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DESCRIPCION

Diagnéstico del riesgo de cancer de pecho.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la deteccion de la presencia o el riesgo de cancer de pecho.
Antecedentes de la invenciéon

Existe mds de 1 millén de casos de cancer de pecho al afio en términos globales, de los cuales en torno a un 0,5
millones se producen en los EE.UU., 40.000 en el RU y cerca de 2.000 en Irlanda. Es la causa principal de muertes
por cdncer entre las mujeres. A pesar de que, en general, la incidencia de la enfermedad es cada vez mayor en el
mundo occidental, una deteccidn selectiva y los mejores tratamientos han llevado a un descenso gradual del indice
de mortalidad en aproximadamente un 1% al afio desde 1991. Los pacientes con un diagndstico de cdncer de pecho
temprano tienen en mds de un 90% de los casos un indice de supervivencia relativo a los 5 afios, en comparacién con
el 20% de los pacientes con un diagndstico de cancer de pecho con metdstasis distal. No obstante, no existen pruebas
para la deteccidn selectiva en una etapa temprana definitivas para cancer de pecho, ya que el diagnéstico se realiza
en funcién de los resultados de la mamografia y la biopsia con aguja fina. La mamografia tiene sus limitaciones, ya
que un 80% de los resultados de sospecha son falsos positivos y en un 10 a 15% de las mujeres con cancer de pecho,
se obtienen resultados falsos negativos. Frecuentemente, el tumor ha alcanzado una etapa avanzada en su desarrollo
antes de la deteccion, reduciéndose asi las posibilidades de supervivencia para el paciente y aumentando el coste
del tratamiento y gestion para el sistema sanitario. Se requieren métodos mas sensibles para detectar carcinomas de
pecho in situ en una etapa temprana pequeiios (< 2 cm de didmetro), para reducir la mortalidad del paciente. Ademas
de la deteccién temprana, existen serios problemas de clasificacion de la enfermedad como maligna o benigna, en
la determinacién de la etapa de los cdnceres conocidos y en la diferenciacién entre los tipos de tumor. Por tltimo,
existe la necesidad de llevar un seguimiento de los efectos del tratamiento en curso e identificar a los pacientes que
se hacen resistentes a una terapia en particular. Dichos procesos de deteccidon se complican ademds ain mds por el
hecho de que la glandula mamaria constituye uno de los pocos érganos que experimenta unos cambios morfoldgicos
y funcionales espectaculares durante la vida adulta, en particular durante el embarazo, la lactancia y la involucioén,
que conducen potencialmente a cambios en la signatura molecular de la misma glandula mamaria a lo largo del
tiempo.

El diagnéstico de la enfermedad se lleva a cabo frecuentemente a través de un examen exhaustivo de los nive-
les relativos de un pequefio nimero de marcadores bioldgicos. A pesar de los tdltimos avances, la contribucién de
los biomarcadores actuales para el cuidado del paciente y los resultados clinicos es limitada. Esto se debe a la baja
sensibilidad de diagndstico y especificidad de la enfermedad de los marcadores existentes. Algunos biomarcadores
moleculares, sin embargo, se vienen utilizando de forma rutinaria en el diagndstico de enfermedades, como por ejem-
plo antigeno especifico de prdstata en la deteccion selectiva de cancer de prostata, y se estdn descubriendo nuevos
marcadores candidato a una velocidad cada vez mayor (Pritzker, 2002). Cada vez se acepta mas que el uso de un panel
de biomarcadores bien validado podria mejorar el valor positivo de prediccién de un andlisis y reducir al minimo los
falsos positivos y falsos negativos (Srinivas y cols., 2002). Por otra parte, existe un creciente interés por encontrar
redes neutras que supongan la promesa de combinar una informacién débil pero independiente de diversos biomarca-
dores para producir un indice de prondstico/prediccidon que es mas informativo que cada uno de los biomarcadores en
solitario (Yousef'y cols., 2002).

En WO-A-01/92581 se describen secuencias de polinucleétido que son ttiles en la terapia y diagndstico del céncer,
en particular el cancer de ovario. En WO-A-03/061386 se describen métodos para inhibir el crecimiento de una célula
de cancer de pecho que expresa el producto genético de tumor de Wilms 1 (WT1), utilizando un oligonucleétido
antisentido WT1. En WO-A-02/092854 se describen genes que se expresan en cancer de pecho y que son dianas de
prondstico y terapéuticas.

A medida que se va acumulando mds informacién molecular, las enfermedades como el cancer de pecho se van
subdividiendo con arreglo a las signaturas genéticas relacionadas con el resultado obtenido del paciente, de manera que
se consigue informacién valiosa para el especialista clinico. Las nuevas tecnologias emergentes en medicina nuclear
han demostrado ya su poder para discriminar entre subtipos de enfermedades que no son reconocibles segtin los
criterios patolégicos tradicionales (Sorlie y cols., 2001) y para identificar eventos genéticos especificos que participan
en la progresién del cdncer (Srinivas y cols., 2001). Es necesario también abordar otras cuestiones paralelamente en
relacion con la eficacia de los biomarcadores entre géneros y razas, seguin lo cual una deteccién selectiva a gran escala
de una poblacién diversa es una necesidad.

La gestion de un cdncer de pecho se mejoraria con el uso de nuevos marcadores expresados normalmente tan sélo
en el pecho pero que se encuentran en otras partes del organismo, como resultado de la enfermedad. Los elementos
que predicen la actividad de la enfermedad tendrian asimismo una valiosa utilidad en la gestién de la enfermedad,
especialmente, los que predicen si un carcinoma ductal in situ se va a desarrollar en un carcinoma ductal invasivo.
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Compendio de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencidn, se proporciona un método in vivo para la deteccién de la
presencia o del riesgo de cincer de pecho en un paciente, que comprende las siguientes etapas:

(i) aislamiento de una muestra del genoma del paciente, y

(ii) deteccion de la presencia o expresion del gen que estd comprendido dentro de la secuencia aqui identificada
como SEQ ID N° 2, o su complemento, o un polinucleétido de al menos 15 nucleétidos consecutivos que se hibridan
con la SEQ ID N° 2 (o su complemento) en condiciones hibridantes rigurosas, indicando la presencia o expresion del
gen la presencia o el riesgo de cdncer de pecho.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, un polinucledtido aislado comprende la secuencia de nu-
cleétido identificada aqui como SEQ ID N° 2, o su complemento, o un polinucleotido de al menos 15 nucleétidos
consecutivos que se hibridan con la secuencia (o su complemento) en condiciones hibridantes rigurosas.

De acuerdo con un tercer aspecto de la invencion, un péptido aislado comprende la secuencia aqui identificada
como SEQ ID N° 3, o un fragmento de ella de al menos 10 radicales de amino dcido consecutivos.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la invencién, un anticuerpo tiene una afinidad de al menos 10 M para un
péptido tal como se ha definido anteriormente.

Descripcion de los graficos
La invencidn se describe haciendo referencia a las figuras adjuntas en las que:

La figura 1 presenta los resultados de un ensayo de deteccion selectiva para determinar la presencia del gen de
interés en diferentes tejidos, T representa el ADNc del tejido de tumor y M representa el ADNc del tejido mamario
sajado conjuntamente del mismo donante; y

La figura 2 presenta los resultados de un andlisis de expresion que se lleva a cabo para determinar la expresién del
gen de interés en diferentes muestras de tejido.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se basa en la identificacion de un gen que se expresa en un paciente que sufre cancer de
pecho. La identificacién del gen (o su producto expresado) en una muestra obtenida de un paciente indica la presencia
o el riesgo de cancer de pecho en un paciente.

La invencién se refiere ademds a reactivos como secuencias de polipéptidos, tutiles para detectar, diagnosticar,
llevar un seguimiento, pronosticar, prevenir, representar en imagen, tratar o determinar una predisposicion al céncer.

La invencién es adecuada para la deteccion de cdncer de pecho, en particular, un tumor ERa positivo.

Los métodos para llevar a cabo el diagndstico pueden implicar la sintesis de ADNc a partir de ARNm en una
muestra de ensayo, la amplificaciéon como porciones apropiadas de ADNc que corresponden al gen o a un fragmento
del mismo y la deteccién del producto como indicacién de la presencia de la enfermedad en ese tejido, o la deteccién
de productos de traduccién de los ARNs que comprenden secuencias genéticas como una indicacién de la presencia
de la enfermedad.

Entre los reactivos titiles se incluyen polipéptidos o fragmentos de los mismos que pueden ser ttiles en los métodos
de diagnéstico como RT PCR, PCR o ensayos de hibridacién de ARNm extraido de tejido de biopsia, sangre y otras
muestras de ensayo, o proteinas que son los productos de traduccién de dichos ARNm; o anticuerpos dirigidos contra
estas protefnas. Estos ensayos incluyen también métodos para detectar los productos genéticos (proteinas) a la luz
de las posibles modificaciones post-traduccién que pueden tener lugar en el organismo, incluyendo interacciones con
moléculas como por ejemplo co-factores, inhibidores, activadores y otras proteinas en la formacién de complejos de
sub-unidad.

El gen asociado con el cancer de pecho estd comprendido dentro de la secuencia de polinucleétido que se indica
como SEQ ID N° 1. La regién de codificacion putativa se muestra como SEQ ID N°2. El producto genético expresado
se identifica aqui con la SEQ ID N° 3. La identificacién del gen o su producto expresado puede llevarse a cabo utili-
zando técnicas conocidas para la deteccidn o caracterizacién de polinucledtidos o polipéptidos. Por ejemplo, se puede
sondear material genético aislado de un paciente utilizando olinucleétidos cortos que se hibridan especificamente con
el gen diana. Las sondas de oligonucleétido se pueden etiquetar detectablemente, por ejemplo con un fluoroforo de
manera que tras la hibridacién con el gen diana, se pueden detectar las sondas. Alternativamente, el gen, o partes de
él, puede amplificarse utilizando la reaccién en cadena de polimerasa, identificindose los productos, también en este
caso utilizando oligonucleétidos etiquetados.
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Entre los ensayos de diagndstico que incorporan este gen, o proteina o anticuerpos asociados se incluyen, sin
limitarse sélo a ellos:

Reaccidén en cadena de polimerasa (PCR)
PCR de transcripcion inversa (RT-PCR)
PCR en tiempo real

Hibridacion in situ

Manchas de Southern

Inmuno histoquimica

Ensayo de proteccién de ribonucleasa
Técnicas de arreglos de ADN

ELISA

Arreglos de proteinas, antigenos o anticuerpos en soportes sélidos como vidrio o cerdmica, ttiles en estudios de
unién

Ensayos funcionales de ARN pequeifio de interferencia
Todas las técnicas mencionadas son muy conocidas entre las personas especializadas en la técnica.

Un método de deteccién alternativo consiste en el uso de lo que se ha venido a llamar en la especialidad “balizas
moleculares”. Las balizas moleculares son oligonucledtidos disefiados para la deteccion y determinacion cuantitativa
de 4cidos nucleicos diana. Los oligonucle6tidos comprenden normalmente porciones auto-hibridantes que, en ausencia
de un 4cido nucleido diana, forman una estructura de tallo y bucle. Se unen una fraccién fluorescente y una fraccién
de apagado en cada uno de los extremos del oligonucleétido, y se colocan adyacentemente cuando el oligonucledtido
se encuentra en la orientacion de tallo y bucle. La fluorescencia queda impedida de forma efectiva con la fraccion de
apagado en esta orientacién. La porcion de bucle del oligonucleétido es complementaria con el dcido nucleico diana
especifico y, en presencia de la diana, tiene lugar la hibridacion con la diana interrumpiéndose la orientacién de tallo
y bucle, separdndose el flior y la fraccién de apagado, y teniendo como resultado un aumento de la fluorescencia
detectable. El uso del método de balizas moleculares para la deteccion de la secuencia genética se describe en US
6548254.

La presente invencién se refiere a polinucledtidos aislados que comprenden la secuencia identificada como SEQ
ID N° 2, o su complemento, o fragmentos de la misma que comprende al menos 15 nucleétidos consecutivos, prefe-
riblemente 30 nucledtidos, mds preferiblemente al menos 50 nucledtidos. Los polinucleétidos que se hibridan con un
polinucleétido tal como se han definido, también entran dentro de marco de la presente invencién. Normalmente, se
lleva a cabo la hibridacién en condiciones rigurosas. Las condiciones de hibridacidn rigurosas son conocidas entre las
personas especializadas en la técnica, y se seleccionan para reducir la posibilidad de una hibridacién no complemen-
taria. En Nucleic Acid Hybridisation, A Practical Approach (B.D. Hames y S.J. Higgins, editores IRL Press, 1985)
se describen ejemplos de condiciones adecuadas. Mas especificamente, las condiciones de hibridacién rigurosas in-
cluyen una incubacién durante toda la noche a 42°C en una solucién que comprende: 50% de formamida, 5 x SSC
(150 mM NaCl, 15 mM de citrato trisédico), 50 mM de fosfato sédico (pH 7,6), S x solucién de Denhardt, 10% de
sulfato de dextrano y 20 pg/ml de esperma de salmén cizallado desnaturalizado, seguido del lavado con 0,1 x SSC a
aproximadamente 65°C.

La presente invencion se refiere asimismo a productos de polipéptido aislados del gen de interés. Un polipéptido
aislado de la invencién comprende la secuencia identificada aqui como SEQ ID N° 3, o un fragmento de al menos
10 aminodcidos consecutivos de la misma, preferiblemente, al menos 15 aminodcidos consecutivos y, mds preferible-
mente, al menos 20 aminoécidos. El polipéptido puede ser ttil para la generacién de anticuerpos o en el desarrollo de
moléculas de unidn a proteina que se pueden unir in vivo a la proteina para inhibir su actividad.

La presente invencién incluye asimismo anticuerpos desarrollados contra un polipéptido de la invencién. Los
anticuerpos tendran afinidad para el polipéptido en al menos 107° M, mds preferiblemente 10°M, siendo sobre todo
preferible al menos 107! M. El anticuerpo puede ser de cualquier tipo adecuado, incluyendo monoclonal o policlonal.
Se incluyen también los equipos de ensayo para determinar la presencia del antigeno de polipéptido en una muestra de
ensayo. En uno de los modos de realizacion, el equipo de ensayo comprende un contenedor con un anticuerpo que se
une especificamente al antigeno, comprendiendo el antigeno al menos un epitopo codificado por el gen de la invencion.
Estos equipos pueden comprender asimismo contenedores con herramientas titiles para recoger las muestras de ensayo,
como por ejemplo sangre, saliva, orina y heces. Dichas herramientas incluyen lancetas y papel o tela absorbente para
recoger y estabilizar, sangre, escobillones para recoger y estabilizar saliva, vasos para recoger y estabilizar orina
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y muestras de sangre. El anticuerpo se puede unir a una fase sélida, como por ejemplo una superficie de vidrio o
cerdmica.

Se puede llevar a cabo también la deteccion de anticuerpos que se unen especificamente al antigeno en una mues-
tra de ensayo que contiene presuntamente estos anticuerpos. Dicho método de deteccion comprende el contacto de la
muestra de ensayo con un polipéptido que contiene al menos un epitopo del gen. El contacto se lleva a cabo durante
un periodo de tiempo y en unas condiciones suficientes como para dar cabida a la formacién de complejos de anti-
geno/anticuerpo. El método abarca asimismo la deteccién de complejos que contienen el polipéptido. El complejo de
polipéptido puede producirse por recombinacién o sintesis, o se puede purificar a partir de fuentes naturales.

En un modo de realizacién distinto de la presente invencidn, se pueden utilizar anticuerpos, o fragmentos de ellos,
contra el antigeno para la deteccién de la localizacion de imagen de un antigeno en un paciente, con el fin de detectar o
diagnosticar la enfermedad o estado patolégico. Dichos anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales, o pueden
obtenerse a través de técnicas de biologia molecular y se pueden etiquetar con diversos agentes detectables, entre los
que se incluyen sin limitarse sélo a ellos radioisétopos.

En otro modo de realizaciéon mads, los anticuerpos o fragmentos de ellos, ya sean monoclonales, policlonales o
obtenidos por técnicas de biologia molecular, se pueden utilizar como agentes terapéuticos para el tratamiento de
enfermedades caracterizas por la expresion del gen de la invencion. El anticuerpo se puede utilizar sin formacién de
derivado, o se puede formar un derivado con un agente citot6xico como por ejemplo un radioisétopo, enzima, toxina,
farmaco, pro-firmaco o similar.

El término “anticuerpo” se refiere de forma general a un agente de unién inmunolégico como IgG, IgM, IgA, IgD
e IgE. Anticuerpo se utiliza también para referirse a cualquier molécula de tipo anticuerpo que tiene una regioén de
unién a antigeno e incluye, pero sin limitarse sé6lo a ellos, fragmentos de anticuerpo como por ejemplo anticuerpos de
dominio simple (DABS), Fv, scFv etc. Las técnicas para preparar y utilizar diversos constructos y fragmentos a base
de anticuerpo son muy conocidos dentro de la especialidad.

Si se desea, los métodos para la deteccion selectiva de cancer de la presente invencién pueden combinarse facilmen-
te con otros métodos para proporcionar una indicacién mds fiable atin del diagndstico y prondstico, proporcionando
de este modo una prueba de varios marcadores.

El ejemplo que se expone a continuacion ilustra la invencién haciendo referencia a las figuras adjuntas.
Ejemplo

Se aisl6 una serie de fragmentos genéticos expresados diferentemente a partir de poblaciones de ADNc derivadas
de muestras clinicas emparejadas de pacientes de cancer de pecho, utilizando representacion diferencial no isotépica
(DDRT-PCR). SE revel6 que uno de estos fragmentos, denominado aqui DD11, se regulaba ascendentemente signi-
ficativamente en muestras de tejido de tumor de pecho de una serie de donantes. El perfil de expresién de este nuevo
marcador molecular, su longitud completa y su supuesta secuencia de proteina correspondiente se describen en detalle
a continuacion.

Materiales y métodos

Se llevo a cabo la expresion genética diferencial entre pares emparejados de tejido de tumor y de mama normal
del mismo donante. Se obtuvieron las muestras de tejido con el consentimiento del paciente informado y aprobacién
ética, de Pathlore, Peterborough, R.U. Tras la extirpacién quirtrgica del tumor, se recogié una muestra del tejido
de tumor, y también del tejido normal, extirpado a la vez, adyacente. Se extrajo el ARN mensajero y se sintetizé
posteriormente el ADNCc utilizando protocolos de transcripcion inversa con perlas magnéticas Dynabeads etiquetadas
con Dynal dT18 y con Superscript II, respectivamente. Se empleo la transcripcion inversa de representacion diferencia
PCR (DDRT-PCR) para observar las diferencias entre los perfiles de expresion de gen de estas muestras emparejadas
y se aislaron e investigaron posteriormente los transcriptos genéticos individuales que presentan regulacién ascendente
y descendente.

Descrita por primera vez por Liang & Pardee (1992), 1a PCR de transcripcién inversa de representacion diferencial
(DDRT-PCR) utiliza ARNm de dos o mds muestras biolégicas como plantillas para la sintesis de ADNc representativo
por transcripcidn inversa, con uno de tres posibles cebadores ancla. Se amplificé por PCR cada una de las 3 subpobla-
ciones utilizando su cebador de ancla correspondiente acoplado con uno de los 80 cebadores de 13 meros arbitrarios.
Se ha estimado que este niimero de combinaciones de cebadores facilita la representacion de un 96% de los genes
expresados en una poblacién de ARNm (Sturtevant, 2000). Esta subdivisidn de la poblacién tiene como resultado la
reduccién de los 12.00-15.000 ARNm estimados expresados en células eucaridticas para 100-150 transcriptos al final
de la sintesis de ADNc de doble hebra para cada conjunto de cebadores. Esto facilita la separacion electroforética en
paralelo y la visualizacion con precision de conjuntos de cebadores emparejados en gel de poliacrilamida, lo que lleva
a la identificacién de fragmentos de genes expresados en una muestra de tejido pero no en la otra.

La segmentacion y la re-amplificacién de fragmentos de interés fue seguida de la eliminacién de falsos positivos
por manchado de Southern inverso. Esto entrafié el manchado de cada uno de los fragmentos re-amplificados sobre
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membranas de nilén por duplicado (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech) y la hibridacién de ellas con la po-
blaciéon de ADNCc de tejido de tumor o normal del donante del que se derivaron los fragmentos. A continuacidn, se
secuenciaron en secuencias directas, es decir sin clonacién, los fragmentos en los que se confirmé expresion diferen-
ciada, seguido de una consulta de la base de datos de la web para determinar si cada gen era nuevo. Se consideraron
los fragmentos que no emparejaban con genes conocidos como genes que representaban potencialmente marcadores
nuevos para cdncer de pecho de los que se derivaban. Se llevé a cabo una posterior deteccion selectiva de cada trans-
cripto o bien por RT-PCR semi-cuantitativa o bien por PCR en tiempo real, utilizando un grupo de poblaciones de
ADNCc emparejadas de una serie de donantes de tumor de pecho. En todos los casos, se utilizé S-actina como gen
de referencia constitutivo para calibrar las plantillas de ADNc y como control positivo interno durante la PCR. La
expresion del gen marcador nuevo putativo se llevé a cabo mediante el uso de conjuntos de cebadores especificos
de gen en las plantillas calibradas. A continuacién, se sintetizaron transcriptos de longitud completa de los nuevos
fragmentos de gen, incluyendo el marco de lectura abierto (la parte del gen que codifica la proteina) utilizando un
complejo proceso conocido como 5’-RACE (amplificacion rdpida de extremos de ADNc) que incorpora extension y
amplificacion especifica de gen, verificable por secuenciado.

Se ensay6 la determinacion de la especificad de tejido utilizando cebadores especificos de gen de cada nuevo
marcador contra poblaciones de ADNc de tejido no mamario, incluyendo cerebro, corazén, linfocitos, bazo, rifién,
testiculos y musculo (obtenido de Origene). Se someti6 a ensayo también el marcador molecular DD11 utilizando
poblaciones de ADNc derivadas de un panel mds completo de 22 tipos de tejido humanos. Fueron los siguientes:

Gléndula suprarrenal
Médula 6sea
Cerebro, cerebelo
Cerebro, entero
Colon*

Cerebro fetal
Higado fetal
Corazén

Rifién

Higado

Pulmén

Placenta

Préstata

Glandula salivar
Miisculo esqueletal
Intestino delgado*
Bazo

Testiculos

Timo

Glandula tiroides

raquea

Utero

recogida de 62 donantes
recogida de 7 donantes
recogida de 24 donantes
recogida de un donante
recogida de un donante
recogida de 59 donantes
recogida de 63 donantes
recogida de un donante
recogida de un donante
recogida de un donante
recogida de un donante
recogida de 7 donantes
recogida de 47 donantes
recogida de 24 donantes
recogida de 2 donantes
recogida de un donante
recogida de 14 donantes
recogida de 19 donantes
recogida de 9 donantes

recogida de 65 donantes

recogida de 1 donante

recogida de 10 donantes

Debe advertirse que la mayorfa de estas muestras formaron parte del panel IT de ARN Total humano (Clontech),
pero hubo dos muestras, marcadas con asteriscos, que se obtuvieron como terrones de tejido de Pathlore (Peterborough
Hospital Tissue Bank) y se procesaron en los Randox Laboratories Ltd.
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Por otra parte, se realizaron los ensayos en una serie de muestras de tumor éticamente aprobadas, segiin se obtuvo
de Pathlore. Se sometieron a ensayo ADNc representativos de tumores de ovario, testiculos, estémago, higado, pulmén,
vejiga, colon y pancreas tanto contra S-actina como DD11 por PCR en tiempo real.

Ademds del andlisis de expresién de marcador nuevo, se sometié a andlisis de signatura molecular cada par em-
parejado de tejidos de mama. Esto entraii6 el uso de un grupo de cebadores especificos para una serie de marcadores
moleculares de cancer de pecho publicado previamente en RT-PCR semi-cuantitativa contra cada ADNc de tejido. Se
determind la relacién entre cada marcador molecular y se tabulé para cada muestra, para su uso como referencia con
la que se pudo comparar cada uno de los marcadores nuevos. Esto se realizé con el fin de sub-clasificar los tipos de
tumor para permitir la asociacién de nuevos marcadores contra estos sub-tipos aumentando el poder del marcador de
diagndstico considerablemente.

Resultados y explicacion

Utilizando representacion diferencia, se observé que un fragmento de gen, denominado DD11, derivado de pobla-
ciones de ADNCc de tejido emparejado de un donante de cancer de pecho, tenfa una significativa regulacién ascendente
en la poblacién de ADNC de tumor en comparacién con el ADNc de tejido normal correspondiente. Se confirmé que
este producto se expresaba de forma diferencial por manchas de Southern inversas. El andlisis de secuencia seguido de
la consulta de la base de datos determiné que DD11 no era homdélogo a los genes o proteinas conocidas en las base de
datos EMBL y SWISSPROT, respectivamente, de manera que se consideré como potencialmente nuevo. No obstante,
fue homoélogo en un 100% tras la eliminacion de la cola poli-A, al clon (RP11-875011) del cromosoma 8 del genoma
humano (Numero de acceso AC107959).

Se realizé ademads la deteccion selectiva de este fragmento utilizando poblaciones de ADNc derivadas de una serie
de tejidos de tumor de pecho emparejados donados por otros pacientes. De las muestras de donante determinadas se-
lectivamente 6 de 9 presentaron notables aumentos en la expresion, confirmando que DD11 era un marcador molecular
putativo de la presencia de tumor de pecho (figura 1). Este andlisis se sustancié con el andlisis de signatura molecular
de todas las muestras de tejido de pecho emparejadas disponibles actualmente, del siguiente modo:

Aumento en tumor 10 52,6%
Aumento en normal 1 5, 3%
Sin diferencia discernible 7 36,8%
No hay expresidén evidente 1 5,3 %
Totales 19 100%

Para facilitar un posterior andlisis, se empleé 5’-RACE para extender el fragmento para incluir el marco de lectura
abierto completo (ORF) del gen, ademds de cualquier secuencia no codificadora 5°. Utilizando esta técnica, se derivd
un supuesto producto de longitud completa de 513 nucleétidos (SEQ ID N°1) que tras la posterior consulta de la base
de datos confirmé la homologfa anterior con el cromosoma humano 8, que es 100% homdlogo en toda la longitud
de la secuencia (513/513). A partir de esta secuencia, se generaron todos los marcos de lectura de 6 aminodcidos y
se observo un ORF pequefio putativo (SEQ ID N°2) en el marco +2, que comprende 47 aminodcidos, incluyendo el
codon de parada (SEQ ID N°3). Esta proteina pequefia no revelé una alta homologia con ninguna proteina conocida
en la base de datos SWALL, lo que se asume como nuevo.

Para determinar la especificidad de érgano, se sometieron a ensayo poblaciones de ADNc de 8 tejidos humanos no
mamarios contra los cebadores DD11, ademds de un par emparejado de ADNs de un donador de cancer de pecho. Se
sometieron a ensayo también las mismas muestras utilizando cebadores de un gen de mantenimiento (housekeeping
gen) constitutivo, S-actina, como control positivo y para calibrar las plantillas para andlisis PCR semi-cuantitativo. Se
amplificé fuertemente el producto de B-actina en todas las poblaciones de ADNc estudiadas, mientras que solamente
se detectd el producto DD11 en la muestra de tumor de pecho (Figura 2). Esto proporcioné mds pruebas de que este
nuevo gen podia ser un marcador molecular muy poderoso para determinar la presencia de un tumor de pecho.

Se examind posteriormente este marcador molecular utilizando poblaciones de ADNc derivadas de un panel de 22
tipos de tejido humano, tanto por anélisis PCR en tiempo real como convencional. De los sometidos a ensayo, utilizan-
do el ciclador térmico en tiempo real Opticon II (MJ Research), se detecté DD11 en muestras de placenta y testiculos.
Por otra parte, se llevaron a cabo los ensayos en una serie de muestras de tumor humano éticamente aprobadas segtin
se obtuvo de Pathlore, para valorar si el marcador era especifico de tumor de pecho o un marcador de tumor menos
especifico. Se someti6 a ensayo el ADNc representativo de tumores de ovario, testiculos, colon, estémago, higado,
pulmon, vejiga y pancreas tanto contra S-actina como DD11. Entre ellos, se detecté DD11 solamente en un nivel
significativo en ADNc derivado de tumor de testiculos. Se verificaron los productos de estas amplificaciones de PCR
como DD11 por secuenciado directo.
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La amplificacién por PCR convencional en un ciclador térmico normal utilizando los paneles combinados de 22
poblaciones de ADNc de tejidos humanos normales y 8 de ADNc de tumor confirmaron que DD11 era especifico para
un nimero muy limitado de tipos de tejido. Como en el andlisis de PCR en tiempo real, la poblacién de ADNc de los
testiculos expres6 DD11, como lo hizo el tumor de testiculos. La tnica poblacién restante que mostré una expresion
significativa de este marcador fue de la muestra de ttero. La muestra de placenta presentd un bajo nivel de expresion,
pero esto no fue a la misma escala que las muestras de los testiculos y el dtero. Se observaron asimismo bajos niveles
de producto en otras muestras de tejido diversas, pero se consideraron como poco significativas. Esto podria indicar
que de todas las muestras sometidas a ensayo, DD11 se expresa fuertemente solamente en los tejidos que estan bajo la
influencia de hormonas reproductivas. Especificamente, los tejidos derivados del pecho y tumor asociado, los testiculos
y tumor asociado y el ttero. El tejido de la placenta expresa también este marcador en un menor grado.

DD11 también se compara muy favorablemente con algunos de los marcadores de cancer de pecho que se conside-
ran “normales” por excelencia, como el receptor de estrégeno (ERa) y el receptor de factor de crecimiento epidermal
humano (c-ErbB-2). Esto es evidente tanto en el andlisis de signatura molecular de todas las muestras de tejido de
céncer emparejadas, en el que la expresion es similar en ambas muestras del mismo paciente en muchos casos, como
al utilizar cebadores especificos de diana contra el panel interior de 30 poblaciones de ADNc de tejido de tumor y
normal humano.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para la deteccion de la presencia o el riesgo de cdncer de pecho en un paciente que comprende
las etapas de:

(1) aislar una muestra del genoma del paciente; y

(ii) detectar la presencia o expresion del gen que esta comprendido dentro de la secuencia aqui identificada como
SEQ ID N° 2, o su complemento, o un polinucledtido de al menos 15 nucleétidos consecutivos que se hibrida con la
SEQ ID N° 2 (o su complemento, en condiciones de hibridacion rigurosas,

indicando la presencia o expresion del gen la presencia o el riesgo de cancer de pecho.

2. Un método segtin la reivindicacién 1, en el que la muestra de genoma se obtiene de un tejido de pecho.

3. Un método segtin la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en la que la deteccién se lleva a cabo por amplificacién
del gen utilizando la enzima polimerasa.

4. Un polinucledétido aislado que comprende la secuencia de nucledtido identificada aqui como SEQ ID N° 2, o
su complemento, o un polinucleétido de al menos 15 nucleétidos consecutivos que se hibrida con la secuencia (o su
complemento) en condiciones de hibridacion rigurosas.

5. Uso de un polinucleétido segun la reivindicacién 4, en un ensayo de diagndstico in vitro para determinar por
ensayo el riesgo de cancer de pecho en un paciente.

6. Un péptido que comprende la secuencia identificada aqui como SEQ ID N° 3, o un fragmento de la misma de al
menos 10 radicales de aminoacido consecutivos.

7. Un anticuerpo que tiene afinidad de al menos 107° M para el péptido de la reivindicacién 6.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Randox Laboratories Ltd.
<120> Diagnéstico de riesgo de cancer de pecho
<130> JWJ01047WO

<150> 0320648.9
<151> 2003-09-03

<160> 3
<170> patentIn versién 3.1

<210>1
<211> 513
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
tttatggtca taagcttaga aaatcctttg cccaacataa aataagagaa ctctaatttc 60
ttagggagat ttttattaaa tgattagatt tgtagcatat agttgtataa aataagatga 120
actctaattt cttagggagg ttttattaaa tgattagatt tgtagcatat catcgtgtaa 180
agtacatgga cattattttt gatatagaa gtgtagtgtt ccccttcatt gttctgagtt 240
actctcatct gtccaaccce agcgagccac tgttattcce ctttctctga actttgtggt 300
gtttatggaa gcttcattcc gtagcacgaa ggcgtcaatc attaatctcg ggtgattagt 360
cctcaggcat ctcecctgcte tgagctgagg ggtgtggtag tgttgaaagt tgcagtgctce 420
tgatcacgtg gttggttcga ctggtaactg gtccctctet ggcaagagec acctcatcag 480
tatcaactca ggaatgctgg aaatcatttt atg 513

<210>2

<211> 138

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1).....(138)
<223>
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<400> 2
atg att aga ttt gta gca tat cat

Met Ile Arg Phe Val Ala Tyr His

1 5

ttt gat ata gaa agt gta gtg ttc

Phe Asp Ile Glu Ser Val Val Phe

20

cat ctg tcc aac ccc agc gag cca

His Leu Ser Asn Pro Ser Glu Pro
35 40

<210>3
<211> 46
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

cgt gta aag tac atg gac att att 48
Ag Val Lys Tyr Met Asp Ile Ile

10 15
ccc ttc att gtt ctg agt tac tct 96
Pro Phe Ile Val Leu Ser Tyr Ser
25 30
ctg att att ccc ttt ctc 138
Leu Ile Ile Pro Phe Leu

45

Met Ile Arg Phe Val Ala Tyr His Arg Val Lys Tyr Met Asp Ile Ile

1 )

10 15

Phe Asp Ile Glu Ser Val Val Phe Pro Phe Ile Val Leu Ser Tyr Ser

20

25 30

His Ieu Ser Asn Pro Ser Glu Pro Leu Ile Ile Pro Phe leu
35 40 45
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