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DESCRIPCION

Anticuerpos BAG3 para su uso en investigacion, diagnéstico y tratamiento de enfermedades relacionadas con la
muerte celular

Campo de la invencion

La presente invencion proporciona secuencias del nucleétido y la proteina BAG3 para su uso en investigacion,
diagnosis y terapia de enfermedades relacionadas con la muerte celular, y para la modulacion de la supervivencia
y/o muerte celular.

Mas particularmente la invencion se refiere al uso de construcciones basadas en oligonucleétidos no codificantes
especificos y anticuerpos monoclonales y policlonales especificos de péptidos en leucemias, otras neoplasias y
enfermedades relacionadas con la muerte celular.

Antecedentes

La muerte celular por apoptosis es el responsable principal del control de los procesos de homeostasis, de
diferenciacion e inmunitarios en tejidos. Las alteraciones en el programa de apoptosis estan involucradas en dafios
cronicos y agudos de tejidos (isquemia cardiaca, renal, cerebral o de otros tejidos, trastornos degenerativos cronicos
tales como la enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica y otras, etc.), caracterizadas por una apoptosis
excesiva, y enfermedades neoplasicas, autoinmunitarias y de otro tipo que suponen una apoptosis insuficiente.
Ademas, puesto que los compuestos anti-neoplasicos actuan principalmente induciendo la apoptosis en células
cancerigenas, las moléculas involucradas en la respuesta apoptética determinan la sensibilidad o resistencia de la
célula neoplasica al tratamiento. Los componentes y/o reguladores bioquimicos de las vias apoptoticas pueden ser
dianas para tratamientos de modulacién, algunos de los cuales se han mostrado eficaces en modelos preclinicos y
ahora se encuentran en ensayos clinicos en humanos. Ademas, las moléculas involucradas en la apoptosis pueden
representar herramientas diagnosticas en un grupo de enfermedades y reactivos para el trabajo de laboratorio (1).

BAG3 es un miembro de la familia de proteinas BAG, involucrada en la actividad co-chaperona para el plegamiento
intracelular de proteinas (2). Aunque BAG3 presenta homologia con los otros miembros de la familia BAG en
algunas partes, como el dominio BAG, otras partes de sus secuencias de nucledtidos y proteinas son uUnicas (2-4).
Hemos utilizado estas porciones Unicas, especificas de BAG3, para la invencién descrita en el presente documento.

A continuaciéon se presentan las secuencias de nucledtidos y péptidos de BAGS3; las partes subrayadas
corresponden a partes que se consideran particularmente relevantes para la presente invencion.

Secuencia de nucledtidos de BAG3 (SEQ ID NO: 1):
Referencia: NCBI PubMed, XM 055575

atanogen 3 asociado a BCL2 de Homo sapiens (BAG3), ARNm
gi|16156810|ref[ XM — 055575.1]|[16156810]

1 dgcggagctcc geatccaace ccaggecgeg gecaactttt tiggactgaa ccagaagtit

61  ctagceagec agttgetace teectttate tectecttce cetetageag cgaggagact

121  atttccagac acttccacce ctetetggee acatcaccee cgcctttaat tcataaaqat

181 gcccagegcce ggcetteccag acacgtcage gagcggagagg ggcccacgge ggecggeceaq

241 ccagagactc ggcgecegga gecagegece cgeaccedeq ccccagedgg cagaccecaa
301 cccagcatqa ccac ccactcgecc atgatgcagg t t caa ac

361 cgcegaccctt tgccccecegg atgggagate aagatcgacce cgcagaccgg ctggeccttc
421 ttcgtggacc acaacagcceg caccactacg tggaacgacce cgegegtace ctetgagaace

481 cccaagaaga ctecatectc tgccaatgae cetteceqaa aqgactetag actaeegect
541 ctagggaaq gecaccct acccccag ctccgaccag getacattee cattect

601 ctccatgaa agaa ccggca cacccttice atgtctatee ccagect

661 atgcagcgat tccqaactga ggcggcagea geggctectc agagatceca gtcacctetq

721 caggacatgc cagaaaccac tcagccagat aaacaqgtgtq gacagagtage ageggeqgeg
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781 gcagcccagce ceccagecte ccacggacct gageagtece agtctccage tacctetgac
841 tqgctcatcct catectecte gqgecagcectq cottecte caggagcag cctggaca

901 caccagctcc catctccatt ¢ atac acgagcagaa cgtta

961 ccagcagcecc agecctectt ccaccaagee cagaagacge actacccage gcagcagaad
5 1021 gagtaccaga cccaccagcec tatataccac aagatcea atgactg gga

1081 ccccetqe cat ttcaggtca tctgtcca catcga aggac

1141 tcaccagcca ggagcagceac gecactecac teceectege ceatecatgt gcaca

10 1200 gtcgacaqaqgc ctcagcagece catgacceat caagaaacta cacctgm' ¢ ccagcectgaa
1261 aacaaaccaq aaagtaagcc aggccca accaqgaac tccctectqqg acacatccea

1321 attcaagtga tccqcaaaga gatagattet aaacctattt cccagaagee cecacctece
15 1381 tctgagaagg tagaggtgaa agttcccect getecagttc cttgtectec t cect
1441 ggccettetg ctgteeccte ttcccccaag agtatageta cagaagagag ggeageccee
1501 agcactgccce ctgcagaage tacacctcca aaaccaggag aagccgagge tececcaaaa
1561 catccaggag tgctgaaagt ggaagecate ctggagaagg tgcagggget ggageaggcet
1621 gtagacaact ttgaaggcaa gaagactgac aaaaagtacc tgatgatcga agagtatitg
1681 accaaagagc tgctggeect ggattcagtg gaccccgagg gacgagecga tgtgegtcag
1741 gccaggagag acggtgtcag gaaggttcag accatcttgg aaaaacttga acagaaagcec
1801 attgatgtcc caggtcaagt ccagatctat gaactccage ccagcaacct tgaagcagat
30 1861 cagccactqc aggcaatcat ggagatgaat gecatggcag cagacaagag caagaaaaat
1921 gctqgaaatq cagaagatcc ccacacagaa acccagcadge cagaagecac agcageadeqg
1981 acttcaaacc ccagcagcat gacagacacc cctggtaacc cagcagcace cctet
35 2041 ccctgtaaaa atcagactcg gaaccgatat gtactttaqq gaatittaag ttgcatacat
2101 ttcagagact ttaagtcagt tagtttttat tagctgcttq gtatgcagta acttgaatag
2161 aggcaaaaca ctaataaaag ggctaaaaag gaaaatgatg ctittcttct atattcttac
40 9991 tctgtacaaa taaagaagtt gcttgttgtt tcagaagttt aa cttattctac

2281 agccctatet acttgggeac ccccaccacc tattagetat gattatgcac tatcttttat
2341 agctctggac taga ta gat aqt caattaccca tcacataaat atqgaaacatt

2401 tatcagaaat gttgccattt taatqaqatg attticttca fctcataatt aaaata@g
2461 actttagaga gagtaaaatg tgccaggage cataggaata tetgtatgtt gqatgacttt

50 2521 aatgctacat ttt

Secuencia de aminoacidos de BAG3 (SEQ ID NO: 2):
Referencia: NCBI PubMed, XM 055575

atanogen 3 asociado a BCL2 de Homo sapiens (BAG3), ARNm
gi|16156810]|ref|XM - 055575.1|[16156810]

5
MSAATHSPMMQVASGNGDRDPLPPGWEIKIDPQTGWPFFVDHNSRTTTWNDP
RVPSEGPKETPSSANGPSREGSRLPPAREGHPVYPQLRPGYIPIPVLHEGAENR
QVHPFHVYPQPGMQRFRTEAAAAAPQRSQSPLRGMPETTQPDKQCGQVAAAA

60 A AQPPASHGPERSQSPAASDCSSSSSSASLPSSGRSSLGSHQLPRGYISIPVIHE
QNVTR
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PAAQPSFHQAQKTHYPAQQGEYQTHQPVYHKIQGDDWEPRPLRAASPFRSSVQ

GASSREGSPARSSTPLHSPSPIRVHTVVDRPQQPMTHRETAPVSQPENKPESKP
GPVGPELPPGHIPIQVIRKEVDSKPVSQKPPPPSEKVEVKVPPAPVPCPPPSPGPS

AVPSSPKSVATEERAAPSTAPAEATPPKPGEAEAPPKHPGVLKVEAILEKVQGLEQ
AVDNFEGKKTDKKYLMIEEYLTKELLALDSVDPEGRADVRQARRDGVRKVQTILEK
LEQKAIDVPGQVQVYELQPSNLEADQPLQAIMEMGAVAADKGKKNAGNAEDPHT
ETQQPEATAAATSNPSSMT

DTPGNPAAP

Se sabe que la proteina BAG3 se expresa en algunas lineas celulares, tal como HelLa y A2058, y en cuanto a lo que
se refiere a células humanas primarias normales, en células de musculo esquelético, cardiacas, de ovario y otros
tipos de células normales (2-5). La expresién de BAG3 también se ha detectado en células tumorales de pancreas
humano (6).

No se ha informado de la expresién de BAG3 en otros tipos de células primarias normales o neoplasicas antes de
los resultados presentados por primera vez en el presente documento.

Algunos hallazgos describen que la transfeccion de células de la linea celular humana HelLa (5) o de la linea celular
murina 32D (7) con construcciones que hiperexpresan BAG3 pueden incrementar modestamente la apoptosis celular
inducida por microinyecciéon de Bax o a través de Fas (5), o por privacién de IL-3 (7), respectivamente.

En los documentos WO 00/14106 y WO 95/25125 se han descrito anticuerpos genéricos para BAG3, y sin embargo
no se ha caracterizado ningun sitio inmundégeno especifico para ellos. Las referencias 4-6 describen anticuerpos
policlonales especificos para la region carboxi-terminal de la proteina BAG3 que comienza especificamente en el
aminoacido 306. Liao describe un anticuerpo policlonal de conejo anti-BAG3 dirigido contra los 196 aminoacidos de
la porcion C-terminal de BAG3. Lee describe un anticuerpo policlonal contra la regiéon de aminoacidos que abarca la
porcién 306-575. Dong describe un anticuerpo policlonal contra las dos regiones de aminoacidos 2 y 8.

El resumen de patente de la publicacion japonesa 10327872 describe usos de BAG3 para el diagndstico, la profilaxis
y el tratamiento de patologias relacionadas con la apoptosis, pero sin embargo no se ha caracterizado ningun sitio
inmundgeno o ningun anticuerpo especifico, y ademas no se han realizado pruebas, en particular en humanos.

Antes de los resultados presentados por primera vez en el presente documento, no se habia probado que la
expresion de BAG3 influyese en la apoptosis de células primarias humanas, ya sean normales, neoplasicas o
afectadas por otros tipos de patologias. Ademas, nunca se habia informado de la modulacién en defecto de BAG3
por reactivos tales como oligonucleétidos, que se pueden usar en células primarias, y sus efectos sobre la apoptosis
celular.

Resumen de lainvencién

La presente invencion se refiere a la proteina BAG3 (SEQ ID NO: 2) y a la secuencia de nucleétidos correspondiente
(SEQ ID NO: 1) y a partes de ellas (indicadas por el subrayado dentro de las secuencias largas anteriormente
mencionadas).

Una primera forma de realizacién de la presente invencion se refiere a un anticuerpo AC-1 secretado por el clon
madre de hibridoma n° PD02009 depositado el 17/12/2002 en el Centro Biotecnologie Avanzate, Génova,
caracterizado porque es un anticuerpo especifico para al menos una secuencia peptidica de una proteina BAG-3
humana seleccionada del grupo constituido por: SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un clon madre de hibridoma n° PD02009 depositado el
17/12/2002 en el Centro Biotecnologie Avanzate de Génova para la produccion del anticuerpo segun la
reivindicacion 1.

El objeto de la presente invencion se ha conseguido mediante un procedimiento de preparacion del anticuerpo AC-1
secretado por el clon madre de hibridoma n°® PD02009, con una construccion de Péptidos antigénicos multiples
(MAP) que comprende los siguientes péptidos BAG-3:

MAP-BAG3-1: NH2-DRDPLPPGWEIKIDPQ-MAP que contiene la SEQ ID NO 15

MAP-BAG3-2: NH2-SSPKSVATEERAAPS-MAP que contiene la SEQ ID NO 16
MAP-BAG3-3: NH2-DKGKKNAGNAEDPHT-MAP que contiene la SEQ ID NO 17
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MAP-BAG3-4: NH2-NPSSMTDTPGNPAAP-MAP que contiene la SEQ ID NO 18.

Una forma de realizacion adicional de la presente invencion se refiere a una composicion que comprende el
anticuerpo AC-1 secretado por el clon madre de hibridoma n° PD02009.

Una forma de realizacion méas de la presente invencion se refiere a un agente diagndstico que comprende el
anticuerpo AC-1 secretado por el clon madre de hibridoma n°® PD02009, para la deteccion de la expresion de BAG-3
en células primarias.

Una forma de realizacién adicional de la presente invencion se refiere a un kit para la identificacion de la expresion
de BAG-3 en células primarias que comprende el anticuerpo AC-1 secretado por el clon madre de hibridoma n°
PD02009.

Los reactivos y composiciones para los usos descritos en la presente invencion incluyen adicionalmente vectores,
incluyendo vectores de expresion, virus, etc., que contienen secuencias especificas de BAG3; células manipuladas
genéticamente para contener dichas secuencias y células manipuladas genéticamente para expresar dichas
secuencias. Los reactivos incluyen adicionalmente el complemento de cualquiera de las secuencias de nucleétidos
mencionadas anteriormente.

Las composiciones para los usos descritos en la presente invencién ademas pueden comprender un vehiculo
aceptable, tal como un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones diagndsticas, pronosticas y terapéuticas para el uso relacionado con BAG3 relacionadas con la
presente invencién también son valiosas actualmente para aplicaciones veterinarias. Los receptores deseados para
dichas aplicaciones son particularmente animales domésticos y caballos de pura raza, ademas de seres humanos.

Los usos basados en BAG3 descritos en la presente invencion también se refieren a reactivos y/o procedimientos
y/o kits para trabajo de laboratorio o de investigacion.

Otros objetos de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de la invencion.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la expresion del ARNm de BAG3 (panel A) y de la proteina (panel B) en células primarias de
pacientes con leucemia.

La Figura 2 muestra la capacidad de modulacion en defecto de BAG3 por parte de oligodesoxinucleétidos no
codificantes contra BAG3 en células primarias de pacientes con leucemia.

La Figura 3 muestra la estimulacién de la liberacién del citocromo ¢ mitocondrial por parte de oligodesoxinucleétidos
no codificantes contra BAG3 en células primarias de pacientes con leucemia.

La Figura 4 muestra la estimulacién de la actividad caspasa por parte de oligodesoxinucleétidos no codificantes
contra BAG3 en células primarias de pacientes con leucemia.

La Figura 5 muestra el incremento en la uniéon de anexina V por parte de oligodesoxinucleétidos no codificantes
contra BAG3 en células primarias de pacientes con leucemia.

La Figura 6 muestra la estimulacion de la apoptosis celular de la B-CLL primaria (leucemia linfocitica crénica de
linfocitos B) por parte de oligodesoxinucleétidos no codificantes contra BAG3.

La Figura 7 muestra la estimulacion de la apoptosis celular de la ALL primaria (leucemia linfoblastica aguda) por
parte de oligodesoxinucleétidos no codificantes contra BAG3.

La Figura 8 muestra la capacidad de modulacion en defecto de BAG3 por parte de oligodesoxinucleétidos no
codificantes contra BAG3 en células U937 humanas.

La Figura 9 muestra la estimulacion de la apoptosis inducida por estrés en células de la linea U937 de leucemia
mieloide humana por parte de oligodesoxinucleétidos no codificantes contra BAG3.

La Figura 10 muestra la estimulacién de la apoptosis inducida por estrés en linfocitos (panel A) o monocitos (panel
B) primarios de sangre periférica normal humana por parte de oligodesoxinucleétidos no codificantes contra BAG3.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2359 396 T3

La Figura 11 muestra la expresion de la proteina BAG3 y su modulaciéon por parte de oligodesoxinucleétidos no
codificantes, como se detecta en transferencia de Western (A) o en inmunofluorescencia intracelular (B).

La Figura 12 muestra el efecto de los oligonucledtidos no codificantes especificos de BAG3 o AraC sobre la
apoptosis celular de la ALL.

La Tabla 1 describe el efecto de oligodesoxinucledtidos no codificantes contra BAG3 sobre la apoptosis en células
de la linea SAOS de osteosarcoma humano.

La Tabla 2 describe el efecto protector de la hiperexpresiéon de BAG3 sobre la apoptosis inducida por estrés en la
linea celular humana 293.

La Tabla 3 describe el efecto de la hiperexpresion de BAG3 sobre el crecimiento de células neoplasicas (de
osteosarcoma) humanas xenoinjertadas en ratones sin pelo.

La Tabla 4 muestra los resultados de las pruebas de ELISA llevadas a cabo para verificar la union de los
sobrenadantes del clon madre de hibridoma a construcciones de MAP-BAG3.

La Figura 13 muestra la unién de los anticuerpos policlonales AC-BAG3-2 y AC-BAG3-1 a lisados procedentes de
células Hela o células de leucemia primaria (A) y de los sobrenadantes de los clones madre de hibridoma (AC-1,
AC-2, AC-3, AC-4) a lisados celulares procedentes de células HelLa (B), segun se detecta mediante transferencia de
Western.

Descripcion detallada de la invencién

Los fragmentos de polinucleétidos y de aminoacidos que se consideran particularmente relevantes para la presente
invencion y que estan comprendidos en las SEQ ID NO: 1 y 2 estan indicados a continuacion. Dichas secuencias
son relevantes debido a que son especificas de BAG3 y no son compartidas con ninguna otra secuencia conocida
de otros genes o proteinas BAG:

SEQ ID NO: 3

gcggagcetce geatccaace cecgggecgeg gecaactttt ttggactgga ccagaagttt ctagecggec
agttgctacc tccctitatc tcctecttcc cctctggecag cgaggaggcet atttccagac - acttccacee
ctctctggee acgtcaccee cgectitaat tcataaaggt geccggegee ggettceccgg acacgtegge
ggcggagagg ggcccacgge ggeggeccgg ccagagacic  ggegeccgga  gecagegece
cgcacccgcg ccccageggg cagaccccaa cccagcatga  gegeegecac  ccactcgece
atgatgcagg tggegtecgg caacggtgac

SEQ ID NO: 4: MSAATHSPMMQVASGNGDRDPLPPGWEIKIDPQTG
SEQID NO: 5

gtgcc cictgagggc cccaaggaga ctccatcctc tgecaatgge ccttcceggg  agggctetag
getgeegect getagggaag gecacccetgt gtacccccag ctccgaccag gctacattce cattectgtg
ctccatgaag gcgctgagaa ccggcaggtg caccctttcc atgtetatec ccagectggg atgcagegat
tccgaactga ggeggcagca  geggetcctc  agaggtccca  gtcacctetg  cggggeatge
cagaaaccac fcagccagat aaacagtgtg gacaggtggc agecggeggcg gcageccagc
ccccagecte ccacggacct gagcggtece agtctccage tgectetgac tgcetcatcet catectecte
ggccagcectg ccitccteeg gcaggageag cetgggeagt caccagetce cgegggggta catctecatt
ccggtgatac acgagcagaa cgttacccgg ccagcagccc agcccticctt  ccaccaagcc
cagaagacgc actacccagc gcagcagggg gagtaccaga cccaccagec tgtgtaccac
aagatccagg gggatgactg ggagcceegg cecctgeggg cggeatecee gttcaggtea tetgtccagg
gtgcatcgag ccgggagggce tcaccageca ggageagceac gecactecac tcceectege ceatecgtgt
gcacaccgtg gtcgacagge ctcagcagec catgacccat cgagaaactg cacctgtttc ocagoctgéa
aacaaaccag aaagtaagcc aggcccagtt ggaccagaac tcectectgg acacatccca attcaagtga
6
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tccgcaaaga ggtggattct aaacctgttt cccagaagec cecacctece tctgagaagg tagaggtgaa
agttcccect  getccagttc  cttgtectce  teccagecet ggeccttctg ctgtccecte  tteccecaag
agfigtggcta cagaagagag ggcagccccc agcactgece ctgcagaage tacacctcca
aaaccaggag aagccgaggc tccceccaaaa catccaggag

SEQID NO: 6

10 NDPRVPSEGPKETPSSANGPSREGSRLPPAREGHPVYPQLRPGYIPIPVLHEGA

ENRQVHPFHVYPQPGMQRFRTEAAAAAPQRSQSPLRGMPETTQPDKQCGQVA.
AAAAAQPPASHGPERSQSPAASDCSSSSSSASLPSSGRSSLGSHQLPRGYISIP

15 VIHEQNVTRPAAQPSFHQAQKTHYPAQQGEYQTHQPVYHKIQGDDWEPRPLRA

ASPFRSSVQGASSREGSPARSSTPLHSPSPIRVHTVVDRPQQPMTHRETAPVS
QPENKPESKPGPVGPELPPGHIPIQVIRKEVDSKPVSQKPPPPSEKVEVKVPPAP

20 VPCPPPSPGPSAVPSSPKSVATEERAAPSTAPAEATPPKPGEAEAPPKHPGVLK
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SEQID NO: 7
attgatgtcc caggtcaagt ccaggtctat gaactccage ccagcaacct tgaagcagat cagccactge
aggcaatcat ggagatgggt gccgtggcag cagacaaggg caagaaaaat gctggaaatg
cagaagatcc ccacacagaa acccagcagc cagaagccac agcagcageg acttcaaacc
ccagcagcat gacagacacc cctggtaacc cagcagcacce gtagectctg ccctgtaaaa atcagacteg
gaaccgatgt gtgctttagg gaattitaag ttgcatgcat ttcagagact ttaagtcagt tggtitttat
tagctgcettg gtatgcagta acttggatgg aggcaaaaca ctaataaaag ggctaaaaag gaaaatgatg
cttttcttct atattcttac tctgtacaaa taaagaagtt gettgtigtt tcagaagttt aaccecgttg ctigttctge
agcccigtct acttgggcac ccccaccacc tgttagctgt ggttgtgcac tgtettttgt agctctggac
tggaggogta gatggggagt caattaccca tcacataaat atgaaacatt tatcagaaat gttgccattt
taatgagatg attttcttca tctcataatt aaaatacctg actttagaga gagtaaaatg tgccaggage
cataggaata tctgtatgtt ggatgacttt aatgctacat ttt
SEQID NO: 8
ELQPSNLEADQPLQAIMEMGAVAADKGKKNAGNAEDPHTETQQPEATAAATSN
PSSMTDTPGNPAAP

Los experimentos realizados en nuestros laboratorios indican que, por primera vez, oligonucleétidos no codificantes
especificos son capaces de modular, en células primarias humanas y en lineas celulares humanas, los niveles de
proteina BAG3; estos oligonucledtidos no codificantes modulan también la supervivencia y/o muerte, ya sea
espontanea o en respuesta al tratamiento, de células primarias humanas y lineas celulares humanas. Los
experimentos con células primarias, que son la diana de aplicaciones diagnésticas y terapéuticas, son
particularmente relevantes, y los resultados no se podian predecir de los datos obtenidos con lineas celulares,
puesto que las lineas celulares estables y las células primarias tienen una sensibilidad diferente a moduladores de la
supervivencia y/o muerte celular (14-18); ademas, el efecto de la modulacién en defecto de la proteina BAG3 sobre
la supervivencia y/o muerte celular, ya sea en lineas celulares o en células primarias, no habia sido presentado
anteriormente, ni se podia haber predicho de los datos relativos a la hiperexpresion de BAG3, ya que se han
presentado varios ejemplos, en los que la sobreexpresion de una proteina (es decir, las proteinas de la familia Bcl-2)
puede proteger a las células de agresiones pro-apoptoéticas, pero su modulacién en defecto no estimula la apoptosis
(19-21); en ultimo lugar, la modulacion en defecto de BAG3 se ha obtenido con oligonucledtidos no codificantes
especificos, que se pueden utilizar para investigacion, diagnosis y/o terapia, y su eficacia no era predecible antes del
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trabajo experimental, puesto que no todos los oligonucleétidos no codificantes contra un ARNm especifico presentan
actividades comparables cuando se introducen en una célula, y ademas algunas moléculas no codificantes pueden
ejercer efectos impredecibles no deseados, tales como citotoxicidad (22-23).

La modulacion de BAG3 es capaz de influir en el desarrollo de un tumor humano in vivo; estos resultados son
necesarios para aplicaciones in vivo, son un requerimiento absoluto para proporcionar la actividad biolégica de un
gen y/o una proteina y los efectos de su modulacién en organismos pluricelulares, y no se pueden extrapolar en este
aspecto a los resultados in vitro (1).

Basandose en el efecto de la modulacién de la apoptosis de los oligonucleétidos no codificantes segun la invencion,
se ha disefiado un panel de anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos contra construcciones peptidicas
(MAP-BAG3-péptido) para: mapear diferentes epitopos y/o dominios de BAG3; relacionarlos con la actividad
funcional de BAG3 (es decir, modulacion de la supervivencia celular); relacionarlos con la interaccion bioquimica
especifica con pares moleculares y/o formacion de complejos; dirigirlos para neutralizar (anticuerpos antagonistas) o
desencadenar (anticuerpos agonistas) la actividad funcional de BAGS3.

Identificacién de la expresiéon de BAG3 en células de leucemia humana primarias y eficacia de los oligonucleétidos
no codificantes especificos en la modulacion de los niveles de BAG3 y en la supervivencia y/o muerte celular

Analizamos por PCR la expresién del ARNm de BAG3 en células primarias procedentes de pacientes con B-CLL. El
ARNm de BAG3 era detectable en dichas células, y sus niveles parecian estar incrementados por el tratamiento con
un compuesto quimioterapéutico, el fosfato de fludarabina (Figura 1, panel A).

- Para explorar los niveles de proteina BAG3, primero usamos un anticuerpo policlonal segun las ensefianzas de la
solicitud de patente WO 95/25125. Dicho anticuerpo parece unirse con una baja avidez a la proteina BAG3
procedente de células leucémicas primarias y, por tanto, debia ser usado en condiciones de alta resolucién (alta
concentracion de anticuerpo, periodos de incubacién prolongados, etc.). Por tanto decidimos producir nuevos
anticuerpos policlonales usando una aproximacién diferente, es decir, usando un Péptido antigénico multiple (MAP)
preparado en una sola sintesis mediante el procedimiento en fase sdlida descrito en la referencia 24-26. Dicha
aproximacion permite aumentar la inmunogenicidad de los péptidos antigénicos y obtener anticuerpos
particularmente eficientes (24-26). Esto es de gran importancia para detectar proteinas expresadas en bajas
cantidades, como ocurre habitualmente para muchas proteinas importantes en condiciones fisioldgicas o patologicas
en células primarias. El tipo de MAP usado en el presente documento, asi como para la posterior produccién de
hibridomas (véase a continuacion) era un MAP de ocho ramas constituido por una matriz central compuesta de tres
niveles lisina y ocho aminoacidos terminales para el anclaje de los antigenos peptidicos. En este caso, usamos el
péptido NPSSMTDTPGNPAAP (SEQ ID NO: 18), correspondiente a los ultimos 15 aminoacidos de la region carboxil ]
terminal de la proteina BAG3. Para obtener anticuerpos policlonales, se inmunizaron dos conejos con 4 inéculos (un
inoculo cada dos semanas) de MAP-BAG3-4 (400 microgramos para cada inéculo); finalmente el suero se probd
frente a MAP-BAG3-4 en una prueba de ELISA y se verific6 que era positivo. Nosotros denominamos a los dos
anticuerpos policlonales, obtenidos a partir de los dos conejos, AC-BAG3-1 y AC-BAG3-2: ambos reconocian la
region carboxi-terminal de la proteina BAG3 y eran eficaces en la deteccion de la proteina BAG3, ya sea en
transferencia de Western o en inmunofluorescencia, en células primarias, como se muestra en las FIGS. 1, 2, 11, 13.

- Con estos anticuerpos especificos de BAG3 analizamos por inmunofluorescencia la expresion de la proteina
BAG3, que era detectable en células primarias procedentes de pacientes con B-CLL y cuyos niveles parecian haber
aumentado por el tratamiento con fludarabina (Figura 1, panel B). En una investigacion exhaustiva de 18
especimenes diferentes con B-CLL, 13 presentaban niveles detectables de proteina BAG3, y en 11 de éstos, los
niveles de BAG3 estaban regulados por incremento por el tratamiento con fludarabina.

Estos hallazgos por primera vez demuestran que la expresion de BAG3 se puede detectar en células leucémicas
primarias y se puede modular mediante terapia. Dichos resultados describen un uso diagnéstico y/o prondstico, no
mostrado anteriormente, de reactivos que detectan BAG3 en leucemias.

Para ser capaces de modular la expresion de BAG3, construimos los siguientes oligonucleétidos no codificantes
basados en BAGS:

oligonucleétido no codificante 1: TGCATCATGG GCGAGTGGGT GGCGG, (SEQ ID NO: 9)
oligonucleétido no codificante 22GCTCATGCTG GGTTGGGGTC TG, (SEQ ID NO: 10)
oligonucledtido no codificante 3:ATTAAAGGCG GGGGTGACGT GG, (SEQID NO: 11)

y control sin sentido:

sin sentido 1: TTATATTCTATTATATTTATGAACTCC, (SEQ ID NO: 12)

sin sentido 2: CCTCGTAACCACCG ACCTCAAT, (SEQ ID NO: 13)
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sin sentido 3: GCTTATGGAG GATTGAGGTT GG. (SEQ ID NO: 14)

Se pueden construir otros oligonucledtidos, funcionalmente analogos a los mencionados anteriormente, en
particular, los oligonucleétidos se pueden construir basandose en las secuencias indicadas como SEQ ID NO: 3, 5,
7.

Dentro del alcance de la presente invencion estan las secuencias de nucledtidos y péptidos que presentan
equivalencia funcional con las secuencias identificadas en la descripcion o que tienen una homologia de al menos el
75%, preferentemente una homologia de al menos el 80%, mas preferentemente una homologia de al menos el
90%, mas preferentemente una homologia de al menos el 95%, incluso mas preferentemente una homologia de al
menos el 98% con al menos una de las secuencias mencionadas en esta descripcion.

La administracion de oligonucleétidos no codificantes, pero no de oligonucleétidos sin sentido, en células leucémicas
primarias humanas ex vivo dio como resultado una modulacién en defecto de los niveles de proteina BAG3. En la
Figura 2 se muestran resultados representativos; se obtuvieron resultados analogos en experimentos con tres
especimenes diferentes con B-CLL. Estos hallazgos describen el uso, no mostrado con anterioridad, de
oligonucledtidos no codificantes de BAG3 para modificar los niveles de la proteina BAG3 en células primarias (en
este caso neoplasicas, y especificamente leucémicas).

A continuacion analizamos si los oligonucleétidos no codificantes, mediante la modulacién en defecto de los niveles
de la proteina BAG3, podrian afectar a la apoptosis celular. Células primarias procedentes de pacientes leucémicos
se incubaron con o sin oligonucleétidos no codificantes o control y/o fludarabina, y se analizaron diferentes
acontecimientos de la apoptosis: liberacion del citocromo ¢ mitocondrial (8), activacion de la caspasa 3 (9), union de
la anexina V (10) y aparicion de elementos hipodiploides (11). Un analisis exhaustivo de 15 muestras de B-CLL
indicaba que la administracion de oligonucledtidos no codificantes, pero no de oligonucledtidos sin sentido, a las
células dio como resultado la estimulacion de la liberacion del citocromo ¢ mitocondrial (Figura 3), la actividad
caspasa (Figura 4), la unién de anexina V (Figura 5) y la aparicion de elementos hipodiploides (Figura 6). La
estimulacion de la apoptosis se vio incluso mas amplificada por la adicion de fludarabina (Figura 6). Ademas, en 4 de
los 4 especimenes con ALL analizados, el efecto pro-apoptético de los oligonucledtidos no codificantes solos fue
particularmente remarcable, puesto que el porcentaje de elementos hipodiploides alcanzé >60% de las células
(similar al valor obtenido con el compuesto quimioterapéutico AraC) (Figura 7).

Por tanto, hemos demostrado por primera vez que la modulacion en defecto de los niveles de proteina BAG3
mediante la administracion de oligonucledtidos no codificantes de BAG3 a diferentes tipos de células humanas de
leucemia primaria pueden estimular la apoptosis. El efecto pro-apoptético es remarcable cuando los oligonucledtidos
no codificantes se administran solos y puede ser sinérgico con el de diferentes compuestos terapéuticos.

Estos hallazgos describen el posible uso, no mostrado con anterioridad, de los reactivos que modulan BAG3, tales
como los oligonucledtidos no codificantes, para modular la supervivencia y/o muerte en células primarias humanas,
en este caso neoplasicas, y especificamente leucémicas. También indican el posible uso de dichos reactivos en
sinergia con otros farmacos.

Se obtuvieron resultados adicionales usando células humanas de diferentes tipos: células de osteosarcoma de la
linea SAQOS, en las que detectamos un efecto pro-apoptotico remarcable de los oligonucleétidos no codificantes
solos (Tabla 1); y células mieloides de la linea U937, en las que el oligonucleétido no codificante de BAG3 podria
aumentar la apoptosis inducida por estrés (Figura 9). Particularmente, el aumento de la apoptosis inducida por
estrés en células U937 nos sugeria verificar si los reactivos basados en BAG3 podrian interferir también con los
efectos del estrés en células primarias humanas. Por tanto, administramos los oligonucledtidos no codificantes o
control a linfocitos o monocitos humanos ex vivo de sangre periférica normal, tratados con los inductores de estrés
maleato de dietilo (DEM) y 2-metoximetilestradiol (2-ME). Los oligonucleétidos no codificantes, pero no los
oligonucledtidos control, aumentaron enormemente la apoptosis celular en estas células (Figura 10). Estos hallazgos
por primera vez demuestran que los efectos del estrés sobre células primarias humanas (en este caso, células
normales, y especificamente linfocitos y monocitos de sangre periférica) se pueden modular mediante reactivos
basados en BAGS3.

Investigamos si se podria obtener la proteccion frente a la muerte celular con reactivos basados en BAG3. Por tanto,
transfectamos células de la linea 293 con una construccion que hiperexpresa BAG3 y verificamos el efecto sobre la
apoptosis inducida por estrés. La transfeccion con la construccion BAG3 dio como resultado la proteccion frente a la
apoptosis inducida por estrés (Tabla 2).

Los resultados descritos anteriormente indican por primera vez que: 1) BAG3 se expresa en células leucémicas
primarias humanas; 2) los niveles de proteina BAG3, y la muerte espontanea o inducida por terapia de células

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2359 396 T3

primarias humanas se puede modular usando oligonucleétidos no codificantes especificos.

Cabe destacar que ésta es la primera observacion publicada de que oligonucleétidos no codificantes de BAG3
especificos son capaces de aumentar la apoptosis de células primarias humanas. Previamente se ha demostrado
que la sobreexpresion de BAG3 en lineas celulares transfectadas podria protegerlas parcialmente de la apoptosis
inducida a través de Fas o la privacién del factor de crecimiento (5, 7). Nuestra invencion no se podia predecir a
partir de dicha observacién previa, por tres razones: 1) las lineas celulares estables y las células primarias tienen
una sensibilidad diferente a moduladores de la supervivencia y/o muerte celular (14-18); 2) se han publicado varios
ejemplos, en los que la sobreexpresion de una proteina (es decir, proteinas de la familia Bcl-2) puede proteger a las
células de las agresiones pro-apoptoéticas, pero su modulacién en defecto no estimula la apoptosis (19-21); 3) no
todos los oligonucledétidos no codificantes contra un ARNm especifico presentan actividades comparables cuando se
introducen en una célula; ademas, algunas moléculas no codificantes pueden ejercer efectos impredecibles no
deseados, tales como citotoxicidad (22-23). Por tanto, las propiedades de las secuencias de oligonucleétidos no
codificantes especificas usadas por nosotros no se podian haber predicho antes de nuestro trabajo experimental.

Esta es la primera observacion publicada de expresion de BAG3 en células leucémicas primarias humanas. Esto no
se podia predecir de resultados previos descritos en lineas celulares estables y células primarias distintas de células
leucémicas. De hecho: a) las lineas celulares ya no estan sometidas a las influencias ambientales de un organismo
pluricelular, y ademas, y aun mas importante, se seleccionan para su supervivencia en cultivo: por tanto,
normalmente difieren en la expresion génica y/o en los niveles de proteinas particulares con respecto a células
primarias, incluso cuando pertenecen al mismo tipo; b) tipos celulares diferentes, ya sean lineas celulares o células
primarias, difieren en la expresion génica y/o en los niveles de proteinas particulares (14-19).

Por ultimo, puesto que hemos demostrado que la modulacion de los niveles de proteina BAG3 puede modular la
supervivencia y/o muerte celular en células primarias, también los polinucleétidos y los polipéptidos codificados
correspondientes indicados por las SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 15, 16, 17, 18 y las construcciones que los
comprenden (construcciones que hiperexpresan, ya sea en plasmidos u otros vectores; ADN desnudo; etc.) que
modulan positivamente dichos niveles son relevantes en esta actividad funcional. Particularmente, hemos
demostrado que el efecto funcional es especifico de BAG3 y no es compartido con otras proteinas BAG, y por tanto
las SEQ ID NO 3, 5y 7 se identifican como particularmente relevantes para el efecto funcional (es decir, modulacion
de la supervivencia y/o muerte celular).

Demostraciéon de gue la modulacion de BAG3 puede influir en el desarrollo tumoral in vivo

Se ha informado de que la hiperexpresion de BAG3 suprime la apoptosis en lineas celulares in vitro, puesto que la
sobreexpresion de BAG3 en lineas celulares transfectadas podria protegerlas parcialmente de la apoptosis inducida
a través de Fas o la privacion del factor de crecimiento (5, 7). Estos resultados no permitian predecir el efecto de la
hiperexpresion de BAG3 sobre el desarrollo tumoral in vivo. De hecho, los tumores in vivo estan sometidos a las
influencias ambientales de un organismo pluricelular, y moléculas que tienen una actividad especifica in vitro pueden
no presentar sus efectos o presentar actividades in vivo diferentes: por tanto, los efectos in vivo no se pueden
extrapolar de los resultados obtenidos in vitro y es necesario un trabajo experimental in vivo especifico (1).
Transfectamos células de la linea celular SAOS de osteosarcoma humano con un vector plasmidico que
sobreexpresa BAG3 y obtuvimos un cultivo en masa de células transfectadas de manera estable. Las células de tipo
silvestre, las células transfectadas y un control, un cultivo transfectado con un vector vacio, se inyectaron en tres
lugares diferentes (espalda, y costados derecho e izquierdo) en ratones sin pelo. Las células control y las células de
tipo silvestre no dieron lugar a ningun tumor, mientras que las células que hiperexpresan BAG3 desarrollaron
tumores detectables, lo que demuestra que la modulacion de BAG3 puede influir en el desarrollo de un tumor in vivo
(Tabla 3).

Diseno y construccion de un panel de anticuerpos policlonales y monoclonales

Se generaron anticuerpos contra construcciones peptidicas (MEP-BAG3-péptidos) para reconocer y/o hacer
funcionar los siguientes epitopos y/o dominios definidos de BAG3:

SEQ ID NO 15: DRDPLPPGWEIKIDPQ;

SEQ ID NO 16: SSPKSVATEERAAPS;

SEQ ID NO 17: DKGKKNAGNAEDPHT;

SEQ ID NO 18: NPSSMTDTPGNPAAP

de importancia funcional en células primarias humanas y otros tipos celulares de origenes diferentes.

Todos los oligonucleétidos no codificantes descritos anteriormente fueron capaces de modular en defecto los niveles
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de proteina BAG3. Esto es importante para la posterior modulacion de la muerte celular, presentada por primera vez
en el presente documento.

La actividad funcional de BAG3 en la modulaciéon de la supervivencia y/o muerte celular puede depender de las
interacciones bioquimicas de epitopos y/o dominios especificos de BAG3 indicados por las SEQ ID NO 16, 16, 17,
18 con pares moleculares involucrados en la via de supervivencia/muerte (2). De hecho, se han detectado una
variedad de dichos pares para proteinas BAG en general, y BAG3 en particular (2-5); dichas interacciones
potencialmente pueden involucrar diferentes partes de la molécula, tales como, ademas del dominio BAG, el dominio
WW, la parte rica en SER, la parte rica en PRO, etc. (descrito en 2-5). En vista de la actividad funcional de BAG3 en
la modulaciéon de la supervivencia celular, es importante poder mapear diferentes epitopos y/o dominios de BAG3:
esto puede permitir: 1) relacionar dichos epitopos con la actividad funcional de BAG3; 2) identificar el sitio(s) de
interacciones con pares conocidos, asi como nuevos sitios de interacciones con pares aun por describir; 3) interferir
con la formacién de complejos con pares moleculares; 4) bloquear o mimetizar la interaccion con estos pares, dando
lugar a la modulacioén de la actividad funcional de BAG3.

Para producir herramientas eficaces capaces de abordar los problemas anteriormente mencionados, decidimos
obtener anticuerpos contra péptidos especificos que representan porciones espacialmente distintas de la proteina
BAGS3. Dichos anticuerpos son deseables para: mapear epitopos y/o dominios diferentes de BAG3; relacionarlos con
la actividad funcional de BAG3 (es decir, la modulacion de la supervivencia celular); relacionarlos a interacciones
bioquimicas especificas con pares moleculares y/o la formacién de complejos; dirigirlos para neutralizar (anticuerpos
antagonistas) o desencadenar (anticuerpos agonistas) la actividad funcional de BAG3.

Nosotros hemos identificado los siguientes péptidos espacialmente distintos derivados de BAG3:

(SEQ ID NO 15): DRDPLPPGWEIKIDPQ;

(SEQ ID NO 16): SSPKSVATEERAAPS;

(SEQ ID NO 17): DKGKKNAGNAEDPHT;

(SEQ ID NO 18): NPSSMTDTPGNPAAP. Dicho péptido correspondia a uno que habiamos usado para generar
anticuerpos policlonales (véase anteriormente). Su uso aqui esta dirigido a obtener anticuerpos contra la parte
carboxi-terminal de BAG3 (de hecho, hasta ahora sélo ha habido anticuerpos policlonales contra dicha parte: véase
referencias 4-6). Por otra parte, su uso es ademas del uso de los otros tres péptidos, y no alternativamente al mismo
(SEQ ID NO. 15,16y 17).

Nosotros usamos estos péptidos para obtener anticuerpos separados contra cada uno de los cuatro péptidos.

Los cuatro péptidos son especificos de la proteina BAG3 y no se encuentran en ninguna otra proteina, incluyendo
otras proteinas BAG.

Para inmunizar a los animales, decidimos usar MAPs (péptidos antigénicos multiples) (24-26). Como se ha descrito
en la seccion previa, la construcciéon de MAPs permite aumentar significativamente la inmunogenicidad de los
péptidos antigénicos y obtener anticuerpos particularmente eficientes. Esto es importante para detectar proteinas
expresadas en bajas cantidades, como ocurre habitualmente con muchas proteinas relevantes en condiciones
fisiolégicas o patolégicas en células primarias. Siguiendo esta aproximaciéon, obtuvimos las siguientes
construcciones de MAP unicas:

- MAP-BAG3-1: NH2-DRDPLPPGWEIKIDPQ-MAP que contiene (SEQ ID NO 15)
- MAP-BAG3-2: NH2-SSPKSVATEERAAPS-MAP que contiene (SEQ ID NO 16)

- MAP-BAG3-3: NH2-DKGKKNAGNAEDPHT-MAP que contiene (SEQ ID NO 17)
-MAP-BAG3-4: NH2-NPSSMTDTPGNPAAP-MAP que contiene (SEQ ID NO 18).

La produccion de los anticuerpos policlonales ha sido descrita anteriormente. En este aspecto, para la produccion de
anticuerpos, las construcciones de MAP se deben considerar Unicas y diferentes de los péptidos simples solos,
puesto que su capacidad para provocar respuestas inmundgenas en el animal es diferente de la de los péptidos
usados en solitario (24-26).

Los anticuerpos monoclonales (aun no presentados en la bibliografia) eran muy demandados, en general debido a la
alta especificidad y homogeneidad de dichos reactivos, pero también en particular en vista de nuestros resultados
que demuestran las propiedades moduladoras de la apoptosis de la proteina BAG3 en células primarias. De hecho,
las proteinas BAG, incluyendo BAGS3, interaccionan con diversos pares moleculares (2-5, 7), y son necesarios
anticuerpos monoclonales para mapear los epitopos de las proteinas involucradas en la interacciéon con pares
especificos, dando asi lugar a efectos sobre la supervivencia y/o muerte celular. Por otra parte, los anticuerpos
monoclonales pueden presentar propiedades agonistas o antagonistas con respecto a las funciones biolégicas de
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una proteina, y esto es importante para la potencial aplicacion en la modulaciéon de la actividad de BAG3 en la
supervivencia y/o muerte celular.

Para obtener los anticuerpos, seguimos procedimientos habituales, ya realizados en nuestro laboratorio (12).
Especificamente:

- nueve ratones hembra Balb/c de cuatro semanas se inmunizaron con 4 indculos (un inéculo cada 2 semanas) de
los 4 MAP-BAG3 juntos (200 ug cada uno, es decir, 800 ug de proteina total/raton/indculo). A continuacion se
extrajeron los bazos y se fusionaron con células de mieloma (NSO) para obtener clones madre de anticuerpos
monoclonales. Estos se probaron frente a cada uno de los cuatro MAP-BAG3 en pruebas de ELISA (véase Tabla 4).

Nosotros produjimos:

- nueve clones madre de anticuerpo murino (AC-1, AC-2, AC-3, AC-4, AC-5, AC-6, AC-7, AC-8, AC-9) obtenidos de
ratones inmunizados con los cuatro MAP-BAG3 juntos. Los nueve clones madre estan siendo subclonados
actualmente para obtener hibridomas contra cada una de las cuatro construcciones de MAP-BAG3. Las pruebas de
ELISA de los anticuerpos producidos por los nueve clones madre se presentan en la Tabla 4. De manera importante,
las pruebas de ELISA demuestran que los clones madre contienen hibridomas capaces de reconocer cada uno de
los cuatro MAP-BAG3 usados. Por tanto, los nueve clones madre ya contienen varios hibridomas especificos, cada
uno de los cuales puede reconocer uno de los cuatro epitopos representados en los MAPs vy, por tanto, se pueden
usar para mapear un epitopo de BAG3 e interferir con sus interacciones y actividades funcionales; los hibridomas
monoespecificos estan siendo separados actualmente mediante procedimientos de subclonacion.

-La deteccion, mediante analisis de transferencia de Western, de proteina BAG3 en lisados procedentes de la linea
celular HelLa y células de leucemia primarias se muestra en la FIG. 13. Especificamente:

- los anticuerpos procedentes de los nueve clones madre reconocian las cuatro construcciones MAP-BAG3 en la
prueba de ELISA (Tabla 4);

- cuatro de ellos ya han sido probados, con resultados positivos en transferencia de Western con lisados de HelLa
(FIG. 13, panel B).

En conclusion, los nueve clones madre de anticuerpo murino (AC-1, AC-2, AC-3, AC-4, AC-5, AC-6, AC-7, AC-8,
AC-9) contienen hibridomas especificos para cada una de las cuatro construcciones MAP-BAG3, y son capaces de
identificar partes espacialmente distintas de la molécula BAG3, en particular el clon madre AC-1 era el n° PD02009
depositado el 17/12/2002 en el Centro Biotecnologie Avanzate de Génova. Por tanto se pueden usar para: mapear
diferentes epitopos y/o dominios de BAG3; relacionarlos con la actividad funcional de BAG3 (es decir, modulacion de
la supervivencia celular); relacionarlos a una interaccién bioquimica especifica con pares moleculares y/o la
formacion de complejos; dirigirlos para neutralizar (anticuerpos antagonistas) o desencadenar (anticuerpos
agonistas) la actividad funcional de BAG3.

Las caracteristicas originales de estos resultados son:

- el efecto de modulacién en defecto de oligonucleétidos no codificantes constituye la razén de ser original, no
predecible con anterioridad, que da lugar a la necesidad de mapear y hacer funcionar los epitopos de BAG3 que
median en los mecanismos de modulacion de la apoptosis. Esto constituia la premisa para la produccion de un panel
de anticuerpos generados contra regiones diferentes de la proteina BAG3;

- se ha obtenido un panel de nueve clones madre que producen anticuerpos (AC-1; AC-2; AC-3; AC-4; AC-5; AC-6;
AC-7; AC-8; AC-9) y se pueden usar para: mapear diferentes epitopos y/o dominios de BAG3; relacionarlos con la
actividad funcional de BAG3 (es decir, modulacién de la supervivencia celular); relacionarlos a una interaccion
bioquimica especifica con pares moleculares y/o la formacion de complejos; dirigirlos para neutralizar (anticuerpos
antagonistas) o desencadenar (anticuerpos agonistas) la actividad funcional de BAG3;

- se han obtenido dos anticuerpos policlonales (AC-BAG3-1 y AC-BAG3-2), capaces de revelar la presencia de la
proteina BAG3 en leucemias primarias humanas y la expresion modulada de la proteina BAG3 mediante
oligodesoxinucledétidos no codificantes especificos.

La proteina BAG3, el polinucleotido correspondiente, las partes correspondientes de ellos y los oligonucleétidos no
codificantes correspondientes se pueden usar para investigacion, diagnosis y terapia, por ejemplo en leucemias,
otras neoplasias y enfermedades involucradas en la muerte celular, y para la modulacién de la supervivencia y/o
muerte celular. Los reactivos basados en BAG3 incluyen de una manera no limitante oligonucleétidos, cebadores,
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sondas, (poli)péptidos o proteinas, anticuerpos policlonales o monoclonales, etc., y cualquier otro reactivo capaz de
detectar o modular la expresion de BAG3.

Los hallazgos ilustrados en la presente invencion y obtenidos con los reactivos basados en BAG3 descritos se
podrian obtener con reactivos modificados que tuvieran actividades equivalentes. Estos Ultimos, por tanto, se
consideran equivalentes a los ilustrados en la presente invencion.

Particularmente, en lo que se refiere a la proteina o sus partes, o los polipéptidos, se consideran equivalentes:

- (poli)péptidos o proteinas de origen natural, que son (poli)péptidos o proteinas producidas por células que no han
sido manipuladas genéticamente y especificamente se contemplan diversos (poli)péptidos o proteinas generados a
partir de modificaciones post-traduccionales del (poli)péptido o la proteina incluyendo, pero no limitado a, acetilacion,
carboxilacion, glicosilacion, fosforilacion, lipidacion y acilacién;

- derivados, que son (poli)péptidos o proteinas quimicamente modificados por técnicas tales como ubiquitinacién,
marcaje (por ejemplo, con radionuclidos, fluorocromos o diversas enzimas), PEGegilacion (derivacion con
polietilenglicol) e insercién o sustitucion por sintesis quimica de aminoacidos tales como ornitina, que normalmente
no aparecen en proteinas humanas;

- variantes recombinantes, que son (poli)péptidos o proteinas que difieren de los (poli)péptidos o proteinas de origen
natural por inserciones, eliminaciones, y sustituciones de aminoacidos, creadas usando técnicas de ADN
recombinante. Las directrices en la determinaciéon de que restos aminoacidos se pueden sustituir, afiadir o eliminar
sin abolir las actividades de interés, tales como el trafico celular, se pueden encontrar comparando la secuencia del
polipéptido particular con la de los péptidos homdélogos y minimizando el nimero de cambios introducidos en la
secuencia de aminoacidos en regiones de alta homologia.

Preferentemente, las sustituciones de aminoacidos son el resultado de reemplazar un aminoacido con otro
aminoacido que tiene unas propiedades estructurales y/o quimicas similares, es decir, reemplazos de aminoacidos
conservativos. Las sustituciones de aminoacidos se pueden realizar en base a la similitud de la polaridad, carga,
solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o naturaleza anfipatica de los restos involucrados. Por ejemplo, los
aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen la alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano, y
metionina; los aminoacidos polares incluyen la glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, y glutamina;
los aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen la arginina, lisina, e histidina; y los aminoacidos cargados
negativamente (acidos) incluyen el acido aspartico y el acido glutamico. Las variaciones permitidas se pueden
determinar experimentalmente introduciendo de manera sistematica inserciones, eliminaciones, o sustituciones de
aminoacidos en una molécula polipeptidica usando técnicas de ADN recombinante y sometiendo a ensayo para su
actividad a las variantes recombinantes resultantes.

Alternativamente, cuando se desea la alteracion de la funcién, se pueden introducir inserciones, eliminaciones o
alteraciones no conservativas por ingenieria genética para producir (poli)péptidos o proteinas alteradas. Dichas
alteraciones pueden, por ejemplo, alterar una o mas funciones biolégicas o caracteristicas bioquimicas. Por ejemplo,
dichas alteraciones pueden cambiar las caracteristicas del (poli)péptido o la proteina tales como las afinidades de
union al ligando, las afinidades intercatenarias, o la tasa de degradacion/renovacion. Ademas, dichas alteraciones se
pueden seleccionar para asi generar (poli)péptidos o proteinas que estén mejor adaptados para la expresion, el
escalado y similares en las células hospedadoras seleccionas para su expresion. Por ejemplo, los restos de cisteina
se pueden eliminar o sustituir con otros restos de aminoacidos con el fin de eliminar los puentes disulfuro.

Sustancialmente equivalente pueden ser secuencias de nucleétidos o aminoacidos, por ejemplo, una secuencia
mutante, que varia con respecto a una secuencia de referencia por una o mas sustituciones, eliminaciones, o
adiciones, cuyo efecto neto no da como resultado una disimilitud funcional adversa entre las secuencias de
referencia y objeto. Normalmente, dicha secuencia sustancialmente equivalente varia de la secuencia de referencia
en no mas de un 20% aproximadamente, es decir, el numero de sustituciones, adiciones, y/o eliminaciones de restos
individuales en una secuencia sustancialmente equivalente, comparada con la secuencia de referencia
correspondiente, dividido por el numero total de restos en la secuencia sustancialmente equivalente es de 0,2
aproximadamente o inferior. Se dice que dicha secuencia tiene una identidad de secuencia del 80% con la
secuencia listada. En una forma de realizacién, una secuencia mutante sustancialmente equivalente de la invencién
varia con respecto a una secuencia listada en no mas del 10% (identidad de secuencia del 90%); en una variacién
de esta forma de realizacion, en no mas del 5% (identidad de secuencia del 95%); y en una variacion adicional de
esta forma de realizacién, en no mas del 2% (identidad de secuencia del 98%). Comparada con la identidad de los
aminoacidos, la secuencia(s) de nucledtidos sustancialmente equivalente de la invencién puede tener un porcentaje
inferior de identidades de secuencia, teniendo en cuenta, por ejemplo, la redundancia o degeneracion del codigo
genético. Para los propdsitos de la presente invencion, las secuencias que tienen una actividad bioldgica
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sustancialmente equivalente y unas caracteristicas de expresion sustancialmente equivalentes se consideran
sustancialmente equivalentes. Con el fin de determinar la equivalencia, se debe descartar el truncamiento de la
secuencia madura (por ejemplo, mediante una mutacién, que crea un codén de detencion falso).

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican dichas secuencias sustancialmente equivalentes, secuencias con
el porcentaje de identidad mencionado, se pueden aislar e identificar de manera rutinaria mediante procedimientos
de hibridacion habituales muy conocidos por aquellos expertos en la materia.

Cuando se desee, se puede disefiar un vector de expresion para que contenga una secuencia sefial o lider que
dirigira el polipéptido a través de la membrana de una célula. Dicha secuencia puede estar presente de manera
natural o se puede suministrar a partir de fuentes de proteinas heterélogas mediante técnicas de ADN recombinante.

Las variantes recombinantes que codifican estos mismos (poli)péptidos o proteinas, o (poli)péptidos o proteinas
similares, se pueden sintetizar o seleccionar usando la redundancia del cédigo genético. Se pueden introducir
diversas sustituciones en los codones, tales como cambios silenciosos, que producen diversos sitios de restriccion,
para optimizar la clonacién en un plasmido o vector virico 0 su expresién en un sistema procariota o eucariota
particular. Las mutaciones en la secuencia de polinucleétidos se pueden reflejar en el polipéptido o en los dominios
de otros péptidos anadidos al polipéptido para modificar las propiedades de cualquier parte del polipéptido, para
cambiar caracteristicas tales como las afinidades de unién al ligando, las afinidades intercatenarias, o la tasa de
degradacién/renovacion.

Partes de la secuencia de nucleétidos o aminoacidos relacionada con BAG3 pueden estar fusionadas a moléculas
transportadoras tales como inmunoglobulinas, por muchos motivos, incluyendo el incremento de la valencia de los
sitios de unién de la proteina.

Los reactivos basados en especies homologas de BAG3 se consideran equivalentes con respecto a los usos
ilustrados en la presente invencion.

Las secuencias que entran dentro del alcance de la presente invencién no estan limitadas a secuencias especificas
descritas en el presente documento, sino que también incluyen sus variaciones alélicas. La presente invencion se
ilustrara mediante los siguientes ejemplos, figuras y tablas, que no se consideran una limitacion del alcance de la
invencion.

Descripcion detallada de las figuras y las tablas
Figura 1 - Expresion del ARNm de BAG3 y la proteina en células primarias de pacientes con leucemia.

Se aislaron células leucémicas procedentes de la sangre periférica de pacientes con B-CLL por centrifugacion a
través de Ficoll-Hypaque (13) y se cultivaron durante 24 horas en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10% (10% FCS-RPMI), con o sin fosfato de fludarabina. Panel A: se extrajo el ARNm celular y se verifico la
expresion de BAG3 mediante PCR (la expresién de GAPDH se muestra con fines comparativos); panel B: las células
se permeabilizaron y se analizaron por inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo policlonal AC-BAG3-1. A= Ig
de conejo control; b= células incubadas con medio de control y analizadas con anticuerpos dirigidos contra BAG3; c=
células incubadas con fludarabina y analizadas con anticuerpos dirigidos contra BAG3.

Figura 2 - Modulacién en defecto de los niveles de proteina BAG3 por oligodesoxinucleétidos no codificantes
dirigidos contra BAG3.

Se aislaron células leucémicas procedentes de la sangre periférica de pacientes con B-CLL por centrifugacion a
través de Ficoll-Hypaque y se cultivaron durante 20 horas sin oligodesoxinucledtidos (b) o con
oligodesoxinucledtidos no codificantes de BAG3 (b+a) u oligodesoxinucleétidos de fosforotioato sin sentido control (5
UM) descritos en el texto. A continuacion las células se permeabilizaron y se analizaron por inmunofluorescencia
indirecta con el anticuerpo policlonal AC-BAG3-1. a= Ig de conejo control.

Figura 3 - Efecto de oligodesoxinucleétidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre la liberacién del citocromo c
mitocondrial en B-CLLs.

Se aislaron células leucémicas procedentes de la sangre periférica de pacientes con B-CLL por centrifugacion a
través de Ficoll-Hypaque y se cultivaron durante los tiempos indicados con o sin oligodesoxinucleétidos de
fosforotioato no codificantes de BAG3 o sin sentido control (5 uM) descritos en el texto. A continuacién se obtuvieron
extractos celulares y se analizé la liberacion del citocromo ¢ mitocondrial segun la referencia 8.
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Figura 4 - Efecto de oligodesoxinucleotidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre la actividad caspasa 3 en B-
CLLs.

Se aislaron células leucémicas procedentes de la sangre periférica de pacientes con B-CLL por centrifugacion a
través de Ficoll-Hypaque y se cultivaron durante los tiempos indicados con o sin oligodesoxinucleétidos de
fosforotioato no codificantes de BAG3 o sin sentido control (5 uM) descritos en el texto. A continuacion se obtuvieron
extractos celulares y se analizé la actividad de la caspasa 3 segun la referencia 9.

Figura 5 - Efecto de oligodesoxinucleotidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre la union de la anexina V en
B-CLLs.

Se aislaron células leucémicas procedentes de la sangre periférica de pacientes con B-CLL por centrifugacion a
través de Ficoll-Hypaque y se cultivaron durante el tiempo indicado de 40 h con o sin oligodesoxinucleétidos de
fosforotioato no codificantes de BAG3 o sin sentido control (5 uM) descritos en el texto. A continuacion se analizo la
vitalidad celular mediante la incorporacion de yoduro de propidio en células no permeabilizadas, mientras que al
mismo tiempo se analizaba por inmunofluorescencia la unién de anexina V segun la referencia 10. A: porcentajes de
células vivas, células apoptoéticas y células muertas en las regiones del citograma; B: Pl frente a la tincion de la
anexina V.

Figura 6 - Efecto de oligonucleétidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre la apoptosis en 15 especimenes
con B-CLL.

Se aislaron células leucémicas procedentes de la sangre periférica de pacientes con B-CLL por centrifugacion a
través de Ficoll-Hypaque y se cultivaron durante 5 dias con o sin fosfato de fludarabina (2 pg/ml) y/o los
oligodesoxinucledtidos de fosforotioato no codificantes de BAG3 o sin sentido control (5 uM) descritos en el texto. A
continuaciéon se analizé la apoptosis de las células mediante permeabilizacion celular y tinciéon con PI segun la
referencia 11.

Figura 7 - Efecto de oligodesoxinucleotidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre la apoptosis celular de ALL.

Se aislaron células leucémicas procedentes de la sangre periférica de pacientes con ALL por centrifugacion a través
de Ficoll-Hypaque y se cultivaron durante 4 dias (panel A) o los tiempos indicados (panel B) con o sin arabinésido de
citosina (AraC, 1 yM) y/o los oligodesoxinucleotidos de fosforotioato no codificantes de BAG3 o sin sentido control (5
uM) descritos en el texto. A continuacion se analiz6 la apoptosis de las células mediante permeabilizacion celular y
tincion con Pl segun la referencia 11.

Tabla 1 - Efecto de oligodesoxinucleétidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre la apoptosis en células de la
linea SAOS de osteosarcoma humano

Oligo Incubacion
Medio Control  Etopdésido  Topotecan
(5 uM) (40 ng/ml)

17,74* 38,32 36,84
no codificante BAG3 52,38 73,40 68,62
sin sentido control 25,84 45,40 41,60

*% de apoptosis

Se incubaron células de la linea SAOS durante 72 horas en 10% FCS-RPMI con o sin compuestos
quimioterapeuticos (etopdsido o topotecan) y/o los oligodesoxinucleétidos de fosforotioato no codificantes de BAG3
o sin sentido control (5 M) descritos en el texto. A continuacién se analizé la apoptosis de las células mediante
permeabilizacion celular y tincién con Pl segun la referencia 11.

Figura 8 - Efecto de oligodesoxinucledtidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre los niveles de la proteina
BAG3 en células de la linea de leucemia mieloide humana U937.

Se cultivaron células U937 durante 24 horas en 10% FCS-RPMI con o sin los oligodesoxinucleotidos de fosforotioato
no codificantes de BAG3 o sin sentido control (5 uM) descritos en el texto. A continuacion las células se
permeabilizaron y se analizaron por inmunofluorescencia indirecta con AC-BAG3-1.

Figura 9 - Efecto de oligodesoxinucleétidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre la apoptosis inducida por
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estrés en células de la linea de leucemia mieloide humana U937.

Se cultivaron células U937 durante 40 horas con o sin maleato de dietilo (DEM, 1,2 puM) y/o los
oligodesoxinucledtidos de fosforotioato no codificantes de BAG3 o sin sentido control (5 uM) descritos en el texto. A
continuacion se analizé la apoptosis de las células mediante permeabilizacion celular y la tinciéon con Pl segun la
referencia 11.

Figura 10 - Efecto de oligodesoxinucledtidos no codificantes dirigidos contra BAG3 sobre la apoptosis inducida por
estrés en leucocitos de sangre periférica humana normal.

Se obtuvieron linfocitos (panel A) y monocitos (panel B) procedentes de la sangre periférica normal de seres
humanos por centrifugacién a través de un gradiente de densidad del 50-72% en Ficoll-Hypaque y se cultivaron en
10% FCS-RPMI durante 48 horas con o sin una combinacion de DEM (1,2 yM) y 2ME (20 pM) y/o los
oligodesoxinucledtidos de fosforotioato no codificantes de BAG3 o sin sentido control (5 uM) descritos en el texto. A
continuacién se analiz6 la apoptosis de las células mediante permeabilizacién celular y la tincién con Pl segun la
referencia 11.

Tabla 2 - Efecto protector de la hiperexpresion de BAG3 sobre la apoptosis inducida por estrés en la linea celular
humana 293.

Construccion transfectada Incubacion % de apoptosis
pcADN control Medio control 6,1 +0,3*

DEM +2ME  324+1,2
pcADN de BAG3 Medio control 5,3 +0,2

DEM+2ME  13,4+0,5
*media de los duplicados + DE

Se transfectaron células de la linea humana 293 usando una preparacién Fugene (Roche) con una construccion de
pcADN que el hiperexpresa BAG3 o un pcADN control vacio. La hiperexpresién de la proteina BAG3 se verificd
mediante inmunofluorescencia. A continuacion las células se incubaron durante 48 horas en 10% FCS-RPMI con o
sin una combinacion de DEM+2ME y se analizé la apoptosis mediante permeabilizacion celular y tinciéon con Pl
segun la referencia 11.

Tabla 3 - La expresion de BAGS3 influye en el crecimiento de células neoplasicas humanas (osteosarcoma)
xenoinjertadas en ratones sin pelo

Se inyectaron células de osteosarcoma humano de la linea SAOS (10 x 106), de tipo silvestre (A) o transfectadas de
manera estable con un vector que hiperexpresa BAG3 (B) o un vector control vacio (C) en ratones nu/nu de seis
semanas de edad; el volumen del tumor se midié cada semana. Se presentan los resultados finales al término de la
octava semana. '
# raton Volumen del tumor (mm®)

<40

65

<40

<40

45

<40

<40

0,92

<40

<40

<40

<40

<40

65

<40

OW>rOW>POW>POT>O®

Figura 11 -Expresion de la proteina BAG3 en células ALL y su modulacion en defecto mediante oligonucleétidos no
codificantes especificos de BAG3.
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A - Se cultivaron células ALL (1 x 10%ml) en 10% FCS-RPMI con o sin los oligonucleétidos sin sentido control
(TTATATTCTATTATATTTATGMCTCC, SEQ ID NO 12, sin sentido 1) o los oligonucledtidos no codificantes
especificos de BAG3 (TGCATCATGGGCGAGTGGGTGGCGG, SEQ ID NO 9, no codificantes 1) (5 uM) durante 24
h. A continuacién se obtuvieron los lisados celulares y se analizaron por transferencia de Western con anticuerpos
dirigidos contra BAG3 (AC-BAG3-1; se obtuvieron resultados analogos con AC-BAG3-2) o anticuerpos dirigidos
contra tubulina. B - Se cultivaron células ALL (1><106/ml) en 10% FCS-RPMI con o sin oligonucleétidos no
codificantes especificos de BAG3 (TGCATCATGGGCGAGTGGGTGGCGG, SEQ ID NO 9, no codificantes 1) (a) u
oligonucledtidos sin sentido control (TTATATTCTATTATATTTATGMCTCC, SEQ ID NO 12, sin sentido 1) (b) (5 uM)
durante 24 h. A continuaciéon las células se analizaron por inmunofluorescencia intracelular con el anticuerpo
policlonal dirigido contra BAG3. Los controles negativos con una preparacién de anticuerpos de conejo control se
muestran a la izquierda en a y b. Los resultados son representativos para experimentos con al menos tres muestras
diferentes de ALL; se obtuvieron resultados comparables usando uno cualquiera de los tres ODN no codificantes o
sin sentido.

Figura 12 - Efectos de los oligonucledtidos no codificantes especificos de BAG3 o de AraC sobre la apoptosis de
células ALL.

A - Se cultivaron células ALL (1><106/ml) procedentes de 10 muestras diferentes en 10% FCS-RPMI con o sin los
oligonucledtidos sin sentido control u oligonucleétidos no codificantes especificos de BAG3 (5 pM), o con AraC (10
UM), durante 4 dias. A continuacion se analizé la apoptosis celular mediante la incorporacion de yoduro de propidio
en células permeabilizadas y citometria de flujo. Se llevé a cabo la prueba t de Student para evaluar la diferencia
entre los porcentajes de apoptosis detectados en células control y células cultivadas con oligonucleétidos no
codificantes de BAG3, respectivamente.

Tabla 4. Union de los sobrenadantes del clon madre de hibridoma a construcciones de MAP-BAG3 como se detecta
mediante la prueba de ELISA.

Prueba de ELISA de anticuerpos producidos mediante los clones madre monoclonales AC-1, AC-2, AC-3, AC-4, ACL

5, AC-6, AC-7, AC-8, AC-9. Los sobrenadantes se obtuvieron a partir de nueve clones madre de hibridoma (AC-1 a [
9) y se analizaron para su unién a las construcciones MAP-BAGS3.

Map1 Map2 Map3 Map4 Map1 Map2 Map3 Map4 Map1 Map2 Map3 Map4

12 | 1,254 2475 0,060 0,042 1,808 0504 0412 0424 3,825 0,054 0,053 0,050
110 | 0,345 0,966 0,047 0,042 0,474 0,137 0,128 0,123 3,756 0,053 0,050 0,046
12 | 2012 1,568 0,047 0,042 1,782 0666 0,438 0451 3,747 0,059 0,065 0,062
1/10 | 0,715 0,460 0,045 0,042 0,608 0,164 0,150 0,149 3,729 0,046 0,051 0,049
1/2 | 0,044 0,048 0,300 0,046 2,133 0,646 0,547 0,396 3,822 0,047 0,047 0,052
1/10 | 0,042 0,046 0,109 0,045 0,580 0,154 0,140 0,138 3,556 0,049 0,046 0,048

Map1 Map2 Map3 Map4 Map1 Map2 Map3 Map4 Map1 Map2 Map3 Map4

1/2 AC-4 AC-1 AC-7
110
12 AC-5 AC-2 AC-8
110
1/2 AC-6 AC-3 AC-9
1/10

Figura 13 - Union de anticuerpos monoclonales y policlonales especificos de BAG3 a proteinas procedentes de
células Hela o células de leucemia primaria aguda.

A - Se analizaron los lisados procedentes de células HelLa o células de leucemia primaria aguda por transferencia de
Western usando los anticuerpos AC-BAG3-1 (bandas centrales: 3 y 4) o AC-BAG3-2 (bandas 1, 2y 5) (A). B - Se
analizaron los sobrenadantes procedentes de los clones madre de hibridoma AC-1 (1), AC-2 (2), AC-3 (3) o AC-4 (4)
para su union a proteinas procedentes de células HelLa por transferencia de Western.
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Listado de secuencias

<110> LEONE Arturo et al

<120> SECUENCIAS DEL NUCLEOTIDO Y LA PROTEINA BAG3 PARA SU USO EN INVESTIGACION,
DIAGNOSIS Y TERAPIA DE ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LA MUERTE CELULAR, Y PARA LA
MODULACION DE LA SUPERVIVENCIA Y/O MUERTE CELULAR

<130> 3135PTWO

<150> EP 01830834.6

<151>2001-12-28

<160> 18

Secuencia de nucleétidos de BAG3 (SEQ ID NO: 1):
Referencia: NCBI PubMed, XM 055575

atanogen 3 asociado a BCL2 de Homo sapiens (BAG3), ARNm
gi|16156810|ref|[ XM — 055575.1|[16156810]

1 c cte catccaacec cc cgc ctttt ttggact cc agttt
61 ctagccggece agttgctacce tecctttatc tecteettee cctctggcag cgaggagget
121 ca ttccacce ctctet ‘ tcaccce cctttaat taaa
181 cacce ttcccga acacateggc ggc a cccacggc ccc
241 cca cte cgccecgga _gccagcgccc cacce ccccagc ca cca
301 cccagcatga gcgecgccac ccactegece atgatgcagg tggcatceag caacggtgac

361 cgcgacectt tgccccecgg atgggagatc aagatcgacce cgcagaccgg ctggecctte
421 ttcgtggacc acaacagccg caccactacg tggaacgacc cgcgegtgce ctcetgagade

481 cccaadgga c tec tgccaatggc ccttecce al cte ctgc

54i ct a ccaccctgt acccecag ctee c ctacattee ¢ cetagt
601 ctecatgaag gcgctgagaa ccggcagatqg caccetttcc atgtctatcec ccagectgag
661 a t tccgaactga c (o] cggctce cce

721 c c ca ccac tcagcce aacagtgt c tagc (o]

781 dgcageccade ccccagecte ccacggacct gageggtcec agtctcecage tgcctetgac
841 tgctcatcet catcctccte agccagcctg ccttccteed gcaggagecadq cctgggcagt
901 cac ctecc_cgac ta catctcc tac ageca cgttaccc
-961 c c c ccctectt ccaccaa cagaagacgdgc tac c

1021 gagtaccaga cccaccagcc tgtgtaccac aagatccagd gggatgactg ggagcccecddq
1081 cccetgcggg cagecatccec gttcaagtca tctgtccagg gtgcatcgag ccgggaggde
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1621
1681
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1801
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1921
1981
2041
2101
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2221
2281
2341
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2461
2521
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¢ _gccacteccac tecccectege ccatcegt cacac

tttec ccagectgaa

accagcca agc

tcgacaggc_ ctcagqcagcec catgacccat cgagaaactdg cac

aacaaac aggeccea. ccagaac tccctcce a

attcaagtga tccgcaaaga ggtggattct aaacctgttt cccagaagcc cccacctecc

a agttece ctecc tgtect cccagccct
ggccettctg ctgtecccecte tteccccaag agtgtggeta cagaagagag ggcagcccce
agcactgccc ctgcagaage tacacctcca aaaccaggad aagecgaddce tcccccaaaa
catccaggadg tgctgaaagt ggaagecatce ctggagaagg tgcaggggcet ggagcaggcet
gtagacaact ttgaaggcaa gaagactgac aaaaagtacc tgatgatcga agagtatttg
accaaagagc tgetggccct ggattcagtg gacccegagg gacgagecga tgtgegteag
gccaggagag acggtgtcag gaaggttcag accatcttgg aaaaacttga acagaaagcc
att tc caagt cc at

cagccactgc a aatcat t cgt caagaaaaat

gctggaaatg cagaagatcc ccacacagaa acccagcagc cagaagccac agcagcagcd
acttcaaacc ccagcagcat gacagacacc cctggtaace cagcagcacc gtagcctetg

ccctata atcagacte aacc t gt tta tttaag ttgcatgecat
tt tttttat ct tgcagta actt t
caaaaca ctaataaaa ct aaaatgatg cttttcttct atattcttac
tetatac taaagaagtt gctt tt aacceceqttg cttgtte
agccctgtet acttaggcac ccccaccacc tgttagctgt ggttgtgcac tgtettttgt
c t ta t a t atgaaacat
tt taatgagat

tctat gaactccage ccagcaacct tgaaqgc

cagacaa.

act ttaa‘tca

tcagaa

t caattaccca tcaca
ttttectte

agctct
taatt aaaatacct
tgtt

ttgcc
agtaaaat

tatcagaaa

cttt tgccaggagce ca aata t atgac

aatgctacat ttt

Secuencia de aminoacidos de BAG3 (SEQ ID NO: 2):
Referencia: NCBI PubMed, XM 055575

atanogen 3 asociado a BCL2 de Homo sapiens (BAG3), ARNm
gi|16156810|ref|XM - 055575.1|[16156810]

MSAATHSPMMOVASGNGDRDPLPPGWEIKIDPOTGWPFFVDHNS
RTTTWNDPRVPSEGPKETPSSANGPSREGSRLPPAREGHPVYPOLRPGYIPIPVLHEG

45

50

PARSSTPLHSPSP
IQVIR

APVSQOPENKPESKPGPVGPELP

SKPVSQKPPPPSE PVPCPPPSPGPSA’

EERAAPSTAPAEATPPKPGEAEAPPKHPGVLKVEAILEKVOGLEQAVDNFEGKKTDKK
YLMIEEYLTKELLALDSVDPEGRADVRQARRDGVRKVQTILEKLEQKAIDVPGQVQVY

SEQ ID NO: 3:

55 gcggagctcce
ctagcecggece
attteccagac
gccecggegec

60 ccagagactc

gcatccaacce
agttgctacc
acttccaccc
ggcttccegg
ggcgceccgga

ccgggceegcg
teccetttate
ctctetggece
acacgtcgge
gccagcgcecc

gccaactttt

tcecteettece
acgtcacccc
ggcggagagg
cgcaccecgeg

ttggactgga
cctetggeag
cgectttaat
ggcccacggce
ccccageggg

- ccagaagttt

cgaggaggct
tcataaaggt
ggcggcecgd
cagaccccaa

cccagcatga gegecgecac ccactcgecc atgatgecagg tggegtcegg caacggtgac
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SEQ ID NO: 4:

MSAATHSPMMQVASGNGDRDPLPPGWEIKIDPQTG

SEQ ID NO: 5:

gtgce ctctgaggge cccaaggaga ctecatcctce tgccaatgge cctteccggg agggctctag
gctgcegect  gectagggaag —gecaccctgt gtaccceccag ctecgaccag  gctacattece
cattecctgtg cteccatgaag gegetgagaa ccggecaggtg caccctttee atgtcetatcee
ccagcectggg atgcagegat tecgaactga ggeggcageca geggcetcocte  agaggtceca
gtcacctctg cggggcatgce cagaaaccac tcagccagat aaacagtgtg gacaggtggc
agceggeggeg — gcageccagce — ccccagecte  ccacggacct  gageggtcece agtcetcecage
tgcectetgac tgctcatect catcctecte ggccagecetg cettectecg gecaggagcag
cectgggecagt  caccagetce cgegggagta catctceccatt ccggtgatac acgagcagaa
cgttaccegg ccagcagccc  agecctectt  ccaccaagce  cagaagacge  actacccage
gcagcagggg gagtaccaga cccaccagec tgtgtaccac- aagatccagg gggatgactg
ggagcceegg — ccectgeggg —cggcatcecce  gttecaggtca  tetgtecagg gtgcategag
ccgggagggc tcaccagcca ggagcagcac gccactccac  tecccectege  ccatccgtgt
gcacaccgtg gtcgacaggc ctcagcagecc . catgacccat cgagaaactg cacctgttte
ccagcctgaa ~—aacaaaccag —aaagtaagec aggcccagtt ggaccagaac tcectectgg
acacatccca attcaagtga tceccgcaaaga ggtggattet — aaacctgttt ceccagaagcec
ceccacctece tctgagaagg tagaggtgaa agttcceccect getccagtte cttgtectee
tecccageccet ggececttetg ctgtceccecte tteccccaag agtgtggcta cagaagagag
ggcagccccc  agcactgcce ctgcagaagce —tacacctcca aaaccaggag —aagccgaggce
tceccccaaaa catccaggag

SEQ ID NO: 6:

NDPRVPSEGPKETPSSANGPSREGSRLPPAREGHPVYPQLRPGYIPIPVLHEGAENRQVHPFHVYPQPGMQRF
RTEAAARAPQRSQSPLRGMPETTQPDKQCGQVAAAAAAQPPASHGPERSQSPAASDCSSSSSSASLPSSGRSS
LGSHQLPRGYISIPVIHEQNVTRPAAQPSFHQAQKTHYPAQQGEYQTHQPVYHKIQGDDWEPRPLRAASPFRS
SVQGASSREGSPARSSTPLHSPSPIRVHTVVDRPQQPMTHRETAPVSQPENKPESKPGPVGPELPPGHIPIQV
IRKEVDSKPVSQKPPPPSEKVEVKVPPAPVPCPPPSPGPSAVPSSPKSVATEERAAPSTAPAEATPPKPGEAE

APPKHPGVLKVEAILEKVQGLEQAVDNFEG

SEQ ID NO: 7

attgatgtcce caggtcaagt ccaggtctat gaactccage ccagcaacct tgaagcagat
cagccactgce aggcaatcat ggagatgggt gccgtggcag —cagacaaggg —caagaaaaat
gctggaaatg cagaagatcc ccacacagaa acccagcagc cagaagccac agcagcagcg
acttcaaacc ccagcagcat gacagacacc cctggtaacc cagcagcacce gtagcctcetg
ccctgtaaaa ~ atcagactcg gaaccgatgt gtgctttagg gaattttaag ttgcatgcat
ttcagagact ttaagtcagt tggtttttat . tagctgettg gtatgecagta acttgggtgg
aggcaaaaca ctaataaaag ggctaaaaag gaaaatgatg cttttcttet atattcttac
tctgtacaaa taaagaagtt gcttgttgtt tcagaagttt aaccccgttg cttgttcetge
agccctgtet acttgggcac ccccaccacc tgttagctgt ggttgtgcac tgtettttgt
agctctggac tggaggggta gatggggagt caattaccca tcacataaat atgaaacatt
tatcagaaat gttgccattt taatgagatg attttcttca tctcataatt aaaatacctg
actttagaga gagtaaaatg tgccaggagc cataggaata tctgtatgtt ggatgacttt
aatgctacat ttt
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SEQ ID NO: 8:

ELQPSNLEADQPLQAIMEMGAVAADKGKKNAGNAEDPHTETQQPEATAAATSNPSSMTDTPGNPAAP

SEQ ID NO: 9: TGCATCATGG GCGAGTGGGT GGCGG

SEQ ID NO: 10: GCTCATGCTG GGTTGGGGTC TG
SEQ ID NO: 11: ATTAAAGGCG GGGGTGACGT GG
SEQ ID NO: 12: TTATATTCTATTATATTTATGAACTCC
SEQ ID NO: 13: CCTCGTAACCACCG ACCTCAAT
SEQ ID NO: 14: GCTTATGGAG GATTGAGGTT GG
SEQ ID NO 15: DRDPLPPGWEIKIDPQ;

SEQ ID NO 16: SSPKSVATEERAAPS;

SEQ ID NO 17: DKGKKNAGNAEDPHT;

SEQ ID NO 18: NPSSMTDTPGNPAAP
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo AC-1 secretado por el clon madre de hibridoma n°® PD02009 depositado el 17/12/2002 en el Centro
Biotecnologie Avanzate, Génova, caracterizado porque es un anticuerpo especifico para al menos una secuencia
peptidica de una proteina BAG-3 humana seleccionada del grupo constituido por: SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18.

2. Un clon madre de hibridoma n°® PD02009 depositado el 17/12/2002 en el Centro Biotecnologie Avanzate de
Génova para la produccion del anticuerpo segun la reivindicacion 1.

3. Un procedimiento para la preparacién del anticuerpo de la reivindicacién 1 usando una construccion de Péptidos
antigénicos multiples (MAP) que comprende los siguientes péptidos BAG-3:

- MAP-BAG3-1: NH2-DRDPLPPGWEIKIDPQ-MAP que contiene la SEQ ID NO 15

- MAP-BAG3-2: NH2-SSPKSVATEERAAPS-MAP que contiene la SEQ ID NO 16

- MAP-BAG3-3: NH2-DKGKKNAGNAEDPHT-MAP que contiene la SEQ ID NO 17

- MAP-BAG3-4: NH2-NPSSMTDTPGNPAAP-MAP que contiene la SEQ ID NO 18.

4. Composicion que comprende el anticuerpo segun la reivindicacion 1.

5. Un agente diagnéstico que comprende el anticuerpo de la reivindicacion 1 para la deteccion de la expresion de
BAG-3 en células primarias.

6. Kit para la deteccion de la expresion de BAG-3 en células primarias que comprende el anticuerpo segun la
reivindicacion 1.
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