 238P1B2 en tejidos normales. Se exploraron dos transferencias de northern de tejido
multiple (Clontech) ambas con 2 ug de ARNm/carril con el fragmento SSH de 238P1B2. Los patrones de tamafio en
kilobases (kb) se indican en el lateral. Los resultados muestran ausencia de expresion de 238P1B2 en los 16 tejidos
normales ensayados.

Figura 16. Expresiéon de 238P1B2 en Tejidos Normales Multiples. Se analizdé una transferencia puntual de ARNm
que contenia 76 muestras diferentes de tejidos humanos usando una sonda SSH de 238P1B2. La expresion
solamente se detecto en placenta.

Figura 17. Expresion de 238P1B2 en Muestras de Ensayo de Cancer de Paciente Humano y Tejidos Normales. Se
extrajo ARN de un grupo de tres muestras de ensayo de paciente con cancer de préstata, asi como de préstata
normal (PN), vejiga normal (VN), rifién normal (RN), colon normal (CN), pulmén normal (PuN), mama normal (MN), y
ovario normal (ON). Se exploré transferencia de Northern con 10 pg de ARN total/carril con secuencia SSH de
238P1B2. Los patrones de tamafio en kilobases (kb) estan indicados en el lateral. Los resultados muestran
expresion de 238P1B2 en el grupo de cancer de prostata y ovario normal.

Figura 18. Expresion de 238P1B2 en tejidos de pacientes con céncer de prostata. Se extrajo ARN de prostata
normal (N), xenotransplantes de cancer de prostata (LAPC-4AD, LAPC-4Al, LAPC-9AD, LAPC-9A1), lineas celulares
de cancer de prostata (LNCaP y PC3) y tumores de pacientes con céancer de prostata (T). Se exploraron
transferencias de Northern con 10 pug de ARN total con el fragmento SSH de 238P1B2. Los patrones de tamafio en
kilobases estan en el lateral. Los resultados muestran expresion fuerte de 238P1B2 en tejidos de tumor de préstata.
El panel inferior representa la tincion con bromuro de etidio del gel.
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1) Definiciones

I1) Polinucleétidos de 238P1B2

II.LA.) Usos de polinucleottidos de 238P1B2

II.LA.1.) Control de anomalias genéticas

II. A.2.) Antisentido

Il. A.3.) Cebadores y pares de cebadores

II. A.4.) Aislamiento de moléculas de acido nucleico que codifican 238P1B2

Il. A.5.) Moléculas de acido nucleico recombinante y sistemas de huésped-vector
Il.) Proteinas relacionadas con 238P1B2

III.LA.) Proteinas que portan motivo

I11.B.) Expresion de proteinas relacionadas con 238P1B2

I1l.C.) Modificaciones de proteinas relacionadas con 238P1B2

I11.D.) Usos de proteinas relacionadas con 238P1B2

IV.) Procedimientos para la deteccién de 238P1B2

V.) Procedimientos para controlar el estado de genes relacionados con 238PIB2 y sus productos
VI.) Identificacion de moléculas que interaccionan con 238P1B2

VII.) Procedimientos de diagndéstico y pronostico.

VIIL) KITS
1) Definiciones:

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos de la técnica, notaciones y otros términos cientificos o
terminologia usada en el presente documento pretenden tener los significados habitualmente entendidos por los
expertos en la materia a la que pertenece la presente invencion. En algunos casos, los términos con significados
habitualmente entendidos se definen en el presente documento para mayor claridad y/o para referencia sencilla y no
deberia interpretarse necesariamente que la inclusién de tales definiciones en el presente documento representa
una diferencia sustancial frente a lo que se entiende generalmente en la técnica. Muchas de las técnicas y
procedimientos descritos o referidos en el presente documento se entienden bien y se emplean habitualmente
usando metodologia convencional por los expertos en la materia, tal como, por ejemplo, las metodologias de
clonacion molecular usadas ampliamente descritas en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 22
edicion (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Segun sea apropiado, los
procedimientos que implican el uso de kits y reactivos disponibles en el mercado se llevan a cabo generalmente de
acuerdo con los protocolos y/o pardmetros definidos por el fabricante a no ser que se indique de otro modo.

» o« ” o«

Las expresiones “cancer de prostata avanzado”, “cancer de préstata avanzado localmente”, “enfermedad avanzada”
y “enfermedad avanzada localmente” significa canceres de prostata que se han extendido a través de la capsula
prostatica y se pretende que incluyan enfermedad de etapa C segun el sistema de la Asociacion Uroldgica
Americana (AUA), enfermedad de etapa C1-C2 segun el sistema Whitmore-Jewett y enfermedad de etapa T3-T4 y
N+ segun el sistema TNM (tumor, nédulo, metastasis). En general, no se recomienda cirugia para pacientes con
enfermedad localmente avanzada y estos pacientes tienen resultados sustancialmente menos favorables en
comparacion con pacientes que tienen cancer de prostata localizado clinicamente (restringido a 6rgano). La
enfermedad localmente avanzada se identifica clinicamente por pruebas palpables de induracion mas alla del limite
lateral de la préstata o asimetria o induracion por encima de la base de la prostata.

El cancer de préstata localmente avanzado se diagnostica en la actualidad patoldgicamente después de
prostatectomia radical si el tumor invade o penetra en la capsula prostatica, se extiende al margen quirdrgico o
invade las vesiculas seminales.

“Alterar el patron de glucosilacion nativo” pretende significar para los fines del presente documento suprimir uno o
mas restos de carbohidrato hallados en la secuencia nativa 238P1B2 (retirando el sitio de glucosilacion subyacente
o suprimiendo la glucosilacién por medios quimicos y/o enzimaticos) y/o afiadir uno o mas sitios de glucosilacion que
no estan presentes en la secuencia nativa de 238P1B2. Ademas, la frase incluye cambios cualitativos en la
glucosilacion de las proteinas nativas, que implican un cambio en la naturaleza y proporciones de los diversos restos
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de carbohidrato presentes.

El término “analogo” se refiere a una molécula que es estructuralmente similar o comparte atributos similares o
correspondientes con otra molécula (por ejemplo, una proteina relacionada con 238P1B2). Por ejemplo un anélogo
de una proteina de 238P1B2 puede unirse especificamente con un anticuerpo o linfocito T que se une
especificamente a 238P1B2.

El término “anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio. Por lo tanto un “anticuerpo” puede ser de origen natural o
artificial tal como anticuerpos monoclonales producidos por tecnologia de hibridoma convencional. Los anticuerpos
anti-238P1B2 comprenden anticuerpos monoclonales y policlonales asi como fragmentos que contienen el dominio
de unién a antigeno y/o una o mas regiones determinantes de complementariedad de estos anticuerpos.

Un “fragmento de anticuerpo” se define como al menos una parte de la regién variable de la molécula de
inmunoglobulina que se une a su diana, es decir, la region de unién al antigeno. Puede abarcar especificamente
anticuerpos anti-238P1B2 sencillos y clones de los mismos (incluyendo anticuerpos agonistas, antagonistas y
neutralizadores) y composiciones de anticuerpo anti-238P1B2 con especificidad de poliepitdpica.

La expresion “secuencias con codones optimizados” se refiere a secuencias de nucleétidos que se han optimizado
para una especie huésped particular reemplazando cualquier codén que tenga una frecuencia de uso de menos de
aproximadamente 20 %. Las secuencias de nucleotidos que se han optimizado para expresion en una especie de
huésped dada por eliminacién de secuencias de poliadenilacion espurias, eliminacion de sefiales de corte y
empalme de exones/intrones, eliminacion de repeticiones de tipo transposén y/u optimizacién de contenido de GC
ademas de optimizacion de codones se denominan en el presente documento “secuencias de expresion
potenciada”.

La expresion “agente citotdxico” se refiere a una sustancia que inhibe o evita la actividad de expresién de células,
funcion de células y/o provoca destruccion de células. Se pretende que el término incluya agentes
quimioterapéuticos de isétopos radiactivos y toxinas tales como toxinas de moléculas pequefias o toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de las
mismas. Los ejemplos de agentes citotdxicos incluyen, pero sin limitacion maitansinoides, itrio, bismuto, ricina,
cadena de ricina A, doxorrubicina, daunorrubicina, taxol, bromuro de etidio, mitomicina, etopédsido, tenopdésido,
vincristina, vinblastina, colchicina, dihidroxi antracin diona, actinomicina, toxina de la difteria, exotoxina de
pseudomonas (PE) A, PE40, abrina, cadena de abrina A, cadena de modeccina A, alfa-sarcina, gelonina, mitogelina,
retstrictocina, fenomicina, enomicina, curicina, crotina, caliqueamicina, inhibidor de Saponarla offlcmalls 3/
glucocortlcmdes y otros agentes quimioterapéuticos, asi como radioisétopos tales como AP 12 ¥ Re'
R' s'° Bi?'? P* ¢ isétopos radiactivos de Lu. Los anticuerpos también pueden conjugarse con una en2|ma
activadora de profarmaco antineoplasico capaz de convertir el profarmaco a su forma activa.

El término “homdlogo” se refiere a una molécula que muestra homologia con otra molécula, por ejemplo, que tiene
secuencias de restos quimicos que son el mismo o similares en posiciones correspondientes.

El “antigeno de leucocitos humanos” o “HLA" es una proteina del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de
clase | o clase Il (véase, por ejemplo, Stites, y col, INMUNOLOGIA, 82 ED., Lange Publishing, Los Altos, CA (1994).

Los términos “hibridar”, “hibridando”, “hibrida” y similares, usados en el contexto de polinucleétidos, pretenden
referirse a condiciones de hibridacion convencionales, preferentemente tales como hibridacién en formamida 50
%/6XSSC/SDS 0,1 %/ADNmc 100 pg/ml, en la que las temperaturas para hibridacion estan por encima de 37 grados
C y la temperatura para lavado en 0,1 XSSC/SDS 0,1 % estan por encima de 55 grados C.

Las frases “aislado” o “biolégicamente puro” se refieren a material que estd sustancialmente o esencialmente sin
componentes que normalmente acompanan al material como se encuentra en su estado nativo. Por lo tanto, los
péptidos aislados descritos en el presente documento preferentemente no contienen materiales normalmente
asociados con los péptidos en su ambiente in situ. Por ejemplo, se dice que un polinucleétido esta “aislado” cuando
esta sustancialmente separado de polinucleétidos contaminantes que corresponden o son complementarios a genes
distintos de los genes de 238P1B2 o que codifican polipéptidos distintos del producto génico de 238P1B2 o
fragmentos de los mismos. Un experto en la materia puede emplear facilmente procedimientos de aislamiento de
acidos nucleicos para obtener un polinucleétido de 238P1B2 aislado.

Se dice que una proteina estd “aislada” por ejemplo, cuando se emplean procedimientos fisicos, mecanicos o
quimicos para retirar las proteinas de 238P1B2 de constituyentes celulares que normalmente estan asociados con la
proteina. Un experto en la materia puede emplear facilmente procedimientos de purificacién convencionales para
obtener una proteina 238P1B2 aislada. Como alternativa, puede prepararse una proteina aislada por medios
quimicos.

El término “mamifero” se refiere a cualquier organismo clasificado como un mamifero, incluyendo ratones, ratas,
conejos, perros, gatos, vacas, caballos y seres humanos. El mamifero puede ser un raton. El mamifero puede ser un
ser humano.
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Las expresiones “cancer de préstata metastasico” y “enfermedad metastasica” significan canceres de prostata que
se han propagado a ganglios linfaticos regionales o a sitios distantes y pretenden incluir enfermedad de etapa D
segun el sistema AUA y etapa TxNxM + segun el sistema TNM. Como es el caso con cancer de prostata localmente
avanzado, la cirugia generalmente no esta indicada para pacientes con enfermedad metastasica y la terapia
hormonal (ablacién de andrégenos) es una modalidad de tratamiento preferida. Los pacientes con cancer de
préstata metastasico con el tiempo desarrollan un estado refractario para andrégenos en un periodo de 12 a 18
meses de inicio del tratamiento. Aproximadamente la mitad de estos pacientes refractarios para andrégenos mueren
en un periodo de 6 meses después de desarrollar ese estado. El sitio mas habitual para metastasis de cancer de
prostata es el hueso. Las metastasis de hueso de cancer de préstata son con frecuencia osteoblasticas en lugar de
osteoliticas (es decir, dan como resultado formacién de hueso neta). Las metastasis de hueso se encuentran mas
frecuentemente en la columna, seguido del fémur, pelvis, caja toracica, craneo y humero. Otros sitios habituales
para metastasis incluyen ganglios linfaticos, pulmén, higado y cerebro. El cancer de prostata metastasico se
diagnostica normalmente por linfadenectomia de pelvis laparoscopica o abierta, exploraciones de radionuclidos del
cuerpo completo, radiografia del esqueleto y/o biopsia de lesion de hueso.

La expresion “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblaciéon de anticuerpos
sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos que comprenden la poblaciéon son idénticos excepto por
posibles mutaciones de origen natural que estan presentes en cantidades menores.

Un “motivo”, como en el motivo biolégico de una proteina relacionada con 238P 1B2, se refiere a cualquier patron de
aminoacidos que forman parte de la secuencia primaria de una proteina, que se asocia con una funcién particular
(por ejemplo, interaccidn proteina-proteina, interaccion proteina-ADN, etc.) o modificacién (por ejemplo, que esta
fosforilada, glucosilada o amidada), o localizacién (por ejemplo secuencia secretora, secuencia de localizacion
nuclear, etc.) o una secuencia que se correlaciona con inmunogenicidad, de forma humoral o celular. Un motivo
puede ser contiguo o capaz de alinearse con ciertas posiciones que generalmente se correlacionan con una cierta
funcién o propiedad. En el contexto de motivos de HLA, “motivo” se refiere a un patrén de restos en un péptido de
longitud definida, habitualmente un péptido de aproximadamente 8 a aproximadamente 13 aminoacidos para un
motivo de HLA de clase | y de aproximadamente 6 a aproximadamente 25 aminoacidos para un motivo de HLA de
clase I, que se reconoce por una molécula de HLA particular. Los motivos peptidicos para unién de HLA son
normalmente diferentes para cada proteina codificada por cada alelo de HLA humano y difieren en el patron de los
restos de anclaje primarios y secundarios.

Un “excipiente farmacéutico” comprende un material tal como un adyuvante, un vehiculo, agentes de ajuste de pH y
tamponamiento, agentes de ajuste de tonicidad, agentes humectantes, conservante y similares.

“Farmacéuticamente aceptable” se refiere a una composicion no toxica, inerte y/o que es fisioldgicamente
compatible con seres humanos u otros mamiferos.

El término “polinucledtido” significa una forma polimérica de nucleétidos de al menos 10 bases o pares de bases de
longitud, ribonucledtidos o desoxinucleétidos o una forma modificada de uno de los tipos de nucleétidos, y pretende
incluir formas mono y bicatenarias de ADN y/o ARN. En la técnica, este término se usa con frecuencia de forma
intercambiable con “oligonucleétido”. Un polinucleétido puede comprender una secuencia de nucledtidos desvelada
en el presente documento en la que timina (T), como se muestra por ejemplo en la Figura 2, también puede ser
uracilo (U); esta definicién concierne a las diferencias entre las estructuras quimicas de ADN y ARN, en particular la
observacion de que una de las cuatro bases principales de ARN es uracilo (U) en lugar de timina (T).

El término “polipéptido” significa un polimero de al menos aproximadamente 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos. A lo largo de
la memoria descriptiva, se usan designaciones convencionales de tres letras o una letra para los aminoacidos. En la
técnica, este término se usa con frecuencia de forma intercambiable con “péptido” o “proteina”.

Un “resto de anclaje principal” de HLA es un aminoacido en una posicion especifica a lo largo de una secuencia
peptidica que se entiende que proporciona un punto de contacto entre el péptido inmunogénico y la molécula de
HLA. De uno a tres, habitualmente dos, restos de anclaje principales dentro de un péptido de longitud definida
generalmente definen un “motivo” para un péptido inmunogénico. Se entiende que estos restos se ajustan en
contacto cercano con el surco de unién a péptido de una molécula de HLA, con sus cadenas laterales internadas en
bolsillos especificos del surco de unién. Por ejemplo, los restos de anclaje principales para un molécula de HLA de
clase | pueden localizarse en la posicién 2 (desde la posicidon amino terminal) y en la posicidn carboxilo terminal de
un epitopo peptidico de 8, 9, 10, 11 o0 12 restos descrito en el presente documento. Los restos de anclaje principales
de un péptido que se uniran a una molécula de HLA de clase Il pueden espaciarse entre si, en lugar de con los
extremos de un péptido, cuando el péptido es generalmente de al menos 9 aminoacidos de longitud.

Una molécula de ADN o ARN “recombinante” es una molécula de ADN o ARN que se ha sometido a manipulacion
molecular in vitro.

Los ejemplos no limitantes de moléculas pequefias incluyen compuestos que se unen o interaccionan con 238P1B2,
ligandos que incluyen hormonas, neuropéptidos, quimiocinas, odorantes, fosfolipidos y equivalentes funcionales de
los mismos que se unen y preferentemente inhiben la funcion proteica de 238P1B2. Tales moléculas pequefias no
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limitantes preferentemente tienen un peso molecular de menos de aproximadamente 10 kDa, mas preferentemente
por debajo de aproximadamente 9, aproximadamente 8, aproximadamente 7, aproximadamente 6,
aproximadamente 5 o aproximadamente 4 kDa. Las moléculas pequefias pueden asociarse fisicamente con, o
unirse a, proteinas 238P1B2; no se encuentran en rutas metabdlicas de origen natural; y/o son mas solubles en
soluciones acuosas que no acuosas.

La “rigurosidad” de las reacciones de hibridacion la puede determinar facilmente un experto en la materia y
generalmente es un calculo empirico dependiente de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado y la
concentracion salina. En general, sondas mas largas requieren temperaturas mayores para hibridacion apropiada,
mientras que sondas mas cortas necesitan temperaturas mas bajas. La hibridacion depende en general de la
capacidad de las secuencias de acido nucleico desnaturalizadas para rehibridar cuando estan presentes hebras
complementarias en un ambiente por debajo de su temperatura de fusion. Cuanto mayor sea el grado de homologia
deseada entre la sonda y la secuencia hibridable, mayor es la temperatura relativa que puede usarse. Como
resultado, se entiende que temperaturas relativas mayores tenderian a hacer las condiciones de reaccion mas
rigurosas, mientras que las temperaturas mas bajas las harian menos. Para detalles adicionales y explicacién de la
rigurosidad de reacciones de hibridacién, véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
Interscience Publishers, (1995).

“Condiciones rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad”, como se define en el presente documento, se identifican
por, pero sin limitacién, las que: (1) emplean fuerza idnica baja y alta temperatura para lavar, por ejemplo cloruro
sédico 0,015 M/citrato sédico 0,0015 M/dodecilsulfato sédico 0,1 % a 50 °C; (2) emplean durante la hibridacion un
agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida 50 % (v/v) con albumina de suero bovino 0,1
%/Ficoll 0,1 %/polivinilpirrolidona 0,1 %/tampodn de fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM, citrato
sodico 75 mM a 42 C; o (3) emplean formamida 50 %, SSC 5 x (NaCl 0,75 M, citrato sédico 0,075 M), fosfato sddico
50 mM (pH 6,8), pirofosfato sddico 0,1 %, solucion de Denhardt 5 x, ADN de esperma de salmén sonicado (50
pg/ml), SDS 0,1 % y dextran sulfato 10 % a 42 C, con lavados a 42 T en SSC 0,2 x (cloruro sédico/citrato sédico) y
formamida al 50 % a 55 C, seguido de un lavado de alta rigurosidad que consiste en SSC 0,1 x que contiene EDTA
a 55 C. Las “condiciones moderadamente rigurosas” se describen por, pero sin limitacién, las de Sambrook y col,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen el uso de solucion
de lavado y condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza iénica y % de SDS) menos rigurosas que
las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas es la incubacion durante una
noche a 37 T en una soluciéon que comprende: formam ida 20 %, SSC 5 x (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM),
fosfato sddico 50 mM (pH 7,6), solucidon de Denhardt 5 x, dextran sulfato 10 % y ADN de esperma de salmén roto
desnaturalizado 20 mg/ml, seguido de lavado de los filtros en SSC 1 x a aproximadamente 37-50 C. El exp erto en la
materia reconocera como ajustar la temperatura, fuerza idnica, etc. segun sea necesario para adaptar factores tales
como longitud de la sonda y similares.

Un “supermotivo” de HLA es una especificidad de unién a péptido compartida por las moléculas de HLA codificadas
por dos o mas alelos de HLA.

Como se usa en el presente documento “tratar” o “terapéutico” y términos relacionados gramaticalmente, se refieren
a cualquier mejora de cualquier consecuencia de enfermedad, tal como supervivencia prolongada, menor morbidez
y/o una reduccién de los efectos secundarios que son los productos secundarios de una modalidad terapéutica
alternativa; no se requiere erradicacién completa de la enfermedad.

Un “animal transgénico” (por ejemplo, un raton o rata) es un animal que tiene células que contienen un transgén,
introduciéndose dicho transgén en el animal o un ancestro del animal en una etapa prenatal, por ejemplo,
embrionaria. Un “transgén” es un ADN que esta integrado en el genoma de una célula de la que se desarrolla un
animal transgénico.

Como se usa en el presente documento, una “vacuna” de respuesta inmune celular o HLA es una composicién que
contiene o codifica uno o mas péptidos descritos en el presente documento. Existen numerosas vacunas tales, tales
como un céctel de uno o mas péptidos individuales; uno o mas péptidos descritos en el presente documento
comprendidos por un péptido poliepitépico; o &acidos nucleicos que codifican tales péptidos o polipéptidos
individuales, por ejemplo, un minigen que codifica un péptido poliepitopico. El “uno o mas péptidos” pueden incluir
cualquier numero entero de unidad completa de 1 a 150 o mas, por ejemplo, al menos, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
4344, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145 ¢
150 o mas péptidos descritos en el presente documento. Los péptidos o polipéptidos pueden opcionalmente
modificarse, tal como por lipidacion, adicion de secuencias de direccidon u otras. Los péptidos de HLA de clase |
descritos en el presente documento pueden mezclarse con, o ligarse a, péptidos de HLA de clase I, para facilitar la
activacion de tanto linfocitos T citotoxicos como linfocitos T auxiliares. Las vacunas de HLA también pueden
comprender células presentadoras de antigenos pulsadas por péptidos, por ejemplo, células dendriticas.

El término “variante” se refiere a una molécula que muestra una variaciéon de un tipo o norma descrito, tal como una
proteina que tiene uno 0 mas restos aminoacidicos diferentes en la posicién o posiciones correspondientes de una
proteina especificamente descrita (por ejemplo, la proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3). Un
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analogo es un ejemplo de una proteina variante. Las isoformas de corte y empalme y polimorfismos de nucleétidos
sencillos (SNP) son ejemplos adicionales de variantes.

“Las variantes relacionadas con 238P1B2” incluyen las especificamente identificadas en el presente documento, asi
como variantes alélicas, variantes de sustitucion conservativas, analogos y homodlogos que pueden
aislarse/generarse y caracterizarse sin experimentacion indebida siguiendo los procedimientos descritos en el
presente documento o facilmente disponibles en la técnica. Las proteinas de fusién que combinan partes de
diferentes proteinas de 238P1B2 o fragmentos de las mismas, asi como proteinas de fusién de una proteina
238P1B2 y un polipéptido heterélogo también estan incluidas. Tales proteinas de 238P1B2 se denominan de forma
colectiva proteinas relacionadas con 238P1B2, las proteinas descritas en el presente documento o 238P1B2. La
expresion “proteina relacionada con 238P1B2” se refiere a un fragmento polipeptidico o una secuencia de proteina
238P1B2de 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o0 mas de 25 aminoacidos; o,
al menos 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 85, 90, 95, 100 o mas de 100 aminoacidos.

I1) Polinucledétidos de 238P1B2

Los inventores describen polinucledtidos correspondientes o complementarios a todo o parte de un gen, ARNm y/o
secuencia codificante de 238P1B2, preferentemente en forma aislada, incluyendo polinucledtidos que codifican una
proteina relacionada con 238P1B2 y fragmentos de la misma, ADN, ARN, hibrido ADN/ARN y moléculas
relacionadas, polinucleétidos u oligonucleétidos complementarios a un gen 238P1B2 o secuencia de ARNm o una
parte de los mismos y polinucledtidos u oligonucleétidos que hibridan con un gen 238P1B2, ARNm o con un
polinucleétido que codifica 238P1B2 (colectivamente, “polinucledtidos de 238P1B2”). En todos los casos cuando se
haga referencia en esta seccion, T también puede ser U en la Figura 2.

Los polinucleétidos de 238P1B2 incluyen: un polinucledtido de 238P1B2 que tiene la secuencia mostrada en la
Figura 2, la secuencia de nucleétidos de 238P1B2 como se muestra en la Figura 2 en la que T es U; al menos 10
nucleotidos contiguos de un polinucleétido que tiene la secuencia como se muestra en la Figura 2; o, al menos 10
nucleotidos contiguos de un polinucleétido que tiene la secuencia como se muestra en la Figura 2 en la que T es U.
Por ejemplo, los nucleétidos de 238P1B2 comprenden, sin limitacion:

(I) un polinucledtido que comprende, que consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia como se
muestra en la Figura 2, en la que T también puede ser U;

(1) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2A, del nimero de resto nucleotidico 2133 hasta el numero de resto nucleotidico 2894, seguido de
un codon de parada, en la que T también puede ser U;

(1) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2B, del niumero de resto nucleotidico 1947 hasta el nUmero de resto nucleotidico 2894, seguido de
un coddn de parada, en la que T también puede ser U;

(IV) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2C, del numero de resto nucleotidico 2133 hasta el nimero de resto nucleotidico 2894, seguido de
un codon de parada, en la que T también puede ser U;

(V) un polinucledtido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2D, del numero de resto nucleotidico 2133 hasta el numero de resto nucleotidico 2894, seguido de
un codon de parada, en la que T también puede ser U;

(VI) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2E, del niumero de resto nucleotidico 2133 hasta el nUmero de resto nucleotidico 2894, seguido de
un coddn de parada, en la que T también puede ser U;

(VII) un polinucledtido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2F, del numero de resto nucleotidico 2133 hasta el numero de resto nucleotidico 2894, seguido de
un codon de parada, en la que T también puede ser U;

(VII) un polinucledtido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se
muestra en la Figura 2G, del numero de resto nucleotidico 2133 hasta el numero de resto nucleotidico 2894,
seguido de un coddn de parada, en la que T también puede ser U;

(IX) un polinucledtido que codifica una proteina relacionada con 238P1B2 que es al menos 90 % homdloga con
una secuencia de aminoacidos completa mostrada en la Figura 2A-G;

(X) un polinucledtido que codifica una proteina relacionada con 238P1B2 que es al menos 90 % idéntica a una
secuencia de aminoacidos completa mostrada en la Figura 2A-G;

(XI) un polinucledtido que codifica al menos un péptido expuesto en las Tablas V-XVIII o Tabla XIX;
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(XI1) un polinucleétido que codifica una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier incremento de nimero entero hasta 254 que incluye una posicion de aminoacido que tiene un
valor mayor de 0,5 en el perfil de Hidrofilia de la Figura 5A o de la Figura 3B en cualquier incremento de
numero completo hasta 316 que incluye una posicion de aminoacido que tiene un valor mayor de 0,5 en el
perfil de Hidrofilia de la Figura 5B;

(XI1) un polinucledtido que codifica una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier incremento de nimero entero hasta 254 que incluye una posicion de aminoacido que tiene un
valor mayor de 0,5 en el perfil hidropatico de la Figura 6A o de la Figura 3B en cualquier incremento de nimero
entero hasta 316, que incluye una posiciéon de aminoacido que tiene un valor menor de 0,5 en el perfil
hidropatico de la Figura 6B;

(XIV) un polinucleétido que codifica una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier aumento de numero entero hasta 254 que incluye una posicion de aminoacido que tiene un
valor mayor de 0,5 en el perfil de porcentaje de restos accesibles de la Figura 7A o de la Figura 3B en cualquier
incremento de numero entero hasta 316, que incluye una posicion de aminoacido que tiene un valor mayor de
0,5 en el perfil de porcentaje de restos accesibles de la Figura 7B;

(XV) un polinucleétido que codifica una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier incremento de nimero entero hasta 254 que incluye una posicion de aminoacido que tiene un
valor mayor de 0,5 en el perfil de Flexibilidad Media en la Figura 8A o de la Figura 3B en cualquier incremento
de numero entero hasta 316, que incluye una posicién de aminoacido que tiene un valor mayor de 0,5 en el
perfil de Flexibilidad Media en la Figura 8B,;

(XVI) un polinucleétido que codifica una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier incremento de numero entero hasta 254 que incluye una posicidon de aminoacido que tiene un
valor mayor de 0,5 en el perfil de giro Beta de la Figura 9A o de la Figura 3B en cualquier aumento de nimero
entero hasta 316, que incluye una posicién de aminoacido que tiene un valor mayor de 0,5 en el perfil de giro
Beta de la Figura 9B;

(XVII) un polinucledtido que codifica una proteina relacionada con 238P1B2 cuya secuencia esta codificada por
los ADNc contenidos en el plasmido depositado en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo como N° de
Acceso PTA-4124 el 7 de marzo de 2002;

(XVII1) un polinucleétido que es completamente complementario con un polinucleétido de uno cualquiera de (l)-
(Xviny;

(XIX) un polinucledétido que hibrida selectivamente en condiciones rigurosas con un polinucleétido de (I)-(XVIII);
(XX) un péptido que esta codificado por cualquiera de (1)-(XIX); y

(XXI) un polinucleétido de cualquiera de (1)-(XIX) o péptido de (XX) junto con un excipiente farmacéutico y/o en
una forma de dosis unitaria humana.

Como se usa en el presente documento, se entiende que un intervalo desvela especificamente todas las posiciones
de unidades enteras del mismo. Los polinucledtidos de 238P1B2 tipicos codifican partes especificas de las
secuencias de ARNm de 238P1B2 (y las que son complementarias para tales secuencias) tales como las que
codifican las proteinas y/o fragmentos de las mismas, por ejemplo:

(a)4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185,
190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250 o 254 aminoacidos contiguos de 238P1B2;
(b)4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185,
190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250 o 254 aminoacidos contiguos de la variante
1A;

(c)4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185,
190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295,
300, 305, 310, 315 0 316 aminoacidos contiguos de la variante 1B; o

(d)4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185,
190,195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250 o 254 aminoacidos contiguos de la variante 2.

Por ejemplo, se describen en el presente documento polinucledtidos y sus péptidos codificados, los polinucleétidos
representativos pueden codificar de aproximadamente aminoacido 1 a aproximadamente aminoacido 10 de la
proteina 238P1B2 o variantes mostradas en la Figura 2 o Figura 3, polinucledtidos que codifican de
aproximadamente aminoacido 10 a aproximadamente aminoacido 20 de la proteina 238P1B2 o variantes mostradas
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en la Figura 2 o Figura 3, polinucleétidos que codifican de aproximadamente aminoacido 20 a aproximadamente
aminoacido 30 de la proteina 238P1B2 o variantes mostradas en la Figura 2 o Figura 3, polinucleétidos que codifican
de aproximadamente aminoacido 30 a aproximadamente aminoacido 40 de la proteina 238P1B2 o variantes
mostradas en la Figura 2 o Figura 3, polinucledtidos que codifican de aproximadamente aminoacido 40 a
aproximadamente aminoacido 50 de la proteina 238P1B2 o variantes mostradas en la Figura 2 o Figura 3,
polinucleétidos que codifican de aproximadamente aminoacido 50 a aproximadamente aminoacido 60 de la proteina
238P1B2 o variantes mostradas en la Figura 2 o Figura 3, polinucleétidos que codifican de aproximadamente
aminoacido 60 a aproximadamente aminoacido 70 de la proteina 238P1B2 o variantes mostradas en la Figura 2 o
Figura 3, polinucleétidos que codifican de aproximadamente aminoacido 70 a aproximadamente aminoacido 80 de la
proteina 238P1B2 o variantes mostradas en la Figura 2 o Figura 3, polinucleétidos que codifican de
aproximadamente aminoacido 80 a aproximadamente aminoacido 90 de la proteina 238P1B2 o variantes mostradas
en la Figura 2 o Figura 3, polinucleétidos que codifican de aproximadamente aminoacido 90 a aproximadamente
aminoacido 100 de la proteina 238P1B2 o variantes mostradas en la Figura 2 o Figura 3 o regiones codificantes de
aproximadamente aminoacido 100 a aminoacidos posteriores en la secuencia, en aumentos de aproximadamente 10
aminoacidos, terminando en el aminoacido carboxilo terminal expuesto en la Figura 2 o Figura 3. En consecuencia
los polinucledtidos que codifican partes de la secuencia de aminoacidos (de aproximadamente 10 aminoacidos), de
los aminoacidos 100 hasta el aminoacido carboxilo terminal de la proteina 238P1B2 se describen en el presente
documento en el que se entiende que cada posicion de aminoacido particular desvela esa posicién mas o menos
cinco restos aminoacidicos.

También se describen en el presente documento polinucleétidos que codifican partes relativamente largas de una
proteina 238P1B2. Por ejemplo, pueden generarse polinucledtidos que codifican de aproximadamente aminoacido 1
(o 20, 30 6 40 etc.) a aproximadamente aminoacido 20 (o 30, 40 6 50 etc.) de la proteina 238P1B2 o variantes
mostradas en la Figura 2 o Figura 3 por diversas técnicas bien conocidas en la materia. Estos fragmentos
polinucleotidicos pueden incluir cualquier parte de la secuencia de 238P1B2 o variantes como se muestra en la
Figura 2.

Los polinucledtidos ilustrativos adicionales incluyen fragmentos polinucleotidicos de 238P1B2 que codifican uno o
mas de los motivos bioldgicos contenidos dentro de una secuencia de proteina 238P1B2 o secuencia variante.

Los inventores describen epitopos de anticuerpo que comprenden una regién peptidica o un oligonucleétido que
codifica la regidn peptidica, que tienen dos, tres, cuatro o cinco de las siguientes caracteristicas:

i) una regiéon peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier
incremento de numero entero hasta la longitud completa de esa proteina en la Figura 3, que incluye una
posicion de aminoacido que tiene un valor igual a o mayor de 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o que tiene un valor igual a
1,0, en el perfil de Hidrofilia de la Figura 5;

ii) una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier
incremento de ndmero entero hasta la longitud completa de esa proteina en la Figura 3, que incluye una
posicion de aminoacido que tiene un valor igual o menor de 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 o que tiene un valor igual a
0,0 en el perfil hidropético de la Figura 6;

iii) una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier
incremento de numero entero hasta la longitud completa de esa proteina en la Figura 3, que incluye una
posicion de aminoacido que tiene un valor igual o mayor de 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o que tiene un valor igual a
1,0, en el perfil de Porcentaje de Restos Accesibles de la Figura 7;

iv) una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier
incremento de ndmero entero hasta la longitud completa de esa proteina en la Figura 3, que incluye una
posicion de aminoacido que tiene un valor igual o mayor de 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o que tiene un valor igual a
1,0, en el perfil de Flexibilidad Media de la Figura 8; o

V) una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier
incremento de numero entero hasta la longitud completa de esa proteina en la Figura 3, que incluye una
posicion de aminoacido que tiene un valor igual o menor de 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o que tiene un valor igual a
1,0, en el perfil de giro Beta de la Figura 9.

Los fragmentos polinucleotidicos tipicos codifican una o mas regiones de la proteina 238P1B2 o variante que
muestra homologia con una molécula conocida. Los fragmentos polinucleotidicos tipicos pueden codificar uno o mas
de los sitios de N-glucosilacion de la proteina 238P1B2 o variante, sitios de fosforilacién de proteina quinasa
dependiente de AMPc y GMPc, sitios de fosforilacion de caseina quinasa Il o sitio de N-miristilacion y sitios de
amidacion.

1I.LA.) Usos de polinucleétidos de 238P1B2

1I.LA.1.) Control de anomalias genéticas

Los polinucleétidos de los parrafos precedentes tienen varios usos especificos diferentes. El gen de 238P1B2
humano se mapea en la localizacidon cromosémica expuesta en el Ejemplo 3. Por ejemplo, debido a que el gen
238P1B2 se mapea en este cromosoma, los polinucleétidos que codifican regiones diferentes de las proteinas
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238P1B2 se usan para caracterizar anomalias citogenéticas de esta localizacion cromosémica, tales como
anomalias que se identifican como asociadas con diversos canceres. En ciertos genes, se han identificado diversas
anomalias cromosémicas incluyendo reordenamientos como anomalias citogenéticas frecuentes en varios canceres
diferentes (véase por ejemplo Krajinovic y col, Mutat. Res 382(3-4): 81-83 (1998); Johansson y col., Blood 86(10):
3905-3914 (1995) y Finger y col, P.N.A.S.: 85(23) 9158-9162 (1988)). Por lo tanto, los polinucleétidos que codifican
regiones especificas de las proteinas 238P1B2 proporcionan nuevas herramientas que pueden usarse para delinear,
con mayor precision de lo que era posible previamente, anomalias citogenéticas en la regién cromosémica que
codifica 238P1B2 que pueden contribuir al fenotipo maligno. En este contexto, estos polinucleétidos satisfacen una
necesidad en la técnica de expandir la sensibilidad de exploraciéon cromosdmica para identificar anomalias
cromosoémicas mas sutiles y menos habituales (véase por ejemplo, Evans y col, Am J. Obstet. Gynecol 171(4): 1055-
1057 (1994)).

Ademas, como se demostr6é que 238P1B2 tenia alta expresion en vejiga y otros canceres, se usaron polinucleétidos
de 238P1B2 en procedimientos que evaluan el estado de los productos génicos de 238P1B2 en tejidos normales
frente a cancerosos. Normalmente, los polinucleétidos que codifican regiones especificas de las proteinas 238P1B2
se usan para evaluar la presencia de perturbaciones (tales como deleciones, inserciones, mutaciones puntuales o
alteraciones que dan como resultado una pérdida de un antigeno, etc.) en regiones especificas del gen de 238P1B2,
tales como regiones que contienen uno 0 mas motivos. Los ensayos ejemplares incluyen tanto ensayos de RT-PCR
como analisis de polimorfismo de conformacién monocatenaria (SSCP) (véase, por ejemplo, Marrogi y col., J. Cutan.
Pathol. 26(8): 369-378 (1999)), ambos de los cuales usan polinucleétidos que codifican regiones especificas de una
proteina para examinar esas regiones dentro de la proteina.

1LA.2.) Antisentido

Los inventores describen ADN gendmicos, ADNc, ribozimas y moléculas antisentido, asi como moléculas de acido
nucleico basadas en una cadena principal alternativa, o que incluyen bases alternativas, derivadas de fuentes
naturales o sintetizadas, e incluyen moléculas capaces de inhibir el ARN o la expresién proteica de 238P1B2. Por
ejemplo, las moléculas antisentido pueden ser ARN u otras moléculas, incluyendo acidos péptido nucleicos (PNA) o
moléculas no de acido nucleico tales como derivados de fosforotioato, que se unen especificamente a ADN o ARN
de una manera dependiente de pares de bases. Un experto en la materia puede obtener facilmente estas clases de
moléculas de acido nucleico usando los polinucleétidos de 238P1B2 y las secuencias polinucleotidicas desveladas
en el presente documento.

La tecnologia antisentido implica la administracién de oligonucleétidos exégenos que se unen a un polinucleétido
diana localizado dentro de las células. El término “antisentido” se refiere al hecho de que tales oligonucleétidos son
complementarios para sus dianas intracelulares, por ejemplo, 238P1B2. Véase, por ejemplo, Jack Cohen,
Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, 1989; y Synthesis 1:1-5 (1988). Los
oligonucledtidos antisentido de 238P1B2 descritos en el presente documento incluyen derivados tales como S-
oligonucledtidos (derivados de fosforotioato o S-oligos, véase, Jack Cohen, mencionado anteriormente), que
muestran accion inhibidora de crecimiento celular canceroso potenciada. Los S-oligos (nucleésido fosforotioatos)
son analogos isoelectronicos de un oligonucleétido (O-oligo) en el que un atomo de oxigeno no de unién del grupo
de fosfato se reemplaza por un atomo de azufre. Los S-oligos descritos en el presente documento pueden
prepararse por tratamiento de los O-oligos correspondientes con 3H-1,2-benzoditiol-3-ona-1,1-didxido, que es un
reactivo de transferencia de azufre. Véase, por ejemplo, lyer, R. P. y col, J. Org. Chem. 55:4693-4698 (1990); e lyer,
R. P. y col, J. Am. Chem Soc. 112:1253-1254 (1990). Los oligonucledtidos antisentido de 238P1B2 adicionales
incluyen oligonucledtidos antisentido morfolinos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Partridge y col, 1996,
Antisense & Nucleic Acid Drug Development 6:169-175).

Los oligonucleétidos antisentido de 238P1B2 descritos en el presente documento normalmente pueden ser ARN o
ADN que es complementario e hibrida de forma estable con los primeros 100 codones 5' o los ultimos 100 codones
3’ de una secuencia gendémica de 238P1B2 o el ARNm correspondiente. No se requiere complementariedad
absoluta, aunque se prefieren altos grados de complementariedad. El uso de un oligonucleétido complementario a
esta region permite la hibridacion selectiva con ARNm de 238P1B2 y no con ARNm que especifica otras
subunidades reguladoras de proteina quinasa. Los oligonucleétidos antisentido de 238P1B2 pueden ser fragmentos
de 15 a 30 mer de la molécula de ADN antisentido que tienen una secuencia que hibrida con ARNm de 238P1B2.
Opcionalmente, el oligonucledtido antisentido de 238P1B2 es un oligonucleétido de 30-mer que es complementario a
una regioén en los primeros 10 codones 5’ o los ultimos 10 codones 3’ de 238P1B2. Como alternativa, las moléculas
antisentido se modifican para emplear ribozimas en la inhibicién de la expresion de 238P1B2, véase, por ejemplo, L.
A. Couture & D. T. Stinchcomb; Trends Genet 12:510-515 (1996).

1.LA.3.) Cebadores y pares de cebadores

Los inventores describen cebadores y pares de cebadores, que permiten la amplificacion especifica de
polinucleétidos descritos en el presente documento o de cualquier parte especifica de los mismos y sondas que
hibridan selectiva o especificamente con moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento o con
cualquier parte de las mismas. Las sondas pueden marcarse con un marcador detectable, tal como, por ejemplo, un
radioisotopo, compuesto fluorescente, compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, quelante
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metalico o enzima. Tales sondas y cebadores se usan para detectar la presencia de un polinucleétido de 238P1B2
en una muestra y como un medio para detectar una célula que exprese una proteina 238P1B2.

Ejemplos de tales sondas incluyen polipéptidos que comprenden toda o parte de la secuencia de ADNc de 238P1B2
humana mostrada en la Figura 2. Ejemplos de pares de cebadores capaces de amplificar especificamente ARNm de
238P1B2 también se describen en los ejemplos. Como se entendera por el experto en la materia, puede prepararse
una gran cantidad de cebadores y sondas diferentes basandose en las secuencias proporcionadas en el presente
documento y usarse eficazmente para amplificar y/o detectar un ARNm de 238P1B2.

Los polinucleétidos de 238P1B2 descritos en el presente documento son utiles para diversos fines, incluyendo pero
sin limitaciéon su uso como sondas y cebadores para la amplificacién y/o deteccién del gen o genes de 238P1B2,
ARNm o fragmentos de los mismos; como reactivos para el diagnostico y/o prondstico de cancer de prostata y otros
canceres; como secuencias codificantes capaces de dirigir la expresion de polipéptidos de 238P1B2; como
herramientas para modular o inhibir la expresién del gen o genes de 238P1B2 y/o traduccién del transcrito o
transcritos de 238P1B2; y como agentes terapéuticos.

Cualquier sonda como se describe en el presente documento puede usarse para identificar y aislar una 238P1B2 o
una secuencia de acido nucleico relacionada con 238P1B2 de una fuente de origen natural, tal como seres humanos
u otros mamiferos, asi como la secuencia de acido nucleico aislada por si misma, que comprenderia todas o la
mayoria de las secuencias halladas en la sonda usada.

A. 11.4) Aislamiento de moléculas de acido nucleico que codifican 238P1B2

Las secuencias de ADNc de 238P1B2 descritas en el presente documento permiten el aislamiento de otros
polinucleétidos que codifican producto o productos génicos de 238P1B2, asi como el aislamiento de polinucleétidos
que codifican homélogos de producto génico de 238P1B2, isoformas de corte y empalme alternativo, variantes
alélicas y formas mutantes de un producto génico de 238P1B2 asi como polinucleétidos que codifican analogos de
proteinas relacionadas con 238P1B2. Se conocen bien diversos procedimientos de clonacién molecular que pueden
emplearse para aislar ADNc de longitud completa que codifican un gen de 238P1B2 (véase, por ejemplo, Sambrook,
J. y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, Cold Spring Harbor Press, Nueva York, 1989; Current
Protocols in Molecular Biology. Ausubel y col., Eds., Wiley y Sons, 1995). Por ejemplo, pueden emplearse
convenientemente metodologias de clonaciéon de fago lambda, usando sistemas de clonacion disponibles en el
mercado (por ejemplo, Lambda ZAP Express, Stratagene). Los clones de fago que contienen ADNc del gen de
238P1B2 pueden identificarse explorando con un ADNc de 238P1B2 marcado o un fragmento del mismo. Por
ejemplo, puede sintetizarse un ADNc de 238P1B2 (por ejemplo, Figura 2) o una parte del mismo y usarse como una
sonda para recuperar ADNc solapantes y de longitud completa correspondientes a un gen de 238P1B2. Un gen de
238P1B2 en si mismo puede aislarse por exploracion de genotecas de ADN gendmico, bibliotecas de cromosomas
artificiales de bacteria (BAC), bibliotecas de cromosomas artificiales de levadura (YAC), y similares, con sondas o
cebadores de ADN de 238P1B2.

11.LA.5.) Moléculas de acido nucleico recombinante y sistemas de huésped-vector

Las moléculas de ADN o ARN recombinantes pueden contener polinucleétido de 238P1B2, un fragmento, anélogo u
homélogo del mismo, incluyendo pero sin limitacién fagos, plasmidos, fagémidos, césmidos, YAC, BAC, asi como
diversos vectores viricos y no viricos bien conocidos en la técnica, y células transformadas o transfectadas con tales
moléculas de ADN o ARN recombinantes. Se conocen bien procedimientos para generar tales moléculas (véase, por
ejemplo, Sambrook y col, 1989, mencionado anteriormente).

Un sistema de huésped-vector puede comprender una molécula de ADN recombinante que contiene un
polinucleétido de 238P1B2, fragmento, analogo u homologo del mismo dentro de una célula huésped procariota o
eucariota adecuada. Los ejemplos de células huésped eucariotas adecuadas incluyen una célula de levadura, una
célula vegetal o una célula animal, tales como una célula de mamifero o una célula de insecto (por ejemplo, una
célula infectable por baculovirus tal como una célula Sf9 o HighFive). Los ejemplos de células de mamifero
adecuadas incluyen diversas lineas celulares de cancer de prostata tales como DU145 y TsuPr1, otras lineas
celulares de cancer de prostata transfectables o transducibles, células primarias (PrEC), asi como varias células de
mamifero usadas habitualmente para la expresion de proteinas recombinantes (por ejemplo, células COS, CHO,
293, 293T). Mas particularmente, un polinucleétido que comprende la secuencia codificante de 238P1B2 o un
fragmento, analogo u homélogo de la misma puede usarse para generar proteinas 238P1B2 o fragmentos de las
mismas usando cualquier variedad de sistemas de huésped- vector usadas habitualmente y conocidos ampliamente
en la técnica.

Esta disponible una amplia serie de sistemas de huésped-vector adecuados para la expresion de proteinas 238P1B2
o fragmentos de las mismas, véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989, mencionado anteriormente; Current
Protocolos in Molecular Biology, de 1995, mencionado anteriormente). Los vectores preferidos para expresiéon de
mamiferos incluyen pero sin limitacién pcDNA 3.1 marcador de His-myc (Invitrogen) y el vector retroviral pSRatkneo
(Muller y col, 1991, MCB 11:1785). Usando estos vectores de expresion, 238P1B2 puede expresarse en varias
lineas celulares de cancer de prostata y no de prdstata, incluyendo por ejemplo, 293, 293T, rat-1, NIH 3T3 y TsuPrl.
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Estos sistemas de huésped-vector son utiles para la producciéon de una proteina de 238P1B2 o fragmento de la
misma. Tales sistemas de huésped-vector pueden emplearse para estudiar las propiedades funcionales de 238P1B2
y mutaciones o analogos de 238P1B2.

Proteina 238P1B2 humana recombinante o un analogo u homélogo o fragmento de la misma pueden producirla
células de mamifero transfectadas con una construccion que codifica un nucleétido relacionado con 238P1B2. Por
ejemplo, las células 293T pueden transfectarse con un plasmido de expresién que codifica 238P1B2 o fragmento,
analogo u homoélogo de la misma, una proteina relacionada con 238P1B2 se expresa en las células 293T y la
proteina 238P1B2 recombinante se aisla usando procedimientos de purificacion convencionales (por ejemplo,
purificacién de afinidad usando anticuerpos anti-238P1B2). Puede subclonarse una secuencia codificante de
238P1B2 en el vector retroviral pPSRaMSVtkneo y usarse para infectar diversas lineas celulares de mamifero, tales
como NIH 3T3, TsuPr1, 293 y rat-1 para establecer lineas celulares que expresen 238P1B2. También pueden
emplearse diversos otros sistemas de expresién bien conocidos en la técnica. Pueden usarse construcciones de
expresion que codifican un péptido lider unido en fase con una secuencia codificante de 238P1B2 para la
generacién de una forma secretada de proteina 238P1B2 recombinante.

Como se analiza en el presente documento, la redundancia en el cddigo genético permite variacion en las
secuencias génicas de 238P1B2. En particular, se sabe en la técnica que especies de huésped especificas con
frecuencia tienen preferencias codoénicas especificas y por lo tanto se puede adaptar la secuencia desvelada segun
se prefiera para un huésped deseado. Por ejemplo, las secuencias coddnicas analogas preferidas normalmente
tienen codones poco habituales (es decir, codones que tienen una frecuencia de uso de menos de aproximadamente
20 % en secuencias conocidas del huésped deseado) reemplazados con codones de mayor frecuencia. Las
preferencias codonicas para una especie especifica se calculan, por ejemplo, usando tablas de uso de codones
disponibles en INTERNET tales como en la direccién www.dna.affrc.gojp/-nakamura/codon.html.

Se sabe que modificaciones de secuencia adicionales potencian la expresién proteica en un huésped celular. Estas
incluyen eliminacion de secuencias que codifican sefiales de poliadenilacion espurias, sefales de sitio de corte y
empalme de exones/intrones, repeticiones de tipo transposén y/u otras secuencias bien caracterizadas tales que son
deletéreas para la expresion génica. El contenido de GC de la secuencia se ajusta a niveles medios para un
huésped celular dado, segun se calcula por referencia a genes conocidos expresados en la célula huésped. Cuando
sea posible, la secuencia se modifica para evitar estructuras de ARNm secundarias en horquilla predichas. Otras
modificaciones utiles incluyen la adicién de una secuencia consenso de inicio de la traduccién al comienzo del marco
de lectura abierto, como se describe en Kozak, Mol Cell Biol., 9:5073-5080 (1989). Los expertos en la materia
entienden que la regla general de que los ribosomas eucariotas inician la traduccion exclusivamente en el codén
AUG 5’ proximal se anula solamente en condiciones poco habituales (véase, por ejemplo, Kozak PNAS: 92(7) 2662-
2666, (1995) y Kozak NAR 15(20): 8125-8148 (1987)).

111.) Proteinas relacionadas con 238PI1B2

Los inventores describen proteinas relacionadas con 238P1B2. Las proteinas 238P1B2 especificas comprenden un
polipéptido que tiene toda o parte de la secuencia de aminoacidos de 238P1B2 humana como se muestra en la
Figura 2 o Figura 3. Como alternativa, las proteinas 238P1B2 comprenden polipéptidos variantes, homélogos o
andlogos que tienen alteraciones en la secuencia de aminoacidos de 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3.

En general, las variantes alélicas de origen natural de 238P1B2 humana comparten un alto grado de identidad
estructural y homologia (por ejemplo, 90 % o mas homologia). Normalmente, las variantes alélicas de una proteina
238P1B2 contienen sustituciones de aminoacidos conservativas dentro de las secuencias de 238P1B2 descritas en
el presente documento o contienen una sustitucién de un aminoacido de una posicién correspondiente en un
homodlogo de 238P1B2. Una clase de variantes alélicas de 238P1B2 son proteinas que comparten un alto grado de
homologia con al menos una regiéon pequefia de una secuencia de aminoacidos de 238P1B2 particular, pero
contienen adicionalmente una diferencia radical de la secuencia, tal como una sustitucién no conservativa,
truncacion, insercion o desplazamiento de fase. En comparaciones de secuencias proteicas, los términos, similitud,
identidad y homologia tienen cada uno un significado distinto como se aprecia en el campo de la genética. Ademas,
la ortologia y paralogia pueden ser conceptos importantes que describen la relacién de miembros de una familia
proteica dada en un organismo con los miembros de la misma familia en otros organismos.

Se proporcionan abreviaturas de aminoacidos en la Tabla Il. Pueden realizarse frecuentemente sustituciones de
aminoacidos conservativas en una proteina sin alterar la conformacién o la funciéon de la proteina. Las proteinas
descritas en el presente documento pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 sustituciones
conservativas. Tales cambios incluyen sustituir con cualquiera de isoleucina (1), valina (V) y leucina (L) cualquier otro
de estos aminoacidos hidréfobos; acido aspartico (D) a acido glutamico (E) y viceversa; glutamina (Q) a asparagina
(N) y viceversa; y serina (S), a treonina (T) y viceversa. Otras sustituciones también pueden considerarse
conservativas, dependiendo del ambiente del aminoacido particular y su papel en la estructura tridimensional de la
proteina. Por ejemplo, glicina (G) y alanina (A) pueden ser con frecuencia intercambiables, al igual que alanina (A) y
valina (V). La metionina (M), que es relativamente hidréfoba, puede con frecuencia intercambiarse con leucina e
isoleucina y en ocasiones con valina. Lisina (K) y arginina (R) son con frecuencia intercambiables en localizaciones
en las que la caracteristica significativa del resto aminoacidico es su carga y las pK diferentes de estos dos restos
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aminoacidicos no son significativas. Otros cambios mas pueden considerarse “conservativos” en ambientes
particulares (véase, por ejemplo, Tabla Ill en el presente documento; paginas 13-15 “Biochemistry” 22 ED. Lubert
Stryer ed (Stanford University); Henikoffet y col, PNAS 1992 Vol 89 10915-10919; Lei y col, J Biol Chem 19 mayo
1995; 270 (20): 11882-6).

Los inventores describen una amplia diversidad de variantes o analogos aceptados en la técnica de proteinas
238P1B2 tales como polipéptidos que tienen inserciones, deleciones y sustituciones de aminoacidos. Pueden
realizarse variantes de 238P1B2 usando procedimientos conocidos en la técnica tales como mutagénesis dirigida,
exploraciéon de alanina y mutagénesis por PCR. Puede realizarse mutagénesis dirigida (Carter y col, Nucl. Acids
Res., 13:4331 (1986); Zoller y col., Nucl. Acids Res, 10:6487 (1987)), mutagénesis de casete (Wells y col, Gene,
34:315 (1985)), mutagénesis de seleccion de restriccion (Wells y col., Philos. Trans. R. Soc London SerA, 317:415
(1986)) u otras técnicas conocidas en el ADN clonado para producir el ADN variante de 238P1B2.

También puede emplearse analisis de exploracién de aminoéacidos para identificar uno o mas aminoacidos junto con
una secuencia contigua que esta implicada en una actividad biolégica especifica tal como una interaccion proteina-
proteina. Entre los aminoacidos de exploracion preferidos hay aminoacidos neutros relativamente pequefios. Tales
aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La alanina es normalmente un aminoacido de exploracién
preferido entre este grupo porque elimina la cadena lateral detras del carbono beta y es menos probable que altere
la conformacion de la cadena principal de la variante. La alanina también se prefiere normalmente porque es el
aminoacido mas habitual. Ademas, se encuentra con frecuencia en posiciones tanto expuestas como internadas
(Creighton, The Proteins, (W. H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol Biol., 150:1 (1976)). Si la sustitucion de
alanina no produce cantidades adecuadas de variante, puede usarse un aminoacido isostérico.

Como se define en el presente documento, las variantes, analogos u homoélogos de 238P1B2, tienen el atributo
distintivo de tener al menos un epitopo que “reacciona de forma cruzada” con una proteina 238P1B2 que tiene una
secuencia de aminoacidos de la Figura 3. Como se usa en esta frase, “reacciona de forma cruzada” significa que un
anticuerpo o linfocito T que se une especificamente a una variante de 238P1B2 también se une especificamente a
una proteina de 238P1B2 que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la Figura 3. Un polipéptido deja de
ser una variante de una proteina mostrada en la Figura 3, cuando ya no contiene ningun epitopo que pueda
reconocerse por un anticuerpo o linfocito T que se une especificamente a la proteina 238P1B2 de partida. Los
expertos en la materia entienden que los anticuerpos que reconocen proteinas se unen a epitopos de diverso
tamafo y un agrupamiento del orden de aproximadamente cuatro o cinco aminoacidos, contiguos o no, se considera
un numero tipico de aminoacidos en un epitopo minimo. Véase, por ejemplo, Nair y col., J. Immunol 2000 165 (12):
6949-6955; Hebbes y col., Mol Immunol (1989) 26(9): 865:-73; Schwartz y col, J Immunol (1985) 135 (4): 2598-608.

Otras clases de variantes de proteina relacionadas con 238P1B2 comparten el 70 %, 75 %, 80 %, 85 % 0 90 % o
mas similitud con una secuencia de aminoacidos de la Figura 3, o un fragmento de la misma. Otra clase especifica
de variantes o analogos de proteina 238P1B2 comprende uno o mas de los motivos biolégicos de 238P1B2
descritos en el presente documento o actualmente conocidos en la técnica. Por lo tanto, los analogos de fragmentos
de 238P1B2 (nucleicos o aminoacidicos) pueden tener propiedades funcionales alteradas (por ejemplo,
inmunogénicas) en relacion con el fragmento de partida. También debe apreciarse que los motivos que son ahora o
se convierten en parte de la técnica deben aplicarse a las secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos de la
Figura 2 o Figura 3.

Como se ha analizado en el presente documento, los polipéptidos pueden contener menos de la secuencia de
aminoacidos completa de una proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3. Por ejemplo, los péptidos/
proteinas representativos pueden tener cualquiera de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas aminoacidos
contiguos de una proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3.

Ademas, los polipéptidos representativos pueden consistir en aproximadamente aminoacido 1 a aproximadamente a
aproximadamente aminoacido 10 de una proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que
consisten en aproximadamente aminoacido 10 a aproximadamente aminoacido 20 de una proteina 238P1B2
mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten en aproximadamente aminoacido 20 a
aproximadamente aminoacido 30 de una proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que
consisten en aproximadamente aminoacido 30 a aproximadamente aminoacido 40 de una proteina 238P1B2
mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten en aproximadamente aminoacido 40 a
aproximadamente aminoacido 50 de una proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que
consisten en aproximadamente aminoacido 50 a aproximadamente aminoacido 60 de una proteina 238P1B2
mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten en aproximadamente aminoacido 60 a
aproximadamente aminoacido 70 de una proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que
consisten en aproximadamente aminoacido 70 a aproximadamente aminoacido 80 de una proteina 238P1B2
mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten en aproximadamente aminoacido 80 a
aproximadamente aminoacido 90 de una proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que
consisten en aproximadamente aminoacido 90 a aproximadamente aminoacido a 100 de una proteina 238P1B2
mostrada en la Figura 2 o Figura 3, etc. a lo largo de la totalidad de una secuencia de aminoacidos de 238P1B2.
Ademas, los polipéptidos que consisten en aproximadamente aminoacido 1 (o 20, 30 6 40 etc.) a aproximadamente
aminoacido 20 (o 130, 140 6 150 etc.) de una proteina 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3. Debe
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apreciarse que las posiciones de partida y parada en este parrafo se refieren a la posicion especificada asi como
esa posicion mas o menos 5 restos.

Se generan proteinas relacionadas con 238P1B2 usando tecnologia de sintesis peptidica convencional o usando
procedimientos de escisidon quimica bien conocidos en la técnica. Como alternativa, pueden usarse procedimientos
recombinantes para generar moléculas de &cido nucleico que codifiquen una proteina relacionada con 238P1B2. Las
moléculas de &cido nucleico pueden proporcionar un medio para generar fragmentos definidos de una proteina
238P1B2 (o variantes, homadlogos o analogos de la misma).

11I.A.) Proteinas que portan motivo

Los polipéptidos de 238P1B2 adicionales comprenden los restos aminoacidicos de uno o mas de los motivos
biolégicos contenidos dentro de una secuencia polipeptidica de 238P1B2 expuesta en la Figura 2 o Figura 3. Se
conocen en la técnica diversos motivos y puede evaluarse una proteina con respecto a la presencia de tales motivos
por varios sitios de internet disponibles publicamente (véase, por ejemplo, las direcciones Web: pfam.wustl.edu/;
searchlauncher.bcm.tmc.edu/seqg-search/struc-predict.html;psort.ims.u-tokyo.ac.jp/; www.cbs.dtu.dk/;
www.ebi.ac.uk/interpro/scan.html; www.expasy.ch/tools/scnpsiti.html; Epimatrixd y Epimerd, Brown University,
www.brown.edu/Research/TB-HIVLab/epimatrix-/epimatrix.html; y BIMAS, bimas.dcrt.nih.gov/.).

Diversas referencias reflejan la técnica con respecto a la identificacion y generacién de epitopos en una proteina de
interés asi como analogos de la misma. Véase, por ejemplo, documento WO 9733602 de Chesnut y col; Sette,
Immunogenetics 1999 50 (3-4): 201-212; Sette y col., J. Immunol. 2001 166 (2): 1389-1397; Sidney y col., Hum.
Immunol. 1997 58(1): 12-20; Kondo y col., Immunogenetics 1997 45(4): 249-258; Sidney y col., J. Immunol. 1996
157(8): 3480-90; y Falk y col., Nature 351: 290-6 (1991); Hunt y col., Science 255: 1261-3 (1992); Parker y col, J.
Immunol. 149: 3580-7 (1992); Parker y col., J. Immunol. 152: 163-75 (1994)); Kast y col., 1994 152 (8): 3904-12;
Borras-Cuesta y col., Hum. Immunol. 2000 61(3): 266-278; Alexander y col., J. Immunol. 2000 164(3); 164 (3): 1625-
1633; Alexander y col., PMID: 7895164, Ul: 95202582; O’Sullivan y col., J. Immunol. 1991 147(8): 2663-2669;
Alexander y col., Immunity 1994 1(9): 751-761 y Alexander y col., Immunol. Res. 1998 18(2): 79-92.

Las proteinas relacionadas con 238P1B2 pueden estar en muchas formas, preferentemente en forma aislada. Una
molécula proteica de 238P1B2 purificada estara sustancialmente sin otras proteinas o moléculas que perjudican la
unién de 238P1B2 con anticuerpo, linfocito T u otro ligando. La naturaleza y grado de aislamiento y purificacion
dependera del uso pretendido. Las proteinas relacionadas con 238P1B2 incluyen proteinas relacionadas con
238P1B2 purificadas y proteinas relacionadas con 238P1B2 solubles funcionales. Una proteina de 238P1B2 soluble
funcional o fragmento de la misma puede conservar la capacidad de unirse a anticuerpo, linfocito T u otro ligando.

Las proteinas 238P1B2 pueden comprender fragmentos biolégicamente activos de una secuencia de aminoacidos
de 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3. Tales proteinas muestran propiedades de la proteina 238P1B2 de
partida, tales como la capacidad para inducir la generacién de anticuerpos que se unen especificamente a un
epitopo asociado con la proteina 238P1B2 de partida; de unirse a tales anticuerpos; de inducir la activacién de HTL
o CTL; y/o de reconocerse por HTL o CTL que también se unen especificamente a la proteina de partida.

Los polipéptidos relacionados con 238P1B2 que contienen estructuras particularmente interesantes pueden
predecirse y/o identificarse usando diversas técnicas analiticas bien conocidas en la materia, incluyendo, por
ejemplo, los procedimientos de andlisis de Chou - Fasman, Garnier-Robson, Kyte Doolittle, Eisenberg, Karplus
Schultz o Jameson-Wolf o basandose en inmunogenicidad. Los fragmentos que contienen tales estructuras son
particularmente Utiles en la generacién de anticuerpos anti-238P1B2 especificos de subunidad o linfocitos T o en la
identificacion de factores celulares que se unen a 238P1B2. Por ejemplo, pueden generarse perfiles de hidrofilia e
identificarse fragmentos peptidicos inmunogénicos, usando el procedimiento de Hopp, T. P. y Woods, K. R., 1981,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:3824-3828. Pueden generarse perfiles hidropaticos e identificarse fragmentos
peptidicos inmunogénicos, usando el procedimiento de Kyte, J y Doolittle, R. F. 1982, J. Mol Biol. 157:105-132.
Pueden generarse perfiles de porcentaje (%) de restos accesibles e identificarse fragmentos peptidicos
inmunogénicos, usando el procedimiento de Janin J., 1979, Nature 277: 491-492. Pueden generarse perfiles de
flexibilidad media e identificarse fragmentos peptidicos inmunogénicos, usando el procedimiento de Bhaskaran R.,
Ponnuswamy P. K., 1988, Int. J. Pept. Protein Res. 32:242-255. Pueden generarse perfiles de giro beta e
identificarse fragmentos peptidicos inmunogénicos, usando el procedimiento de Deleage, G., Roux B., 1987, Protein
Engineering 1: 289-294.

Pueden determinarse epitopos de CTL usando algoritmos especificos para identificar péptidos dentro de una
proteina 238P1B2 que sean capaces de unirse 6ptimamente a alelos de HLA especificos (por ejemplo, usando el
sitio SYFPEITHI en la direccion Web syfpeithi.omi-heidelberg.com/; EpimatrixC y Eimerd, Brown University, URL
(www.brown.edu/Research/TB-HIV Lab/epimatrix/epimatrix.htrnl); y BIMAS, URL bimas.dcrt.nih.gov/).

El algoritmo de busqueda de motivo peptidico de HLA lo desarrollé el Dr. Ken Parker basandose en la unién de
secuencias peptidicas especificas en el surco de las moléculas de HLA de clase |, en particular HLA-A2 (véase, por
ejemplo, Falk y col., Nature 351: 290-6(1991); Hunt y col., Science 255:1261-3 (1992); Parker y col., J. Immunol.
149:3580-7 (1992); Parker y col., J. Immunol. 152:163-75 (1994)). Este algoritmo permite la localizacion y la
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clasificacion de péptidos 8-mer, 9-mer y 10-mer a partir de una secuencia proteica completa para unién predicha a
HLA-A2 asi como numerosas otras moléculas de HLA de clase |. Muchos péptidos de unién a HLA de clase | son 8,
9, 10 u 11-mer. Por ejemplo, para HLA-A2 de clase |, los epitopos preferentemente contienen una leucina (L) o
metionina (M) en la posicién 2 y una valina (V) o leucina (L) en el extremo C terminal (véase, por ejemplo, Parker y
col., J. Immunol. 149:3580-7 (1992)).

La puntuacion de unién corresponde a la mitad de tiempo estimado de disociacién de complejos que contienen el
péptido a 37 T a pH 6,5. Se predice que los péptido s con la mayor puntuaciéon de unién seran los unidos de forma
mas estrecha a HLA de clase | en la superficie celular durante el periodo de tiempo mayor y de este modo
representan las mejores dianas inmunogénicas para reconocimiento de linfocitos T.

La unidn real de péptidos a un alelo de HLA puede evaluarse por estabilizacion de la expresion de HLA en la linea
celular defectuosa para procesamiento de antigenos T2 (véase, por ejemplo, Xue y col., Prostate 30: 73-8 (1997) y
Peshwa y col., Prostate 36: 129-38 (1998)). La inmunogenicidad de péptidos especificos puede evaluarse in vitro por
estimulacion de linfocitos T citotoxicos CD8+ (CTL) en presencia de células presentadoras de antigenos tales como
células dendriticas.

Debe apreciarse que cada epitopo predicho por el sitio BIMAS, sitios Epimer] y Epimatrixd o especificado por los
motivos de HLA de clase | o clase Il disponibles en la técnica o que forman parte de la técnica tales como los que se
exponen en la Tabla IV (o determinados usando el sitio web syfpeithi.omi-heidelberg.com/ o BIMAS,
bimas.dcrt.nih.gov/) deben “aplicarse” a una proteina 238P1B2 descrita en el presente documento. Como se usa en
el presente contexto “aplicarse” significa que se evalua una proteina 238P1B2, por ejemplo, visualmente o por
procedimientos de hallazgo de patrones basados en ordenador, como se aprecia por los expertos en la materia
relevante. Cada subsecuencia de una proteina 238P1B2 de 8, 9, 10 u 11 restos aminoacidicos que porta un motivo
de HLA de clase | o una subsecuencia de 9 o mas restos aminoacidicos que portan un motivo de HLA de clase Il se
describen en el presente documento.

I1l. B.) Expresién de proteinas relacionadas con 238P1B2

Como se describe en los ejemplos a continuacién, 238P1B2 puede expresarse de forma conveniente en células
(tales como células 293T) transfectadas con un vector de expresion disponible en el mercado tal como un vector de
expresion dirigido por CMV que codifica 238P1B2 con un marcador MYC y 6Xhis C terminal (pcDNA3.1/mycHIS,
Invitrogen o Tag5, GenHunter Corporation, Nashville TN). El vector Tag5 proporciona una sefial de secrecién de
IgGK que puede usarse para facilitar la producciéon de una proteina 238P1B2 secretada en células transfectadas. La
238P1B2 marcada con HIS secretada en el medio de cultivo puede purificarse, por ejemplo, usando una columna de
niquel usando técnicas convencionales.

111.C.) Modificaciones de proteinas relacionadas con 238P1B2

Se describen en el presente documento modificaciones de proteinas relacionadas con 238P1B2 tales como
modificaciones covalentes. Un tipo de modificacion covalente incluye hacer reaccionar restos aminoacidicos diana
de un polipéptido 238P1B2 con un agente de derivatizacion organico que es capaz de reaccionar con cadenas
laterales seleccionada o los restos N o C terminal de una proteina 238P1B2. Otro tipo de modificacion covalente de
un polipéptido de 238P1B2 descrito en el presente documento comprende alterar el patrén de glucosilacion nativo de
una proteina descrita en el presente documento. Otro tipo de modificacién covalente de 238P1B2 comprende ligar
un polipéptido de 238P1B2 con uno o diversos polimeros no proteinicos, por ejemplo, polietilenglicol (PEG),
polipropilenglicol o polioxialquilenos, de la manera expuesta en las Patentes de Estados Unidos N° 4.640.835;
4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 0 4.179.337.

Las proteinas relacionadas con 238P1B2 descritas en el presente documento también pueden modificarse para
formar una molécula quimérica que comprende 238P1B2 fusionada con otra secuencia polipeptidica o de
aminoacidos heteréloga. Una molécula quimérica tal puede sintetizarse quimicamente o de forma recombinante.
Una molécula quimérica puede tener una proteina descrita en el presente documento fusionada con otro antigeno
asociado a tumor o fragmento del mismo. Como alternativa, una proteina descrita en el presente documento puede
comprender una fusién de fragmentos de una secuencia de 238P1B2 (de aminoacidos o acidos nucleicos) de modo
que se crea una molécula que no es, en toda su extension, directamente homologa a las secuencias de aminoacidos
0 acidos nucleicos mostradas en la Figura 2 o la Figura 3. Una molécula quimérica tal puede comprender multiples
de la misma subsecuencia de 238P1B2. Una molécula quimérica puede comprender una fusién de una proteina
relacionada con 238P1B2 con un marcador epitépico de polihistidina, que proporciona un epitopo con el que puede
unirse de forma selectiva el niquel inmovilizado, con citocinas o con factores de crecimiento. El marcador epitdpico
se coloca generalmente en el extremo carboxilo o amino terminal de una proteina 238P1B2. Como alternativa, la
molécula quimérica puede comprender una fusibn de una proteina relacionada con 238P1B2 con una
inmunoglobulina o una region particular de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la molécula quimérica
(también denominada “inmunoadhesina”), una fusién tal podia ser con la region Fc de una molécula de IgG. Las
fusiones de Ig preferentemente incluyen la sustitucion de una forma soluble (dominio transmembrana delecionado o
inactivado) de un polipéptido de 238P1B2 en lugar de al menos una region variable dentro de una molécula de Ig. La
fusion de inmunoglobulina puede incluir las regiones bisagra, CH2 y CH3 o la bisagra, CH1, CH2 y CH3 de una
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molécula de IgGl. Para la produccién de fusiones de inmunoglobulina véase, por ejemplo, Patente de Estados
Unidos N° 5.428.130 presentada el 27 de junio de 1995.

IILD.) Usos de proteinas relacionadas con 238P1B2

Las proteinas descritas en el presente documento tienen varios usos especificos diferentes. Como 238P1B2 esté
altamente expresada en canceres de prostata y otros, se usan proteinas relacionadas con 238P1B2 en
procedimientos que evaluan el estado de productos génicos de 238P1B2 en tejidos cancerosos frente a normales,
elucidando de este modo el fenotipo maligno. Normalmente, se usan polipéptidos de las regiones especificas de una
proteina 238P1B2 para evaluar la presencia de perturbaciones (tales como deleciones, inserciones, mutaciones
puntuales, etc.) en esas regiones (tales como regiones que contienen uno o0 mas motivos). Los ensayos ejemplares
usan anticuerpos o linfocitos T que se dirigen a proteinas relacionadas con 238P1B2 que comprenden los restos
aminoacidicos de uno o mas de los motivos biolégicos contenidos dentro de una secuencia polipeptidica de
238P1B2 para evaluar las caracteristicas de esta regién en tejidos normales frente a cancerosos o para inducir una
respuesta inmune al epitopo. Como alternativa, se usan proteinas relacionadas con 238P1B2 que contienen los
restos aminoacidicos de uno o mas de los motivos biolégicos en una proteina 238P1B2 para explorar con respecto a
factores que interaccionen con esa region de 238P1B2.

Los fragmentos proteicos/subsecuencias de 238P1B2 son particularmente Utiles en la generacién y caracterizacion
de anticuerpos especificos de dominio (por ejemplo, anticuerpos que reconocen un epitopo extracelular o intracelular
de una proteina 238P1B2), para identificar agentes o factores celulares que se unen a 238P1B2 o un dominio
estructural particular de los mismos y en diversos contextos terapéuticos y de diagndstico, incluyendo pero sin
limitacion ensayos de diagnoéstico, vacunas de cancer y procedimientos para preparar tales vacunas.

Las proteinas codificadas por los genes de 238P1B2, o por analogos, homodlogos o fragmentos de los mismos,
tienen diversos usos, incluyendo pero sin limitacion generar anticuerpos y en procedimientos para identificar
ligandos y otros agentes y constituyentes celulares que se unen a un producto génico de 238P1B2. Los anticuerpos
inducidos contra una proteina 238P1B2 o fragmento de la misma son utiles en ensayos de diagnédstico y pronéstico,
y metodologias de formacién de imagenes en el tratamiento de canceres humanos caracterizados por la expresion
de proteina 238P1B2, tales como los enumerados en la Tabla I. Tales anticuerpos pueden expresarse de forma
intracelular y usarse en procedimientos para tratar pacientes con tales canceres. También se usan acidos nucleicos
o proteinas relacionadas con 238P1B2 en la generacién de respuestas de HTL o CTL.

Se usan diversos ensayos inmunoldgicos utiles para la deteccién de proteinas 238P1B2, incluyendo pero sin
limitacion diversos tipos de radioinmunoensayos, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA), ensayos
inmunofluorescentes ligados a enzima (ELISA), procedimientos inmunocitoquimicos y similares. Los anticuerpos
pueden marcarse y usarse como reactivos de formacion de imagenes inmunoldgicos capaces de detectar células
que expresan 238P1B2 (por ejemplo, en procedimientos de formacion de imagenes radioescintigraficos). Las
proteinas 238P1B2 también son particularmente Utiles en la generacion de vacunas de cancer, como se describe
adicionalmente en el presente documento.

1V.) Procedimientos para la deteccién de 238P1B2

Los inventores describen procedimientos para detectar polinucledtidos de 238P1B2 y proteinas relacionadas con
238P1B2, asi como procedimientos para identificar una célula que expresa 238P1B2. El perfil de expresion de
238P1B2 lo hace un marcador de diagndstico para enfermedad metastasizada. En consecuencia, el estado de los
productos génicos de 238P1B2 proporciona informacién util para predecir diversos factores incluyendo
susceptibilidad a enfermedad de etapa avanzada, tasa de progresion y/o agresividad del tumor. Como se analiza en
detalle en el presente documento, el estado de los productos génicos de 238P1B2 en muestras de pacientes puede
analizarse mediante diversos protocolos que se conocen bien en la técnica incluyendo analisis inmunohistoquimico,
la diversidad de técnicas de transferencia de Northern incluyendo hibridaciéon in situ, analisis por RT-PCR (por
ejemplo en muestras microdisecadas por captura de laser) analisis de transferencia de Western y analisis de serie
tisular.

De forma mas particular, los inventores describen ensayos para la deteccion de polinucleétidos de 238P1B2 en una
muestra bioldgica, tales como suero, hueso, prostata y otros tejidos, orina, semen, preparaciones celulares y
similares. Los polinucleétidos de 238P1B2 detectables incluyen, por ejemplo, un gen de 238P1B2 o fragmento del
mismo, ARNm de 238P1B2, ARNm de 238P1B2 de variante de corte y empalme alternativo y moléculas de ADN o
ARN recombinantes que contienen un polinucleétido de 238P1B2. Se conocen bien en la técnica varios
procedimientos para amplificar y/o detectar la presencia de polinucleétidos de 238P1B2 y pueden emplearse en la
practica de estos ensayos.

Un procedimiento para detectar un ARNm de 238P1B2 en una muestra biolégica puede comprender producir ADNc
de la muestra por transcripcion inversa usando al menos un cebador; amplificar el ADNc producido de este modo
usando polinucleétidos de 238P1B2 como cebadores sentido y antisentido para amplificar ADNc de 238P1B2 en el
mismo; y detectar la presencia del ADNc de 238P1B2 amplificado. Opcionalmente, puede determinarse la secuencia
del ADNc de 238P1B2 amplificado.
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Un procedimiento para detectar un gen de 238P1B2 en una muestra biolégica puede comprender primero aislar
ADN gendmico de la muestra; amplificar el ADN gendmico aislado usando polinucleétidos de 238P1B2 como
cebadores sentido y antisentido; y detectar la presencia del gen de 238P1B2 amplificado. Puede designarse
cualquier variedad de combinaciones de sonda sentido y antisentido apropiadas a partir de una secuencia de
nucleotidos de 238P1B2 (véase, por ejemplo, Figura 2) y usarse para este fin.

Los inventores también describen ensayos para detectar la presencia de una proteina 238P1B2 en un tejido u otra
muestra biolégica tal como suero, semen, hueso, préstata, orina, preparaciones celulares y similares. Los
procedimientos para detectar una proteina relacionada con 238P1B2 también se conocen bien e incluyen, por
ejemplo, inmunoprecipitacion, analisis inmunohistoquimico, analisis de transferencia de Western, ensayos de unién
molecular, ELISA, ELIFA y similares. Por ejemplo, un procedimiento para detectar la presencia de una proteina
relacionada con 238P1B2 en una muestra biolégica comprende primero poner en contacto con la muestra con un
anticuerpo de 238P1B2, un fragmento sensible a 2381PB2 del mismo o una proteina recombinante que contiene una
region de union a antigeno de un anticuerpo de 238P1B2; y después detectar la unién de la proteina relacionada con
238P1B2 en la muestra.

También se describen procedimientos para identificar una célula que expresa 238P1B2. Un ensayo para identificar
una célula que exprese un gen de 238P1B2 puede comprender detectar la presencia de ARNm de 238P1B2 en la
célula. Se conocen bien procedimientos para la detecciéon de ARNm particulares en células e incluyen, por ejemplo,
ensayos de hibridacion usando sondas de ADN complementario (tales como hibridacién in situ usando ribosondas
de 238P1B2 marcadas, transferencia de Northern y técnicas relacionadas) y diversos ensayos de amplificacion de
acido nucleico (tales como RT-PCR usando cebadores complementarios especificos para 238P1B2 y otros
procedimientos de deteccion de tipo amplificacion, tales como, por ejemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA vy
similares). Como alternativa, un ensayo para identificar una célula que expresa un gen de 238P1B2 comprende
detectar la presencia de proteinas relacionadas con 238P1B2 en la célula o secretada por la célula. Se conocen bien
en la técnica diversos procedimientos para la deteccién de proteinas y se emplean para la deteccidon de proteinas
relacionadas con 238P1B2 y células que expresan proteinas relacionadas con 238P1B2.

El analisis de expresién de 238P1B2 también es util como una herramienta para identificar y evaluar agentes que
modulan la expresion génica de 238P1B2. Por ejemplo, la expresiéon de 238P1B2 se regula positivamente de forma
significativa en céancer de préstata y se expresa en canceres de los tejidos enumerados en la Tabla 1. La
identificacion de una molécula o agente bioldgico que inhibe expresion de 238P1B2 o sobreexpresion en células
cancerosas es de valor terapéutico. Por ejemplo, un agente tal puede identificarse usando una exploraciéon que
cuantifica la expresion de 238P1B2 por RT-PCR, hibridacién de acido nucleico o unién de anticuerpo.

V.) Procedimientos para controlar el estado de genes relacionados con 238P1B2 v sus productos

Se sabe que la oncogénesis es un proceso multietapa en el que el crecimiento celular se desregula progresivamente
y las células progresan de un estado fisiolégico normal a estados precancerosos y después cancerosos (véase, por
ejemplo, Alers y col., Lab Invest. 77(5):437-438 (1997) e Isaacs y col., Cancer Surv. 23:19-32 (1995)). En este
contexto, la examinacion de una muestra bioldgica con respecto a pruebas de crecimiento celular desregulado (tal
como expresion de 238P1B2 aberrante en cénceres) permite la deteccidon temprana de dicha fisiologia aberrante,
antes de que un estado patolégico tal como cancer haya progresado a una etapa en la que las opciones terapéuticas
son mas limitadas y/o el prondstico es peor. En tales examinaciones, el estado de 238P1B2 en una muestra
biolégica de interés puede compararse, por ejemplo, con el estado de 238P1B2 en una muestra normal
correspondiente (por ejemplo una muestra de ese individuo o como alternativa otro individuo que no esta afectado
por una patologia). Una alteracion en el estado de 238P1B2 en la muestra bioldgica (en comparacién con la muestra
normal) proporciona pruebas de crecimiento celular desregulado. Ademas de usar una muestra biolégica que no
estda afectada por una patologia como una muestra normal, puede usarse también un valor normativo
predeterminado tal como un nivel normal predeterminado de expresiéon de ARNm (véase, por ejemplo, Grever y col.,
J. Comp. Neurol. 9 de diciembre de 1996; 376(2):306-14 y Patente de Estados Unidos N° 5.837.501) para comparar
el estado de 238P1B2 en una muestra.

El término “estado” en este contexto se usa de acuerdo con su significado aceptado en la técnica y se refiere a la
condicion o el estado de un gen y sus productos. Normalmente, los expertos en la materia usan varios parametros
para evaluar la condicién o estado de un gen y sus productos. Estos incluyen, pero sin limitacién la localizacion de
productos génicos expresados (incluyendo la localizacion de células que expresan 238P1B2) asi como el nivel y
actividad biolégica de productos génicos expresados (tales como ARNm de 238P1B2, polinucledtidos y
polipéptidos). Normalmente, una alteracion en el estado de 238P1B2 comprende un cambio en la localizacién de
238P1B2 y/o células que expresan 238PIB2 y/o un aumento en la expresién de ARNm y/o proteina de 238P1B2.

El estado de 238P1B2 en una muestra puede analizarse por varios medios bien conocidos en la técnica, incluyendo
sin limitacién, analisis inmunohistoquimico, hibridacién in situ, analisis por RT-PCR en muestras microdisecadas de
captura de laser, analisis de transferencia de Western y analisis de serie tisular. Los protocolos tipicos para evaluar
el estado de un gen de 238P1B2 y productos génicos se encuentran, por ejemplo en Ausubel y col., eds. 1995,
Current Protocols In Molecular Biology, unidades 2 (transferencia de Northern), 4 (transferencia de Southern), 15
(inmunotransferencia) y 18 (analisis de PCR). Por lo tanto, el estado de 238PIB2 en una muestra bioldgica se evalla
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por diversos procedimientos usados por los expertos en la materia incluyendo, pero sin limitacién analisis de
Southern gendmico (para examinar, por ejemplo perturbaciones en un gen de 238P1B2), analisis de Northern y/o
andlisis por PCR de ARNm de 238P1B2 (para examinar, por ejemplo alteraciones en las secuencias
polinucleotidicas o niveles de expresion de ARNm de 238P1B2) y, analisis de Western y/o inmunohistoquimicos
(para examinar, por ejemplo alteraciones de secuencias polipeptidicas, alteraciones de la localizacion polipeptidica
dentro de una muestra, alteraciones en los niveles de expresion de proteinas 238P1B2 y/o asociaciones de
proteinas 238P1B2 con comparieros de unién polipeptidicos). Los polinucleétidos de 238P1B2 detectables incluyen,
por ejemplo, un gen de 238P1B2 o fragmento del mismo, ARNm de 238P1B2, variantes de corte y empalme
alternativo, ARNm de 238P1B2 y moléculas de ADN o ARN recombinantes que contienen un polinucledtido de
238P1B2.

El perfil de expresion de 238P1B2 le hace un marcador de diagndstico para enfermedad local y/o metastasizada y
proporciona informacion sobre el crecimiento o potencial oncogénico de una muestra biolégica. En particular, el
estado de 238P1B2 proporciona informacién util para predecir la susceptibilidad a etapas de enfermedad
particulares, progresion y/o agresividad del tumor. Los inventores describen procedimientos y ensayos para
determinar el estado de 238P1B2 y diagnosticar canceres que expresan 238P1B2, tales como canceres de los
tejidos enumerados en la Tabla |. Por ejemplo, debido a que el ARNm de 238P1B2 esta tan altamente expresado en
canceres de prostata y otros en relacion con tejido prostatico normal, los ensayos que evalian los niveles de
transcritos de ARNm de 238P1B2 o proteinas en una muestra bioldégica pueden usarse para diagnosticar una
enfermedad asociada con desregulacion de 238P1B2 y pueden proporcionar informacién de prondstico util en la
definicion de opciones terapéuticas apropiadas.

El estado de expresién de 238P1B2 proporciona informacion incluyendo la presencia, la etapa y la localizacion de
células precancerosas y cancerosas displasicas, prediciendo la susceptibilidad a diversas etapas de enfermedad y/o
para estimar la agresividad del tumor. Ademas, el perfil de expresion lo hace util como un reactivo de formacién de
imagenes para enfermedad metastasizada. En consecuencia, los inventores describen diversos procedimientos de
pronostico y diagndstico moleculares para examinar el estado de 238PIB2 en muestras bioldgicas tales como las de
individuos que padecen, o se sospecha que padecen una patologia caracterizada por crecimiento celular
desregulado, tal como cancer.

Como se ha descrito anteriormente, el estado de 238P1B2 en una muestra bioldgica puede examinarse por varios
procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el estado de 238P1B2 en una muestra biolégica tomada
de una localizacién especifica en el cuerpo puede examinarse evaluando la muestra con respecto a la presencia o
ausencia de células que expresan 238P1B2 (por ejemplo, las que expresan ARNm o proteinas de 238P1B2). Esta
examinacion puede proporcionar pruebas de crecimiento celular desregulado, por ejemplo, cuando se encuentran
células que expresan 238P1B2 en una muestra biolégica que no contiene normalmente tales células (tal como un
ganglio linfatico), debido a que tales alteraciones en el estado de 238P1B2 en una muestra biolégica se asocian con
frecuencia con crecimiento celular desregulado. Especificamente, un indicador del crecimiento celular desregulado
es las metastasis de células cancerosas de un 6érgano de origen (tal como la préstata) a un area diferente del cuerpo
(tal como un ganglio linfatico). En este contexto, las pruebas de crecimiento celular desregulado son importantes por
ejemplo debido a que pueden detectarse metastasis de ganglios linfaticos ocultas en una proporcién sustancial de
pacientes con cancer de préstata y tales metastasis se asocian con predictores conocidos de progresion de
enfermedad (véase, por ejemplo, Murphy y col., Prostate 42 (4): 315-317 (2000); Su y col., Semin. Surg. Oncol
18(1):17-28 (2000) y Freeman y col., J Urol Ago 1995 154 (2 Pt 1): 474-8).

Los inventores describen procedimientos para controlar los productos génicos de 238P1B2 determinando el estado
de los productos génicos de 238P1B2 expresados por células de un individuo sospechoso de tener una enfermedad
asociada con crecimiento celular desregulado (tal como hiperplasia o cancer) y comparando después el estado
determinado de este modo con el estado de los productos génicos de 238P1B2 en una muestra normal
correspondiente. La presencia de productos génicos de 238P1B2 aberrantes en la muestra de ensayo en relacion
con la muestra normal proporciona un indicio de la presencia de crecimiento celular desregulado dentro de las
células del individuo.

Los inventores describen ensayos utiles en la determinacidon de la presencia de cancer en un individuo, que
comprenden detectar un aumento significativo de expresiéon de ARNm o proteinas de 238P1B2 en una muestra
celular o tisular de ensayo en relacién con niveles de expresion en el tejido o célula normal correspondiente. La
presencia de ARNm de 238P1B2 puede, por ejemplo, evaluarse en muestras tisulares incluyendo pero sin limitacion
las enumeradas en la Tabla |. La presencia de expresion de 238P1B2 significativa en cualquiera de estos tejidos es
util para indicar la aparicion, presencia y/o gravedad de un cancer, puesto que los tejidos normales correspondientes
no expresan ARNm de 238P1B2 o lo expresan a niveles mas bajos.

El estado de 238P1B2 puede determinarse en el nivel proteico en lugar de en el nivel de &cido nucleico. Por
ejemplo, un procedimiento tal comprende determinar el nivel de proteina de 238P1B2 expresada por células en una
muestra tisular de ensayo y comparar el nivel determinado de este modo con el nivel de 238P1B2 expresado en una
muestra normal correspondiente. La presencia de proteina 238P1B2 puede evaluarse, por ejemplo, usando
procedimientos inmunohistoquimicos. Los anticuerpos de 238P1B2 o compafieros de unién capaces de detectar
expresion de proteina 238P1B2 se usan en diversos formatos de ensayo bien conocidos en la técnica para este fin.
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Puede evaluarse el estado de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de 238P1B2 en una muestra bioldgica
para identificar perturbaciones en la estructura de estas moléculas. Estas perturbaciones pueden incluir inserciones,
deleciones, sustituciones y similares. Tales evaluaciones son utiles porque las perturbaciones en las secuencias de
nucleotidos y aminoacidos se observan en un gran nimero de proteinas asociadas con un fenotipo desregulado del
crecimiento (véase, por ejemplo, Marrogi y col., 1999, J. Cutan. Pathol. 26 (8): 369-378). Por ejemplo, una mutacion
en la secuencia de 238P1B2 puede ser indicativa de la presencia o promociéon de un tumor. Tales ensayos por lo
tanto tienen valor diagnéstico y predictivo en el que una mutacién de 238P1B2 indica una potencial pérdida de
funcién o aumento de crecimiento tumoral.

Se conoce bien en la técnica una amplia diversidad de ensayos para observar perturbaciones en secuencias de
nucleotidos y aminoacidos. Por ejemplo, el tamafio y estructura de las secuencias de acido nucleicos o aminoacidos
de los productos génicos de 238P1B2 se observan por los protocolos de Northern, Southern, Western, PCR y
secuenciacion de ADN analizados en el presente documento. Ademas, se conocen bien en la técnica otros
procedimientos para observar perturbaciones en secuencias de nucledtidos y aminoacidos tales como andlisis de
polimorfismo de conformacion de cadena sencilla (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.382.510
presentada el 7 de septiembre de 1999 y 5.952.170 presentada el 17 de enero de 1995).

Adicionalmente, se puede examinar el estado de metilacién de un gen de 238P1B2 en una muestra bioldgica. Con
frecuencia se produce desmetilacion aberrante y/o hipermetilacion de islas de CpG en regiones reguladoras 5’ del
gen en células inmortalizadas y transformadas y puede dar como resultado expresion alterada de diversos genes.
Por ejemplo, la hipermetilacion del promotor de la glutation S-transferasa de clase pi (una proteina expresada en
prostata normal pero no expresada en > del 90 % de carcinomas de prostata) parece silenciar permanentemente la
transcripcion de este gen y es la alteracion gendmica mas frecuentemente detectada en carcinomas de prostata (De
Marzo y col., Am. J. Pathol. 155 (6): 1985-1992 (1999)). Ademas, esta alteracién esta presente en al menos el 70 %
de los casos de neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (PIN) (Brooks y col., Cancer Epidemiol. Biomarkers
Prev., 1998, 7:531-536). En otro ejemplo, la expresion del gen especifico de tumor LAGE-I (que no se expresa en
prostata normal pero se expresa en 25-50 % de los canceres de prdstata) se induce por desoxi-azacitidina en
células linfoblastoides, lo que sugiere que la expresidn tumoral se debe a desmetilaciéon (Lethe y col., Int J. Cancer
76 (6): 903-908 (1998)). Se conocen bien en la técnica diversos ensayos para examinar el estado de metilacion de
un gen. Por ejemplo, puede usarse, en enfoques de hibridacién de Southern, enzimas de restriccion sensibles a
metilacién que no pueden escindir secuencias que contienen sitios de CpG metilados para evaluar el estado de
metilacion de las islas de CpG. Ademas, MSP (PCR especifica de metilacion) puede perfilar rapidamente el estado
de metilacion de todos los sitios de CpG presentes en una isla de CpG de un gen dado. Este procedimiento implica
modificacion inicial de ADN por bisulfito sédico (que convertira todas las citosinas no metiladas a uracilo) seguido de
amplificaciéon usando cebadores especificos para ADN metilado frente a no metilado. También pueden hallarse
protocolos que implican interferencia de metilacion por ejemplo en Current Protocols in Molecular Biology, unidad 12,
Frederick M. Ausubel y col eds., 1995.

La amplificacion génica es un procedimiento adicional para evaluar el estado de 238P1B2. La amplificacion génica
se mide en una muestra directamente, por ejemplo, por transferencia de Southern o transferencia de Northern
convencional para cuantificar la transcripcion de ARNm (Thomas, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205),
transferencia puntual (analisis de ADN), o hibridacion in situ, usando una sonda marcada de forma apropiada,
basandose en las secuencias proporcionadas en el presente documento. Como alternativa, se emplean anticuerpos
que reconocen dobles cadenas especificas, incluyendo dobles cadenas de ADN, dobles cadenas de ARN, y dobles
cadenas hibridas de ADN-ARN o dobles cadenas de ADN-proteina. Los anticuerpos a su vez se marcan y el ensayo
se lleva a cabo cuando la doble cadena esta unida a una superficie, de modo que tras la formacién de doble cadena
de superficie, la presencia del anticuerpo unido a la doble cadena pueda detectarse.

Puede analizarse convenientemente tejido biopsiado o sangre periférica con respecto a la presencia de células
cancerosas usando por ejemplo, andlisis de Northern, de transferencia puntal o RT-PCR para detectar la expresion
de 238P1B2. La presencia de ARNm de 238P1B2 amplificable por RT-PCR proporciona un indicio de la presencia
de céncer. Se conocen bien en la técnica ensayos de RT-PCR. En la actualidad se estan evaluando los ensayos de
deteccion por RT-PCR para células tumorales en sangre periférica para su uso en el diagnéstico y tratamiento de
varios tumores sélidos humanos. En el campo del cancer de préstata, estos incluyen ensayos de RT-PCR para la
deteccién de células que expresan PSA y PSM (Verkaik y col., 1997, Urol. Res. 25:373-384; Ghossein y col., 1995,
J. Clin. Oncol. 13:1195-2000; Heston y col., 1995, Clin. Chem. 41:1687-1688).

Los inventores describen una evaluacion de la susceptibilidad que un individuo tiene para desarrollar cancer. Los
inventores describen un procedimiento para predecir la susceptibilidad a cancer que comprende detectar ARNm de
238P1B2 o proteina 238P1B2 en una muestra tisular, indicando su presencia susceptibilidad a cancer, en el que el
grado de expresion de ARNm de 238P1B2 se correlaciona con el grado de susceptibilidad. La presencia de
238P1B2 en proéstata u otro tejido puede examinarse, proporcionando la presencia de 238P1B2 en la muestra un
indicio de susceptibilidad a cancer de préstata (o la aparicion o existencia de un tumor de préstata). De forma similar,
se puede evaluar la integridad de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de 238P1B2 en una muestra
biolégica para identificar perturbaciones en la estructura de estas moléculas tales como inserciones, deleciones,
sustituciones y similares. La presencia de una o mas perturbaciones de los productos génicos de 238P1B2 en la
muestra es un indicio de susceptibilidad a cancer (o la aparicion o existencia de un tumor).
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Los inventores describen procedimientos para estimar la agresividad del tumor. Un procedimiento para estimar la
agresividad de un tumor puede comprender determinar el nivel de ARNm de 238P1B2 o proteina 238P1B2
expresada por células tumorales, comparando el nivel determinado de este modo con el nivel de ARNm de 238P1B2
o proteina 238P1B2 expresado en un tejido normal correspondiente tomado del mismo individuo o una muestra de
referencia de tejido normal, en el que el grado de expresion de ARNm de 238P1B2 o proteina 238P1B2 en la
muestra de tumor en relacién con la muestra normal indica el grado de agresividad. La agresividad de un tumor
puede evaluarse determinando el grado en que 238P1B2 se expresa en las células tumorales, indicando mayores
niveles de expresion tumores mas agresivos. Los inventores describen la evaluacion de la integridad de secuencias
de nucledtidos y aminoacidos de 238P1B2 en una muestra bioldgica, para identificar perturbaciones en la estructura
de estas moléculas tales como inserciones, deleciones, sustituciones y similares. La presencia de una o mas
perturbaciones indica tumores mas agresivos.

Los inventores describen procedimientos para observar la progresion de un tumor maligno en un individuo a lo largo
del tiempo. Los procedimientos para observar la progresién de un tumor maligno en un individuo a lo largo del
tiempo pueden comprender determinar el nivel de ARNm de 238P1B2 o proteina 238P1B2 expresado por células en
una muestra del tumor, comparando el nivel determinado de este modo con el nivel de ARNm de 238P1B2 o
proteina 238P1B2 expresado en una muestra tisular equivalente tomada del mismo individuo en un momento
diferente, en el que el grado de expresion de ARNm de 238P1B2 o proteina 238P1B2 en la muestra de tumor a lo
largo del tiempo proporciona informaciéon sobre la progresion del cancer. La progresién de un cancer puede
evaluarse determinando la expresién de 238P1B2 en las células tumorales a lo largo del tiempo, indicando un
aumento de la expresién a lo largo del tiempo una progresion del cancer. También, se puede evaluar la integridad de
las secuencias de nucleétidos y aminoéacidos de 238P1B2 en una muestra bioldgica para identificar perturbaciones
en la estructura de estas moléculas tales como inserciones, deleciones, sustituciones y similares, indicando la
presencia de una o mas perturbaciones una progresion del cancer.

Los enfoques de diagnodstico anteriores pueden combinarse con uno cualquiera de una amplia diversidad de
protocolos de pronéstico y diagndstico conocidos en la técnica. Por ejemplo, los inventores describen
procedimientos para observar una coincidencia entre la expresion del gen de 238P1B2 y los productos génicos de
238P1B2 (o perturbaciones en el gen de 238P1B2 y los productos génicos de 238P1B2) y un factor que esta
asociado con tumor maligno, como un medio para diagnosticar y pronosticar el estado de una muestra tisular. Puede
usarse una amplia diversidad de factores asociados con tumor maligno, tales como la expresion de genes asociados
con tumor maligno (por ejemplo, expresion de PSA, PSCA y PSM para cancer de prostata etc.), asi como
observaciones citolégicas globales (véase, por ejemplo, Bocking y col., 1984, Anal. Quant. Cytol. (6)2:74-88;
Epstein, 1995, Hum. Pathol. (26)2:223-9; Thorson y col., 1998, Mod. Pathol. (11)6:543-51; Baisden y col., 1999, Am
J. Surg. Pathol. 23(8):918-24). Los procedimientos para observar una coincidencia entre la expresion de gen de
238P1B2 y productos génicos de 238P1B2 (o perturbaciones en el gen de 238P1B2 y productos génicos de
238P1B2) y otro factor que se asocia con tumor maligno son utiles, por ejemplo, porque la presencia de un conjunto
de factores especificos que coinciden con la enfermedad proporciona informacion crucial para diagnosticar y
pronosticar el estado de una muestra tisular.

Los procedimientos para observar una coincidencia entre la expresion del gen de 238P1B2 y los productos génicos
de 238P1B2 (o perturbaciones en el gen de 238P1B2 y productos génicos de 238P1B2) y otro factor asociado con
tumor maligno pueden implicar detectar la sobreexpresion de ARNm o proteina de 238P1B2 en una muestra tisular,
detectar la sobreexpresion de ARNm o proteina de PSA en una muestra tisular (o expresion de PSCA o PSM), y
observar una coincidencia de sobreexpresion de ARNm o proteina de 238P1B2 y ARNm o proteina de PSA (o
expresion de PSCA o PSM). La expresion de ARNm de 238P1B2 y PSA en tejido de préstata puede examinarse,
indicando la coincidencia de sobreexpresion de ARNm de 238P1B2 y PSA en la muestra la existencia de cancer de
préstata, susceptibilidad a cancer de prostata o la aparicion o estado de un tumor de préstata.

Se describen en el presente documento procedimientos para detectar y cuantificar la expresién de ARNm o proteina
de 238P1B2 y se conocen bien en la técnica tecnologias de deteccion y cuantificacion de proteina y acido nucleico
convencionales. Los procedimientos convencionales para la deteccién y cuantificacion de ARNm de 238P1B2
incluyen hibridacion in situ usando ribosondas de 238P1B2 marcadas, transferencia de Northern y técnicas
relacionadas usando sondas polinucleotidicas de 238P1B2, analisis por RT-PCR usando cebadores especificos para
238P1B2 y otros procedimientos de deteccion de tipo amplificacion, tales como, por ejemplo, ADN ramificado,
SISBA, TMA vy similares. Puede usarse RT-PCR semicuantitativa para detectar y cuantificar la expresion de ARNm
de 238P1B2. Puede usarse cualquier variedad de cebadores capaces de amplificar 238P1B2 para este fin,
incluyendo pero sin limitacion los diversos conjuntos de cebadores especificamente descritos en el presente
documento. Pueden usarse anticuerpos policlonales o monoclonales que pueden ser especificamente reactivos con
la proteina 238P1B2 de tipo silvestre en un ensayo inmunohistoquimico de tejido biopsiado.

VL.) Identificacidon de moléculas gue interaccionan con 238P1B2

Las secuencias proteica y de acido nucleico de 238P1B2 desveladas en el presente documento permiten que un
experto en la materia identifique proteinas, moléculas pequefias y otros agentes que interaccionan con 238P1B2, asi
como rutas activadas por 238P1B2 mediante uno cualquiera de los diversos protocolos aceptados en la técnica. Por
ejemplo, se puede usar uno de los llamados sistemas de trampa de interaccion (también denominado “ensayo de
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dos hibridos”). En tales sistemas, las moléculas interaccionan y reconstituyen un factor de transcripcién que dirige la
expresion de un gen indicador, tras lo cual se ensaya la expresion del gen indicador. Otros sistemas identifican
interacciones proteina-proteina in vivo a través de reconstitucion de un activador transcripcional eucariota, véase,
por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.955.280 presentada el 21 de septiembre de 1999, 5.925.523
presentada el 20 de julio de 1999, 5.846.722 presentada el 8 de diciembre de 1998 y 6.004.746 presentada el 21 de
diciembre de 1999. También estan disponibles en la técnica algoritmos para predicciones basadas en genoma de la
funcién proteica (véase, por ejemplo, Marcotte, y col., Nature 402:4 noviembre de 1999, 83-86).

Como alternativa se pueden explorar bibliotecas peptidicas para identificar moléculas que interaccionan con
secuencias proteicas de 238P1B2. En tales procedimientos, los péptidos que se unen a 238P1B2 se identifican
explorando bibliotecas que codifican una coleccién controlada o aleatoria de aminoacidos. Los péptidos codificados
por las bibliotecas se expresan como proteinas de fusién de proteinas de revestimiento bacteriofago, las particulas
de bacteridfago se exploran después frente a la proteina o proteinas 238P1B2.

En consecuencia, se identifican de este modo péptidos que tienen una amplia diversidad de usos, tales como
reactivos terapéuticos, de prondstico o de diagnéstico, sin ninguna informacién anterior sobre la estructura del
ligando o molécula receptora esperados. Se desvelan bibliotecas peptidicas y procedimientos de exploracién tipicos
que pueden usarse para identificar moléculas que interaccionan con secuencias proteicas de 238P1B2 por ejemplo
en las Patentes de Estados Unidos N° 5.723.286 presentada el 3 de marzo de 1998 y 5.733.731 presentada el 31 de
marzo de 1998.

Como alternativa, se usan lineas celulares que expresan 238P1B2 para identificar interacciones proteina-proteina
mediadas por 238P1B2. Tales interacciones pueden examinarse usando técnicas de inmunoprecipitacion (véase,
por ejemplo, Hamilton B.J., y col. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1999, 261: 646-51). La proteina 238P1B2 puede
inmunoprecipitarse de lineas celulares que expresan 238P1B2 usando anticuerpos anti-238P1B2. Como alternativa,
pueden usarse anticuerpos contra marcador His en una linea celular modificada por ingenieria genética para que
exprese fusiones de 238P1B2 y un marcador His (vectores mencionados anteriormente). El complejo
inmunoprecipitado puede examinarse con respecto a asociacion proteica por procedimientos tales como
transferencia de Western, marcaje con 3S-metionina de proteinas, microsecuenciacién de proteinas, tinciéon con
plata y electroforesis en gel de dos dimensiones.

Pueden identificarse moléculas pequefias y ligandos que interaccionan con 238P1B2 a través de ensayos de
exploracién relacionados. Por ejemplo, pueden identificarse moléculas pequefias que interfieren con la funcién
proteica, incluyendo moléculas que interfieren con la capacidad de 238P1B2 para mediar en la fosforilacion y
desfosforilacién, interaccién con moléculas de ADN o ARN como un indicio de regulaciéon de ciclos celulares,
sefializacion de segundo mensajero o tumorogénesis. De forma similar, se identifican moléculas pequefias que
modulan el canal de iones relacionado con 238P1B2, bomba proteica o funciones de comunicacion celular y se usan
para tratar pacientes que tengan un cancer que exprese 238P1B2 (véase, por ejemplo, Hille, B., lonic Channels of
Excitable Membranes 22 Ed., Sinauer Assoc., Sunderland, MA, 1992). Ademas, pueden identificarse ligandos que
regulan la funcién de 238P1B2 basandose en su capacidad para unirse a 238P1B2 y activar una construccion
indicadora. Se analizan procedimientos tipicos por ejemplo en la Patente de Estados Unidos N° 5.928.868
presentada el 27 de julio de 1999 e incluyen procedimientos para formar ligandos hibridos en los que al menos un
ligando es una molécula pequefia. En un procedimiento ilustrativo, las células modificadas por ingenieria genética
para expresar un proteina de fusion de 238P1B2 y una proteina de unidon a ADN se usan para co-expresar una
proteina de fusion de un ligando hibrido/molécula pequefia y una proteina activadora de la transcripcion de biblioteca
de ADNc. Las células contienen adicionalmente un gen indicador, la expresion del cual esta condicionada por la
proximidad de la primera y segunda proteinas de fusion entre si, un acontecimiento que se produce solamente si el
ligando hibrido se une a sitios diana en ambas proteinas hibridas. Las células que expresan el gen indicador se
seleccionan y se identifica la molécula pequefia desconocida o el ligando desconocido. Este procedimiento
proporciona un medio para identificar moduladores que activan o inhiben 238P1B2.

Los inventores describen un procedimiento para explorar con respecto a una molécula que interacciona con una
secuencia de aminoacidos de 238P1B2 mostrada en la Figura 2 o Figura 3, que comprende las etapas de poner en
contacto una poblacién de moléculas con una secuencia de aminoacidos de 238P1B2, permitir que la poblacién de
moléculas y la secuencia de aminoacidos de 238P1B2 interaccionen en condiciones que facilitan una interaccion,
determinar la presencia de una molécula que interacciona con la secuencia de aminoacidos de 238P1B2 y después
separar las moléculas que no interaccionan con la secuencia de aminoacidos de 238P1B2 de las moléculas que si.
El procedimiento puede comprender adicionalmente purificar, caracterizar e identificar una molécula que
interacciona con la secuencia de aminoacidos de 238P1B2. La molécula identificada puede usarse para modular una
funcion realizada por 238P1B2. La secuencia de aminoacidos de 238P1B2 puede ponerse en contacto con una
biblioteca de péptidos.

VII.) Procedimientos de diagndstico y prondstico

Como se desvela en el presente documento, pueden usarse polinucleétidos, polipéptidos de 238P1B2, linfocitos T
citotéxicos reactivos (CTL), linfocitos T auxiliares reactivos (HTL) y anticuerpos anti-polipéptido en ensayos de
diagnostico, pronéstico y terapéuticos bien conocidos que examinan las afecciones asociadas con crecimiento
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celular desregulado tales como cancer, en particular los canceres enumerados en la Tabla | (véase, por ejemplo,
tanto su patron especifico de expresion tisular como su sobreexpresion en ciertos canceres como se describe por
ejemplo en el Ejemplo 4).

Puede hacerse una analogia de 238P1B2 con un antigeno asociado a préstata PSA, el marcador arquetipico que se
ha usado por los facultativos médicos durante afios para identificar y controlar la presencia de cancer de prdstata
(véase, por ejemplo, Merrill y col., J. Urol. 163(2): 503-5120 (2000); Polascik y col., J. Urol. Aug; 162(2): 293-306
(1999) y Fortier y col., J. Nat. Cancer Inst. 91(19): 1635-1640(1999)). También se usan diversos otros marcadores
de diagndstico en contextos similares incluyendo p53 y K-ras (véase, por ejemplo, Tulchinsky y col., Int J Mol Med
1999 Jul 4(1): 99-102 y Minimoto y col., Cancer Detect Prev 2000; 24(1): 1-12). Por lo tanto, la presente divulgacion
de polinucledtidos y polipéptidos de 238P1B2 (asi como sondas polinucleotidicas de 238P1B2 y anticuerpos anti-
238P1B2 usados para identificar la presencia de estas moléculas) y sus propiedades permite que los expertos en la
materia utilicen estas moléculas en procedimientos que son analogos a los usados, por ejemplo, en diversos
ensayos de diagnéstico dirigidos a examinar las condiciones asociadas con cancer.

Los procedimientos de diagnodstico tipicos que usan los polinucledtidos, polipéptidos linfocitos T sensibles a y
anticuerpos de 238P1B2, son analogos a los procedimientos de ensayos de diagndstico bien establecidos que
emplean, por ejemplo, polinucleétidos, polipéptidos, linfocitos T sensibles a y anticuerpos de PSA. Por ejemplo, igual
que los polinucleétidos de PSA se usan como sondas (por ejemplo en analisis de Northern, véase, por ejemplo,
Sharief y col., Biochem. Mol. Biol. Int. 33(3): 567-74(1994)) y cebadores (por ejemplo en analisis de PCR, véase, por
ejemplo, Okegawa y col., J. Urol. 163(4): 1189-1190 (2000)) para observar la presencia y/o el nivel de ARNm de
PSA en procedimientos de control de la sobreexpresion de PSA o la metéstasis de canceres de préstata, los
polinucleétidos de 238P1B2 descritos en el presente documento pueden usarse de la misma manera para detectar
sobreexpresion de 238P1B2 o la metastasis de prostata y otros canceres que expresan este gen. Como alternativa,
igual que los polipéptidos de PSA se usan para generar anticuerpos especificos para PSA que pueden después
usarse para observar la presencia y/o el nivel de proteinas de PSA en procedimientos para controlar la
sobreexpresion de proteina de PSA (véase, por ejemplo, Stephan y col., Urology 55(4):560-3 (2000)) o la metastasis
de células de prostata (véase, por ejemplo, Alanen y col., Pathol. Res. Pract. 192(3):233-7 (1996)), los polipéptidos
de 238P1B2 descritos en el presente documento pueden usarse para generar anticuerpos para su uso en la
deteccién de sobreexpresion de 238P1B2 o la metastasis de células de prostata y células de otros canceres que
expresan este gen.

Especificamente, debido a que las metastasis implican el movimiento de células de cancer de un érgano de origen
(tal como el pulmén o la glandula prostatica etc.) a un area diferente del cuerpo (tal como un ganglio linfatico),
pueden usarse ensayos que examinan una muestra biolégica con respecto a la presencia de células que expresan
polinucledtidos y/o polipéptidos de 238P1B2 para proporcionar pruebas de metastasis. Por ejemplo, cuando se
descubre que una muestra bioldgica de tejido que normalmente no contiene células que expresan 238P1B2 (ganglio
linfatico) contiene células que expresan 238P1B2 tal como la expresiéon de 238P1B2 vista en LAPC4 y LAPCY9,
xenotrasplantes aislados de ganglio linfatico y metastasis de hueso, respectivamente, este hallazgo es indicativo de
metastasis.

Como alternativa pueden usarse polinucleétidos y/o polipéptidos de 238P1B2 para proporcionar pruebas de cancer,
por ejemplo, cuando se descubre que células en una muestra biolégica que normalmente no expresan 238P1B2 o
expresan 238P1B2 a un nivel diferente expresan 238P1B2 o tienen una expresion aumentada de 238P1B2 (véase,
por ejemplo, la expresion de 238P1B2 en los canceres enumerados en la Tabla | y en muestras de pacientes etc.
mostrados en las Figuras adjuntas). En tales ensayos, los expertos en la materia pueden desear adicionalmente
generar pruebas complementarias de metastasis ensayando la muestra bioldgica con respecto a la presencia de un
segundo marcador restringido a tejido (ademas de 238P1B2) tal como PSA, PSCA etc. (véase, por ejemplo, Alanen
y col., Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-237 (1996)).

Igual que los fragmentos polinucleotidicos y variantes polinucleotidicas de PSA los emplean los expertos en la
materia para su uso en procedimientos para controlar PSA, los fragmentos polinucleotidicos y variantes
polinucleotidicas de 238P1B2 se usan de una manera analoga. En particular, los polinucleétidos de PSA tipicos
usados en procedimientos de control de PSA son sondas o cebadores que consisten en fragmentos de la secuencia
de ADNc de PSA. llustrando esto, los cebadores usados para amplificar por PCR un polinucleétido de PSA deben
incluir menos de la secuencia de PSA completa para actuar en la reaccion en cadena de la polimerasa. En el
contexto de tales reacciones de PCR, los expertos en la materia generalmente crean diversos diferentes fragmentos
polinucleotidicos que pueden usarse como cebadores para amplificar diferentes partes de un polinucleétido de
interés o para optimizar reacciones de amplificacion (véase, por ejemplo, Caetano-Anolles, G. Biotechniques 25(3):
472-476, 478-480 (1998); Robertson y col., Methods Mol. Biol. 98: 121-154 (1998)). Se proporciona una ilustracién
adicional del uso de tales fragmentos en el Ejemplo 4, en el que se usa un fragmento polinucleotidico de 238P1B2
como una sonda para mostrar la expresion de ARN de 238P1B2 en células cancerosas. Ademas, se usan
normalmente secuencias polinucleotidicas variantes como sondas y cebadores para los ARNm correspondientes en
analisis de PCR y Northern (véase, por ejemplo, Sawai y col., Fetal Diagn. Ther. 1996 Nov-Dic 11(6): 407-13 y
Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 2, Frederick M. Ausubel y col. eds., 1995)). Los
fragmentos y variantes polinucleotidicos son utiles en este contexto cuando son capaces de unirse a una secuencia
polinucleotidica diana (por ejemplo, un polinucleétido de 238P1B2 mostrado en la Figura 2 o variante del mismo) en
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condiciones de alta rigurosidad.

Ademas, los polipéptidos de PSA que contienen un epitopo que puede reconocerse por un anticuerpo o linfocito T
que se une especificamente a ese epitopo se usan en procedimientos de control de PSA. También pueden usarse
fragmentos polipeptidicos de 238P1B2 y analogos o variantes polipeptidicas de una manera analoga. Esta practica
de usar fragmentos polipeptidicos o variantes polipeptidicas para generar anticuerpos (tales como anticuerpos o
linfocitos T anti PSA) es tipica en la técnica usandose una amplia diversidad de sistemas tales como proteinas de
fusion por los facultativos (véase, por ejemplo, Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 16,
Frederick M. Ausubel y col. eds., 1995). En este contexto, cada epitopo o epitopos actlan para proporcionar la
arquitectura con la que un anticuerpo o linfocito T es reactivo. Normalmente, los expertos en la materia crean
diversos diferentes fragmentos polipeptidicos que pueden usarse para generar respuestas inmunes especificas para
diferentes partes de un polipéptido de interés (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.840.501 y
Patente de Estados Unidos N° 5.939.533). Por ejemplo puede ser preferible usar un polipéptido que comprende uno
de los motivos bioldgicos de 238P1B2 analizados en el presente documento o una subsecuencia que porta motivo
que se identifica facilmente por un experto en la materia basandose en motivos disponibles en la técnica. Los
fragmentos polipeptidicos, variantes o analogos son normalmente utiles en este contexto siempre que comprendan
un epitopo capaz de generar un anticuerpo o linfocito T especifico para una secuencia polipeptidica diana (por
ejemplo un polipéptido de 238P1B2 mostrado en la Figura 3).

Como se muestra en el presente documento, los polinucleétidos y polipéptidos de 238P1B2 (asi como las sondas
polinucleotidicas de 238P1B2 y anticuerpos o linfocitos T anti-238P1B2 usados para identificar la presencia de estas
moléculas) muestran propiedades especificas que los hacen Uutiles en el diagnéstico de canceres tales como los
enumerados en la Tabla |. Se usan ensayos de diagndstico que miden la presencia de productos génicos de
238P1B2, para evaluar la presencia o aparicion de una enfermedad descrita en el presente documento, tal como
cancer de préstata, para identificar pacientes para medidas preventivas o control adicional, como se ha hecho tan
exitosamente con PSA. Ademas, estos materiales satisfacen una necesidad de la técnica de moléculas que tengan
caracteristicas similares o complementarias a PSA en situaciones en las que, por ejemplo, no puede realizarse un
diagnostico definitivo de metastasis de origen prostatico basandose en un ensayo de PSA solamente (véase, por
ejemplo, Alanen y col., Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-237 (1996)), y en consecuencia, es necesario emplear
materiales tales como polinucleétidos y polipéptidos de 238P1B2 (asi como las sondas polinucleotidicas de
238P1B2 y anticuerpos anti-238P1B2 usados para identificar la presencia de estas moléculas) para confirmar una
metéastasis de origen prostatico.

Finalmente, ademas de su uso en ensayos de diagndstico, los polinucledtidos de 238P1B2 desvelados en el
presente documento tienen varias otras utilidades tales como su uso en la identificacion de anomalias cromosémicas
asociadas a oncogenes en la regiéon cromosémica en la que se mapea el gen de 238P1B2 (véase Ejemplo 3
posteriormente). Por otra parte, ademas de su uso en ensayos de diagnéstico, las proteinas y polinucleétidos
relacionados con 238P1B2 desvelados en el presente documento tiene otras utilidades tales como su uso en analisis
forense de tejidos de origen desconocido (véase, por ejemplo, Takahama K Forensic Sci Int 28 de junio de 1996; 80
(1-2): 63-9).

Adicionalmente, pueden usarse proteinas o polinucleétidos relacionados con 238P1B2 descritos en el presente
documento para tratar una afeccion patoldgica caracterizada por la sobreexpresién de 238P1B2. Por ejemplo, la
secuencia de aminoacidos o acido nucleico de la Figura 2 o Figura 3, o fragmentos de una de ellas, puede usarse
para generar una respuesta inmune a un antigeno de 238P1B2. Pueden usarse anticuerpos u otras moléculas que
reaccionan con 238P1B2 para modular la funcién de esta molécula y de este modo proporcionar un beneficio
terapéutico.

Vi) Kits

Para su uso en las aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas descritas en el presente documento, también se
describen kits en el presente documento. Tales kits pueden comprender un vehiculo, envase o recipiente que se
compartimentaliza para recibir uno o mas recipientes tales como frascos, tubos y similares, comprendiendo cada uno
de los recipientes uno de los elementos separados a usar en el procedimiento. Por ejemplo, el recipiente o
recipientes pueden comprender una sonda que esta o puede estar marcada de forma detectable. Dicha sonda
puede ser un anticuerpo o polinucleétido especifico para una proteina relacionada con 238P1B2 o un gen o0 mensaje
de 238P1B2, respectivamente. Cuando el procedimiento usa hibridacion de acido nucleico para detectar el acido
nucleico diana, el kit también puede tener recipientes que contienen nucleétido o nucledtidos para amplificacion de la
secuencia de acido nucleico diana y/o un recipiente que comprende un medio indicador, tal como una proteina de
uniéon a biotina, tal como avidina o estreptavidina, unida a una molécula indicadora, tal como un marcador
enzimatico, fluorescencia o radiois6topo. El kit puede incluir toda o parte de la secuencia de aminoacidos de la
Figura 2 o Figura 3 o analogos de la misma, o una molécula de acido nucleico que codifique tales secuencias de
aminoacidos.

El kit normalmente comprendera el recipiente descrito anteriormente y uno o mas otros recipientes que comprenden
materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo tampones, diluyentes, filtros,
agujas, jeringas y prospectos con instrucciones para su uso.
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Puede estar presente una etiqueta en el recipiente para indicar que la composiciéon se usa para una terapia o
aplicacién no terapéutica especifica y también puede indicar instrucciones para uso in vivo o in vitro, tal como los
descritos anteriormente. También pueden incluirse instrucciones y/u otra informacioén en un prospecto que se incluye
con el kit.

Ejemplos :

Diversos aspectos de la invencion se describen adicionalmente y se ilustran por medio de los varios ejemplos que
siguen, ninguno de los cuales se pretende que limite el alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Aislamiento generado por SSH de un fragmento de ADNc del gen de 238P1B2

El procedimiento de Hibridacion Sustractiva de Supresion (SSH) que usa ADNc derivado de tejidos de cancer de
pacientes se usa para aislar genes que se sobreexpresan en cancer. La secuencia de ADNc de SSH de 238P1B2 se
derivé de un grupo de cancer de colon sin sustraccién de ADNc de tejido normal. Se incluyeron en el conductor
ADNc derivados de 10 tejidos normales. El ADNc de 238P1B2 se identifico como altamente expresado en el grupo
de tejido de cancer de préstata, con expresion restringida detectada en tejidos normales.

La secuencia de ADN de SSH de 210 pb (Figura 1) es nueva pero muestra homologia con ARNm del receptor
olfatorio de ratén MOR14-10. Se aisl6 un ADNc de 238P1B2, clon de 238P1B2 A, de 3754 pb de biblioteca de ADNc
de prostata, revelando una ORF de 254 aminoacidos (Figura 2, Figura 3 y Figura 4A).

Materiales y procedimientos

Tejidos humanos:

Los tejidos canceroso y normal del paciente se obtuvieron de distintas fuentes tales como el NDRI (Philadelphia,
PA). Se obtuvo ARNm para algunos tejidos normales de Clontech, Palo Alto, CA.

Aislamiento de ARN:

Se homogeneizaron tejidos en reactivo de Trizol (Life Technologies, Gibco BRL) usando ARN total aislado de tejido
10 ml/g. Se purificé ARN poli A de ARN total usando kits mini y midi de ARNm Oligotex de Qiagen’s. Se cuantificaron
el ARNm vy total por analisis espectrofotométrico (D.O. 260/280 nm) y se analizaron por electroforesis en gel.

Oligonucledtidos:
Se usaron los siguientes oligonucledtidos purificados por HPLC.

DPNCDN (cebador de sintesis de ADNc):

5TTTTGATCAAGCTT33’

Adaptador 1:

5'CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGS (SEC ID N° 708)
3’'GGCCCGTCCTAGYS

Adaptador 2:

5'GTAATAGCATCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAG3’

3'CGGCTCCTAGY

Cebador de PCR 1:

5 CTAATACGACTCACTATAGGGC3
Cebador anidado (PN) 1:

5TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGAY
Cebador anidado (PN) 2:

5’AGCGTGGTCGCGGCCGAGGA3’

Hibridacién sustractiva de supresién

Se us6 Hibridacion Sustractiva de Supresion (SSH) para identificar ADNc correspondientes a genes que se
expresan de forma diferencial en cancer. La reaccion de SSH usé ADNc de cancer de colon y tejidos normales.
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La secuencia génica de 238P1B2 se derivd de un grupo de cancer de colon sin sustraccion de ADNc de tejido
normal. Se identificé la secuencia de ADN de SSH (Figura 1).

El ADNc derivado de un grupo de tejidos normales se usé como la fuente del ADNc “conductor”’, mientras que el
ADNCc de un grupo de tejidos de cancer de paciente se usé como la fuente del ADNc “de ensayo”. Se sintetizaron
ADNCc bicatenarios correspondientes a ADNc de ensayo y conductor a partir de 2 pg de ARN poli(A)" aislado del
tejido de xenotrasplante relevante, como se ha descrito anteriormente, usando Kit de Sustraccion de ADNc PCR-
Select de CLONTECH y 1 ng de oligonucleétido DPNCDN como cebador. Se llevé a cabo sintesis de primera y
segunda cadena como se describe en el protocolo del manual de usuario del Kit (Protocolo de CLONTECH N°
PT1117-1, N° de Catalogo K1804-1). EI ADNc resultante se digiri6 con Dpn Il durante 3 horas a 37 °C. El ADNc
digerido se extrajo con fenol/cloroformo (1:1) y se precipitdé con etanol.

El ADNc conductor se generé6 combinando en una relacién 1:1 ADNc digerido con Dpn Il de la fuente tisular
relevante (véase anteriormente) con una mezcla de ADNc digeridos derivados de los nueve tejidos normales:
estébmago, musculo esquelético, pulmén, cerebro, higado, rifién, pancreas, intestino delgado y corazén.

Se gener6 ADNc de ensayo diluyendo 1 pl de ADNc digerido con Dpn Il de la fuente tisular relevante (véase
anteriormente) (400 ng) en 5 pl de agua. El ADNc diluido (2 ul, 160 ng) se ligd después con 2 ul de adaptador 1y
adaptador 2 (10 uM), en reacciones de ligaciéon separadas, en un volumen total de 10 pl a 16 T durante una noche,
usando 400 u de ADN ligasa T4 (CLONTECH). La ligacién se terminé con 1 pl de EDTA 0,2 M y calentamiento a 72
T durante 5 minutos.

La primera hibridaciéon se realizé afiadiendo 1,5 pl (600 ng) de ADNc conductor a cada uno de dos tubos que
contenian 1,5 ul (20 ng) de ADNc de ensayo ligado con adaptador 1 y adaptador 2. En un volumen final de 4 pl, las
muestras se superpusieron con aceite mineral, desnaturalizado en un termociclador MJ Research a 98 T durante
1,5 minutos, y después se permitié que hibridaran durante 8 horas a 68 °C. Las dos hibridaciones se mezclaron
después juntas con un 1 ul adicional de ADNc conductor desnaturalizado fresco y se permitié que hibridaran durante
una noche a 68 °C. La segunda hibridaciéon se diluy6é después en 200 ul de Hepes 20 mM, pH 8,3, NaCl 50 mM,
EDTA 0,2 mM, se calenté a 70 °C durante 7 minutos y se almacend a -20 °C.

Amplificacién por PCR, clonacién y secuenciacion de fragmentos génicos generados de SSH:

Para amplificar fragmentos génicos resultantes de reacciones de SSH, se realizaron dos ampliaciones por PCR. En
la reaccién de PCR primaria se afadié 1 pl de la mezcla de hibridacién final diluida a 1 pl de cebador de PCR 1 (10
uM), 0,5 pl de mezcla de dNTP (10 uM), 2,5 pl de tampoén de reaccién 10 x (CLONTECH) y 0,5 pl de mezcla de
ADNCc polimerasa Advantage 50 x (CLONTECH) en un volumen final de 25 ul. La PCR 1 se realizé usando las
siguientes condiciones: 75 T durante 5 minutos, 94 T durante 25 segundos, después 27 ciclos de 94 C durante 10
segundos, 66 T durante 30 segundos, 72 T durante 1,5 minutos. Se realizaron cinco reacciones de PCR primaria
separadas para cada experimento. Los productos se agruparon y diluyeron 1:10 con agua. Para la reaccién de PCR
secundaria, se afiadié 1 pl de la reaccién de PCR primaria diluida y agrupada a la misma mezcla de reaccion que se
uso para PCR 1, excepto que se usaron cebadores NP1y NP2 (10 uM) en lugar de cebador de PCR 1. La PCR 2 se
realizé usando 10-12 ciclos de 94 T durante 10 seg undos, 68 T durante 30 segundos y 72 T durante 1, 5 minutos.
Los productos PCR se analizaron usando electroforesis en gel de agarosa 2 %.

Los productos de PCR se insertaron en pCR2.1 usando el kit de clonacion de vector T/A (Invitrogen). Las E. coli
transformadas se sometieron a seleccion de ampicilina y azul/blanco. Se seleccionaron colonias blancas y se
dispusieron en placas de 96 pocillos y se dejaron crecer en cultivo liquido durante una noche. Para identificar
insertos, se realizé amplificacién por PCR en 1 ml de cultivo bacteriano usando las condiciones de PCR1 y NP1 y
NP2 como cebadores. Los productos de PCR se analizaron usando electroforesis en gel de agarosa 2 %.

Se almacenaron clones bacterianos en glicerol 20 % en un formato de 96 pocillos. Se preparé ADN plasmidico, se
secuencié y se sometié a busquedas de homologia de acidos nucleicos de las bases de datos GenBank, dBest y
NCI-CGAP.

Analisis de expresion de RT-PCR:

Puede generarse ADNc de primera cadena de 1 pg de ARNm con cebador oligo (dT) 12-18 usando el sistema de
preamplificacion Gibco-BRL Superscript. Se us6 el protocolo del fabricante que incluia una incubacién durante 50
minutos a 42 T con transcriptasa inversa seguido de tratamiento con ARNasa H a 37 T durante 20 minutos.
Después de completar la reaccion, el volumen puede aumentarse a 200 pl con agua antes de normalizacion. Puede
obtenerse ADNc de primera cadena de 16 tejidos humanos normales diferentes de Clontech.

Se realizd la normalizacion de los ADNc de primera cadena de multiples tejidos usando los cebadores
5’'atatcgccgegcetegtegtcgacaa3’ y 5’agccacacgcagctcatigtagaagg 3’ para amplificar -actina. Se amplificaron ADNc de
primera cadena (5 pl) en un volumen total de 50 ul que contenia cebadores 0,4 UM, dNTP cada uno 0,2 uM, tampoén
de PCR 1X (Clontech, Tris-HCL 10 mM, MgCl, 1,5 mM, KCI 50 mM, pH 8.3) y ADN polimerasa Klentag 1X
(Clontech). Pueden retirarse 5 ul de la reaccion de PCR a los 18, 20 y 22 ciclos y usarse para electroforesis en gel
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de agarosa. Se realizd PCR usando un termociclador MJ Research en las siguientes condiciones: la
desnaturalizacion inicial puede ser a 94 T durante 15 segundos, seguido de 18, 20 y 22 ciclos de 94 °C durante 15,
65 T durante 2 minutos, 72 T durante 5 segundos. Se llevo a cabo una extension final a 72 C durante 2 minutos.
Después de electroforesis en gel de agarosa, las intensidades de banda de las bandas de B-actina de 283 p.b. de
multiples tejidos se compararon por inspeccién visual. Se calcularon los factores de diluciéon para los ADNc de
primera cadena para dar como resultado intensidades de banda de B-actina iguales en todos los tejidos después de
22 ciclos de PCR. Pueden requerirse tres rondas de normalizacion para conseguir intensidades de banda iguales en
todos los tejidos después de 22 ciclos de PCR.

Para determinar los niveles de expresion del gen 238P1B2, se analizaron 5 ul de ADNc de primera cadena
normalizado por PCR usando 26 y 30 ciclos de amplificacion. Puede conseguirse analisis de expresion
semicuantitativa comparando los productos de PCR en los nimeros de ciclos que dan intensidades de banda claras.
Los cebadores usados para RT-PCR se disefiaron usando la secuencia de SSH de 238P1B2 y se enumeran a
continuacion:

238P1B2.1
5-TTGCAGAATATCACCTCCACTTCC -3
238P1B2.2
5’-GATCAGGCTGTTTCCCAAGAGAG -3

Se muestra un analisis de expresion de RT-PCR tipico en la Figura 14. Se realiz6 analisis de expresion de RT-PCR
en ADNc de primera cadena generados usando grupos de tejidos de multiples muestras. Se mostré que los ADNc se
normalizaban usando PCR de beta-actina. Los resultados muestran expresiéon fuerte de 238P1B2 en grupo de
cancer de préstata pero no en grupo vital 1 y grupo vital 2.

Ejemplo 2: Clonacién de longitud completa de 238P1B2

La secuencia de ADNc de SSH de 238P1B2 derivd de un grupo de cancer de colon sin sustraccion de ADNc de
tejido normal. La secuencia de ADNc de SSH (Figura 1) se designé 238P1B2.

La secuencia de ADN de SSH de 210 pb (Figura 1) es nueva y muestra 91 % de identidad con ARNm del receptor
olfatorio de ratén MOR14-10.

Se aislé un ADNc de longitud completa (clon de 238P1B2 A) de 3754 pb de biblioteca de préstata, revelando una
ORF de 254 aminoacidos (Figuras 2 y 3). EI ADNc muestra mayor homologia con los receptores olfatorios MOR-14-
1 y MOR14-10 de raton, con identidades de 85 % sobre 912 nucledtidos y 83 % sobre 906 nucledtidos
respectivamente (Figura 4).

La secuencia proteica revela 7 dominios transmembrana y tiene homologia con receptores acoplados a proteina G
(GPCR) implicados en la olfaccion (Raming y col., 1993, Nature 361:353; Malnic y col., 1999, Cell 96:713). Las
proteinas que son miembros de esta familia de receptores muestran un extremo amino terminal extracelular, tres
bucles extracelulares adicionales, tres bucles intracelulares y un extremo carboxilo terminal intracelular.

La secuencia mas homadloga con 238P1B2 es la proteina MOR14-1 de ratén. Las dos proteinas comparten 83 % de
identidad sobre una regién de 253 aminoacidos. El alineamiento de las dos proteinas se muestra en la Figura 4.

238P1B2 también muestra homologia significativa con el GPCR especifico de préstata, PHOR-1. Las dos proteinas
comparten 48 % de identidad sobre una regién de 250 aminoacidos (Figura 4).

El ADNc de 238P1B2 de longitud completa (clon de 238P1B2 A) se depositd en la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo el 7 de marzo de 2002 y se le asigno el nimero de acceso PTA-4124.

La secuencia proteica de 238P1B2 v.1A codifica una proteina de seis transmembranas. La extension de la proteina
en el extremo amino terminal afade otros 62 aminoacidos a 238P1B2 v.1A que conducen a 238P1B2 v.1B. Este
extremo de 62 aminoacidos de 238P1B2 v.1B codifica una region transmembrana adicional y de este modo hace a
238P1B2 v.1B una proteina de siete transmembranas. Ademas, este extremo amino terminal muestra 84 % de
identidad con el receptor de proteina acoplado a G MOR14-10 de ratén, lo que indica que esta parte amino terminal
esta codificada en la naturaleza.

La expresién natural de 238P1B2 v.1B puede producirse si el sitio de parada cadena arriba de la extension de 62
aminoacidos se modifica por sustitucion de acido nucleico sencilla que conduce a conversion del codon de parada a
un aminodacido codificante. Pueden existir polimorfismos dentro de diferentes tejidos o entre diferentes individuos
que mutan el codon de parada y permitiendo de este modo la traduccion apropiada de la region amino terminal de
62 aminoacidos de 238P1B2 v.1B. Una variacion tal puede afiadir una metionina de partida directamente o extender
la region codificante de 238P1B2 v.1B 16 aminoacidos adicionales hasta alcanzar una metionina de partida en la
posicion de acido nucleico 1896.

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2375351713

Ejemplo 3: Mapeo cromosémico del gen de 238P1B2

La localizacién cromosdmica puede implicar genes en patogénesis de enfermedad. Estan disponibles varios
enfoques de mapeo de cromosomas incluyendo hibridacion fluorescente in situ (FISH), paneles de hibrido de
radiacion humano/héamster (RH) (Walter y col., 1994; Nature Genetics 7:22; Research Genetics, Huntsville Al),
paneles de hibrido celular somatico de humano-roedor tales como estan disponible del Instituto Coriell (Camden,
New Jersey), y visores gendémicos que usan homologias de BLAST para clones gendmicos secuenciados y
mapeados (NCBI, Bethesda, Maryland).

Usando la secuencia de 238P1B2 y la herramienta BLAST de NCBI: (véase la direccion Web
www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/page.cgi?F=HsBlast. htimI&&ORG=Hs), se situé el 238P1B2 en el cromosoma
11p15.5, una region rica en GPCR.

Debido a que el gen de 238P1B2 humano se mapea en el cromosoma 11p15.5, pueden usarse polinucledtidos que
codifican diferentes regiones de la proteina 238P1B2 para caracterizar anomalias citogenéticas en el cromosoma 11,
banda p15.5 que se han identificado como asociadas con diversos canceres. En particular, se han identificado
diversas anomalias cromosomicas en 11p15.5 como anomalias citogenéticas frecuentes en varios canceres
diferentes (véase, por ejemplo, Lai y col., 2000, Clin. Cancer Res. 6(8):3172-6; Oya y Schulz, 2000, Br. J. Cancer
83(5):626-31; Svaren y col., Sept. 12, 2000, J. Biol. Chem). En consecuencia, los polinucleétidos que codifican
regiones especificas de la proteina 238P1B2 proporcionan nuevas herramientas que pueden usarse para delinear,
con mayor precision de lo que era posible previamente, la naturaleza especifica de las anomalias citogenéticas en
esta region del cromosoma 11 que contribuye al fenotipo maligno. En este contexto, estos polinucledtidos satisfacen
una necesidad en la técnica para expandir la sensibilidad de exploracion cromosdmica para identificar anomalias
cromosomicas mas sutiles y menos habituales (véase, por ejemplo, Evans y col., 1994, Am J. Obstet. Gynecol. 171
(4): 1055-1057).

Ejemplo 4: Andlisis de expresién de 238P1B2 en tejidos normales y muestras de ensayo de pacientes

El analisis de expresiéon por RT-PCR demostré que 238P1B2 se expresa fuertemente en muestras de ensayo de
pacientes con cancer de prostata (Figura 14). Se preparé ADNc de primera cadena del grupo vital 1 (higado, pulmon
y rifién), grupo vital 2 (pancreas, colon y estdbmago) y grupo de cancer de prostata. Se realizé normalizacién por PCR
usando cebadores para actina y GAPDH. Se realizé PCR semicuantitativa, usando cebadores para 238P1B2 a 26 y
30 ciclos de amplificacion. Los resultados muestran fuerte expresién de 238P1B2 en grupo de cancer de prostata
pero no en grupo vital 1 y grupo vital 2.

Se muestra andlisis de transferencia de Northern de 238P1B2 en 16 tejidos normales humanos en la Figura 15. Los
resultados muestran la ausencia de expresion de 238P1B2 en los 16 tejidos normales ensayados. El andlisis
exhaustivo de la expresion de 238P1B2 en 76 tejidos humanos muestra expresion restringida de 238P1B2 en
placenta (Figura 16).

La expresion de 238P1B2 en muestras de ensayo de cancer de paciente y tejidos normales humanos se muestra en
la Figura 17. Se extrajo ARN de un grupo de tres canceres de prostata, asi como de préstata normal (PN), vejiga
normal (VN), riidn normal (RN), colon normal (CN), pulmonar normal (PuN), mama normal (MN) y ovario normal
(ON). La transferencia de Northern con 10 ug de ARN total/carril se exploré con secuencia de 238P1B2. Los
resultados muestran expresion de un transcrito de 238P1B2 de aproximadamente 4,5 kb en el grupo de cancer de
préstata y ovario pero no en los otros tejidos normales ensayados. El analisis de muestras de ensayo de pacientes
individuales muestra expresion fuerte de 238P1B2 en tejidos de cancer de préstata (Figura 18). La expresion para
238P1B2 detectada en tumores de puntuacion de Gleason 7 es significativamente mas fuerte que la expresion
detectada en tumores de puntuacion de Gleason 5. Este resultado indica que 238P1B2 puede usarse como un
marcador de pronéstico para cancer de préstata.

La expresion restringida de 238P1B2 en tejidos normales y la expresion detectada en cancer de préstata sugiere
que 238P1B2 es una diana terapéutica potencial y un marcador de diagnostico para canceres humanos.

Ejemplo 5: Variantes de transcrito de 238P1B2

Las variantes de transcrito son variantes de ARNm maduro del mismo gen por transcripcién alternativa o corte y
empalme alternativo. Los transcritos alternativos son transcritos del mismo gen que comienza la transcripcién en
puntos diferentes. Las variantes de corte y empalme son variantes de ARNm con corte y empalme diferente del
mismo transcrito en eucariotas, cuando se transcribe un gen multiexénico de ADN gendmico, el ARN inicial se corta
y empalma para producir ARNm funcional, que solamente tiene exones y se usa para traduccién en una secuencia
de aminoacidos. En consecuencia, un gen dado puede tener de cero a muchos transcritos alternativos y cada
transcrito puede tener de cero a muchas variantes de corte y empalme. Cada variante de transcrito tiene una
composicion exonica Unica y puede tener diferentes partes codificantes y/o no codificantes (extremo 5’ o 3’), del
transcrito original. Las variantes de transcrito pueden codificar proteinas similares o diferentes con la misma o similar
funcion o pueden codificar proteinas con diferentes funciones y pueden expresarse en el mismo tejido al mismo
tiempo o en diferentes tejidos al mismo tiempo o en el mismo tejido a diferentes tiempos o en diferentes tejidos a
diferentes tiempos. Las proteinas codificadas por variantes de transcrito pueden tener localizaciones celulares o
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extracelulares similares o diferentes, por ejemplo, secretadas frente a intracelulares.

Se identifican variantes de transcrito por diversos procedimientos aceptados en la técnica. Por ejemplo, se
identifican transcritos alternativos y variantes de corte y empalme por experimentos de clonacidon de longitud
completa o mediante el uso de secuencias de EST vy transcrito de longitud completa. En primer lugar, todas las EST
humanas se agruparon en grupos que muestran identidad directa o indirecta entre si. En segundo lugar, las EST en
el mismo grupo se agruparon adicionalmente en subgrupos y se ordenaron en una secuencia consenso. La
secuencia del gen original se compara con la secuencia 0 secuencias consenso u otras secuencias de longitud
completa. Cada secuencia consenso es una variante de corte y empalme potencial para ese gen (véase, por
ejemplo, la direccion Web www.doubletwist.com/products/c11_agentsOverview.jhtml). Incluso cuando se identifica
una variante que no es un clon de longitud completa, esa parte de la variante es muy Util para generacién de
antigenos y para clonacion adicional de la variante de corte y empalme de longitud completa, usando técnicas
conocidas en la materia.

Ademas, estan disponibles programas informaticos en la técnica para identificar variantes de transcrito basandose
en secuencias genomicas. Los programas de identificacion de variantes de transcrito basados en genoma incluyen
FgenesH (A. Salamov y V. Solovyev, “Ab initio gene finding in Drosophila genomic DNA”, Genome Research. Abril
de 2000; 10(4):516-22); Grail (direcciéon Web compbio.ornl.gov/Grail-binl[EmptyGrailForm) y GenScan (direccion Web
genes.mit.edu/GENSCAN.html). Para un analisis general de protocolos de identificacion de variantes de corte y
empalme véase, por ejemplo, Southan, C., A genomic perspective on human proteases, FEBS Lett. 8 de junio de
2001; 498(2-3):214-8; de Souza, S.J., y col., Identification of human chromosome 22 transcribed sequences with
ORF expressed sequence tags, Proc. Natl Acad Sci U S A. 7 de noviembre de 2000; 97(23):12690-3.

Para confirmar adicionalmente los parametros de una variante de transcrito, estan disponibles diversas técnicas en
la materia, tales como clonacion de longitud completa, validacion protedmica, validaciéon basada en PCR y validacion
de RACE 5, etc. (véase por ejemplo, Validacion Proteémica: Brennan, S.O., y col., Albumin banks peninsula: a new
termination variant characterized by electrospray mass spectrometry, Biochem Biophys Acta. 17 de agosto de
1999;1433(1-2):321-6; Ferranti P, y col., Differential splicing of premessenger RNA produces multiple forms of
mature caprine alpha(s1)-casein, Eur J Biochem. 1 de octubre de 1997;249(1):1-7. Para validacion basada en PCR:
Wellmann S, y col, Specific reverse transcription-PCR quantification of vascular endothelial growth factor (VEGF)
splice variants by LightCycler technology, Clin Chem. Abril de 2001;47(4):654-60; Jia, H.P., y col, Discovery of new
human beta-defensins using a genomics-based approach, Gene. 24 de enero de 2001; 263(1-2):211-8. Para
validacién de RACE 5’ y basada en PCR: Brigle, K.E., y col, Organization of the murine reduced folate carrier gene
and identification of variant splice forms, Biochem Biophys Acta. 7 de agosto de 1997; 1353(2): 191-8).

Se sabe en la técnica que las regiones gendmicas estan moduladas en los canceres. Cuando la regidon genémica en
la que se mapea un gen estd modulada en un cancer particular, las variantes de corte y empalme o transcritos
alternativos del gen se modulan también. Se desvela en el presente documento que 238P1B2 tiene un perfil de
expresion particular. Las variantes de transcritos y corte y empalme alternativos de 238P1B2 pueden compartir este
patrén de expresion, sirviendo de este modo como marcadores/antigenos asociados a tumor.

La composicidon exonica de transcrito original, designado 238P1B2 v.1, se muestra en la tabla XXIIl. No se ha
identificado variante de transcrito por los procedimientos anteriores.

Ejemplo 6: Polimorfismos de nucleétido sencillo de 238P1B2

Un polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP) es una variacidon de par de bases sencillo en una secuencia de
nucleotidos en una localizacién especifica. En cualquier punto dado del genoma, existen cuatro posibles pares de
bases de nucledtidos: A/T, C/G, G/C y T/A. El genotipo se refiere a la secuencia de pares de bases especifica de
una o mas localizaciones en el genoma de un individuo. El haplotipo se refiere a la secuencia de pares de bases de
mas de una localizacién en la misma molécula de ADN (o el mismo cromosoma en organismos superiores), con
frecuencia en el contexto de un gen o en el contexto de varios genes ligados de forma estrecha. Los SNP que se
producen en un ADNc se denominan cSNP. Estos cSNP pueden cambiar aminoacidos de la proteina codificada por
el gen y cambiar de este modo las funciones de la proteina. Algunos SNP provocan enfermedades heredadas; otros
contribuyen a variaciones cuantitativas en el fenotipo y reacciones a factores ambientales incluyendo dieta y
farmacos entre los individuos. Por lo tanto, los SNP y/o combinaciones de alelos (denominados haplotipos) tienen
muchas aplicaciones, incluyendo diagnéstico de enfermedades heredadas, determinacion de reacciones a farmacos
y dosificacion, identificacion de genes responsables de enfermedades y analisis de la relacidon genética entre los
individuos (P. Nowotny, J. M. Kwon y A. M. Goate, " SNP analysis to dissect human traits," Curr. Opin. Neurobiol.
Octubre de 2001; 11(5):637-641; M. Pirmohamed y B. K. Park, "Genetic susceptibility to adverse drug reactions,"
Trends Pharmacol. Sci. Junio de 2001; 22(6):298-305; J. H. Riley, C. J. Allan, E. Lai y A. Roses, " The use of single
nucleotide polymorphisms in the isolation of common disease genes," Pharmacogenomics. Febrero de 2000; 1(1):39-
47; R. Judson, J. C. Stephens y A. Windemuth, "The predictive power of haplotypes in clinical response,"
Pharmacogenomics. Febrero de 2000; 1(1):15-26).

Los SNP se identifican mediante diversos procedimientos aceptados en la técnica (P. Bean, "The promising voyage
of SNP target discovery," Am. Clin. Lab. Octubre-noviembre de 2001; 20(9):18-20; K. M. Weiss, "In search of human
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variation," Genome Res. Julio de 1998; 8(7):691-697; M. M. She, "Enabling large-scale pharmacogenetic studies by
high-throughput mutation detection and genotyping technologies," Clin. Chem. Febrero de 2001; 47(2):164-172). Por
ejemplo, se identifican SNP secuenciando fragmentos de ADN que muestran polimorfismo por procedimientos
basados en gel tales como polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP) y electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante (DGGE). También pueden descubrirse por secuenciacion directa de muestras de ADN
agrupadas de diferentes individuos o comparando secuencias de diferentes muestras de ADN. Con la rapida
acumulacién de datos de secuencias en las bases de datos publicas y privadas, pueden descubrirse SNP
comparando secuencias usando programas informaticos (Z. Gu, L. Hillier y P. Y. Kwok, “Single nucleotide
polymorphism hunting in cyberspace” Hum. Mutat 1998; 12(4):221-225). Los SNP puede verificarse y puede
determinarse el genotipo o haplotipo de un individuo por diversos procedimientos incluyendo secuenciacién directa y
microseries de alto rendimiento (P. Y. Kwok, "Methods for genotyping single nucleotide polymorphisms," Annu. Rev.
Genomics Hum. Genet. 2001; 2:235-258; M. Kokoris, K. Dix, K. Moynihan, J. Mathis, B. Erwin, P. Grass, B. Hines y
A. Duesterhoeft, "High-throughput SNP genotyping with the Masscode system," Mol. Diagn. Diciembre de 2000;
5(4):329-340).

Se identifican SNP de 238P1B2 por secuenciaciéon directa de los clones de ADNc y por comparacién de esas
secuencias con secuencias publicas y patentadas. Comparando las secuencias con secuencias publicas o
patentadas de alta calidad (por ejemplo, NCBI/GenBank, accesibles en la direcciéon Web www.ncbi.n1m.nih.gov), se
identificaron cinco SNP de 238P1B2 en las posiciones de nucledtidos 274 (T/C), 1268 (T/G), 1299 (T/G), 2806 (T/C)
y 3025 (T/C). Los transcritos o proteinas con alelos alternativos se designaron como variantes de 238P1B2 v.2, v.3,
v.4, v.5 y v.6. La Figura 10 muestra el alineamiento esquematico de las variantes de nucleétidos. La Figura 11
muestra el alineamiento esquematico de variantes de proteina, correspondientes a variantes de nucleétidos. Las
variantes de nucleétidos que codifican la misma secuencia de aminoacidos como variante 1 no se muestran en la
Figura 11. Estos alelos de los SNP, aunque se muestran aqui de forma separada, pueden aparecer en diferentes
combinaciones (haplotipos).

Ejemplo 7: Produccién de 238P1B2 recombinante en sistemas procariotas

Para expresar 238P1B2 recombinante en células procariotas, se clonan las secuencias de ADNc de longitud parcial
o completa de 238P1B2 variante 1a, variante 1b y variante 2 en uno cualquiera de diversos vectores de expresion
conocidos en la técnica. Una o mas de las siguientes regiones de variantes de 238P1B2 se expresan en estas
construcciones: aminoacidos 1 a 254 de la variante 1a; aminoacidos 1 a 316 de la variante 1b y aminoacidos 1-254
de la variante 2 o cualesquiera 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o mas aminoacidos contiguos de
238P1B2, variantes o analogos de la misma.

A. Construcciones de transcripcion y traduccion in vitro:

pCRII: para generar sondas de ARN sentido y antisentido de 238P1B2 para investigaciones de ARN in situ, se
generan construcciones de pCRII (Invitrogen, Carlsbad CA) codificando todo o fragmentos del ADNc de 238P1B2. El
vector pCRII tiene los promotores Sp6 y T7 flanqueando el inserto para conducir la transcripcion de ARN de
238P1B2 para su uso como sondas en experimentos de hibridacion de ARN in situ. Estas sondas se usan para
analizar la expresion celular y tisular de 238P1B2 al nivel de ARN. Se usa ARN de 238P1B2 transcrito que
representa la region codificante de aminoacidos de ADN del gen de 238P1B2 en sistemas de traduccion in vitro tales
como el sistema de reticulolisado acoplado TnTO (Promega, Corp., Madison, WI) para sintetizar proteina 238P1B2.

B. Construcciones Bacterianas:

Construcciones de pGEX: para generar proteinas 238P1B2 recombinantes en bacterias que se fusionan con la
proteina glutation proteina glutation S-transferasa (GST); se fusiona toda o partes de la secuencia codificante de
proteina de ADNc de 238P1B2 con el gen de GST clonando en pGEX-6P-1 o cualquier otro vector de fusiéon de GST
de la familia pGEX (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Estas construcciones permiten la expresion
controlada de secuencias proteicas de 238P1B2 recombinantes con GST fusionada en el extremo amino terminal y
un epitopo de seis histidinas (6X His) en el extremo carboxilo terminal. Los marcadores de GST y 6X His permiten la
purificacién de la proteina de fusién recombinante de bacterias inducidas con la matriz de afinidad apropiada y
permiten el reconocimiento de la proteina de fusidon con anticuerpos anti-GST y anti-His. El marcador de 6X His se
genera anadiendo 6 codones de histidina al cebador de clonacién en el extremo 3’, por ejemplo, del marco de lectura
abierto (ORF). Puede emplearse un sitio de escisidn proteolitica, tal como el sitio de reconocimiento de
PreScissiond en pGEX-6P-1, para permitir la escisién del marcador de GST de proteina relacionada con 238P1B2.
El gen de resistencia a ampicilina y origen de pBR322 permite la seleccion y mantenimiento de los plasmidos pGEX
en E. coli.

Construcciones de pMAL: para generar, en bacterias, proteinas 238P1B2 recombinantes que se fusionan con
proteina de uniéon a maltosa (MBP), toda o partes de la secuencia codificante de proteina de ADNc de 238P1B2 se
fusiona con el gen de MBP clonando en los vectores pMAL-c2X y pMAL-p2X (New England Biolabs, Beverly, MA).
Estas construcciones permiten la expresion controlada de secuencias proteicas de 238P1B2 recombinantes con
MBP fusionada en el extremo amino terminal y un marcador epitépico de 6X His en el extremo carboxilo terminal.
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Los marcadores MBP y 6X His permiten la purificacion de la proteina recombinante de bacterias inducidas con la
matriz de afinidad apropiada y permiten el reconocimiento de la proteina de fusién con anticuerpos anti-BMP y anti-
His. El marcador epitopico de 6X His se genera afiadiendo 6 codones de histidina al cebador de clonacion 3'. Un
sitio de reconocimiento de factor Xa permite la escision del marcador de pMAL de 238P1B2. Los vectores pMAL-c2X
y pPMAL-p2X se optimizan para expresar la proteina recombinante en el citoplasma o periplasma respectivamente.
La expresion del periplasma potencia el plegamiento de proteinas con enlaces disulfuro.

Construcciones de pET: para expresar 238P1B2 en células bacterianas, toda o partes de la secuencia codificante de
proteinas de ADNc de 238P1B2 se clona en la familia de pET de vectores (Novagen, Madison, WI). Estos vectores
permiten expresion estrechamente controlada de proteina 238P1B2 recombinante en bacterias con y sin fusién con
proteinas que potencian la solubilidad, tales como NusA vy tiorredoxina (Trx), y marcadores epitdpicos, tales como 6X
His y S-Tagl que ayudan a la purificacion y deteccién de la proteina recombinante. Por ejemplo, se realizan
construcciones usando el sistema de fusién de pET NusA 43.1 de modo que se expresen regiones de la proteina
238P1B2 como fusiones amino terminales con NusA. Se expresd una proteina de fusion ANusA que abarcaba los
aminoacidos 412-254 de 238P1B2 con un marcador 6x His C-terminal en E. coli, se purificd por cromatografia de
afinidad de quelado metalico y se usé como un inmundgeno para generacion de anticuerpos.

C. Construcciones de levadura:

Construcciones de pESC: para expresar 238P1B2 en la especie de levadura Saccharomyces cerevisiae para
generacion de proteina recombinante y estudios funcionales, toda o partes de la secuencia codificante de proteina
de ADNc de 238P1B2 se clona en la familia pESC de vectores cada uno de los cuales contiene 1 de 4 marcadores
seleccionables, HIS3, TRP1, LEU2 y URA3 (Stratagene, La Jolla, CA). Estos vectores permiten la expresion
controlada del mismo plasmido de hasta 2 genes diferentes o secuencias clonadas que contienen marcadores
epitdpicos Flagll o Myc en la misma célula de levadura. Este sistema es util para confirmar interacciones proteina-
proteina de 238P1B2. Ademas, la expresion en levadura produce modificaciones post-traduccionales similares, tales
como glucosilaciones y fosforilaciones, que se encuentran cuando se expresan en células eucariotas.

Construcciones de pESP: para expresar 238P1B2 en la especie de levaduras Saccharomyces pombe, toda o partes
de la secuencia codificante de proteina de ADNc de 238P1B2 se clona en la familia pESP de vectores. Estos
vectores permiten alto nivel de expresion controlada de una secuencia proteica de 238P1B2 que se fusiona en el
extremo amino terminal o en el extremo carboxilo terminal con GST que ayuda a la purificacién de la proteina
recombinante. Un marcador epitdpico Flagd permite la deteccion de la proteina recombinante con un anticuerpo
anti-FlagO .

Ejemplo 8: Produccién de 238P1B2 recombinante en sistemas eucariotas

A. Construcciones de mamiferos

Para expresar 238P1B2 recombinante en células eucariotas, las secuencias de longitud completa o parcial de ADNc
de 238P1B2 pueden clonarse en uno cualquiera de diversos vectores de expresién conocidos en la técnica. Se
expresa una o mas de las siguientes regiones de 238P1B2 en estas construcciones: aminoacidos 1 a 254 de
variante 1A o variante 2, aminoacidos 1 a 316 de variante 1B, o cualesquiera 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50 o mas aminodcidos contiguos de 238P1B2, variantes, o analogos de la misma. Se expresa una regiéon de una
variante especifica de 238P1B2 que codifica un aminoacido en posicion especifica que difiere del aminoacido de
cualquier otra variante hallado en esa posicion. Como alternativa, se expresa una region de una variante de
238P1B2 que queda parcial o completamente dentro de una secuencia que es Unica de esa variante.

Las construcciones pueden transfectarse en una cualquiera de diversas células de mamifero tales como células
293T. Los lisados de células 293T transfectadas pueden explorarse con el suero policlonal anti-238P1B2, descrito
en el presente documento.

Construcciones pcDNA4/HisMax : para expresar 238P1B2 en células de mamifero, se clona una ORF de
238P1B2, o partes de la misma, de 238P1B2 en pcDNA4/HisMax Version A (Invitrogen, Carlsbad, CA). La expresion
proteica se conduce desde el promotor de citomegalovirus (CMV) y el potenciador traduccional SP16. La proteina
recombinante tiene epitopos Xpress( y seis histidinas (6X His) fusionados con el extremo amino terminal. El vector
pcDNA4/HisMax también contiene la sefal de poliadenilacién y secuencia de terminacién de la transcripcion de la
hormona del crecimiento bovina (BGH) para potenciar la estabilidad de ARNm junto con el origen de SV40 para
replicacién episomal y rescate de vector sencillo en lineas celulares que expresan el antigeno T grande. El gen de
resistencia a zeocina permite la seleccion de células de mamifero que expresan la proteina y el gen de resistencia a
ampicilina y el origen ColE1 permite la seleccion y mantenimiento del plasmido en E. coli.

Construcciones pcDNA3.1/MycHis: _ para expresar 238P1B2 en células de mamifero, se clona una ORF de
238P1B2, o partes de la misma, de 238P1B2 con un sitio de inicio de la traduccion de Kozak consenso en
pcDNA3.1/MycHis Versién A (Invitrogen, Carlsbad, CA). La expresién proteica se conduce desde el promotor de
citomegalovirus (CMV). Las proteinas recombinantes tienen el epitopo myc y el epitopo 6X His fusionados en el
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extremo carboxilo terminal. El vector pcDNA3.1/MycHis también contiene la sefial de poliadenilacién y secuencia de
terminacion de la transcripcion de la hormona de crecimiento bovina (BGH) para potenciar la estabilidad de ARNm,
junto con el origen de SV40 para replicacion episomal y rescate de vector sencillo en lineas celulares que expresan
el antigeno T grande. El gen de resistencia a neomicina puede usarse, puesto que permite la seleccion de células de
mamifero que expresan la proteina y el gen de resistencia a ampicilina y el origen ColE1 permite la seleccion y
mantenimiento del plasmido en E. coli.

Construccion pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO:  para expresar 238P1B2 en células de mamifero y permitir la deteccion de
las proteinas recombinantes usando fluorescencia, una ORF 238P1B2, o partes de la misma, con un sitio de inicio
de la traduccién de Kozak consenso se clonan en pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO (Invitrogen, CA). La expresion proteica
se conduce desde el promotor de citomegalovirus (CMV). Las proteinas recombinantes tienen la proteina verde
fluorescente (GFP) fusionada con el extremo carboxilo terminal que facilita la deteccidn no invasiva in vivo y estudios
de biologia celular. El vector pcDNA3.1CT-GFP-TOPO también contiene la sefial de poliadenilacién y secuencia de
terminacion de la transcripcion de la hormona de crecimiento bovina (BGH) para potenciar la estabilidad de ARNm
junto con el origen de SV40 para replicacion episomal y rescate de vector sencillo en lineas celulares que expresan
el antigeno T grande. El gen de resistencia a neomicina permite la seleccion de células de mamifero que expresan la
proteina y el gen de resistencia a ampicilina y origen ColE1 permiten la selecciéon y mantenimiento del plasmido en
E. coli. Se realizan construcciones adicionales con una fusién de GFP amino terminal en pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO
que abarca la longitud completa de una proteina 238P1B2.

PAPtag: una ORF de 238P1B2, o partes de la misma, se clona en pAPtag-5 (GenHunter Cop. Nashville, TN). Esta
construccién genera una fusiéon de fosfatasa alcalina en el extremo carboxilo terminal de la proteina 238P1B2
fusionando a la vez la secuencia sefial de IgGk con el extremo amino terminal. También se generan construcciones
en las que se fusiona fosfatasa alcalina con una secuencia sefial de IgGk amino terminal con el extremo amino
terminal de una proteina 238P1B2. Las proteinas 238P1B2 recombinantes resultantes se optimizan para secrecién
al medio de células de mamifero transfectadas y pueden usarse para identificar proteinas tales como ligandos o
receptores que interaccionan con proteinas 238P1B2. La expresion de proteinas se conduce desde el promotor de
CMV vy las proteinas recombinantes también contienen epitopos myc y 6X His fusionados en el extremo carboxilo
terminal que facilitan la deteccion y purificacion. El gen de resistencia a zeocina presente en el vector permite la
seleccion de células de mamifero que expresan la proteina recombinante y el gen de resistencia a ampicilina permite
la seleccion del plasmido en E. coli.

ptag5: Una ORF de 238P1B2, o partes de la misma, se clona en pTag-5. Este vector es similar a pAPtag pero sin la
fusion de fosfatasa alcalina. Esta construccion genera proteina 238P1B2 con una secuencia sefial de IgGk amino
terminal y marcadores epitépicos myc y 6X His en el extremo carboxilo terminal que facilitan la deteccion y
purificacién de afinidad. La proteina 238P1B2 recombinante resultante se optimiza para secrecién al medio de
células de mamifero transfectadas y se usa como inmundgeno o ligando para identificar proteinas tales como
ligandos o receptores que interaccionan con las proteinas 238P1B2. La expresion proteica se conduce desde el
promotor de CMV. El gen de resistencia a zeocina presente en el vector permite la seleccién de células de mamifero
que expresan la proteina y el gen de resistencia a ampicilina permite la seleccion del plasmido en E. coli.

PsecFc: Una ORF de 238P1B2, o partes de la misma, también se clona en psecFc. El vector psecFc se ensamblé
clonando el Fc de inmunoglobulina G1 (IgG) humana (regiones bisagra, CH2, CH3) en pSecTag2 (Invitrogen,
California). Esta construccién genera una fusion de Fc de IgG1 en el extremo carboxilo terminal de las proteinas
238P1B2, fusionando a la vez la secuencia sefial de IgGK en el extremo N-terminal. También se usan fusiones de
238P1B2 que usan la region Fc de IgG1 murina. Las proteinas 238P1B2 recombinantes resultantes se optimizan
para secrecion al medio de células de mamifero transfectadas y pueden usarse como inmunégenos o para identificar
proteinas tales como ligandos o receptores que interaccionan con proteina 238P1B2. La expresion proteica se
conduce desde el promotor de CMV. El gen de resistencia a higromicina presente en el vector permite la selecciéon
de células de mamifero que expresan la proteina recombinante y el gen de resistencia a ampicilina permite la
seleccion del plasmido en E. coli.

Construcciones de pSR__a: para generar lineas celulares de mamifero que expresen 238P1B2 de forma constitutiva,
se clonaron ORF de 238P1B2, o partes de la misma, de 238P1B2 en construcciones pSRa. Se generan retrovirus
anfotrépicos y ecotrépicos por transfeccion de construcciones pSRa en la linea de empaquetamiento 293T-10A1 o
co-transfeccion de pSRa y un pldsmido auxiliar (que contiene secuencias de empaquetamiento suprimidas) en las
células 293, respectivamente. El retrovirus se usa para infectar diversas lineas celulares de mamifero, dando como
resultado la integracion del gen clonado, 238P1B2, en las lineas celulares huésped. La expresion proteica se
conduce desde una repeticion terminal larga (LTR). El gen de resistencia a neomicina presente en el vector permite
la seleccidon de células de mamifero que expresan la proteina y el gen de resistencia a ampicilina y origen ColE1
permiten la seleccién y mantenimiento del plasmido en E. coli. Los vectores retrovirales pueden usarse a
continuacién para infeccidon y generacion de diversas lineas celulares usando, por ejemplo, células PC3, NIH 3T3,
TsuPr1, 293 o rat-1.

Se realizan construcciones pSRa adicionales que fusionan un marcador epitépico tal como el marcador FLAGO con
el extremo carboxilo terminal de secuencias de 238P1B2 para permitir la deteccién usando anticuerpo anti-Flag. Por
ejemplo, se afade la secuencia de FLAGO 5’ gat tac aaggat gac gac gat aag 3’ al cebador de clonacién en el
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extremo 3’ de la ORF. Se realizan construcciones pSRa adicionales para producir proteinas de fusiéon con GFP y
myc/6X His tanto amino terminales como carboxilo terminales de las proteinas de longitud completa 238P1B2.

Vectores viricos adicionales: Se realizan construcciones adicionales para suministro mediado por virus y
expresion de 238P1B2. Se consigue alta titulacion viral que conduce a alto nivel de expresion de 238P1B2 en
sistemas de suministro viricos tales como vectores adenoviricos y vectores de amplicon de herpes. Una secuencia
codificante de 238P1B2 o fragmentos de la misma se amplifica por PCR y se subclona en el vector lanzadera
AdEasy (Stratagene). Se realizan recombinacion y empaquetamiento de virus de acuerdo con las instrucciones del
fabricante para generar vectores adenoviricos. Como alternativa, las secuencias codificantes de 238P1B2 o
fragmentos de las mismas se clonan en el vector HSV-1 (Imgenex) para generar vectores viricos de herpes. Los
vectores viricos se usan a continuacion para infeccion de diversas lineas celulares tales como células PC3, NIH 3T3,
293 o rat-1.

Sistemas de_expresion regulados: _ para controlar la expresion de 238P1B2 en células de mamifero, se clonan
secuencias codificantes de 238P1B2, o partes de las mismas, en sistemas de expresion de mamiferos regulados
tales como el sistema T-Rex (Invitrogen), el sistema GeneSwitch (Invitrogen) y el sistema estrechamente regulado
Ecdysone (Stratagene). Estos sistemas permiten el estudio de los efectos dependientes de concentracion y
temporales de 238P1B2 recombinante. Estos vectores se usan a continuacién para controlar la expresién de
238P1B2 en diversas lineas celulares tales como células PC3, NIH 3T3, 293 o rat-1.

B. Sistemas de expresion de baculovirus

Para generar proteinas 238P1B2 recombinantes en un sistema de expresién de baculovirus, se clonan ORF de
238P1B2 OF, o partes de la misma, en el vector de transferencia de baculovirus pBlueBac 4.5 (Invitrogen), que
proporciona un marcador His en el extremo N-terminal. Especificamente, pBlueBac-238P1B2 se co-transfecta con el
plasmido auxiliar pBac-N-Blue (Invitrogen) en células de insecto SF9 (Spodoptera frugiperda) para generar
baculovirus recombinante (véase el manual de instrucciones de Invitrogen para detalles). Se recoge después
baculovirus del sobrenadante celular y se purifica por ensayo en placa.

Se genera después proteina 238P1B2 recombinante por infeccién de células de insecto HighFive (Invitrogen) con
baculovirus purificado. Puede detectarse proteina 238P1B2 recombinante usando anticuerpo anti-238P1B2 o anti
marcador His. La proteina 238P1B2 puede purificarse y usarse en diversos ensayos basados en células o como
inmundgeno para generar anticuerpo policlonales y monoclonales especificos para 238P1B2.

Ejemplo 9 perfiles de antigenicidad y estructura secundaria

Figura 5A,B, Figura 6 A,B, Figura 7 A,B, Figura 8 A,B, y Figura 9 A,B representan graficamente cinco perfiles de
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de 238P1B2 variante 1a (SA-9a) y variante 1b (5B-9B), cada
evaluacion disponible accediendo al sitio web de ProtScale (URL www.expasy.ch/cgi-ben/protscale.pl) en el servidor
de biologia molecular ExPasy.

Estos perfiles: Figura 5, hidrofilia (Hopp T.P., Woods K.R., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 3824-3828); Figura
6, hidropatico, (Kyte J., Doolittle R.F., 1982. J. Mol. Biol. 157:105-132); Figura 7, porcentaje de restos accesibles
(Janen J., 1979 Nature 277:491-492); Figura 8, flexibilidad media (Bhaskaran R., y Ponnuswamy P.K., 1988. Ent. J.
Pept. Proteen Res. 32:242-255); Figura 9, giro beta (Deleage, G., Roux B. 1987 Proteen Engeneereng 1:289-294); y
opcionalmente otros disponibles en la técnica, tales como en el sitio web de ProtScale, se usaron para identificar
regiones antigénicas de la proteina 238P1B2. Cada uno de los perfiles aminoacidicos anteriores de 238P1B2 se
generaron usando los siguientes pardmetros de ProtScale para analisis: 1) un tamafio de ventana de 9; 2) 100 % de
peso de los bordes de ventana en comparacion con el centro de ventana; y 3) valores del perfil de aminoacidos
normalizados para quedar entre O y 1.

Se usaron perfiles de hidrofilia (Figura 5), hidropatico (Figura 6) y porcentaje de restos accesibles (Figura 7) para
determinar tramos de aminoacidos hidréfilos (es decir, valores mayores de 0,5 en el perfil de hidrofilia y porcentaje
de restos accesibles y valores menores de 0,5 en el perfil hidropatico). Tales regiones probablemente se exponen al
ambiente acuoso, estan presentes en la superficie de la proteina y por lo tanto estan disponibles para
reconocimiento inmune, tal como por anticuerpos.

Los perfiles de flexibilidad media (Figura 8) y giro beta (Figura 9) determinan tramos de aminoéacidos (es decir
valores mayores de 0,5 en el perfil de giro beta y el perfil de flexibilidad media) que no se restringen en estructuras
secundarias tales como laminas beta y hélices alfa. Tales regiones también se exponen mas probablemente en la
proteina y son por lo tanto accesibles para reconocimiento inmune, tal como por anticuerpos.

Se usan secuencias antigénicas de la proteina 238P1B2 variante 1a y variante 1b indicadas, por ejemplo, por los
perfiles expuestos en la Figura 5 A,B, Figura 6 A,B, Figura 7 A,B, Figura 8 A,B, y/o Figura 9 A,B para preparar
inmunogenos, péptidos o acidos nucleicos que los codifican, para generar anticuerpos anti-238P1B2 terapéuticos y
de diagnéstico. El inmunégeno puede ser cualquiera de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas de 50 aminoacidos contiguos o los acidos nucleicos correspondientes que los
codifican, de las proteinas variantes de 238P1B2. En particular, los inmundgenos peptidicos para 238P1B2 variante
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1a pueden comprender una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de la Figura 2 en cualquier incremento de
numero entero hasta 254 que incluya una posicién de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en el perfil de
hidrofilia en la Figura 5A; una regién peptidica de al menos 5 aminoacidos de la Figura 2 en cualquier aumento de
numero entero hasta 254 que incluye una posicion de aminoacido que tenga un valor menor de 0,5 en el perfil
hidropatico de la Figura 6A; una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de la Figura 2 en cualquier incremento
del numero entero hasta 254 que incluya una posicion de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en el perfil de
porcentaje de restos accesibles de la Figura 7A, una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de la Figura 2 en
cualquier incremento de numero entero hasta 254 que incluya una posiciéon de aminoacido que tenga un valor mayor
de 0,5 en el perfil de flexibilidad media en la Figura 8A; y, una regién peptidica de al menos 5 aminoacidos de la
Figura 2 en cualquier incremento de nimero entero hasta 254 que incluya una posicion de aminoacido que tenga un
valor mayor de 0,5 en el perfil de giro beta de la Figura 9A.

Ademas, los inmunégenos peptidicos para 238P1B2 variante 1b pueden comprender una regién peptidica de al
menos 5 aminodacidos de la Figura 2 en cualquier incremento de niumero entero hasta 316 que incluya una posicion
de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en el perfil de hidrofilia de la Figura 5B; una regién peptidica de al
menos 5 aminodacidos de la Figura 2 en cualquier incremento de nimero entero hasta 316 que incluya una posicion
de aminoacido que tenga un valor menor de 0,5 en el perfil hidropatico de la Figura 6B; una regién peptidica de al
menos 5 aminoacidos de la Figura 2 en cualquier incremento del nimero entero hasta 316 que incluya una posicion
de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en el perfil de porcentaje de restos accesibles de la Figura 7B; una
region peptidica de al menos 5 aminoacidos de la Figura 2 en cualquier incremento de nimero entero hasta 316 que
incluya una posicién de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en el perfil de flexibilidad media en la Figura
8B; y una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de la Figura 2 en cualquier incremento en el numero entero
hasta 316 que incluya una posicién de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en el perfil de giro beta de la
Figura 9B. Los inmundgenos también pueden comprender acidos nucleicos que codifiquen cualquiera de los
péptidos anteriores.

Todos los inmundgenos descritos en el presente documento, sean péptidos o acidos nucleicos, pueden incorporarse
en una forma de dosis unitaria humana, o estar comprendidos por una composiciéon que incluya un excipiente
farmacéutico compatible con la fisiologia humana.

La estructura secundaria de 238P1B2, concretamente la presencia y localizacion predichas de hélices alfa, hebras
extendidas y bucles aleatorios, se predice a partir de la secuencia de aminoacidos primaria usando el procedimiento
de red neural jerarquica - HNN (Guermeur, 1997, direccién web pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.p1?page npsa
nn.html), a la que se accede desde el servidor de biologia molecular ExPasy (direccion web www.expasy.ch/tools/).
El analisis indica que 238P1B2 variante 1a estd compuesta de hélice alfa 66,54 %, cadena extendida 6,69 % y bucle
aleatorio 26,77 % (Figura 12A). El analisis indica que 238P1B2 variante 1b estd compuesta de hélice alfa 61,71 %,
cadena extendida 8,86 % y bucle aleatorio 29,43 % (Figura 12B).

Se llevé a cabo analisis con respecto a la presencia potencial de dominios transmembrana en 238P1B2 usando
diversos algoritmos de prediccion transmembrana a los que se accede desde el servidor de biologia molecular
ExPasy (direccion web www.expasy.ch/tools/). Los programas predicen la presencia de multiples dominios
transmembrana en 238P1B2 variante 1a y variante 1b. La mayor probabilidad de topologia para la variante 1a es la
de una proteina de superficie celular con 6 dominios transmembrana. La mayor probabilidad de topologia para la
variante 1b es la de una proteina de superficie celular con 7 dominios transmembrana, que es coherente con la de
un receptor acoplado a proteina G. Se muestran graficamente en la Figura 12C y Figura 12D los resultados del
analisis de 238P1B2 variante 1a usando los programas de prediccion TMpred (Figura 12C) y TMHMM (Figura 12D)
que presentan la localizacién y topologia de los 6 dominios transmembrana. Se muestran en la Figura 12E y Figura
12F los resultados de los programas de prediccion para 238P1B2 variante 1b que muestran la localizacion y
topologia de los 7 dominios transmembrana. Los resultados de cada programa, concretamente los aminoacidos que
codifican el dominio transmembrana, se resumen en la Tabla XXII.

Ejemplo 10: comparaciéon de homologia de 238P1B2 con secuencias conocidas

El gen de 238P1B2 es homdlogo de un gen clonado y secuenciado, concretamente el receptor olfatorio de raton
MOR14-1 (gi 18479244) (Zhang X, Firestein S. Nat Neurosci. 2002, 5:124), que muestra 83 % de identidad y 90 %
de homologia con ese producto génico (Figura 4A; Figura 4C). La proteina 238P1B2 muestra el 78 % de identidad y
el 87 % de homologia con otro receptor olfatorio de raton, concretamente MOR14-10 (gi 18480766). EI homodlogo
humano mas cercano a 238P1B2 es el receptor olfatorio humano 5BETA12 (5112, gi 17456801), con 61 % de
identidad y 79 % de homologia (Figura 4E). La comparacion de 238P1B2 con otro miembro de la familia del receptor
olfatorio humano, concretamente 101P3A11 (patente de referencia AGS), la proteina 238P1B2 muestra 48 % de
identidad y 70 % de homologia con 101P3A11, alineandose el primer aminoacido de 238P1B2 con el aminoéacido 62
de 101P3A11. La proteina 238P1B2 variante 1A consiste en 254 aminoacidos, con un peso molecular calculado de
28,5kDa y pl de 9,2. 238P1B2 es una proteina de superficie celular con algo de localizaciéon en la mitocondria y
reticulo endoplasmico. Se han identificado tres formas de la proteina 238P1B2, conteniendo la variante 238P1B2 V2
una mutacion puntual de isoleucina a treonina en el aminoacido 225 y conteniendo la variante 238P1B2 V1B 62
aminoacidos adicionales en su extremo amino terminal. (Figura 4F). Aunque se ha proyectado que 238P1B2 V1A
tiene 6 dominios transmembrana, 238P1B2 V1B contiene 7 dominios transmembrana, con el extremo N-terminal
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orientado extracelularmente y siendo el extremo C-terminal intracelular (Tabla XXII, Figura 13).

El analisis de motivos reveld la presencia de varios motivos conocidos, incluyendo un motivo GPCR de receptor
olfatorio de siete transmembranas y una repeticion de tipo Il de fibronectina. Las proteinas que son miembros de la
familia del receptor acoplado a proteina G muestran un extremo amino terminal extracelular, tres bucles
extracelulares, tres bucles intracelulares y un extremo carboxilo terminal intracelular. Los receptores acoplados a
proteina G son receptores de siete transmembranas que se estimulan por hormonas polipeptidicas,
neurotransmisores, quimiocinas y fosfolipidos (Civelli O y col, Trends Neurosci. 2001, 24:230; Vrecl M y col., Mol
Endocrinol. 1998, 12:1818). La unién de ligandos se produce tradicionalmente entre el primer y segundo bucles
extracelulares del GPCR. Tras la unién de ligando los GPCR transducen sefiales a través de la membrana de
superficie celular asociandose con proteinas G triméricas. Sus sefiales se transmiten mediante proteinas de unién a
nucleétido de guanina triméricas (proteinas G) a receptor de superficie celular, enzimas efectoras o canales i6nicos
(Simon y col., 1991, Science 252: 802). La transduccion de sefial y salida biolégica mediada por GPCR puede
modularse a través de diversos mecanismos incluyendo miméticos peptidicos, moléculas pequenas inhibidoras y
quinasas de GPCR o GRK (Pitcher JA y col, J Biol Chem. 1999, 3; 274:34531; Fawzi AB, y col. 2001, Mol.
Pharmacol., 59:30).

Recientemente, también se ha mostrado que los GPCR se unen a rutas de sefalizacion mitogénicas de tirosina
quinasas (Luttrell y col., 1999, Science 283: 655; Luttrell y col., 1999 Curr Opin Cell Biol 11: 177). Los GPCR se
regulan por fosforilacion mediada por GPCR quinasas (GRK), que a su vez se activan indirectamente por los GPCR
(Pitcher y col., 1998, Ann. Rev. Biochem. 67: 653). Los GPCR olfatorios transmiten sus sefiales activando la ruta de
AMPc mediante adenilato ciclasa dando como resultado la sefializacion corriente abajo de proteina quinasa A y
activando la ruta de fosfolipasa C generando inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) y diacil-glicerol (DAG) (Breer, 1993, Ciba
Found Symp 179: 97; Bruch, 1996, Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol 113:451). IP3 da como resultado un
aumento del calcio intracelular, mientras que DAG activa la proteina quinasa C.

Recientes estudios han asociado los GPCR con la transformacion celular. En particular, se descubrié que el receptor
acoplado a proteina G KSHV transforma células NIH 3T3 in vitro e induce lesiones de tipo KS multifocales en
ratones transgénicos KSHV-GPCR (Schwarz M, Murphy PM. J Immunol 2001, 167:505). KSHV-GPCR fue capaz de
producir su efecto en células endoteliales y fibroblastos activando rutas de sefializacion definidas, incluyendo la ruta
de supervivencia AKT (Montaner S y col, Cancer Res 2001, 61:2641). Ademas, KSHV-GPCR indujo la activacion de
rutas mitogénicas tales como AP-1 y NFkB, dando como resultado la expresién de genes proinflamatorios (Schwarz
M, Murphy PM. J Immunol 2001, 167:505). Otros GPCR asociados con formacién de tumores incluyen G2A y PAR-1,
que se ha descubierto que inducen la transformacion de células NIH 3T3 (Whitehead IP y col, Oncogene 2001,
20:1547).

Las regiones de repeticiones de fibronectina son motivos que median la unién a diversas sustancias tales como
receptores de fibronectina, heparina, colageno vy fibrina en superficies celulares. Debido a su capacidad de unién las
fibronectinas estan implicadas en adhesion celular, diferenciacion celular, proliferaciéon, migracion y metastasis
tumoral (Nykvist P y col, J Biol Chem 2001, 276:38673; Danen EH, Yamada KM. J Cell Physiol 2001, 189:1;
Nabeshima K y col, Histol Histopathol 1999, 14:1183). Ademas, la fibronectina potencia la angiogénesis y formacion
de vasos sanguineos de novo regulando la migracién de células endoteliales, que constituyen componentes
esenciales de los vasos sanguineos (Urbich C y col, Arterioscler Thromb Vasc Biol 2002, 22:69), potenciando de
este modo el crecimiento y supervivencia tumoral.

Esta informacion indica que 238P1B2 desempefia un papel en la transformacion de células de mamifero, induce
respuestas mitogénicas incluyendo la activaciéon de diversas rutas de sefalizacidn y regula la transcripcion génica
transmitiendo sefiales de superficie celular al nicleo. En consecuencia, cuando 238P1B2 actia como un regulador
de la transformacion celular, formacion de tumores o como un modulador de la transcripcién implicado en la
activacién de genes asociados con inflamacion, tumorogénesis o proliferacion, 238P1B2 se usa para fines
terapéuticos, de diagndstico, de prondstico y/o preventivos. Ademas, cuando una molécula, tal como una variante o
polimorfismo de 238P1B2 se expresa en tejidos cancerosos, se usa para fines terapéuticos, de diagnostico, de
prondstico y/o preventivos.

Ejemplo 11: Identificacion y confirmacion de rutas de transduccién de sefiales potenciales

Se ha indicado que muchas proteinas de mamifero interaccionan con moléculas de sefalizacion y participan en la
regulacion de rutas de sefializacion (J Neurochem 2001; 76:217-223). En particular, se ha indicado que los GPCR
activan cascadas de MAK asi como proteinas G y se han asociado con la ruta EGFR en células epiteliales (Naor, Z.,
y col, Trends Endocrinol Metab. 2000, 11:91; Vacca F y col, Cancer Res. 2000, 60:5310; Della Rocca GJ y col, J Biol
Chem. 1999, 274:13978). Usando técnicas de inmunoprecipitacién y transferencia de Western, se identifican
proteinas que se asocian con 238P1B2 y median en acontecimientos de sefializacion. Pueden regularse varias rutas
que se sabe que desempefian un papel en la biologia del cancer por 238P1B2, incluyendo rutas de fosfolipidos tales
como PI3K, AKT, etc.; rutas de adhesion y migracion, incluyendo FAK, Rho, Rac-1, etc.; y cascadas de
supervivencia/mitogénicas tales como ERK, p38, etc. (Cell Growth Differ. 2000,11:279; J BiolChem 1999, 274:801;
Oncogene. 2000, 19:3003, J. Cell Biol. 1997, 138:913).
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Se ha mostrado que varios GPCR transactivan tirosina quinasas receptoras asociadas con la membrana celular,
tales como el receptor de EGF (EGFR) (Pierce KL y col, J Biol Chem. 2001, 276:23155; Nath D y col, J Cell Sci.
2001, 114: 1213). Para determinar si la sefializacién de 238P1B2 da como resultado la activacion de EGFR, se
dejan crecer células en medio solamente o en presencia del inhibidor de EGFR AG1517. La fosforilacion de EGFR
se compara en células tratadas y de control. De forma similar, se investiga la comunicacién entre las rutas de
238P1B2 y EGFR.

Para confirmar que 238P1B2 activa directa o indirectamente rutas de transducciéon de sefial conocidas en las
células, se llevan a cabo ensayos indicadores transcripcionales basados en luciferasa (luc) en células que expresan
genes individuales. Estos indicadores transcripcionales contienen sitios de unidn a consenso para factores de
transcripcidon conocidos que quedan corriente abajo de rutas de transduccion de sefial bien caracterizadas. Los
indicadores y ejemplos de estos factores de transcripcidon asociados, rutas de transduccién de sefal y estimulos de
activacion se enumeran a continuacion

1. NFkB-luc, NFkB/Rel; Ik-quinasa/SAPK; crecimiento/apoptosis/tension

2. SRE-luc, SRF/TCF/ELK1; MAPK/SAPK; crecimiento/diferenciacion

3. AP-1-luc, FOS/JUN; MAPK/SAPK/PKC; crecimiento/apoptosis/tensiéon

4. ARE-luc, receptor de andrégenos, esteroides/MAPK; crecimiento/diferenciacién/apoptosis
5. p53-luc, p53; SAPK; crecimiento/diferenciacion/apoptosis

6. CRE-luc, CREB/ATF2; PKA/p38; crecimiento/apoptosis/tension

Los efectos mediados por gen pueden ensayarse en células que muestran expresion de ARNm. Pueden introducirse
plasmidos indicadores de luciferasa por transfeccion mediada por lipidos (TFX-50, Promega). La actividad luciferasa,
un indicador de actividad transcripcional relativa, se mide por incubacion de extractos celulares con sustrato de
luciferina y la luminiscencia de la reaccidn se controla en un luminémetro.

Las rutas de sefializacion activadas por 238P1B2 se mapean y se usan para la identificacion y validacion de dianas
terapéuticas. Cuando 238P1B2 esta implicada en la sefializacion celular, se usa como diana para fines de
diagnostico, de prondstico, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 12: 238P1B2 actiia como un GPCR

El analisis de secuencia y homologia de 238P1B2 indica que la proteina 238P1B2 es un miembro de la familia de los
receptores olfatorios de GPCR. Se sabe que los receptores olfatorios regulan respuestas bioldgicas activando
adenilato ciclasa. Para confirmar que 238P1B2 actua como GPCR y media en la activacion de adenilato ciclasa, se
comprueba la acumulacion de AMPc en células PC3 y PC3-238P1B2 en células cultivadas en presencia o ausencia
de suero bovino fetal (FBS). Las células se lisan y la concentracién intracelular de AMPc se mide usando un
inmunoensayo enzimatico (EIA) disponible en el mercado. Los calculos de concentraciones de AMPc se basaron en
DO450 de la curva patron. De forma similar, el mismo ensayo puede usarse para determinar si la induccién de
acumulacién de AMPc por 238P1B2 se inhibe por inhibidores de GPCR tal como toxina pertussis.

Los GPCR trasmiten su sefial activando proteinas G triméricas. Una vez que los GPCR se activan, la subunidad Ga
asociada se une a GTP, se disocia del receptor y participa en acontecimientos de sefializaciéon corriente abajo
(Schild D y Restrepo D. Physiol Rev. 1998, 78:429-66). Para determinar que la inhibicién de las subunidades Ga
tiene un efecto en el crecimiento celular mediado por 238P1B2, se investiga el efecto de los inhibidores de Ga en la
proliferaciéon de células 3T3-238P1B2 y PC3-238P1B2. Las células de control y que expresan 238P1B2 se dejan
crecer en presencia o ausencia de suramina o su derivado NF 449 (Sigma). Las células se analizan con respecto a
proliferacién usando un ensayo de tipo MTT.

Cuando 238P1B2 actia como un GPCR, se usa como diana para fines de diagnostico, prondstico, preventivos y/o
terapéuticos.

Ejemplo 13: Implicacién en la progresiéon tumoral

El gen 238P1B2 puede contribuir al crecimiento de células cancerosas. El papel de 238P1B2 en el crecimiento
tumoral se confirma en diversas lineas celulares primarias y transfectadas incluyendo prostata asi como células NIH
3T3 modificadas por ingenieria genética para expresar de forma estable 238P1B2. Se evallan células parentales sin
238P1B2 y células que expresan 238P1B2 con respecto a crecimiento celular usando un ensayo de proliferacion
bien documentado (Fraser SP, Grimes JA, Djamgoz MB. Prostate. 2000; 44:61, Johnson DE, Ochieng J, Evans SL.
Anticancer Drugs. 1996, 7:288). Para confirmar que 238P1B2 media en la proliferacion potenciada por medio de su
actividad GPCR, se dejan crecer células de control y células que expresan 238P1B2 en presencia o ausencia de
toxina pertussis y se evallan con respecto a su capacidad proliferativa usando el mismo ensayo descrito
anteriormente.

Para confirmar el papel de 238P1B2 en el proceso de transformacion, se investiga su efecto en los ensayos de
formacion de colonias. Se comparan células NIH-3T3 parentales sin 238P1B2 con células NIH-3T3 que expresan
238P1B2, usando un ensayo de agar blando en condiciones rigurosas y mas permisivas (Song Z. y col., Cancer
Res. (2000) 60:6730.
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Para confirmar el papel de 238P1B2 en la invasidon y metastasis de células cancerosas, se usa un ensayo bien
establecido, por ejemplo, un ensayo de sistema de inserto Transwell (Becton Dickinson) (Cancer Res. 1999;
59:6010). Se comparan células de control, incluyendo lineas celulares de prostata y fibroblastos sin 238P1B2 con
células que expresan 238P1B2. Las células se cargan con el colorante fluorescente, calceina, y se siembran en
placas en el pocillo superior del inserto Transwell revestido con un analogo de membrana basal. La invasion se
determina por fluorescencia de células en la camara inferior en relacion con la fluorescencia de la poblacién celular
completa.

238P1B2 también puede desempefiar un papel en el ciclo celular y apoptosis. Las células parentales y células que
expresan 238P1B2 se comparan con respecto a diferencias en la regulacién del ciclo celular usando un ensayo
BrdU bien establecido (Abdel-Malek ZA. J Cell Physiol. 1988, 136:247). En resumen, las células cultivadas en
condiciones tanto optimas (suero completo) como limitantes (suero bajo) se marcan con BrdU y se tifien con Ab anti-
BrdU y yoduro de propidio. Las células se analizan con respecto a entrada en las fases G1, S y G2M del ciclo
celular. Como alternativa, el efecto de tensién en la apoptosis se evalla en células parentales de control y células
que expresan 238P1B2, incluyendo células de prostata normales y tumorales. Las células modificadas por ingenieria
genética y las parentales se tratan con diversos agentes quimioterapéuticos, tales como etopésido, flutamida, etc., e
inhibidores de sintesis proteica tales como cicloheximida. Las células se tifien con anexina V-FITC y la muerte
celular se mide por analisis de FACS. La modulacion de muerte celular por 238P1B2 puede desempefiar un papel
critico en la regulacién de progresién tumoral y carga tumoral.

Cuando 238P1B2 desempefia un papel en el crecimiento celular, transformacion, invasién o apoptosis, se usa como
una diana para fines de diagndstico, pronéstico, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 14: Implicacién en angiogénesis

La angiogénesis o formacion de nuevos vasos sanguineos capilares es necesaria para el crecimiento tumoral
(Hanahan D, Folkman J. Cell. 1996, 86:353; Folkman J. Endocrinology. 1998 139:441). Basandose en el efecto de
los inhibidores de fosfodiesterasa en células endoteliales, 238P1B2 desempefia un papel en la angiogénesis
(DeFouw L y col, Microvasc Res 2001, 62:263). Se han desarrollado varios ensayos para medir angiogénesis in vitro
e in vivo, tales como los ensayos de cultivo tisular de formacion de tubo celular endotelial y proliferacion de células
endoteliales. Usando estos ensayos asi como neovascularizacion in vitro, se confirma el papel de 238P1B2 en
angiogénesis, potenciacion o inhibicion.

Por ejemplo, las células endoteliales modificadas por ingenieria genética para expresar 238P1B2 se evaluan usando
ensayos de formacién de tubos y proliferacion. El efecto de 238P1B2 también se confirma en modelos animales in
vivo. Por ejemplo, se implantan células que expresan o carecen de 238P1B2 de forma subcutanea en ratones
inmunocomprometidos. La migracion celular endotelial y angiogénesis se evalia 5-15 dias después usando técnicas
de inmunohistoquimica: 238P1B2 afecta a la angiogénesis y se usa como una diana para fines de diagnostico,
pronoéstico, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 15: Regulacidn de la transcripcion

La localizacién de superficie celular de 238P1B2 y su similitud con GPCR indica que 238P1B2 se usa eficazmente
como un modulador de la regulacién transcripcional de genes eucariotas. La regulacion de la expresion génica se
confirma, por ejemplo, estudiando expresion génica en células que expresan o carecen de 238P1B2. Para este fin,
se realizan dos tipos de experimentos.

En el primer conjunto de experimentos, se extrae ARN de células parentales y que expresan 238P1B2 y se hibrida
con series génicas disponibles en el mercado (Clontech) (Smid-Koopman E y col. Br J Cancer. 2000. 83:246). Se
comparan células en reposo asi como células tratadas con FBS o andrégeno. Se identifican genes expresados
diferencialmente de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. Los genes expresados diferencialmente se
mapean después en rutas bioldgicas (Chen Ky col. Thyroid. 2001. 11:41.).

En el segundo conjunto de experimentos, se evalua la activacion de ruta transcripcional especifica usando
construcciones indicadoras de luciferasa disponibles en el mercado (Stratagene) incluyendo: NTkB-luc, SRE-luc,
ELK1-luc, ARE-luc, p53-luc y CRE-luc. Estos indicadores transcripcionales contienen sitios de uniéon consenso para
factores de transcripcion conocidos que quedan corriente abajo de las rutas de transduccién de sefial bien
caracterizadas y representan una buena herramienta para determinar la activacién de la ruta y explorar con respecto
a moduladores positivos y negativos de la activacion de la ruta.

Por lo tanto, 238P1B2 desempefia un papel en la regulacion génica y se usa como una diana para fines de
diagnostico, pronostico, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 16. Implicacién en adhesién celular.

La adhesion celular desempeiia un papel critico en la colonizacion tisular y metastasis. Basandose en la presencia
de una repeticion de fibronectina en su extremo C-terminal, 238P1B2 puede participar en la organizacién celular y
como consecuencia afecta a la adhesion y motilidad celular. Para confirmar que 238P1B2 regula la adhesion celular,
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se comparan células control sin 238P1B2 con células que expresan 238P1B2, usando técnicas previamente
descritas (véase, por ejemplo, Haier y col, Br. J. Cancer. 1999, 80:1867; Lehr y Pienta, J. Natl. Cancer Inst. 1998,
90:118). Brevemente, se incuban células marcadas con un indicador fluorescente, tales como calceina, en pocillos
de cultivo tisular revestidos con medio solamente o con proteinas de la matriz. Las células adherentes se detectan
por analisis fluorométrico y se calcula el porcentaje de adhesion. Como alternativa, se analizan células que carecen
de o que expresan 238P1B2 con respecto a su capacidad para mediar en la adhesion célula-célula usando técnicas
experimentales similares como se ha descrito anteriormente. Ambos de estos sistemas experimentales se usan para
identificar proteinas, anticuerpos y/o moléculas pequefias que modulan la adhesién celular a matriz extracelular e
interaccion célula-célula. La adhesidon celular desempefia un papel critico en el crecimiento, progresion y
colonizaciéon tumoral y 238P1B2 esta implicada en estos procesos. Por lo tanto, actta como una modalidad de
diagndstico, prondstico, preventiva y/o terapéutica.

Ejemplo 17: Asociacién proteina-proteina

Se ha mostrado que varios GPCR interaccionan con otras proteinas, regulando de este modo la transduccion de
sefales, transcripciéon génica, transformacion y adhesion celular (Sexton PM vy col, Cell Signal. 2001, 13:73; Turner
CE, J Cell Sci. 2000, 23:4139). Usando técnicas de inmunoprecipitacion asi como dos sistemas de hibrido de
levadura, se identifican proteinas que se asocian con 238P1B2. Se comparan inmunoprecipitados de células que
expresan 238P1B2 y células sin 238P1B2 con respecto a asociaciones proteina-proteina especificas.

Se realizan estudios para confirmar el alcance de la asociacion de 238P1B2 con moléculas efectoras, tales como
proteinas nucleares, factores de transcripcion, quinasas, fosfatos, etc. Los estudios que comparan células positivas
para 238P1B2 y negativas para 238P1B2 asi como estudios que comparan células no estimuladas/en reposo y
células tratadas con activadores de células epiteliales, tales como citocinas, factores de crecimiento, andrégeno y Ab
anti-integrina revelan interacciones unicas.

Ademas, se confirman las interacciones proteina-proteina usando metodologia de dos hibridos de levadura (Curr
Opin Chem Biol. 1999, 3:64). Se introduce un vector que porta una biblioteca de proteinas fusionadas con el dominio
de activacion de un factor de transcripcion en levadura que expresa una proteina de fusidon de dominio de unién
ADN-238P1B2 y una construccién indicadora. La interaccidon proteina-proteina se detecta por actividad indicadora
colorimétrica. La asociacion especifica con moléculas efectoras y factores de transcripcion dirige a un experto en la
material al modo de accion de 238P1B2 e identifica de este modo dianas terapéuticas, de prondstico, preventivas y/o
de diagndstico para cancer. Este y otros ensayos similares también se usan para identificar y explorar con respecto
a moléculas pequefias que interaccionan con 238P1B2.

Por lo tanto se descubre que 238P1B2 se asocia con proteina y moléculas pequefias. En consecuencia, 238P1B2 y
estas proteinas y moléculas pequefias se usan para fines de diagndstico, prondstico, preventivos y/o terapéuticos.

TABLAS

TABLA [: Tejidos que expresan 238P1B2 cuando son tumorales
Préstata

TABLA II: ABREVIATURAS DE AMINOACIDOS

UNA LETRA[TRES LETRASNOMBRE COMPLETO
F Phe fenilalanina
L Leu leucina
s Ser serina
Y Tyr tirosina
C Cys cisteina
w Trp triptéfano
P Pro prolina
H His histidina
Q Gin glutamina
R Arg arginina
| lle isoleucina

Met metionina
Thr treonina
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(continuacion)
UNA LETRA | TRES LETRAS | NOMBRE COMPLETO
Asn asparagina
K Lys lisina
\Y Val valina
A Ala alanina
D Asp acido aspartico
E Glu acido glutamico
G Gly glicina

TABLA lIl: MATRIZ DE SUSTITUCION DE AMINOACIDOS

Adaptada de la matriz de sustitucion de aminoacidos de GCG Software 9.0 BLOSUM62 (matriz de sustitucion en
5 bloque). Cuanto mayor sea el valor, mas probable es que se encuentre una sustitucién en proteinas relacionadas
naturales. (Véase la direccion web www.ikp.unibe.ch/manual/blosum62.html)

A C D
4 0 -
2

9 -

3

6

10

15

20

E

=

a N b

F G H | K L M N P Q R S T
2 0o 2 1 1 41 1 2 1 -1 A1 1 0

2 3 3 1 3 1 1 3 3 3 -3 -1 -1

3 1 1 3 1 -4 -3 1 -1 o -2 0 -1
83 2 0 -3 1 83 2 0 A 2 0 0o -
6 -3 -1 0o -3 O o -3 4 3 3 -2 -2
6 -2 4 -2 4 3 0 -2 -2 -2 0 -2

8 3 1 -3 -2 1 2 0 o -1 -2

4 -3 2 1 3 3 3 -3 -2 -1

5 -2 A1 0o -1 1 2 0o -1

5 -1 4
4 1
5

Tabla XXI: Motivos y Modificaciones Post-traduccionales de 238P1B2

Sitio de fosforilaciéon de proteina quinasa dependiente de AMPc y GMPc.

176 - 179 RKeT
Sitio de fosforilacion de proteina quinasa C.
235 - 237 SvK
Sitio de fosforilacion de caseina quinasa |l.
9-12 SatD
50 - 53 TvmE
130 - 133 SctD
172 - 175 SpeC
Sitio de N-miristilacion.
14 - 19 GLsiST
Identificacidon de familia de receptores acoplados a proteina G 1.
52 - 68 MESsvLIaMAFDRFvaV
Familia de receptores acoplados a proteina G 1.

42

(@)

X<S<H4A0VWIXODUVZE2rX—IGGMNMMO



ES 2375351713

1-234

TABLA XXII: Caracteristicas Fisicas de 238P1B2

238P1B2 Variante 1A Programa Bioinformatico | URL Resultado
ORF ORF finder 3758 pb
Longitud de la proteina 254 aa

Regién transmembrana | TM Pred Direccién web Extremo N terminal intracelular,
www.ch.embnet.org/ 6 TM hélices TM en 3-29, 44-
62, 86-110, 144-161, 182-203,
217-236aa
HMMTop Direccién web Extremo N terminal intracelular,
www.enzim.hu/hmmtop/ 6TM hélices TM en 6-28, 43-62,
86-105, 136-158, 180-203, 216-
235aa
Sosui Direccion web Proteina de membrana, 6TM
www.genome.ad.jp/SOSui/ | hélices TM en 6-28, 42-64, 87-
109, 144-166, 187-209, 217-
237aa
TMHMM Direccién web Extremo N terminal intracelular,
www.cbs.dtu.dk/ 6TM hélices TM en 7-29, 44-66,
services/TMH MM 86-108, 142-164, 185-207, 212-
234aa
Péptido sefial Signal P Direccion web Sitio de escision entre 169-
www.cbs.dtu.dk/services/ 170aa
Signal P/
pl pl/MW tool Direccion web pl 9,24
www.expasy.ch/tools/
Peso molecular pl/MW tool Direccion web 28,59 kDa
www.expasy.ch/tools/
Localizacién PSORT Direccion web 60 % membrana plasmatica,
psort.nibb.ac.jp/ 42,9 % membrana interna
mitocondrial, 40 % Golgi, 30 %
membrana de reticulo
endoplasmico
PSORT I Direccion web 44,4 % reticulo endoplasmico,
psort.nibb.ac.jp/ 22,2 % membrana plasmatica
Motivos Pfam Direccion web Receptor 7TM (familia de
www.sanger.ac.uk/Pfam/ rodopsina)
Prints Direccion web Identificacién de receptor
www.biochemucl.ac.uk/ olfatorio, proteina R de
membrana interna del sistema
de secrecion de Tipo I,
identificacion de repeticion de
tipo 1l de fibronectina
Blocks Direccion web Sin motivo significativo

www.blocks.thcrc.org/
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(continuacion)
238P1B2 Variante 1A Programa Bioinformatico | URL Resultado
238P1B2 Variante 1B Programa Bioinformatico | URL Resultado
ORF OREF finder 3758 pb
Longitud de la proteina 316 aa
Regién transmembrana | TM Pred Direccion web Extremo N terminal extracelular,
www.ch.embnet.org/ 8TM hélices TM en 9-27,33-51,
75-91, 98-125, 145-171, 206-
226, 249-265, 276-296aa
HMMTop Direccion web Extremo N terminal extracelular,
www.enzim.hu/hmmtop/ 7TM hélices TM en 29-53, 66-
90, 105-124, 148-171, 202-226,
241-265, 278-297aa
Sosui Direccion web Proteina de membrana, 8TM
www.genome.ad.jp/SOSui/ | hélices TM en 2-24, 33-55, 67-
89, 104-126, 149-171, 206-
228,245-267,279-299aa
TMHMM Direccién web Extremo N terminal intracelular,
www.cbs.dtu.dk/ 7TM hélices TM en 30-52, 65-
services/TMH MM 87, 102-124,145-167,204-226,
247-269, 274-296aa
Péptido sefial Signal P Direccion web Sitio de escision entre aa 26 y
www.cbs.dtu.dk/services/ 27
Sianal P/
pl pl/MW tool Direccion web pl 9,03
www.expasy.ch/tools/
Peso molecular pl/MW tool Direccion web 35,34 kDa
www.expasy.ch/tools/
Localizacién PSORT Direccion web 64 % de membrana plasmatica,
psort.nibb.ac.jp/ 46 % Golgi, 37 % membrana
del reticulo endoplasmico
PSORT II Direccion web 44,4 % reticulo endoplasmico,
psort.nibb.ac.jp/ 33,3 % membrana plasmética
Motivos Pfam Direccion web Receptor de 7TM (familia de
www.sanger.ac.uk/Pfam/ rodopsina), proteina de
biosintesis de polisacaridos
Prints Direccion web Identificacién de receptor
www.biochem.ucl.ac.uk/ olfatorio, proteina R de
membrana interna del sistema
de secrecion de tipo 1,
identificacion de repeticion de
tipo 1l de fibronectina
Blocks Direccion web Sin motivo significativo

www.blocks.fhcrec.org/

Tabla XXIIl. Composiciones Exénicas de 238P1B2 v.1

NuUmero de exones

Comienzo Fin

Exon 1

1 3758
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para detectar la presencia de cancer de préstata en una muestra de ensayo, comprendiendo el
procedimiento:

poner en contacto la muestra con una sonda que se une especificamente a un polinucleétido de la Figura 2B; y
detectar la union del polinucleétido de la muestra con la misma.

45



ES 2375351713

Figura 1 Secuencia SSH de 238P1B2 de 210 nucledtidos

1 GATCAATACA CARATGAATG TAGCTTTTTT TGTTTAAGCT CTCATCTCGT TCTGTACTTT
€1 TAATTCATCA CGTCAACTTT GCAGAATATC ACCTCCACTT CCATCATTTT CCTGCTCACT
121 GGTGTTCCTG GGCTGGAAGC CTTCCACACC TGGATCTCCA TTCCCTTCTG CTTCCTCTICT
181 GTAACTGCTC TCTTGGGAAA CAGCCTGATC
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Figura 2A. La secuencia de ADNc y de amino&cidos de 238P1B2 v.1 A clon A. La metionina de partida esta
subrayada. El marco de lectura abierto se extiende desde el 4cido nucleico 2133-2897 incluyendo el codon de
parada.

1 ccgccttccaggttcactccatEthctgcctcagcctccccagtagctggaactacagg

61 cgcccgecaccacgoccggetaattttitgtattttagtggagacgaggtttcaccatg
121 ttggccaggatggtotegatctectgacctegtgatecgoccaccteggectoccaaagt
181 gctgggactacaggegtgagccaccgeogeeccagoctgectcaacacttttacacatgeoegt
241 tctgaaagecctgggaattcttcocgtctcaacttatataaaacacagaaatctttcaageac
301 tgctttttctagaaagccttctccaaétactacaaacctactgaatgctctctttctggt
361 aattcctttttagtgtgtittggtttttcaaaatcattttatckttatttctagttgacaa
421 ataatatggtatatatttgtgggjtaaaacgtgatgttgttatacatgtatgcattgtgg
481 aatgaccaaatcaagctaattatcatatccatcacctcaaatatttatcatttetttgty
541 ctgtgaacattlaaaatictetetittagtetttttgaaatatactatacartaactata
601 attcttatttctectaagaggtttgatcatacattttagatattttcatcactcgectgag
661 gacactgtcattactgtaaatttcagaatctaaagotatagttteattatttggecaaat
721 cgtgtaatctataatttettgttittcatctagtttictgttaattttagttaaatcaca
781 cceccacceccecetttttttttcactaagacticttceggtgatecttgaggtgacactt
841 tatcagggtgaatgtgtgagtctggatacgttgaggttcctectecatecctetettctgte
901 aacacttactgtcagccacccagcacectttettttoctotgaagaagttacectgeaac
861 tggcﬁctctctcactgattgagccctctgcagccacaaccctaatctctgtttttcccta
1021 gacceccecgtettcaactcaaccatacccatectatectacectttctgeaatctecacteta
1081 tgaaaaaagaaatgtgatgtttgcaataaagttatatttttccctcecgaaacaaaacagt
1141 aacattcaattaggtatctcctaégaagtatgtcttaacaaaatagagag§ttctgttct
120} ggagaactagtcttccagcagactgaagagagaactgtgttggaacgtggcagcacatta
1261 tatcaggtgggggcagectectgtcticctaagectagtgggaggtctgtgttctaacca
1321 tetcttecaaatatgatgecgggtatcatattgtaagggtttotttaatggttagatget
1381 gaagccatitatttgtcacttcctatgtgttactttgtattataatgatctetttetica
1441 tattttctggcttoccaaattgtctgtaagecttctcotgetttccacacttatgaccaatg
1501 taatattgctgttccacagecccagtgtatttttcetectggtgeccaaccatagaggaaaaa
1561 taatgcactacctctttagcacaatttaaacatgccataaagaatgaaatatgattggea
1621 aactcagggtaaagtgtttattctﬁagtttggttatctatggctagaacgatcagaggag
1681 tggtcacatgatataaacatagctgccagcaaagggccctagagaagaaagattgtacac
1741 taaggcaaattcaaaaacaaaccaaagtgeocactacagcagttgaaatcotgacatitte
1801 taatcaatttaaatgageccattcatagtttcatattatataaatactcatcagttttetg
1861 tacaataaaattattttaattcgatcaatacacaaatgaatgtagctttttittgtttaa
1921 getetcatctogtictgtactittaattcatcacgtecaactttgocagaatatcaccteca
1981 cttccatcattctcctgctcactggﬁgttcccgggctggaagccttccacacccggatct
2041 ccattcectitctgottectetetgtaactgototettgggaaacagecetgatecteteeg
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M Y ¥ FL &8 ML S A
ctaccatcactcageccagectecacgaaccaATETACTATTTCCTCTCCATGCTGTCCG
TP L GL 8 I 8 T1L1LVTMUL S I FWTFN
CCACTGACCTCGGCCTGTCCATATCCACTCTGGTCACCATGCTGAGTATATTCTGGTTCA
VR EI S FNACLSHMT FUF F I KTPFF T
ATGTGAGGGARATCAGCTTTAATGCCTGCTTGTCCCACATGTTCTTTATTAAATTCTTCA
vV M E &8 § VL L AMAPUDU RV FVYV AV 8 N
CTIGTCATGOAATCCTCAGTGCTGTTGGCCATGGCTITTGATCGTTTTGTGGCCGTCTCTA
P L RY A MI i T D 8 R I A QI G V A 8
ATCCCCTTAGGTATGCCATGATTTTAACTGACTCCAGAATAGCTCARATTGGAGTGGCAA
vy I R 6L L M L TPMTVYVATLTLTIUZERTILS Y
GTGTCATCAGGGGGCTCCTAATGCTGACACCAATGGTAGCACTTCTTATAAGACTTTCCT
CHSQVLHHSYCYHPbVMKLS
ACTGCCACAGCCARGTACTCCACCACTCCTACTGCTACCACCCTGATGTGATGAAGCTCT
CTDTRINS-AVGLTAMFSTVG
CATGCACAGACACCAGAATCARCAGTGCAGTTGEGCTGACTGCCATGTTCTCTACTGTTG
v p L LL I LLSYVLTITI-RTUWVUL SV
GTGTAGACTTACTTCTCATCCTCCTTTCTTATG T TTTGATCATTAGGACTGTCCTTAGCS
A S PEERIEKTETT FSTOCECV SHTIUVATF
TTGCTTCCCCAGAAGAGAGGAAGGAAACCTTCAGTACATGTGTCTCCCACATTGTGGCTT
A I Y Y I P LI SL S I V HRF G KOO &
TTGCTATATATTACATTCCATTGATCAGTCTGTCCATTGTTCACAGATT TGGGARACARG
P A Y VT MI A NTUYULL I S PL M N
CCCCAGCCTATGTACATACTATGATTGCTARCACCTACCTECTGATCTCCCCTTTGATGA
PVIYSVKT-KQIRRAVII(ILH
ACCCTETCATCTACAGTGTGARAACCAANCAGATACGTAGAGCTGTGATAMAAATTCTCC
S K E T * - \
AITCCAAAGAAACATAhaattgtag#attctagcactagatggacccctcaagatggtat
acttcaggtcatgtttccaattaasaacaaaaaacaaccaaagaactggtgcccattgaa
gctaagcacataatcatttaaagttaaagctggaatgtatctagaacatcagetagtttyg
actactttatttteocagatgaggaggtgaagacatgggatggaagagatgaacagectaa
aattagccttatatataaaatttctcettectcacaccactgitgggtccaaactgtigtt
dgccttctgtcocctgecaacacccttictgttattatectcatetacttecatagectttaga
atgacacattacagaaaagtcactcctttgtgagaaataggtagtattttecaactgttc
tagtaatttegattgecatttattatttgetetgacaagtcatggttctaagtgtttite
gtatgtattaacatattttatatctaaaacaatgttataagataatcactttaattatca
ataagaaaattgaggcatgaaatgttaagtagcttgcttaaacagctagtaactggtgtt
gctgatggecagagcacatccatgcagactgactccagagteccecacactctiaattita
atgttatattgctacctataatataatatataggtatataatttatatataatttatacs
tgtaaaaattatatgaacttatatatatasacttatatttataaattatgtacttatatg
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3661 tgtaaatcatatttatatttataaaﬁataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa

3661 tgtaaattat:atttatat:tt:ar.aaaéataaatatagagagaagttcaggcaattttcacc

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaasa
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Figura 2B. La secuencia de ADNc y de aminoacidos de 238P1B2 v.1B clon A.
abierto se extiende desde el acido nucleico 1947-2897 incluyendo el coddn de parada.

El marco de lectura

1

61
121
181
241
301
sl
421
481
541
601
661
721
781
B41
901
261
1021
1081
114)
1201
1281
1323
1381
1441
1501
1561
1621
1661
1741
1801
1861

1921
13
1581

ccgcetbecaggttcactocattetectacctocagectecccagtagetggaactacagg
cgeccgocaccacgcecggetaattttttgtatitttagtggagacgaggtttcacecaty
ttggccaggatggtctcgatctcctgacctcgtgatccgcccacctcggcctcccaaagt
gctgggactacaggegtgageocaccgogeccagocctgetcaacacttttacacatgeegt
tctgaaagcctgggaattcttcgtectoaacttatataaaacacagaaatctttcaagcac
tgccttttctagaaagccttctccqaafactacaaacctactgaatgctctctttctggt
aattcctttttagtgtgttttggtttttcaaaatcattrtatcttatttctagttgacaa
ataatatggtatatatttgtggggtaaaatgtgatgttgttatacatgtatgeattgtgg
aatgaccaaatcaagctaattatcatatccatcacctcaaatatttateatttetttgtg
ctgtgaacatttaaaattctectcecttttagttittitgaaatatactatacattaactata
attcttatttctctaagaggtttéatcatacattttagatattttcatcactcgcctgag
gacactgtcattactgtaaatttcagaatctaaagcetatagttteattatttggccaaat
cgtgtaatctataatttcttgttttbcatctagttttectgttaattttagttaaatecaca
cceccaccececctttttttttecactaagacttottcoggtgatecttgagygtgacactt
tatcagggtgaatgtgtgagtctggatacgttgaggttcctetccatectotetettgte
aacacttactgtcagecacccagcaccocttictittectetgaagaagttacectgeaac
tggectctectetecattgattgagecetetgoagecacaacectaateectgttttteccta
gacccccgtcttcaactcaéccatagccatctatctacctttctgcaattctccactcta
tgaaaaaagaaatgtgatgtttgcaataaagttatattttteccctecgaaacaaaacagt
aacattcaattaggtatctcctaégaagtatgtcttaacaaaatagagagattctgttct
ggagaactagtcttccagcagactgaagagagaactgtgttggaacgtggcagecacatta
tatcaggtgggggcagcctcctgfcttcctaagcctggtgggaggtctgtgttctaacca
tctcttccaaatatgatgccgggtafcatattgtaagggtttctttaatggttagatgct
gaagccatttatttgtcacttcctatgtgttactttgtattataatgatctctttcttca
tatttteotggettoccaaattgtetgtaagettctotgetttoccacacttatgaccaatyg
taatattgetgttccacagecccagtgtatttttetetggtgecaaccatagaggaaaaa
taatgcactacctctttagcacaatttaaacatgecataaagaatgaaatatgattggea
aactcagggtaaagtgtttattcettagtttggttatctatggctagaacgatcagaggay
tggtcacatgatataaacatagctgccagcaaagggecctagagaagaaagattgtacac
taaggcaaattcaaaaacaaaccaaagtgcccactacagcagttgaaatctgacactttet
taatcaatttaaatgagccattcatagtttcatattatataaatactcatcagttttcotyg
tacaataaaattattitaattcgatcaatacacaaatgaatgtagettrtteetgtetaa

F I T s T L @ N I T & T
gctetcatctegttetgtact tttaaTTCATCACGTCAACTTTGCAGAATATCACCTCCA
$ I I F L L T GV P G L E A P HTWW I &
CTTCCATCATTTTCCTGCTCACTGGTGTTCCTGEGECTGGAAGCCTTCCACACCTGGATCT
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93
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113
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133
2341
153
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173
2461
193
2521
213
2581
233
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253
2701
273
2761
293
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313
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1 P FCPFULSVTALTLTGDYN¥STLTILTFA
CCATTCCCTTCTGCTTCCTCTCTGTARCTGCTCTCTTGGGRAACAGCCTGATCCTCTTCC
T I T @ P & L H E P M Y ¥ F L §&§ M L § A
CTACCATCACTCAGCCCAGCCTCCACGAACCAATGTACTATTTCCTCTCCATGCTGTCCS
T p L 6 L 8 ¥ §$ T 1LV T ML S I F WU FN
CCACTGACCTCGGCCTETCCATATCCACTCTGGTCACCATGCTCACTATATTCTGGTTCA
V R E I §8 F N A CL S HMVF F I KF F T
ATGTGAGGSAAATCAGCTTTAATGCCTGCTTGTCCCACATGTTCTTTATTAARTTCTTCA
VMM ES S VL L &2 MATFDZERTFVYV AV 8 N
CTOTCATGGRATCCTCAGTGCTCTTGGCCATGGCTTTTGATCGITTTCTGGCCGTCTCTA
P LR Y A M I UL TTUDS R.I A QI 6V A §
ATCCCCTTAGGTATGCCATGATTTTAACTGACTCCAGAATAGCTCARATTGGAGTGGCAR
v I R 6L L M L T P MV ALUDLIRTL S5 Y
GTGTC.ATCAGGGGGCTCCTAA'I‘GCTGACACCAATGGTAGCACTTCTTATAAGAC'I‘I‘TCC.'I‘
€ HS Q VvV L HH S Y ¢ Y H P D V M KL s
ACTGCCACAGCCAAGTACTCCACCACTCCTACTGCTACCACCCTGATGTGATSARGCTCT
¢ T DT RTINS AUV GLTAMT FSTV G
CATGCACAGACACCAGAATCAACAGTGCAGTTGGGCTGACTGCCATCTTCTCTACTGTTG
vV oL LL I L L &Y VLI I RT VYV L 8 V
GTGTAGACITACZ_['I‘CTCATCCTCC‘I‘PTCTTATG'ITTTGATCATTAGGACTGTCCT!‘AGCG
A 5 P E E R K TV F S T CV 8 HIVAF
TTGCTTCCCCAGAACACAGCGAAGGAARACCTTCAGTACATGTCTCTCCCACATTIGTCGCTT
A I ¥YYTIUPILTZ11S8ILSIVHRTESGT KAQA
TTGCTATATATTACATTCCATTGATCAGTCTGTCCATTGTTCACAGATTTGGGAAACAAG
P A Y V H T M I A NT VY L L I 88 P L KN
CCCCAGCCTATGTACATACTATGATTGCTARCACCTACCTGCTGATCTCCCCTTTGATGA
PVIYSVKT.KQIRRAVIKILH
ACCCTGTCATCTACAGTGTGRAAACCAAACAGATACGTAGAGCTGTGATAAAAATTCTCC
S K E T ~ '

ATTCCARAGRAACATARaAttgtagaattctagcactagatggacecctcaagatggtat
acttcaggtcatgtttccaattaaaaacaaaaaacaaccaaagaactggtgeccattgaa
gctaagcacataatcatttaaagttaaagctggaatgtatctagaacatcagetagtetg
actactttattttecagatgaggaggtgaagacatgggatggaagagatgaacagcctaa
aattagccttatatataaaatttctoctictcacaccactgttgggteccaaactgtegtt
gecttetgtecctgoscaacacectttctgttattatctcatctact tecatagectttaga
atgacacattacagaaaagtcactcctttgtgagaaataggtagtattttccaactgtte
tagtaatttcgattgecatttattatttgoctetgacaagtcatggttictaagtgtitett
gtatgtattaacatattttatatctaaaacaatgttataagataatcactttaattatea
ataagaaaattgaggcatgaaatgttaagtagcttgcttaaacagctagtaactggtatt
gctgatggcagagcacatccatgcagﬁctgactccagagtcccccacactcttaatttta
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3541 atgttatattgctacctataatatagtatataggtatataatttatatataatttatatt
3601 tgtaaaaattatatgaacttatatatataaacttatatttataaattatgtacttatatg
3ee6l tgtaaattatatttatatttataaétataaatatagagagaagttcaggcaatttt:tact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa

3541 atgttatattgctacctataatatagtatataggtatataatttatatataatttatatt
3601 tgtaaaaattatatgaacttatatatataaacttatatttataaattatgtacttatatg
3661 tgtaaattatatttatatttataaétataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa

52



ES 2375351713

Figura 2C. La secuencia de ADNc y de aminoacidos de 238P1B2 v.2. La metionina de partida esta
subrayada. El marco de lectura abierto se extiende desde el 4cido nucleico 2133- 2897 incluyendo el codén de
parada.

1 cegeoctteccaggtecactecatteteetgectcagectecccagtagetggaactacagg

61 cgeccgecaccacgeccggetaattttttgtatttttagtggagacgaggtttcacecaty
121 ttggccaggatggtctcgatctoctgacctogtgatecgeccaccteggectcccaaagt
181 gctgggactacaggogtgagecaccgegoccagoectgetcaacackttttacacatgeegt
241 tctgaaagcctgggaattcttcgtﬁtcaacttatataaaacacagaaatctttcaagcac
301 tgctttttctagaaagccttctccaaqtactacaaacctactgaatgctctc:ttcéggt
361 aattcettrttagtgtgttttggtttticaaaatcattrtatcttatttctagttgacaa
421 ataatatggtatatatttgtggggﬁaaaatgtgatgttgttatacatgtatgcattgtgg
481 aatgaccaaatcaagctaattatcaﬁatccatcacctcaaatatttatcatttctttgtg
541 ctgtgaacatttaaaattctctcttttagtttttttgaaatatactatacattaactata
601 attettatttctctaagaggtttgatcatacattitagatattttcatcactegectgag
661 gacactgtcattactgtaaatttcagaatctaaagctatagtttcattatttggccaaat
721 cgtgtaatctataatttcctgtttttéatctagttttctgttéattttagttaaahcaca
781 ccecccacccecoctttttttttcactaagacttetteccggtgatcettgaggtgacactet
841 tatcagggtgaatgtgtgagtctggatacgtigaggticctetccatectetetittgte
901 aacacttactgtcagccacccagcacﬁctttcttttcctctgaagaagttaccctgcaac
961 tggctctctctcattgattgagccctctgragccacaaccctaatctotgtitticeota
1021 gacccccgtcttcaactcaaccatacgcétctatctacctttctgcaattctccactcta
1081 tgaaaaaagaaatgtgatgerttgcaataaagttatatttttecctocgaaacaaaacagt
1141 aacattcaattaggtatctcctaagaagtatgtcttaacaaaatagagagattctgttct
1201 ggagaactagtcttccagcagactgaagagagaactgtgttggaacgtggéégcacatta
1261 tatcaggtgggggcagcctectgtottectaagectggtgggaggtetgtgttctaacca
1321 tetcttcoraaatatgatgeegggtatecatattgtaagggtttetttaatggttagatget
1381 gaagccatttatttgtcacttcctétgtgttactttgtattataatgatctctttcttca
1441 tattttctggctteccaaattgtcbgtaagettctetgetttecacacttatgaccaaty
1501 taatattgctgttccacagccccggtgtatttttctctggtgccaaccatagaggaaaaa
1561 taatgcactacctcectlitagcoacaatttaaacatgoccataaagaatgaaatatgattggca
1621 aactcagggtaaagtgtttattoettagtttggttatctatggectagaacgatcagaggag
1681 tggtcacatgatataaacatagctgccageaaagggeccotagagaagaaagattgtacac
1741 taaggcaaattCaaaaacaaaccaaagtgcccactacagcagttgaaatctgacattttet
1801 taatcaatttaaatgagccattcatagtttcarattatataaatactcatcagttttctg
1861 tacéataaaattattftaattcgatcaatacacaaatgaatgtagctttttcttgtttaa
1821 gctctcatctcgttctgtacttttaéttcatcacgtcaactttgcagaatatcacctcca
1981 cttccatcattttcecctgctecactyggtgtecctgggoctggaagecttccacacetggatct
2041 ccattceccttctgettectetetgtaactgetetottgggaaacagectgateetetteg
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M Y ¥ F L 8 ML 8§ A
ctaccatcactcageccageetecacgaacCaATGTACTATTTCCTCTCCATGCTGTCCS
T p L 6L $1 s TT™ULVTMILS I FWTF F N
CCACTGACCTCGGCCTGTCCATATCCACTC TGGTCACCATGCTGAGTATATTCTGGTTCA
VRBISPNACLSHMFFIKFPT
ATGTGAGGGARATCAGCTTTAATGCCTGCTTGTCCCACATGTTCTTTATTARATTCTTCA
VMESSVLLAMAPDRPVAVSN
CTGTCATGGAATCCTCAGTGCTGTI‘G(:?CCATGGCT’ITTGATCGT’ITTGTGGCCGTCTCTA
P L R YA M I L TD SR RTIAOQTIGVYA S
ATCCCCTTAGGTATGCCATAATTTTAACTGACTCCAGAATAGCTCAAATTGEAGTGGCAA
v I R 66 L L » L TP MV A L L I RL 8 Y
GTGTCATCAGGGGGCTCCTAA TGO TGACACCAATGGTAGCACTTCTTATAAGACTTTCCT
¢ H S 0 VL HH S Y CYH P DV MIKTL S
ACTGCCACAGCCAAGTACTCCACCACTCCTACTGCTACCACCCTGATGTGATCGARGCTCT
C T D TR I N S AV G LT AMZPF 8T V G
CATGCACAGACACCAGAATCAACAGTGCACTTGGGCTGACTGCCATGTTCTCTACTGTTS
VDLLLILLSYVLIIIRTVLSV
GTGTAGACTTACTTCTCATCCTCCTTTCT TATGTTTTGATCATTAGGACTGTCCTTAGCG
A &§ P E E R K ETV F S T CC V 8 H I V A F
TTGCTTCCCCAGAAGAGAGGAAGGARRCCTTCAGTACATGTGTCTCCCACATTIGTGGCTT
AIYYIPL;.SLS-IVI—IRPbGKQ_h
TTGCTATATATTACATTCCATTGATCAGTCTGTCCATTGTTCACAGATT TGGGARACAAG
P A ¥ V H T M I A NT VYL L T & PL M N
CCCCAGCCTATGTACATACTATGATTGCTAACACCTACCTGCTGACCTCCCCTTTGATGA
P VI ¥ 8 V KT K Q I R R AV I XK I L H
ACCCTGTCATCTACAGTGTGARARCCARRCAGATACGTAGAGCTGTGATAARRATTCTCC
S K E T *
ATTCCAMGAMCATAAaattgtagéattctagcactagatggacccctcaagatggtat
acttcaggtcatgtttccaattaaaaacaaaaaacaaccaaagaactggtgeccattgaa
gctaagcacataatcatttaaagttaaagectggaatgtatctagaacatcagctagtttg
actactttattttccagatgaggaégtgaagacatgggatggaagagatgaacagcctaa
aattagccttatata.l:aaaatttcl:c.:cttctcacaccactgttgggtccaaactgttgtt
gecttcetgtccctgocaacaccctttectgttattatetecatctacttcatagectttaga
atgacacattacagaaaagtcactcctttgtgagaaataggtagtattttccaactgtte
tagtaatttcogattgccatttattatttgeteotgacaagtcatggttctaagtgeereet
gl:aj.‘.gl:atI:aacatatt:t;tal:atcta-aaacaatgl:tataagataatcactttaat’tatca
ataagaaaattgaggcatgaaatgttaagtagettgettaaacagetagtaactggegtt
gctgatggcagagcacatccatgecagactgactccagagtoccccacactettaatttta
atgttatattgctacctataatataatatataggtatataatrtatatataatctatatt
tgtaaaaattatatgaacttatatatataaactl:atat:ttataaattatgtacr.tatatg
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3661 tgtaaattatatttatatttataaatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa

3661 tgtaaattatatttatatttataqatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2D. La secuencia de ADNc y de aminoacidos de 238P1B2 v.3 . La metionina de partida esta
subrayada. El marco de lectura abierto se extiende desde el acido nucleico 2133-2897 incluyendo el codon de
parada.

1 ccgectteocaggtteactccattetectgoctcageoeteccccagtagetggaactacagg
61 cgcecgcecaccacgeccggetaattbtttigtatttttagtggagacgaggtttcaccaty
121 ttggccaggatggtctcgatctcctgacctcgtgatccgcccacct&ggcctcccaaagt
181 gctgggactacaggcgtgagccaccgedcccagectgctcaacacttttacacatgeoegt
241 tctgaaageoctgggaattottogtcteaacttatataaaacacagaaatettteaageae
301 tgctttttetagaaagoctictccaaatactacaaacctactgaatgctetctttctggt
36l aattcctttttagtgtgttttggtttttﬁaaaatcattttatcttatttctagttgacaa
421 ataatatggtatatatttgtggggtaaaatgtgatgttgttatacatgtatgecattgtgy
481 aatgaccaaatcaagctaattatcatatccatcacctcaaatatttatcatttctttgtg
541 ctgtgaacatttaaaattctctettttagtttttttgaaatatactatacattaactata
601 attcttatttetctaagaggtttgatcatacattttagatattttoatcactegeotyag
66) gacactgtcattactgtaaakttcagaatctaaagctatagtttcattatitggecaaat
721 cgtgtaatctataatttcttatttttcatctagtttretgttaattttagttaaatcaca
781 ccccecacceccectttttttttcactaagacttectbtecggtgatcettgaggtgacactt
841 tatcagggtgaatgtgtgagtctggatacgttgaggttcctotecatectoctetttgte
901 aacacttactgtcagccacccageaccettrctittoctetgaagaagttagectgecaae
961 tggctctctctcattgattgagécqtccgcagccacaaccctaatctctgtttttcccta
1021 gacceccgtottcaactcaaccatacoccatetatetacctttetgcaattotecacteta
108]1 tgaaaaaagaaatgtgatgtttgcaataaagttatatttttccctecgaaacaaaacagt
1141 aacattcaattaggtatctcctaagaagtatgtctiaacaaaatagagagattctgtiet
1201 ggagaactagtcttccagcagactgaagagagaactgtgttggaacgtagcagcacatta
1261 tatcaggtgggggéagcctcctgtcttcctaagcctggtgggaggtctgtgttctaacca
1321 tctcttccaaatatgatgccgggtétcatattgtaagggtttctttaacggttagatgct
1381 gaagccatttatttgtcacttcctatgtgttactttgtattataatgatctetttcttca
1441 tattttctggcttcoccaaattgtetgtaagcttctectgetttecacacttatgaccaatg -
1501 taatattgctgttccacagccccagﬁgtatttttctctggtgccaaccatagaggaaaaa
1561 taatgcactacctctttagcacaatttaaacatgccataaagaatgaaatatgatiggca
1621 aactcagggtaaagtgtttattctt@gtttggttatctatggctagaacgatcagaggag
1681 tggtcacatgatataaacatagctgccagcaaagggccctagagaagaaagattgtacac
1741 taaggcaaattcaaaaacaaaccaaagtgcccactacagcagttgaaatctgacattttt
1q01 taatcaatttaaatgagccattcatagttrcatattatataaatactcatcagtittetg
1861 tacaataaaattattttaattegatceaatacacaaatgaatgtagottttttttgtttaa
1921 gctcetecatctegttoctgtacttttaattcatcacgtcaactttgcagaatatcaccteca
1981 ctteccatcattttectgctcactggtgttectgggetggaagecttecacacctggatct
2041 ccattccecttctgettectectetqtaactgetetottgggaaacagoctgateccteotteg
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ES 2375351713

M ¥Y Y F L 8 ML $§ A
ctaccatcactcagcccagectecacgaaccaATGTACTATTTCCTCTCCATGCTGTCCG
T p L 6L 8 I 8 TLVTMULS I PWF N
CCACTGACCTCGECOTGTCCATATCCACTCTGGTCACCATGCTGAGTATATTCTGGTTCA
VvV R E I 8 FN ACL 8 H M P F I X P F T
ATGTGAGGGAAATCAGCTTTAATGCCTGCTTGTCCCACATSTTCTTTATTARATICTTCA
VMES S VLLAMMAFTDTR RTPVAYVSN
CTGTCATGGARTCCTCAGTGCTGTTGECCATGGCTTTTGATCGTTTIGTGGCCGTCTCTA
P L R Y A M I L TD S RIAOQTISGV A 8
ATCCCCTTAGGTATGCCATGATTTTAACTGACTCCAGAATAGCTCARATTGCGAGTGGCAA
vy I R 6L LML TPM UV AL L I R L 8 Y
GTGTCATCAGGGGGCTCCTAATECTGACACCAATGGTAGCACTTCTTATARGACTTTCCT
C HS Q VvV LHHH S Y ¢ Y HPD V MIE KL 8
ACTGCCACAGCCAAGTACTCCACCACTCCTACTGCTACCACCCTGETGTGAIGAAGCTCT
¢ T D TR I N S AV 6L T A MTPF STV G
CATGCACAGACACCAGAATCAACAGTGCAGTTGGGCTGACTGCCATCTTCTCTACTGTTG
v p L L 2 I L L .8 Y Vv L I I RT VL 8 V
GTGTAGACTTACTTCTCATCCTCCTTICTTATGTTTTGATCAT TAGGACTGTCCTTAGCG
A 8 P E E R KETUVP 8§ TUCWV S HIV A F
TTGCTTCCCCAGAAGAGAGGAAGGAARCCTTCAGTACATGTGTCTCCCACATTIGTGGCTT
A I ¥ Y I PL I SL S5 1IV HRVFGI KOQOA
TTGCTATATATTACATTCCATTGATCAGTCTCTCCATTGTTCACAGATTTGGGAARCAAG
P A Y V H T M I A N T Y L L I &8 P L M N
COCCAGCCTATGTACATACTATGATTGCTAACACCTACCTGCTGATCTCCCCTTTGATGA
P vV I ¥ 8§ V KT K 0 I RRAV I KI L E
ACCCTGTCATCTACAGTGTGARAACCAAACAGATACGTAGAGCTGTGATARRAATTCTCC
S K E T =+ )
ATTCCAAAGAAACATAAaahtgtagaﬁttctagcactagatggacccctcaagatggtat
achtcaggtcatgtttccaattaaééacaaaaaacaaccaaagaactggtgcccahtgaa
gctaagcacataatcatttaaagrtaaagetggaatgtatctagaacatcagetagtttg
actactttattttccagatgaggaggtgaagacatgggatggaégagatgaacagcctaa
aattagccctatatataaaatttcﬁccttctcacaccactgttgggtccaaactgttgtt
gecttotgtoocetgocaacaccottietgttattatctcatctacttcatagectttaga
atgacacattacagaaaagtcactccﬁ;tgtgagaaataggtagtattttccaactgttc
tagtaatttcgattgecatttattatttgetctgacaagtecatggttctaagtgtettte
gtatgtattaacatattttatatctaaasacaatgttataagataatcactttaattatca
ataagaaaattgaggcatgaaatéttaagtagcttgcttaaacagctagtaactggtgtt
gectgatggcagagecacatccatgeagactgactocagagteccccacactcttaatttea
atgttatattgccacctataatacaétatataggtatataatttatatataatttatatt

tgtaaaaattatatgaacttatatatataaacttatatttataaattatgtacttatatg
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3661 tgtaaattatatttatatttataaacataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa

3661 tgtaaattacatttatatt:ataaatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2E. La secuencia de ADNc y de amino&cidos  de 238P1B2 v.4. La metionina de partida esta
subrayada. El marco de lectura abierto se extiende desde el 4cido nucleico 2133-2897 incluyendo el codén de
parada.

1 ccgecttoccaggttcactccattoctecctgectcagectocccagtagetggaactacagg
61 cgcccgocaccacgoocggcetaattttttgtaticttagtggagacgaggttitcaccatg
121 ttggccaggatggtctegatctoctgacctegtgatcegeccaceteggecteccaaagt
181 gctgggactacaggeogtgagcocaccgegeccagoctgetcaacacttttacacatgeegt
241 tctgaéagcctgggaattcttcgtctcaacttatataaaacacagaaatctttcaagcac
301 tgcttttibcetagaaagecttctccaaatactacaaacctactgaatgetotetttotggt
361 aattcctttttagtgtgttitagttttteasaatcatcttatettatttctagtigacaa
421 ataatatggtatatatttgtgggétaaaatgtgatgttgttatacatgtatgcattgtgg
481 aatgaccaaatcaagctaattatcatatccatcacctcaaatatttatcatttctttgtg
541 ctqgtgaacatttaaaattctctcttettagtttttttgaaatatactatacattaactata
601 attctratttctctaagaggtttgatcatacattttagatattttcatcactegootgag
661 gacactgtcattactgtaaatttcagaatctaaagctatagtttcattatttggecaaat
721 cgtgtaatctataatttcttgtttttcatctagttttctgttéattttagttaaatcaca
781 cceoccaccecccecttittttttcactaagacttcttocggtgatecttgaggtgacactt
841 tatcagggtgaatgtgtgagtctggatacgttgaggttectetecatectotetittgtc
201 aacacttactgtcagccacccagcaééctttcttttcctctgaagaggttaccctgcaac
961 ctggctctcetctcattgattgagecctetgeocagecacaacectaatoctetgtttttoeccta
1021 gaccccegtcettcaactcaaccatacccatctatctacctttotgeaattetecacteta
1081 tgaaaaaagaaatgtgatgtttgéaataaagttatatttttccctccgaaacaaaacagt
1141 aacattcaattaggtatctcctaagaagtatgtcttaacaaaatagagagattctgtect
1201 ggagaactagtcttccagcagactgéagagagaactgtgttggaacgtggéagcacatta
1261 tatcaggtgggggcagcctectgtettectaagectggggggagatetgtgtictaacca
1321 tctcttccaaatatgatgcecgggtatcatattgtaagggrttetttaatggttagatget
1381 ggagccatttatttgtcacttcctatgtgttactttgtattataatgatctctttcttca
1441 tattttctggcttcccaaattgtctgtaagettctotgetttccacacttatgaccaatg
1501 taatattgctgttccacagcececcagtgtatttttetetagtgeccaaccatagaggaaaaa
1561 taatgcactacctctttagcacaatttaaacatgccataaagaatgaaatatgattggea
1621 aactcagggtaaagtgtttattcttagtttggttatctatggctagaacgatcagaggag
1681 tggtcacatgatataaacatagctgccagcaaagggccctagagaagaaagattgtacace
1741 taaggcaaattcaaaaacaaaccaaagtgeccactacagcagttgaaatctgacattttt
1301'taatcaatttaaatgagccattcdtagtﬁtcatattatataaatactcatcagttttctg
1861 tac%ataaaattattttaattcgatcaatacacaaatgaatgtagcttttttttgtttaa
1921 getctcatcteogttotgtacttttaattecatcacgtcaacttigeagaatatcaccteca
1581 cttccatcattttectgctcactggtgttectgggotggaagoecttoccacacctggatet
2041 ccattccettcotgcocttoctotetgtaactgeteotettgggaaacagectgatectettey
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ES 2375351713

M Y Y FL 8 ML 8 A
ctaccatcacl:cagcccagcctccacgaﬁcca&GTACTATﬂCCTCTCCA‘DGCTGTCCG
T 0D L 6L &8 1 §8 TL V TMUL S I F WP F N
CCACTGACCTCGGCCTGTCCATATCCACTCTGGTCACCATGCTGAGTATATTCTIGGTTCA
VRETILISPNACLSTHMETFTIEKTFETFT
ATGTGAGGGARATCAGCTTTARTGCCTGCTTGTCCCACATGTTCTTTATTARATTCTTCA
vV M E &8 &8 VL L AMAMAMTFUDU RT FWVYAWV S DN
CTGTCATGGAATCCTCAGTGCTGTIGGCCATGGCTTITGATCGTTTTCTGGCCGTCTCTA
P LRY A M I L TD S RIAOQTIUGUV A S
ATCCCCTTACGGTATGCCATGATTITAACTGACTCCAGAATAGCTCARMATTIGGAGTGGCAA
VI RGLLMIUELTZ®PMVALTLTIT RTLSY
GTGTCATCAGéGGGCTCCTARTGCTGACACCAAIGGTAGCACTTCTTATAAGACTTTCCT
C H $ Q VL HH S Y €Y HP D VM KL s
ARCTGCCACAGCCARGTACTCCACCACTCCTACTGCTACCACCCTGATGTGATCARAGCTCT
C T DTU RTINS AWV G LT AMTFE T V G
CATGCACAGACACCAGAATCAACAGTGCAGTTIGGCCTIGACTGCCATGTTCTCTACTGTTG
vopop L L L I L L S ¥ VL ITIUZRTVILSE YV
GTGTAGACTTACTTCTCATCCTCCTTICTTATGTTTTGATCATTAGGACTGTCCTTAGCG
A 5 P E EER K ETVP & T CV 5§ HI V AF
TTGCTTCCCCAGARGACGAGCAAGGARACCTTCAGTRACATGTGTCTCCCACATTGTGGCTT
A I ¥ Y I P L I 8 L 8 1 V HPRUF G K QA
TTGCTATATATTACATICCAT TGATCAGTCTGTCCATTGTTCACAGATTTGGGAAACARG
P A Y V HTMH®M I A NT ¥ L L I & P L M N
CCCCAGCCThTGTACATACTATGAfTGCTAACBCCTACCTGCTGATCTCCCCTTTGATGA
P V. I ¥ § V KT K QQ I R RAVV I K IULH
ACCCTGTCATCTACAGTETGARARACCAMMCAGATACGTAGAGCTGTGATAAARATTCTCC
S K E T +«
ATTCCARAGAAACATARaALLgtagaattctagcactagatggaccoctcaagatggtat
acttcaggtcatgtttccaattaaaaacaaaaaacaaccaaagaactggtgeccattgaa
gctaagcacataatcatitaaagttaaagctggaatgtatctagaacatcagctagtitg
actactttattttccagatgaggaégtgaagacatgggatggaagagatgaacagcctaa
aattagccttatatataaaatttctcecttctcacaccactgttgggtecaaactgitgte
gecttetgteocctgecaacacectttoctgttattatetcatctacttcatagectttaga
atgacacattacagaaaagtcactcctttgtgagaaataggtagtattttceaactgtte
tagtaatttcgattgecatttattatttgetetgacaagtcatggttetaagtgttttie
gtatgtattaacatattttatatctaaaacaatgttataagataatcactttaattatea
ataagaaaattgaggcatgaaatgttaagtagcttgcttaaacagectagtaactggtgtt
getgatggcagagcacatccatgoagactgactecagagtcecccecacactctttaatttta
atgttatattgctacctataatatgatatataggtatataatttatatataatttatatt
tgtaaaaattatatgaacttatatatataaacttatatttataaattatgtacttataty
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3661 tgtaaattatatttatatttataaatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaéaaaaaaaaaa

3661 tgtaaattatatttatahttataaatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaéaaaaaaaaaa
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Figura 2F. La secuencia de ADNc y de aminoéacidos de 238P1B2 v.5. La metionina de partida esta
subrayada. El marco de lectura abierto se extiende desde el &cido nucleico 2133-2897 incluyendo el codon de
parada.

1 ccgccttccaggttcactccattcfcctgcctcagcctccccagtagctggaactacagg
61 cgecegecaccacgeccggetaatttittgtattittagtggagacgaggtttcaccatg
121 ttggccaggatggtctcgatctcctQaCthgtgatccgcccacctcggcctcccaaagt
181 gectgggactacaggcgtgagccaccgogeccagectgoctcaacacttittacacatgeogt
241 tctgaaagcctgggaatictteogtctcecaacttatataaaacacagaaatctttcaageac
0l tgctttttctagaaagccttctccéaatactacaaacctactgaatgctctctttctggt
361 aattcetttttagtgtgttttggtttttcaaaatcattttatctratttctagttgacaa
421 ataatatggtatatatttgtggggtaaaatgtgatgttgttatacatgtatgeattgtgg
481 aatgaccaaatcaagctaattatcatatccatcacctcaaatatttatcatttcttigtg
541 ctgtgaacatttaaaattctctcttttagttittttgaaatatactatacattaactata
601 attcttatttctctaagaggtttgatcatacattttagatattttecatcactegocectgag
661 gacactgtcaCtactgtaaatttcagaaéctaaagctatagtttcattatttggccaaat
721 cgtgtaatctataatttcttgtttttcatctagttttctgttaattttagttaaatcaca
781 cccecacceccecttttttittcactaagacttecttecggtgatecttgaggtgacactt
841 tatcagggtgaatgtgtgagtctggatacgttgaggttcctetccatectetettttgte
501 aacacttactgtcagccacccagcéccctttcttttcctctgaagaagttaccctgcaac
961 tggctctetetcattgattgagecctetgcagecacaacectaatectetgtttttcecta
1021 gacceccoccgtottcaactcaaccatacccatctatctacctttctgecaattctecacteta
1081 tgaaaaaagaaatgtgatgtttgcaataaagttatatttttcccteccgaaacaaaacage
1141 aacattcaattaggtatctcctaagéagtatgtcttaacaaaatagagagattctgﬁtct
1201 ggagaactagtcttccagcagactgaagagagaactgtgttggaacgtggéagcacatta
1261 ﬁatcaggggggggcagcctcctgtct:cctaagcctggtgggaggtctgtgttctaacca
1321 tctetteocaaatatgatgeocgggtatcatattgtaagggtitetttaatggttagatget
1381 gaagccatttatttgtcacttectatgtgttacttitgtattataatgatctetttcttca
1141 tattttetggettcocccaaattgtitgtaagettotetgetttecacacttatgaccaaty
1501 taatattgctgttccacagecocccagtgtattttiotetggtgecaaccatagaggaaaaa
1561 taatgcactacctetttagcacaatttaaacatgccataaagaatgaaatatgattggea
1621 aactcagggtaaagtgtttattcttagtttggttatetatggctagaacgatcagaggag
1681 tggtcacatgatataaacatagctgécagcaaagggccctagagaagaaagattgtacac
1741 taaggcaaattcaaaaacaaaccaaagtgcccactacagcagttgaaatctgacattttt
1801 taatcaatttaaatgagccattcatagtttcatattatataaatactcatecagttttetg
1861 tacéataaaattattttaattcgatcaatacacaaatgaatgtagcttttttttgtttaa
1921 gctctcatctegttetgracttttaattcatcacgtcaactttgcagaatatcaccteca
1981 cttccatcattttcctgctcactggtgttcctgggctggaagecttccacacctggatct
2041 ccattcccttctgcttcctct&tgtaactgctctcttgggaaacagcctgatcctcttcg
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ES 2375351713

M ¥ ¥ FL § ML s &
ctaccatcactcagcecagectecacgaaccaATGTACTATTTCCTCTCCATGCTGTCCG
TDLGLSIS_TLVTMLSIFNPH
CCACTGACCTCGGCCTGTCCATATCCACTCTGGTCACCATGCTGAGTATATTCTGCTTCA
vV R EI 8 PN ACTL S HMWMUFUPF I KFFT
A'I‘G‘I‘GAGGGAAATCAGCHTMTGCCT;GCTTGTCCCACATGTICTTTATTAMTTC'TTCA
vV W E 8 8§ vV L L A M AV FUDTU RFV AV S8 N
C‘I‘G'1‘CATGGAA‘I‘CCTCAGTGC‘I‘GTI‘GGCCA’DGGCTTTTGATCGT’ITTGTGGCCGTCTCTA
P L R Y A M I L TD S5 RTIAMZOQTIG V A s
ATCCCCTTAGGTATGCCJ\TGATTTTWTGACTCCAGMTAGCTCAAATTGGAGTGGCAA
VIRGLLMLT®PMYALLTIRTLSY
GTGTCATCAGGGGGCTCCTAATGCTGACACCARTGEGTAGCACTTCTTATARGACTTTCCT
C H s ¢ VL HH S Y C Y H?P D VMU KL 8§
ACTGCCACAGCCAAGTACTCCACCACTCCTACTGCTACCACCCTGATGTGATGAAGCTET
¢ T DT RTINS AV GL T MMT EP S TNV G
CATGCACAGACACCAGAATCAACAGTGCAGTTGGGCTGACTGCCATGTTCTCTACTGTTC
v P L L L IL LS Y VL ITRTWVL S V
GTGTAGACTTACTTCTCATCCTCCTTTCTTATGTTTTGATCATTAGGACTGTCCTTACCG
A § P E E R KE TV F & T CV S8 EI V A F
TIGCTTCCCCAGAAGAGAGGAAGGARACCTTCAGTACATGTGTCTCCCACATTGTGGOTT
A I ¥ ¥ I P L I 5 L & I V H RV FGI K QR
'I"DGCTATATﬁTTACATTCCATTGATCAG‘I‘C‘I‘GTCCATTGTTCRCAGATTTGGGAMCMG
PAYVHTMI‘ANTYLLISPL‘MN
CCCCAGCCTATGTACATACTATGATTGCTAACACCTACCTGCTGATCTCCCCTTTGATGA
PV I ¥ 8 V KT K QI RRAV I K I L H
ACCCTGTCATCTACAGTGTGAARACCARACAGATACGTAGAGCTGTGATAAARATTCTCC
S K E T *
ATTCCAAAGAARCATARaattgtagaattctagcactagatggacccctcaagatggtat
acttcaggtcatgtttccaattaa&aacaaaaaacaaccaaagaactggtgcccattgaa
gctaagcacataatcatttaaagttaaagectggaatgtatctagaacatcagctagtttg
actactttattotccagatgaggaggtgaagacatgggatggaagagatgaacagectaa
aattagccttatatataaaatttctoetteotcacaccactgttgggtecaaactgeogtt
gececttetgteoctgocaacacectttoctgttattatctcatctacttcatagectttaga
atgacacattacagaaaagtcactccttigtgagaaataggtagtattttecaactgtte
tagtaatttcgattgccatttattatttgctctgécaagtcatggttctaagtgtttttt
gtatgtattaacatattttaﬁatcfaaaacaatgttataagataatcactttaattatca
ataagaaaattgagacatgaaatgttaagtagcttgcecttaaacagetagtaactggtgtt
gctgatggcagagcacatccatgcagactgacteocagagtececcacactettaatttta
atgttacattgctacctataatataaﬁatataggtatataatttatatataatttatact
tgtaaaaattatatgaacttatatatataaacttatatttataaattatgtacttatatg
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3661 tgtaaattatatttatatttataaatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa

3661 tgtaaattatatttatatttataaatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2G. La secuencia de ADNc y de aminoacidos de 238P1B2 v.6. La metionina de partida esta
subrayada. El marco de lectura abierto se extiende desde el &cido nucleico 2133-2897 incluyendo el codon de
parada.

1 cecgecttecaggttcactecattotoctgectcagecteoccagtagetggaactacagg

61 cgcccgccaccacgcccggctaa&tttttgtatttttaétggagacgaggcttcaccatg
121 ttggccaggatggtotecgatetectgacctogtgatoccgeccacecteggecctocccaaagt
181 gctgggactacaggcgtgageccaccgcgoccagectgetcaacactittacacatgeegt
241 tctgaaagectgggaattcottcogtoteaacttacataaaacacagaaatetttcaageac
301 tgectttttctagaaagecttctccaaatactacaaacctactgaatgotetcotttetggt
36l aaétcctttttagtgtgttttggtttttcaaaaccattttatcttatttctagttgacaa
421 ataatatggtatatatttgtggggtaaaatgtgatgttgttatacatgtatgcattgtgg
48] aatgaccaaatcaagctaattatcatatccatcacctcaaatatttatcatttetttgty
541 ctgtgaacatttaaaattctctcttttagtttctttgaaatatactatacattéactaha
601 attcttatttctctaagaggtttgatcatacattttagatattttcatcactegectgag
661 gacactgtcattactgtaaatttcagaatctaaagetatagttteattatttgyccaaat
721 cgtgtaatctataatttcttgtttttcatctagttttctgttaattttagttaaatcaca
781 cccccaccccccctttttttttcactaﬁgacttcttccggtgatccttgaggtgacactt
841 tatcagggtgaatgtgtgagtctggatacgttgaggttcctctccatccpctcttttgtc
9501 aacacttactgtcagccacccagcacectttettttectetgaagaagttaccotgcaac
951 tggctctetctocatigattgagecocctotgocageccacaacectaatetetgtttttoccta
1051 gaccccogtecttcaactcaaccatacceatctatctacctttetgocaattetecacteta
10381 tgaaaaaagaaatgtgatgtttgcaataaagttatatttttccctccgaaacaaaaéagt
1141 aacattcaattaggtatctcctaagaagtatgtcttaacaaaatagagag&ttctgttct
1201 -ggagaactagtcttccagcagactgaagagagaactgtgttggaacgtggcageacatta
1281 tatcaggtgggggcagoctcctgtettoctaagoctggtgggaggtotgtgttetaacca
1321 tetcocttccaaatatgatgecgggtatcatattgtaagggtttetttaatggttagatget
1381 géagccatttatttgtcacttcctafgtgttactttgtattataatgatctctttcttca
1441 tatrttctggettceccaaattgtotgtaageticteotgetttecacacttatgaccaatg
1501 taatattgctgttccacagccccagtétatttttctctggtgccaaccatagaggaaaaa
1561 taatgcactacctctttagcacaatttaaacatgecataaagaatgaaatatgattggea
1621 aactcagggtaaagtgttitattcttagtttggttatctatggctagaacgatcagaggag
1681 tggtcacatgatataaacatagctgccageaaagggecctagagaagaaagattgtacac
1741 taaggtaaattcaaaaacaaaccaaagtgeccactacagcagttgaaatctgacattiet
1801 taatcaatttaaatgagccattcatagtttcatattatataaatactcatcagttttcotg
1861 tacaataaaattattttaattcgatcaatacacaaatgaatgtagcttttttttgtttaa
1921 gctctcatctegttcotgtacttitaactcatcacgtcaactttgecagaatatcaggtcea
1981 cttcecatcattttcctgectcactggtgttectgggetggaagecttocacacectggatet
2041 ccattcecttetgetiectectetgtaactgeototettgggaaacagectgatectetteg
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71
2341
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2401
111
2461
131
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151
2581
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27561
231
2821
281
2881
2541
3001
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3121
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3241
2301
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3421
3481
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M ¥ Y F L S M L 8 A
ctaccatcactcagcececagectccacgaaccaATGTACTATTTCCTCTCCATGCTGTCCG
T DL GL S I STLVTMLELESTIT FWFN
COACTGACCTCGGCCTGTCCATATCCACTCTGGTCACCATCC TGAGTATATTCTGGTTCA
VR EI S F ¥ ACL S HMF FFTII KU FPUFT
ATGTGAGGGARAT CAGCTTTAATGCCTGCTTGTCCCACATGTTCTTTATTARATTCTITCA
vV M E 8§ 8 YL L AMAFDU&RVPFUV AV 5 N
CTGTCATGGAATCCTCAGTGCTGTTGGCCATGGCTTTTGATCGTITIGTGGCCGTCTCTA
P L R Y AN I ULTUDSURTIMA Q‘ I G V A 8
ATCCCCTTAGGTATGCCATGATTTTAACTCACTCCAGAATAGCTCARATTGGAGTGGCAA
v IiI RGLL ML TUPMV ATLTLTIMRILSY
GTGTCRTCAGGEGECTCCTAATGCTGACACCAATGGTAGCACTTCTTATAAGACTTTCCT
C H S Q VL HH S Y €CY H?PFPFDP VM KTELE S
ACTGCCACAGCCAAGTACTCCACCACTCCTACTGCTACCACCCTGATGTGATGARGCTCT
¢ TDTRIWNGSAV GLTAMTF STV G
CATGCACAGACACCAGARTCAACAGTGCAGTTGGGCTGACTGCCATGTTCTCTACTGTTS
vV p L L L I L LS Y VLI IPRTUV UL SV
GTGTAGACTTACT ICTCATCCTCCTTTCTTATGTTTTGATCATTAGGACTGTCCTIAGEG
A 5 P E EREKETUVFSTCV S H I VATF
TTGCTTCCCCAGARGAGAGGAAGGRAACCTTCAGTACATGTGTCTCCCACATTGTGGCTT
A I Y Y I PL I SUL GS§1I VHRTFGIKOQA
TTGCTATATATTACATTCCATTGATCAGTCTGTCCATTGTTCACAGATTTCGGAAACARG
PAYVHTMI;NTYLLISPLMN
CCCCAGCCTATGTACATACTATGATTCCTAACACCTACCTGCTCGATCTCCCOTTITGATGA
P VIYSVYKTZE KGO QIR RERATYVTITEKTITLH
ACCCTGTCATCTACAGTGTGAARACCARACAGATACGTAGAGCTGTGATAAAAATTCTCC
S K E T * _
ATTCCAAAGAAACATAMARatEgtagaattctagcactagatggaccecctcaagatggtat
acttcaggtcatgtttccaattaaaaacaaaaaacaacraaagaactggtgecccattgaa
gctaagcacataatcatttaaagttaaagetggaatgtatctagaacatcagctagtetg
actacttrtattttecagatgaggaggtgaagacatgggatggaagagatgaacagocctaa
aattagccttatatataaaattictccttcteocacaccactgttgggtccaaactgttgtt
gccttctgtccctgccaacaccctftctgttattatctcatctacttcatagcctttaga
atgacacattacagaaaagtcactecttigtgagaaataggtagtattttaecaactgttc
tagtaatttegattgecatttattatttgetotgacaagtcatggttetaagtgttttt
gtatgtattaacatattttatatctaaaacaatgttataagataatcactttaattatca
ataagaaaattgaggratgaaatgttaagtagettgcettaaacagctagtaactggtgtt
gctgatggcagagcacatccatgcagactgactocagagtccoccacactocttaatttta
atgtecatattgcectacctataatataatatataggtatataatttatatataatttatatt
tgtaaaaattatatgaacttatataiataaacttatatttataaattatgtacttatatg
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3661 tgtaaattatatttatatttataaatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa

3661 tgtaaattatatttatatttataaatataaatatagagagaagttcaggcaatttttact

3721 aggaaacataaagaagtaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 3A. Secuencia de aminoacidos de 238P1B2 v.1A clon A. La proteina 238PIB2 v.1 tiene 254
aminoacidos.

1 MYYFLSMLSA TDLGLSISTL VTMLSIFWFN VREISFNACL SHMFFIKFFT VMESSVLLAM
61 AFDRFVAVSN PLRYAMILTD SRIAQIGVAS VIRGLLMLTP MVALLIRLSY CHSQVLHHSY
121 CYHPDVMKLS CTBTRINSAV GLTAMFSTVG VDLLLILLSY VLIIRTVLSV ASPEERKETF
181 STCVSHIVAF AIYYIPLISL SIVHRFGPQA PAYVHTMIAN TYLLISPLMN PVIYSVKTKQ
241 IRRAVIKILH SKET

Figura 3B. Secuencia de aminoacidos de 238P1B2 v.1B. La proteina 238P1B2 v.1B tiene 316 aminoacidos.

1 FITSTLONIT STSIIFLLTG VPGLEAFHTW ISIPFCFLSV TALLGNSLIL FATITQPSLH
€1 EPMYYFLSML SATDLGLSIS TLVTMLSIFW FNVREISFNA CLSHMFFIKF FTVMESSVLL
121 AMAFDRFVAV SNPLRYAMIL TDSRIAQIGV ASVIRGLLML TPMVALLIRL SYCHSQVLHH
181 SYCYHPDVMK LSCTDTRINS AVGLTAMFST VGVDLLLILL SYVLIIRTVL SVASPEERKE
241 TFSTCVSHIV AFAIYYIPLI SLSIVHRFGK QARPAYVHTMI ANTYLLISPL MNPVIYSVKT
301 KQIRRAVIKI LHSKET

Figura 3C. Secuencia de aminoacidos de 238P1B2 v.2. La proteina 238P1B2 v.2 tiene 254 aminoacidos.

.1 MYYFLSMLSA TDLGLSISTL VTMLSIFWFN VREISFNACL SHMFFIKFFT VMESSVLLAM
61 AFDRFVAVSN PLRYAMILTD SRIAQIGVAS VIRGLLMLTP MVALLIRLSY CHSQVLHHSY
121 CYHPDVMKLS CTDTRINSAV GLTAMFSTVG VDLLLILLSY VLIIRTVLSV ASPEERKETF
181 STCVSHIVAF AIYYIPLISL SIVHRFGPQA PAYVHTMIAN TYLLTSPLMN PVIYSVKTKQ
241 IRRAVIKILH SKET .
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Figura 4A Alineamiento de secuencias de acido nucleico de 238P1B2 v.1 con receptor olfatorio de ratén

MOR14-1.

>qi|18479243|gb|AY072973.1| Gen del receptor olfatorio MOR14-1 de Mus musculus,

cds completa

Longitud =945

Puntuacion = 793 bits (400), Expectativa =0,0
Identidades = 784/912 (85 %).
Cadena = Mas / Mas

Consulta:
2040

Obijeto:
88

Consulta:

2100

Objeto:
148

Consulta:

2160

Objeto:
208

Consulta:

2220

Objeto:
268

Consulta:

2280

Objeto:
328

Consulta:

2340

Objeto:
3g8

Consulta:
2400

Objeto:
448

1981

2041

89

2101

149

2161

209

2221

269

2281

329

2341

389

cttccatcattttectgetcactggtgttectgggetggaagecttccacacctggatet

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII CEPECEEEEEEEE TEEEEE e e

ctggtgtgcccgggcectggaagcetttccacacctggatet

ccattccettctge ttcctci:ctgtaactgctctcttgggaaacagcctgatcc tctteg

IIIIIIIIIIIIIIII FULE AT TPEEE 00 T e i

ctttctctatgcaactgccctgtcagggaacagcctgattetctttg

ctaccatcactcagcccagcctccacgaaccaatgtactatttcoctetccatgetgtecg

R R A R

tcattatcacccagcccagecctccacgageccatgtattacttectctecatgetateca

ccactgacctcggecctgteccatateccactectggtcaccatgetgagtatattectggttca

CLEETEEEEEEEr be beeer veeee e e eeeer e e o b

ccactgacctcgggcectctccatectccactctggeccaccatgetggggatattctggttcea

atgtgagggaaatcagctttaatgcctgcttgtcccacatgttctttattaaattcttca

Lo T ey Cerer e e b bR L TEr

acgccagggagatcagcettcaatgectgettgtcactgatgttcttcattaaactettca

ctgtcatggaatcctcagtgctgttggccatggcttttgatcgttttgtggccgtctcta

IIIIIIIHIIIII!IIIIIIHIIIII I|I|III HIIIIII IIIIIII 1

gccatcteca

atccect taggtatgccatgattttaactgactccagaatagctcaaattggagtggcaa

CE TEEEEEEE T PR e COR R e e 1t i

accctcttaggtatgccactattttaactgattccagaatagctcaaattggggtgacaa
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Consulta:

2460
Objeto:

508
Consulta:

2520

Objeto:
568

Consulta:

2580

Objeto:
628

Consulta:

2640

Objeto:
688

Consulta:

2700

Objeto:
748

Consulta:

2760

Objeto:
808

Consulta:

2820

Objeto:
868

Consulta:

2880

Objeto:
928

2401

449

2461

509

2521

569

2581

6259

2641

689

2701

748

2761

809

2821

869
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gtgtcatcagggggctcctaatgctgacaccaatggtagcacttcttataagactttect

CREEEREEE B DEEEE PRV e BEeE CEREREREEE Teeer 1l

ttgtcatcagagggactgtaatgttgacaccgatggtcgcacttcttaagagactaacct

actgccacagccaagtactccaccactcctactgectaccaccctgatgtgatgaagetct

PEEE 0 FE PERER R e 1 e Peee Fererrrr |

tctgcagcagccgtgtgcteccaccactcctactgtttccacceccgatgtcatgaagetet

catgcacagacaccagaatcaacagtgcagttgggctgactgccatgttctctactgttg

O TR T LELLEEE TVEEEREETE DEEEETL T

catgcacagacaccaggatcaacaatgcagttggattgactgccatgatctctactgttg

gtgtagacttacttctcatcctecctttcttatgttttgatcattaggactgtecttageg

R RN e A R

gtgtggactcagtccttattctcctttcctacatcctgatcatcagaactgtcctecagea

ttgcttccccagaagagaggaaggaaaccttcagtacatgtgtetcecacattgtggett

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LEPELEEEE e FrE Ferenre b i

agaagagaggaagaaagccttcagcacgtgtatctcccatatcggggctg

ttgctatatattacattccattgatcagtctgtccattgttcacagatttgggaaacaag

FOTERREr b PR ree e e teer e PR R e ey e 1

tagctatattctatattccattgatcagtttgtectttgttcacagatttgggaaacgag

ccccagcctatgtacatactatgattgctaacacctacctgectgatctceectttgatga

POLE CRRRERER e b ee e e e e Y e e e b e b 1

ctccaccctatgtacataccatgattgctaatacctacctgetgattectectgtecatga

accctgtcatctacagtgtgaaaaccaaacagatacgtagagctgtgataaaaattctce

FECE PEEREREE R e e e e ee e teer e te 1

accccatcatctacagtgtgaagaccaaacagatacgtaaagctgtgataaaagttttce
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Consulta: 2881 attccaaagaaa 2892

L ELTHTT

Objeto: 929 aatctaaagaaa 940
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Figura 4B Alineamiento de secuencias de acido nucleico de 238P1B2 v.1 con receptor olfatorio de ratén MOR14-10.

>qi|18480765|gb|AY073734.1| gen del receptor olfatorio MOR14-10 de Mus musculus,
cds completa Longitud = 993

Puntuacion = 607 bits (306), Expectativa = e-170
Identidades = 756/906 (83 %)
Cadena = Mas / Mas

Consulta: 1981 cttccatcattttcctgctcactggtgttcctgggetggaagecttccacacetggatct

2040
FEERLEEEEEE R e e e e tee e e e e e e e e e e ey

Objeto: 29 cttccatcattttecectgctcactggtgtgeccectgggectggaagecttccacacctggatcet
88 -

Consulta: 2041 ccattcccttctgcttcectctctgtaactgctectcttgggaaacagectgatectetteg

2100
PEELECEEREEreer tene v aeeee ie b e PREr e rerry |

Objeto: 89 ccattcccttctgectttctctatgecaactgecctgtcagggaacagectgattctetttg
148 '

Consulta: 2101 ctaccatcactcagcccagectccacgaaccaatgtactatttectcteccatgetgteeg '

2160
L PR PR e ey e e T e e rrerer

Objeto: 149 tcattatcacccagcccagectccatgageccatgtgttatttectctctatgetgtcecea
208 )

Consulta: 2161 ccactgacctcggcctgtccatiatccactctggtcaccatgctgagtatattctggttca

2220

I]fIIIIIIIIII VECEEEE TERPRRErrE Teeere el E Leeerr et
Objeto: 209 tgacctcgggctctccatetecactetggecaccatgetggggatattetggttea
268

Consulta: 2221 atgtgagggaaatcagctttaatgcctgcttgtcccacatgttetttattaaattcttea

2280
FE e bt veeer eeer el et e e e e e

Objeto: 269 acgccagagagatcagcttcaatgcttgcttgtcacaaatgttctttattcaactcettceca
328

Consulta: 2281 ctgtcatggaatcctcagtgetgttggccatggcttttgatcgttttgtggecegteteta
2340

Objeto: 329 ctgtcatggaatcctcagtgctgttggctatggecttttgategttatgtggeccatcteea
388
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atccccttaggtatgccatgattttaactgactccagaatagctcaaattggagtggecaa

AR RN N RN RN RN O R AR RN AR AN NN AR Y

accctcttaggtatgcttcggtcttaactgaccttaaaatagctcagattggagtagcaa

gtgtcatcagggggctcctaatgctgacaccaatggtagcacttcttataagactttcect

AR R RN AR O I N A RN N R A RN I A AR

ttgttaccaggggcacactgatactgactcecctatggttgtccttettaaaagattatect

actgccacagccaagtactccaccactcctactgectaccaccectgatgtgatgaagctct

N NN O A RN RN RN RN RN R RN A RN NN RN RN

actgtagcagccatgtgcttcatcactcctactgtttccaccctgatgtecatgaagetcet

catgcacagacaccagaatcaacagtgcagttgggctgactgeccatgttctctactgttg

!IIIHIIHHIIII IIIII[IIIIIIIIIIIIII IIIIII FEIEE e i

ccctgatctccactgetg

gtgtagacttacttctcatcétcctttcttatgttttgatcattaggactgtccttagcg

R e R NN A RN R AR R RN R RO R AR NA RN IR NN

gagttgactctgtcttcatcatcctctecctatgtcctgatcatcagaactgtcctcagea

ttgcttccccagaagagaggaaggaaaccttcagtacatgtgtctcccacattgtggctt

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LEREEEee b el POEerer e Tl

tgcttccccagaagagaggaagaaagecttcagcacgtgtatcteccatattggggetyg

ttgctatatattacattccattgatcagtctgtccattgttcacagatttgggaaacaag

FEED b B0 TH 0 TEE FEEEEREE R PR i

tggctgtgttctatattccactgattagtctgtectttgtccacagatttgggaaacgag

ccccagcctatgtacatactatgattgctaacacctacctgectgatctccectttgatga

R R s

ctccgccatatgtccatactctgattgecaatgectacctgetgatcectectgtcatga
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Consulta: 2821 accctgtcatctacagtgtgaaaaccaaacagatacgtagagctgtgataaaaattctcee

2880
LEEE FEREREre e en e reeer beeeree o P e

Objeto: 869 accccatcatctacagtgtgaagaccaagaagatacggaaggctgtgttgaaagttttce
928

Consulta: 2881 attcca 2886

Objeto: 929 attcca 934
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Figura 4C Alineamiento de secuencias de aminoacidos de 238P1B2 v.1A con receptor olfatorio de raton

MOR14-1.

>qi|18479244|gb|AALE60636.1| (AY072973) receptor olfatorio MOR14-1 [Mus musculus]

Longitud =314

Puntuacion = 342 bits (878), Expectativa = 2e-93
Identidades = 210/253 (83 %), Positivos = 230/253 (90 %)

238P1B2:

MOR14-1:

238P1B2:

MOR14-1:

238P1B2:

MOR14-1:

238P1B2:

MOR14-1:

238P1B2:

MOR14-1:

1

61

61

121

121

i1

181

241

241

301

MYYFLSMLSATDLGLSISTLVIMLESIFWFNVREI SFNACLSHMFFIKFFTVMESSVLLAM
MYYFLSMLS TDLGLSISTL TML IFWFN REISFNACLS MFFIK FTVMESSVLLAM
MYYFLSMLSTTDLGLSISTLATMLGIFWFNAREI SFNACLSLMFFIXLFTVMESSVLLAM

AFDRFVAVSNPLRYAMILTDSRIAQIGVASVIRGLLMLTPMVALLIRLSYCHSQVLHHSY
A+DR+VA+SNPLRYA ILTDSRIAQIGV VIRG +MLTPMVALL RL++C S+VLHHSY
AYDRYVAISNPLRYATILTDSRIAQIGVTIVIRGTVMLTPMVALLKRLTFCSSRVLHHSY

CYHPDVMKLSCTDTRINSAVGLTAMFSTVGVDLLLILLSYVLIIRTVLSVASPEERKETF
C+HPDVMKLSCTDTRIN+AVGLTAM STVGVD +LILLSY+LIIRTVLS+ASPEERK+ F
CFHPLDVMKLSCTDTR INNAVGLTAMISTVGVDSVLILLSYILIIRTVLSIASPEERKKAF

STCVSHIVAFAIYYIPLISLSIVHRFGPQAPAYVHTMIANTYLLISPLMNPVIYSVKTKD
STC+SHI A AI+YIPLISLS VHRFG +AP YVHTMIANTYLLI P+MNP+IYSVKTKQ
STCISHIGAVAIFYIPLISLSFVHRFGKRAPPYVHTMIANTYLLIPPVMNPIIYSVKTKQ

IRRAVIKILHSKE 253

IR+AVIK+ BSKE
IRKAVIKVFQSKE 313

75

60

120

120

180

e:1d

240

240

300
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Figura 4D Alineamiento de secuencias de aminoacidos de 238P1B2 v.1A con GPCR PHOR-1 especifico de

prostata .

Puntuacion = 254 bits (650), Expectativa = 4e-67
Identidades = 120/250 (48 %), Positivos = 177/250 (70 %), Huecos = 1/250 (0 %)

238P1B2: 1

.PHOR-1: &2

238P1B2: &1

PHOR-1: 122

238P1B2: 121

PHOR-1: 182

238P1B2: 18l

PHOR-1: 241

238P1B2: 241

PHOR-1: 301

MYYFLSMLSATDLGLSISTLVIMLSIFWFNVREISFNACLSHMFFIKFFTVMESSVLLAM
MY FL MLS D+ +5 S++ ML+IFWFN I F+ACL +F I + MES+VLLAM
MYIFLCMLSGIDILISTSSMPHKMLAIFWFNSTTIQFDACLLQIFATIHSLSGMESTVLLAM

AFDRFVAVSNPLRYAMILTDSRIAQIGVASVIRGLLMLTPMVALLIRLSYCHSQVLHHSY
AFDR+VA+ +PLR+A +LT R+ +IGVA+V+RG ++ D+ + +L +C 8 +L HSY
AFDRYVAICHPLRHATVLTLPRVTKIGVAAVVRGAALMAPLPVFIKQLPFCRSNILSHSY

CYHPDVMKLSCTDTRINSAVGLTAMFSTVGVDLLLILLSYVLIIRTVLSVASPEERKETF
C H DVMKL+C D Ra+N GL + S +G+D LLI SY+LI++TVL + + E + + F
CLHQDVMKLACDDIRVNVVYGLIVIISAIGLDSLLISFSYLLILKTVLGL-TREAQAKAF

STCVSHIVAFAIYYIPLISLSIVHRFGPOAPAYVHTMIANTYLLISPLMNPVIYSY KTKQ
TCVSH+ A I+¥+P I LS+VHRF + + + ++AN YLL+ P++NP++Y VKTK+
GTCVSHVCAVFIFYVPFIGLSMVHRFSKRRDSPLPVILANIYLLVPEVLNPIVYGVKTKE

IRRAVIKILH 250
IR+ ++++ H
IRQRILRLFH 310

Figura 4E Alineamiento de 238P1B2 variante 1 con receptor olfatorio humano 51I12.

Identidades = 154/252 (61 %), Positivos = 201/252 (79 %)

Consulta: 1

Objeto: 73
Consulta: 61
, Objeto: 133

Consulta: ‘i21
Objeto: 193
Consulta: 181
Objeto: 253
Consulta: 241

Objeto: 313

121

120

18l

180

240

240

300
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Figura 4F Alineamiento generado por Clustal de las tres variantes de 238P1B2, que representa que 238P1B2
V1B contiene 62 aa adicionales en su extremo N-terminal en relaciéon con V1A, y que 238P1B2 V2 porta una
mutacion puntual | a T en el aa 225 en relacién con V1A.
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Figura 5A
Perfil de hidrofilia de 238P1B2 variante 1a
(Hopp T.P., Woods K.R., 1981. Proc. Nati. Acad. Sci. U.S.A. 78:3824-3828)
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Figura 5B
Perfil de hidrofilia de 238P1B2 variante 1b
(Hopp T.P., Woods K.R., 1981. Proc. Nati. Acad. Sci. U.SA 78: 3824-3828)
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Perfil hidropatico de 238P1B2 variante 1la
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Figura 6A

(Kyte J., Doolittle R.F., 1982. J. Mol. Biol. 157: 105-132)
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Figura 6B
Perfil hidropatico de 238P1B2 variante 1b
(Kyte J., Doolittle R.F., 1982. J. Mol. Biol. 157: 105-132)
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Figura 7A

Perfil de % de restos accesibles de 238P1B2 variante 1la
(Janin J., 1979. Nature 277: 491-492)
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Figura 7B
Perfil de % de restos accesibles de 238P1B2 variante 1b
(Janin J., 1979. Nature 277: 491-492)
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Figura 8A

Perfil de flexibilidad media de 238P1B2 variante 1a

(Bhaskaran R., Ponnuswamy P.K., 1988. Int. J. Pept. Protein Res. 32:242-255)
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Figura 8B
Perfil de flexibilidad media de 238P1B2 variante 1b
(Bhaskaran R., Ponnuswamy P.K., 1988. Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-255)
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Figura 9A
Perfil de giro beta de 238P1B2 variante 1a
(Deleage, G., Roux B. 1987. Protein Engineering 1:289-294)
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Figura 9B
Perfil de giro beta de 238P1B2 variante 1b
(Deleage, G., Roux B. 1987. Protein Engineering 1: 289-294)
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Figura 10
274 1268 1299 2806 3025
1 T T 7T T T 3748
238P1B2 v.1
3748 b e
2806
1 | C 3748
238P1B2 v.2
3748 o )
3025
1 C 3748
238P1B2 v.3
3748 ob |
: 1299
1 G 3748
238P182 v.4 L
3748 pb : |
. 1268
4 G 3748
238P1B2 v.5
3748 po e
274
238P182 v.6 L L
3748 pb o

88



ES 2375351713

Figura 11
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Figura 18 Expresion de 238P1B2 en muestras de ensayo de paciente con cancer de prostata
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