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DESCRIPCION

Meétodos, composiciones y sistemas para la deteccién y monitorizacién del cancer de mama.
Campo técnico del invento

El presente invento se refiere, en general, al campo de la diagnosis del cdncer. Mds especificamente, el presente in-
vento se refiere a métodos, composiciones y sistemas para la deteccion del cancer en que se emplean la hibridacién y/o
multiplicacion de oligonucledtidos para detectar simultdineamente dos o mas polinucleétidos tisularmente especificos
en una muestra bioldgica de la que se sospecha que contiene células cancerosas.

Antecedentes del invento

El cancer sigue siendo un problema sanitario significativo en todo el mundo. El fallo de los regimenes convenciona-
les para el tratamiento del cdncer puede atribuirse habitualmente, en parte, a un diagnéstico retrasado de la enfermedad.
Aunque se han realizado progresos significativos en el area del diagnéstico del cancer, atn existe la necesidad de me-
todologias de deteccién mejoradas que permitan una determinacién precoz, fiable y sensible de la presencia de células
cancerosas.

En los Estados Unidos, el ciancer de mama es el segundo en mortalidad entre las mujeres, solo tras el cancer de
pulmén, afectando a mas de 180.000 mujeres cada afio y dando lugar a aproximadamente 40.000-50.000 muertes
anuales. Para las mujeres de América del Norte, la probabilidad de verse afectadas en su vida por un cancer de mama
es de uno entre ocho.

La gestion de la enfermedad se basa actualmente en una combinacién de un diagndstico precoz (por medio de
procedimientos rutinarios de exploracion de las mamas) y un tratamiento agresivo, el cual puede incluir uno o mas
de una diversidad de tratamientos tales como cirugia, radioterapia, quimioterapia y terapia hormonal. El curso del
tratamiento para un cidncer de mama particular es a menudo seleccionado basdndose en una diversidad de pardmetros
de pronéstico, incluyendo el anélisis de marcadores tumorales especificos. Véase, por ejemplo, Porter-Jordan et al.,
Breast Cancer 8: 73-100 (1994). Sin embargo, el uso de marcadores establecidos conduce a menudo a un resultado
que es dificil de interpretar, y la elevada mortalidad observada en los pacientes con cdncer de mama indica que se
necesitan mejoras en el diagnéstico de la enfermedad.

La reciente introduccidn, en el tratamiento del cdncer de mama, de planteamientos inmunoterapéuticos que se
dirigen a Her2/neu ha proporcionado una motivacion significativa para identificar genes especificos de cancer de mama
adicionales como dianas para anticuerpos terapéuticos y para vacunas contra células T, asi como para el diagndstico
de la enfermedad. Con este fin, se ha identificado la mamaglobina como uno de los genes mds especificos de mama
descubiertos hasta la fecha, expresdandose en aproximadamente el 70-80% de los canceres de mama. A causa de su
distribucién muy tisularmente especifica, la deteccion de la expresion del gen de la mamaglobina ha sido utilizada
para identificar lesiones micrometastésicas en tejidos de ganglio linfatico y, mds recientemente, para detectar células
de céncer de mama circulantes en la sangre periférica de pacientes con cdncer de mama y con lesiones primarias y
metastasicas conocidas.

La mamaglobina es un producto homélogo de una uteroglobina de conejo y de la subunidad C3 de la proteina
ligante de esteroides de rata, y es una proteina de bajo peso molecular que estd muy glicosilada [Watson et al., Cancer
Res. 56: 860-5 (1996); Watson et al., Cancer Res. 59: 3028-3031 (1999); Watson et al., Oncogene 16: 817-24 (1998)].
Se ha comunicado que la mamaglobina, por contraste con sus productos homdlogos, es especifica de la mama, y se ha
descrito su sobreexpresion en biopsias de tumores de mama (23%) y en tumores de mama primarios y metastasicos
(~75%), comunicandose la deteccién de expresion de mRNA de mamaglobina en el 91% de los ganglios linféticos de
los pacientes con cancer metastasico de mama [Leygue et al., J. Pathol. 189: 28-33 (1999), y Min et al., Cancer Res.
58:4581-4584 (1998)].

Puesto que la expresioén del gen de la mamaglobina no es una caracteristica universal del cancer de mama, la
deteccion de este Gnico gen puede resultar insuficiente para permitir la deteccién fiable de todos los canceres de mama.
En consecuencia, lo que se necesita en la técnica es una metodologia en que se emplee la deteccion de dos o mds genes
especificos del cancer de mama con objeto de mejorar la sensibilidad y la fiabilidad de la deteccién de micrometéstasis,
por ejemplo, en ganglios linfaticos y médula dsea, y/o para el reconocimiento de células independientes del anclaje en
la circulacién periférica.

El presente invento alcanza estos y otros objetivos relacionados al proporcionar métodos que son ttiles para la
identificacién de polinucleétidos tisularmente especificos, en particular polinucleétidos tumoralmente especificos, asi
como métodos, composiciones y sistemas para la deteccidn y el control de células cancerosas en un paciente afectado
por la enfermedad.

En un primer aspecto del presente invento, se proporciona un método para detectar la presencia de una célula de
céncer de mama, método que comprende las operaciones de:
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poner una muestra biolégica, obtenida de un paciente, en contacto con un primer oligonucleétido que se
hibrida con un primer polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en mamaglobina y lipofilina
B;

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un segundo oligonucledtido que se hibrida con una segunda

secuencia polinucleotidica que comprende una secuencia polinucleotidica de GABAx (B899P);

detectar en dicha muestra bioldgica una cantidad del oligonucleétido hibridado de las operaciones (a) y (b);
y

comparar con un valor de corte predeterminado la cantidad de polinucleétido que se hibrida con los oligo-
nucledétidos de las operaciones (a) y (b) y determinar, a partir de dicha comparacién, la presencia o ausencia
de un céncer en el paciente.

Preferiblemente, dicho primer polinucleétido es seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos repre-
sentados en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 e ID. SEC. n° 76, o su complemento; y dicho segundo polinucleétido
comprende el polinucleétido expuesto en la ID. SEC. n°® 75, o su complemento.

Ventajosamente, el método comprende ademds:

(e)

®

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un tercer oligonucleétido que se hibrida con un tercer po-
linucleétido seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 5,
ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7, o su complemento; y

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un cuarto oligonucledtido que se hibrida con un cuarto
polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n°
13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID.
SEC. n°23 e ID. SEC. n° 24, 0 su complemento;

en el que la operacién (c) comprende detectar en dicha muestra bioldgica una cantidad del oligonucleétido hibridado
de las operaciones (a), (b), (e) y (f).

Alternativamente, el método comprende ademas:

(e)

®

(€9)

()

)

(9]

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un tercer oligonucle6tido que se hibrida con un tercer po-
linucledtido seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 1,
ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7, o su complemento;

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un cuarto oligonucleétido que se hibrida con un cuarto
polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en el polinucleétido representado en la ID. SEC. n° 11,
0 su complemento;

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un quinto oligonucledtido que se hibrida con un quinto
polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en las ID. SEC.
nimeros 13,15y 17, o su complemento;

poner dicha muestra biolégica en contacto con un sexto oligonucleétido que se hibrida con un sexto poli-
nucleétido seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n°® 19,
ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23 e ID. SEC. n° 24, 0 su complemento;

poner dicha muestra biolégica en contacto con un séptimo oligonucleétido que se hibrida con un séptimo
polinucleétido representado en la ID. SEC. n° 30 o su complemento;

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un octavo oligonucleétido que se hibrida con un octavo
polinucleétido representado en la ID. SEC. n° 32 o su complemento; y

poner dicha muestra biolégica en contacto con un noveno oligonucleétido que se hibrida con un polinu-
cledtido representado en la ID. SEC. n° 76 o su complemento;

en el que la operacion (c) comprende detectar en dicha muestra biolégica una cantidad del oligonucleétido hibridado
de las operaciones (a), (b), (¢), (f), (), (h), (), G) y (k).

En un segundo aspecto del presente invento, se proporciona un método para detectar la presencia de una célula de
céncer de mama, método que comprende las operaciones de:

(a)

poner una muestra bioldgica, obtenida de un paciente, en contacto con una primera pareja de oligonucle6-
tidos, primera pareja que comprende un primer oligonucleétido y un segundo oligonucleétido, en el que
dicho primer oligonucleétido y dicho segundo oligonucleétido se hibridan con un primer polinucleétido y
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con su complemento, respectivamente, y en el que dicho primer polinucleétido comprende mamaglobina o
lipofilina B;

(b) poner dicha muestra bioldgica en contacto con una segunda pareja de oligonucledtidos, segunda pareja
que comprende un tercer oligonucleétido y un cuarto oligonucledétidos, en el que dichos oligonucledtidos
tercero y cuarto se hibridan con un segundo polinucledtido y con su complemento, respectivamente, y en
el que dicho segundo polinucleétido comprende GABAn (B899P);

(c) multiplicar dicho primer polinucledtido y dicho segundo polinucleétido; y
(d) detectar dicho primer polinucleétido multiplicado y dicho segundo polinucleétido multiplicado;

en el que la presencia de dicho primer polinucleétido multiplicado o dicho segundo polinucleétido multiplicado indica
la presencia de una célula de cancer de mama en dicho paciente.

Preferiblemente, dicho primer polinucleétido es seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos re-
presentados en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 e ID. SEC. n° 76, y dicho segundo polinucleétido comprende el
polinucleétido expuesto en la ID. SEC. n°® 75. Ventajosamente, el método comprende ademds poner dicha muestra bio-
I6gica en contacto con una tercera pareja de oligonucledtidos, tercera pareja que comprende un cebador directo y un
cebador inverso que se hibridan con un tercer polinucleétido y su complemento, respectivamente, tercer polinucle6tido
que es seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e
ID. SEC. n° 7; en el que la operacién (d) comprende ademds multiplicar dicho tercer polinucledtido y en el que la ope-
racién (e) comprende ademas detectar dicho tercer polinucle6tido. Mds preferiblemente, el método comprende ademas
poner dicha muestra bioldgica en contacto con una cuarta pareja de oligonucledtidos, cuarta pareja que comprende un
cebador directo y un cebador inverso que se hibridan con un cuarto polinucleétido y su complemento, respectivamente,
cuarto polinucleétido que es seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC.
n° 13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23
e ID. SEC. n° 24; en el que la operacién (d) comprende ademds multiplicar dicho cuarto polinucleétido y en el que la
operacion (e) comprende ademas detectar dicho cuarto polinucleétido.

Mais preferiblemente, dichos oligonucleétidos son seleccionados del grupo que consiste en los oligonucledtidos
representados en las ID. SEC. nimeros 33-38, 48-51 y 53-62.

Ventajosamente, la operacion (e) comprende una operacion seleccionada del grupo que consiste en detectar un
radiomarcador y detectar un fluoréforo.

Preferiblemente, dichos oligonucleétidos son oligonucleétidos que abarcan intrones.

Ventajosamente, dichos oligonucleétidos que abarcan intrones son seleccionados del grupo que consiste en los
oligonucleétidos representados en las ID. SEC. nimeros 36-44 y 48-62.

Mais preferiblemente, la deteccién de dicho polinucleétido primero, segundo, tercero o cuarto multiplicado com-
prende poner dicho polinucleétido primero, segundo, tercero o cuarto multiplicado en contacto con una sonda oligo-
nucleotidica marcada que se hibrida, bajo condiciones moderadamente rigurosas, con dicho polinucleétido primero,
segundo, tercero o cuarto. Preferiblemente, dicha sonda oligonucleotidica marcada comprende un resto detectable
seleccionado del grupo que consiste en un radiomarcador y un fluoréforo.

Preferiblemente, la citada operacién de multiplicacién es llevada a cabo mediante una metodologia de multipli-
cacion de polinucledtidos seleccionada del grupo que consiste en transcripcion inversa-reaccion en cadena de la po-
limerasa (RT-PCR; del inglés, reverse transcription polymerase chain reaction), PCR inversa, multiplicacién rdpida
de extremos de cDNA (RACE; del inglés, rapid amplification of cDNA ends), reaccién en cadena de la ligasa (LCR;
del inglés, ligase chain reaction), replicasa de Qbeta, multiplicacidn isotérmica, multiplicacién por desplazamiento de
cadenas (SDA; del inglés, strand displacement amplification), reaccién en cadena rodante (RCR; del inglés, rolling
chain reaction), reaccién ciclica de sondas (CPR; del inglés, cyclic probe reaction), sistemas de multiplicacién basa-
dos en transcripcion (TAS; del inglés, transcription-based amplification systems), multiplicacién basada en secuencias
de 4cido nucleico (NASBA; del inglés, nucleic acid sequence based amplification), y replicacion automantenida de
secuencias (3SR).

Preferiblemente, los métodos del presente invento comprenden ademds una operacién de enriquecimiento de dicha
muestra biolégica en cuanto a dicha célula cancerosa antes de la hibridacién de dicho(s) cebador(es) oligonucleotidi-
co(s). Mas preferiblemente, dicha operaciéon de enriquecimiento de dicha muestra bioldgica en cuanto a dicha cé-
lula cancerosa es llevada a cabo mediante una metodologia seleccionada del grupo que consiste en captura celular
y agotamiento celular. Ventajosamente, la captura celular es llevada a cabo por inmunocaptura, inmunocaptura que
comprende las operaciones de:

(a) hacer que un anticuerpo se adsorba a la superficie de dichas células cancerosas; y
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(b) separar dichas células cancerosas con anticuerpo adsorbido, del resto de dicha muestra bioldgica. Preferi-
blemente, dicho anticuerpo se dirige hacia un antigeno seleccionado del grupo que consiste en CD2, CD3,
CD4, CD5, CDS, CD10, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD24, CD25, CD29, CD33, CD34,
CD36, CD38, CD41, CD45, CD45RA, CD45RO, CD56, CD66B, CD66e, HLA-DR, IgE y TCRaf, o es
un anticuerpo dirigido hacia un antigeno tumoral de mama.

Mas preferiblemente, dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

Ventajosamente, el citado anticuerpo estd conjugado con glébulos magnéticos o estd formulado en un complejo de
anticuerpo tetramero.

Preferiblemente, el agotamiento celular es llevado a cabo mediante un método que comprende las operaciones de:
(a) entrecruzar glébulos rojos y glébulos blancos; y
(b) fraccionar dichos glébulos rojos y blancos entrecruzados del resto de dicha muestra bioldgica.

Ventajosamente, en los métodos del presente invento, dicha muestra bioldgica es seleccionada del grupo que con-
siste en sangre, suero, ganglio linfitico, médula ésea, esputo, orina y muestra de biopsia tumoral. Preferiblemente,
dicha muestra biolégica es seleccionada del grupo que consiste en sangre, un ganglio linfatico y médula 6sea. Mas
preferiblemente, dicho ganglio linfatico es un ganglio linfatico centinela.

Mas preferiblemente, en los métodos del presente invento, dicha operacién de deteccién comprende una operacion
de fraccionamiento.

En un aspecto mds del presente invento, se proporciona una composicidon para detectar una célula de céncer de
mama en una muestra biolégica de un paciente, composicién que comprende:

(a) un primer oligonucleétido; y
(b) un segundo oligonucleétido;

en la que dicho primer oligonucleétido y dicho segundo oligonucleétido tienen una longitud de al menos 15 nucleétidos
y se hibridan especificamente con un primer polinucleétido o su complemento y con un segundo polinucleétido o su
complemento, respectivamente; en la que dicho primer polinucleétido es seleccionado del grupo que consiste en la ID.
SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 ¢ ID. SEC. n° 76; y en la que dicho segundo polinucleétido comprende el polinucleétido
expuesto en la ID. SEC. n° 75.

Preferiblemente, 1la composiciéon comprende ademds un tercer y un cuarto oligonucleétidos, tercer y cuarto oli-
gonucleédtidos que se hibridan con un tercer polinucle6tido o su complemento y con un cuarto polinucleétido o su
complemento, respectivamente; en que dicho tercer polinucledtido es seleccionado del grupo que consiste en los po-
linucledtidos representados en la ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7; y en que dicho cuarto polinucleétido
es seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID.
SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23 ¢ ID. SEC. n° 24.

Mas preferiblemente, dichos oligonucleétidos son seleccionados del grupo que consiste en oligonucleétidos como
los descritos en las ID. SEC. ntimeros 33-44, 48-62,y 72.

En otro aspecto del presente invento, se proporciona una composicion para detectar una célula de cdncer de mama
en una muestra bioldgica de un paciente, composicién que comprende:

(a) una primera pareja de oligonucleédtidos; y
(b) una segunda pareja de oligonucledtidos;

en que dicha primera pareja de oligonucledtidos y dicha segunda pareja de oligonucledtidos tienen una longitud de al
menos 10 nucleétidos y se hibridan especificamente con un primer polinucleétido o su complemento y con un segundo
polinucleétido o su complemento, respectivamente; en que dicho primer polinucledtido es seleccionado del grupo que
consiste en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 e ID. SEC. n° 76; y en que dicho segundo polinucleétido comprende el
polinucleétido expuesto en la ID. SEC. n° 75.

Preferiblemente, la composiciéon comprende ademds una tercera pareja de oligonucledtidos y una cuarta pareja de
oligonucledtidos, tercera pareja de oligonucledtidos y cuarta pareja de oligonucledtidos que se hibridan con un tercer
polinucleétido o su complemento y con un cuarto polinucleétido o su complemento, respectivamente; en que dicho
tercer polinucledtido es seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n°
5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7; y en que dicho cuarto polinucleétido es seleccionado del grupo que consiste en los
polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20,
ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23 e ID. SEC. n° 24.
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Ventajosamente, dichos oligonucleétidos son seleccionados del grupo que consiste en oligonucleétidos como los
descritos en las ID. SEC. nimeros 33-44, 48-62,y 72.

También se proporciona un sistema para la deteccion del cidncer de mama, que incluye las composiciones del
presente invento.

La descripcién presente proporciona métodos para identificar uno o mds polinucleétidos tisularmente especificos,
métodos que comprenden las operaciones de: (a) llevar a cabo una sustraccién genética para identificar una colec-
cién de polinucledtidos procedentes de un tejido de interés; (b) llevar a cabo un andlisis, mediante micromatrices de
DNA, para identificar un primer subconjunto de dicha coleccién de polinucleétidos de interés, en que cada miembro
polinucleotidico de dicho primer subconjunto estd sobreexpresado al menos al doble en dicho tejido de interés en
comparacioén con un tejido testigo; y (c) llevar a cabo un andlisis cuantitativo, por reaccién en cadena de la polimerasa,
sobre polinucleétidos de dicho primer subconjunto para identificar un segundo subconjunto de polinucleétidos que
estan sobreexpresados al menos al doble en comparacién con el tejido testigo. Las sustracciones genéticas preferidas
son seleccionadas del grupo que consiste en representacion diferencial y sustraccién de cDNA y son descritas con
mayor detalle mas adelante.

La descripcién presente proporciona métodos para identificar un subconjunto de polinucledtidos que muestran
perfiles de expresion tisularmente especificos concordantes y/o complementarios en un tejido de interés. Dichos mé-
todos comprenden las operaciones de: (a) llevar a cabo un analisis de expresion seleccionado del grupo que consiste
en micromatriz de DNA y PCR cuantitativa, para identificar un primer polinucledtido que esta sobreexpresado al
menos al doble en un tejido de interés en comparacion con un tejido testigo; y (b) llevar a cabo un anélisis de ex-
presion seleccionado del grupo que consiste en micromatriz de DNA y PCR cuantitativa, para identificar un primer
polinucleétido que estd sobreexpresado al menos al doble en un tejido de interés en comparacién con un tejido tes-
tigo.

Otras realizaciones de la presente descripcion proporcionan métodos para detectar la presencia de una célula can-
cerosa en un paciente. Dichos métodos comprenden las operaciones de: (a) obtener una muestra bioldgica del paciente;
(b) poner la muestra biol6gica en contacto con una primera pareja de oligonucledtidos cuyos miembros se hibridan,
bajo condiciones moderadamente rigurosas, con un primer polinucleétido y su complemento, respectivamente; (c)
poner la muestra biolégica en contacto con una segunda pareja de oligonucledtidos cuyos miembros se hibridan, bajo
condiciones moderadamente rigurosas, con un segundo polinucleétido y su complemento, respectivamente; primer
polinucledtido que tiene una secuencia nucleotidica que no estd relacionada con la del segundo polinucleétido; (d)
multiplicar el primer polinucleétido y el segundo polinucleétido; y (e) detectar el primer polinucleétido multiplicado y
el segundo polinucle6tido multiplicado; en los que la presencia del primer polinucleétido multiplicado o del segundo
polinucledtido multiplicado indica la presencia de una célula cancerosa en el paciente.

En alguna realizaciones, la deteccion de los polinucleétidos primero y/o segundo multiplicados puede ir precedida
de una operacion de fraccionamiento tal como, por ejemplo, una electroforesis en gel. Alternativa o adicionalmente, la
deteccion de los polinucledtidos primero y/o segundo multiplicados puede ser llevada a cabo mediante la hibridacién
de una sonda oligonucleotidica marcada que se hibrida especificamente, bajo condiciones moderadamente rigurosas,
con el polinucledtido primero o segundo. La marcacién de oligonucleétidos puede ser llevada a cabo al incorporar un
nucleédtido radiomarcado o al incorporar un marcador fluorescente.

En ciertas realizaciones preferidas, la muestra bioldgica puede ser enriquecida en células de un tipo tisular espe-
cifico antes de las operaciones de deteccion. El enriquecimiento puede ser llevado a cabo mediante una metodologia
seleccionada del grupo que consiste en captura celular y agotamiento celular. Los métodos de captura celular ejempla-
res incluyen la inmunocaptura y comprenden las operaciones de: (a) hacer que un anticuerpo se adsorba a la superficie
de células tisularmente especificas de dicha muestra bioldgica; y (b) separar las células tisularmente especificas con an-
ticuerpo adsorbido, del resto de la muestra bioldgica. Se puede llevar a cabo un agotamiento celular ejemplar mediante
el entrecruzamiento de glébulos rojos y glébulos blancos, seguido de una subsiguiente operacién de fraccionamiento
para separar las células entrecruzadas.

Realizaciones alternativas de la presente descripcion proporcionan métodos para determinar la presencia o ausencia
de un cdncer en un paciente, que comprenden las operaciones de: (a) poner una muestra bioldgica, obtenida del
paciente, en contacto con un oligonucleétido que se hibrida con un polinucleétido que codifica una proteina de tumor
de mama; (b) detectar en la muestra un nivel de un polinucleétido (tal como, por ejemplo, mRNA) que se hibrida con
el oligonucleétido; y (c) comparar con un valor de corte predeterminado el nivel de polinucleétido que se hibrida con
el oligonucleétido y determinar, a partir de la comparacién, la presencia o ausencia de un cancer en el paciente. En
ciertas realizaciones, la cantidad de mRNA es detectada mediante una reaccion en cadena de la polimerasa utilizando,
por ejemplo, al menos un cebador oligonucleotidico que se hibrida con un polinucleétido que codifica un polipéptido
como el anteriormente indicado, o con un complemento de dicho polinucledtido. En otra realizaciones, la cantidad
de mRNA es detectada utilizando una técnica de hibridacion, empleando una sonda oligonucleotidica que se hibrida
con un polinucledtido que codifica un polipéptido como el anteriormente indicado, o con un complemento de dicho
polinucledtido.

En aspectos relacionados, se describen métodos para controlar el progreso de un cancer en un paciente, que com-
prenden las operaciones de: (a) poner una muestra bioldgica, obtenida de un paciente, en contacto con un oligonu-
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cleétido que se hibrida con un polinucleétido que codifica una proteina de tumor de mama; (b) detectar en la muestra
una cantidad de un polinucleétido que se hibrida con el oligonucleétido; (c) repetir las operaciones (a) y (b) usando
una muestra bioldgica obtenida del paciente en un momento posterior; y (d) comparar la cantidad del polinucledtido
detectado en la operacién (c) con la cantidad detectada en la operacion (b) y controlar, a partir de la comparacion, el
progreso del cancer en el paciente.

Ciertas realizaciones de la presente descripcion prevén que la operacion de multiplicacién de dicho primer polinu-
cleétido y dicho segundo polinucleétido se lleve a cabo mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

En ciertas realizaciones, la célula cancerosa que se va a detectar puede ser seleccionada del grupo que consiste en
céancer de préstata, cadncer de mama, cincer de colon, cdncer ovdrico, cdncer de pulmon, cincer de cabeza y cuello,
linfoma, leucemia, melanoma, cancer de higado, cdncer géastrico, cancer de rifién, cincer de vejiga, cancer pancreatico
y cancer endometrial. Atn otra realizaciones del presente invento prevén que la muestra bioldgica sea seleccionada del
grupo que consiste en sangre, un ganglio linfatico y médula dsea. El ganglio linfatico puede ser un ganglio linfatico
centinela.

En realizaciones especificas de la presente descripcion, se prevé que el primer polinucledtido sea seleccionado
del grupo que consiste en mamaglobina, lipofilina B, GABAr (B899P), B726P, B511S, B533S, B305D y B311D. En
otras realizaciones se prevé que el segundo polinucledtido sea seleccionado del grupo que consiste en mamaglobina,
lipofilina B, GABAr (B899P), B726P, B511S, B533S, B305D y B311D.

Realizaciones alternativas del presente invento proporcionan métodos para detectar la presencia o ausencia de un
céncer en un paciente, que comprenden las operaciones de: (a) poner una muestra biolégica, obtenida de un paciente,
en contacto con un primer oligonucleétido que se hibrida con un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste
en mamaglobina y lipofilina B; (b) poner la muestra bioldgica en contacto con un segundo oligonucleétido que se
hibrida con una secuencia polinucleotidica seleccionada del grupo que consiste en GABAn (B899P); (c) detectar en
la muestra una cantidad de un polinucleétido que se hibrida con al menos uno de los oligonucleétidos; y (d) comparar
con un valor de corte predeterminado la cantidad de polinucleétido que se hibrida con el oligonucledtido y determinar,
a partir de la comparacion, la presencia o ausencia de un cancer en el paciente.

De acuerdo con ciertas realizaciones, los oligonucleétidos pueden ser seleccionados entre los aqui descritos, tales
como los presentados en las ID. SEC. nimeros 33-72. En otra realizaciones, la cantidad de polinucleétido que se
hibrida con el oligonucleétido es determinada utilizando una reaccién en cadena de la polimerasa. Alternativamente,
la cantidad de polinucleétido que se hibrida con el oligonucledtido puede ser determinada utilizando un ensayo de
hibridacién.

Aln otra realizaciones del presente invento proporcionan métodos para determinar la presencia o ausencia de una
célula cancerosa en un paciente, que comprenden las operaciones de: (a) poner una muestra biolégica, obtenida de un
paciente, en contacto con un primer oligonucledtido que se hibrida con un polinucleétido seleccionado del grupo que
consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 73 e ID. SEC. n° 74, o su complemento; (b) poner la
muestra bioldgica en contacto con un segundo oligonucleétido que se hibrida con un polinucleétido representado en
la ID. SEC. n°® 75 o su complemento; (c) poner la muestra biol6gica en contacto con un tercer oligonucleétido que
se hibrida con un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID.
SEC. n° 1, ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7, o su complemento; (d) poner la muestra
bioldgica en contacto con un cuarto oligonucledtido que se hibrida con un polinucleétido seleccionado del grupo que
consiste en el polinucledtido representado en la ID. SEC. n° 11 o su complemento; (e) poner la muestra biolégica en
contacto con un quinto oligonucleétido que se hibrida con un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en los
polinucleétidos representados en las ID. SEC. nimeros 13, 15y 17, o su complemento; (f) poner la muestra bioldgica
en contacto con un sexto oligonucledtido que se hibrida con un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en
los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23
e ID. SEC. n° 24, o su complemento; (g) poner la muestra bioldgica en contacto con un séptimo oligonucleétido que
se hibrida con un polinucledtido representado en la ID. SEC. n° 30 o su complemento; (h) poner la muestra bioldgica
en contacto con un octavo oligonucledtido que se hibrida con un polinucledtido representado en la ID. SEC. n°® 32
o su complemento; (i) poner la muestra bioldgica en contacto con un noveno oligonucleétido que se hibrida con un
polinucleétido representado en la ID. SEC. n° 76 o su complemento; (j) detectar en la muestra un oligonucledtido
hibridado de cualquiera de las operaciones (a) a (i); y (j) comparar con un valor de corte predeterminado la cantidad de
polinucleétido que se hibrida con el oligonucleétido, en que la presencia de un oligonucleétido hibridado en cualquiera
de las operaciones (a) a (i) en una cantidad superior al valor de corte predeterminado indica la presencia de una célula
cancerosa en la muestra biolégica de dicho paciente.

Otras realizaciones relacionadas del presente invento proporcionan métodos para determinar la presencia o ausen-
cia de una célula cancerosa en un paciente, que comprenden las operaciones de: (a) poner una muestra bioldgica,
obtenida de un paciente, en contacto con un primer oligonucledtido y un segundo oligonucledtido, en que dichos
oligonucleétidos primero y segundo se hibridan bajo condiciones moderadamente rigurosas con unos polinucleétidos
primero y segundo seleccionados del grupo que consiste en la ID. SEC. n°® 73, ID. SEC. n° 74, ID. SEC. n° 75, ID.
SEC. n° 1, ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6, ID. SEC. n° 7, ID. SEC. n° 11, ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n°
15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23, ID. SEC. n°
24, ID. SEC. n° 30, ID. SEC. n° 32 e ID. SEC. n° 76, y en que dicho primer polinucleétido no estd estructuralmente
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relacionado con dicho segundo polinucleétido; (b) detectar en la muestra dichos oligonucleétidos primero y segundo
hibridados; y (c) comparar con un valor de corte predeterminado la cantidad de polinucleétido que se hibrida con el
oligonucleétido, en que la presencia de un primer oligonucleétido hibridado o un segundo oligonucleétido hibridado
en una cantidad superior al valor de corte predeterminado indica la presencia de una célula cancerosa en la muestra
biolégica de dicho paciente.

Otras realizaciones relacionadas de la descripcidn presente proporcionan métodos para determinar la presencia o
ausencia de una célula cancerosa en un paciente, que comprenden las operaciones de: (a) poner una muestra bioldgica,
obtenida de un paciente, en contacto con un primer oligonucleétido y un segundo oligonucleétido, en que dichos
oligonucleétidos primero y segundo se hibridan bajo condiciones moderadamente rigurosas con unos polinucleétidos
primero y segundo que son dos polinucledtidos tisularmente especificos del cdncer que se va a detectar, y en que
dicho primer polinucleétido no esta estructuralmente relacionado con dicho segundo polinucleétido; (b) detectar en la
muestra dichos oligonucledtidos primero y segundo hibridados; y (c) comparar con un valor de corte predeterminado
la cantidad de polinucleétido que se hibrida con el oligonucleétido, en que la presencia de un primer oligonucleétido
hibridado o un segundo oligonucledtido hibridado en una cantidad superior al valor de corte predeterminado indica la
presencia de una célula cancerosa en la muestra bioldgica de dicho paciente.

En otros aspectos relacionados, el presente invento proporciona ademas composiciones ttiles en los métodos aqui
descritos. Las composiciones ejemplares comprenden dos o mds pares de cebadores oligonucleotidicos, cada uno de
los cuales se hibrida especificamente con un polinucleétido distinto. Los cebadores oligonucleotidicos ejemplares
adecuados para las composiciones del presente invento son aqui descritos mediante las ID. SEC. nlimeros 33-71. Los
polinucleétidos ejemplares adecuados para las composiciones del presente invento se describen en la ID. SEC. n° 73,
ID. SEC. n° 74, ID. SEC. n° 75, ID. SEC. n° 1, ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6, ID. SEC. n° 7, ID. SEC. n°
11, ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n°® 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22,
ID. SEC. n° 23, ID. SEC. n° 24, ID. SEC. n° 30, ID. SEC. n° 32 ¢ ID. SEC n° 76.

El presente invento también proporciona sistemas que son adecuados para llevar a cabo los métodos de deteccién
del presente invento. Los sistemas ejemplares comprenden pares de cebadores oligonucleotidicos, cada uno de los
cuales se hibrida especificamente con un polinucleétido distinto. En ciertas realizaciones, los sistemas acordes con el
presente invento pueden también comprender una dcido nucleico polimerasa y un tampén adecuado. Los cebadores
oligonucleotidicos ejemplares adecuados para los sistemas del presente invento se describen aqui mediante las ID.
SEC. numeros 33-71. Los polinucledtidos ejemplares adecuados para los sistemas del presente invento se describen
en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74, ID. SEC. n° 75, ID. SEC. n° 1, ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6, ID.
SEC. n°7,ID. SEC. n° 11, ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC.
n°21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23, ID. SEC. n° 24, ID. SEC. n° 30, ID. SEC. n° 32 e ID. SEC n° 76.

Estos y otros aspectos del presente invento se hardn evidentes por referencia a la siguiente descripcion detallada y
los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos y los identificadores de secuencia

La Figura 1 muestra los perfiles de expresién de mRNA para B311D, B533S y B726P, segtin se determinan usando
una PCR cuantitativa (Tagman™). Abreviaturas: B.T. (“Breast Tumor”): tumor de mama; B.M. (“Bone Marrow”):
médula ésea; B.R. (“Breast Reduction”): reduccion de mama.

La Figura 2 muestra la relacién de la expresién de B533S con la fase patoldgica del tumor. Se analizaron, mediante
PCR en tiempo real, tejidos de mama normal (8), trastornos benignos de mama (3), y fase I (5), fase II (6), fase III (7),
fase IV (3) y metastasis (1 ganglio linfatico y 3 efusiones pleurales) de tumores de mama. Los datos se expresan como
copias medias/ng de B-actina para cada grupo analizado, y la linea es la linea de tendencia calculada.

Las Figuras 3A y 3B muestran la complementacion génica de B305D (forma C), B726P, GABAn y mamaglobina
en metastdsis y tumores primarios, respectivamente. Los cortes para cada uno de los genes fueron 6,57, 1,65, 4,58 y
3,56 copias/ng de B-actina basandose en la media de los tejidos normales negativos mas 3 desviaciones estandares.

La Figura 4 muestra la secuencia de cDNA de longitud completa para la mamaglobina.

La Figura 5 muestra la determinada secuencia de cDNA del marco de lectura abierto que codifica un polipéptido
recombinante de mamaglobina expresado en E. coli.

La Figura 6 muestra la secuencia de cDNA de longitud completa para GABA.

La Figura 7 muestra los niveles de expresién de mRNA para mamaglobina, GABAx, B305D (forma C) y B726P
en muestras normales y de tumor de mama, determinados usando una PCR en tiempo real y el sistema de deteccién
SYBR. Abreviaturas: BT: tumor de mama; BR: reduccién de mama; A. PBMC (“Activated peripheral blood mononu-
clear cells”): células mononucleares de sangre periférica activadas; R. PBMC: PBMC en reposo; T. Gland (“thyroid
gland”): glandula tiroides; S. Cord (“spinal cord”): médula espinal; A. Gland (“adrenal gland”): glandula suprarrenal;
B. Marrow: médula 6sea; S. Muscle (“skeletal muscle’): musculo esquelético.
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La Figura 8 es un grafico de barras que muestra una comparacién entre los ensayos multiples para lipofilina B sola
y para lipofilina B-B899P-B305D-C-B726P, realizados sobre un grupo de muestras de tumor de mama. Abreviaturas:
BT: tumor de mama; BR: reducciéon de mama; SCID (“severe combined immunodeficiency”): inmunodeficiencia
combinada grave.

La Figura 9 es un gel que muestra la longitud de banda tinica de cuatro productos de multiplicacién de genes
tumorales de interés (mamaglobina, B305D, B899P, B726P), analizada mediante un ensayo de PCR muiltiple en tiempo
real.

La Figura 10 muestra una comparacién de un ensayo multiple en que se usan cebadores que abarcan zonas limite
intrén-ex6n (grupo inferior) y en que se usan cebadores no optimizados (grupo superior), para detectar células de
cancer de mama en un grupo de tejidos de ganglio linfético.

La ID. SEC. n° 1 es la determinada secuencia de cDNA para una primera variante de corte y empalme de la
isoforma A de B305D.

La ID. SEC. n° 2 es la secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia de ID. SEC. n° 1.

La ID. SEC. n° 3 es la determinada secuencia de cDNA para una segunda variante de corte y empalme de la
isoforma A de B305D.

LaID. SEC. n° 4 es la secuencia de aminoécidos codificada por la secuencia de ID. SEC. n° 3.

Las ID. SEC. nimeros 5-7 son las determinadas secuencias de cDNA para tres variantes de corte y empalme de la
isoforma C de B305D.

Las ID. SEC. niimeros 8-10 son las secuencias de aminoécidos codificadas por las secuencias de ID. SEC. nimeros
5-7, respectivamente.

La ID. SEC. n° 11 es la determinada secuencia de cDNA para B311D.

La ID. SEC. n° 12 es la secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia de ID. SEC. n° 11.

La ID. SEC. n° 13 es la determinada secuencia de cDNA de una primera variante de corte y empalme de B726P.
La ID. SEC. n° 14 es la secuencia de aminoécidos codificada por la secuencia de ID. SEC. n° 13.

La ID. SEC. n° 15 es la determinada secuencia de cDNA de una segunda variante de corte y empalme de B726P.
La ID. SEC. n° 16 es la secuencia de aminoécidos codificada por la secuencia de ID. SEC. n° 15.

La ID. SEC. n° 17 es la determinada secuencia de cDNA de una tercera variante de corte y empalme de B726P.
La ID. SEC. n° 18 es la secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia de ID. SEC. n° 17.

Las ID. SEC. nimeros 19-24 son las determinadas secuencias de cDNA de otras variantes de corte y empalme de
B726P.

Las ID. SEC. nimeros 25-29 son las secuencias de aminodcidos codificadas por las ID. SEC. nimeros 19-24,
respectivamente.

La ID. SEC. n° 30 es la determinada secuencia de cDNA para BS11S.

LaID. SEC. n° 31 es la secuencia de aminodcidos codificada por la ID. SEC. n° 30.
LaID. SEC. n° 32 es la determinada secuencia de cDNA para B533S.

La ID. SEC. n° 33 es la secuencia de DNA del cebador directo de lipofilina B.

La ID. SEC. n° 34 es la secuencia de DNA del cebador inverso de lipofilina B.

La ID. SEC. n° 35 es la secuencia de DNA de la sonda para lipofilina B.

La ID. SEC. n° 36 es la secuencia de DNA del cebador directo de GABA (B899P).
LaID. SEC. n° 37 es la secuencia de DNA del cebador inverso de GABA (B899P).
La ID. SEC. n° 38 es la secuencia de DNA de la sonda para GABA (B899P).
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n° 39 es la secuencia de DNA del cebador directo de B305D (forma C).
n° 40 es la secuencia de DNA del cebador inverso de B305D (forma C).
n° 41 es la secuencia de DNA de la sonda para B305D (forma C).

n° 42 es la secuencia de DNA del cebador directo de B726P.

n° 43 es la secuencia de DNA del cebador inverso de B726P.

n°® 44 es la secuencia de DNA de la sonda para B726P.

n° 45 es la secuencia de DNA del cebador directo de actina.

n° 46 es la secuencia de DNA del cebador inverso de actina.

n°® 47 es la secuencia de DNA de la sonda para actina.

n° 48 es la secuencia de DNA del cebador directo de mamaglobina.

n° 49 es la secuencia de DNA del cebador inverso de mamaglobina.

n°® 50 es la secuencia de DNA de la sonda para mamaglobina.

n° 51 es la secuencia de DNA de un segundo cebador inverso de GABA (B899P).

n° 52 es la secuencia de DNA de un segundo cebador directo de B726P.

n° 53 es la secuencia de DNA de un cebador directo de GABA B899P-INT.
n° 54 es la secuencia de DNA de un cebador inverso de GABA B899P-INT.

n° 55 es la secuencia de DNA de una sonda Tagman para GABA B899P-INT.

n° 56 es la secuencia de DNA de un cebador directo de B305D-INT.
n° 57 es la secuencia de DNA de un cebador inverso de B305D-INT.
n° 58 es la secuencia de DNA de una sonda Tagman para B305D-INT.
n° 59 es la secuencia de DNA de un cebador directo de B726-INT.

n° 60 es la secuencia de DNA de un cebador inverso de B726-INT.

n° 61 es la secuencia de DNA de una sonda Tagman para B726-INT.
n° 62 es la secuencia de DNA de una sonda Tagman para GABA B899P.
n° 63 es la secuencia de DNA de un cebador directo de B311D.

n°® 64 es la secuencia de DNA de un cebador inverso de B311D.

n° 65 es la secuencia de DNA de una sonda Taqman para B311D.

n° 66 es la secuencia de DNA de un cebador directo de B533S.

n° 67 es la secuencia de DNA de un cebador inverso de B533S.

n° 68 es la secuencia de DNA de una sonda Tagman para B533S.

n° 69 es la secuencia de DNA de un cebador directo de B511S.

n° 70 es la secuencia de DNA de un cebador inverso de B511S.

n° 71 es la secuencia de DNA de una sonda Tagman para BS11S.

n°® 72 es la secuencia de DNA de un cebador inverso de GABAT.
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La ID. SEC. n° 73 es la secuencia de cDNA de longitud completa para mamaglobina.

La ID. SEC. n° 74 es la determinada secuencia de cDNA del marco de lectura abierto que codifica un polipéptido
recombinante de mamaglobina expresado en E. coli.

LaID. SEC. n° 75 es la secuencia de cDNA de longitud completa para GABA.

La ID. SEC. n° 76 es la secuencia de cDNA de longitud completa para lipofilina B.

La ID. SEC. n° 77 es la secuencia de aminoécidos codificada por la secuencia de ID. SEC. n° 76.
Descripcion detallada del invento

Como se indicé anteriormente, el presente invento se dirige, en general, a métodos que son adecuados para la
identificacién de polinucledtidos tisularmente especificos, asi como a métodos, composiciones y sistemas que son
adecuados para el diagnéstico y el control del cancer de mama.

Identificacion de polinucleotidos tisularmente especificos

Ciertas realizaciones del presente invento proporcionan métodos, composiciones y sistemas para la deteccion de
una célula de cidncer de mama en una muestra bioldgica. Estos métodos comprenden la operacién de detectar uno o
mads polinucledtidos tisularmente especificos en una muestra bioldgica de un paciente, la sobreexpresion de los cuales
indica la presencia de una célula cancerosa en la muestra biolégica del paciente. En consecuencia, el presente invento
también proporciona métodos que son adecuados para la identificacién de polinucledtidos tisularmente especificos.
Con las frases “polinucleétidos tisularmente especificos” y “polinucledtidos tumoralmente especificos”, como se usan
aqui, se quieren incluir todos los polinucledtidos que estdn sobreexpresados al menos al doble en comparacién con
uno o mads tejidos testigo. Como se discute mas adelante con mayor detalle, la sobreexpresion de un polinucledtido
dado puede ser evaluada, por ejemplo, mediante metodologias de micromatriz y/o de reaccidén cuantitativa en cadena
de la polimerasa en tiempo real (Real-time PCR™).

Los métodos ejemplares para detectar polinucleétidos tisularmente especificos pueden comprender las operaciones
de: (a) llevar a cabo una sustraccidn genética para identificar una coleccién de polinucleétidos procedentes de un tejido
de interés; (b) llevar a cabo un andlisis, mediante micromatrices de DNA, para identificar un primer subconjunto de
dicha coleccién de polinucleétidos de interés, en que cada miembro polinucleotidico de dicho primer subconjunto esté
sobreexpresado al menos al doble en dicho tejido de interés en comparacién con un tejido testigo; y (c) llevar a cabo un
analisis, por reaccidn cuantitativa en cadena de la polimerasa, sobre polinucleétidos de dicho primer subconjunto para
identificar un segundo subconjunto de polinucleétidos que estdn sobreexpresados al menos al doble en comparacién
con dicho tejido testigo.

Polinucledtidos en general

Como se usa aqui, el término “polinucleétido” se refiere generalmente a moléculas de DNA o RNA. Los poli-
nucledtidos pueden ser polinucledtidos presentes en la naturaleza, como los hallados normalmente en una muestra
bioldgica tal como sangre, suero, ganglio linfatico, médula 6sea, esputo, orina y muestras de biopsias tumorales.
Alternativamente, los polinucledtidos pueden ser obtenidos sintéticamente mediante, por ejemplo, una reaccion de
polimerizacién de dcido nucleico. Como serd reconocido por el técnico experto, los polinucledtidos pueden ser de
cadena sencilla (codificantes o antisentido) o de doble cadena, y pueden ser moléculas de DNA (genémico, cDNA o
sintético) o de RNA. Las moléculas de RNA incluyen moléculas de HnRNA, que contienen intrones y corresponden
a una molécula de DNA en un modo uno a uno, y moléculas de mRNA, que no contienen intrones. Pueden estar
presentes, aunque no es necesario, secuencias codificantes o no codificantes adicionales en un polinucleétido del pre-
sente invento, y un polinucleétido puede estar unido, aunque no es necesario, a otras moléculas y/o materiales de
soporte.

Los polinucleétidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endégena que codifica una
proteina tumoral, tal como una proteina de tumor de mama, o una porcién de la misma) o pueden comprender una
variante, o un equivalente biolégico o antigénico funcional de dicha secuencia. Las variantes polinucleotidicas pueden
contener una o mas sustituciones, adiciones, supresiones y/o inserciones, como se describe mas adelante. El término
“variantes” también abarca genes homologos de origen xenogénico.

Cuando se comparan secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas, se dice que dos secuencias son “idénticas” si
las secuencias de nucleétidos o aminodcidos de las dos secuencias son iguales cuando se alinean para una maxima
correspondencia, como se describe mds adelante. Las comparaciones entre dos secuencias son llevadas tipicamente
a cabo comparando las secuencias sobre una ventana de comparacién para identificar y comparar regiones locales
con similitud de secuencia. Como se usa aqui, una “ventana de comparacién” se refiere a un segmento de al menos
aproximadamente 20 posiciones contiguas, normalmente de 30 a aproximadamente 75, de 40 a aproximadamente
50, en la que una secuencia puede ser comparada con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones
contiguas una vez que las dos secuencias estdn 6ptimamente alineadas.
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La alineacién 6ptima de secuencias para comparacién puede ser llevada a cabo utilizando el programa Megalign de
la serie Lasergene de software para bioinformatica (DNASTAR, Inc., Madison, Wisconsin, EE.UU.), usando los pari-
metros predeterminados. Este programa incluye varios esquemas de alineacion descritos en las referencias siguientes:
M. O. Dayhoff (1978), “A model of evolutionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships”, en
Atlas of Protein Sequence and Structure, compilado por M. O. Dayhoff, National Biomedical Research Foundation,
Washington, Distrito de Columbia, EE.UU., Volumen 5, Suplemento 3, pdginas 345-358; J. Hein (1990), “Unified
Approach to Alignment and Phylogenes”, paginas 626-645, Methods in Enzymology, Volumen 183, Academic Press,
Inc., San Diego, California, EE.UU.; D. G. Higgins y P. M. Sharp (1989), CABIOS 5: 151-153; E. W. Myers y W.
Muller (1988), CABIOS 4: 11-17; E. D. Robinson (1971), Comb. Theor. 11: 105; N. Santou y M. Nes (1987), Mol.
Biol. Evol. 4: 406-425; P. H. A. Sneath y R. R. Sokal (1973), Numerical Taxonomy - The Principles and Practice of
Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, California, EE.UU.; W. J. Wilbur y D. J. Lipman (1983), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80: 726-730.

Alternativamente, la alineacién éptima de secuencias para comparacién puede ser llevada a cabo mediante el algo-
ritmo de identidad local de Smith y Waterman (1981), Add APL. Math, 2: 482, mediante el algoritmo de alineacién de
identidades de Needleman y Wunsch (1970), J. Mol. Biol. 48: 443, mediante la busqueda de métodos de similitudes
de Pearson y Lipman (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, mediante aplicaciones informdticas de estos algo-
ritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA del Winconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group (GCG), 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, EE.UU.), o mediante inspeccion.

Un ejemplo preferido de los algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuen-
cias y de similitud de secuencias son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que son descritos por Altschul et al.
(1977), Nucl. Acids Res. 25: 3389-3402, y Altschul et al. (1990), J. Mol. Biol. 215: 403-410, respectivamente. Se
pueden utilizar BLAST y BLAST 2.0, por ejemplo, con los pardmetros aqui descritos, para determinar el porcentaje
de identidad de secuencias para los polinucleétidos y polipéptidos del invento. El software para llevar a cabo andli-
sis BLAST estd ptblicamente disponible a través del National Center for Biotechnology Information. En un ejemplo
ilustrativo, pueden calcularse puntuaciones acumuladas usando, para secuencias nucleotidicas, los pardmetros M (pun-
tuacién de recompensa para un par de restos equivalentes; siempre > 0) y N (puntuacién de penalizacién para restos
no equivalentes; siempre < 0). Para secuencias de aminodacidos, se puede usar una matriz de puntuacién para calcular
la puntuacién acumulada. La extension de los aciertos de palabra en cada direccién se detiene cuando: la puntuacién
de alineacién acumulada baja de su maximo valor alcanzado en la cantidad X; la puntuacién acumulada llega a cero
0 menos a causa de la acumulacién de una o més alineaciones de restos con puntuacidn negativa; o se alcanza el ex-
tremo de cualquier secuencia. Los pardmetros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y velocidad
de la alineacién. El programa BLASTN (para secuencias nucleotidicas) utiliza como pardmetros predeterminados una
longitud de palabra (W) de 11 y una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacién BLOSUMG62 [véase Henikoff y
Henikoff (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10.915] usa alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M =5, N
=4 y una comparacién de ambas cadenas.

Preferiblemente, el “porcentaje de identidad de secuencias” es determinado comparando dos secuencias éptima-
mente alineadas sobre una ventana de comparacién de al menos 20 posiciones, en que la porcién de la secuencia
polinucleotidica o polipeptidica de la ventana de comparacién puede comprender adiciones o supresiones (es decir,
huecos) de 20 por ciento o menos, normalmente de 5 a 15 por ciento, o de 10 a 12 por ciento, en comparacién con las
secuencias de referencia (que no comprenden adiciones ni supresiones) para una alineacién Optima de las dos secuen-
cias. El porcentaje es calculado determinando el nimero de posiciones en que se presentan bases de dcido nucleico
idénticas o restos de aminodcido idénticos en ambas secuencias para obtener el nlimero de posiciones equiparadas,
dividiendo el nimero de posiciones equiparadas por el nimero total de posiciones en la secuencia de referencia (es
decir, el tamafio de la ventana), y multiplicando los resultados por 100 para obtener el porcentaje de identidad de
secuencias.

Por lo tanto, el presente invento abarca secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas que tienen una identidad
sustancial con respecto a las secuencias aqui descritas, por ejemplo, aquellas que comprenden al menos un 50% de
identidad de secuencia, preferiblemente al menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% o mads de identidad de secuencia en comparacién con una secuencia polinucleotidica o polipeptidica
de este invento, al usar los métodos aqui descritos (por ejemplo, un andlisis BLAST usando pardmetros estdndares,
como se describe mds adelante). Un experto en esta técnica reconocerd que estos valores pueden ser apropiadamente
ajustados para determinar la correspondiente identidad de las proteinas codificadas por dos secuencias nucleotidicas,
teniendo en cuenta la degeneracién codénica, la similitud de aminodcidos, la posicién de marcos de lectura, y simi-
lares.

En realizaciones adicionales, el presente invento proporciona polinucleétidos y polipéptidos aislados que com-
prenden diversas longitudes de tramos contiguos de secuencia idénticos a, o complementarios de, una o mas de las
secuencias aqui descritas. Por ejemplo, mediante este invento se proporcionan polinucleétidos que comprenden al me-
nos aproximadamente 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 6 1000 o méas nucleétidos contiguos de una
o mds de las secuencias aqui descritas, asi como todas las longitudes intermedias entre ellas. Se entenderd facilmente
que, en este contexto, “longitudes intermedias” significa cualquier longitud entre los valores indicados, tal como 16,
17,18, 19, etc.; 21, 22, 23, etc.; 30, 31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.;
incluyendo todos los nimeros enteros entre 200 y 500; entre 500 y 1000, y similares.
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Los polinucleétidos del presente invento, o sus fragmentos, independientemente de la longitud de la propia secuen-
cia codificante, pueden combinarse con otras secuencias de DNA, tales como promotores, sefiales de poliadenilacion,
sitios adicionales para enzimas de restriccidn, sitios de clonacién multiple, otros segmentos codificantes, y similares,
por lo que su longitud global puede variar considerablemente. Por lo tanto, se considera que puede emplearse un frag-
mento de dcido nucleico de casi cualquier longitud, longitud total que estd preferiblemente limitada por la facilidad
de preparacion y por el uso en el previsto protocolo de DNA recombinante. Por ejemplo, se considera que segmentos
de DNA ilustrativos con longitudes totales de aproximadamente 10.000, aproximadamente 5000, aproximadamente
3000, aproximadamente 2000, aproximadamente 1000, aproximadamente 500, aproximadamente 200, aproximada-
mente 100, o aproximadamente 50 pares de bases, y similares (incluyendo todas las longitudes intermedias), son ttiles
en muchas aplicaciones de este invento.

En otras realizaciones, el presente invento se dirige a polinucleétidos que son capaces de hibridarse bajo condicio-
nes moderadamente rigurosas con una secuencia polinucleotidica aqui proporcionada, o un fragmento de la misma, o
una secuencia complementaria de la misma. Las técnicas de hibridacién son bien conocidas en el campo de la biologia
molecular. Con fines de ilustracién, las condiciones moderadamente rigurosas adecuadas para analizar la hibridacién
de un polinucleétido de este invento con otros polinucleétidos incluyen prelavado en una disolucién de SSC 5X, SDS
al 0,5%, EDTA 1,0 mM (pH de 8,0); hibridacién a 50°C-65°C, SSC 5X, durante la noche; y luego lavado dos veces a
65°C durante 20 minutos con cada uno de SSC 2X, 0,5X y 0,2X que contienen SDS al 0,1%.

Ademds, quienes tienen una experiencia normal en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracion del
c6digo genético, hay muchas secuencias nucleotidicas que codifican un polipéptido como el aqui descrito. Algunos de
estos polinucledtidos poseen una homologia minima con respecto a la secuencia nucleotidica de cualquier gen nativo.
No obstante, el presente invento considera especificamente los polinucleétidos que varian a causa de diferencias en
la utilizacién de codones. Ademds, los alelos de los genes que comprenden las secuencias polinucleotidicas aqui
proporcionadas estan dentro del alcance del presente invento. Los alelos son genes endégenos que estdn alterados
como resultado de una o mds mutaciones, tales como supresiones, adiciones y/o sustituciones de nucleétidos. El
mRNA vy la proteina resultantes pueden tener, aunque no es necesario, una estructura o funcion alterada. Los alelos
pueden ser identificados utilizando técnicas estdndares (tales como hibridacién, multiplicacién y/o comparacién de
secuencias con bases de datos).

Andlisis en micromatriz

Los polinucledtidos que son adecuados para deteccion de acuerdo con los métodos del presente invento pueden ser
identificados, como se describe mds adelante con mayor detalle, explorando una micromatriz de cDNAs en cuanto a
la expresion tisular y/o tumoralmente asociada (por ejemplo, expresién que es al menos dos veces mayor en un tejido
tumoral que en un tejido normal, segtin se determina utilizando un ensayo representativo aqui proporcionado). Dichas
exploraciones pueden ser llevadas a cabo, por ejemplo, utilizando una micromatriz Synteni (Palo Alto, California,
EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante [y esencialmente del modo descrito por Schena et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93: 10.614-10.619 (1996), y Heller et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 2150-2155 (1997)].

La micromatriz es un método eficaz para evaluar grandes niimeros de genes pero, a causa de su sensibilidad
limitada, puede que no determine precisamente la distribucién tisular absoluta de los genes de baja abundancia o
puede que infraestime el grado de sobreexpresion de los genes mds abundantes a causa de una saturacion de la sefial.
Para los genes que presentaban sobreexpresion mediante la perfiladura de la expresién en micromatriz, se llevé a cabo
un andlisis adicional usando una transcripcion inversa (RT; del inglés, reverse transcription)-PCR cuantitativa basada
en deteccién con sondas Tagman™, que comprende un mayor intervalo dindmico de sensibilidades. Con este fin, se
utilizaron varios grupos diferentes de tejidos normales y tumorales, metdstasis distantes y lineas celulares.

Reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa en tiempo real

Los polinucledtidos adecuados de acuerdo con el presente invento pueden ser adicionalmente caracterizados o,
alternativamente, originalmente identificados empleando una metodologia de PCR cuantitativa, tal como, por ejemplo,
la metodologia de PCR en tiempo real. Mediante esta metodologia, muestras tisulares y/o tumorales, tales como, por
ejemplo, muestras de tumores metastdsicos, pueden ser analizadas junto a la correspondiente muestra de tejido normal
y/o un grupo de muestras de tejidos normales no relacionados.

La PCR en tiempo real (véanse Gibson et al., Genome Research 6: 995-1001, 1996; Heid et al., Genome Research
6: 986-994, 1996) es una técnica que permite evaluar el nivel de acumulacién de productos de PCR durante la multi-
plicacion. Esta técnica permite la evaluacién cuantitativa de niveles de mRNA en mudltiples muestras. En resumen, se
extrae mRNA del tejido tumoral y el normal y se prepara cDNA usando técnicas estdndares.

La PCR en tiempo real puede ser llevada a cabo, por ejemplo, en un sistema para deteccion de secuencias ABI7700
Prism o GeneAmp® 5700 (PE Biosystems, Foster City, California, EE.UU.). El sistema 7700 utiliza un cebador directo
y un cebador inverso en combinacidn con una sonda especifica que tiene un colorante informador fluorescente 5’ en un
extremo y un colorante sofocador 3’ en el otro extremo (Tagman™). Cuando la PCR en tiempo real es llevada a cabo
usando DNA polimerasa Taq con actividad nucleasa 5’-3’, la sonda es escindida y comienza a emitir fluorescencia,
lo que £ermite que la reaccién sea controlada por el aumento de fluorescencia (tiempo real). El sistema 5700 utiliza
SYBR® Green, un colorante fluorescente que sélo se une a DNA de doble cadena, y los mismos cebadores directo
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e inverso que el instrumento 7700. Los cebadores de apareamiento y las sondas fluorescentes pueden disefiarse de
acuerdo con el programa Primer Express (PE Biosystems, Foster City, California, EE.UU.). Las concentraciones
optimas de cebadores y sondas son inicialmente determinadas por quienes tienen una experiencia normal en la técnica.
Los cebadores y sondas testigo (por ejemplo, S-actina) pueden obtenerse comercialmente de, por ejemplo, Perkin
Elmer/Applied Biosystems (Foster City, California, EE.UU.).

Para cuantificar la cantidad de RNA especifico en una muestra, se genera una curva patrén utilizando un pldsmido
que contiene el gen de interés. Se generan curvas patrén utilizando los valores de Ct determinados en la PCR en
tiempo real, que estdn relacionados con la concentracidn inicial de cDNA utilizada en el ensayo. Bastan generalmente
diluciones de patrén que varien de 10 a 10° copias del gen de interés. Ademds, se genera una curva patrén para la
secuencia testigo. Esto permite la estandarizacion del contenido inicial de RNA de una muestra tisular con respecto a
la cantidad en el testigo, con fines comparativos.

De acuerdo con lo anterior, y como se describe mds adelante, el presente invento proporciona los ilustrativos
polinucleétidos especificos de tumor y/o tejido de mama: mamaglobina, lipofilina B, GABAxr (B899P), B726P, B5118S,
B533S, B305D y B311D, que tienen las secuencias expuestas en las ID. SEC. nimeros 1, 3, 5-7, 11, 13, 15, 17, 19-
24, 30, 32 y 73-76, y los polipéptidos ilustrativos codificados por ellos, que tienen las secuencias de aminodcidos
expuestas en las ID. SEC. nimeros 2, 4, 8-10, 12, 14, 16, 18, 25-29 y 31 y 77, que pueden emplearse adecuadamente
en la deteccion del cancer, mds especificamente del cdncer de mama.

Los métodos aqui descritos también permitirdn la identificacién de polinucleétidos adicionales y/o alternativos
que sean adecuados para la deteccion de una gran variedad de canceres, incluyendo, pero sin limitarse a, cdncer de
prostata, cancer de mama, cancer de colon, cdncer ovarico, cincer de pulmon, cancer de cabeza y cuello, linfoma,
leucemia, melanoma, cancer de higado, cdncer géstrico, cdncer de rifién, cancer de vejiga, cancer pancredtico y cancer
endometrial.

Metodologias para la deteccion del cdncer

En general, se puede detectar una célula cancerosa en un paciente basandose en la presencia de uno o més polinu-
cledtidos en células de una muestra biolégica (por ejemplo, sangre, ganglios linfaticos, médula dsea, sueros, esputo,
orina y o biopsias tumorales) obtenida del paciente. En otras palabras, dichos polinucleétidos pueden ser utilizados
como marcadores para indicar la presencia o ausencia de un céncer, tal como, por ejemplo, el cidncer de mama

Como aqui se discute con mayor detalle, el presente invento alcanza estos y otros objetivos relacionados al propor-
cionar una metodologia para la deteccion simultdnea de mas de un polinucleétido, la presencia del cual es diagndstica
de la presencia de células cancerosas en una muestra biolégica. Cada una de las diversas metodologias para deteccién
de cancer aqui descritas tienen en comin una operacion de hibridacién de uno o més cebadores y/o sondas oligonu-
cleotidicos, la hibridacién de los cuales es demostrativa de la presencia de un polinucleétido tumoral y/o tisularmente
especifico. Dependiendo de la aplicacién concreta considerada, puede preferirse emplear uno o mds oligonucleétidos
que abarcan intrones, que sean inoperantes frente a polinucleétidos de DNA genémico, y, por lo tanto, estos oli-
gonucledtidos son eficaces para reducir y/o eliminar sustancialmente la deteccion de DNA gendmico en la muestra
bioldgica.

También se describen aqui métodos para potenciar la sensibilidad de estas metodologias de deteccion al someter
las muestras bioldgicas que se van a analizar a una o mds metodologias de captura celular y/o agotamiento celular.

En ciertas realizaciones del presente invento, la presencia de una célula cancerosa en un paciente puede ser deter-
minada empleando las operaciones siguientes: (a) obtener una muestra bioldgica de dicho paciente; (b) poner dicha
muestra bioldgica en contacto con un primer oligonucleétido que se hibrida con un primer polinucleétido, primer
polinucleétido que es seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 73 e
ID. SEC. n° 74; (c) poner dicha muestra biol6gica en contacto con un segundo oligonucleétido que se hibrida con un
segundo polinucledtido seleccionado del grupo que consiste en las ID. SEC. nimeros 1, 3, 5-7, 11, 13, 15, 17, 19-24,
30, 32 y 75; (d) detectar en dicha muestra una cantidad de un polinucleétido que se hibrida con al menos uno de los
oligonucledtidos; y (e) comparar con un valor de corte predeterminado la cantidad del polinucleétido que se hibrida
con dicho oligonucleétido y determinar, a partir de la comparacidn, la presencia o ausencia de un cancer en el paciente.

Realizaciones alternativas del presente invento proporcionan métodos mediante los cuales se determina la presencia
de una célula cancerosa en un paciente, empleando las operaciones de: (a) obtener una muestra bioldgica de dicho
paciente; (b) poner dicha muestra biolégica en contacto con un primer oligonucleétido que se hibrida con un primer
polinucleétido, primer polinucledtido que se representa en la ID. SEC. n° 76; (c) poner dicha muestra biolégica en
contacto con un segundo oligonucledtido que se hibrida con un segundo polinucleétido seleccionado del grupo que
consiste en las ID. SEC. nimeros 1, 3, 5-7, 11, 13, 15, 17, 19-24, 30, 32 y 75; (d) detectar en dicha muestra una
cantidad de un polinucledtido que se hibrida con al menos uno de los oligonucleétidos; y (e) comparar con un valor
de corte predeterminado la cantidad del polinucleétido que se hibrida con dicho oligonucleétido y determinar, a partir
de la comparacidn, la presencia o ausencia de un cancer en el paciente.

Otras realizaciones del presente invento proporcionan métodos para determinar la presencia o ausencia de un
cancer en un paciente. Dichos métodos comprenden las operaciones de: (a) obtener una muestra bioldgica de dicho
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paciente; (b) poner dicha muestra biolégica obtenida del paciente en contacto con un primer oligonucleétido que se
hibrida con una secuencia polinucleotidica seleccionada del grupo que consiste en los polinucledtidos representados
en laID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 e ID. SEC. n° 76; (c) poner dicha muestra biol6gica en contacto con un segundo
oligonucledtido que se hibrida con un polinucleétido como el representado en la ID. SEC. n® 75; (d) poner dicha
muestra bioldgica en contacto con un tercer oligonucledtido que se hibrida con un polinucleétido seleccionado del
grupo que consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7; (e) poner
dicha muestra bioldgica en contacto con un cuarto oligonucleétido que se hibrida con un polinucleétido seleccionado
del grupo que consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID.
SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23 e ID. SEC. n° 24; (f) detectar en dicha
muestra biolégica una cantidad de un polinucleétido que se hibrida con al menos uno de dichos oligonucleétidos; y (g)
comparar con un valor de corte predeterminado la cantidad del polinucleétido que se hibrida con el oligonucleétido y
determinar, a partir de la comparacidn, la presencia o ausencia de un cancer en el paciente.

Para permitir la hibridacién bajo las condiciones de ensayo, los cebadores y sondas oligonucleotidicos deberian
comprender una secuencia oligonucleotidica que tuviera al menos aproximadamente 60%, preferiblemente al me-
nos aproximadamente 75%, y mds preferiblemente al menos aproximadamente 90%, de identidad con respecto a
una porcién de un polinucleétido que codifica una proteina de tumor de mama y que tiene al menos 10 nucledti-
dos, y preferiblemente al menos 20 nucleétidos, de longitud. Preferiblemente, los cebadores oligonucleotidicos se
hibridan bajo condiciones moderadamente rigurosas con un polinucledtido que codifica un polipéptido aqui descrito,
como se definié anteriormente. Los cebadores oligonucleotidicos que pueden ser utilmente empleados en los métodos
diagndsticos aqui descritos tienen preferiblemente una longitud de al menos 10-40 nucledtidos. En una realizacién
preferida, los cebadores oligonucleotidicos comprenden al menos 10 nucleétidos contiguos, mas preferiblemente al
menos 15 nucledtidos contiguos, de una molécula de DNA que tiene una secuencia expuesta en las ID. SEC. ni-
meros 1, 3, 5-7, 11, 13, 15, 17, 19-24, 30, 32 y 73-76. Las técnicas tanto para ensayos basados en PCR como para
ensayos de hibridacién son bien conocidas en este campo técnico (véanse, por ejemplo, Mullis ez al., Cold Spring Har-
bor Symp. Quant. Biol. 51: 263, 1987; PCR Technology, compilado por Erlich, Stockton Press, New York, EE.UU.,
1989).

El presente invento también proporciona métodos basados en multiplicacion, para detectar la presencia de una
célula cancerosa en un paciente. Los métodos ejemplares comprenden las operaciones de (a) obtener una muestra bio-
l6gica de un paciente; (b) poner la muestra bioldgica en contacto con una primera pareja de oligonucleétidos, primera
pareja que comprende un primer oligonucleétido y un segundo oligonucleétido, en que el primer oligonucleétido y el
segundo oligonucleétido se hibridan con un primer polinucledtido y su complemento, respectivamente; (c) poner la
muestra bioldgica en contacto con una segunda pareja de oligonucleétidos, segunda pareja que comprende un tercer
oligonucle6tido y un cuarto oligonucledtido, en que los oligonucledtidos tercero y cuarto se hibridan con un segundo
polinucleédtido y su complemento, respectivamente, y en que el primer polinucleétido tiene una secuencia nucleotidica
que no estd relacionada con la del segundo polinucleétido; (d) multiplicar el primer polinucledtido y el segundo poli-
nucleétido; y (e) detectar el primer polinucle6tido multiplicado y el segundo polinucleétido multiplicado; en los que
la presencia del primer polinucleétido multiplicado o del segundo polinucleétido multiplicado indica la presencia de
una célula cancerosa en el paciente.

Los métodos de acuerdo con el presente invento son adecuados para identificar polinucleétidos obtenidos de una
gran variedad de muestras bioldgicas, tales como, por ejemplo, sangre, suero, ganglio linfatico, médula 6sea, esputo,
orina y muestra de biopsia tumoral. En ciertas realizaciones preferidas, la muestra biolégica es sangre, un ganglio
linfatico o médula 6sea. En otras realizaciones del presente invento, el ganglio linfatico puede ser un ganglio linfatico
centinela.

Resultard evidente que los presentes métodos pueden ser empleados en la deteccién de una gran variedad de
cénceres. Los cdnceres ejemplares incluyen, pero no se limitan a, cdncer de prdstata, cdncer de mama, cincer de
colon, cancer ovdrico, cidncer de pulmén, cancer de cabeza y cuello, linfoma, leucemia, melanoma, cancer de higado,
céncer gastrico, cancer de rifién, cancer de vejiga, cancer pancreatico y cancer endometrial.

Ciertas realizaciones ejemplares del presente invento proporcionan métodos en que los polinucleétidos que se
van a detectar son seleccionados del grupo que consiste en mamaglobina, lipofilina B, GABAnr (B899P), B726P,
B5118S, B533S, B305D y B311D. Alternativa y/o adicionalmente, los polinucleétidos que se van a detectar pueden ser
seleccionados del grupo que consiste en los representados en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n°® 74, ID. SEC. n° 75, ID.
SEC.n° 1, ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6, ID. SEC. n° 7, ID. SEC. n° 11, ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15,
ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23, ID. SEC. n° 24, ID.
SEC. n° 30, ID. SEC. n° 32 e ID. SEC. n° 76.

Las sondas y/o cebadores oligonucleotidicos ejemplares adecuados que pueden utilizarse de acuerdo con los mé-
todos del presente invento se describen aqui mediante las ID. SEC. nimeros 33-35 y 63-72. En ciertas realizaciones
preferidas en que se elimina la deteccidn de fondo de DNA gendmico, los oligonucleétidos pueden ser oligonucled-
tidos que abarcan intrones. Los oligonucleétidos ejemplares que abarcan intrones, adecuados para la deteccion de
diversos polinucledtidos aqui descritos, se representan en las ID. SEC. nimeros 36-62.

Dependiendo de la aplicacién concreta considerada, el técnico puede preferir detectar los polinucledtidos tisular
y/o tumoralmente especificos detectando un radiomarcador y detectando un fluor6foro. Méas especificamente, la sonda
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y/o el cebador oligonucleotidicos pueden comprender un resto detectable tal como, por ejemplo, un radiomarcador y/o
un fluoréforo.

Alternativa o adicionalmente, los métodos del presente invento pueden comprender también una operacion de frac-
cionamiento antes de la deteccion de los polinucleédtidos tisular y/o tumoralmente especificos, tal como, por ejemplo,
una electroforesis en gel.

En otra realizaciones, los métodos aqui descritos pueden ser utilizados para controlar el progreso del cancer.
Mediante estas realizaciones, se pueden llevar a cabo a lo largo del tiempo ensayos como los proporcionados pa-
ra el diagnéstico de un cancer y se puede evaluar el cambio del nivel de polipéptido(s) o polinucleétido(s) reacti-
vo(s). Por ejemplo, los ensayos pueden ser llevados a cabo cada 24-72 horas durante un periodo de 6 meses a 1
afio y, mas adelante, pueden ser llevados a cabo cuando sea necesario. En general, un cdncer progresa en aquellos
pacientes en que el nivel del polipéptido o polinucledtido detectado aumenta con el tiempo. Por contraste, el can-
cer no progresa cuando el nivel del polipéptido o polinucleétido reactivo permanece constante o disminuye con el
tiempo.

Ciertos ensayos diagndsticos in vivo pueden ser llevados directamente a cabo sobre un tumor. Uno de tales ensayos
implica poner células tumorales en contacto con un agente ligante. El agente ligante unido puede ser luego detectado
directa o indirectamente por medio de un grupo informador. Dichos agentes ligantes pueden ser también usados en
aplicaciones histologicas. Alternativamente, se pueden usar sondas polinucleotidicas en tales aplicaciones.

Como se indicé anteriormente, para mejorar la sensibilidad, se pueden analizar multiples marcadores proteicos de
tumor de mama en una muestra dada. Resultard evidente que, en un solo ensayo, pueden combinarse agentes ligan-
tes especificos para diferentes proteinas aqui proporcionadas. Ademds, se pueden usar concurrentemente multiples
cebadores o sondas. La seleccién de marcadores proteicos de tumores puede basarse en experimentos rutinarios para
determinar combinaciones que den lugar a una sensibilidad 6ptima. Ademds, o alternativamente, los ensayos para
proteinas tumorales aqui proporcionados se pueden combinar con ensayos para otros antigenos tumorales conocidos.

Enriquecimiento celular

En otros aspectos del presente invento, se pueden usar tecnologias de captura celular antes de la deteccién polinu-
cleotidica, para mejorar la sensibilidad de las diversas metodologias de deteccion aqui descritas.

Se pueden utilizar metodologias de enriquecimiento celular ejemplares en que se emplean glébulos inmunomagné-
ticos que estan revestidos con anticuerpos monoclonales especificos para marcadores de la superficie celular, o com-
plejos de anticuerpos tetrameros, para primero enriquecer una muestra en células cancerosas o seleccionar positiva-
mente células cancerosas de una muestra. Se pueden utilizar diversos sistemas comercialmente asequibles, incluyendo
Dynabeads® Epithelial Enrich (Dynal Biotech, Oslo, Noruega), StemSep™ (StemCell Technologies, Inc., Vancouver,
British Columbia, Canadd) y RosetteSep (StemCell Technologies). El técnico experto reconocerd que también se pue-
den emplear adecuadamente otras metodologias y sistemas facilmente asequibles para enriquecer en, o seleccionar
positivamente, poblaciones celulares deseadas.

Dynabeads® Epithelial Enrich contiene glébulos magnéticos revestidos con anticuerpos monoclonales (mAb; del
inglés, monoclonal antibody) especificos para dos antigenos glicoproteinicos de membrana expresados en tejidos
epiteliales normales y neopldsicos. Se pueden afiadir los glébulos revestidos a una muestra y luego aplicar la muestra
a un imdn, capturdndose de este modo las células unidas a los glébulos. Las células indeseadas son separadas por
lavado, y las células magnéticamente aisladas son eluidas de los glébulos y utilizadas en otros andlisis.

Se puede utilizar RosetteSep para enriquecer celularmente una muestra de sangre de forma directa, y consiste en
un coctel de anticuerpos tetrémeros que se dirigen a una diversidad de células indeseadas y las enlazan a la glicoforina
A de los glébulos rojos (RBC; del inglés, red blood cells) presentes en la muestra, formandose rosetas. Cuando se
realiza una centrifugacién sobre Fycoll, se forma un sedimento de las células diana junto con los RBC libres.

La combinacién de anticuerpos en el cdctel de agotamiento determina qué células serdn eliminadas y, en conse-
cuencia, qué células serdn recuperadas. Los anticuerpos que estdn disponibles incluyen, pero no se limitan a: CD2,
CD3, CD4, CDS5, o la CD8, CD10, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD24, CD25, CD29, CD33, CD34,
CD36, CD38, CD41, CD45, CD45RA, CD45R0O, CD56, CD66B, CD66e, HLA-DR, IgE y TCRafS. Ademds, se con-
templa en el presente invento que puedan desarrollarse mABs especificos para antigenos de tumor de mama y utilizarse
de un modo similar. Por ejemplo, mABs que se unen a antigenos tumoralmente especificos de la superficie celular pue-
den ser conjugados con glébulos magnéticos, o formulados en un complejo de anticuerpos tetrdmeros, y utilizados para
enriquecer una muestra en células metastasicas de tumor de mama o seleccionar positivamente células metastasicas de
tumor de mama de una muestra.

Una vez que una muestra ha sido enriquecida o positivamente seleccionada, las células pueden ser adicionalmente
analizadas. Por ejemplo, se pueden lisar las células y aislar el RNA. El RNA puede ser luego sometido a un andlisis
mediante RT-PCR usando cebadores multiples especificos de tumor de mama en un ensayo de PCR en tiempo real
como el aqui descrito.
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En otro aspecto del presente invento, se pueden utilizar tecnologias de captura celular junto con PCR en tiempo
real para obtener una herramienta més sensible para la deteccion de células metastdsicas que expresan antigenos de
tumor de mama. Es deseable la deteccion de células de cdncer de mama en muestras de médula 6sea, sangre periférica
y muestras obtenidas por aspiracién con aguja pequefia, para el diagndstico y el prondstico de pacientes con cancer de
mama.

Sondas y cebadores

Como se indicé anteriormente y como se describe aqui con mayor detalle, en ciertos métodos, composiciones
y sistemas de acuerdo con el presente invento se utilizan dos o mds parejas de cebadores oligonucleotidicos para
la deteccion del cancer. La capacidad de dichas sondas de dcido nucleico para hibridarse especificamente con una
secuencia de interés permitird que sean utilizadas para detectar la presencia de secuencias complementarias en una
muestra bioldgica.

Alternativamente, en otra realizaciones, las sondas y/o cebadores del presente invento pueden emplearse para de-
teccién por medio de la hibridacién de acido nucleico. Se considera que, de por si, los segmentos de 4cido nucleico
que comprenden una regién de secuencia de una secuencia contigua de al menos aproximadamente 15 nucleétidos
de longitud que tiene la misma secuencia que, o es complementaria de, una secuencia contigua de 15 nucleétidos de
longitud de un polinucleétido que se va a detectar serdn particularmente ttiles. En ciertas realizaciones, también ten-
drén utilidad unas secuencias idénticas o complementarias contiguas mds largas, por ejemplo, las de aproximadamente
20, 30, 40, 50, 100, 200, 500 o 1000 (incluyendo todas las longitudes intermedias), e incluso hasta las secuencias de
longitud completa.

Los cebadores oligonucleotidicos que tienen regiones de secuencia que consisten en tramos nucleotidicos contiguos
de 10-14, 15-20, 30, 50 o incluso 100-200 nucleétidos o asi (incluyendo también las longitudes intermedias), idénticas
a, o complementarias de, un polinucleétido que se va a detectar, son particularmente considerados como cebadores
para uso en reacciones de multiplicacion tales como, por ejemplo, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR™).
Esto permitiria que un polinucleétido fuera analizado en diversas muestras bioldgicas, tales como, por ejemplo, sangre,
ganglios linfaticos y médula dsea.

El uso de un cebador de aproximadamente 15-25 nucleétidos de longitud permite la formacién de una molécula
diplex que es tanto estable como selectiva. Se prefieren generalmente las moléculas que tienen secuencias comple-
mentarias contiguas a lo largo de tramos superiores a 15 bases de longitud, con objeto de aumentar la estabilidad y
la selectividad del hibrido y mejorar por ello la calidad y el grado de las moléculas hibridas especificas obtenidas.
Generalmente se preferird disefiar cebadores que tengan tramos génicamente complementarios de 15 a 25 nucleétidos
contiguos, o incluso mds largos cuando sea deseable.

Los cebadores pueden ser seleccionados de cualquier porcién del polinucledtido que se va a detectar. Todo lo que
se necesita es revisar la secuencia, tal como los polinucleétidos ejemplares expuestos en las ID. SEC. ntimeros 1, 3,
5-7, 11, 13, 15, 17, 19-24, 30, 32, 73-75 (Figuras 3-6, respectivamente) y 76 (lipofilina B), o cualquier porcién conti-
nua de la secuencia, de aproximadamente 15-25 nucleétidos de longitud hasta, e incluyendo, la secuencia de longitud
completa, que uno desea utilizar como cebador. La eleccion de las secuencias cebadoras puede venir determinada por
diversos factores. Por ejemplo, se puede querer emplear cebadores dirigidos hacia los extremos de la secuencia total.
Los cebadores ejemplares aqui descritos pueden ser opcionalmente utilizados por su capacidad para formar selectiva-
mente moléculas diplex con tramos complementarios del polinucleétido entero de interés, tal como el expuesto en las
ID. SEC. nimeros 1, 3, 5-7, 11, 13, 15, 17, 19-24, 30, 32, 73-75 (Figuras 3-6, respectivamente) y 76 (lipofilina B).

El presente invento proporciona ademads la secuencia nucleotidica de diversos cebadores y sondas oligonucleotidi-
cos ejemplares, expuestos en las ID. SEC. nimeros 33-71, que se pueden utilizar, como aqui se describe con mayor
detalle, de acuerdo con los métodos del presente invento para la deteccion del cancer.

Los cebadores oligonucleotidicos de acuerdo con el presente invento pueden ser facilmente preparados de forma
rutinaria mediante métodos comtinmente asequibles al técnico experto, incluyendo, por ejemplo, la sintesis directa de
los cebadores por medios quimicos, como se lleva habitualmente a la practica usando un sintetizador de oligonucleé-
tidos automatizado. Dependiendo de la aplicacién prevista, se deseard tipicamente emplear condiciones variables de
hibridacién para conseguir grados variables de selectividad de la sonda hacia la secuencia diana. Para aplicaciones
en que se requiera una elevada selectividad, se deseara tipicamente emplear condiciones relativamente rigurosas para
formar los hibridos; por ejemplo, se seleccionardn condiciones de concentracion de sal relativamente baja y/o tempe-
ratura relativamente elevada, tal como se proporciona mediante una concentracién de sal de aproximadamente 0,02
M a aproximadamente 0,15 M y temperaturas de aproximadamente 50°C a aproximadamente 70°C. Dichas condicio-
nes selectivas toleran poco apareamiento erréneo, si acaso alguno, entre la sonda y el molde o cadena diana y serian
particularmente adecuadas para aislar secuencias relacionadas.

Técnicas para multiplicacion de polinucleotidos
Cada una de las realizaciones especificas aqui esbozadas para la deteccidn del cancer tiene en comun la deteccién
de un polinucledtido tisular y/o tumoralmente especifico a través de la hibridacién de uno o méas cebadores y/o sondas

oligonucleotidicos. Dependiendo de factores tales como el nimero relativo de células cancerosas presentes en la
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muestra biolégica y/o el nivel de expresién polinucleotidica en cada célula cancerosa, puede ser preferible llevar a
cabo una operacién de multiplicacién antes de llevar a cabo las operaciones de deteccién. Por ejemplo, se pueden
emplear al menos dos cebadores oligonucleotidicos en un ensayo basado en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), para multiplicar una porcién de un cDNA de tumor de mama procedente de una muestra bioldgica, siendo
al menos uno de los cebadores oligonucleotidicos especifico para (es decir, se hibrida con) un polinucleétido que
codifica la proteina de tumor de mama. El cDNA multiplicado puede ser opcionalmente sometido a una operacién de
fraccionamiento, tal como, por ejemplo, una electroforesis en gel.

Se dispone de diversos procedimientos, dependientes de molde, para multiplicar las secuencias diana de interés
presentes en una muestra. Uno de los métodos de multiplicacién mejor conocidos es la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR™), que se describe con detalle en las Patentes de EE.UU, nimeros 4.683.195, 4.683.202 y 4.800.159,
cada una de las cuales se incorpora aqui por referencia en su totalidad. En resumen, en la PCR™, se preparan dos
secuencias cebadoras que son complementarias de regiones presentes en cadenas complementarias opuestas de la
secuencia diana. Se afiade un exceso de desoxinucledsido trifosfatos a una mezcla de reaccién junto con una DNA
polimerasa (por ejemplo, Taq polimerasa). Si la secuencia diana estd presente en una muestra, los cebadores se unirdn
a la diana y la polimerasa causara que los cebadores se extiendan a lo largo de la secuencia diana mediante la adicién
de nucledtidos. Elevando y reduciendo la temperatura de la mezcla de reaccidn, los cebadores extendidos se disociardn
de la diana para formar productos de reaccién, los cebadores en exceso se unirdn a la diana y al producto de reaccién, y
el proceso se repite. Preferiblemente, puede llevarse a cabo un procedimiento de transcripcion inversa y multiplicacién
por PCR™ con objeto de cuantificar la cantidad de mRNA multiplicado. Las metodologias de la reaccién en cadena
de la polimerasa son bien conocidas en la técnica.

En una metodologia preferida para la multiplicacién de polinucleétidos se emplea la RT-PCR, en la cual se aplica la
PCR junto con la transcripcién inversa. Tipicamente, se extrae RNA de una muestra bioldgica, tal como sangre, suero,
ganglio linfatico, médula dsea, esputo, orina y muestras de biopsias tumorales, y se somete a transcripcion inversa para
producir moléculas de cDNA. La multiplicacién por PCR en que se utiliza al menos un cebador especifico genera una
molécula de cDNA que puede ser separada y visualizada usando, por ejemplo, electroforesis en gel. La multiplicacién
puede ser llevada a cabo sobre muestras bioldgicas extraidas de un paciente y de un individuo que no estd afectado por
un céncer. La reaccién de multiplicacién puede ser llevada a cabo sobre diversas diluciones de cDNA que abarquen
dos 6rdenes de magnitud. Un aumento de expresion del doble o mds en varias diluciones de la muestra de ensayo del
paciente en comparacioén con las mismas diluciones de la muestra no cancerosa es tipicamente considerado positivo.

Para llevar a cabo la operacién de multiplicacién se puede utilizar cualquiera de una diversidad de sistemas co-
mercialmente asequibles. Una de dichas técnicas de multiplicacién es la PCR inversa (véase Triglia et al., Nucl. Acids
Res. 16: 8186, 1988), en la que se utilizan enzimas de restriccién para generar un fragmento en la regién conocida
del gen. El fragmento es luego hecho circular por ligacién intramolecular y es utilizado como molde para PCR con
cebadores divergentes procedentes de la region conocida. En un planteamiento alternativo, secuencias adyacentes a
una secuencia parcial pueden ser recuperadas por multiplicacién con un cebador para una secuencia conectora y un
cebador especifico para una region conocida. Las secuencias multiplicadas son tipicamente sometidas a un segundo
ciclo de multiplicacién con el mismo cebador conector y con un segundo cebador especifico para la regién conocida.
En el documento WO 96/38591 se describe una variacion de este procedimiento, en la que se emplean dos cebadores
que inician la extensién en direcciones opuestas a partir de la secuencia conocida. Otra de dichas técnicas es conocida
como “multiplicacion rdpida de extremos de cDNA” o RACE. Esta técnica implica el uso de un cebador interno y un
cebador externo, que se hibrida con una regién de poliA o una secuencia vector, para identificar secuencias que son
5’ y 3’ con respecto a una secuencia conocida. Técnicas adicionales incluyen la PCR de captura (Lagerstrom et al.,
PCR Methods Applic. 1: 111-19, 1991) y la PCR ambulante (“walking”) (Parker et al., Nucl. Acids Res. 19: 3055-60,
1991). Para obtener una secuencia de cDNA de longitud completa se pueden emplear también otros métodos en que
se utiliza multiplicacién.

Otro método para multiplicacion es la reaccién en cadena de la ligasa (LCR), descrita en la Publicacién de Soli-
citud de Patente Europea n° 320.308 (especificamente incorporada aqui por referencia en su totalidad). En LCR, se
preparan dos parejas de sondas complementarias y, en presencia de la secuencia diana, cada pareja se unird a cadenas
complementarias opuestas de la diana de modo que queden apoyadas. En presencia de una ligasa, las dos parejas de
sondas se unirdn para formar una sola unidad. Mediante termociclacion, como en la PCR™, las unidades ligadas uni-
das se disocian de la diana y sirven luego como “secuencias diana” para la ligacién de parejas de sondas en exceso. En
la Patente de EE.UU. n°® 4.883.750, incorporada aqui por referencia en su totalidad, se describe un método alternativo
de multiplicacién similar a la LCR, para unir parejas de sondas a una secuencia diana.

También se puede utilizar la replicasa de Qbeta, descrita en la Publicacién de Solicitud de Patente Internacional
PCT n° PCT/US87/00880, incorporada aqui por referencia en su totalidad, como atin otro método de multiplicacién
en el presente invento. En este método, una secuencia replicativa de RNA que tiene una regién complementaria de
la de una diana es afiadida a una muestra en presencia de una RNA polimerasa. La polimerasa copiard la secuencia
replicactiva, que puede ser luego detectada.

Un método de multiplicacion isotérmica, en que se utilizan endonucleasas de restricciéon y ligasas para lograr la
multiplicacién de moléculas diana que contienen nucleétido 5°-[a-tio]trifosfatos en una cadena de un sitio de restric-
cion (Walker et al., 1992, incorporado aqui por referencia en su totalidad), puede ser también ttil en la multiplicacién
de 4cidos nucleicos en el presente invento.
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La multiplicacién por desplazamiento de cadenas (SDA) es otro método para llevar a cabo la multiplicacién isotér-
mica de 4cidos nucleicos, que implica miiltiples ciclos de desplazamiento y sintesis de cadenas, es decir, traslado de
cortes. Un método similar llamado reaccién en cadena con reparacién (RCR; del inglés, repair chain reaction) es otro
método de multiplicacién que puede ser ttil en el presente invento e implica la hibridacion de varias sondas a lo largo
de una regién especifica para multiplicacion, seguida de una reaccién de reparacidn en que sé6lo estdn presentes dos de
las cuatro bases. Las otras dos bases pueden ser afiadidas como derivados biotinilados para una sencilla deteccién. Un
planteamiento similar se utiliza en la SDA.

También se pueden detectar secuencias usando una reaccién ciclica de sondas (CPR). En la CPR, una sonda que
tiene unas secuencias 3’ y 5’ de DNA no diana y una secuencia interna o “central” del RNA especifico de la proteina
diana es hibridada con DNA que estd presente en una muestra. Tras la hibridacién, la mezcla de reaccién es tratada
con RNasa H, y los productos de la sonda son identificados como productos distintivos al generarse una sefial que es
liberada después de la digestién. El molde original se hibrida con otra sonda de ciclacién y se repite la reaccion. De
este modo, la CPR implica multiplicar una sefial generada mediante la hibridacién de una sonda con un dcido nucleico
expresado, especifico de un gen diana.

En la Solicitud de Patente de Gran Bretafia n® 2.202.328 y en la Publicacién de Solicitud de Patente Internacional
PCT n° PCT/US89/01025 se describen atin otros métodos de multiplicacién que pueden ser ttiles de acuerdo con el
presente invento. En la primera solicitud, se utilizan cebadores “modificados” en una sintesis de tipo PCR, dependiente
de molde y enzima. Los cebadores pueden ser modificados mediante marcacién con un resto de captura (por ejemplo,
biotina) y/o un resto detector (por ejemplo, una enzima). En la segunda solicitud, se afiade un exceso de sondas
marcadas a una muestra. En presencia de la secuencia diana, la sonda se une y es escindida cataliticamente. Después
de la escisidn, la secuencia diana es liberada intacta para resultar unida por la sonda en exceso. La escision de la sonda
marcada sefiala la presencia de la secuencia diana.

Otros procedimientos para la multiplicacién de dcido nucleico incluyen sistemas de multiplicacién basados en
transcripcién (TAS) (Kwoh et al., 1989; Publicacién de Solicitud de Patente Internacional PCT n°® WO 88/10315),
incluyendo la multiplicacién basada en secuencias de 4cido nucleico (NASBA) y la 3SR. En la NASBA, los 4cidos
nucleicos pueden ser preparados para multiplicacién mediante extraccién estdndar con fenol/cloroformo, desnatura-
lizacidn térmica de una muestra, tratamiento con tampoén de lisis y columnas para minicentrifugas para aislamiento
de DNA y RNA, o extracciéon de RNA con cloruro de guanidinio. Estas técnicas de multiplicacién implican hibri-
dar un cebador que tiene secuencias especificas de la secuencia diana. Después de la polimerizacion, los hibridos de
DNA/RNA son digeridos con RNasa H mientras que las moléculas de DNA de doble cadena son de nuevo térmicamen-
te desnaturalizadas. En cualquier caso, el DNA de cadena sencilla es hecho totalmente de cadena doble mediante la
adicién de un segundo cebador especifico para la diana, seguida de polimerizaciéon. Las moléculas de DNA de cadena
doble son luego multiplemente transcritas por una polimerasa tal como T7 o SP6. En una reaccion ciclica isotérmica,
los RNAs son inversamente transcritos a DNA y son transcritos una vez mds con una polimerasa tal como T7 o SP6.
Los productos resultantes, sean truncados o sean completos, indican secuencias especificas de la diana.

En la Publicacién de Solicitud de Patente Europea n°® 329.822, incorporada aqui por referencia en su totalidad, se
describe un procedimiento para multiplicacion de dcido nucleico que implica sintetizar ciclicamente RNA de cadena
sencilla (ssRNA; del inglés, single-stranded RNA), ssDNA y DNA de cadena doble (dsDNA; del inglés, double-
stranded DNA), que pueden ser utilizados de acuerdo con el presente invento. El ssRNA es un primer molde para
un primer oligonucle6tido cebador, que es alargado mediante una transcriptasa inversa (DNA polimerasa dependiente
de RNA). El RNA es luego separado del diplex DNA:RNA resultante por la accién de ribonucleasa H (RNasa H,
una RNasa especifica para RNA en un diplex con DNA o RNA). El ssDNA resultante es un segundo molde para
un segundo cebador, que también incluye las secuencias de un promotor de RNA polimerasa (ejemplificado por la
RNA polimerasa de T7) 5’ en cuanto a su homologia con a su molde. Este cebador es luego extendido por DNA
polimerasa [ejemplificada por el fragmento grande (“Klenow”) de la DNA polimerasa I de E. coli], resultando en
forma de molécula de DNA de doble cadena (dsDNA) que tiene una secuencia idéntica a la del RNA original entre los
cebadores y que tiene ademds una secuencia promotora en un extremo. Esta secuencia promotora puede ser utilizada
por la RNA polimerasa apropiada para crear muchas copias RNA del DNA. Estas copias pueden volver a entrar
luego en el ciclo, lo que conduce a una multiplicacién muy rdpida. Con la eleccién apropiada de las enzimas, esta
multiplicacién puede realizarse isotérmicamente sin la adicién de enzimas en cada ciclo. A causa de la naturaleza
ciclica de este proceso, la secuencia de partida puede ser escogida para que esté en forma de DNA o RNA.

En la Publicacién de Solicitud de Patente Internacional PCT n°® WO 89/06700 se describe un esquema de multipli-
cacion de secuencias de dcido nucleico basado en la hibridacién de una secuencia promotora/cebadora con un DNA
de cadena sencilla (ssDNA) diana, seguida de la transcripcién de muchas copias RNA de la secuencia. Este esquema
no es ciclico, es decir, no se producen nuevos moldes a partir de los transcritos de RNA resultantes. Otros métodos
de multiplicacién incluyen “RACE” (Frohman, 1990) y “PCR de un lado” (Ohara, 1989), que son bien conocidos por
quienes tienen experiencia en la técnica.

Composiciones y sistemas para la deteccion del cdncer
El presente invento proporciona ademads sistemas para uso en cualquiera de los métodos diagndsticos anteriores.
Dichos sistemas comprenden tipicamente dos o mds componentes necesarios para llevar a cabo un ensayo diagndstico.

Los componentes pueden ser compuestos, reactivos, recipientes y/o equipos. Por ejemplo un recipiente de un sistema
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puede contener un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo, que se une especificamente a una proteina de
tumor de mama. Dichos anticuerpos o fragmentos pueden ser proporcionados fijados a un material de soporte, como
se describié anteriormente. Uno o mads recipientes adicionales pueden contener elementos, tales como reactivos o
tampones, para ser utilizados en el ensayo. Dichos sistemas pueden contener también, o alternativamente, un reactivo
de deteccion como el anteriormente descrito que contiene un grupo informador adecuado para la deteccion directa o
indirecta de la unién del anticuerpo.

El presente invento también proporciona sistemas que son adecuados para llevar a cabo los métodos de deteccion
del presente invento. Los sistemas ejemplares comprenden pares de cebadores oligonucleotidicos, cada uno de los
cuales se hibrida especificamente con un polinucleétido distinto. En ciertas realizaciones, los sistemas de acuerdo con
el presente invento pueden comprender también una dcido nucleico polimerasa y un tampén adecuado. Los cebadores
oligonucleotidicos ejemplares adecuados para los sistemas del presente invento son aqui descritos mediante las ID.
SEC. ntimeros 33-71. Los polinucleétidos ejemplares adecuados para los sistemas del presente invento se describen
en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74, ID. SEC. n° 75, ID. SEC. n° 1, ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6, ID.
SEC. n°7,ID. SEC. n° 11, ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC.
n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23, ID. SEC. n° 24, ID. SEC. n° 30 e ID. SEC. n° 32 y la lipofilina B.

Alternativamente, se puede disefiar un sistema para detectar, en una muestra biolégica, el nivel de mRNA que
codifica una proteina de tumor de mama. Dichos sistemas comprenden generalmente al menos una sonda o cebador
oligonucleotidico, como se describi6 anteriormente, que se hibrida con un polinucledtido que codifica una proteina de
tumor de mama. Dicho oligonucledtido puede ser utilizado, por ejemplo, en una PCR o en un ensayo de hibridacién.
Los componentes adicionales que pueden estar presentes en dichos sistemas incluyen un segundo oligonucledtido y/o
un recipiente o reactivo diagndstico para facilitar la deteccién de un polinucleétido que codifica una proteina de tumor
de mama.

En otros aspectos relacionados, el presente invento proporciona ademds composiciones ttiles en los métodos aqui
descritos. Las composiciones ejemplares comprenden dos o mds pares de cebadores oligonucleotidicos, cada uno de
los cuales se hibrida especificamente con un polinucleétido distinto. Los cebadores oligonucleotidicos ejemplares
adecuados para las composiciones del presente invento son aqui descritos mediante las ID. SEC. ndimeros 33-71. Los
polinucledtidos ejemplares adecuados para las composiciones del presente invento se describen en la ID. SEC. n° 73,
ID. SEC. n° 74, ID. SEC. n° 75, ID. SEC. n° 1, ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6, ID. SEC. n° 7, ID. SEC. n°
11, ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22,
ID. SEC. n° 23, ID. SEC. n° 24, ID. SEC. n° 30 e¢ ID. SEC. n° 32 y la lipofilina B.

Los ejemplos siguientes se presentan a modo de ilustraciéon y no a modo de limitacion.
Ejemplos
Ejemplo 1
Representacion diferencial

Este ejemplo describe el uso de la representacion diferencial para el enriquecimiento en polinucleétidos que estan
sobreexpresados en tejidos tumorales de mama.

La representacién diferencial fue llevada a cabo del modo descrito en la bibliografia [véase, por ejemplo, P. Liang
et al., Science 257: 967-971 (1993)] con las modificaciones siguientes: (a) los productos de multiplicacién por PCR
fueron visualizados en geles tefiidos con plata, (b) se usaron pares genéticamente equiparados de tejidos para eliminar
la variacién polimérfica y (c) se utilizaron dos diluciones diferentes de cDNA como molde para eliminar los efectos
relativos a la dilucién [véase E. Mou et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 199; 564-569 (1994)].

Ejemplo 2
Preparacion de un banco de sustraccion de cDNA

En este ejemplo se describe la preparacion de un banco de sustraccion de cDNA de tumor de mama, enriquecido
en cuanto a polinucleétidos especificos de tumor de mama.

La sustraccion de bancos de cDNA fue llevada a cabo del modo descrito [véase T. Hara et al., Blood 84; 189-
199 (1994)] con cierta modificacion. El banco de tumor de mama (trazador; “tracer” en inglés,) que se realiz6 a partir
de una coleccién de tres tumores de mama fue sustraido con un banco de mama normal (conductor; “driver” en in-
glés) para identificar genes especificos de tumor de mama. En sustracciones mds recientes se utilizaban 6-10 tejidos
normales como conductor para sustraer mas eficazmente los genes comunes, haciendo hincapié en tejidos esencia-
les junto con un tejido “inmunolégico” (por ejemplo, bazo, ganglio linfatico o PBMC), para facilitar la separacién
de cDNAs procedentes de infiltracién linfocitaria en tumores. El banco de cDNA sustraido, especifico de tumor de
mama, fue generado del modo siguiente: el banco de cDNA conductor fue digerido con EcoRI, Notl y Sful (Sful
escinde el vector), y rellenado con fragmento Klenow de DNA polimerasa. Después de una extracciéon con fenol-
cloroformo y una precipitacion con etanol, el DNA fue marcado con biotina Photoprobe y disuelto en H,O. El banco
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de cDNA trazador fue digerido con BamHI y Xhol, sometido a extraccién con fenol-cloroformo, hecho pasar a través
de columnas Chromaspin-400, precipitado con etanol, y mezclado con el DNA conductor para una hibridacién a 68°C
durante 20 horas [hibridacién larga (LH; del inglés, long hybridization)]. La mezcla de reaccién fue luego sometida a
tratamiento con estreptavidina seguido de extraccion con fenol/cloroformo un total de cuatro veces. El DNA sustraido
fue precipitado y fue sometido de nuevo a una hibridacién a 68°C durante 2 horas con DNA conductor [hibridacién
corta (SH; del inglés, short hybridization)]. Después de la separacion del DNA de doble cadena biotinilado, se 1igé el
cDNA sustraido en el sitio BamHI/Xhol de pBCSK™ resistente a cloranfenicol y se transformaron con €l células E.
coli DH10B ElectroMax mediante electroporacion para generar el banco de cDNA sustraido. Para clonar los genes
especificos de tumor de mama menos abundantes, se repiti6 la sustraccién del banco de cDNA sustrayendo el banco
de cDNA trazador con el banco de cDNA conductor mas abundantes cDNAs procedentes de sustracciones primarias.
Esto dio lugar al agotamiento de estas secuencias abundantes y a la generacién de bancos de sustraccién que contenian
secuencias menos abundantes.

Para analizar el banco de cDNA sustraido, se prepar6 DNA plasmidico a partir de 100-200 clones independien-
tes que fueron escogidos aleatoriamente del banco sustraido, y se caracteriz6 por secuenciacion de DNA. El cDNA
determinado y las secuencias de aminodacidos esperadas para los cDNAs aislados fueron comparados con secuencias
conocidas usando las mds recientes bases de datos Genbank y EST humana.

Ejemplo 3
Substraccion por PCR

En este ejemplo se describe la sustraccién por PCR para enriquecimiento en cuanto a polinucleétidos especificos
de tumor de mama.

La sustraccién por PCR fue llevada esencialmente a cabo del modo descrito en la bibliografia; véanse L. Diat-
chenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 6025-6030 (1996), y G. P. Yang et al., Nucleic Acids Res. 27: 1517-
23 (1999). En resumen, este tipo de sustraccidn actia por ligacion de dos adaptadores diferentes a diferentes partes
alicuotas de una muestra de cDNA comprobador (tumor de mama) digerida con enzimas de restriccion, seguida del
mezclamiento separado de los comprobadores (“tester” en inglés) con conductor en exceso (sin adaptadores). Esta
primera hibridacién da lugar a la normalizacién del cDNA especifico comprobador de cadena sencilla a causa de la
cinética de segundo orden de la hibridacién. Luego se mezclan estas mezclas separadas de reaccion de hibridacion, sin
desnaturalizacidn, y se lleva a cabo una segunda hibridacién que produce las moléculas diana, fragmentos de cDNA de
doble cadena que contienen ambos adaptadores diferentes. Se llevaron a cabo dos ciclos de PCR, lo que dio lugar a la
multiplicacion exponencial de las moléculas de la poblacién diana (cDNAs especificos comprobadores normalizados),
mientras que otros fragmentos quedaron sin multiplicar o sélo fueron multiplicados de modo lineal. Las sustracciones
llevadas a cabo incluian una coleccién de tumores de mama sustraidos con una colecciéon de mama normal, y una co-
leccién de tumores de mama sustraidos con una coleccion de tejidos normales que incluian PBMC, cerebro, pancreas,
higado, intestino delgado, estdémago, corazén y rifién.

Antes de la sintesis de cDNA, el RNA fue tratado con DNasa I (Ambion) en presencia de RNasina (Promega
Biotech, Madison, Wisconsin, EE.UU.) para eliminar la contaminacién por DNA. El cDNA para uso en los grupos
tisulares para PCR en tiempo real fue preparado usando 25 ul de cebador Oligo dT (Boehringer-Mannheim) con
transcriptasa inversa Superscript II (Gibco BRL, Bethesda, Maryland, EE.UU.).

Ejemplo 4
Deteccion de cdncer de mama usando antigenos especificos de mama

El aislamiento y la caracterizacion de los antigenos B511S y B533S especificos de mama se describen en la
Solicitud de Patente de EE.UU. nimero 09/346.327, presentada el 2 de julio de 1999, cuya descripcion se incorpora
aqui por referencia en su totalidad. La determinada secuencia de cDNA para B511S se proporciona en la ID. SEC. n°
30, proporciondndose la correspondiente secuencia de aminoacidos en la ID. SEC. n° 31. La determinada secuencia
de cDNA para B533S se proporciona en la ID. SEC. n°® 32. El aislamiento y la caracterizacién del antigeno B726P
especifico de mama se describen en las Solicitudes de Patente de EE.UU. ntimeros 09/285.480, presentada el 2 de
Abril de 1999, y 09/433.826, presentada el 3 de Noviembre de 1999.

Las determinadas secuencias de cDNA para variantes de corte y empalme de B726P se proporcionan en las ID.
SEC. nimeros 13, 15, 17 y 19-24, proporciondndose las correspondientes secuencias de aminodcidos en las ID. SEC.
nimeros 14, 16, 18 y 25-29.

El aislamiento y la caracterizacion de las formas A y C del antigeno B305D especifico de mama se han descrito en
la Solicitud de Patente de EE.UU. n°® 09/429.755, presentada el 28 de Octubre de 1999. Las determinadas secuencias
de cDNA para las isoformas A y C de B305D se proporcionan en las ID. SEC. numeros 1, 3 y 5-7, proporciondndose
las correspondientes secuencias de aminodcidos en las ID. SEC. nimeros 2, 4 y 8-10.

El aislamiento y la caracterizacién del antigeno B311D especifico de mama se han descrito en la Solicitud de
Patente de EE.UU. n° 09/289.198, presentada el 9 de Abril de 1999.
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La determinada secuencia de cDNA para B311D se proporciona en la ID. SEC. n° 11, proporciondndose la corres-
pondiente secuencia de aminodcidos en la ID. SEC. n°® 12.

Las secuencias de cDNA para la mamaglobina se proporcionan en las Figuras 4 y 5, proporciondndose la secuencia
de cDNA para GABA en la Figuras 6, y se describen en las ID. SEC. ndmeros 73-75, respectivamente.

El aislamiento y la caracterizacién del antigeno lipofilina B especifico de mama se han descrito en la Solicitud
de Patente de EE.UU. n° 09/780.842, presentada el 8 de Febrero de 2001. La determinada secuencia de cDNA para
lipofilina B se proporciona en la ID. SEC. n°® 76, proporciondndose la correspondiente secuencia de aminodcidos en la
ID. SEC. n°® 77. En la Solicitud 09/780.842 también se describen las secuencias de nucleétidos de diversas variantes
de secuencia de la lipofilina B.

Ejemplo 5
Andlisis en micromatriz

En este ejemplo se describe el uso de andlisis en micromatriz para identificar polinucleétidos que estdn sobreex-
presados al menos al doble en muestras de tejido tumoral de mama en comparacién con muestras de tejido normal de
mama.

La expresion de mRNA de los polinucleétidos de interés fue llevada a cabo del modo siguiente. Se preparé cDNA
para los diferentes genes del modo anteriormente descrito y se dispuso matricialmente en un portaobjetos de video
(Incyte, Palo Alto, California, EE.UU.). El cDNA matricialmente dispuesto fue luego hibridado con una mezcla 1:1 de
cDNAs de primera cadena marcados con el colorante fluorescente Cy3 o Cy5, obtenidos de RNA poliA+ de tumores
de mama, mama normal y tejidos normales y otros tumores, como describen D. Shalon et al., Genome Res 6: 639-
45 (1996). Tipicamente, se fijaron Cy3 (Sonda 1) a cDNAs de tumores de mama y Cy5 (Sonda 2) a tejido normal
de mama o a otros tejidos normales. Se dejé que ambas sondas compitieran con los cDNAs génicamente especificos
inmovilizados del chip, y se realizé un lavado y luego una exploracién en cuanto a la intensidad de la fluorescencia
individual de Cy3 y Cy5 para determinar el grado de hibridacién. Los datos fueron analizados usando el software
GEMTOOLS (Incyte, Palo Alto, California, EE.UU.), lo que permitia que los patrones de sobreexpresién de los
tumores de mama fueran comparados con los de tejidos normales mediante las relaciones Cy3/CyS5. La intensidad de
la fluorescencia estaba también relacionada con el nivel de expresion de los genes individuales.

Los andlisis en micromatriz de DNA fueron utilizados esencialmente como una herramienta de exploracién para
determinar la especificidad tisular/tumoral de cDNAs recuperados de la representacion diferencial, el banco de cDNA
y las sustracciones por PCR, antes de un andlisis mas riguroso mediante RT-PCR cuantitativa, transferencia Northern
e inmunohistoquimica. El andlisis en micromatriz fue llevado a cabo sobre dos microchips. Se evalu6 un total de
3603 moldes de cDNA sustraido y 197 moldes de representacion diferencial, para identificar 40 candidatos para
un ulterior andlisis por PCR cuantitativa. Entre estos candidatos, se eligieron varios basdndose en unos favorables
perfiles de especificidad tisular, incluyendo B305D, B311D, B726P, B511S y B533S, lo que indicaba sus perfiles
de sobreexpresion en tumores de mama y/o mama normal frente a otros tejidos normales. Resulté evidente que la
expresion de estos genes mostraba un elevado grado de especificidad para tumores de mama y/o tejido de mama.
Ademds, estos genes tienen perfiles de expresién complementarios en muchos casos.

Los dos genes especificos de mama conocidos, mamaglobina y subunidad 7 del receptor tipo A de y-aminobu-
tirato (GABA) fueron también sometidos al andlisis en micromatriz. Se ha descrito previamente que la expresién
de mRNA de mamaglobina estd suprarregulada en el tejido de mama proliferante, incluyendo los tumores de mama;
véanse Watson ef al., Cancer Res. 56: 860-5 (1996); Watson et al., Cancer Res. 59: 3028-3031 (1999); Watson et al.,
Oncogene 16: 817-24 (1998).

Los niveles de mRNA de GABAn estaban sobreexpresados en los tumores de mama. Estudios previos habian
demostrado su sobreexpresion en el titero y, en cierto grado, en la préstata y el pulmén [Hedblom et al., J. Biol. Chem.
272:15.346-15.350 (1997)] pero ningtin estudio previo habia indicado niveles elevados en tumores de mama.

Ejemplo 6
Andlisis por PCR cuantitativa en tiempo real

En este ejemplo se describe el uso de la PCR cuantitativa en tiempo real para confirmar la identificacién, por
micromatrices, de polinucledtidos que estdn sobreexpresados al menos al doble en muestras de tejido tumoral de
mama en comparacién con muestras de tejido normal de mama.

La especificidad tumoral y/o tisular de los polinucledtidos identificados mediante los anélisis en micromatriz aqui
descritos en el Ejemplo 5 fue confirmada mediante andlisis por PCR cuantitativa. Se analizaron metdstasis de mama,
tumores de mama, trastornos benignos de mama y tejido normal de mama junto con otros tejidos normales y tumores
en una PCR cuantitativa (tiempo real). Esto fue llevado a cabo en un sistema para deteccién de secuencias ABI 7700
Prism o Gene Amp® 5700 (PE Biosystems, Foster City, California, EE.UU.). El sistema 7700 utiliza un cebador directo
y un cebador inverso en combinacién con una sonda especifica disefiada para que se hibride con una secuencia entre

22



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2281416 T3

los cebadores directo e inverso. Esta sonda fue conjugada en el extremo 5° con un colorante informador fluorescente
y en el otro extremo 3’ con un colorante sofocador (Tagman™). Durante la PCR, la DNA polimerasa Taq, con su
actividad nucleasa 5’-3’, escindi6 la sonda, que comenzé a emitir fluorescencia, lo que permitié que la reaccién fuera
controlada por el aumento de fluorescencia (tiempo real); véase Holland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 7276-
7280 (1991). El sistema 5700 utilizaba SYBR® Green, un colorante fluorescente que sélo se une a DNA de doble
cadena [Schneeberger et al., PCR Methods Appl. 4: 234-8 (1995)], y los mismos cebadores directo e inverso que el
instrumento 7700. No se necesité sonda alguna. Se disefiaron cebadores de apareamiento y sondas fluorescentes para
cada uno de los genes de acuerdo con el programa Primer Express (PE Biosystems, Foster City, California, EE.UU.).

TABLA 1
Secuencias de los cebadores y la sonda para los genes de interés
Cebador directo Cebador inverso Sonda
Mamaglobina | TGCCATAGATG TGTCATATATTAA TCTTAACCAAACG
AATTGAAGGAA TG TTGCATAAACACC TCA GATGAAACTCTGA
(ID. SEC n° 48) (ID. SEC n° 49) GCAATG (ID. SEC n° 50)
Forma C AAAGCAGATGG CCTGAGACCAAA ATTCCATGCCGGC
de B305D TGGTTGAGGTT TGGCTTCTTC TGCTTCTTICTG
(ID. SEC n° 39) (ID. SEC n° 40) (ID. SEC n° 41)
B311D CCGCTTCTGACA CCTATAAAGATGT CCCCTCCCTCAGG
ACACTAGAGAT C TATGTACCAAAA ATGAAGT | GTATGGCCG
(ID. SEC n°63) (ID. SEC n° 64) (ID. SEC n° 65)
B726P TCTGGTTTICTC TGCCAAGGAGCG CAACCACGTGACA
ATTCTTTATTCA TTTATT GATTATCT AACACTGGAATTA CAGG
(ID. SEC n° 42} (ID. SEC n° 43) (ID. SEC n° 44)
B533S CCCTITCTCACC TGCATTCTCTCAT CCGGGCCTCAGGC
CACACACTGT ATGTGGAAGCT ATATACTATTCTA
(ID. SEC n° 66) (ID. SEC n° 67) CTGTCTG (ID. SEC n° 68)
GABAn AAGCCTCAGAG AAATATAAGTGA AATCCATTGTATC
TCCTTCCAGTAT G AGAAAAAAATTA GTAGAT TTAGAACCGAGGG
(ID. SEC n° 36) {(ID. SEC n° 72) ATTTGTTTAGA
{ID. SEC n° 38)
B511S GACATTCCAGTT TGCAGAAGACTC TCTCAGGGACACA
TTACCCAAATG G AAGCTGATTCC CTCTACCATTCGGGA
(ID. SEC n° 69) (ID. SEC n° 70) (ID. SEC n° 71)

Las concentraciones usadas en la PCR cuantitativa para los cebadores directos para mamaglobina, GABAm, la
forma C de B305D, B311D, B511S, B533S y B726P fueron 900, 900, 300, 900, 900, 300 y 300 nM, respectivamente.
Para los cebadores inversos, fueron 300, 900, 900, 900, 300, 900 y 900 nM, respectivamente. Los cebadores y las
sondas asi producidos fueron usados en el programa de termociclacién universal de la PCR en tiempo real, y fueron
titulados para determinar las concentraciones 6ptimas usando un planteamiento de tablero de ajedrez. En este proce-
dimiento de optimizacion se us6 una colecciéon de cDNA de tumores diana. La reaccién se llev a cabo en volimenes
de 25 ul. La concentracion final de sonda fue 160 nM en todos los casos. La concentracién de dATP, dCTP y dGTP
fue 0,2 mM, y la de dUTP fue 0,4 mM. Se utilizaron 0,625 unidades y 0,25 unidades de AmpliTaq Gold y AmpErase
UNG (PE Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) por reaccién. La concentracién final de MgCl, fue 5 mM. Se
afiadieron cantidades minimas de glicerol, gelatina y Tween 20 (Sigma Chem. Co., St. Louis, Missouri, EE.UU.) para
estabilizar la reaccion. Cada mezcla de reaccién contenia 2 ul de molde diluido. EI cDNA de las reacciones de RT,
preparado del modo anterior, fue diluido 1:10 para el gen de interés y 1:100 para la S-actina. Se usaron cebadores
y sondas para B-actina (PE Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) de una manera similar para cuantificar la
presencia de $-actina en las muestras. En el caso del ensayo con SYBR® Green, la mezcla de reaccién (25 ul) incluia
2,5 ul de tampén para SYBR® Green, 2 ul de molde de cDNA y 2,5 ul de cada uno de los cebadores directo e inverso
para el gen de interés. Esta mezcla también contenia MgCl, 3 mM, 0,25 unidades de AmpErase UNG, 0,625 unidades
de AmpliTaq Gold, glicerol al 0,08%, gelatina al 0,05%, Tween 20 al 0,0001% y mezcla de dNTPs 1 mM. En ambos
sistemas, se llevaron a cabo 40 ciclos de multiplicacién.

Con objeto de cuantificar la cantidad de cDNA especifico (y, por lo tanto, el mRNA inicial) en la muestra, se generd
una curva patrén para cada experimento utilizando el plasmido que contiene el gen de interés. Se generaron curvas
patrén utilizando los valores de Ct determinados en la PCR en tiempo real, que estaban relacionados con la concentra-
cion inicial de cDNA utilizada en el ensayo. Para este fin, se utilizaron diluciones de patrén que variaban de 20 a 2 x
10 copias del gen de interés. Ademds, se generd una curva patrén para el gen doméstico (necesario para la integridad
celular) de B-actina, que variaba de 200 fg a 2000 pg, para permitir la normalizacién con respecto a una cantidad
constante de B-actina. Esto permitia la evaluacion de los niveles de sobreexpresion vistos con cada uno de los genes.
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Los genes B311D, B533S y B726P fueron evaluados en una PCR cuantitativa como la anteriormente descrita,
sobre dos grupos diferentes que consistian en: (a) tumor de mama, mama normal y tejidos normales; y (b) metastasis
de tumores de mama (esencialmente ganglios linfaticos), usando los cebadores y las sondas anteriormente mostrados
en la Tabla 1. Los datos para el grupo (a) se muestran en la Figura 1 para los tres genes. Los tres genes mostraron
idénticos perfiles de expresion en tejido de mama. Sin embargo, el nivel relativo de expresion génica fue muy diferente
en cada caso. En general, B311D se expresaba con niveles menores que B533S y ambos menos que B726P, pero los tres
estaban limitados a tejido de mama. De este modo, la PCR cuantitativa confirmé que habfa una expresion diferencial
entre tejido normal de mama y tumores de mama para los tres genes y que aproximadamente el 50% de los tumores de
mama sobreexpresaban estos genes. Cuando se analizaron sobre un grupo de metastasis distantes derivadas de canceres
de mama, los tres genes reaccionaban con 14 de 21 metastasis y presentaban perfiles similares. Los tres genes también
presentaban niveles crecientes de expresion en funcion de la fase patoldgica del tumor, como se muestra para B533S
en la Figura 2.

La mamaglobina es un producto homélogo de una uteroglobina de conejo y de la subunidad C3 de la proteina
ligante de esteroides de rata, y es una proteina de bajo peso molecular que estd muy glicosilada. Se ha comunica-
do que la mamaglobina, por contraste con sus productos homdlogos, es especifica de la mama, y se ha descrito su
sobreexpresion en biopsias de tumores de mama (23%) y en tumores de mama primarios y metastasicos (~ 75%),
comunicdndose la deteccién de expresion de mRNA de mamaglobina en el 91% de los ganglios linfaticos de pacientes
con cdncer metastdsico de mama. Sin embargo, un andlisis mds riguroso de la expresién génica de mamaglobina me-
diante micromatriz y PCR cuantitativa del modo anteriormente descrito [grupos (a) y (b) y un grupo de otros tumores y
tejidos normales y tumores de mama adicionales], mostrd niveles significativos de expresion en piel y gldndula salival
con niveles mucho menores en eséfago y traquea, como se muestra a continuacién en la Tabla 2.

TABLA 2
Distribucién normalizada de mMRNA de mamagiobina y B511S en diversos tejidos
Tejido | Copias mediasde| PCR Copias medias de PCR | PCR positivas
mamaglobina/ng | positivas B511S/ng de positivas| (mamaglobi-
de B-actina £ SD* B-actina £ SD na/B5119)
Tumores | 1233,88+3612,74 | 31/42 1800,40+3893,24 33/42 38/42
de mama
Metastasis | 1912,54+4625,85 | 14/24 | 3329,50£10.820,71 | 14/24 17/24
de tumor
de mama
Trastornos| 121,871+78,63 313 524,664+609,43 213 313
benignos
de mama
Mama 114,19+94,40 11/11 517,64+376,83 8/9 11/11
normal
Reduccion| 231,50+276,68 2/3 482,541680,28 112 2/3
de mama
Oftros 0,1310,65 1/39 24,17+36,00 523
tumores
Glandula | 435,65+705,11 213 45,766,61+44.342,43| 3/3
salival
Piel 415,74+376,14 7/9 7039,051+7774,24 9/9
Eséfago 4,45+3,86 2/3 1,02+0,14 0/3
Bronquios 0,16 0/1 84,44+53 31 212
Otros 0,33+1,07 0/85 5,49+10,65 3175
tejidos
normales

SD (del inglés, standard deviation) significa “desviacion estandar”
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El gen B511S especifico de mama, aunque tiene un diferente perfil de reactividad sobre tumores de mama y tejido
normal de mama con respecto a la mamaglobina, reaccionaba con el mismo subconjunto de tejidos normales con que
lo hacia la mamaglobina. Un anélisis PSORT de B511S indica que tiene un marco de lectura abierto (ORF; del inglés,
open reading frame) de 90 amino4cidos y que es una proteina secretada, como es el caso de la mamaglobina. No hay
evidencia de que B511S tenga un dominio trasmembranal pero puede contener una secuencia sefial escindible. La
mamaglobina detecté 14 de 24 tumores metastasicos distantes de mama y 31 de 42 tumores de mama, y presentaba
una sobreexpresion 10 veces mayor en tumores y metdstasis en comparacion con el tejido normal de mama. Hubo
una sobreexpresioén al menos 300 veces mayor en tejido normal de mama frente a otros tumores y tejidos normales
negativos analizados, que eran esencialmente negativos en cuanto a la expresiéon de mamaglobina. BS11S detect6 33
de 42 tumores de mama y 14 de 24 metastasis distantes, mientras que se prevé que una combinacién de BS11S y
mamaglobina detectaria 38 de 42 tumores de mama y 17 de 24 lesiones metastdsicas (véase la Tabla 2 anterior). Los
niveles cuantitativos de expresién de B511S y mamaglobina estaban también en intervalos similares, en concordancia
con los perfiles de micromatriz observados para estos dos genes. En la Tabla 3 se muestran otros genes que fueron
aditivos con la mamaglobina.

TABLA 3
Complementacion de mRNA de mamaglobina con otros genes
Mamaglobina
positiva Mamaglobina negativa
B305D | GABAT | B726P | B305D + |B305D + GABATT +
GABATT B726P

Metastasis 13/21 2/8 5/8 3/8 7/8 8/8
de mama
Tumores 18/25 317 a/7 517 717 77
de mama

Se mostré que B305D estd muy sobreexpresado en tumores de mama, tumores de prostata, tejido normal de préstata
y testiculo en comparacion con tejidos normales, incluyendo el tejido normal de mama. Se han identificado diferen-
tes variantes de corte y empalme de B305D, siendo las formas A y C las mds abundantes aunque todas las formas
analizadas tienen perfiles tisulares similares en la PCR cuantitativa. Las formas A y C contienen ORFs de 320 y 385
aminodcidos, respectivamente. Por PSORT, se prevé que B305D es una proteina de membrana de Tipo II que com-
prende una serie de repeticiones de anquirina. Un gen conocido del que se mostré que era complementario de B305D
en tumores de mama era GABA. Este gen es un miembro de la familia de receptores GABA, y codifica una proteina
que tiene 30-40% de homologia de aminoacidos con respecto a otros miembros de la familia y, mediante un andlisis
por transferencia Northern, se ha mostrado que estd sobreexpresado en el pulmdn, el timo y la préstata en niveles bajos
y muy sobreexpresado en el dtero. No se ha descrito previamente su expresion en tejido de mama. Esto contrasta con
otros receptores GABA, que tienen una apreciable expresion en tejidos neuronales. La perfiladura de expresion tisular
de este gen mostré que estd sobreexpresado en tumores de mama en una relacion inversa con el gen B305D (Tabla 3).
GABA~ detect6 15 de 25 tumores y 6 de 21 metastasis incluyendo 4 tumores y 5 metdstasis errados por la mamaglo-
bina. Por contraste, B305D detectd 13 de 25 tumores de mama y 8 de 21 metdstasis, incluyendo de nuevo 3 tumores
y 2 metdstasis errados por la mamaglobina. Se prevé que una combinacién de justo B305D y GABA identificaria 22
de 25 tumores de mama y 14 de 21 metéstasis. La combinacién de B305D y GABAx con mamaglobina para detectar
metdstasis de mama se muestra en la Tabla 3 anterior y en las Figuras 3A y 3B. Esta combinacion detect6 20 de 21
metastasis de mama asi como 25 de 25 tumores de mama, que fueron evaluados en los mismos grupos para los tres
genes. La Unica metastasis de mama que resultd negativa para estos tres genes fue intensamente positiva para B726P
(Figuras 3A y 3B).

Para evaluar la presencia de células tumorales circulantes, se empleé un método de inmunocaptura (captura celular)
para realizar primero un enriquecimiento en cuanto a células epiteliales antes del andlisis por RT-PCR. Para este
fin, se usaron glébulos de poliestireno inmunomagnéticos revestidos con anticuerpos monoclonales especificos hacia
dos glicoproteinas de la superficie de las células epiteliales. Dicho procedimiento de enriquecimiento aumenté la
sensibilidad de deteccion (~ 100 veces) en comparacién con el aislamiento directo de RNA poliA+, como se muestra
en la Tabla 4.
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TABLA 4

Extraccion de células positivas para mamaglobina (MB415) introducidas en sangre
completa y detecciéon por PCR en tiempo real

Células MB415/ml de sangre | Extraccién de células epiteliales | Extraccion directa
(RNA poliA+) (RNA poliA+)
Copias de mamaglobina/ng de B-actina
100.000 54.303,2 58.527 1

10.000 45.761,9 925,9

1000 15.421,2 61,6
100 368,0 51
10 282,0 11
1 110,2 0
0 0 0

Se introdujeron células positivas para mamaglobina (MB415) en diversas concentraciones en sangre completa y
luego se extrajeron usando enriquecimiento de células epiteliales o aislamiento directo de sangre. Utilizando proce-
dimientos de enriquecimiento, se hallé que el mRNA de mamaglobina era detectable en niveles mucho menores que
cuando se utilizaba el aislamiento directo. Muestras de sangre completa de pacientes con cdncer metastdsico de mama
fueron posteriormente tratadas con los glébulos inmunomagnéticos. Luego se aislé RNA poliA+, y se prepar6 cDNA
y se sometié a PCR cuantitativa usando dos cebadores génicamente especificos (Tabla 1) y una sonda fluorescente
(Tagman™). Como se observé en los tejidos de cdncer de mama, también se vio complementacion en la deteccion de
células tumorales circulantes derivadas de canceres de mama. Una vez mds, la PCR de mamaglobina permitié detectar
células tumorales circulantes en un elevado porcentaje de las muestras sanguineas, aunque en niveles bajos, proceden-
tes de pacientes con cancer metastasico de mama (20 de 32) cuando se compararon con las muestras de sangre normal
(Tabla 5), pero varios de los otros genes analizados hasta la fecha aumentaban mds este indice de deteccion. Estos
inclufan B726P, B305D, B311D, B533S y GABAu~. El nivel de deteccién de mamaglobina en muestras sanguineas
de pacientes con cdncer metastdsico de mama es mayor que el previamente descrito (62% frente a 49%), a pesar de
analizarse volimenes de sangre mds pequefios, probablemente a causa del uso de un enriquecimiento especifico de
marcadores epiteliales en este estudio. Una combinacién de todos los genes analizados indica que 27 de 32 muestras
eran positivas para uno o mds de estos genes.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 5

Complementacion génica en células epiteliales aisladas de sangre de individuos

normales y pacientes con cancer metastasico de mama

id. de la Mama- | B305D | B311D | B533S | B726P | GABAT | Combinacion
muestra globina

2 + — - + — - +

3 + - - + - - +

5 + + + - - +

6 + - + + + - +

8 - - + - - - +

9 + + + - + - +
10 + - + - + - +
11 - - - - - - -
12 + + + - - - +
13 - ~ - + - - +
15 - - - ~ - - -
18 + - - - - - +
19 + —_ - - - + +
21 + - - - - - +
22 - - - - - - -
23 + - - - - - +
24 + - - - - - +
25 - + - - - - +
26 - - - - - — -
29 + - + + + - +
31 + - - + - - +
32 - - - - - + +
33 - - - - + - +
34 + - - + - + +
35 + - - - + - +
36 - - - - - + +
37 + - - + - - +
38 - - - - - - -
40 + - - - - - +
41 + - - + -~ - +
42 + - - - - - +
43 - - - - - + +
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TABLA 5 (continuacion)

Complementacion génica en células epiteliales aisladas de sangre de individuos
normales y pacientes con cancer metastasico de mama

Id.dela Mama- | B305D | B311D | B533S | B726P | GABAT | Combinacién

muestra globina
Donante 104 -~ - -~ - - + +
Donante 348 - - - - - Nd -
Donante 392 - ~ - -~ - Nd -
Donante 408 - - - - - Nd -
Donante 244 - - - - - - -
Donante 355 - - - - - - -
Donante 264 -~ - - - - - -
Donante 232 - - - - - Nd -
Donante 12 - - ~ - - - -
Donante 415 - - - - ~ Nd -
Donante 35 - - - - - - -
Sensibilidad | 20/32 4/32 7/32 9/32 7132 4/32 27132

En otros estudios, se emplearon cebadores especificos para mamaglobina, GABAr, B305D (forma C) y B726P y
sondas Tagman especificas en diferentes combinaciones para analizar sus perfiles combinados de expresion de mRNA
en muestras de metdstasis de mama (met M.) y tumor de mama (tumor M.) usando PCR en tiempo real. En la Tabla 1
se muestran los cebadores directo e inverso y las sondas empleados para mamaglobina, B305D (forma C) y B726P. En
la Tabla 1 se muestran el cebador directo y la sonda empleados para GABAm, siendo el cebador inverso el siguiente:
TTCAAATATAAGTGAAGAAAAAATTAGTAGATCAA (ID. SEC. n° 51). Como se muestra a continuacion en la
Tabla 6, se hallé que una combinacién de mamaglobina, GABAx, B305D (forma C) y B726P detectaba 22 de 22
muestras de tumor de mama, viéndose un aumento de expresion en 5 muestras (indicado mediante ++).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 6
Deteccion, por PCR en tiempo real, de muestras tumorales usando diferentes
combinaciones de cebadores
Muestra Mamaglo- | Mamaglobina | Mamaglobina + | Mamaglobina + GABA
tumoral bina + GABA |GABA +B305D| + B305D + B726P
Met M. 316A + + +
Met M. 317A + + + +
Met M. 318A + + ++
Met M. 595A + + + +
Met M. 611A + + + +
Met M. 612A + + + +
Met M. 614A + + +
Met M. 616A + + +
Met M. 618A + + + +
Met M. 620A + + + +
Met M. 621A + + + +
Met M. 624A + + + +
Met M. 625A + +
Met M. 627A + + +
Met M. 629A + + +
Met M. 631A + + + +
Tumor M. 154A + + + ++
Tumor M. 155A + + + ++
Tumor M. 81D + ++
Tumor M. 209A + + +
Tumor M. 208A | + + ++
Tumor M. 10A + + + +

El aumento de sefiales de mensaje mediante la adicién de cebadores especificos fue adicionalmente demostrado en
un experimento en una sola placa en que se empleaban las cuatro muestras tumorales: met M. 316A, met M. 317A,
tumor M. 81D y tumor M. 209A.

La expresion de una combinaciéon de mamaglobina, GABAx, B305D (forma C) y B726P en un grupo de muestras
de tumor de mama y tejido normal fue también detectada utilizando PCR en tiempo real con un sistema de deteccién
basado en SYBR Green, en lugar del procedimiento con sondas Tagman. Los resultados obtenidos al utilizar este
sistema se muestran en la Figura 7.

Ejemplo 7
PCR cuantitativa en sangre periférica de pacientes con cdncer de mama
Los conocidos genes evaluados en este estudio fueron mamaglobina y subunidad 7 del receptor tipo A de y-

aminobutirato (GABA7). Con objeto de identificar nuevos genes que estuvieran sobreexpresados en el cincer de
mama se usé aqui una versién mejorada de la técnica RT-PCR con representacion diferencial (DDPCR; del inglés,
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differential display PCR) [Liang et al., Science 257; 967-971 (1.993); Mou et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
199; 564-569 (1994)], métodos de extraccidon de bancos de cDNA [Hara et al., Blood 84; 189-199 (1994)] y sustraccién
por PCR [Diatchenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 6025-6030 (1996); Yang et al., Nucleic Acids Res. 27:
1517-23 (1999)].

La representacion diferencial dio lugar a la recuperacion de dos fragmentos de cDNA denominados B305D y
B311D [Houghton et al., Cancer Res. 40: Extracto n® 217, 32-33 (1999)]. B511S y B533S son dos fragmentos de
cDNA aislados al usar el procedimiento de sustraccién de bancos de cDNA (manuscrito en preparacion), mientras que
el fragmento B726P de cDNA procedia de sustraccién por PCR [Jiang et al., Proceedings of the Amer. Assoc. Cancer
Res. 40: Extracto n°® 216, 32 (1999); Xu et al., Proceedings of the Amer. Assoc. Cancer Res. 40: Extracto n® 2115, 319
(1999); y Molesh et al., Proceedings of Amer. Assoc. Cancer Res. 11: Extracto n° 4330, 681 (2000)].

Tres de los nuevos genes, B311D, B533S y B726P, mostraban idénticos perfiles de expresion en tejido de mama
mediante andlisis por PCR cuantitativa. Estos genes fueron evaluados por PCR cuantitativa sobre dos grupos diferentes
que consistian en (a) tumor de mama, tejido normal de mama y tejidos normales, y (b) metdstasis de tumor de mama
(principalmente ganglios linfaticos). En la Tabla 1 se muestran los cebadores y las sondas utilizados. Los datos para
el grupo (a) se muestran en la Figura 2 para los tres genes. Globalmente, los perfiles de expresién son comparables y
estan en el mismo orden de clasificacion; sin embargo, los niveles de expresién son considerablemente diferentes. En
general, B311D se expresaba con niveles menores que B533S y ambos con niveles menores que B726P, pero los tres
estaban limitados a tejido de mama. Se utilizaron las tres secuencias para buscar en la base de datos Genbank. Tanto
la secuencia de B311D como la de B533S contienen diferentes secuencias repetitivas y no se ha identificado un ORF
para ninguno de ellos. B726P es un gen nuevo, con corte y empalme de mRNA que produce varios supuestos ORFs
diferentes.

La PCR cuantitativa confirmé que habia una expresion diferencial de mRNA entre el tejido normal de mama y los
tumores de mama, sobreexpresandose estos genes en aproximadamente el 50% de los tumores de mama. Cuando se
analizaron en un grupo de metéstasis distantes derivadas de canceres de mama, los tres genes reaccionaban con 14
de 21 metéstasis y presentaban perfiles similares (datos no mostrados). Resulta interesante que, cuando se analizaron
en un grupo de cdnceres de prostata, los tres genes identificaron los mismos 3 de 24 tumores de prdstata pero con
niveles de expresién mucho menores que en la mama. Este grupo de genes presentaba niveles crecientes de expresion
en funcidn de la fase patoldgica del tumor, como se muestra para B533S.

Un andlisis mds riguroso de la expresién génica de mamaglobina mediante micromatriz y PCR cuantitativa mostré
niveles significativos de expresion en piel y gldndula salival y niveles mucho menores en es6fago y traquea. B511S te-
nia un perfil de reactividad ligeramente diferente en tumores de mama y tejido normal de mama cuando se comparaba
con mamaglobina, aunque reaccionaba igual que la mamaglobina con un subconjunto similar de tejidos normales. La
mamaglobina detectd 14 de 24 tumores metastasicos distantes de mama y 31 de 42 tumores de mama, y presentaba
una sobreexpresion 10 veces mayor en tumores y metastasis en comparacién con el tejido normal de mama. Hubo una
sobreexpresion de mamaglobina al menos 300 veces mayor en tejido normal de mama frente a otros tumores y tejidos
normales negativos analizados. B511S detecté 33 de 42 tumores de mama y 14 de 24 metéstasis distantes. Se prevé
que una combinacién de B511S y mamaglobina detecte 38 de 42 tumores de mama y 17 de 24 lesiones metastasi-
cas. Los niveles cuantitativos de expresién de B511S y de mamaglobina estaban también en intervalos similares, en
concordancia con los perfiles de micromatriz observados para estos dos genes.

Ciertos genes complementaban el perfil de expresién de la mamaglobina; es decir, se mostré que se expresaban
en tumores en que no lo hacia la mamaglobina. B305D estaba muy sobreexpresado en tumores de mama, tumores de
prostata, tejido normal de préstata y testiculo en comparacion con los tejidos normales, incluyendo el tejido normal de
mama. Se identificaron diferentes variantes de corte y empalme de B305D, siendo las formas A y C las mas abundantes.
Todas las formas analizadas tenfan perfiles tisulares similares en la PCR cuantitativa. Las formas A y C contienen
ORFs de 320 y 385 aminodcidos, respectivamente. Un gen conocido del que se mostré que era complementario
de B305D, en tumores de mama, era GABAn. Este perfil de expresion tisular contrasta con el de otros receptores
GABA, que tienen tipicamente una apreciable expresion en tejidos neuronales. Una observacion adicional fue que la
perfiladura de expresion tisular de este gen mostraba que estd sobreexpresado en tumores de mama en una relacién
inversa con el gen B305D (Tabla 3). GABAm detectd 15 de 25 tumores y 6 de 21 metdstasis incluyendo 4 tumores y 5
metastasis errados por la mamaglobina. Por contraste, B305D detect6 13 de 25 tumores de mama y 8 de 21 metastasis,
incluyendo de nuevo 3 tumores y 2 metdstasis errados por la mamaglobina. Se prevé que una combinacion de justo
B305D y GABA~ identifique 22 de 25 tumores de mama y 14 de 21 metdastasis. Esta combinacién detect 20 de las
21 metéstasis de mama asi como 25 de 25 tumores de mama, que fueron evaluados en los mismos grupos para los
tres genes. La tinica metdstasis de mama que resulté negativa para estos tres genes fue intensamente positiva para
B726P.

El uso de andlisis en micromatriz seguido de PCR cuantitativa proporcioné una metodologia para determinar
precisamente la expresion de genes de cdncer de mama tanto en tejidos de mama (tumorales y normales) como en
tejidos normales, y para evaluar su potencial diagndstico y terapéutico. Utilizando estas técnicas se evaluaron cinco
genes nuevos y dos genes conocidos. Tres de estos genes, B311D, B533S y B726P, presentaban una expresion de
mRNA concordante, y, colectivamente, los datos son coherentes con una expresion coordinada de estos tres loci a
nivel de control de la transcripcién. Los tres genes mostraban una expresion diferencial en tumores de mama frente a
tejido normal de mama, y parecia que el nivel de sobreexpresion estaba relacionado con la fase patolégica del tumor.
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En el caso de la mamaglobina, se hall6 expresién en otros tejidos ademads de en tejido de mama. Se vio expresion en
piel, en gldndula salival y, en un grado mucho menor, en traquea.

La expresion de GABAm en tumores de mama fue también una observaciéon nueva. Aunque la expresion de varios
genes complementaba la vista con mamaglobina, se afiadian dos genes en particular, B305D y GABAm, a la sensibi-
lidad diagnéstica de la deteccién de mamaglobina. Una combinacion de estos tres genes permiti6 la deteccién de 45
(97,8%) de los 46 tumores de mama y metdstasis evaluados. La inclusiéon de B726P permiti6 la deteccion de los 25
tumores de mama y las 21 metastasis distantes.

Ejemplo 8
Enriquecimiento en células de cdncer de mama circulantes por inmunocaptura

En este ejemplo se describe la sensibilidad potenciada que se alcanza mediante el uso de la metodologia de captura
celular por inmunocaptura para el enriquecimiento en células de cancer de mama circulantes.

Para evaluar la presencia de células tumorales circulantes se adopté un método de inmunocaptura para realizar
primero un enriquecimiento en células epiteliales antes del andlisis por RT-PCR. Se enriquecieron muestras sangui-
neas en cuanto a células epiteliales con un método de separacién por glébulos inmunomagnéticos (Dynal A.S, Oslo,
Noruega), utilizando glébulos magnéticos revestidos con anticuerpos monoclonales especificos para antigenos glico-
polipeptidicos de la superficie de células epiteliales humanas [Por ejemplo, F. Momburg et al., Cancer Res. 41: 2883-
91 (1997); B. Naume et al., Journal of Hemotherapy 6: 103-113 (1997); B. Naume et al., Int. J. Cancer 78: 556-
60 (1998); V. M. Martin et al., Exp. Hematol. 26: 252-64 (1998); M. Hildebrandt et al., Exp. Hematol. 25: 57-65
(1997); M. C. Eaton et al., Biotechniques 22: 100-5 (1997); y B. Brandt et al., Clin. Exp. Metastases 14: 399-408
(1996), describen adecuados antigenos de superficie celular ejemplares. Se lisaron las células aisladas de este modo
y se separaron los glébulos magnéticos. El lisado fue luego procesado para el aislamiento de mRNA poliA+ usando
glébulos magnéticos (Dynabeads) revestidos con Oligo(dT),s. Después de un lavado de los glébulos en el tampdn del
sistema, las muestras de gldbulo/RNA poliA+ fueron finalmente suspendidas en Tris-HCI 10 mM, pH de 8, y someti-
das a transcripcion inversa. El RNA fue luego sometido a PCR en tiempo real usando sondas y cebadores génicamente
especificos con condiciones de reaccién como las anteriormente esbozadas. El contenido de S-actina fue también de-
terminado y utilizado para la normalizacién. Se consideraron positivas las muestras con copias del gen de interés/ng
de B-actina superiores a la media de las muestras normales + 3 desviaciones estdndares. La PCR en tiempo real sobre
muestras sanguineas fue llevada exclusivamente a cabo utilizando el procedimiento Tagman™ pero ampliando a 50
ciclos.

Se hall6 que el mRNA de mamaglobina obtenido al usar procedimientos de enriquecimiento era detectable en
niveles mucho menores que cuando se utilizaba el aislamiento directo. Posteriormente, se trataron muestras de sangre
completa de pacientes con cdncer metastdsico de mama con los glébulos inmunomagnéticos, y luego se aislé RNA
poliA+, y se prepar6 cDNA y se sometié a PCR cuantitativa usando dos cebadores génicamente especificos para
mamaglobina y una sonda fluorescente (Tagman™). Como se observé en los tejidos de cdncer de mama, también se
vio complementacion en la deteccién de células tumorales circulantes derivadas de canceres de mama. Una vez mds,
la PCR de mamaglobina permitié detectar células tumorales circulantes en un elevado porcentaje de sangres, aunque
en niveles bajos, procedentes de pacientes con cancer metastasico de mama (20 de 32) cuando se compararon con las
muestras de sangre normal. Varios de los otros genes analizados hasta la fecha podrian aumentar més este indice de
deteccion. Estos incluyen B726P, B305D, B311D, B533S y GABA#n. Una combinacién de todos los genes analizados
indica que 27 de 32 muestras eran positivas en uno o mds de estos genes.

Ejemplo 9
Deteccion miiltiple de tumores de mama

Se establecieron ensayos adicionales por PCR miuiltiple en tiempo real con objeto de detectar simultineamente
la expresion de cuatro genes especificos de cancer de mama: lipofilina B, Gaba (B899P), B305D-C y B726P. Por
contraste con los procedimientos de deteccidon que se basan en un andlisis de expresion de genes especificos de cancer
de mama individuales, este ensayo multiple permitia detectar todas las muestras de tumor de mama ensayadas.

Este ensayo miltiple fue disefiado para detectar la expresion de lipofilina B en lugar de la de mamaglobina. A causa
de sus perfiles de expresion similares, la lipofilina B puede sustituir a la mamaglobina en este ensayo de PCR miiltiple
para la deteccién del cancer de mama. El ensayo fue llevado a cabo del modo siguiente: se utilizaron cebadores
especificos de lipofilina B, B899P (Gaba), B305D y B726P y sondas Tagman especificas, para analizar su perfil
combinado de expresion de mRNA en tumores de mama. A continuacién se muestran los cebadores y las sondas:

Lipofilina B: Cebador directo (ID. SEC. n° 33): 5 TGCCCCTCCGGAAGCT. Cebador inverso (ID. SEC.

n°® 34): 5> CGTTTCTGAAGGGACATCTGATC. Sonda (ID. SEC. n°® 35) (FAM-5" - 3’-
TAMRA): TTGCAGCCAAGTTAGGAGTGAAGAGATGCA.
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GABA (B899P): Cebador directo (ID. SEC. n° 36): 5° AAGCCTCAGAGTCCTTCCAGTATG. Cebador in-
verso (ID. SEC. n° 37): 5> TTCAAATATAAGTGAAGAAAAAATTAGTAGATCAA. Sonda
(ID. SEC. n° 38) (FAM-5’ - 3°’-TAMRA): AATCCATTGTATCTTAGAACCGAGGGATTTG
TTTAGA.

B305D (forma C):  Cebador directo (ID. SEC. n° 39): 5> AAAGCAGATGGTGGTTGAGGTT. Cebador inverso
(ID. SEC. n° 40): 5 CCTGAGACCAAATGGCTTCTTC. Sonda (ID. SEC. n° 41) (FAM-5’
- 3’-TAMRA) ATTCCATGCCGGCTGCTTCTTCTG.

B726P: Cebador directo (ID. SEC. n° 42): 5> TCTGGTTTTCTCATTCTTTATTCATTTATT. Ceba-
dor inverso (ID. SEC. n° 43): 5 TGCCAAGGAGCGGATTATCT. Sonda (ID. SEC. n° 44)
(FAM-5’ - 3°>-TAMRA): CAACCACGTGACAAACACTGGAATTACAGG.

Actina: Cebador directo (ID. SEC. n° 45): 5 ACTGGAACGGTGAAGGTGACA. Cebador inverso
(ID. SEC. n° 46): 5> CGGCCACATTGTGAACTTTG. Sonda (ID. SEC. n° 47): (FAM-5’ -
3’-TAMRA): CAGTCGGTTGGAGCGAGCATCCC.

Las condiciones de ensayo fueron:
Protocolo Tagman (Perkin Elmer 7700):

En un volumen final de 25 ul: Tampén A 1x, MgCl, SmM, dCTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,4 mM, dGTP
0,2 mM, 0,01 U/ul de AmpErase UNG, 0,025 U/ul de TaqGold, glicerol al 8% (volumen/volumen), gelatina al 0,05%
(volumen/volumen), Tween20 al 0,01% (volumen/volumen), 4 picomoles de cada sonda Tagman génicamente especi-
fica (lipofilina B + Gaba + B305D + B726P), y cDNA molde (que se origina a partir de 0,02 g de RNA poliA+): 100
nM de B726P-F + B726P-R, 300 nM de Gaba-R y 50 nM de de lipofilina B-F + lipofilina B-R + B305D-R + Gaba-R.

Se detect6 expresion de lipofilina B en 14 de 27 muestras de tumor de mama. Sin embargo, el ensayo multiple para
lipofilina B, B899P, B305D-C y B726P permiti6 detectar una sefial de expresion en 27 de 27 tumores, con un nivel de
deteccion superior a 10 copias de mRNA/1000 pg de actina en la mayoria de las muestras y superior a 100 copias de
mRNA/1000 pg de actina en 5 de las 27 muestras ensayadas (Figura 8).

Ejemplo 10
Optimizacion de la deteccion miiltiple

El ensayo de PCR muiltiple en tiempo real anteriormente descrito fue utilizado para detectar simultdneamente la
expresion de mamaglobina (o lipofilina B), Gaba (B§99P), B305D-C y B726P. De acuerdo con este ejemplo, se op-
timizaron las condiciones de ensayo y las secuencias cebadoras para conseguir la multiplicacién paralela de cuatro
productos de PCR con diferentes longitudes. Las muestras positivas de este ensayo pueden ser adicionalmente carac-
terizadas por electroforesis en gel, y el(los) gen(es) de interés expresado(s) puede(n) ser determinado(s) de acuerdo
con el(los) tamafio(s) del(de los) amplicén(es) detectado(s).

Se utilizaron cebadores especificos para mamaglobina (o lipofilina B), Gaba (B§99P), B305D y B726P y sondas
Tagman especificas, para detectar simultdneamente su expresion. A continuacién se muestran los cebadores y sondas
usados en este ejemplo.

Mamaglobina: Cebador directo (ID. SEC. n° 48): 5> TGCCATAGATGAATTGAAGGAATG. Cebador in-
verso (ID. SEC. n°® 49): 5> TGTCATATATTAATTGCATAAACACCTCA. Sonda (ID. SEC.
n°® 50): (FAM-5’ - 3°’-TAMRA): TCTTAACCAAACGGATGAAAC-TCTGAGCAATG.

GABA (B899P): Cebador directo (ID. SEC. n° 36): 5° AAGCCTCAGAGTCCTTCCAGTATG. Cebador in-
verso (ID. SEC. n° 51): 5 ATCATTGAAAATTCAAATATAAGT-GAAG. Sonda (ID. SEC.
n°38) (FAM-5’ - 3’-TAMRA): AATCCATTGTATCTTAGAACCGAGGGATTTGTTTAGA.

B305D (forma C):  Cebador directo (ID. SEC. n°39): 5> AAAGCAGATGGTGGTTG-AGGTT. Cebador inverso
(ID. SEC. n° 40): 5 CCTGAGACCAAATGGCTTCTTC. Sonda (ID. SEC. n° 41): (FAM-5’
- 3>-TAMRA): ATTCCATGCCGGCTGCTTCTTCTG.

B726P: Cebador directo (ID. SEC. n° 52): 5> GTAGTTGTGCATTGAAATAATTATCATTAT. Ceba-
dor inverso (ID. SEC. n° 43): 5> TGCCAAGGAGCGGATTATCT. Sonda (ID. SEC. n° 44)
(FAM-5’ - 3°'-TAMRA): CAACCACGTGACAAACACTGGAATTACAGG.
Se optimizaron las posiciones de los cebadores y las condiciones de ensayo para conseguir la multiplicacién para-
lela de cuatro productos de PCR con diferentes tamafios. Las condiciones de ensayo fueron:
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Protocolo Tagman (Perkin Elmer 7700):

En un volumen final de 25 ul: Tampén A 1x, MgCl, SmM, dCTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,4 mM, dGTP
0,2 mM, 0,01 U/ul de AmpErase UNG, 0,0375 U/ul de TaqGold, glicerol al 8% (volumen/volumen), gelatina al
0,05% (volumen/volumen), Tween20 al 0,01% (volumen/volumen), 4 picomoles de cada sonda Tagman génicamente
especifica (mamaglobina + Gaba + B305D + B726P), y cDNA molde (que se origina a partir de 0,02 ug de RNA
poliA+): 300 nM de Gaba-R + Gaba-F, 100 nM de mamaglobina-F+R; B726P-F+R y 50 nM de B305D-F+R.

Protocolo de PCR
50° durante 2’: x 1; 95° durante 10’: x 1; y 95° durante 15”/60° durante 1°/68° durante 1’: x 50.

Puesto que, en el ensayo miiltiple, cada conjunto de cebadores da lugar a una banda de longitud tnica, las se-
fales de expresion de los cuatro genes de interés pueden ser medidas individualmente mediante andlisis en gel de
agarosa (véase la Figura 9), o la sefial de expresiéon combinada de los cuatro genes puede ser medida en tiempo
real en un sistema para deteccion de secuencias ABI 7700 Prism (PE Biosystems, Foster City, California, EE.UU.).
También se puede detectar la expresion de lipofilina B en lugar de la de mamaglobina. Aunque aqui se han descrito
cebadores especificos, se podrian utilizar diferentes secuencias cebadoras, diferente sonda o marcacién de sonda y
diferentes sistemas de deteccion para llevar este ensayo multiple a cabo. Por ejemplo, se podria incorporar un se-
gundo colorante informador fluorogénico para la deteccion paralela de un gen de referencia por PCR en tiempo real,
0, por ejemplo, se podria utilizar un sistema de detecciéon con SYBR Green en lugar del procedimiento con sonda
Tagman.

Ejemplo 11

Diserio y uso de exclusion de DNA gendmico, con pares de cebadores que abarcan zonas limite intrén-exon, para el
ensayo miiltiple del cdncer de mama

El ensayo de PCR muiltiple en tiempo real aqui descrito permite detectar simultdneamente la expresiéon de mama-
globina, Gaba (B899P), B305D-C y B726P. El nivel de expresién combinado de estos genes es medido en tiempo
real en un sistema para deteccién de secuencias ABI 7700 Prism (PE Biosystems, Foster City, California, EE.UU.).
Los genes individualmente expresados pueden ser también identificados mediante electroforesis en gel a causa de los
diferentes tamafios de amplicén. Con objeto de utilizar este ensayo con muestras procedentes de RNAs no tratados con
DNasa (por ejemplo, cDNA de ganglio linfatico) y evitar el tratamiento de muestras de RNA pequeiio (por ejemplo,
muestras de sangre y aspiraciones de tumores y ganglios linfaticos) con DNasa, se han disefiado pares de cebadores
que abarcan intrones para excluir la multiplicacién de DNA genémico y, por lo tanto, eliminar sefiales positivas ines-
pecificas y falsas. La falsa sefial positiva es causada por la contaminacion de muestras de cDNA con DNA gendmico.
El ensayo muiltiple optimizado aqui descrito excluye la multiplicacién de DNA genémico y permite la deteccion es-
pecifica de la expresion de genes diana sin la necesidad del tratamiento previo de las muestras de RNA con DNasa.
Ademads, con estos conjuntos de cebadores se podria verificar la correspondencia gendmica y la posicién del limite
intrén-exon.

Se utilizaron cebadores especificos para mamaglobina, Gaba (B899P), B305D y B726P y sondas Tagman espe-
cificas, para detectar simultdneamente su expresién (Tabla 7). Se optimizaron las posiciones de los cebadores (que

abarcan zonas limite intrén-ex6n) para detectar exclusivamente cDNA y excluir el DNA gendémico de la multiplica-
cion. La identidad del(de los) gen(es) expresado(s) se determiné por electroforesis en gel.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 7
Secuencias de cebadores que abarcan limites intron-exon y de sonda para el ensayo miltiple de tumor de mama
Gen Cebador directo Cebador inverso Sonda Tagman
(FAM-5' - 3'-TAMRA)
Mamaglobina { igccatagatgaatigaagga atg | tgtcatatatiaatigcataaacdcct | {cttaaccaaacggatgaaactctgagea
{ID. SEC. N° 48) ca (ID. SEC. N° 49) atg (ID. SEC. N° 50)
B899P aagcctcagagtecttccagta tg ficaaatataagigaagaaanaatta | aatccatigtatcttagaaccgagggatit
(ID. SEC. N° 36) gtagatcaa (ID. SEC. N°37) | gttt (ID. SEC. N° 62)
B305D aaagcagatggtggtigaggt t cctgagaccaaatggctictic altccatgecggetgceticttctg
(ID. SEC. N° 39) (ID. SEC. N° 40) (ID. SEC. N° 41)
B726P tetggtitictcatictitattcatt tatt igccaaggageagattatet caaccacgigacaaacaciggaattaca
(ID. SEC. N° 42) (ID. SEC. N° 43) 99 (ID. SEC. N° 44)
Actina actggaacggtgaaggtgac a cggccacatigtgaacttig cagteggttggagegageatece
(ID. SEC. N° 45) (ID. SEC. N° 46) (ID. SEC. N° 47)
B899P-INT caatttiggtggagaacccg getgteggaggtatatgatg catttcagagagtaacatggactacaca
(ID. SEC. N° 53) {ID. SEC. N° 54) {ID. SEC. N° 55)
B305D-INT tetgataaaggecgtacaatg tcacgactigctgtitttgetc atcaaaaaacaagcatggcclcacacca
(ID. SEC. N° 56) (ID. SEC. N° 57) ct (ID. SEC. N° 58)
B726P-INT gcaagigccaatgatcagagg atatagactcaggtatacacact teceatcagaatccaaacaagaggaaga
(ID. SEC. N° 59) {ID. SEC. N° 60) tg (ID. SEC. N° 61)

Se optimizaron las posiciones de los cebadores y las condiciones de ensayo para conseguir la multiplicacién para-
lela de los cuatro productos de PCR. Las condiciones de ensayo fueron las siguientes:

Protocolo Tagman (Perkin Elmer 7700):

En un volumen final de 25 ul: Tampén A 1x, MgCl, SmM, dCTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,4 mM, dGTP
0,2 mM, 0,01 U/ul de AmpErase UNG, glicerol al 8% (volumen/volumen), gelatina al 0,05% (volumen/volumen),
Tween20 al 0,01% (volumen/volumen), 4 picomoles de cada sonda Tagman génicamente especifica (mamaglobina +
B899P-INT + B305D-INT + B726P-INT), y cDNA molde (que se origina a partir de 0,02 g de RNA poliA+): 300 nM
de B305D-INT-F; B899P-INT-F, 100 nM de mamaglobina-F+R; B726P-INT-F+R, 50 nM de B899P-INT-R; B305D-
INT-R.

Condiciones de los ciclos de PCR

1 ciclo a 50°C durante 2 minutos, 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos, 50 ciclos de 95°C durante 1 minuto y 68°C
durante 1 minuto.

La Figura 10 muestra una comparacion entre el ensayo multiple en que se usan cebadores que abarcan limites
intrén-ex6n (grupo inferior) y el ensayo miltiple en que se usan cebadores no optimizados (grupo superior), para
detectar células de cancer de mama en un grupo de tejidos de ganglio linfético. Este experimento muestra que usando
los cebadores que abarcan intrones-exones del presente invento se consigue la reduccién del fondo que resulta de la
contaminacién de las muestras por DNA gendmico.

Ejemplo 12

Deteccion miiltiple de células metastatizadas de tumor de mama en muestras de biopsias de ganglios linfdticos centi-
nela

La graduacién de ganglios linfiticos es importante para determinar la quimioterapia y la terapia hormonal adyu-
vante apropiadas. Por contraste con la diseccién axilar convencional, la biopsia del ganglio linfético centinela es un
planteamiento menos invasivo para la graduacion de la minima enfermedad residual. La biopsia del ganglio linfatico
centinela (SLNB; del inglés, sentinel lymph node biopsy) tiene el potencial para mejorar la deteccién de metastasis y
proporcionar valores de prondstico que conduzcan a una terapia con una minima morbosidad asociada con la diseccién
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completa de ganglios linfaticos. La SLNB ocasiona el mapeo de uno o los dos ganglios linfaticos que esencialmente
drenan el tumor y que, por lo tanto, muy probablemente contienen la enfermedad metastdsica (los ganglios centinela).
El andlisis patolégico rutinario de los ganglios linfaticos da lugar a un elevado indice de falsos negativos: un tercio
de las mujeres con ganglios linféticos patolégicamente negativos desarrollan una enfermedad recurrente (Bland: The
Breast; Saunders, 1991). Una técnica de deteccion mds sensible para células tumorales seria la RT-PCR, pero su apli-
cacion se encuentra limitada por la falta de marcadores especificos individuales. El ensayo con miltiples marcadores
anteriormente descrito aumenta la probabilidad de deteccion de cancer en la poblacién sin producir falsos resultados
positivos a partir de ganglios linfaticos normales.

Como se menciond anteriormente, las vias linfaticas aferentes de un tumor primario drenan en un solo ganglio, el
ganglio linfatico centinela, antes de que tenga lugar el drenaje en la cuenca linfatica regional. Los ganglios linféticos
centinela son localizados con colorantes y/o coloides radiomarcados inyectados en la zona de la lesién primaria, y
la biopsia del ganglio linfético centinela permite el examen patoldgico en cuanto a depdsitos micrometastdsicos y la
graduacién de la axila, y, por lo tanto, puede evitar una diseccidn axilar innecesaria. Las micrometéstasis ganglionares
pueden ser localizadas con tincién (hematoxilina o eosina) o por andlisis inmunohistoquimico para proteinas citoque-
ratinicas. Las técnicas de tincién inmunocitoquimicas pueden producir frecuentemente falsos resultados negativos al
saltarse pequefios focos metastdsicos a causa de un fraccionamiento inadecuado del ganglio. La inmunohistoquimica
puede dar lugar a falsos resultados positivos a causa de una ilégica expresion de citoqueratinas (células reticuloendo-
teliales), o a falsos resultados negativos cuando se usa el anticuerpo Ber-Ep4, cuyo antigeno correspondiente no se
expresa en todas las células tumorales.

El ensayo multiple aqui descrito podria proporcionar una herramienta de deteccién mds sensible para ganglios
linfaticos centinela positivos. Ademas, es deseable la deteccion de células de cancer de mama en muestras de médula
dsea, sangre periférica y muestras obtenidas por aspiracion con aguja pequefia, para el diagndstico y el prondstico de
pacientes con cancer de mama.

Utilizando el aqui descrito ensayo de PCR multiple que abarca limites intrén-exén, se analizaron veintidés muestras
de ganglios linfaticos metastasicos ademds de 15 muestras también previamente analizadas y mostradas en la Figura
3A. Los resultados de este andlisis se resumen en la Tabla 8. También se analizaron veintisiete tumores primarios, y los
resultados se muestran en la Tabla 9. Veinte muestras de ganglios linfaticos normales analizadas usando este ensayo
resultaron todas negativas.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 8

Andlisis de 37 ganglios linfaticos metastasicos por PCR muiitiple en tiempo real

Muestras de ganglios linfati- | Mamaglobina | B305D B899P | B726P | Multiple
cos metastasicos de mama
Met M. 317A ++ + + +++
Met M. 318A ++ +++
Met M. 595A + + +++
Met M. 611A + +++ ++
Met M. 612A ++ ++ + ++
Met M. 614A ++ ++ +++
Met M. 616A + ++
Met M. 618A +++ + +++
Met M. 620A ++ ++ ++ +++
Met M. 621A + +++ + +++
Met M. 624A ++ +++
Met M. 625A ++ ++ +
Met M. 627A + + +
Met M. 629A ++ +++
Met M. 631A + ++ +
1255 +++ ++ ++ ++
1257 +++ + + ++
769 +++ ++
1258 ++ + + +
1259 ++ ++ +++
1250 +++ +++
1726 +++ +++
786 +++ + +++
281-LI-r +++ +++
289-L.2 ++ + ++
366-S + +
374-S+ +++ ++ +4++
376-S ++ + ++
381-S + + +
383-Sx +++ ++ +++
496-M +++ ++ +++
591-SI-A + +
652-1 ++ +++
772 + +
777 + + ++ ++
778 +++ +++
779 + ++ ++
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TABLA 9
Andlisis de 27 tumores primarios de mama por PCR muiltiple en tiempo real
Muestras de tumor Mamaglobina B305D B899P | B726P | Multiple
primario de mama

T443 + ++ +++ +++
T457 + + ++
T395 ++ ++
T10A + +4++ +++ +++
T446 + ++ ++
T11C +++ +++
T23B ++ +++
T207A ++ +
T437 + + ++ +++
T391 + ++ +++ +++
T392 + + ++
TS76 + ++ F++
T483 ++ +++
T81G ++ ++ +++
T430 ++ ++
T465 + + ++
TS80 + +
T469 + +++
T467 ++ +++
T439 + +
T387 ++ + ++
T318 ++
T154A +
T387A +++ + +++
T155A + ++ +
T209A ++ ++
T208A + + ++

A partir de lo precedente se apreciard que, aunque se han descrito aqui realizaciones especificas del invento con
fines de ilustracién, pueden hacerse diversas modificaciones sin desviarse del alcance del invento. En consecuencia, el

invento no estd limitado salvo por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia de una célula de cadncer de mama, método que comprende las operaciones

de:

(a)

(b)

(©)

(d

poner una muestra biolégica, obtenida de un paciente, en contacto con un primer oligonucleétido que se
hibrida con un primer polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en mamaglobina y lipofilina
B;

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un segundo oligonucleétido que se hibrida con una segunda
secuencia polinucleotidica que comprende una secuencia polinucleotidica de GABAx (B899P);

detectar en dicha muestra bioldgica una cantidad del oligonucleétido hibridado de las operaciones (a) y (b);
y

comparar con un valor de corte predeterminado la cantidad de polinucledtido que se hibrida con los oligo-
nucledtidos de las operaciones (a) y (b) y determinar, a partir de dicha comparacién, la presencia o ausencia
de un céncer en el paciente.

2. El método de la Reivindicacion 1, en el que dicho primer polinucleétido es seleccionado del grupo que consiste
en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 e ID. SEC. n° 76, o su complemento; y en el
que dicho segundo polinucleétido comprende el polinucleétido expuesto en la ID. SEC. n°® 75, o su complemento.

3. El método de la Reivindicacion 2, que comprende ademads:

(e)

®

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un tercer oligonucledtido que se hibrida con un tercer po-
linucleétido seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 5,
ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7, o su complemento; y

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un cuarto oligonucledtido que se hibrida con un cuarto
polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n°
13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID.
SEC. n°23 e ID. SEC. n° 24, 0 su complemento;

en el que la operacion (c) comprende detectar en dicha muestra biolégica una cantidad del oligonucleétido hibridado
de las operaciones (a), (b), (e) y (f).

4. El método de la Reivindicacién 2, que comprende ademas:

(e)

®

(€9)

(h)

®

)

(9]

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un tercer oligonucle6tido que se hibrida con un tercer po-
linucledtido seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 1,
ID. SEC. n° 3, ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7, o su complemento;

poner dicha muestra biolégica en contacto con un cuarto oligonucledtido que se hibrida con un cuarto
polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en el polinucleétido representado en la ID. SEC. n° 11,
0 su complemento;

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un quinto oligonucledtido que se hibrida con un quinto
polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos representados en las ID. SEC.
nimeros 13,15y 17, o su complemento;

poner dicha muestra biolégica en contacto con un sexto oligonucleétido que se hibrida con un sexto poli-
nucledtido seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 19,
ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23 e ID. SEC. n° 24, 0 su complemento;

poner dicha muestra biolégica en contacto con un séptimo oligonucleétido que se hibrida con un séptimo
polinucleétido representado en la ID. SEC. n° 30 o su complemento;

poner dicha muestra bioldgica en contacto con un octavo oligonucleétido que se hibrida con un octavo
polinucleétido representado en la ID. SEC. n° 32 o su complemento; y

poner dicha muestra biolégica en contacto con un noveno oligonucleétido que se hibrida con un polinu-
cleétido representado en la ID. SEC. n°® 76 o su complemento;

en el que la operacion (c) comprende detectar en dicha muestra biolégica una cantidad del oligonucleétido hibridado
de las operaciones (a), (b), (e), (), (g), (h), (), () y (k).
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5. Un método para detectar la presencia de una célula de cdncer de mama, método que comprende las operaciones
de:

(a) poner una muestra bioldgica, obtenida de un paciente, en contacto con una primera pareja de oligonucle6-
tidos, primera pareja que comprende un primer oligonucledtido y un segundo oligonucleétido, en el que
dicho primer oligonucleétido y dicho segundo oligonucleétido se hibridan con un primer polinucledtido y
con su complemento, respectivamente, y en el que dicho primer polinucleétido comprende mamaglobina o
lipofilina B;

(b) poner dicha muestra biol6gica en contacto con una segunda pareja de oligonucledtidos, segunda pareja que
comprende un tercer oligonucledtido y un cuarto oligonucleétido, en el que dichos oligonucledtidos tercero
y cuarto se hibridan con un segundo polinucleétido y con su complemento, respectivamente, y en el que
dicho segundo polinucleétido comprende GABAr (B899P);

(c) multiplicar dicho primer polinucleétido y dicho segundo polinucleétido; y
(d) detectar dicho primer polinucleétido multiplicado y dicho segundo polinucleétido multiplicado;

en el que la presencia de dicho primer polinucle6tido multiplicado o dicho segundo polinucleétido multiplicado indica
la presencia de una célula de cidncer de mama en dicho paciente.

6. El método de la Reivindicacion 5, en el que dicho primer polinucleétido es seleccionado del grupo que consiste
en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 e ID. SEC. n° 76, y en el que dicho segundo
polinucleétido comprende el polinucleétido expuesto en la ID. SEC. n°® 75.

7. El método de la Reivindicacion 6, que comprende ademds poner dicha muestra bioldgica en contacto con una
tercera pareja de oligonucledtidos, tercera pareja que comprende un cebador directo y un cebador inverso que se
hibridan con un tercer polinucleétido y su complemento, respectivamente, en el que dicho tercer polinucledtido es
seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC.
n°7; en el que la operacién (d) comprende ademds multiplicar dicho tercer polinucleétido; y en el que la operacién (e)
comprende ademads detectar dicho tercer polinucleétido.

8. El método de la Reivindicacién 7, que comprende ademds poner dicha muestra bioldgica en contacto con una
cuarta pareja de oligonucledtidos, cuarta pareja que comprende un cebador directo y un cebador inverso que se hi-
bridan con un cuarto polinucleétido y su complemento, respectivamente, en el que dicho cuarto polinucleétido es
seleccionado del grupo que consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID.
SEC.n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23 e ID. SEC. n° 24; en el que
la operacion (d) comprende ademas multiplicar dicho cuarto polinucleétido; y en el que la operacién (e) comprende
ademads detectar dicho cuarto polinucleétido.

9. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-8, en el que dicha muestra bioldgica es seleccionada del
grupo que consiste en sangre, suero, ganglio linfatico, médula 6sea, esputo, orina y muestra de biopsia tumoral.

10. El método de la Reivindicacién 9, en el que dicha muestra biolégica es seleccionada del grupo que consiste en
sangre, un ganglio linfatico y médula désea.

11. El método de la Reivindicacién 9, en el que dicho ganglio linfatico es un ganglio linfético centinela.

12. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 5-8, en el que dichos oligonucledtidos son seleccionados del
grupo que consiste en los oligonucleétidos representados en las ID. SEC. ntimeros 33-38, 48-51 y 53-62.

13. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 5-8, en el que la operacion (e) comprende una operacién
seleccionada del grupo que consiste en detectar un radiomarcador y detectar un fluoréforo.

14. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-8, en el que dicha operacién de detecciéon comprende una
operacién de fraccionamiento.

15. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 5-8, en el que dichos oligonucleétidos son oligonucleétidos
que abarcan intrones.

16. El método de la Reivindicacién 15, en el que dichos oligonucledtidos que abarcan intrones son seleccionados
del grupo que consiste en los oligonucleétidos representados en las ID. SEC. nimeros 36-44 y 48-62.

17. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 5-8, en el que la deteccién de dicho polinucleétido primero,
segundo, tercero o cuarto multiplicado comprende poner dicho polinucleétido primero, segundo, tercero o cuarto
multiplicado en contacto con una sonda oligonucleotidica marcada que se hibrida, bajo condiciones moderadamente
rigurosas, con dicho polinucleétido primero, segundo, tercero o cuarto.
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18. El método de la Reivindicacién 17, en el que dicha sonda oligonucleotidica marcada comprende un resto
detectable seleccionado del grupo que consiste en un radiomarcador y un fluoréforo.

19. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-8, que comprende ademds una operacién de enriqueci-
miento de dicha muestra bioldgica en cuanto a dicha célula cancerosa antes de la hibridacién de dicho(s) cebador(es)
oligonucleotidico(s).

20. El método de la Reivindicacién 1-8, en el que dicha operacién de enriquecimiento de dicha muestra biolégica
en cuanto a dicha célula cancerosa es llevada a cabo mediante una metodologia seleccionada del grupo que consiste
en captura celular y agotamiento celular.

21. El método de la Reivindicacion 20, en el que la captura celular es llevada a cabo mediante inmunocaptura,
inmunocaptura que comprende las operaciones de:

(a) hacer que un anticuerpo se adsorba a la superficie de dichas células cancerosas; y
(b) separar dichas células cancerosas con anticuerpo adsorbido, del resto de dicha muestra bioldgica.

22. El método de la Reivindicacion 21, en el que dicho anticuerpo se dirige hacia un antigeno seleccionado del
grupo que consiste en CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, CD10, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD24, CD25,
CD29, CD33, CD34, CD36, CD38, CD41, CD45, CD45RA, CD45R0O, CD56, CD66B, CD66e, HLA-DR, IgE y
TCRap.

23. El método de la Reivindicacién 21, en el que dicho anticuerpo se dirige hacia un antigeno tumoral de mama.

24. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 21-23, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclo-
nal.

25. El método de la Reivindicacién 21, en el que dicho anticuerpo estd conjugado con glébulos magnéticos.

26. El método de la Reivindicacién 21, en el que dicho anticuerpo estd formulado en un complejo de anticuerpo
tetrdmero.

27. El método de la Reivindicacién 21, en el que el agotamiento celular es llevado a cabo mediante un método que
comprende las operaciones de:

(a) entrecruzar glébulos rojos y glébulos blancos; y
(b) fraccionar dichos glébulos rojos y blancos entrecruzados del resto de dicha muestra bioldgica.

28. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 5-8, en el que dicha operacion de multiplicacién es llevada
a cabo mediante una metodologia de multiplicacién de polinucledtidos seleccionada del grupo que consiste en trans-
cripcidn inversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), PCR inversa, multiplicacién rdpida de extremos de
cDNA (RACE), reaccion en cadena de la ligasa (LCR), replicasa de Qbeta, multiplicacién isotérmica, multiplicacién
por desplazamiento de cadenas (SDA), reaccidn en cadena rodante (RCR), reaccion ciclica de sondas (CPR), sistemas
de multiplicacién basados en transcripcién (TAS), multiplicacién basada en secuencias de dcido nucleico (NASBA) y
replicaciéon automantenida de secuencias (3SR).

29. Una composicion para detectar una célula de cdncer de mama en una muestra biolégica de un paciente, com-
posicién que comprende:

(a) un primer oligonucleétido; y
(b) un segundo oligonucleétido;

en la que dicho primer oligonucledtido y dicho segundo oligonucleétido tienen una longitud de al menos 15 nucleétidos
y se hibridan especificamente con un primer polinucleétido o su complemento y con un segundo polinucleétido o su
complemento, respectivamente; en la que dicho primer polinucleétido es seleccionado del grupo que consiste en la ID.
SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 e ID. SEC. n° 76; y en la que dicho segundo polinucleétido comprende el polinucleétido
expuesto en la ID. SEC. n° 75.

30. La composicion de la Reivindicacién 29, que comprende ademds un tercer y un cuarto oligonucleétidos, tercer y
cuarto oligonucledtidos que se hibridan con un tercer polinucleétido o su complemento y con un cuarto polinucledtido
o su complemento, respectivamente; en la que dicho tercer polinucledtido es seleccionado del grupo que consiste
en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7; y en la que dicho cuarto
polinucledétido es seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en la ID. SEC. n° 13, ID.
SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19, ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23 e ID.
SEC. n° 24.
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31. La composicion de la Reivindicacién 30 o la Reivindicacién 31, en la que dichos oligonucleétidos son se-
leccionados del grupo que consiste en oligonucleétidos como los descritos en las ID. SEC. niimeros 33-44, 48-62, y
72.

32. Una composicion para detectar una célula de cancer de mama en una muestra bioldgica de un paciente, com-
posicién que comprende:

(a) una primera pareja de oligonucleétidos; y
(b) una segunda pareja de oligonucleétidos;

en la que dicha primera pareja de oligonucledtidos y dicha segunda pareja de oligonucledtidos tienen una longitud
de al menos 10 nucledtidos y se hibridan especificamente con un primer polinucledtido o su complemento y con un
segundo polinucleétido o su complemento, respectivamente; en la que dicho primer polinucleétido es seleccionado del
grupo que consiste en la ID. SEC. n° 73, ID. SEC. n° 74 e ID. SEC. n° 76; y en la que dicho segundo polinucleétido
comprende el polinucleétido expuesto en la ID. SEC. n°® 75.

33. La composicion de la Reivindicacién 32, que comprende ademds una tercera pareja de oligonucleétidos y una
cuarta pareja de oligonucleétidos, tercera pareja de oligonucleétidos y cuarta pareja de oligonucledtidos que se hibri-
dan con un tercer polinucleétido o su complemento y con un cuarto polinucleétido o su complemento, respectivamente;
en la que dicho tercer polinucledtido es seleccionado del grupo que consiste en los polinucledtidos representados en
laID. SEC. n° 5, ID. SEC. n° 6 e ID. SEC. n° 7; y en la que dicho cuarto polinucleétido es seleccionado del grupo que
consiste en los polinucleétidos representados en la ID. SEC. n° 13, ID. SEC. n° 15, ID. SEC. n° 17, ID. SEC. n° 19,
ID. SEC. n° 20, ID. SEC. n° 21, ID. SEC. n° 22, ID. SEC. n° 23 ¢ ID. SEC. n° 24.

34. La composicion de la Reivindicacién 32 o la Reivindicacién 33, en la que dichos oligonucledtidos son se-
leccionados del grupo que consiste en oligonucle6tidos como los descritos en las ID. SEC. niimeros 33-44, 48-62, y
72.

35. Un sistema para la deteccién del cancer de mama, que incluye la composicién de cualquiera de las Reivindica-
ciones 29 a 34.
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GACAGCRECTTCCTTRATCCTTGCCACCORCRACTRANCACCGACAGCAG
CAGCCTCACCATRAAGTTRCTRATRGTCCTCATRCTRGCRGCCCTCTCEC
AGCACTGCTACGCAGECTCTRECTGCCCCTTATTGRAGAATGTGATTTCE
AAGACARTCAATCCACAAGTGTCTAAGACTGAATACAMGAACTTCTTCA
AGAGTTCATAGACGACAATGCCACTACAAATECCATAGATRAATTGAAGG
AATGTTTTCTTAACCAMACERATGAMCTCTRAGCAATGTTGAGGTGTTT
CTGCAATTAATATATGACAGCAGTCTTTRTRGATTTATTTTAACTTICTRC
MGACCTTTRRCTCACAGMCTECAGSGTATEGTGAGMACCAACTACGS
ATTECTGCAMCCACACCTTCTCTTTCTTATGTCTTTTTACTACAAACTA
CAABACAATTETTRAMCCTGCTATACATGTTTATTTTAATAAATTGATG
GCA 503

Fig. 4

CACTGCTACGCARGCTCTGECTRCCCCTTATTGRAGAATETGATTTCCAA
GACAATCAATCCACAAGTETCTAAGACTRAATACAMAGMCT TCTTCAAG
AGTTCATAGACBACARTECCACTACAMTECCATAGATGAATTGAAGEM
TRTTTTCTTAACCAAACERATEAACTCTRAGCAATRTTGAGGTETTTAT
GCAATTAATATATGACAGCAGTCTTTGTGATTTATTTESCGECCATCACC
ATCACCATCACTAAGGTCCCBARCTCGAATTCTRCAGATATCCATCACAC
T 30

Fig. 5
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GBRACAGRGCTRAGBA TRAGRAGMCCCTGRGRACCCAGABACCRTGL CTTGCCCERAGT CCTRCCTRTAGECCTRAAGRACTTRCCCTAACAGARCE
TCAACAACTACCTGGTGATTCCTACTTCARCCCCT TRETRTRAGCAGC T TCTCAACATRANCTACAGCCTCCACTTRECCTTCATGTETCTGAGTCTCTT
CACTGAGAGGATRTGCATCCAGGGGAGTCAGT TCAACRTCGARGTCRGCAGMBTRACMECTTTCCCTECCTRRCTTTGAGAACCTCACAGCAGGATAT
AACAMTTTCTCAGGCCCAATT TTGRTBEAGAACCOBTACABATAGCGCTRACTCTGRACATTGLAAGTATCTCTAGEATT TCAGAGAGTAACATEIACT
ACACAGCCACCATATACCTCBACAR R TRRATERACCAGCGGCTRG TG TTTRAARRCAACAAGAGC TTCACTCTRRATGCCORLCTORTERAGTTCET
CTGRETRCCAGATACT TACATTGTGRAGT CCAAGAARTCCTTCCTCCATRANG TCACTOTGRGAAACAGECTCATCCECCTCTTCTCCAATGGCACGSTC
CTGTATROCCTCAGAATCACGACAACTE T TRCATGTAACATGRATCTGTCTAMTACCCCATRRACACACAGACATRCAAGT TRCAGC TGRAAAGCTGRS
GO TATGATGRAAA TGATRTRRAGT TCACCTRGCTGAGAGGRAACGAL TC TR TG CR TRRACTRRARCACCTROGEC TTRC TCAGTACACCATAGAGLGETA
TTTCACCTTAGTCACCAGATOGCAGCAGRAGACARGAMTTACACTAGATTBATCTTACAGTTTGAGCTTCGRAGRAATGTTCTRTATTTCATTTTGGAA
ACCTACGTTCCTTCCACTTTCCTGRTGRTGT TRTCCTRRRTTTCATTTTRRATCT CTCTORAT TCAGTCCCTECAAGRACC TRCATTRGARTRACGACCE
TETTATCAATGACCACACTEATGATOBEGTCCOGCACTTCTCTTCCCAACACCARCTGC T CATCAAGRCCATORATE TG TACCTCEEGATCTGCTTTAR
CTTTGTGT TTGGaGCCTTRCTAGAATATGCAST TRCTCACTACAGTTCCTTACAGCAGATRGCAGCCAAAGATAGGESRACAMCAMERAARTAGAAGA
GTCAGTATTACTAATATCATCAACAGCTCCATCTCCARCTT TAMACGRAGATCAGC TTTRCCAGCATTGARATT TCCAGCGACACG TTRACTACARTG
ACTTGACATEAAAACCAGCOACAAGTTCAAGT TTGTCTTCCRARAAAAGATERGCABGATTGTTGAT TATTTCACAATTCAAMACCCCARTAATETTGA
TCACTATTCCAMCTACTETTTCCTTTGATTTTTATGCTAGCCAATGTATTTTACTRR6CATACTACATGTATTT TTRAGTCAATRTTARATT TCTTGLA
TRCCATAGGTCTTCAACAGRACAAGATAATGATGT AMITGGTAT TTTAGGCCAAGTRTECACCCACATCCAATGG TEC TACAMGTRACTGARATAATATT
ToAGTCTTTCTRCTCAANGAATRAAGCTCCAACCATTGTTCTAAGCTRTGTARAAGTCC TAGCAT TATAGGATCTTGTAATAGAAACATCAG TCCATTCC
TCTTTCATCTTAATCAAGGACATTCCCATGEAGCC CAAGAT TACAAATGTACTCAGRGCTRTT TATTCRGTGRCTCCCTRTTTRATT TACCTCATATA
AMGATROGAAGRAGACCATTREGTAACCCTCAAGTRTCAGAAGTTRT TTCTAMETAACTATACATGTTTTY TACTAAMTCTCTRCAGTRCTTATAMMA
TACATTGTTECCTATT TAGGSAGTAACATT TTCTAGTTTTTGTTTUTGGT TARAATGAMATATGGECT TATRTCAATTCAT TGGAAGTCAATGCACTAAC
TCAATACCAAGATGAGT TTTTAAATAATGAATATTATTTAATACCACAACABAATTATCCCCARTTTCCAATAAGTCCTATCATTGAAMTTCAAATATA
AGTGANGAARARTTAGTAGATCAACAMATCTAAACAMTCCCTCGGTTCTAAGATACAATGEATTCCCCATACTRGAGRACTCTRAGE CTTTATTCCCE
CACTATRCATATCTTATCATTTTATTATTATACACACATCCATCCTARACTATACTAMGCCCTTTTCCCATECATRRATRGAATGRAAGRTTTTTTIG
TAACTTRTTCTAGAAGTCTTAATATRRECTGT TRCCATRAAGECTTECAGAAT TRARTCCATTTTCTAGCTGCCTTTATTCACATAGTGATRGRRTACTA
AMAGTACTGRETTGACTCAGAGAGTCGCTRTCATTCTRTCATTGCTRCTACTCTAACACTRAGCARCACTCTCCCARTRECAGATCCCCTRTATCATTCC
A GAGRAGCATTCATCCCTTTRCTC TAATRATCAGRAATRATGC TTAT TAGMAACAMCTGCT TRACCCAGRAACAMGTGECTTAGCTTAAGTAMCTT
GECTTTRCTCAGATCCCTRATCC TTCCAGCTRGTCTRLTCTRAGTRAC TTATCCCGLATRAGCAGGAGCGTECTGRCCCTGAGTACTGAACTTTCTRAGT
ARCAATEAGACACGT TACASAACCTATETTCAGGT THORGRTRAGCTRCCCTCTCCAMTCCAGCCAGAGATRCACATTCCTCGECCASTCTCAGCCAAC
AGTACCAAMETEATT TTTGAGTRTRCCAGGGTAANGECTTCCAGTTCAGCCTCAGTTATT TTAGACAATCTCGCCATCTTTAATTTCTTAGCTTCCTGT
TC AATAMTGCACGRCTTTACCTTTCCTGTCAGAAATAMCCAAGECTCTARMGATEATTTCCCTTCTGTAACTCCCTAGAGCCACAGRTTCTCATTC
CTTTTCCCATTATACTTCTCACATTCAGT TTCTATGAGTTTGATCACCTRAT TTTTTTAACAMAATATTTCTARCEERAATEGSTRRRAGTC TRETGA
AAAGAGATOAMTRTGRTTGTATRAGCCAATCATATTTRTGATTTTTTAAARANGT TTARAAGGANATATCTG TTCTRARACCCCACTTAAGCATTGTT
TTTATATAMMCAMTGATAMGATRTRAACTETGAMTAMATATACCATATTAGCTACCCACCAMAMAMAMAMAMAA 3282

Fig. 6
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5700 SYBR Green: Grupo de tumores de mama (Multiple: mamaglobina+Gaba+B305D+B726P)
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Lipofilina B + Gaba + B305D + B726P

[euldse ejhpaw

saploJ)) ejnpug|B

oBejosa

ozeq

uojos

opeBiy

seasoued

osodai us HNgd

epeAljoe DN 8d

G|S ¥8

1 78S ¥8

¢~} 1S Yf
————— (8 [d-(IJS-.8

[
(=]

S S ma o)
" eupoe ap Bd ggo}/serdor

Lipofilina B

c———/—////————

C

100

[=)
o

™ eupoe

mw -
ap Bd ppo}/seldon

[euidsa ejnpaw
saploiy ejnpug|6
obejosa

ozeq

uojos

opeBjy
sealoued
osodai us HNgd
BpEANOR QN Gd
GJS ¥8

28S ud

e~1IS 48

8y (d—-Q13s-14

OO

WY Lo

~NnNE T

o

oo
-

1g. 8

48



ES 2281416 T3

Ensayo de PCR Multiple
Determinacion génica por tamafio de amplicon
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Corixa Corporation
Houghton, Raymond L.
Dillon, Davin C.
Molesh, David A.
Xu, Jiangchun
Zehentner, Barbara
Persing, David H.

<120> METODOS, COMPOSICIONES Y SISTEMAS PARA LA DETECCION Y EL CONTROL DEL CANCER
DE MAMA

<130>210121.513PC

<140> PCT
<141> 2001-04-02

<160> 77
<170> FastSEQ para Windows, Versién 3.0

<210>1

<211> 1851

<212> DNA

<213> Homo sapiens

35

40

45

50

55

60

65

<400> 1
tcatcaccat tgccagcage ggecaccgtta gtcaggtttt ctgggaatcc cacatgagta 60
cttcegtgtt cttcattctt cttcaatage cataaatctt ctagctctgg ctggcotgttt 120
tcacttcctt taagectttg tgactcttec tctgatgtca gctttaagtc ttgttetgga 180
ttgctgtttt cagaagagat ttttaacatc tgtttttctt tgtagtcaga aagtaactgg 240
caaattacat gatgatgact agaaacagca tactctctgg cegtectttcece agatcttgag 300
aagatacatc aacattttgc tcaagtagag ggctgactat acttgctgat ccacaacata 360
cagcaagtat gagagcagtt cttccatatc tatccagcgc atttaaattc gettttttcet 420
tgattaaaaa tttcaccact tgctgttttt gctcatgtat accaagtagc agtggtgtga 480
ggccatgett gttttttgat tegatatcag caccgtataa gagcagtget ttggccatta 540
atttatcttc attgtagaca gcatagtgta gagtggtatt tccatactca tctggaatat 600
ttggatcagt gccatgttcc agcaacatta acgcacatte atcttcectgg cattgtacgg 660
cctttgtecag agctgtccte tttttgttgt caaggacatt aagttgacat cgtetgtcca 720
gcacgagttt tactacttct gaattcccat tggcagagge cagatgtaga gcagtcctet 780
tttgcttgtc cctettgttc acatccgtgt ccctgagecat gacgatgaga tectttctgg 840
ggactttacc ccaccaggca gctctgtgga gettgtcecag atcttcteca tggacgtggt 200
acctgggatc catgaaggcg ctgtcatcgt agtctcccca agegaccacg ttgctettge 960
«<gctecectg cagcagggga agcagtggca gcaccacttg cacctcttge tcccaagegt 1020
cttecacagag gagtegttgt ggtcteccaga agtgcoccacg ttgctcttge cgctccccct 1080
gtccatccag ggaggaagaa atgcaggaaa tgaaagatgc atgcacgatg gtatactcct 1140
cagccatcaa acttctggac agcaggtcac ttccagcaag gtggagaaag ctgtccacce 1200
acagaggatg agatccagaa accacaatat ccattcacaa acaaacactt ttcagceaga 1260
cacaggtact gaaatcatgt catctgcggc aacatggtgg aacctaccca atcacacatc 1320
aagagatgaa gacactgcag tatatctgca caacgtaata ctcttcatcc ataacaaaat 1380
aatataattt tcctctggag ccatatggat gaactatgaa ggaagaactc cccgaagaag 1440
ccagtcgcag agaagccaca ctgaagctct gtcctcagec atcagegeca cggacaggar 1500
tgtgtttctt ccccagtgat gcagcctcaa gttatcccga agetgcecgca gcacacggtg 1560
gctcctgaga aacaccccag ctcettecggt ctaacacagg caagtcaata aatgtgataa 1620
tcacataaac agaattaaaa gcaaagtcac ataagcatct caacagacac agaaaaggca 1680
tttgacaaaa tccagcatce ttgtatttat tgttgcagtt ctcagaggaa atgcttctaa 1740
cttttceecca tttagtatta tgttggetgt gggettgtca taggtggttt ttattacttt 1800
aaggtatgtc ccttctatge ctgttttget gagggtttta attctegtge ¢ 1851
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<210>2

<211> 329

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met
Leu
Glu
Leu
Pro
65

val
val
His
Gly
val
145
Ala
Gln
val
Thr
Ala
225
Gly
Leu
Lys
Ile
Glu

305
Ser

<210>3
<211> 1852
<212> DNA

Asp
His
Tyxr
Asp
50

Gln

Leu

Val
Lys
130
Asn
Asn
Leu
Gln
Asp
210
val
Ala
Gly
Lys
Len
290
Gln

Met

<213> Homo sapiens

Ile
Leu
Thr
35

Gly
Arg
Pro
Trp
His
115
Val
Lys
Gly
Asn
Cys
195
Pro
Tyr
AsSp
Ile
Ala
275
Ala

Asn

Leu

val
Ala
20

Ile
Gln
Leu
Leu
Gly
100
Gly
Pro
Arg
Asn
val
180
Gln
Asn
Asn
Ile
His
260
aAsn
Val
Val

Phe

val
Gly
vVal
Gly
Leu
Leu
85

Asp
Glu
Arg
Asp
Ser
165
Leu
Glu
Ile
Glu
Glu
245
Glu
Leu
Cys
Asp

Leu
325

ES 2281416 T3

Ser
Ser
His
Glu
Cys
70

Pro
Tyx:
Asp
Lys
Lys
150
Glu
asp
Asp
Pro
Asp
230
Ser
Gln
Asn
Cys
Val

310
val

Gly
Asp
Ala
Arg
Glu
Leu
Asp
Leu
Asp
135
Gln
val
Asn
Glu
Asp
215
Lys
Lys
Lys
Ala
Gly
295

Ser

Ile

Ser
Leu
Ser
40

Gln
Asp
Leu
Asp
Asp
120
Leu
Lys
Val
Lys
Cys
200
Glu
Leu
Asn
Gln
Leu
280
Ser

Ser

Ile

His
Leu
25

Phe
Glu
Ala
Gln
Ser
105
Lys
Ile
Arg
Lys
Lys
185
Ala
Tyr
Met
Lys
Gin
265
Asp
Ala
Gln

Met

Pro
10

Ser
Ile
Gln
Trp
Gly
90

Ala

Leu

Val

Leu
170
Arg
Leu
Gly
Ala
Bis
250
vVal
Arg

Ser

Asp

Leu
Arg
Ser
Arg
Glu
75

Ser
Phe
His
Met
Ala
155
val
Thr
Met
Asn
Lys
235
Gly
val
Tyr

Ile

Leu
315

Trp
Sex
Cys
Gly
60

Gln
Gly
Met
arg
Leu
140
Leu
Leu
Ala
Leu
Thr
220
Ala
Leu
Lys
Gly
val

300
Glu

vVal
Leu
1le
Bis
Glu
Lys
Asp
Ala
125
Arg
His
hsp
Leu
Leu
205
Thr
Leu
Thr
Phe
Arg
285

Ser

Arg

Asp
Met
30

Ser
Phe
Val
Ser
Pro
110
Ala
Asp
Leu
Arg
Thr
190
Glu
Leu
Leu
Pro
Leu
270
Thr

Pro

Arg

Ser
15

Ala
Ser
Trp
Gln
Asn
95

Arg
Txp
Thr
Ala
Arg
175
Lys
Bis
His
Leu
Leu
255
Ile
Ala

Leu

Pro

Phe
Glu
Ser
Arg
Val
80

Val
Tyr
Trp
Asp
Ser
160
Cys
Ala
Gly
Tyx
Tyr
240
Leu
Lys
Leu

Leu

Glu
320
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<400> 3

<210> 4
<211> 292

ggcacgagaa
aaaaccacct
tttcctctga
tgtgtetgtt
ttattgactt
ctgeggecage
gtggcgetga
ggagttctte
tggatgaaga
ttgggtaggt
aaagtgtttg
gctttcteca
ccatcgtgea
ggcaagagca
agcaagaggt
aacgtggtcg
catggagaag
gatctcateg
gctctacatce
cgatgtcaac
tgccaggaag
gatgagtatg
aaagcactgce
ctgctacttg
gcgaatttaa
ggatcagcaa
ctggaaagac
tttctgacta
aagacttaaa
agccagagct
tgggattcce

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met His

Ser Gly

Val Lys

Pro Cys

50

Tyr Asp
65

Asp Leu

ttaaaaccct
atgacaagcce
gaactgcaac
gagatgctta
gectgtgtta
ttcgggataa
tggctgagga
cttcatagtt
gtattacgtt
tccaccatgt
tttgtgaatg
ccttgctgga
tgcatcttte

acgtgggcac
gecaagtggtg
cttggggaga
atctggacaa
tcatgctcag
tggectetge
ttaatgtcct
atgaatgtgc
gaaataccac
tcttatacgg
gtatacatga
atgcgctgga
gtatagtcag
ggccagagag
caaagaaaaa
gctgacatca
agaagattta
agaaaacctg

Leu Ser Phe Pro

Ser
20

Lys

Thr Leu

35
Cys Arxrg
Asp

Asp Lys

Asn Val

Gly Ser

Gly Ser

Ser Ala Phe

Len His

ES 2281416 T3

cagcaaaaca
cacagccaac
aataaataca
tgtgactttg
gaccggaaga
cttgaggetg
cagagcttca
catccatatg
gtgcagatat
tgccgcagat
gatattgtgg
agtgacctge
atttectgca
ttctggagac
ctgccactge
ctacgatgac
gctccacaga
ggacacggat
caatgggaat
tgacaacaaa
gttaatgttyg
tctacactat
tgctgatatc
gcaaaaacag
tagatatgga
ccctctactt
tatgctgttt
cagatgttaa
gaggaagagt
tggctattga
dctaacggtyg

5

55

70

85

ggcatagaag
ataatactaa
aggatgctgg
cttttaattc
gctggggtgt
catcactggg
gtgtggctte
gctccagagg
actgcagtgt
gacatgattt
tttctggatc
tgtccagaag
tttcttecte
cacaacgact
tteccecetget
agcgecttea
gctgectggt
gtgaacaaga
tcagaagtag
aagaggacag
ctggaacatg
gctgtctaca
gaatcaaaaa
caagtggtga
agaactgcte
gagcaaaatg
ctagtcatca
aaatctcttc
cacaaaggct
agaagaatga
cegetgetgg

Ala Phe Leu Pxo

10

25

Lys Arg Cys Lys
40
Gly Lys Ser Asn

Met Asp Pro Arg

Arg Ala Ala Trp

50

ggacatacct
atggggaaaa
attttgtcaa
tgtttatgtg
ttctcaggag
gaagaaacac
tctgcgactg
aaaattatat
cttcatetct
cagtacctgt
tcatcctcetg
tttgatggct
cctggatgga
cctctgtgaa
gcagggggag
tggatcccag
ggggtaaagt
gggacaagca
taaaactcegt
ctctgacaaa
gcactgatce
atgaagataa
acaagcatgg
aatttttaat
tcatacttge
ttgatgtatc
tcatgtaatt
tgaaaacagc
taaaggaagt
agaacacgga
caatggtgat

Pro Trp Met

Gly Thr Ser Gly Asp His Asn

Trp Cys Cys
45

Val Val Ala
60

Tyr His Val
75

Trp Gly Lys

taazgtaata
gttagaagca
atgectttte
attatcacat
ccaccgtgtyg
aytcctgtece
gcttcttcegg
tattttgtta
tgatgtgtga
gtctggctga
tgggtggaca
gaggagtata
cagggggagc
gacgcttgag
cggcaagagc
gtaccacgtc
cccecagaaag
aaagaggact
gctggacaga
ggcegtacaa
aaatattcca
attaatggcc
cctcacacca
caagaaaaaa
tgtatgttgt
ttctcaagat
tgccagttac
aatccagaac
gaaaacagcc
agtactcatg
ga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1852

AsSp Arg Gly

15

Asp
30
His

Trp

His

Ser Ser

Cys Phe

Gly Asp

Gly Glu

80

val
95

Pro Arg
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<210>5
<211>1

Lys

Lys

Glu

ASp

Gln

vVal

Leu

Lys
115

val

130

Asp
145
Asp

Pro

Ser

Glu

Asp

Lys

Lys

Lys

Cys

Glu

Leu

195

Asn

210

Gln

225

Asn

Cys

val

val

Lys

Ala

Gln

Leu

Ile

100

Arg

Lys

Lys

Ala

Tyxr

i80

Met

Lys

Gln

Asp

Val

Thr

Leu

Arg

Leu
165

GLy

Ala

Eis

val

Arg

ES 2281416 T3

Met Leu

Ala Leu

Val Leu

135

Thr Ala

150

Met Leu

Asn Thr

Lys

Leu
215

Gly

Val
230

Lys

Tyr Gly

Gly

Ser

Ile

245

ala
260

Ser

Ser Gln

275

Ile Met

290

155

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 5

atggtggttg
aggagcaaga
agcaacgtgg
atgggcaagt
ggcgecttctg
tggtgctgee
ggagactacg
gacaagctcc
ctcagggaca
tctgccaatg
gtccttgaca
tgtgcgttaa
accactctgce

aggttgatte
tgggcaagtg
gcacttctgg
ggtgecgeca
gagaccacga
actgcttece
atgacagtgc
acagagctge
ctgacgtgaa
ggaattcaga
acaaaaagag
tgttgctgga
actacgctat

Ser

Asp

Ile Val

Leu Glu

catgccggcet
gtgctgeegt
agaccacgac
ctgctteece
cgactctgcet
ctgectgcagg
cttcatggag
ctggtggggt
caagaaggac
agtagtaaaa
gacagctctg
acatggcact
ctataatgaa

Arqg Asp Thr

105
Bis
120

Leu Ala

Asp Arg Arg

Leu Thr Lys

His
170

Leu Glu

Thr Leu His

185

Leu Leu Leu

200
Thr

Pro Leu

Phe Leu Ile

Thr aAla

250

Arg

Ser Pxro Leu

265
Arg Pro
280

Arg

gectettctg
tgcttececet
gactctgcta
tgctgcaggg
atgaagacac
gggagcggca
cccaggtace
aaagtccceca
aagcaaaaga
ctectgetgg
ataaaggccg
gatccaaata
gataaattaa

Asp Val

Ala

Ser

Gln
140

Cys

Ala
155

val
Gly Thr
Tyr Ala
Tyr Gly

Leu
220

Leu

Lys
235

Lys

Leu Ile

Asn

Asn

125

Leu

Gln

Asp

vVal

Ala

205

Gly

Lys

Leu

Lys

110

Gly

Asn

Cys

Pro

Tyr

190

asp

Ile

Ala

Ala

Arg

Asn

Val

Gln

Asn

175

Asn

Ile

Bis

Asn

val

Asp

Ser

Leu

Glu

160

Ile

Glu

Glu

Glu

Leu

240

Cys

Leu Glu

Glu Ser

Gln

Met

255

Asn
210

Val

Leu Phe

285

tgaagaagcc
gctgeaggga
tgaagacact
ggagtggcaa
tcaggaacaa
agagcaaggt
acgtccgtgyg
gaaaggatct
ggactgctct
acagacgatg
tacaatgcca
ttccagatga
tggccaaagc

atttggtcte
gagcggcaag
caggagcaag
gagcaacgtg
gatgggcaag
gggcgettgg
agaagatctg
catcgtcatg
acatctggee
tcaacttaat
ggaagatgaa
gtatggaaat
actgctctta

Asp

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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<210> 6

tatggtgctyg
catgagcaaa
ctggatagat
gtcagccttce
gccagagagt
aaagaaaaac
accagaaata

<211> 2000
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>17

atggtggttg
aggagcaaga
agcaacgtgg
atgggcaagt
ggegettetg
tggtgetgee
ggagactacg
gacaagctce
ctcagggaca
tctgccaatg
gtccttgaca
tgtgcgttaa
accactctge
tatggtgcetyg
catgagcaaa
ctggatagat
gtcagcecttc
gccagagagt
aaagaaaaac
ctgacatcag
atgtctcaag
aagcatgaaa
aatggtgata
cctgacaacg
aaacagatgc
tcagaggaag
tttatggcta
ctgactaatg
agaacacctg
caaaatgata
attctgatte
cttagttgta
gccatgctaa
azaaaaaaaa

<211> 2040
<212> DNA
<213> Homo sapiens

atatcgaatc
aacagcaagt
atggaaggac
tacttgagea
atgctgttte
agatgctaaa
aataa

aggttgatte
tgggcaagtyg
gcacttctgg
ggtgcegeca
gagaccacga
actgcttcec
atgacagtgce
acagagctgce
ctgacgtgaa
ggaattcaga
acaaaaagag
tgttgctgga
actacgctat
atatecgaatc
aacagcaagt
atggaaggac
tacttgagca
atgctgttte
agatgctaaa
aggaagagtc
aaccagaaat
gtaataatgt
atggattaat
aaagtgaaga
caaaatactc
agtcacaaag
tcgaagaaat
gtgccactge
aaagccagca
ctcagaagea
atgaagaaaa
agaaagaaaa
gactggagct
aaaaaaaaaa

ES 2281416 T3

aaaaaacaag
cgtgaaattt
tgctctcata
aaatattgat
tagtcatcat
aatctcttct

catgeeggcet
gtgctagcegt
agaccacgac
ctgettecec
cgactetget
ctgctgcagg
cttcatggag
ctggtggggt
caagaaggac
agtagtaaaa
gacagctctg
acatggecact
ctataatgaa
aaaaaacaag
cgtgaaattt
tgctctcata
aaatattgat
tagtcatcat
aatctcttcet
acaaaggttc
aaataaggat
gggattacta
tcctcaaagg
gtatcacaga
ttctgaaaac
gcttgaggge
gaagaagcac
tggcaatggt
atttcctgac
attttgtgaa
gcagatagaa
agacatcttg
agacacaatg

catggecctca
ttaatcaaga
cttgctgtat
gtatcttcte
catgtaattt
gaaaacagca

gectettctg
tgcttceecet
gactctgcta
tgetgeaggg
atgaagacac
gggagcggea
cccaggtace
aaagtcccca
aagcaaaaga
ctectgetgg
ataaaggccg
gatccaaata
gataaattaa
catggcctca
ttaatcaaga
cttgctgtat
gtatcttctc
catgtaattt
gaaaacagca
aaaggcagtyg
ggtgatagag
gaaaacctga
aagagcagaa
atttgcgaat
agcaacccag
agtgaaaatg
ggaagtactc
gatgatggat
actgagaatg
gaacagaaca
gtggttgaaa
catgaaaata
aaacatcaga

caccactgtt
aaaaagcgaa
gttgtggatc
aagatctatc
gccagttact
atccagaaaa

tgaagaagce
gctgcaggga
tgaagacact
ggagtggcaa
tcaggaacaa
agagcaaggt
acgteegtgg
gaaaggatct
ggactgctct
acagacgatg
tacaatgecca
ttccagatga
tggccaaage
caccactatt
aaaaagcgaa
gttgtggate
aagatctatc
gccagttact
atccagaaca
aaaatagcca
aggttgaaga
ctaatggtgt
cacctgaaaa
tagtttctga
aacaagactt
gccagccaga
atgtcggatt
taattcectee
aagagtatca
ctggaatatt
aaatgaatte
gtacgttgceg
gccagctaaa

acttggtgta
tttaaatgca
agcaagtata
tggacagacg
ttctgactac
tgtctcaaga

atttggtctc
gagcggcaag
caggagcaag
gagcaacgtg
gatgggcaag
gggcgettgg
agaagatctg
catcgtcatg
acatctggec
tcaacttaat
ggaagatgaa
gtatggaaat
actgctctta
acttggtgta
tttaaatgca
agcaagtata
tggacagacg
ttctgactac
agacttaaag
gccagagaaa
agaaatgaag
cactgetgge
tcagcaattt
ctacaaagaa
aaagctgaca
gctagaaaat
cccagaaaac
aaggaagagc
cagtgacgaa
acacgatgag
tgagctttet
ggaagaaatt
aaaaaaaaaa

840
900
960
1020
1080
1140
1155

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2000
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<400> 7

<210> 8

atggtggttyg
aggagcaaga
agcaacgtgg
atgggcaagt
ggcgcttetyg
tggtgctgee
ggagactacg
gacaagctec
ctcagggaca
tctgccaatg
gtcecttgaca
tgtgegttaa
accactctge
tatggtgctg
catgagcaaa
ctggatagat
gtcagcectte
gccagagagt
aaagaaaaac
ctgacatcag
atgtctcaag
aagcatgaaa
aatggtgata
cctgacaacyg
aaacagatge
tcagaggaag
caagaaccag
gaaatgaaga
actgctggca
cagcaattte
aagcaatttt
gaaaagcaga
gaaaaagaca
gagctagaca

<211> 384
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Va

Pro Ph
Pro
Asg

30
Ar

His

Cys
635
Gly Al

Lys Me

Gly
Met Gl
13
Arg Al
145

Cys

Lys

aggttgattc
tgggcaagtg
gcacttctgg
ggtgccgeca
gagaccacga
actgcttcce
atgacagtgce
acagagctgce
ctgacgtgaa
ggaattcaga
acaaaaagag
tgttgctgga
actacgctat
atatcgaatc
aacagcaagt
atggaaggac
tacttgagca
atgctgtttc
agatgctaaa
aggaagagtc
aaccagaaat
gtaataatgt
atggattaat
aaagtgaaga
caaaatactc
agtcacaaag
aaataaataa
agcacggaag
atggtgatga
ctgacactga
gtgaagaaca
tagaagtggt
tcttgcatga
caatgaaaca

1 val Glu
Leu
20

Arg

e Gly

Cys
35
Asp

P Serx

g His Cys

a Ser Gly

t Gly Lys

100

Ser Lys
115

u Pro

0

a

Arg

Ala Trp

va
arg

Glu

Phe
Asp
85

Trp
val
Tyr

Trp

ES 2281416 T3

catgeccgget
gtgctgeegt
agaccacgac
ctgcttecce
cgactctget
ctgctgcagg
cttcatggag
ctggtggggt
caagaaggac
agtagtaaaa
gacagctctg
acatggcact
ctataatgaa
aaaaaacaadg
cgtgaaattt
tgctctcata
aaatattgat
tagtcatcat
aatctcttct
acaaaggttc
aaataaggat
gggattacta
tcctcaaagyg
gtatcacaga
ttctgaaaac
gcttgaggge
ggatggtgat
tactcatgtc
tggattaatt
gaatgaagag
gaacactgga
tgaaaaaatg
aaatagtacy
tcagagccagq

Asp Ser
5,
Ser Lys

Ser Gly

Met Lys
55

Cys
Asp

Pro
70
Bis

Cys Cys

Gly Ala
Val
135
Lys

Bis

Gly
150

gcctcttetg
tgctteeect
gactctgcta
tgctgeaggg
atgaagacac
gggagcggca
ccecaggtacc
aaagtcccca
aagcaaaaga
ctcetgetgg
ataaaggceg
gatccaaata
gataaattaa
catggcctca
ttaatcaaga
cttgctgtat
gtatcttctc
catgtaattt
gaaaacagca
aaaggcagtg
ggtgatagag
gaaaacctga
aagagcagaa
atttgcgaat
agcaacccag
agtgaaaatg
agagagctag
ggattcccag
cctccaagga
tatcacagtg
atattacacg
aattctgagc
ttgcgggaag
ctaaaaaaaa

Met Pro

Met Gly
25
Lys Ser
40

Thr Leu

Cys Arg

Asp Ser

fis Cys
lo0s
Trp Gly
120
Arg Gly

Val Pro

Ala
10

Lys
Asn
Arg
Gly
Ala
90

Phe
Asp
Glu

Arg

tgaagaagcc
gctgcaggga
tgaagacact
ggagtggcaa
tcaggaacaa
agagcaaggt
acgtcegtgg
gaaaggatct
ggactgctct
acagacgatg
tacaatgcca
ttccagatga
tggccaaagce
caccactgtt
aaaaagcgaa
gttgtggatc
aagatctatc
gccagttact
atccagaaca
aaaatagcca
aggttgaaga
ctaatggtgt
cacctgaaaa
tagtttctga
aacaagactt
gccagccaga
aaaattttat
aaaacctgac
agagcagaac
acgaacaaaa
atgagattct
tttetettag
aaattgccat
aaaaaaaaaa

Ala Ser

Trp Cys

Val Gly

Sexr
Cys

Thx

atttggtcte
gagcggcaag
caggagcaag
gagcaacgtg
gatgggcaag
gggcgettgg
agaagatctg
catcgtcatg
acatetggee
tcaacttaat
ggaagatgaa
gtatggaaat
actgetctta
acttggtgta
tttaaatgea
agcaagtata
tggacagacg
ttetgactac
agacttaaag
gccagagaaa
agaaatgaag
cactgetggc
tcagcaattt
ctacaaagaa
aaagctgaca
gaaaagatct
ggctatcgaa
taatggtgec
acctgaaagc
tgatactcag
gattcatgaa
ttgtaagaaa
gctaagactg
aaaaaaaaaa

Val Lys
15
Arg Cys

Ser Gly

45

Ser Lys
60
Ser Gly
75
Met Lys

Pro Cys

Tyr Asp

Met
Lys
Thr
Cys

Asp

Gly Lys

Ser Asn

Leu Arg
95
Arg Gly
110

Ser Ala

125

Leu
140
Asp

Asp

Lys
155

Asp

Leu

Lys Leu

Ile Val

Lys
Phe
Asp
Trp
Val
80

asn
Ser
Phe
His

Met
160

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
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<210>9
<211> 656
<212> PRT

Leu
Leu

Leu

Leu
225
Thr

Leu
Lys
Gly
305
Val
Ser

Ile

Ser

Arg
His
Asp
Leu
210
Leu
Thr
Leu
Thr
Phe
230
Arg
Ser
Gly
Cys

Ser
370

<213> Homo sapiens

<400>9

Met
Pro
Pro
His
Cys
65

Gly
Lys
Gly
Met
Arg
145

Leu

Leu

val
Phe
Cys
Asp
50

Arg
Rla
Met
Lys
Glu
130
Ala
Arg

Bis

Asp
Leun
Arg
195
Ile
Glu
Leu
Leu
Pro
275
Leu
Thr
Leu
Gln
Gln

355
Glu

val
Gly
Cys
35

Asp
His
Ser
Gly
Ser
115
Pro
Ala
Asp

Leu

Thr Asp
165
Ala Ser
180
Arg Cys

Lys Ala
His Gly

His Tyr
245
Leu Tyr
260
Leu Leun

Ile Lys
Ala Leu
Leu Leu

325
Thr Ala
340

Leu Leu

Asn Ser

Glu val

Leu Arg
20
Arg Glu

Ser Ala
Cys Phe
Gly Asp
85

Lys Trp
100

Lys Val
Arg Tyr
Trp Trp
Thr Asp

165
Ala Ser

ES 2281416 T3

Val
Ala
Gln
Val
Thx
230
Ala
Gly
Leu
Lys
Ile
310
Glu
Arg
Ser

Asn

Asp
Ser
Ser
Met
Pro
70

His
Cys
Gly
Bis
Gly
150
Val

Ala

Asn
Asn
Leu
Gln
215
Asp
Ile
Ala
Gly
Lys
295
Leu
Gln
Glu
Asp

Pro
375

Ser
Lys
Gly
Lys
55

Cys
Asp
Cys
Ala
val
135
Lys
Asn

Asn

Lys
Gly
Asn
200
Cys
Pro
Tyr
Asp
Val
280
Ala
Ala
Asn
Tyr
Tyx

360
Glu

Met
Met
Lys
40

Thr
Cys
Asp

Bis

Trp
120
Arg
Val
Lys

Gly

Lys
Asn
185
Val
Gln
Asn
Asn
Ile
265
His
Asn
Val
Ile
Ala
345
Lys

Asn

Pro
Gly
25

Ser
Leu
Arg
Ser
Cys
105
Gly
Gly
Pro
Lys

Asn

Asp
170
Ser
Leu
Glu
Ile
Glu
250
Glu
Glu
Leu
Cys
Asp
330
val
Glu

Val

Ala
10

Lys
Asn
Arg
Gly
Ala
90

Phe
Asp
Glu
Arg
AsSp

170
Ser

Lys
Glu
Asp
Asp
Pro
235
Asp
Ser
Gln
Asn
Cys
315
val
Ser
Lys

Ser

Ala
Trp
val
Ser
Sex
75

Met
Pro
Tyr
Asp
Lys
155
Lys

Glu

Gln
vVal
Asn
Glu
220
Asp
Lys
Lys
Lys
Ala
300
Gly
Ser
Ser

Gln

Arg
380

Ser
Cys
Gly
Lys
60

Gly
Lys
Cys
Asp
Leu
140
Asp
Gln

Val

Lys
Val
Lys
205
Cys
Glu
Leu
Asn
Gln
285
Leu
Ser
Ser
His

Met
365

Ser
Cys
Thr
Met
Lys
Thr
Cys
Asp
125
Asp
Leu
Lys

val

Arg
Lys
190
Lys
Ala
Tyx
Met
Lys
270
Gln
Asp
Ala
Gln
His
350

Leu

Arg

val
Arg
30

Ser
Gly
Ser
Leu
Arg
110
Ser
Lys
Ile
Arg

Lys

Thr
175
Leu
Arg
Leu
Gly
Ala
255
Bis
Val
Axg
Ser
Asp
335
His
Lys

Asn

Lys
15

Cys
Gly
Lys
Asn
Arg
95

Gly
Ala
Leu
Val
Thr

175
Leu

Ala
Leu
Thr
Met
Asn
240
Lys
Gly
Val
Tyr
Ile
320
Leu
vVal
Ile

Lys

Lys
Phe
Asp
TIp
val
80

Asn
Ser
Phe
Bis
Met
160
Ala

Leu
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Leu

Leu
225
Thr
Ala
Leu
Lys
Gly
305
Val
Ser
Ile
Ser
Glu
385
Met
Glu
Leu
Gln
Ser
465
Lys
Leu
Asn
Lys
Ala
545
Bis
Asn
Ile
Lys

€25
Ala

<210> 10
<211> 671
<212> PRT

Asp
Leu
210
Leu
Thr
Leu
Thr
Phe
290
Arg
Ser
Gly
Cys
Ser
370
Glu
Ser
Glu
Thr
Arg
450
Glu
Gln
Lys
Gly
His
530
Thx
Thr
Ser
Thr
Glu
610
Glu

Met

<213> Homo sapiens

Arg
195
Ile
Glu
Leu
Leu
Pro
275
Leu
Thrx
Leu
Gln
Gln
355
Glu
Ser
Gln
Met
Asn
435
Lys
Glu
Met
Leu
Gln
515
Gly
Ala
Pxo
Asp
Gly
585
val
Lys

Leu

180
Arg

Lys
His
His
Leu
260
Leu
Ile
Ala
Leu
Thr
340
Leu
Asn
Gln
Glu
Lys
420
Gly
Ser
Tyr
Pro
Thr
500
Pro
Ser
Gly
Glu
Glu
580
Ile
val

Asp

Arg

Cys
Ala
Gly
Tyr
245
Tyr
Leu
Lys
Leu
Leu
325
Ala
Leu
Ser
Arg
Pro
405
Lys
Val
Arg
Bis
Lys
485
Ser
Glu
Thr
Asn
Sexr
565
Gln
Leu
Glu
Ile

Leu
645

ES 2281416 T3

Gln
Val
Thr
230
Ala
Gly
Leu
Lys
Ile
310
Glu
Arg
Ser
Asn
Phe
350
Glu

His

Thx
Arg
470
Tyxr
Glu
Leu
Ris
Gly
550
Gln

Asn

Lys

Leu
630
Glu

Leéu
Gln
215
Asp
Ile
Ala
Gly
Lys
295
Leu
Gln
Glu
Asp
Pro
375
Lys
Ile
Glu
Ala
Pro
455
Ile
Ser
Glu
Glu
val
535
Asp
Gln
Asp
Asp
Met
615
His

Leu

Asn
200
Cys
Pro
Tyr
Asp
Val
280
Ala
Ala
Asn
Tyr
Tyr
360
Glu
Gly
Asn
Ser
Gly
440
Glu
Cys
Ser
Glu
Asn

520
Gly

Phe
Thr
Glu
600
Asn
Glu

Asp

185
val

Gin
Asn
Asn
Ile
265
His
Asn
val
Ile
Ala
345
Lys
Gln
Ser
Lys
Asn
425
Asn
Asn
Glu
Glu
Ser
505
Phe
Phe
Gly
Pro
Gln
585
Ile
Ser

Asn

Thr

Leu
Glu
Ile
Glu
250
Glu
Glu
Leu
Cys
Asp
330
Val
Glu
Asp
Glu
Asp
410
Asn
Gly
Gln
Leu
Asn
490
Gln
Met
Pro
Leu
Asp
570
Lys
Leu
Glu

Ser

Met
650

Asp
Asp
Pro
235
Asp
Ser
Gln
Asn
Cys
315
val
Ser
Lys
Leu
Asn
395
Gly
Val
Asp
Glo
Val
475
Sex
Arg
Ala

Glu

Ile

555
Thx

Gln
Ile
Leu
Thr

635
Lys

Asn
Glu
220
Asp
Lys
Lys
Lys
Ala
300
Gly
Sex
Ser
Gln
Lys
380
Ser
Asp
Gly
Asn
Phe
460
Ser
Asn
Leun
Ile
Asn
540
Pro
Glu
Phe
His
Ser
620

Leu

His

Lys
205
Cys
Glu
Leu
Asn
Gln
285
Leu
Ser
Ser
BHis
Met
365
Leu
Gln
Arg
Leu
Gly

445
Pro

Asp
Pro
Glu
Glu
525
Leu
Pro
Asn
Cys
Glu
605
Leu

Arg

Gln

190
Lys

Tyr
Met
Lys
270
Gln
Asp
Ala
Gln
Bis
350
Leu
Thr
Pro
Glu
Leu
430
Leu
Asp
Tyx
Glu
Gly
510
Glu
Thr
Arg
Glu
Glu
590
Glu
Ser

Glu

Ser

Arg
Leu
Gly
Ala
255
His
Val
Arg
Serx
Asp
335
fis
Lys
Ser
Glu
val
415
Glu
Ile
Asn
Lys
Gln
495
Ser
Met
Asn
Lys
Glu
575
Glu
Lys
Cys
Glu

Gln
655

Thr
Met
Asn
240
Lys
Gly
val
Tyr
Ile
320
Leu
Val
Ile
Glu
Lys
400
Glu
Asn
Pro
Glu
Glu
480
Asp
Glu
Lys
Gly
Ser
560
Tyr
Gln
Gln
Lys
Ile

640
Leu
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<400> 10

Met
Pro
Pro
His
Cys
65

Gly
Lys
Gly
Met
Arg
145
Leu

Leu

Leu

Leu
225
Thr

Leu
Lys
Gly
305
Val
Ser
Ile

Ser

Glu
385

val
Phe
Cys
Bsp
50

Arg
Ala
Met
Lys
Glu
130
Ala
Arg
His
Asp
Leu
210
Leu
Thr
Leu
Thr
Phe
290
Arg
Ser
Gly
Cys
Ser

370
Glu

Val
Gly
Cys
35

Asp
His
Ser
Gly
Ser
115
Pro
Ala
Asp
Leu
Arg
195
Ile
Glu
Leu
Leu
Pro
275
Leu
Thr
Leu
Gln
Gln
355
Glu

Sex

Glu
Leu
20

Arg
Ser
Cys
Gly
Lys
100
Lys
Arg
Trp
Thr
Ala
180
Arg
Lys
His
Ais
Leu
260

Leu

Ile

Leu
Thr
340
Leu

Asn

Gln

val
Rrg

Glu

Phe
Asp
85

Trp
Val
Tyr
Trp
Asp
165
Ser
Cys
Ala
Gly
Tyr
245
Tyr
Leu
Lys
Leu
Leu
325
Ala
Leu

Ser

Arg

ES 2281416 T3

Asp
Ser
Ser
Met
Pro
70

Bis
Cys

Gly

Gly
150
Val
Ala
Gln
val
Thr
230
Rla
Gly
Leu
Lys
Ile
310
Glu
Arg
Ser

Asn

Phe
390

Ser
Lys
Gly
Lys
55

Cys
Asp
Cys
Ala
Val
135
Lys
Asn
Asn
Leu
Gln
215
Asp
Ile
Ala
Gly
Lys
295
Leu
Gln
Glu
Asp
Pro

375
Lys

Met
Met
Lys
40

Thr

Cys

His
Trp
120
Arg
Val
Lys
Gly
Asn
200
Cys
Pro
Tyx
Asp
val
280
Ala
Ala
Asn
Tyr
TYr
360
Glu

Gly

Pro
Gly
25

Serx
Leu
Arg
Ser
Cys
105
Gly
Gly
Pro
Lys
Asn
185
val

Gln

Asn
Ile
265
His
Asn
Val
Ile
Ala
345
Lys
Gln

Ser

Ala
10

Lys
Asn
Arg
Gly
Ala
S0

Phe
Asp
Glu
Arg
Asp
170
Ser
Leu
Glu
Ile
Glu
250
Glu
Glu
Leu
Cys
Asp
330
Val
Glu
Asp

Glu

Ala
Trp
Val
Ser
Ser
15

Met
Pro
Tyr
Asp
Lys
155§
Lys
Glu
Asp
Asp
Pro
235
Asp
Ser
Gln
Asn
Cys
315
Val
Ser
Lys

Leu

Asn
385

Ser
Cys
Gly
Lys
60

Gly
Lya
Cys
Asp
Leu
140
Gln
val
Asn
Glu
220
Asp
Lys
Lys
Lys
Ala
300
Gly
Ser
Ser
Gln
Lys

380
Ser

Ser
Cys
Thr
Met
Lys
Thr
Cys
Asp
125
Asp
Leu
Lys
val
Lys
205
Cys
Glu
Leu
aAsn
Gln
285
Leu
Ser
Ser
His
Met
365

Leu

Gln

Val
Arg
30

Ser
Gly
Ser
Leu
Arg
110
Ser
Lys
Ile
Arg
Lys
150
Lys
Ala
Tyr
Met
Lys
270
Gln

Asp

Gln
His
350
Leu

Thr

Pro

Lys
15

Cys
Gly
Lys
Asn
Arg
95

Gly
Ala
Leu
val
Thr
175
Leu
Arg
Leu
Gly
Ala
255
His
Val
Arg
Ser
AsSp
335
Bis
Lys

Ser

Glu

Lys
Phe
Asp
Trp
Val
80

Asn
Ser
Phe
His
Met
160
Ala
Leu
Thr
Met
Asn
240
Lys
Gly
Val
Tyr
Ile
320
Leu
Vval
Ile
Glu

Lys
400
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Met

Glu

Leu

Gln

Ser
Glu Met
Thr

Arg

Gln Glu

Pro

ES 2281416 T3

Glu Ile

405

Lys
420
Asn Gly
435

Lys Ser

450

Sex
465
Lys
Leu

Asn

Gly

Glu
Gln
Lys
Gly

Asp

Glu Tyr

Met Pro

Lys
Val
Arg
RHis

Lys

His Glu

Thr
Thr Pro
455
Arg Ile
470

Tyr Ser

485

Thr
500
Pro

Leu

Gln
515

Arg Glu

530

His
545
Thr
Thr

Ser

Thr

Gly
Ala
Pro
Asp

Gly

Ser

Gly Asn

Ser
Glu
Leu
His

Gly

Glu Glu

Lys Arg

Glu Asn
535
val Gly
550

Asp Asp

565

Glu Ser
580
Glu Gln
595

Ile Leu

€10

Glu
625
Glu

Met

val
Lys

Leu

<210> 11

<211> 800

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11

atkagcttce
acttcatttt
agaatgctta
tttttcttgg
catcagtaag
ctagtgttte
cactgcaggt
ctttcagatg
atgggacaaa
ggcttggece
ttacaatact
accttatgte
acatcccaca
tcctattagt

<210> 12

<211> 102

<212> PRT

<213> Homo sapiens

val Glu

aAsp Ile

Gln
Asn
His
Lys

Leu

Gln Phe

Asp Thr
Glu
615
Asp

Asp

Met
630

His Glu

645

Leu
660

Arg

gcttctgaca
tggtacataa
ggactctaac
tcetecettgt
ggccactaaa
tgttgctgtg
tcttgggcag
ggaaacactc
tttgacccac
caacattctc
atcctgcagce
caagctttct
ggaggacctc
gataagcctc

Glu

Leu Asp

acactagaga
catctttata
aggtttttga
ggtctaggag
tecgacettce
tcagtgagca
ggggagaaac
aggcatcaac
aaaccctgga
tctetgatgg
ttgacctttt
tttcattgaa
tcagcttacc

Asn Lys Asp
410
Asn Asn
425

Asn

Ser

Gly
440
Glu

Gly

Asn Gln

Cys Glu Leu

Glu Asn
490
Gln

Ser
Glu Ser
505
Ser Gln Glu
520
Phe Met

Phe Pro Glu
Ile
570

Thr

Gly Leu

Pro Asp
585
Gln Lys
600
Ile

Gln

Leu Ile

Ser Glu Leu

Asn Ser
650
Lys

Thr Met

665

tcectecect
ggacaggggt
gaatgtgttg
gacaggcaag
ctegttecte
caactattcc
aaaacaaacc
aggctcacct
aaaagaggtyg
ggaaaaatgg
ctgtaagagg
ggagaataca
cccatatcct

10

Gly Asp

Val Gly

Asp Asn

Arg
Leu

Gly

Glu val
415

Glu

Glu

Leu Asn

430
Leu

Ile Pro

445

Phe
460
Ser

Gln

val
475
Ser Asn

Arg Leu

Pro Glu

Pro
Asp
Pro
Glu

Ile

Asp Asn Glu
Glu
480

Asp

Tyr Lys

Glu Gln
495
Gly Ser Glu
510
Asn

Lys Asp

525

Ile Glu
540
Asn Leu
555
Pro Pro

Glu Asn

Phe Cys

Glu
Thr
Arg
Glu

Glu

Met Lys Lys
Ala
560
Arg

Asn Gly
Ser
575
Tyx

Lys
Glu His
590
Glu

Gln Asn

605

Glu
620
Leu

His

Ser
635
Leu Arg

His Gln

ccctecagggt
aaaatcccaa
gtaagggcca
ggtgcagatt
cttgtggtct
gatcagcagg
aaaaccatgg
ttgaaatgea
gctcattttt
ccacctgagg
gaaggcaaat
ctatgcaaag
agcctccecta

Glu

Ser

Glu

Ser

Lys Gln Ile

Cys Lys Lys

640

Glu Ile Ala
655

Gln Leu

670

atggccectec
tactaacagg
ctcaatccaa
tteaagaatg
gggaggaaaa
gtccagggac
gcrgttttgt
tcctaagcecea
tttgcactat
gaagtacaga
ggagtgaaat
cttgaaattt
tagctccect

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
800
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<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)...(102)

<223> Xaa = cualquier aminodcido

<400> 12

Met

Ser

Thr

Gln

Gly Xaa
Pro
Leu

His

Phe
Leu Lys
20
Glu Lys
35

Ser Leu

50

Asp
65
Lys

Asn

<210> 13
<211> 1206
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13

ggcacgagga
cagttagaga
ctcatgaaaa
tgctaaaact
ttgaggacat
aagaggaatc
ctgagaacac
cagaaattga
tgacatcaag
gaaaaatgaa
tttctgaagc
ctctaagaga
gtcaaatgaa
ctgaacagca
ttcaacagca
atattcattt
tatttaatta
aaacagaagt
gtaattccag
agctctgata
cgtgce

<210> 14
<211> 317
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Tyr

Trp

Thr

Asn Thr

Ser Glu

Len Cys
100

agttttgtgt
accaaaaagt
tgaaaattat
ggaaatagcc
taagatttta
attaactaaa
aatgctcact
atcacaccat
aaaaagtcaa
tgttgatgtg
tcaaaggaaa
aaatacattg
ggaagctgaa
ggagtctcta
attagttcat
tcttgagagy
caataaccat
tatataatag
tgtttgtcac

cataatcata

ES 2281416 T3

val Phe Gln

Cys Ile Leu

Glu Val aAla

Ser Asp Gly

55

Ile Leu Gln
70

Ile Pro

85

Lys Ala

actgaaaaag
taaatgggaa
ctcttacatg
acactgaaac
aaagaaaaga
agggcatctce
tctaaattga
cctagactgg
gaacctgctt
agtagtacga
tccaaaagcce
gtttcagaac
cacatgtatc
gatcagaaat
gcacataaga
aaaatgcaac
ttaaaaaacc
tataacactg
gtggttgttg
atgataatta

Met Gly
10

Gln

25

Phe

Ser

His
40
Glu Lys

Leu Asp

Val Gln
90

aaactgtcaqg
caagagctct
aaaattgcat
accaatacca
atgctgaact
aatatagtgg
aggaaaaaca
cttctgetgt
tccacattge
tatataacaa
taaaaattaa
atgcacaaag
aaaacgaaca
tatttcaact
aagctgacaa
atcatctect
gtatatatca
ccaaggagcg
aataaatgaa
tttcaatgca

11

Asn Thr
Trp Asp
Phe Cys
Trp Pro
Leu Phe

Ala Phe

Gln
Lys
Thr

Pro
€0
Cys
75

Phe

aagcaaaaga
gcagtgtgag
gttgaaaaag
ggaaaaggaa
tcagatgacc
gcagcttaaa
agacaaagaa
acaagaccat
aggagatgct
tgaggtgctce
tctcaattat
agaccaacgt
agataatgtg
acaaagcaaa
caaaagcaag
aaaagagaaa
atatgaaaaa
gattatcteca
taaagaatga
caactacggg

Ala
Phe
Met
45

Glu
Lys

Ser

Sexr Thr

Asp Pro
30
Ala Trp

Gly Ser

Arg Glu

Leu Lys
95

aataaaatca
gtttctcaca
gaaattgcca
aataaatact
ctaaaactga
gttctgatag
atactagagg
gatcaaattg
tgtttgcaaa
catcaaccac
gccggagatg
gaaacacagt
aacaaacaca
aatatgtggc
ataacaattg
aatgaggaga
gagaaagcag
tcttcatcet
gaaaaccaga
tggtgctget

Gly
Gln
Pro
Thr
Gly

BO
Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1206



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 14

Met
Glu
Met
Glu
Glu
65

Ala

Met

His
Ile
145
Ser

Gln

Ala

Glu
225
Gln
Leu
Asp
Lys
Tyr
305

<210> 15
<211> 1665
<212> DNA

Gly Thr

Asn
Leu
Asn
50

Leu
Ser
Leu
Glu
ASp
130
Ala
Thr
Arg
Leu
Glu
210
Gln
Lys
val
Ile
Asn

290
G1ln

<213> Homo sapiens

Tyr
Lys
35

Lys
Gln
Gln
Thx
Ile
115
Gln
Gly
Ile
Lys
Axrg
195
Thr
Asp
Leu
His
Bis
275
Glu

Tyr

Arg
Leu
20

Leu
Tyr
Met
Tyr
Ser
100
Glu
Ile
Asp
Tyr
Ser
180
Glu
Gln
Asn
Phe
Ala
260
Phe
Glu

Glu

Ala
Leu
Glu
Phe
Thr
Ser
85

Lys
Ser
vVal
Ala
Asn
165
Lys
Asn
Cys
val
Gln
245
His
Leu

Ile

Lys

ES 2281416 T3

Len
His
Ile
Glu
Leun
70

Gly

Leu

Bis

Cys
150
Asn
Ser
Thr
Gln
Asn
230
Leu
Lys
Glu
Phe

Glu
310

Gln
Glu
Ala
Asp
55

Lys
Gln

Lys

Ser
135
Leu
Glu
Leu
Leu
Met
215
Lys
Gln
Lys
Arg
Asn

295
Lys

Cys
Asn
Thr
40

Ile
Leu
Leu
Glu
Pro
120
Arg
Gln
val
Lys
Val
200
Lys
His
Ser
Ala
Lys
280
Tyr

Ala

Glu
Cys
25

Leu
Lys
Lys
Lys
Lys
105
Arg
Lys
Arg
Leu
Ile
185
Ser
Glu
Thr
Lys
Asp
265
Met
Asn

Glu

12

val
10

Met
Lys
Ile
Glu
vVal
Gln
Leu
Ser
Lys
His
170
Asn
Glu
Ala
Glu
Asn
250
Asn
Gln

Asn

Thr

Ser
Leu
His
Leu
Glu
75

Leu
Asp
Ala
Gln
Met
158
Gln
Leu
Hisg
Glu
Gln
235
Met
Lys
His
His

Glu
318

Lys
Gln
Lys
60

Ser
Ile
Lys
Ser
Glu
140
Asn
Pro
Asn
Ala
His
220
Gln
Trp
Ser
His
Leu

300
Val

Thr
Lys
Tyx
45

Glu
Leu
Ala
Glu
Ala
125
Pro
Val
Leun
Tyr
Gln
205
Met
Glu
Leu
Lys
Leu
285
Lys

Ile

His
Glu
30

Gln

Lys

Glu
Ile
110
Val
Ala
Asp
Ser
Ala
190
Arg
Tyr
Ser
Gln
Ile
270

Leu

Asn

Glu
15

Ile
Glu
Asn
Lys
Asn
a5

Leu
Gln
Fhe
Val
Glu
175
Gly
Asp
Gln
Leu
Gln
255
Thr
Lys

Arg

Asn
Ala
Lys
Ala
Axrg
80

Thr
Glu
Asp
Bias
Ser
160
Ala
Asp

Gln

Asp
240
Gln
Ile
Glu

Ile



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 15

gcaaacttte
caaaagtctg
cagatgttce
agtctecgtyg
gaaatggata
acagttecatt
ggaaaaaltgg
aaagaaataa
gtgaggtttc
aaaaggaaat
aggaaaataa

tgaccctaaa
ttaaagttet
aagaaatact
accatgatca
atgettgttt
tgctecatea
attatgcegg
aacgtgaaac
atgtgaacaa
gcaaaaatat
gcaagataac
agasaaatga
aaaaagagaa
agaaacaaca
cttatgttyga
ttcatgattt
aaaaaaagaa

aagcagagcee
ttcecaaataa
cttecagaate
agactgtttc
aaataagtgyg
cttgtgaaag
aacaaatgaa
aatcacagtt
tcacactcat
tgccatgeta
atactttgag
actgaaagag
gatagctgag
agaggcagaa
aattgtgaca
gcaaagaaaa
accactttct
agatgctcta
acagtgtcas
acacactgaa
gtggcttcaa
aattgatatt
ggagatattt
agcagaaaca
gaccagatcet
aaatcttace
cttoctgaag
agaaagaaat

ES 2281416 T3

tcccgagaag
agecttggaa
aaaacaaaag
acagaaggat
aaaattagaa
agcaagggaa
aaagaagttt
agagaaccaa
gaaaatgaaa
aaactggaaa
gacattaaga

gaatcattaa
aacacaatgc
attgaatcac
tcaagaaaaa
atgaatgttg
gaagctcaaa
agagaaaata
atgaaggaag
cagcaggagt
cagcaattag
cattttettg
aattacaata
gaaaactcat
ttactcacaa
aatagtctgt
cctgggcgac
gocetgtgett

<210> 16
<211> 179
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Ala 3As

Asn

Gln
50
Thx

Glu Me

Lys Il

Lys As
Lys

13
Ser Gl
145
Val Ar

Ile Al

Ile
Glu
Lys

val

Phe

n Phe Gln
Met
20

Thr

Glu

Gln
35
Lys Val

Ser Gln

t Asp lys

Ala
Gln
Leu
Glu
Lys

Ile

Glu Pro

Lys Ser

Arg Ala

Glu Asn
55
Asp Val
70

Ser Gly

85

e Leu AsSp
100
p Bis Cys
115
Cys Val
0

n Len Glu

g Phe Leu

Thx

Glu

Leu

Asn

Thx

Val His

Gln Arg

Lys Lys
135
Gln Lys
150

Leu Met

165

a Cys

ccatctgect
ttgaagaatg
aaggttgaag
gtgtgtgtac
gattcaacta
cttcaaaaag
tgtgtactga
aaagttaaat
attatctectt
tagccacact
ttttasaaga
ctaaaagyge
tcacttctaa
accatecctag
gtcaagaacc
atgtgagtag
ggaaatccaa
cattggttte
ctgaacacat
ctctagatca
tteatgeaca
agaggaaaat
accatttaaa
gagagacaag
cteatgetag
gtcaacagaa
agagcgagac
acttcgette

Pro Glu
10
val Pro
25
Asp Gln
40
Ser Trp

Cys Val

Lys Leu

80
Ser Cys
105
Thr Gly
120
Lys Leu

Val Lys

Lys Met

13

Lys
Asn
Met
Asp
Pro
Glu
Glu
Lys
Sex
Trp

Lys
170

tcgageetge
aacaaacatt
aaaattcttg
ccaaggctac
gcetatcaaa
atcactgtga
aaaagaaact
gggaacaaga
acatgaaaat
gaaacaccaa
aaagaatget
atctcaatat
attgaaggaa
actggcttet
tgctttceac
tacgatatat
aagcctaasaa
agaacatgca
gtatcaaaac
gaaattattt
taagaaagcet
geaacateat
aaaccgtata
cagtaagaaa
gaggccagte
tacttatttt
tctgtctcaa
ccagyg

Pro Sexr Al

Lys Ala

Phe Pro

45
Glu Se
60

Ala

Ser
Lys Th
75

Asp Ser

Arg Ala Ar

Met Glu
12
Glu Ala Ly
140
Glu Gln
155

Ile Ile

cattgaaatg
gagagcagat
ggattctgag
acatcaaaaa
aatcttggat
acaacgtaca
gtcagaagca
gotetgeagt
tgcatgttga
taccaggaaa
gaacttcaga
agtgggcage
aaacaagaca
gctgtacaag
attgcaggag
aacaatgagg
attaatecteca
caaagagacc
gaacaagata
caactacaaa
gacaacaaaa
ctcctaaaag
tatcaatatg
cttettttgg
ctagcattac
agaagaaaaa
aaaaaaaaaa

Leu

Sex

Thr

Gln

Glu

Ser

a Phe Glu Pro
Glu
30

Glu

Leu Lys

Ser Lys

r Leu Arg Glu

r Bis Gln Lys
80
Leu Ser
95

Leu

Ser

g Glu Gln

110

Met Lys Lys

5
3 Glu

Ile Lys

Leu Cys Ser

160
Met Lys
175

Tyr

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1665
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<210> 17

<211> 1681

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 17

gatacagteca
caggaaaaat
caaaagaaat
gtgtgagatt
aaaaaattag
aacaacaact
atttgaatca
tgttgaaaaa
aggaaaagga
ttcagatgac
ggcagcttaa
aagacaaaga
tacaagacca
caggagatge
atgaggtgct
atctcaatta
gagaccaacg
aagataatgt
tacaaagcaa
acaaaagcaa
taaaagagaa
aatatgaaaa
ttttggagaa
cattacctta
agaaaaattc
cttgttcacg
gacatcattc
aatctcgget
g

<210> 18

<211> 432

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2281416 T3

ttettgtgaa agageaaggg aacttcaaaa agatcactgt
ggaacaaatg aaaaagaagt tttgtgtact gaaaaagaaa
aaaatcacag ttagagaacc aaaaagttaa atgggaacaa

gactttaaac
ggaagaatta
tgaacaggct
ggtttctcac
ggaaattgcee
aaataaatac
cctaaaactg
agttctgata
aatactagag
tgatcaaatt
ttgtttgcaa
ccatcaacca
tgccggagat
tgaaacacag
gaacaaacac
aaatatgtgg
gataacaatt
aaatgaggag
agagaaagca
acaacagacc
tgttgaaaaa
atgatttctt
aattgcataa
aatccaacca
cactgcaact

caagaagaag
ggaagaatcg
ctcagaatac
actcatgaaa
atgctaaaac
tttgaggaca
aaagaggaat
gctgagaaca
gcagaaattg
gtgacatcaa
agaaaaatga
ctttctgaag
gctctaagag
tgtcaaatga
actgaacagc
cttcaacagc
gatattcatt
atatttaatt
gaaacagaaa
agatctttac
tcttaccaat
cctgaagect
aagctgccea
gaatctegct
ctgectceeea

agaagagaag
aagagcagca
aagatataga
atgaaaatta
tggaaatage
ttaagatttt
cattaactaa
caatgctcac
aatcacacca
gaaaaagtca
atgttgatgt
ctcaaaggaa
aaaatacatt
aggaagctga
aggagtctct
aattagttca
ttecttgagag
acaataacca
actcatgaga
tcacaactca
agtctgtgte
acagacataa
ggatttccat
ctgtcactca
ggttcacgcc

14

aaatgccgat
taggaaagag
attgaagagt
tctettacat
cacactgaaa
aaaagaaaag
aagggcatct
ttctaaattyg
tcctagactg
agaacctgct
gagtagtacg
atccaaaagc
ggtttcagaa
acacatgtat
agatcagaaa
tgcacataag
gaaaatgcaa
tttaaaaaac
gacaagcagt
tgctaggagg
aacagaatac
aataacagtg
ctaccctgga
ggctggagty
attctctgge

gaacaacgta
ctgtcagaag
gagctctgea
atattaaatg
ttagaagtga
gtagaaagta
gaaaattgca
caccaatacc
aatgctgaac
caatatagtg
aaggaaaaac
gcttectgcectg
ttccacattyg
atatataaca
ctaaaaatta
catgcacaaa
caaaacgaac
ttatttcaac
aaagctgaca
catcatctcee
cgtatatatc
aagaaacttc
ccagtcctaqg
ttattttaga
tgaagaatta
tgatgcegga
cagtgggege
acagectccee

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
i681
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<400> 18

Asp Thr Vval

Cys

Val

Glu

Leu

Gln

Lys
35

Glu Asn Gln

Thr
65
Glu
Glu
Ile
His
Glu
145
Gln
Lys
Thr
Glu
Ile
225
val
Ala
Asp
Ser
Ala
305
aArg
Tyr
Ser
Gln
Ile
385

Leu

Asn

<210> 19
<211> 3681
<212> DNA

50
Leu

Lys
Leu
Glu
Glu
130
Ile
Glu
Asn
Lys
Asn
210
Leu
Gln
Phe
Val
Glu
290
Gly
Asp
Gln
Leu
Gln
370
Thr
Lys

Arg

<213> Homo sapiens

Asn
Ile
Glu
Leu
115
Asn

Ala

Lys

Arg
195
Thr
Glu
Asp
His
Serx
275
Ala
Asp
Gln
Asn
Asp
358
Gln
Ile
Glu

Ile

His
Arg
20

Lys
Lys
Gln
Arg
val
100
Lys
Glu
Met
Glu
Glu
180
Ala
Met
Ala
Bis
Ile
260
Ser
Gln
Ala
Arg
Glu
340
Gln
Leu
Asp
Lys

Tyx
420

Ser
Thr
Lys
val
Glu
Glu
85

Lys
Ser
Asn
Leu
Asn
165
Leu
Ser
Leu
Glu
Asp
245
Ala
Thr
aArg
Leu
Glu
325
Gln
Lys
Val
Ile
Asn

405
Gln

ES 2281416 T3

Cys
Gly
Leu
Lys
Glu
70

Glu
Gln
Val
Tyr
Lys
150
Lys
Gln
Gln
Thr
Ile
230
Gln
Gly
Ile
Lys
Arg
310
Thr
Asp
Leu
His
His
390
Glu

Tyr

Glu
Lys
Ser

Trp
55

Glu
Leu
Gln
Glu
Leu

135
Leu

Tyr
Met
Tyr
Ser
215
Glu
Ile
Asp
Tyr
Serx
255
Glu
Gln
Asn
Phe
Ala
375
Phe

Glu

Glu

Arg
Met
Glu
40

Glu
Lys
Gly
Leu
Ser
120
Leu
Glu
Phe
Thr

Ser
200
Lys

Ser
Val
Ala
Asn
280
Lys
Asn
Cys
Val
Gln
360
Bis
Leu

Ile

Lys

Ala
Glu
25

Ala
Gln
Arg
Arg
Glu
105
Asn
His
Ile
Glu
Leu
185
Gly
Leu
His
Thr
Cys
265
Asn
Ser
Thr
Gln
Asn
345
Leu
Lys
Glu
Phe

Glu
425

15

Arg
10

Gln
Lys
Clu
Arg
Ile
S0

Gln
Leun
Glu
Ala
Asp
170
Lys
Gln
Lys
Hisg
Ser
250
Leu
Glu
Leu
Leu
Met
330
Lys
Gln
Lys
Arg
Asn

410
Lys

Glu
Met
Glu
Leu
Asn
75

Glu
Ala
Asn
Asn
Thr
155
Ile
Leu
Leu
Glu
Pro
235
Arg
Gln
Val
Lys
Val
315
Lys
Bis
Ser
Ala
Lys
395
Tyr

Ala

Leu
Lys
Ile
Cys
60
Ala
Glu
Leu
Gln
Cys
140
Leu
Lys
Lys
Lys
Lys
220
Arg
Lys
Arg
Leu
Ile
300
Ser
Glu
Thr
Lys
Asp
380
Met

Asn

Glu

Gln
Lys
Lys
45
Ser
Asp
Gln
Arg
Val
125
Met
Lys
Ile
Glu
val
205
Gln
Leu
Ser
Lys
His
285
Asn
Glu
Ala
Glu
Asn
365
Asn
Gln

Asn

Thr

Lys
Lys
30

Ser
Val
Ile
His
Ile
110
Ser
Leu
His
Leu
Glu
180
Leu
Asp
Ala
Gln
Met
270
Gln
Leu
His
Glu
Gln
350
Met
Lys
His
His

Glu
430

Asp
15
Phe
Gln
Arg
Leu
Arg
Gln
Bis
Lys
Gln
Lys
175
Ser
Ile
Lys
Ser
Glu
255
Asn
Pro
Asn
Ala
His

335
Gln

Trp
Sex
His
Leu

415
Asn

His
Cys
Leu
Leu
Asn
80
Lys
Asp
Thr
Lys
Tyr
160
Glu
Leu
Ala
Glu
Ala
240
Pro
Val
Leu
Tyr
Gln
320
Met
Glu
Leu
Lys
Leu
400
Lys

Ser
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<400> 19

<210> 20

tccgagcetga
ctagctggcee
cacccgtggg
tcaaagaagg
ctgacacagc
gaacacctga
tggagggaac
agtcagcaga
ttacgtggee
ctagggaaat
gaagacctag
caagagtaac
gtcctacaaa
ccaaacaaga
caaagattca
aagtagaaga
ctgttccaaa
tccecaccaga
gtgagactgt
ataaaataaa
gcggaatgaa
aagcagagce
tcccaaataa
catcagaatc
agactgtttce
aaataaatgg
gaatgaaagt
cagagcctce
caaataaagc
cagaatccaa
ctgttteaca
taaatggaaa
tgaaagtttc
agectcecega
ataaagcctt
aatcaaaaca
tttcacagaa
gtggaaaatt
aaagagcaag
tgaaaaagaa
agttagagaa
tcatgaaaat
gctaaaactg
tgaggacatt
agaggaatca
tgagaacaca
agaaattgaa
gacatcaaga
aaaaatgaat
ttctgaagcet
tctaagagaa
tcaaatgaag
tgaacagcag
tcaacagcaa
tattcatttt
atttaattac
aacagaaaac
atctttactc
taccaatagt
gaagcctaca
tgcacaggat
tcgctctgte

<211> 1424

ttacagacac
ctgtgggcat
taattaacct
aacatctgca
tgaaagettg
cacggetgaa
atctgacaaa
agaaacacct
agcaaaagga
tatgagtcce
gaagatcgca
atctaataaa
agaatcatct
ggaagatgaa
agtgtgtata
gcctectaag
taaagccttt
atccaaacaa
ttcacagaag
tggaaaatta
agtttctatt
tceggggaag
agecttggaa
caaacadaag
acagaaggat
aaaattagaa
ttctattcca
cgagaagcca
cttggaattg
acaaaaggac
gaaggatgtg
attagaagag
tattccaact
gaagccatct
ggaattgaag
aaagaasgtt
ggatgtgtgt
agaagattca
ggaacttcaa
gttttgtgta
ccaaaaagtt
gaaaattatc
gaaatagcca
aagattttaa
ttaactaaaa
atgctcactt
tcacaccatc
aaaagtcaagqg
gttgatgtga
caaaggaaat
aatacattgg
gaagctgaac
gagtctctag
ttagttcatg
cttgagagga
aataaccatt
tcatgagaga
acaactcatg
ctgtgteaac
gacataaaat
tcccatctac
actcaggctg

ES 2281416 T3

caaggaagat
ttattagtaa
ggtcatccece
ggaacacctg
gtggaaaaaa
agcttggtgg
attcaatgtt
agggaaatta
agacctagga
gcaaaagaaa
tgggagaaaa
actaaagttt
acaaaagcaa
gaatattctt
cctgagtcta
aagccatctg
gaattgaaga
aaggactatg
gatgtgtgtt
gaagagtctc
ccaactaaag
ccatctgcct
ttgaaaaatg

gactatgaag

gtgtgtttac

gggtctcctg

actaaagcct

tctgectteg
aagaatgaac

tatgaagaaa

tgtttaccca
tctcetgata

aaagccttag
gccttcgage

aatgaacaaa
gaagaaaatt

gtacccaagg
actagcctat
aaagatcact

ctgaaaaaga
aaatgggaac
tcttacatga
cactgaaaca
aagaaaagaa
gggcatctca
ctaaattgaa
ctagactgge
aacctgcttt
gtagtacgat
ccaaaagcct
tttcagaaca
acatgtatca
atcagaaatt
cacataagaa
aaatgcaaca
taaaaaaccg
caagcagtaa
ctaggaggcce
agaatactta
aacagtgtga
cctgatgatg
g

gctgtaaaga
agttttaatg
accctggaga
atgaggctgc
cacctgatga
aaaaaacacc
tggagaaagc
cgagtectge
agatcgcatg
catctgagaa
aagaaacacc
tggaaaaagg
gtgccaatga
gtgattctcg
tatatcaaaa
ccttecaagec
atgaacaaac
aagaaaattc
tacccaaggce
ctaataaaga
ccttagaatt
tcgagectge
aacaaacatt
aaagttcttg
ccaaggctrc
ttaaagatgg
tagaattgat
agcctgecat
aaacattgag
gttecttggga
aggctrcrca
atgatggttt
aattgatgga
ctgccattga
cattgagagc
cttgggattc
ctacacatca
caaaaatctt
gtgaacaacg
aactgtcaga
aagagctctg
aaattgcatg
ccaataccag
tgctgaactt
atatagtggg
ggaaaaacaa
ttctgctgta
ccacattgca
atataacaat
aaaaattaat
tgcacaaaga
aaacgaacaa
atttcaacta
agctgacaac
tecatctccta
tatatatcaa
gaaacttctt
agtcctagea
ttttagaaga
agaattactt
cagcagacat

16

gtcagcagcee
acaaaagctt
gecatcctge
acccttggeyg
ggctgcacce
tgatgaggct
gacatctgga
aaaagaaaca
ggagaaaaaa
atttacgtgg
tgtaaagact
aagatctaag
tcagaggttc
gagtctcttt
agtaatggag
tgccattgaa
attgagagca
ttgggattet
tacacatcaa
tggtcttctg
gaaggacatg
cactgaaatg
gagagcagat
ggattctgag
rcatcaaaaa
tcttctgaag
ggacatgcaa
tgaaatgcaa
agcagatgag
ttctgagagt
tcaaaaagaa
tctgaaggct
catgcaaact
aatgcaaaag
agatcagatg
tgagagtctc
aaaagaaatg
ggatacagtt
tacaggaaaa
agcaaaagaa
cagtgtgagg
ttgaaaaagg
gaaaaggaaa
cagatgacce
cagcttaaag
gacaaagaaa
caagaccatg
ggagatgcett
gaggtgctce
ctcaattatg
gaccaacgtg
gataatgtga
caaagcaaaa
aaaagcaaga
aaagagaaaa
tatgaaaaag
ttggagaaac
tcaccttatg
aaaattcatg
gttcacgaat
cattcaatce

acagccctgg
tgagtcaaca
ccatgggtga
gaaagaacac
ttggtggaaa
gcatccttgg
aagttcgaac
tctgagaaat
gaagacacac
gcagcaaaag
ggatgcgtgg
atgattgcat
ccatcagaat
gagagttctg
ataaatagag
atgcaaaact
gatccgatgt
gagagtctet
aaagaaatag
aaggctacct
caaactttca
caaaagtctyg

gagatactcc:

agtctctgtg
gaaatagata
gctaactgcg
actttcaaag
aagtctgttce
atactcccat
ctctgtgaga
atagataaaa
ccctgcagaa
ttcaaagcag
tctgttccaa
ttecctteag
cgtgagactg
gataaaataa
cattcttgtg
atggaacaaa
ataaaatcac
tttctecacac
aaattgccat
ataaatactt
taaaactgaa
ttectgatage
tactagaggc
atcaaattgt
gtttgeaaag
atcaaccact
cmggagatgc
aaacacagtg
acaaacacac
atatgtggct
taacaattga
atgaggagat
agaaagcaga
aacagaccag
ttgaaaatct
atttettcct
tgcataaagc
aaccagaatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3681
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 20

<210> 21
<211> 674

tccgagcetga
ctagctggee
cacccgtggg
tcaaagaagg
ctgacacagc
gaacacctga
tggagggaac
agtcagcaga
ttacgtggec
ctagggaaat
gaagacctag
caagagtaac
gtcctacaaa
ccaaacaaga
caaagattca
aagtagaaga
ctgttccaaa
tcccaccaga
gtgagactgt
ataaaataaa
aatatttcte
aaatgcaaac
tgttggcaac

agatattgca

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

attccgagct
ggctagctgg
cacacccgtg
gatcaaagaa
acctgacaca
aagaacacct
ggtggaggga
acagtcagca
atttacgtgg

agttaaggca
aaaaaaaaaa

aadaaaaaaa

<211> 1729
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> incierto

<222> (11)

<223>n=A,T,CoG
<221> incierto

<222> (1128)
<223>n=A,T,CoG

ttacagacac
ctgtgggcat
taattaacct
aacatctgca
tgaaagcttg
cacggctgaa
atctgacaaa
agaaacacct
agcaaaagga
tatgagtcecce
gaagatcgca
atctaataaa
agaatcatct
ggaagatgaa
agtgtgtata
gcctectaag
taaagccttt
atccaaacaa
ttcacagaag
tggaaaatta
taaactgatg
catggaaaaa
agactatatt
agacctgaga

gattacagac
ccctgtggge
ggtaattaac
ggaacatctg
gctgaaagcet
gacacggctg
acatctgaca
gaagaaacac
ccagcaaaaqg

adaaaaazaa
aaaaaaaaaa

aaaa

ES 2281416 T3

caaggaagat
ttattagtaa
ggtcatccce
ggaacacctg
gtggaaaaaa
agcttggtgg
attcaatgtt
agggaaatta
agacctagga
gcaaaagaaa
tgggagaaaa
actaaagttt
acaaaagcaa
gaatattctt
cctgagtcta
aagccatctg
gaattgaaga
aaggactatg
gatgtgtgtt
gaaggtaaga
aggagggata
aagagaagtg
gagagtgctg
gaaaaaaaaa

accaaggaaqg
atttattagt
ctggtcatce
caggaacacec
tggtggaaaa
aaagcttggt
aaattcaatg
ctagggaaat
gaagacctag
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

gctgtaaaga
agttttaatg
accctggaga
atgaggctge
cacctgatga
aaaaaacacc
tggagaaagc
cgagtcctge
agatcgcatg
catctgagaa
aagaaacacc
tggaaaaagq
gtgccaatga
gtgattctcg
tatatcaaaa
ccttcaagcec
atgaacaaac
aagaaaatte
tacccaaggc
accgtttttt
tectctagta
caatggtcgt
aaaaggagct
aaaaaaaaaa

atgctgtaaa
aaagttttaa
ccaccctgga
tgatgaggcet
aacacctgat
ggaaaaaaca
tttggagaaa
tacgagtcct
gaagatcgca
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

17

gtcagcagcc
acaaaagctt
gccatcetge
acccttggcg
ggctgcacce
tgatgaggct
gacatctgga
aaaagaaaca
ggagaaaaaa
atttacgtgg
tgtaaagact
aagatctaag
tcagaggttc
gagtctcttt
agtaatggag
tgccattgaa
attgagagca
ttgggattect
tacacatcaa
atttaaaaat
gctgaagaaa
aagttgtatg
gaattattag
aaaa

gagtcagcag
tgacaaaagc
gagccatcet
gcacccttgg
gaggctgcac
cctgatgagyg
gcgacatctg
gcaaaagaaa
tgggagaaaa

aaaaadaaaaa
aadaaaaaaaa

acagccctgg
tgagtcaaca
ccatgggtga
gaaagaacac
ttggtggaaa
gcatccttgg
aagttcgaac
tctgagaaat
gaagacacac
gcagcaaaaq
ggatgegtgg
atgattgcat
ccatcagaat
gagagttctg
ataaatagag
atgcaaaact
gatcegatgt
gagagtctet
aaagaaatag
cagttgaccg
attacctecet
tctcatcagg
tttgaattca

ccacagccct
tttgagtcaa
gcccatgggt
cggaaagaac
ccttggtgga
ctgecatcett
gaaagttcga
catctgagaa
aagatgactc

aaadaaaaaa
aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1424

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660

674
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<400> 22

<210> 23

gaaagttcga
catctgagaa
aagaagacac
gggcagcaaa
ctggatgcgt
agatgattgc
tcccatcaga
ttgagagttc
agataaatag
aaatgcaaaa
cagatccgat
ctgagagtct
aaaaagaaat
tgaaggctac
tgcaaacttt
tgcaaaagtc
atgagatact
agagtctctg
aagaaataga
aggctaactg
aaactttcaa
aaaagtctgt
agatactcce
gtctctgtga
aaatagataa
tgaccaaata
cctcctaaat
atcaggecatt
aattcaagat

<211> 1337
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 23

<210> 24

aaaaagaaat
tgaaggctaa
tgcaaacttt
tgcaaaagtc
atgagatact
agagtctctg
aagaaataga
aggctcectg
aaactttcaa
azaagtctgt
agatgttccc
gtctccgtga
aaatggataa
cagttcattc
gaaaaatgga
aagaaataaa
tgagattgac
aaattaggga
aacaacttga
tgaatcaggt
tgaaaaagga
aaaaggaaaa
agatgaccce

<211> 2307

ncagtcagca
atttacgtgy
acctagggaa
aggaagacct
ggcaagagta
atgtectaca
atccaaacaa
tgcaaagatt
agaagtagaa
ctctgttecca
gttcccacca
ctgtgagact
agataaaata
ctgcggaatg
caaagcagag
tgtcccaaat
cccatcagaa
tgagactgtt
taaaataaat
cggaatgaaa
agcagagect
tccaaataaa
atcagaatcc
gactgtttca
aataaatgga
tttctectaaa
gcaaaccatg
ggcaacagac
attccaagac

agataaaata
ctgcggaatg
caaagcagag
tgttccaaat
cccatcagaa
tgagactgtt
taaaataaat
cagaatgaaa
agcagagcct
tccaaataaa
ttcagaatca
gactgtttca
aataagtgga
ttgtgaaaga
acaaatgaaa
atcacagtta
tttaaaccaa
agaattagga
acaggctetc
ttctcacact
aattgccatg
taaatacttt
tegtgee

ES 2281416 T3

gaagaaacac
ccagcaaaayg
attatgagtc
aggaagatecg
acatctaata
aaagaatcat
gaggaagatg
caagtgtgta
gagcctccta
aataaagcect
gaatccaaac

gtttcacaga
aatggaaaat
aaagtttcta
cctccgggga
aaagccttgg
tccaaacaaa
tcacagaagg
ggaaaattag
gtttctattc
cccgagaage
gccttggaat
aaacaaaagg
cagaaggatg
aaattagaag
ttgatgagga
gaaaaaaaga
tatattgtga

gtgaggaaaa

aatggaaaat
aaagttteta
cctecccgaga
aaagcecttgg
tccaaacaaa
tcacagaagg
ggaaaattag
gtttctatte
cccgagaage
gccttggaat
3aacaaaaga
cagaaggatg
aaattagaag
gcaagggaac
aagaagtttt
gagaaccaaa
gaagaagaga
agaatcgaag
agaatacaag
catgaaaatg
ctaaaactgg
gaggacatta

ctagggaaat
gaagacctag
ccgcaaaaga
catgggagaa
aaactaaagt
ctacaaaagc
aagaatattc
tacctgagtec
agaagccatc
ttgaattgaa
aaaaggacta
aggatgtgtg
tagaagagtec
ttccaactaa
agccatctgce
aattgaaaaa
aggactatga
atgtgtgttt
aagggtctcc
caactaaagc
catctgcctt
tgaagaatga
actatgaaga
tgtgtttace
gtaagaaccg
aggatatcct
gaagtgcaat
gtgctgaaga
tgagaaaaaa

tagaagggtc
ttccaactaa
agccatctge
aattgaagaa
aggactatga
atgtgtgttt
aagagtctce
caactaaage
catctgecett
tgaagaatga
aggttgaaga
tgtgtgtacc
attcaactag
ttcaaaaaga
gtgtactgaa
aagttaaatg
agagaagaaa
agcagcatag
atatagaatt
aaaattatct
aaatagccac
agattttaaa

18

tacgagtcct
gaagatcgca
aacatctgag
aaaagaaaca
tttggaaaaa
aagtgccaat
ttgtgattet
tatatatcaa
tgccttcaag
gaatgaacaa
tgaagaaaat
tttacccaag
tcctaataaa
agccttagaa
cttcgagecet
tgaacaaaca
agaaaattct
acccaaggct
tggtaaanat
cttagaattg
cgagcctgee
acaaacattg
aagttcttgyg
caaggctgcg
ttttttattt
ctagtagctg
ggtcataagc
ggagctgaat
aaaaaaaaa

tcctgttaaa
agccttagaa
cttegagect
tgaacaaaca
agaaagttct
acccaaggct
tgataatgat
cttagaattg
cgagcctgee
acaaacattg
aaattcttgyg
caaggctaca
cctatcaaaa
tcactgtgaa
aaagaaactg
ggaacaagag
tgcecgatata
gaaagagtta
gaagagtgta
cttacatgaa
actgaaacac
agaaaagaat

gcaaaagaaa
tgggagaaaa
aaatttacgt
cctgtaaaga
ggaagatcta
gatcagaggt
cggagtctct
aaagtaatqg
cctgecattg
acattgagag
tcttgggatt
gctacacatc
gatggtcttc
ttgaaggaca
gccactgaaa
ttgagagcag
tgggatactyg
gcgcat.caaa
ggtcttctga
atggacatgc
attgaaatge
agagcagatg
gattctgaga
catcaaaaayg
aaaaatcatt
aagaaaatta
tatgtgtcte
tactagttta

gatggtctte
ttgatggaca
gccattgaaa
ttgagagcag
tgggattctyg
gcgecatcaaa
ggttttctga
atggacatge
attgaaatge
agagcagatc
gattctgaga
catcaaaaag
atcttggata
caacgtacag
tcagaagcaa
ctctgcagty
ttaaatgaaa
gaagtgaaac
gaaagtaatt
aattgcatgt
caataccagg
gctgaactte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1729

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
12¢0
1260
1320
1337
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 24

<210> 25

attgagagca
ttgggattct
tacacatcaa
tggtcttetg
gatggacatg
cattgaaatg
gagagcagat
ggattctgag
acatcaaaaa
ttttctgaag
ggacatgcaa
tgaaatgcaa
agcagatcag
ttctgagagt
tcaaaaagaa
cttggataca
acgtacagga
agaagcaaaa
ctgcagtgtyg
atgttgaaaa
caggaaaagyq
cttcagatga
gggcagctta
caagacaaag
gtacaagacc
gcaggagatg
aatgaggtgc
aatctcaatt
agagaccaac
caagataatg
ctacaaagca
aacaaaagca
ctaaaagaga
caatatgaaa
cttttggaga
gcatcacctt
agaaaaatte
cttgttcacg
catcattcaa

gatgagatac
gagagtctct
aaagaaatag
aaggctaact
caaactttca
caaaagtctg
gagatactcc
agtctctigtg
gaaatagata
tctccctgcea
actttcaaag
aagtctgtte
atgttcectt
ctcegtgaga
atggataaaa
gttcattectt
aaaatggaac
gaaataaaat
aggtttctca
aggaaattge
2aaataaata
ccctaaaact
aagttctgat
aaatactaga
atgatcaaat
cttgtttgca
tccatcaace
atgcaggaga
gtgaaacaca
tgaacaaaca
aaaatatgtg
agataacaat
aaaatgagga
aagagaaagc
aacaacagac
atgttgaaaa
atgatttctt
aattgcataa
tccaaccaga

ES 2281416 T3

tccecatcaga
gtgagactgt
ataaaataaa
gcggaatgaa
aagcagagcc
ttccaaataa
catcagaatc
agactgtttc
aaataaatgg
gaatgaaagt
cagagcctcc
caaataaagc
cagaatcaaa
ctgtttcaca
taagtggaaa
gtgaaagagc
aaatgaaaaa
cacagttaga
cactcatgaa
catgctaaaa
ctttgaggac
gaaagaggaa
agctgagaac
ggcagaaatt
tgtgacatca
aagaaaaatg
actttctgaa
tgctctaaga
gtgtcaaatg
cactgaacag
gcttcaacag
tgatattcat
gatatttaat
agaaacagaa
cagatcttta
tcttaccaat
cctgaagecct
agctgcacag
atctcge

atccaaacaa
ttcacagaag
tggaaaatta
agtttctatt
tccegagaag
agccttggaa
cCaaacaaaagq
acagaaggat
aaaattagaa
ttctatteca
cgagaagcca
cttggaattg
acaaaagaac
gaaggatgtg
attagaagat
aagggaactt
gaagttttgt
gaaccaaaaa
aatgaaaatt
ctggaaatag
attaagattt
tcattaacta
acaatgctca
gaatcacacc
agaaaaagte
aatgttgatg
gctcaaagga
gaaaatacat
aaggaagctg
caggagtctc
caattagttc
tttcttgaga
tacaataacc
aactcatgag
ctcacaactc
agtctgtgtc
acagacataa
gattcccatc

aaggactatg
gatgtgtgtt
gaagggtctc
ccaactaaag
ccatctgect
ttgaagaatg
gactatgaag
gtgtgtttac
gagtctcctg
actaaagcct
tctgeccttcg
aagaatgaac
gttgaagaaa
tgtgtaccca
tcaactagcece
caaaaagatc
gtactgaaaa
gttaaatggg
atctcttaca
ccacactgaa
taaaagaaaa
aaagggcatc
cttctaaatt
atcctagact
aagaacctgc
tgagtagtac
aatccaaaag
tggtttcaga
aacacatgta
tagatcagaa
atgcacataa
ggaaaatgceca
atttaaaaaa
agacaagcag
atgctaggag
aacagaatac
aataacagtg
taccctgatg

aagaaagtte
tacccaagge
ctgttaaaga
ccttagaatt
tcgagectge
aacaaacatt
aaagttcttg
ccaaggctac
ataatgatgg
tagaattgat
agcctgccat
aaacattgag
attcttggga
aggctacaca
tatcaaaaat
actgtgaaca
agaaactgtc
aacaagagct
tgaaaattgce
acaccaatac
gaatgctgaa
tcaatatagt
gaaggaaaaa
ggcttctget
tttcecacatt
gatatataac
cctaaaaatt
acatgcacaa
tcaaaacgaa
attatttcaa
gaaagctgac
acatcatctc
ccgtatatat
taagaaactt
gccagtccta
ttattttaga
tgaagaatta
atgcagcaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2307

<211> 650
<212> PRT
<213> Homo sapiens

50

<220>

<221> incierto

<222> (310)

<223> Xaa = cualquier aminodcido

55

<221> incierto
<222> (429)
<223> Xaa = cualquier aminodcido

60

<221> incierto
<222> (522)
<223> Xaa = cualquier aminoéacido

65

19
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<400> 25

Met

Gly

Thr

Lys

Lys

65

Glu

Ala

Glu

Lys

Leu

145

Ser

Cys

Gln

Lys

Thr

225

Pro

Val

Asp

Ser

Cys

305

Lys

Ser

Axg

Gly

Gly

50

Ala

Asp

Lys

Ile

Pro

130

Lys

Lys

Glu

Lys

Asp

210

Lys

Gly

Pro

Glu

Trp
290

Leu

Leu

Pro

Pro

Cys

35

Arg

Ser

Glu

Ile

Asn

115

Ala

Asn

Gln

Thr

Glu

195

Gly

Ala

Lys

Ile
275
Asp

Pro

Glu

ES 2281416 T3

Ala Lys Glu

Arg
20

val

ser

Ala

Glu

Gln

100

Arg

Ile

Glu

Lys

val

180

Ile

Leu

Leu

Pro

Lys

260

Leu

Ser

Lys

Gly

Lys

Ala

Lys

Asn

Tyr

85

Val

Glu

Glu

Gln

165

Ser

Asp

Leu

Glu

Ser

245

Ala

Pro

Glu

Ala

Ser
325

Ile

Arg

Met

Asp

70

Ser

Cys

Val

Met

Thr

150

Tyr

Gln

Lys

Lys

Leu

230

Ala

Leu

Ser

Sex

Xaa

310

Pro

Thr

Ala

val

Ile

55

Gln

Cys

Ile

Glu

Gln

135

Leu

Glu

Lys

Ile

Ala

215

Lys

Phe

Glu

Glu

Leu

295

val

Ser

Trp

Thr

40

Ala

Arg

Asp

Pro

Glu

120

Asn

Arg

Glu

Asp

Asn

200

Thr

Asp

Glu

Leu

Ser

280

Cys

Gln

Lys

Glu Lys

10

Glu Lys

25

Ser

Cys

Phe

Ser

Glu

105

Pro

Ser

Ala

Asn

Val

185

Gly

Cys

Met

Pro

Lys

265

Lys

Glu

Lys

Asp

20

Asn

Pro

Pro

Arg

90

Ser

Pro

val

Asp

Ser

170

Cys

Lys

Gly

Gln

Ala

250

Asn

Gln

Thr

Glu

Gly
33a

Phe Thr Trp Ala Ala Lys

15

Lys Glu Thr Pro Val

Lys

Thr

Ser

75

Ser

Ile

Lys

Pro

Pro

155

Trp

Leu

Leu

Met

Thx

235

Thr

Glu

Lys

val

Ile

315

Leu

Thr

Lys

60

Glu

Leu

TyT

Lys

Asn

140

Met

Asp

Pro

Glu

Lys

220

Phe

Glu

Gln

Asp

Ser

300

Asp

Leu

Lys

45

Glu

Ser

Phe

Gln

Pro

125

Lys

Phe

Ser

Lys

Glu

205

val

Lys

Met

Thr

Tyx

285

Gln

Lys

Lys

30

Val

Ser

Lys

Glu

Lys

110

Ser

Ala

Pro

Glu

Ala

190

Ser

Ser

Ala

Gln

Len

270

Glu

Lys

Ile

Leu

Ser

Gln

Ser

95

val

Phe

Pro

Ser

175

Pro

Ile

Glu

Lys

255

Arg

Glu

Asp

Asn

Asn
335

Lys

Glu

Thr

Glu

80

Ser

Met

Phe

Glu

Glu

160

Leu

His

Asn

Pro

Pro

240

Ser

Ser

Val

Gly

320

Cys
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Gly

Gln

Asn

385

Gln

Thr

Glu

Gly

Ala

465

Lys

Asn

Met

Asp

Pro

545

Glu

Glu

Lys

Ser

625

Lys

<210> 26
<211> 228
<212> PRT

Met

Thr

Ile

370

Glu

Lys

Val

Ile

Phe

42

Leu

Pro

Lys

Phe

Ser

530

Lys

Asp

Arg

Met

Glu

610

Glu

Ile

<213> Homo sapiens

Lys

Phe

355

Glu

Gln

Asp

Ser

Asp

435

Leu

Glu

Ser

Ala

Pro

515

Glu

Ala

Ser

Ala

Glu

595

Ala

Gln

Ile

val

340

Lys

Met

Thr

Tyxr

Gln

420

Lys

Lys

Leu

Ala

Leu

500

Ser

Ser

Thx

Thr

Arg

580

Gln

Lys

Glu

Ser

Ser

Ala

Gln

Leu

Glu

405

Lys

Ile

Ala

Met

Phe

485

Glu

Glu

Leu

Bis

Ser

565

Glu

Met

Glu

Leu

Tyr
645

ES 2281416 T3

Ile Pro Thr

Glu

Lys

Arg

330

Glu

Asp

Asn

Pro

Asp

470

Glu

Leu

Ser

Arg

Gln

550

Leu

Leu

Lys

Ile

Cys

630

Met

Pro

Ser

375

Ala

Ser

val

Gly

Cys

459

Met

Pro

Lys

Lys

Glu

535

Lys

Ser

Gln

Lys

Lys

615

Ser

Lys

Pro

360

val

Asp

Ser

Cys

Lys

440

Arg

Gln

Ala

Asn

Gln

520

Thr

Glu

Lys

Lys

Lys

600

Ser

Val

Ile

Lys

345

Glu

Pro

Glu

Txp

Leu

425

Leu

Met

Thr

Ile

Glu

505

Lys

val

Met

Ile

Asp

585

Phe

Gln

Axg

Ala

21

Ala Leu Glu Leu Met

Lys

Asn

Ile

Asp

410

Pro

Glu

Lys

Phe

Glu

490

Gln

Xaa

Ser

Asp

Leu

570

His

Cys

Leu

Phe

Cys
650

Pro

Lys

Leu

395

Ser

Lys

Glu

Val

Lys

475

Met

Thr

Val

Glin

Lys

555

Asp

Cys

Val

Glu

Leu
635

Ser

Ala

380

Pro

Glu

Ala

Ser

Ser

460

aAla

Gln

Leu

Glu

Lys

540

Ile

Thr

Glu

Leu

Asn

620

Thr

Ala

365

Leu

Ser

Ser

Xaa

Pro

445

Ile

Glu

Lys

Arg

Glu

525

Asp

Ser

Val

Gln

Lys

605

Gln

Leu

350

Phe

Glu

Glu

Lenu

His

430

Asp

Pro

Pro

Ser

Ala

510

Asn

val

Gly

His

590

Lys

Lys

Met

Asp

Glu

Leu

Ser

Cys

415

Gln

Asn

Thr

Pro

val

495

AsSp

Ser

Cys

Lys

Ser

575

Thx

Lys

val

Lys

Met

Pxra

Lys

Lys

400

Glu

Lys

Asp

Lys

Glu

480

Pro

Gln

Trp

vVal

Leu

560

Cys

Gly

Leu

Lys

Met
640
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<400> 26

Met

Gly

Thr

Lys

Lys

65

Glu

Ala

Glu

Lys

Leu

145

Sex

Cys

Gln

Phe

Arg
225

<210> 27
<211> 154
<212> PRT

Ser

Arg

Gly

Gly

50

Ala

Asp

Lys

Ile

Pro

130

Lys

Lys

Glu

Lys

Leu

210

Asp

<213> Homo sapiens

<220>
<221> incierto
<222> (148)

Pro

Pro

Cys

35

Arg

Ser

Glu

Ile

Asn

115

Ala

Gln

Thr

Glu

195

Phe

Ile

Ala

Arg

20

val

Ser

Ala

Glu

Gln

100

Axg

Ile

Glu

Lys

Val

180

Ile

Lys

Leu

<223> Xaa = cualquier aminodacido

Lys

Lys

Ala

Lys

Asn

TyT

85

val

Glu

Glu

Gln

Asp

165

Serx

Asp

Asn

ES 2281416 T3

Glu

Ile

Arg

Met

ASp

70

Ser

Cys

val

Met

Thr

150

Tyr

Gln

Lys

Gln

Thr

Ala

val

Ile

55

Gln

Cys

Ile

Glu

Gln

135

Leu

Glu

Lys

Ile

Leu
215

Ser

Trp

Thr

40

Ala

Arg

Asp

Pro

Glu

120

Asn

Arg

Glu

Asn
200

Thr

Glu

Glu

25

Ser

Cys

Phe

Ser

Glu

105

Pro

Serx

Ala

Asn

Val

185

Gly

Glu

22

Lys

10

Lys

Asn

Pro

Pro

Arg

30

Ser

Pro

Val

Asp

Ser

170

Cys

Lys

Tyxr

Phe

Lys

Lys

Thr

Ser

75

Ser

Ile

Lys

Pro

Pro
155

Trp

Leu

Leu

Phe

Thr

Glu

Thr

Lys

60

Glu

Leu

Tyr

Lys

Asn

140

Met

Asp

Pro

Glu

Ser
220

Thr

Lys

45

Glu

Ser

Phe

Gln

Pro

125

Lys

Phe

Ser

Lys

Gly

205

Lys

Ala

Pro

30

Val

Ser

Lys

Glu

Lys

110

Ser

Ala

Pro

Glu

Ala

190

Lys

Leu

Ala

15

val

Leu

Sex

Gln

Ser

95

Val

‘Ala

Phe

Pro

Ser

175

Thr

Asn

Met

Lys

Lys

Glu

Glu

80

Ser

Met

Phe

Glu

Glu

160

Leu

His

Arg

Arg
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<400> 27

Met Arg

Trp Trp
Len Thr
Pro Txp

50

Bis Leu
65

Arg Val

Glu Asp

Gln Lys

Lys Lys
130

Lys Lys
145

<210> 28

<211> 466

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> incierto
<222> (329)

Leu

Lys

Arg

35

Trp

Glu

Leu

Leu

Lys

115

Lys

Lys

Bis
Lys

20
Leun
Arg
Ser
Gln
Gly
100
Lys

Lys

Xaa

<223> Xaa = cualquier aminodacido

Pro

Ris

Lys

Glu

Ser

Lys

85

Arg

Lys

Lysd

Lys

ES 2281416 T3

Trp

Leu

Ala

His

Asn

70

Lys

Ser

Lys

Lys

Lys
150

Met

Trp

Leu

55

Ser

His

Bis

Lys

Lys

135

Lys

Lys

Arg

Trp

40

Thr

Gln

Leu

Gly

Lys

120

Lys

Lys

Glu

Leu

Lys

Lys

Gln

Arg

Arg

105

Lys

Lys

Lys

23

His

10

Hisg

Lys

Phe

Lys

Asn

Lys

Lys

Lys

Lys

Leu

Pro

Bis

Asn

Lys

75

Leu

Lys

Lys

Lys

Thr

Trp

Leu

val

60

Hig

Axg

Met

Lys

Lys
140

Gln

Trp

Met
45

Trp

Leu

Gly

Thr

Lys

125

Lys

Leu
Lys

30
Arg
Arg
Gly
Gln
Gln
110

Lys

Lys

Lys

15

Glu

Leu

Lys

Lys

Gln

95

Leu

Lys

Lys

Ala

His

His

Leu

80

Lys

Arg

Lys

Lys



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 28

Met

Gly

Thr

Lys

Lys

65

Glu

Glu

Lys

Leun

145

Ser

Cys

Glin

Lys

Thr

225

Pro

vVal

Asp

Ser

Cys

305

Lys

Gly

Ser

Arg

Gly

Gly

50

Ala

Asp

Lys

Ile

Pro

130

Lys

Lys

Glu

Lys

Asp

210

Lys

Gly

Pro

Glu

Trp

290

Leu

Leu

Met

Pro

Pro

Cys

35

Arg

Ser

Glu

Ile

AsSn

115

Ala

Asn

Gln

Thr

Glu

195

Gly

Ala

Lys

Asn

Ile

275

Asp

Pro

Glu

Lys

Arg
20

val

Ser

Ala

Glu

Gln

100

Arg

Ile

Glu

Lys

val

180

Ile

Leu

Leu

Pro

Lys

260

Leu

Thr

Lys

Gly

val
340

Lys

Lys

Ala

Lys

Asn

Tyr

85

Val

Glu

Glu

Gln

Asp

165

Ser

Asp

Leu

Glu

Ser

245

Ala

Pro

Glu

Ala

Ser

325

Ser

ES 2281416 T3

Glu Thr

Ile Ala

Arg Val

Met Ile

Asp Gln
70

Ser Cys

Cys Ile

val Glu

Met Gln
135

Thr Leu
150

Tyr Glu

Gln Lys

Lys Ile

Lys Ala
215

Leu Lys
230

Ala phe

Leu Glu

Ser Glu

Ser Leu

295

Ala His
310

Pro Gly

Ile Pro

Ser

Trp

Thr
40

Ala

Arg

Asp

Pro

Glu

120

Asn

Arg

Glu

Asp

Asn

200

Thr

ASp

Glu

Leu

Sex

280

Cys

Gln

Lys

Thx

Glu Lys

10

Glu Lys

25

Ser Asn

Cys

Phe

Ser

Glu

105

Pro

Ser

Ala

Asn

Val

185

Gly

Cys

Met

Pro

Lys

265

Lys

Glu

Lys

Xaa

Lys
345

24

Pro

Pro

Arg

90

Ser

Pro

val

Asp

Ser

170

Cys

Lys

Gly

Gln

Ala

250

Asn

Gln

Thr

Glu

Gly

330

Ala

Phe Thr TrIp

Lys Glu Thr

Lys Thr Lys

Thx

Ser

75

Ser

Ile

Lys

Pro

Pro

155

Trp

Leu

Leu

Met

Thx

235

Thr

Glu

Lys

val

Ile

315

Leu

Leu

Lys

60

Glu

Leu

Tyr

Lys

Asn

140

Met

Asp

Pro

Glu

Lys

220

Phe

Glu

Gln

Asp

Ser

300

Asp

Leu

Glu

45

Glu

Ser

Phe

Gln

Pro

125

Lys

Phe

Ser

Lys

Glu

205

Val

Lys

Met

Tyr
285
Gln
Lys

Lys

Leu

Ala
Pro
30

Val

Ser

Lys

Glu

Lys

110

Ser

Ala

Pro

Glu

Ala

130

Ser

Ser

Ala

Gln

Leu

270

Glu

Lys

Ile

Ala

Met
350

Ala
15
val

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Val

Ala

Phe

Pro

Ser

175

Thr

Pro

Ile

Glu

Lys

255

Arg

Glu

Asp

Asn

Asn

335

Asp

Lys

Lys

Glu

Thr

Glu

80

Ser

Met

Phe

Glu

Glu

160

Leu

Asn
Pro
Pro
240
Ser
Aia
Asn
Val
Gly
320

Cys

Met
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Gln Thr

Ile
370

Ala

Asn Glu

385

Gln Lys

Thr val

Glu Ile

Phe Lys

450

Ile Leu

465

<210> 29

<211> 445

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29

Lys Glu

Asp Gly

Lys Ala

Glu Lys

50
Pro Asn
65

Glu Ile

Trp Asp

Leu Pro

Glu
130

Leu

Phe
358
Glu
Gln
Asp
Ser
Asp

435

Asn

Ile

Leu

Leu

35

Pro

Lys

Leu

Ser

Lys

11s

Glu

Lys

Met

Thr

Tyr

Gln

420

Lys

His

Asp

Leun

20

Glu

Ser

Ala

Pro

Glu

100

Ala

Ser

Ala

Gln

Leu

Glu

405

Lys

Ile

Leu

Lys

Lys

Leu

Ala

Leu

Ser

85

Ser

Ala

Pro

ES 2281416 T3

Glu Pro Pro

360
Ser Val
375

Lys

Arg Ala Asp

350

Glu Ser Ser

Asp val Cys

Asn Gly Lys

440
Lys Tyx
455

Ile Asn Gly

Ala Asn Cys

Met
40

Met Asp

Glu
55

Phe Pro

Glu
70

Leu Lys

Glu Ser Lys

Leu Cys Glu

HEis Gln Lys

120

Asn
135

Asp Asp

Glu

Pro

Glu

Trp

Leu

425

Leu

Phe

Lys
Gly

25
Gln
Ala
Asn
Gln
Thx
105

Glu

Gly

25

Lys

Asn

Ile

Asp

410

Pro

Glu

Ser

Leu

10

Met

Thr

I1le

Glu

Lys

90

Val

Ile

Phe

Pro

Lys

Leu

395

Ser

Lys

Gly

Lys

Glu

Lys

Phe

Glu

Gln

75

Asp

Ser

Asp

Leu

Ser Ala Phe
365

Ala
380

Leu Glu
Pro Ser Glu
Glu

Ser Leu

Ala His
430

Ala

Asn Arg
445

Lys

Len
460

Met Arg

Gly Ser Pro

Val Ser Ile
30

Lys Ala Glu
45

Met Gln Lys
60

Thr Leu Arg

Tyr Glu Glu

Gln Lys Asp
110

Lys Ile Asn
125

Lys Ala Pro
140

Glu Pro
Leu Lys
Ser Lys

400
Cys Glu
415
Gln Lys

Phe Leu

Lys Asp

Val Lys
15

Pro Thr

Pro Pro

Ser Val

Ala Asp
8¢

Ser Ser
a5
Val Cys

Gly Lys

Cys Arg
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Met

145

Thr

Ile

Glu

Lys

Val

225

Met

Ile

Asp

Phe

Gln
305

Gln

His
385

Lys

Gln

Lys

<210> 30

<211> 578

<212> DNA
<213> Ser humano

Lys

Phe

Glu

Gln

Lys

210

Ser

Asp

Leu

His

Cys

230

Leu

Leu

Asn

Lys

Asp

370

Thr

Lys

Tyx

Glu

val

Lys

Met

Thr

195

val

Gln

Lys

Asp

Cys

275

vVal

Glu

Thr

Glu

Glu

355

Ile

His

Glu

Gln

Lys
435

Ser

Ala

Gln

180

Leu

Glu

Lys

Ile

Thr

260

Glu

Leu

Asn

Leu

Lys

340

Leu

Glu

Glu

Ile

Glu

420

Asn

Ile

Glu

165

Lys

Arg

Glu

Asp

Ser

245

Val

Gln

Lys

Gln

Asn

325

Ile

Glu

Leu

Asn

Ala

405

Lys

ES 2281416 T3

Pro
150
Pro
Ser
Ala
Asn
val

230

Gly

Arg
Lys
Lys
310
Gln
Arg
val
Lys
Glu
390
Met

Glu

Glu

Thr

Pro

val

Asp

Ser

215

Cys

Lys

Ser

Thr

Lys

285

val

Glu

Glu

Lys

Ser

375

Asn

Leu

Asn

Leu

Lys Ala

Glu Lys

Pro Asn

Gln
200

185

Met

Trp Asp

Val

Leu

Cys

Gly

280

Leu

Lys

Glu

Glu

Gln

360

Val

Tyr

Lys

Lys

Gln
440

26

Pro

Glu

Glu

265

Lys

Ser

Trp

Glu

Leu

345

Gln

Glu

Leu

Leu

Tyr

425

Met

Leu Glu
155

Pro Ser
170

Lys Ala

Phe Pro

Ser Glu

Lys Ala

235

Asp Ser
250

Arg Ala

Met Glu

Glu Ala

Glu Gln
315

Lys Arg
330

Gly Arg

Leu Glu

Ser Asn

Leu His

395

Glu Ile
410

Phe Glu

Thr Pro

Leu Met Asp Met

Ala

Leu

Ser

sSer

220

Thr

Arg

Gln

Lys

300

Glu

Arg

Ile

Gln

Leu

380

Glu

Ala

Asp

Arg

Phe

Glu

Glu

205

Leu

His

Ser

Glu

Met

285

Glu

Leu

Asn

Glu

Ala

365

Asn

Asn

Thx

Ile

Ala
445

Glu

Leu

190

Ser

Arg

Gln

Leu

Leu

270

Lys

Ile

Cys

Ala

Glu

350

Leu

Gln

Cys

Leu

Lys
430

Pro

175

Lys

Lys

Glu

Lys

Ser

255

Gln

Lys

Lys

Ser

Asp

335

Gln

Arg

val

Met

Lys

415

Ile

Gln

160

Ala

Asn

Gln

Thr

Glu

240

Lys

Lys

Lys

Ser

Val

320

Ile

His

Ile

Ser

Leu

400

His

Leu
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<400> 30

cttgeccttet
ccatgaagtt
agaatccgac
aagccectga
ctgcaaccac
ttggggatct
aattggtcac
tatccccttt
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

cttaggettt
cttagecagtce
aacagctget
tgctgaaacc
cgctgettet
cccgaatggt
aactattcat
atctctaatc
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

ES 2281416 T3

gaagcatttt
ctggtactct
ccagctgaca
actgetgcetg
accactgctc
agagtgtgtc
gettectgtg
agtttatttt
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

tgtctgtgcet
tgggagtttc
cgtatccage
caaccactge
gtaaagacat
cctgagatgg
attteatcca
ctttcaaata
azaaaaaaaa
aaaaaaaa

<210> 31
<211>90
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Met Lys Phe Leu Ala Val Leu Val Leu Leu
Gln Asn Pro Thr Thr Ala BAla
20 25
Gly Pro Ala Asp Asp Glu Ala
35 40
Ala Ala Thr Thr Ala Thr Thr Ala Ala Pro
50 55
Ala Ser Thr Thr Ala Arg Lys
65 70
Gly Asp Leu Pro Asn Gly Arg Val Cys Pro
85 90

val Ser Ala

Thr Pro

Asp Ile Pro

<210> 32
<211> 3101
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 32

tgttagggee
aattttttgt

cgtgatctge
tgagatggag
gcaagctccg
ctacaggcce
caccatgtta
tcaaagtgct
ttaaatatat
cttcatgtat
gactataata
ttaattttta
ttccgettigg
ttttettttt
gtgtgcaacqg
ttattttttt

tcagectece
atatttttta
cagecttgge
tctgtetctg
cctectgggt
ctgccaccac
gccagggtgg
gggattacag
tttaaagaaa
gtataattat
attgtgctca
acttatatat
ctgaatataa
tttaatgtat
taagttataa
tttttatttg

aagtagctgg
gtagagacgg
ctcccaaagt
tegeccagge
tcatgccatt
acccggctaa
tctctatcett
gcgtgageca
caattagatt
atttgtgttt
ctaatttctg
tgagtattaa
cttcttaage
tgaatttctt
tttgtttcte
ctttatggca

gactacaggt
ggtttecaceg
gtattctett
tggagtgcag
ctectgecte
ttttttgtat
ctgacctegt
ccgcgaccag
tgttitettt
tctattacct
ttcactaata
attgatcagt
ttataacttc
ctgacactca
agatttgaga
agtcggacaa

27

ccctgatctt
catctttctg
tactggtcct
gaccactget
tccagtttta
aatcagcttg
actacttacc
aaaaataact
aaaaaaaaaa

Gly Val Ser Ile
Pro Ala Asp Thr

Asp Ala Glu Thr

45

Thr Thr Ala Thr

60

Val Leu Pro Lys

75

gcctgecacce
tggtctcaat
tttattatta
tggtgcgatc
agecteccega
ttttagtaga
gatccgectg
ccaactattg
ctcattcttt
tttectecttt
ttatcagctt
tttatttgta
ttgttettte
ttectagtaac
tctgecataa
cctgcatgga

caggtcacca
gtctctgeece
gctgatgatg
gctcctacca
cccaaatggg
agtcttetge
ttgectacga
atgagcaaca
aaaaaaaaaa

15

30

acgecccaget
ctectgacct
ttattatttt
tctgctecact
gtagctggga
gacagggttt
ccteagtcetce
ctgtttattt
tacttctact
tactgtattg
agataatact
attatctatc
catgttattt
ttttttecteg
gtttgaggct
tttggcatca

Phe Leu
Tyr Pro
Thr Ala
Thr Ala

Trp Val

60
120
180
240
300
360
420
480
540
578

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
360
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atgtagtcac
ttgtttcttt
cagcatttta
taatgagtat
tatatatata
aaaagacagc
ttaatattag
gtttttctat
tttcatcata
atcttecatt
atattatttg
atgatctgaa
ttcaaatect
tgetgcceat
aatgatgttt
ctaatatgag
gttgatcaaa
aaaatgatga
ttaaaattga
tgtatagaat
atcgattcta
cattatagtt
aactgtgggt
tgcecgggect
ttecacatat
acaaaatgac
atatacacac
atgttatate
tgaagagttt
aaaatggcgt
atggttattt
tttgtgtect
tcaccttata
attgccttct
ttttatttgt
taagttttte

ccatatctaa
attttactta
ggaattctta
tgcattttet
ttctgttgea
tcteetecaa
aaaactcatce
agaagtaact
tacttcctca
taacccagaa
ttggttacat
tttctgectgt
tgggtctggt
ttatttetat
atttgcttgt
tgaaaatgtg
aagtacccaa
gtataataaa
tttacataat
gtgcaacgat
tatgtcagga
aactatggcc
ttgtattcat
caggcatata
gagagaatgc
ctecegettee
atatatacca
gttgctattg
ttttgttgat
tagtattttc
tgatggtatt
ctacattttce
gatcaagtgt
cgatttettt
tggtttttaa
tagatataag

<210> 33

<211> 16

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 33

tgcceetecg gaaget

<210> 34

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 34

cgtttctgaa gggacatctg atc

ES 2281416 T3

gagcagcact
tattecctggt
ggactttctg
caaaaagcac
gatgacagca
tatactatga
ttacattgtg
taatattgge
ttaacattte
gttaattttt
attagtcaat
cataaattca
aattgaaaat
ccctaattag
tgtatactaa
tcagaggctyg
gtttcagtta
taataatgca
attttacata
caagtcaggqg
acatttcaag
tatctacagt
ttaccacecct
ctattctact
atgcaaagtt
atccatgtta
cattgcattt
tgaatagtge
gttccataca
atagagattg
aattttttea
tttcatcaaa
attccctaaa
ttcacttaat
tcaaaaactyg
atcatgacat

tgcttcttag
agattcttat
agaattttag
aaatatcaat
tctcataaca
ggtaacaaaa
cacaaatttc
aaaattactt
cctcaateca
aaaaccttaa
aatttatatt
ataacgtatt
aatcattatce
tcaaacttte
aaccattagt
gggaagaatg
cacaggaggc
ctgtatattt
tttataaage
tatctgtggt
ttatctgttc
gcaactaaac
cttttecatte
gtctgtctet
tttcttteca
tttatattac
gtccaattat
tgcaataaac
aattttaaga
cattgaatct
ttccatgaag
gttttgttgt
tattttattt
tcattattag
tattaaactt
ctaccaaaaa

28

catgatgagt
atttteectt
ctttctgtat
agtgtacaca
aaatcctagt
atttgtagtyg
tgaagtgata
atttgaattt
taaatgcaat
taaaatttga
acttacaatg
ttaggcctaa
ttttgtttte
taataaatgt
ttctataatt
tggatggaga
atgagattga
tgaaattgct
acatgcaata
atccaccact
tagcaaggaa
actagatttt
cctttetcecac
gtaaggatta
tgtctggcett
ccaatagtgt
tcattgacgg
acgcaagtgg
ttgttttgte
gtagattgct
atgagatgtc
atttttgaag
ttgtagctat
tgtatggaaa
agagtttttt
a

tgtttctgga
caactctatt
taaatgtttt
tgaggaaaac
tacttecattt
tgtaattttt
atacttcact
aggttttgge
ctcagtttga
atgtagctag
atcagaaaat
acctttceat
tggccaaaaa
atttaacgtt
taaatgtcac
aagggaaggt
tctagtgcaa
aaaagtagat
tgttgttaca
ttgageattt
atataaaata
attcctttec
ccacacactg
tcattttagc
atttcactta
tcataaatat
aaactggtta
ggatataatt
tatgtttgtg
ttgggtaagt
ttteccatttg
tagatgtatt
tgtagatgaa
tgttatggat
gtggagtttt

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
iga0
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3101

16

23
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<210> 35
<211> 30
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 35

ttgcagccaa gttaggagtg aagagatgca

<210> 36

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 36

aagcctcaga gtccttceag tatg

<210> 37

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 37

ttcaaatata agtgaagaaa aaattagtag atcaa

<210> 38

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 38

aatccattgt atcttagaac cgagggattt gtttaga

<210> 39

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

ES 2281416 T3

29

30

24

35

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 39

aaagcagatg gtggttgagg tt

<210> 40

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 40

cctgagacca aatggcttct tc

<210> 41

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 41

attccatgcec ggctgcttct tetg

<210> 42

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 42

tctggttttc tcattcttta ttcatttatt

<210> 43

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 43

tgccaaggag cggattatct

ES 2281416 T3
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<210> 44
<211> 30
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 44

caaccacgtg acaaacactg gaattacagg

<210> 45

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 45

actggaacgg tgaaggtgac a

<210> 46

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 46

cggccacatt gtgaactttg

<210> 47

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 47

cagtcggttg gagcgageat ccc

<210> 48

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

ES 2281416 T3
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<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 48

tgccatagat gaattgaagg aatg

<210> 49

<211>29

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 49

tgtcatatat taattgcata aacacctca

<210> 50

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 50

tcttaaccaa acggatgaaa ctctgagcaa tg

<210> 51

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 51

atcattgaaa attcaaatat aagtgaag

<210> 52

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 52

gtagttgtgc attgaaataa ttatcattat

ES 2281416 T3
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<210> 53
<211>20
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 53

caattttggt ggagaacccg

<210> 54

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 54

gctgtcggag gtatatggtg

<210> 55

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 55

catttcagag agtaacatgg actacaca

<210> 56

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 56

tctgataaag gcegtacaat g

<210> 57

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

ES 2281416 T3
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<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 57

tcacgacttg ctgtttttgc tc

<210> 58

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 58

atcaaaaaac aagcatggcc tcacaccact

<210> 59

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 59

gcaagtgcca atgatcagag g

<210> 60

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 60

atatagactc aggtatacac act

<210> 61

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 61

tcccatcaga atccaaacaa gaggaagatg

ES 2281416 T3
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<210> 62
<211> 34
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 62

aatccattgt atcttagaac cgagggattt gttt

<210> 63

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 63

ccgcettctga caacactaga gate

<210> 64

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 64

cctataaaga tgttatgtac caaaaatgaa gt

<210> 65

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 65

ccecteccte agggtatgge cc

<210> 66

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

ES 2281416 T3
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<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 66

ccctttctca cccacacact gt

<210> 67

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 67

tgcattctct catatgtgga agcet

<210> 68

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 68

ccgggcectca ggcatatact attctactgt ctg

<210> 69

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 69

gacattccag ttttacccaa atgg

<210> 170

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 70

tgcagaagac tcaagctgat tcc

ES 2281416 T3
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<210> 71

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 71
tctcagggac acactctacc attcggga

<210> 72

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 72

ES 2281416 T3

aaatataagt gaagaaaaaa attagtagat

<210> 173

<211> 503

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 73

teettgatec
tgatggtecct
tattggagaa
aacttcttca
aatgttttet
tatatgacag
ctgcagggta
tgtcttttta
taaattgatg

gacagcggct
atgaagttgc
ggctgeccect
gaatacaaag
gaattgaagg
ctgcaattaa
gctecacagaa
ctctttctta
tttattttaa

<210> 74

<211> 301

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 74

cactgctacg
ccacaagtgt
actacaaatg
agcaatgttg
ggecatcacc
t

caggctectgg
ctaagactga
ccatagatga
aggtgtttat
atcaccatca

<210> 75
<211> 3282

ttgccacceg
catgectggeg
tgtgatttcc
agagttcata
taaccaaacg
cagtctttgt
tggtgagaaa
ctacaaacta
gca

ctgeccectta
atacaaagaa
attgaaggaa
gcaattaata
ctaaggtece

cgactgaaca
gccectcetece
aagacaatca
gacgacaatg
gatgaaactc
gatttatttt
ccaactacgg
caagacaatt

ttggagaatyg
cttcttcaag
tgttttctta
tatgacagca
gagctcgaat

37

ccgacagcag
agcactgcta
atccacaagt
ccactacaaa
tgagcaatgt
aactttctge
attgctgcaa
gttgaaacct

tgatttccaa
agttcataga
accaaacgga
gtctttgtga
tctgcagata

cagcctcacc
cgcaggcetct
gtctaagact
taccatagat
tgaggtgttt
aagacctttg
accacacctt
gctatacatg

gacaatcaat
cgacaatgcc
tgaaactctg
tttatttgge
tccatcacac

60
120
180
240
300
360
420
480
503

60
120
180
240
300
301

28

30



5

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 75

gggacaggge
gtcctgccetg
cctacttcag
ttcgtgtgte
gaggtcggca
aacaaatttc
attgcaagta
cgacagcgcet
gcecgecteg
ttcctecatg
ctgtatgcece
atggacacac
gagttcacct
cagtacacca
tacactagat
acctacgttc
gattcagtce
atgatcgggt
tacctgggga
tacagttcct
gtcagtatta
gccagcattg
gacaagttca
caaaaccceca
gccaatgtat
tgccataggt
acccacatcc
atgaagctcce
tagaaacatc
ttacaaatgt
aagaatggga
tatacatgtt
gagtaacatt
ttggaagtca
ataccacaac
agtgaagaaa
ggattcceea
tttattatta
ggaaatggaa
aggcttgcag
aaagtactgg
gagcaacact
tgctctaatg
ggcttagctt
tgagtggett
aacaatgaga
ccagccagaqg
agtgtgccag
ttaatttctt
accaaggctc
ctttteccecat
acaaaatatt
tatgagccaa
aaccccactt
aatataccat

<210> 76

<211> 463

<212> DNA

<213> Homo sapiens

tgaggatgag
taggcctgaa
cccettggtg
tgagtctctt
gaagtgacaa
tcaggcccaa
tctctagcat
ggatggacca
tggagttect
aagtcactgt
tcagaatcac
agacatgcaa
ggctgagagg
tagagcggta
tggtcttaca
ctteccacttt
ctgcaagaac
cccgcactte
tctgctttag
tacagcagat
ctaatatcat
aaatttccag
agtttgtctt
gtaatgttga
tttactgggc
cttcaacagg
aatggtgcta
aaccattgtt
agtccattce
actcagggct
aggagaccat
ttttactaaa
ttctagtttt
atgcactaac
agaattatcc
aaattagtag
tactggaagg
tacacacatc
gatttttttg
aattgagtce
gttgactcag
ctcececagtgg
atcaggaatg
aagtaaactt
atccegeatg
cacgttacag
atgcacattc
ggtaaaggct
agcttcctgt
taaaagatga
tatacttcte
tctaacggga
tcatatttgt
aagcattgtt
attagctacc

ES 2281416 T3

gagaaccctg
ggacttgccc
tgagcagctt
cactgagagg
gctttcectg
ttttggtgga
ttcagagagt
gcggetggtg
ctaggtgcca
gggaaacagg
gacaactgtt
gttgecagetg
gaacgactct
tttcacctta
gtttgagett
cctggtggtg
ctgcattgga
tcttcccaac
ctttgtgttt
ggcagccaaa
caacagctcc
cgacaacgtt
ccgagaaaag
tcactattcc
atactacatg
acaagataat
caagtgactg
ctaagctgtg
tctttcatct
gtttattcgg
tgggtaacce
tctctgecagt
tgtttctggt
tcaataccaa
ccaatttcca
atcaacaatc
actctgaggce
catecctaaac
taacttgttc
attttctagce
agagtcgcectg
cagatccect
atgcttatta
ggctttgetce
agcaggagcg
aacctatgtt
ctcggccagt
tccagtteag
tctaataaat
tttecccttet
acaattcagt
atgggtggga
gattttttaa
tttatataaa
caccaaaaaa

gggacccaga
taacagagcc
ctcaacatga
atgtgcatce
cctggctttg
gaacccgtac
aacatggact
tttgaaggca
gatacttaca
ctcatcegee
gcatgtaaca
gaaagctggg
gtgcgtggac
gtcaccagat
cggaggaatg
ttgtecctggg
gtgacgaccg
accaactgct
ggggccttge
gataggggga
atctccaget
gactacagtg
atgggcagga
aaactactgt
tatttttgag
gatgtaaatg
aaataatatt
tagaagtcct
taatcaagga
tggcteccty
tcaagtgtca
gcttataaaa
taaaatgaaa
gatgagtttt
ataagtccta
taaacaaate
tttattecee
tatactaaag
tagaagtctt
tgcctttatt
tecattctgte
gtatcattce
gaaaacaaac
agatccctga
tgctggcect
caggttgcgg
ctcagccaac
cctcagttat
gcacggettt
gtaactccet
ttctatgagt
gtgctggtga
aaaaagttta
aacaatgata
aaaaaaaaaa

38

agaccgtgcc
tcaacaacta
actacagect
aggggagtca
agaacctcac
agatagcgcet
acacageccac
acaagagctt
ttgtggagtc
tcttctcecaa
tggatctgtc
gctatgatgg
tggaacacct
cgcagecagga
ttctgtattt
tttcattttg
tgttatcaat
tcatcaagge
tagaatatgc
caacaaagga
ttaaacggaa
acttgacaat
ttgttgatta
ttectttgat
tcaatgttaa
gtattttagg
tgagtctttc
agcattatag
cattceccatg
gtttgcattt
gaagttgttt
tacattgtty
tatgggectta
taaataatga
tcattgaaaa
ccteggttet
cactatgcat
cecttttecc
aatatgggcet
cacatagtga
attgetgceta
aagaggagca
tgcttgacce
tccttecage
gagtactgaa
gtgagctgcc
agtaccaaaa
tttagacaat
acctttcetg
agagccacag
ttgatcacct
aaagagatga
aaaggaaata
aagatgtgaa
aa

ttgececeggaa
cctggtgatt
ccacttggee
gttcaacgtc
agcaggatat
gactctggac
catatacctc
cactctggat
caagaagtecc
tggcacggtc
taaatacccc
aaatgatgtg
gcggettget
gacaggaaat
cattttggaa
gatectctcte
gaccacactg
catcgatgtg
agttgctcac
agtagaagaa
gatcagcttt
gaaaaccagc
tttcacaatt
ttttatgceta
atttettgea
ccaagtgtge
tgctcaaaga
gatcttgtaa
gagcccaaga
acctcatata
ctaaagtaac
cctatttagg
tgtcaattca
atattattta
ttcaaatata
aagatacaat
atcttatcat
atgcatggat
gttgccatga
tggggtacta
ctctaacact
ttcatccctt
aggaacaagt
tgagtctgctce
ctttctgagt
ctctecaaat
gtgatttttg
ctcgeecatct
tcagaaataa
gttctcatte
gattttttta
aatgtggttg
tctgttctga
ctgtgaaata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
13820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3282
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<400> 76
tagaattcag cggccegcetta attctagaag tccaaatecac tcattgtttg tgaaagctga 60
gctcacagca aaacaagcca ccatgaagct gtcggtgtgt ctcetgetgg tcacgetgge 120
cctetgetge taccaggcca atgecgagtt ctgoccaget cttgtttctg agctgttaga 180
cttettcttc attagtgaac ctctgttcaa gttaagtctt gccaaatttg atgcccectcec 240
ggaagctgtt gcagccaagt taggagtgaa gagatgcacg gatcagatgt cccttcagaa 300
acgaagcctc attgcggaag tcctggtgaa aatattgaag aaatgtagtg tgtgacatgt 360
aaaaactttc atcctggttt ccactgtctt tcaatgacac cctgatctte actgcagaat 420
gtaaaggttt caacgtcttg ctttaataaa tcacttgctc tac 463
<210> 177
<211>90
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 77
Met Lys Leu Ser Val Cys Leu Leu Leu Val Thr Leu Ala Leu Cys Cys
1 5 10 15
Tyr Gln Ala Asn Ala Glu Phe Cys Pro Ala Leu Val Ser Glu Leu Leu
20 25 30
Asp Phe Phe Phe Ile Ser Glu Pro Leu Phe Lys Leu Ser Leu Ala Lys
35 40 45
Phe Asp Ala Pro Pro Glu Ala Val Ala Ala Lys Leu Gly Val Lys Arg
50 55 60
Cys Thr Asp Gln Met Ser Leu Gln Lys Arg Ser Leu Ile Ala Glu Val
65 70 75 80
Leu Val Lys Ile Leu Lys Lys Cys Sex Val
85 90
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