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DESCRIPCION
Productos génicos expresados de manera diferencial en tumores y utilizacion de los mismos.

A pesar de los enfoques interdisciplinarios y de la utilizacién exhaustiva de los procedimientos terapéuticos clasicos,
el cancer se encuentra todavia entre las principales causas de muerte. Los conceptos terapéuticos mas recientes
tienen como objetivo la incorporacion del sistema inmunitario del paciente en el concepto terapéutico global
mediante la utilizacion de vacunas tumorales recombinantes y otras medidas especificas tales como la terapia con
anticuerpos. Un requisito previo para el éxito de una estrategia de este tipo es el reconocimiento de antigenos o
epitopos especificos de tumores o asociados a tumores por el sistema inmunitario del paciente cuyas funciones
efectoras van a potenciarse de manera intervencionista. Las células tumorales biol6gicamente difieren
sustancialmente de sus células de origen no malignas. Estas diferencias se deben a alteraciones genéticas
adquiridas durante el desarrollo tumoral y también dan como resultado, entre otros, la formacion de estructuras
moleculares alteradas de manera cualitativa o cuantitativa en las células cancerosas. Las estructuras asociadas a
tumores de este tipo, que se reconocen por el sistema inmunitario especifico del huésped que porta el tumor, se
denominan como antigenos asociados a tumores. El reconocimiento especifico de los antigenos asociados a
tumores implica mecanismos celulares y humorales que son dos unidades funcionalmente interconectadas: los
linfocitos T CD4" y CD8" reconocen los antigenos procesados presentados en las moléculas de las clases 1l y | del
CMH (complejo mayor de histocompatibilidad), respectivamente, mientras que los linfocitos B producen moléculas
de anticuerpos circulantes que se unen directamente a antigenos no procesados. La potencial importancia clinico-
terapéutica de los antigenos asociados a tumores resulta del hecho de que el reconocimiento de antigenos en
células neoplasicas por el sistema inmunitario conduce a la iniciacion de mecanismos efectores citotdxicos y, en
presencia de células T cooperadoras, pueden provocar la eliminacion de las células cancerosas (Pardoll, Nat. Med.
4: 525-31, 1998). Por consiguiente, un objetivo central de la inmunologia tumoral consiste en definir molecularmente
estas estructuras. La naturaleza molecular de estos antigenos ha sido enigmatica durante mucho tiempo. Sélo tras
el desarrollo de técnicas de clonacion apropiadas ha sido posible examinar sistematicamente bibliotecas de
expresion de ADNc de tumores para determinar antigenos asociados a tumores analizando las estructuras diana de
los linfocitos T citotoxicos (CTL) (van der Bruggen et al., Science 254: 1643-7, 1991) o utilizando autoanticuerpos
circulantes (Sahin et al,, Curr. Opin. Immunol. 9: 709-16, 1997) como sondas. Para este fin, se prepararon
bibliotecas de expresion de ADNc a partir de tejido tumoral reciente y se expresaron de manera recombinante como
proteinas en sistemas adecuados. Se utilizaron inmunoefectores aislados de pacientes, concretamente clones de
CTL con patrones de lisis especificos de tumores, o autoanticuerpos circulantes para clonar los antigenos
respectivos.

En los ultimos afios, se ha definido una multiplicidad de antigenos en diversas neoplasias mediante estos enfoques.
En este caso, la clase de antigenos cancer/testiculo (CTA) es de gran interés. Los CTA y los genes que codifican
para los mismos (genes cancer/testiculo o CTG) se definen por su patron de expresion caracteristico [Tureci et al,
Mol Med Today. 3:342-9, 1997]. No se encuentran en tejidos normales, excepto en el testiculo y las células
germinales, pero se expresan en varios malignomas humanos, no especificamente del tipo tumoral sino con
diferente frecuencia en entidades tumorales de origenes muy diferentes (Chen & Old, Cancer J. Sci. Am. 5:16-7,
1999). Las reactividades de suero contra CTA no se encuentran en controles sanos sino Unicamente en pacientes
con tumores. Esta clase de antigenos, en particular debido a su distribucion tisular, es particularmente valiosa para
proyectos inmunoterapéuticos y se somete a prueba en estudios clinicos con pacientes actuales (Marchand et al.,
Int. J. Cancer 80:219-30, 1999; Knuth et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 46: pags. 46-51, 2000).

Sin embargo, los procedimientos clasicos expuestos anteriormente para la identificacion de antigenos utilizan
inmunoefectores (autoanticuerpos circulantes o clones de CTL) de pacientes que habitualmente presentan ya cancer
avanzado como sondas. Varios datos indican que los tumores pueden conducir, por ejemplo a la tolerizacion y
anergizacion de células T y que, durante la evolucion de la enfermedad, especialmente las especificidades que
podrian provocar un reconocimiento inmunitario eficaz se pierden del repertorio inmunoefector. Los estudios con
pacientes actuales aun no han producido ninguna prueba soélida de una accion real de los antigenos asociados a
tumores hallados anteriormente y que se han utilizado. Por consiguiente, no puede descartarse que las proteinas
gue provocan respuestas inmunitarias espontaneas sean las estructuras diana erroneas.

El objetivo de la presente invencion es proporcionar estructuras diana para un diagnéstico de canceres.
Segun la invencidn, este objetivo se alcanza mediante el objeto de las reivindicaciones.

Segun la invencion, se siguié una estrategia para identificar y proporcionar antigenos expresados en asociacion con
tumores y los acidos nucleicos que codifican para los mismos. Esta estrategia se basa en el hecho de que en
realidad genes especificos de testiculo y por tanto genes especificos de células germinales, que normalmente estan
silenciados en tejidos adultos, se reactivan de manera ectépica y sin permiso en las células tumorales. En primer
lugar, la mineria de datos produce una lista que es tan completa como sea posible de todos los genes especificos de
testiculo conocidos y estos genes luego se evallian mediante andlisis de expresion por medio de RT-PCR especifica
para determinar su activacion aberrante en tumores. La mineria de datos es un procedimiento conocido de
identificacion de genes asociados a tumores. Sin embargo, en las estrategias convencionales, habitualmente se
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sustraen electronicamente los transcriptomas de bibliotecas de tejidos normales de bibliotecas de tejidos tumorales,
suponiendo que los genes restantes son especificos de tumor (Schmitt et al., Nucleic Acids Res. 27:4251-60, 1999;
Vasmatzis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:300-4, 1998; Scheurle et al., Cancer Res. 60:4037-43, 2000).

Sin embargo, el concepto de la invencion, que ha demostrado ser mucho mas satisfactorio, se basa en utilizar la
mineria de datos pare extraer electronicamente todos los genes especificos de testiculo y entonces evaluar dichos
genes para determinar su expresion ectdpica en tumores.

Por tanto, en la presente memoria se describe una estrategia para identificar genes expresados de manera
diferencial en tumores. Esta combina la mineria de datos de bibliotecas de secuencias publicas (“in silico”) con
posteriores estudios experimentales de laboratorio de evaluacion (“wet bench”, banco de trabajo para ensayo por via
himeda).

Una estrategia combinada basada en dos comandos bioinformaticos diferentes permitié segun la invencion que se
identificaran nuevos miembros de la clase de genes cancer/testiculo. Estos se clasifican hasta ahora como
puramente especificos de testiculos, células germinales o espermatozoides. El conocimiento de que estos genes se
activan de forma aberrante en las células tumorales, permite que se asigne una calidad sustancialmente nueva con
implicaciones funcionales. La identificacion y facilitacion de esos genes asociados a tumores y los productos génicos
codificados por los mismos tuvo lugar segun la invencion independientemente de una accién inmunogénica.

Los antigenos asociados a tumores identificados segun la invencion presenta una secuencia de aminoacidos que se
codifica por un &cido nucleico, que se selecciona de entre el grupo constituido por (a) un acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 19 a 21y 54
a 57, y (b) un &cido nucleico que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico
de (a). En una forma de realizacion preferida, un antigeno asociado a tumores identificado segun la invencion
presenta una secuencia de aminoacidos, que se codifica por un acido nucleico seleccionado de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 19 a 21y 54 a 57. En una forma de realizacion preferida adicional, un antigeno asociado
a tumores identificado segun la invencion comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 22 a 24,58 a 61, 81y 82.

La presente invencion se refiere en general a la utilizacion de antigenos asociados a tumores identificados segun la
invencion o de partes de los mismos, de acidos nucleicos que codifican para los mismos o de acidos nucleicos que
se dirigen contra los &cidos nucleicos codificantes, o de anticuerpos que se dirigen contra los antigenos asociados a
tumores identificados segun la invencion o partes de los mismos, para el diagnéstico del cancer. Esta utilizacién
puede afectar a elementos individuales, pero también a combinaciones de varios de estos antigenos, fragmentos
funcionales, acidos nucleicos, anticuerpos, etc., en una forma de realizacion también en combinacién con otros
antigenos y genes asociados a tumores para un diagnéstico y seguimiento.

Las enfermedades preferidas para un diagndstico son canceres en los que existe una expresion selectiva del
antigeno asociado a tumores identificado segun la invencion.

La invencion se refiere a acidos nucleicos y productos génicos, que se expresan de manera asociada a células
tumorales y que se producen mediante un corte y empalme modificado (variantes de corte y empalme) de genes
conocidos o mediante la traduccion modificada utilizando marcos de lectura abiertos alternativos. Estos &cidos
nucleicos comprenden las secuencias segun (SEC ID NO: 20, 21 y 54 a 57) del protocolo de secuencias. Las
variantes de corte y empalme segun la invencion pueden utilizarse como dianas para el diagnoéstico y la terapia de
enfermedades tumorales.

La causa de la preparacion de variantes de corte y empalme pueden ser los mecanismos mas diversos, por ejemplo
- la utilizacion de sitios de iniciacion de la transcripcion variables
- la utilizacion de exones adicionales
- corte y empalme completo o incompleto de exones individuales o varios exones,

- através de la mutacion de secuencias reguladoras de corte y empalme modificadas (delecion o creacién de
nuevas secuencias donadoras/aceptoras),

- la eliminacion incompleta de secuencias intronicas.

El corte y empalme modificado de un gen conduce a una secuencia del transcrito modificada (variante de corte y
empalme). Si se traduce una variante de corte y empalme en la regién de su secuencia modificada, se obtiene como
resultado una proteina modificada, que puede diferenciarse claramente de la original en su estructura y funcién. En
el caso de variantes de corte y empalme asociadas a tumores pueden producirse transcritos asociados a tumores y
proteinas/antigenos asociados a tumores. Estos pueden utilizarse como marcadores moleculares tanto para la
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deteccion de células tumorales como para la seleccion terapéutica como diana de tumores. La deteccion de células
tumorales por ejemplo en sangre, suero, médula dsea, esputo, lavado bronquial, secreciones corporales y biopsias
de tejido puede tener lugar segun la invencion, por ejemplo, tras la extraccion de acidos nucleicos mediante
amplificacion por PCR con oligonucledtidos especificos de variantes de corte y empalme. Para la deteccién son
adecuados segun la invencion todos los sistemas de deteccién dependientes de secuencia. Ademés de la PCR
estos son, por ejemplo, sistemas de chip génico/microalineamiento, transferencia de tipo Northern, ensayos de
proteccion con ARNasa (RDA) y otros. Todos los sistemas de deteccion tienen en comun que la deteccién se basa
en una hibridacion especifica con por lo menos una secuencia de acido nucleico especifica de variantes de corte y
empalme. Sin embargo, la deteccion de células tumorales también puede tener lugar segun la invencién mediante
anticuerpos, que reconocen un epitopo especifico codificado por la variante de corte y empalme. Para la preparacion
de los anticuerpos pueden utilizarse péptidos para la inmunizacion, que son especificos para esta variante de corte y
empalme. Para la inmunizacion son adecuados especialmente los aminoacidos que presentan claras diferencias de
epitopos con respecto a la variante/las variantes del producto génico, que se forma(n) preferiblemente en células
sanas. A este respecto, la deteccion de las células tumorales con anticuerpos puede tener lugar en una muestra
aislada del paciente o0 como formacion de imagenes con anticuerpos aplicados por via intravenosa. Ademas de la
utilidad diagnéstica, las variantes de corte y empalme, que presentan epitopos nuevos o modificados, representan
dianas atractivas para la terapia inmunitaria. Los epitopos segun la invencién pueden utilizarse para seleccionar
como diana linfocitos T o anticuerpos monoclonales terapéuticamente eficaces. En este sentido, en la terapia
inmunitaria pasiva se transfieren de manera adoptiva anticuerpos o linfocitos T, que reconocen epitopos especificos
de variantes de corte y empalme. La generacion de anticuerpos puede tener lugar, como en el caso de otros
antigenos, también utilizando tecnologias convencionales (inmunizacion de animales, estrategias de cribado para el
aislamiento de anticuerpos recombinantes) utilizando polipéptidos, que contienen estos epitopos. Alternativamente,
para la inmunizacién pueden utilizarse acidos nucleicos, que codifican para oligo- o polipéptidos, que contienen
estos epitopos. Se conocen diferentes técnicas para la generacion in vitro o in vivo de linfocitos T especificos de
epitopo y se describen detalladamente, por ejemplo, (Kessler JH, et al. 2001, Sahin et al., 1997) y se basan
igualmente en la utilizacién de oligo- o polipéptidos, que contienen los epitopos especificos de las variantes de corte
y empalme o acidos nucleicos, que codifican para los mismos. También pueden utilizarse oligo- o polipéptidos, que
contienen los epitopos especificos de las variantes de corte y empalme, o &cidos nucleicos, que codifican para estos
polipéptidos también pueden utilizarse para su uso como sustancias farmacéuticamente activas en la terapia
inmunitaria activa (vacunacion, terapia con vacuna).

En un aspecto, la invencion se refiere a la utilizacion de

(i) una sonda polinucleotidica, que se hibrida especificamente con un acido nucleico que codifica para un
antigeno asociado a tumores, y/o

(i) un anticuerpo, que se une especificamente a un antigeno asociado a tumores, y/o
(iii) una proteina o péptido, que se una especificamente a un anticuerpo contra un antigeno asociado a tumores,

para la preparacion de una composicion farmacéutica destinada al diagndéstico o a la monitorizacion de un cancer,
que se caracteriza por la expresion del antigeno asociado a tumores, en una muestra biologica aislada de un
paciente, en la que

el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia codificada por un &cido nucleico seleccionado de entre el
grupo constituido por:

(8) un acido nucleico, que comprende una secuencia de &acido nucleico seleccionada de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 19 a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de

(a).

En un aspecto, la invencion se refiere a la utilizacion de un anticuerpo, que se une a un antigeno asociado a tumores
y esta acoplado con un agente de diagnéstico, para la preparacién de una composicion farmacéutica destinada al
diagnéstico o a la monitorizacion de un cancer, que se caracteriza por la expresion del antigeno asociado a tumores,
en la que el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia codificada por un &cido nucleico seleccionado de
entre el grupo constituido por:

(&) un acido nucleico, que comprende una secuencia de &acido nucleico seleccionada de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 19 a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de

().

En una forma de realizacion segun la invencidn, el anticuerpo, que se une a un antigeno asociado a tumores, es un
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anticuerpo monoclonal, quimérico o humanizado, o un fragmento de un anticuerpo.

En una forma de realizacion segun la invencion, el antigeno asociado a tumores comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 22 a 24, 58 a 61, 81y 82.

En un aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo, que se une especificamente a un antigeno asociado a
tumores, en el que el antigeno asociado a tumores se codifica por un acido nucleico seleccionado de entre el grupo
constituido por:

() un acido nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 19 a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de

(@)

para su utilizacion en un procedimiento destinado al diagnéstico de un cancer, que se caracteriza por la expresion
del antigeno asociado a tumores.

En una forma de realizacion segun la invencién, la proteina o polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 22 a 24,58 a 61, 81y 82.

En una forma de realizacion segun la invencién, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, quimérico o humanizado
o un fragmento de un anticuerpo.

En una forma de realizacion segun la invencion, el anticuerpo esté acoplado a un agente de diagnostico.
En una forma de realizacion segun la invencién, el agente de diagndstico es una toxina.

En un aspecto, la invencién se refiere a la utilizacion de un kit para el diagndstico de un cancer caracterizado por la
expresion de un antigeno asociado a tumores, que comprende agentes para la deteccion de

(i) el acido nucleico que codifica para el antigeno asociado a tumores,
(i) el antigeno asociado a tumores,
(iii) de anticuerpos que se unen al antigeno asociado a tumores, y/o

(iv)de células T, que son especificas para un complejo entre el antigeno asociado a tumores o una parte del
mismo, que comprende por lo menos 6 aminoacidos consecutivos, y una molécula del CMH,

en la que el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia codificada por un &cido nucleico seleccionado de
entre el grupo constituido por:

(a) un acido nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en
SECIDNO:19a2l1y54ab57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de

(a).

En una forma de realizacion segun la invencion, los agentes para la deteccion del &cido nucleico, que codifica para
el antigeno asociado a tumores, son moléculas de acido nucleico para la amplificacion selectiva del acido nucleico.

En un aspecto, la invencion se refiere a la utilizacion de un anticuerpo, que se une a TPTE y esta acoplado con un
agente de diagndstico, para la preparacion de una composicion farmacéutica para el diagnostico o la monitorizacién
de un tumor metastasico, caracterizado por la expresién de TPTE, en la que la TPTE presenta una secuencia
codificada por un acido nucleico, que consiste en:

(a) un &cido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico segiin SEC ID NO: 19, y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de

().

En una forma de realizacion segun la invencion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, quimérico o
humanizado, o un fragmento de un anticuerpo.

En un aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento in vitro para el diagnéstico de un céancer, caracterizado por
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la expresion de un antigeno asociado a tumores, que comprende
(i) la deteccién de un acido nucleico, que codifica para un antigeno asociado a tumores, y/o
(i) la deteccién de un antigeno asociado a tumores y/o
(iii) la deteccién de un anticuerpo contra un antigeno asociado a tumores y/o

(iv) la deteccion de células T cooperadoras o citotoxicas, que son especificas para un antigeno asociado a
tumores o una parte del mismo, que comprende por lo menos 6 aminoacidos consecutivos, en una muestra
bioldgica aislada de un paciente, en el que el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia codificada
por un acido nucleico seleccionado de entre el grupo constituid por:

(a) un acido nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en SECIDNO:19a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico
de (a).

En una forma de realizacion segun la invencion, la deteccion comprende

(i) poner en contacto la muestra biolégica con un agente, que se une especificamente al acido nucleico, que
codifica para el antigeno asociado a tumores, al antigeno asociado a tumores, al anticuerpo o a las células T
cooperadoras o citotoxicas, y

(i) detectar la formacion de complejo entre el agente y el &cido nucleico, el antigeno asociado a tumores, el
anticuerpo o las células T cooperadoras o citotdxicas, en la que la deteccién se compara preferiblemente con
la deteccion en una muestra biolégica normal comparable.

En un aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento in vitro para determinar la regresioén, la evolucion o la
apariciéon de un cancer, que se caracteriza por la expresion de un antigeno asociado a tumores, que comprende la
monitorizacion de una muestra de un paciente, que presenta cancer o del que se sospecha que puede padecer
cancer, con respecto a uno o varios parametros, seleccionados de entre el grupo constituido por:

(i) la cantidad de un acido nucleico que codifica para el antigeno asociado a tumores,

(i) la cantidad del antigeno asociado a tumores,

(iii) la cantidad de anticuerpos, que se unen al antigeno asociado a tumores, y

(iv) la cantidad de células T que secretan citocinas o citoliticas, que son especificas para un complejo entre el
antigeno asociado a tumores o una parte del mismo, que comprende por lo menos 6 aminoacidos
consecutivos, y una molécula del CMH, en el que el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia

codificada por un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un acido nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en SECIDNO:19a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico
de (a).

En una forma de realizacion segun la invencién, el procedimiento comprende determinar el o los pardmetros en un
primer momento en una primera muestra y en un segundo momento en una muestra adicional, en el que mediante
una comparaciéon de ambas muestras se determina la evolucién de la enfermedad.

En una forma de realizacion segun la invencion, la deteccidn del acido nucleico o la monitorizacion de la cantidad del
acido nucleico tiene lugar con una sonda polinucleotidica, que se hibrida especificamente con el acido nucleico.

En una forma de realizaciéon segun la invencion, la sonda polinucleotidica comprende una secuencia de 6 a 50
nucleétidos contiguos del &cido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores.

En una forma de realizacidn segun la invencion, la deteccidn del acido nucleico o la monitorizacion de la cantidad del
acido nucleico tiene lugar mediante la amplificacion selectiva del acido nucleico.

En una forma de realizacién segun la invencion, la deteccion del antigeno asociado a tumores o la monitorizacion de
la cantidad del antigeno asociado a tumores tiene lugar con un anticuerpo, que se une especificamente al antigeno
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asociado a tumores.

En una forma de realizacion segun la invencién, la deteccion del anticuerpo o la monitorizacion de la cantidad de
anticuerpos tiene lugar con una proteina o péptido, que se une especificamente al anticuerpo.

En una forma de realizacion segun la invencion, la deteccion de las células T o la monitorizacién de la cantidad de
células T tiene lugar con una célula, que presenta el complejo entre el antigeno asociado a tumores o la parte del
mismo y una molécula del CMH.

En una forma de realizacién segin la invencion, la sonda polinucleotidica, el anticuerpo, la proteina o péptido o la
célula estdn marcados de manera detectable.

En una forma de realizaciéon segun la invencion, el marcador detectable es un marcador radiactivo o un marcador
enzimatico.

En una forma de realizacion segun la invencién, la muestra comprende fluido corporal y/o tejido corporal.

En una forma de realizacion segun la invencion, el antigeno asociado a tumores comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 22 a 24, 58 a 61, 81y 82.

Una composicion farmacéutica puede comprender un portador farmacéuticamente compatible y/o un adyuvante. El
adyuvante puede seleccionarse de entre saponina, GM-CSF, nucleétidos de CpG, ARN, una citocina 0 una
quimiocina. Una composicién farmacéutica segun la invencion se utiliza preferiblemente para el tratamiento de una
enfermedad, que se caracteriza por la expresion selectiva o expresiéon anémala de un antigeno asociado a tumores.
En una forma de realizacion preferida, la enfermedad es cancer.

Por lo demas la invencion se refiere a los procedimientos y utilizaciones definidos mas detalladamente en las
reivindicaciones para el diagndstico de un cancer, que se caracteriza por la expresién de uno o varios antigenos
asociados a tumores.

En la presente memoria se describen utilizaciones y un procedimiento para el diagnéstico de un cancer, que se
caracterizan por la expresion del antigeno asociado a tumores identificado segun la invencion. El procedimiento
comprende (i) detectar un acido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores, o una parte del mismo,
ylo (ii) detectar el antigeno asociado a tumores o una parte del mismo, y/o (iii) detectar un anticuerpo contra el
antigeno asociado a tumores o una parte del mismo y/o (iv) detectar linfocitos T cooperadores o citotdxicos, que son
especificos para el antigeno asociado a tumores o una parte del mismo, en una muestra biolégica aislada de un
paciente. En determinadas formas de realizacién la deteccion comprende (i) poner en contacto la muestra biolégica
con un agente, que se une especificamente al 4cido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores, o la
parte del mismo, al antigeno asociado a tumores o la parte del mismo, al anticuerpo o a linfocitos T cooperadores o
citotoxicos, que son especificos para el antigeno asociado a tumores o parte de los mismos, y (ii) detectar la
formacion de complejo entre el agente y el acido nucleico o la parte del mismo, el antigeno asociado a tumores o la
parte del mismo, el anticuerpo o los linfocitos T cooperadores o citotoxicos. En una forma de realizacion, la
enfermedad se caracteriza por la expresion o expresion andémala de varios antigenos diferentes asociados a
tumores y la deteccion comprende detectar varios acidos nucleicos, que codifican para los diversos antigenos
asociados a tumores diferentes, o partes de los mismos, detectar los diversos antigenos asociados a tumores
diferentes o partes de los mismos, detectar varios anticuerpos, que se unen a los diversos antigenos asociados a
tumores diferentes o a partes de los mismos, o detectar varios linfocitos T cooperadores o citotdxicos, que son
especificos para los diversos antigenos asociados a tumores diferentes. En una forma de realizacion adicional, la
muestra biolégica aislada del paciente se compara con una muestra biolégica normal comparable.

En la presente memoria se describe ademas un procedimiento para determinar la regresion, la evolucion o la
apariciéon de un cancer, que se caracteriza por la expresion del antigeno asociado a tumores identificado segun la
invencion, que comprende la monitorizacion de una muestra de un paciente que presenta la enfermedad o del que
se sospecha que puede padecer la enfermedad, con respecto a uno o varios parametros seleccionados de entre el
grupo constituido por (i) la cantidad del acido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores, o0 una parte
del mismo, (ii) la cantidad del antigeno asociado a tumores o una parte del mismo, (iii) la cantidad de anticuerpos,
que se unen al antigeno asociado a tumores o una parte del mismo, y (iv) la cantidad de células T citoliticas o
células T cooperadoras, que son especificas para un complejo entre el antigeno asociado a tumores o una parte del
mismo y una molécula del CMH. Preferiblemente, el procedimiento comprende determinar el o los parametros en un
primer momento en una primera muestra y en un segundo momento en una muestra adicional, determinandose
mediante una comparacién de ambas muestras la evolucion de la enfermedad. En determinadas formas de
realizacién, la enfermedad se caracteriza por la expresion o expresion anémala de varios antigenos asociados a
tumores diferentes y la monitorizacion comprende una monitorizacion de (i) la cantidad de varios acidos nucleicos,
que codifican para los diversos antigenos asociados a tumores diferentes, o de partes de los mismos, y/o (ii) la
cantidad de los diversos antigenos asociados a tumores diferentes o de partes de los mismos y/o (iii) la cantidad de
varios anticuerpos, que se unen a los diversos antigenos asociados a tumores diferentes o a partes de los mismos,
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y/o (iv) la cantidad de varias células T citoliticas o células T cooperadoras, que son especificas para complejos entre
los diversos antigenos asociados a tumores diferentes o de partes de los mismos y moléculas del CMH.

Una deteccién de un &cido nucleico o de una parte del mismo o una monitorizacion de la cantidad de un &cido
nucleico o de una parte del mismo puede tener lugar segun la invencion con una sonda polinucleotidica, que se
hibrida especificamente con el acido nucleico o la parte del mismo, o puede tener lugar mediante la amplificacion
selectiva del acido nucleico o de la parte del mismo. En una forma de realizacién, la sonda polinucleotidica
comprende una secuencia de 6 a 50, por ejemplo 10 a 30, 15 a 30 y 20 a 30 nucleétidos contiguos del acido
nucleico.

En determinadas formas de realizacién, el antigeno asociado a tumores que debe detectarse o la parte del mismo
esté presente de manera intracelular o sobre la superficie celular. Una deteccion de un antigeno asociado a tumores
o de una parte del mismo, o una monitorizacion de la cantidad de un antigeno asociado a tumores o de una parte del
mismo puede tener lugar con un anticuerpo, que se une especificamente al antigeno asociado a tumores o la parte
del mismo.

En formas de realizacion adicionales, el antigeno asociado a tumores que debe detectarse o la parte del mismo esta
presente en un complejo con una molécula del CMH, en particular una molécula de HLA.

Una deteccidon de un anticuerpo o la monitorizacion de la cantidad de anticuerpos puede tener lugar con una
proteina o péptido, que se une especificamente al anticuerpo.

Una deteccion de células T citoliticas o células T cooperadoras o la monitorizacion de la cantidad de células T
citoliticas o células T cooperadoras, que son especificas para complejos entre un antigeno o una parte del mismo y
moléculas del CMH, puede tener lugar con una célula, que presenta el complejo entre el antigeno o la parte del
mismo y una molécula del CMH.

La sonda polinucleotidica utilizada para una deteccién o para una monitorizacion, el anticuerpo, la proteina o péptido
o la célula estan, por ejemplo, marcados de manera detectable, siendo por ejemplo el marcador detectable un
marcador radiactivo o un marcador enzimatico. La deteccion de linfocitos T puede tener lugar adicionalmente
mediante la deteccion de su proliferacion, su preparacion de citocinas, asi como su actividad citotdxica, que se
desencadena mediante la estimulacion especifica con el complejo del CMH y antigeno asociado a tumores o partes
del mismo. La deteccion de linfocitos T puede tener lugar ademas mediante una molécula del CMH recombinante o
también un complejo de varias moléculas del CMH, que estan cargadas con el respectivo fragmento inmunogénico
de uno o varios de los antigenos asociados a tumores y mediante la puesta en contacto del receptor de células T
especifico que puede identificar linfocitos T especificos.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere en general a un procedimiento y a diferentes utilizaciones para el
diagnéstico o la monitorizacidon de un cancer, que se caracteriza por la expresion del antigeno asociado a tumores
identificado segun la invencion. Tales procedimientos y utilizaciones pueden comprender la administracién de un
anticuerpo, que se une al antigeno asociado a tumores o una parte del mismo y estd acoplado con un agente de
diagnéstico. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. En formas de realizacion adicionales, el anticuerpo
es un anticuerpo quimérico o humanizado o un fragmento de un anticuerpo natural.

Por lo demas, la invencién se refiere a un acido nucleico, seleccionado de entre el grupo constituido por (a) un acido
nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID
NO: 20 a 21 y 54 a 57 y (b) un acido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con
el &cido nucleico de (a). Por lo demas, la invencion se refiere a un acido nucleico, que codifica para una proteina o
polipéptido, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID
NO: 23 a24y58 a6l

Es concebible, por ejemplo, una molécula de acido nucleico recombinante, en particular una molécula de ADN o de
ARN, que comprende un acido nucleico segun la invencién.

La invencién se refiere también a células huésped, que contienen un &cido nucleico segun la invencién o una
molécula de &cido nucleico recombinante, que comprende un acido nucleico segun la invencién.

La célula huésped puede comprender ademas un acido nucleico, que codifica para una molécula de HLA. Por
ejemplo, la célula huésped expresa la molécula de HLA de manera enddgena. Alternativamente, la célula huésped
expresa la molécula de HLA y/o el &cido nucleico segun la invencion o una parte del mismo de manera
recombinante. Por ejemplo, la célula huésped no es proliferativa. En una forma de realizacion, la célula huésped es
una célula presentadora de antigeno, por ejemplo una célula dendritica, un monocito o un macréfago.

En una forma de realizacion adicional, la invencion se refiere a oligonucleétidos, que se hibridan con un &cido

nucleico identificado segin la invencion y pueden utilizarse como sondas genéticas. Moléculas de &acido nucleico en
forma de cebadores oligonucleotidicos 0 muestras competentes, que se hibridan con un acido nucleico identificado

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2559079 T3

segun la invencion o partes del mismo, pueden utilizarse para encontrar acidos nucleicos, que son homologos al
acido nucleico identificado segun la invencion. Pueden utilizarse amplificacion por PCR, hibridacion de tipo Southern
y Northern para encontrar acidos nucleicos homélogos. La hibridacion puede tener lugar en condiciones poco
rigurosas, mejor de rigurosidad media y lo mejor en condiciones muy rigurosas. El término “condiciones rigurosas” se
refiere a condiciones segun la invencién, que permiten una hibridacion especifica entre polinucledtidos.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una proteina o polipéptido, que se codifica por un acido nucleico
seleccionado de entre el grupo constituido por (a) un &cido nucleico, que comprende una secuencia de acido
nucleico seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 20 a 21, 54 a 57 y (b) un acido nucleico, que
presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de (a). En una forma de
realizacién preferida, la invencion se refiere a una proteina o polipéptido, que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 23 a 24 y 58 a 61.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una parte o fragmento inmunogénico del antigeno asociado a
tumores identificado segun la invencién. El fragmento se une preferiblemente a un receptor de HLA humano o
anticuerpo humano. Preferiblemente, un fragmento segun la invencion comprende una secuencia de por lo menos 6,
por ejemplo, por lo menos 8, por lo menos 10, por lo menos 12, por lo menos 15, por lo menos 20, por lo menos 30 o
por lo menos 50 aminoacidos.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un agente que se une a un antigeno asociado a tumores
identificado segun la invencion o a la parte del mismo. En una forma de realizaciéon preferida, el agente es un
anticuerpo. En formas de realizacién adicionales, el anticuerpo es un anticuerpo o un fragmento de un anticuerpo
quimérico, humanizado o producido con técnicas combinatorias. Por lo demas, la invencion se refiere a un
anticuerpo, que se une de manera selectiva a un complejo de (i) un antigeno asociado a tumores identificado segin
la invencion o una parte del mismo y (ii) una molécula del CMH, a la que se une el antigeno asociado a tumores
identificado segun la invencion o la parte del mismo, en el que el anticuerpo no se une solo a (i) o (ii). Un anticuerpo
segun la invencion puede ser un anticuerpo monoclonal. En formas de realizacion adicionales, el anticuerpo es un
anticuerpo quimérico o humanizado o un fragmento de un anticuerpo natural.

Por lo demas, la invencién se refiere a un conjugado entre un agente segun la invencion, que se une a un antigeno
asociado a tumores identificado segun la invencion o a una parte del mismo, o un anticuerpo segun la invenciéon y un
agente de diagnéstico. En una forma de realizacion, el agente de diagndstico es una toxina.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un kit para detectar la expresion del antigeno asociado a tumores
identificado segun la invencién, que comprende agentes para detectar (i) el acido nucleico, que codifica para el
antigeno asociado a tumores, (ii) el antigeno asociado a tumores, (iii) anticuerpos, que se unen al antigeno asociado
a tumores, y/o (iv) células T, que son especificas de un complejo entre el antigeno asociado a tumores o una parte
del mismo y una molécula del CMH. En una forma de realizacion, los agentes para detectar el acido nucleico o la
parte del mismo son moléculas de acido nucleico para la amplificacion selectiva del acido nucleico, que comprenden
en particular una secuencia de 6 a 50, en particular 10 a 30, 15 a 30 y 20 a 30 nuclettidos contiguos del acido
nucleico.

Descripcion detallada de la invencion

Segun la invencion se describe un gen, que se expresa de manera selectiva o se expresa de manera aberrante en
células tumorales y representa un antigeno asociado a tumores.

Los antigenos asociados a tumores son estructuras diana preferidas para enfoques terapéuticos.
Concepcionalmente, los enfoques terapéuticos pueden tener como objetivo una inhibicion de la actividad del
producto génico asociado a tumores expresado de manera selectiva. Esto es util cuando la expresion aberrante o
selectiva es funcionalmente importante desde el punto de vista de la patogénesis tumoral y su supresion va
acompafiada de un dafio selectivo de las células correspondientes. Otros conceptos terapéuticos consideran
antigenos asociados a tumores como marcas, que reclutan mecanismos efectores con potencial de dafio celular de
manera selectiva para células tumorales. En este sentido, la funcion de la propia molécula diana y su papel en la
aparicion del tumor es totalmente insignificante.

Con “derivado” de un acido nucleico quiere decirse que estan presentes sustituciones, deleciones y/o adiciones de
nucleétidos individuales o multiples en el &cido nucleico. Ademas, el término “derivado” comprende también una
derivatizacién quimica de un acido nucleico en una base de nucleétido, en el azicar o en el fosfato. El término
“derivado” comprende también acidos nucleicos, que contienen nucledtidos y analogos de nucleétidos que no se
producen de manera natural.

Un &cido nucleico es, por ejemplo, un &cido desoxirribonucleico (ADN) o &cido ribonucleico (ARN). Los &cidos
nucleicos comprenden ADN genémico, ADNc, ARNm, moléculas producidas de manera recombinante y sintetizadas
quimicamente. Un &cido nucleico puede estar presente como molécula monocatenaria o bicatenaria y lineal o
cerrada covalentemente de manera circular.
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Los acidos nucleicos descritos estan, por ejemplo, aislados. El término “acido nucleico aislado” significa que el &cido
nucleico (i) se amplificé in vitro, por ejemplo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (ii) se produjo
de manera recombinante mediante clonacion, (i) se purificd, por ejemplo mediante escision y separacion mediante
electroforesis en gel o (iv) se sintetizd, por ejemplo mediante sintesis quimica. Un &cido nucleico aislado es un acido
nucleico, que esta disponible para una manipulacion mediante técnicas de ADN recombinante.

Entonces, un acido nucleico es “complementario” a otro acido nucleico, cuando las dos secuencias se hibridan una
con otra y pueden formar un dudplex estable, teniendo lugar la hibridacion preferiblemente en condiciones que
permiten una hibridacion especifica entre polinucleétidos (condiciones rigurosas). Las condiciones rigurosas se
describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., Ed., 22 edicién, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 o Current Protocols in Molecular Biology, F.M.
Ausubel et al., Ed., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York y hacen referencia por ejemplo a la hibridacion a 65°C en
tampon de hibridacién (3,5 x SSC, Ficoll al 0,02%, polivinilpirrolidona al 0,02%, albumina sérica bovina al 0,02%,
NaH;PO4 2,5 mM (pH7), SDS al 0,5%, EDTA 2 mM). SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,15 M, pH 7.
Tras la hibridacion se lava la membrana, a la que se transfirid el ADN, por ejemplo en 2 x SSC a temperatura
ambiente y después en 0,1 - 0,5 x SSC/0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68°C.

Los acidos nucleicos complementarios presentan una identidad de los nucleétidos de por ejemplo por lo menos el
40%, en particular por lo menos el 50%, por lo menos el 60%, por lo menos el 70%, por lo menos el 80%, por lo
menos el 90% y preferiblemente por lo menos el 95%, por lo menos el 98 o por lo menos el 99%.

Los &cidos nucleicos, que codifican para antigenos asociados a tumores, pueden estar presentes solos o en
combinacién con otros acidos nucleicos, en particular acidos nucleicos heter6logos. Un &cido nucleico puede estar
presente unido funcionalmente con secuencias de control de expresiéon o secuencias reguladoras, que pueden ser
homologas o heterélogas con respecto al acido nucleico. Una secuencia codificante y una secuencia reguladora
estan entonces unidas “funcionalmente” entre si, si estan enlazadas covalentemente entre si de tal manera que la
expresion o transcripcion de la secuencia codificante esta bajo el control o bajo la influencia de la secuencia
reguladora. En caso de que la secuencia codificante deba traducirse a una proteina funcional, en el caso de una
union funcional de una secuencia reguladora con la secuencia codificante, una induccion de la secuencia reguladora
conduce a una transcripcion de la secuencia codificante, sin que se produzca un desplazamiento del marco de
lectura en la secuencia codificante o una incapacidad de la secuencia codificante de traducirse a la proteina o
péptido deseado.

El término “secuencia de control de expresion” o “secuencia reguladora” comprende promotores, potenciadores y
otros elementos de control, que controlan la expresion de un gen. Por ejemplo, las secuencias de control de
expresion son regulables. La estructura exacta de secuencias reguladoras puede variar en funcién de la especie o
en funcion del tipo celular, pero comprende en general secuencias no transcritas en 5’ y no traducidas en 5', que
participan en la iniciacion de la transcripcion o traduccién, como caja TATA, secuencia de ocupacion de extremos,
secuencia CAAT y similares. En particular, las secuencias de regulacion no transcritas en 5’ comprenden una region
promotora, que incluye una secuencia promotora para un control transcripcional del gen unido funcionalmente. Las
secuencias reguladoras también pueden comprender secuencias potenciadoras o secuencias activadoras en el
sentido de 5.

Por tanto, por un lado, el antigeno asociado a tumores expuesto en este caso puede combinarse con cualquier
secuencia de control de expresion y promotor. Sin embargo, por otro lado, los promotores de los productos génicos
asociados a tumores expuestos en este caso pueden combinarse con cualquier otro gen. Esto permite aprovechar la
actividad selectiva de estos promotores.

Por lo demas, un &cido nucleico puede estar presente en unién con otro &cido nucleico, que codifica para un
polipéptido, que controla una secrecion de la proteina o polipéptido codificado por el acido nucleico a partir de una
célula huésped. Un acido nucleico también puede estar presente en unidn con otro acido nucleico, que codifica para
un polipéptido, que provoca un anclaje de la proteina o polipéptido codificado sobre la membrana celular de la célula
huésped o su compartimentalizacion en determinados organulos de esta célula.

Una molécula de ADN recombinante es por ejemplo un vector, dado el caso con un promotor, que controla la
expresion de un acido nucleico, por ejemplo de un acido nucleico que codifica para un antigeno asociado a tumores
segun la invencion. A este respecto, el término “vector” se utiliza en su significado mas general y comprende
cualquier vehiculo intermediario para un &cido nucleico, que por ejemplo permite introducir el &cido nucleico en
células procariotas y/o en células eucariotas y dado el caso integrarlo en un genoma. Tales vectores se replican y/o
se expresan preferiblemente en la célula. Un vehiculo intermediario puede estar adaptado, por ejemplo, para la
utilizacion en la electroporacion, en el bombardeo con microproyectiles, en la administracion liposémica, en la
transferencia con ayuda de agrobacterias 0 en la insercion a través de virus de ADN o ARN. Los vectores
comprenden plasmidos, fagémidos o genomas virales.

Los &cidos nucleicos, que codifican para el antigeno asociado a tumores identificado segin la invencion, pueden
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utilizarse para una transfeccion de células huésped. A este respecto, por acido nucleico quiere decirse tanto ADN
recombinante como ARN. Puede producirse ARN recombinante mediante la transcripcion in vitro de una matriz de
ADN. Por lo demas puede modificarse antes de la aplicacion mediante secuencias estabilizadoras, ocupacion de
expresion y poliadenilacion. El término “célula huésped” se refiere a cualquier célula, que puede transformarse o a la
que puede transfectarse un acido nucleico exdgeno. El término “células huésped” comprende procariotas (por
ejemplo E. coli) o eucariotas (por ejemplo células dendriticas, células B, células CHO, células COS, células K562,
células de levadura y células de insecto). Son concebibles células de mamifero tales como células de ser humano,
ratén, hamster, cerdo, cabra, primates. Las células pueden derivarse de un gran nimero de tipos de tejidos y
comprenden lineas celulares y células primarias. Los ejemplos especificos comprenden queratinocitos, leucocitos
sanguineos periféricos, células madre de la médula ésea y células madre embrionarias. En formas de realizacion
adicionales, la célula huésped es una célula presentador de antigeno, en particular una célula dendritica, monocito o
un macroéfago. Un acido nucleico puede estar presente en la célula huésped en una Unica o en varias copias y se
expresa en una forma de realizacién en la célula huésped.

El término “expresion” se utiliza en la presente memoria en su significado mas general y comprende la preparacion
de ARN o de ARN y proteina. También comprende una expresion parcial de acidos nucleicos. Por lo demas, la
expresion puede tener lugar de manera transitoria o0 estable. Los sistemas de expresion preferidos en células de
mamifero comprenden pcDNA3.1 y pRc/CMV (Invitrogen, Carlsbad, CA), que contienen un marcador selectivo tal
como un gen, que confiere resistencia frente a G418 (y por consiguiente posibilita una seleccion de lineas celulares
transfectadas de manera estable) y las secuencias potenciadoras-promotoras de citomegalovirus (CMV).

En los casos de la invencién, en los que una molécula de HLA presenta un antigeno asociado a tumores o una parte
del mismo, un vector de expresion también puede contener una secuencia de acido nucleico, que codifica para la
molécula de HLA. La secuencia de &cido nucleico, que codifica para la molécula de HLA, puede estar presente en el
mismo vector de expresion que el acido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores o la parte del
mismo, o ambos acidos nucleicos pueden estar presentes en diferentes vectores de expresion. En el dltimo caso,
ambos vectores de expresion pueden cotransfectarse en una célula. En el caso de que una célula huésped no
exprese ni el antigeno asociado a tumores o la parte del mismo ni la molécula de HLA, ambos acidos nucleicos que
codifican para ello se transfectan o bien en el mismo vector de expresién o bien en diferentes vectores de expresion
en la célula. En el caso de que la célula ya exprese la molécula de HLA, puede transfectarse solo la secuencia de
acido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores o la parte del mismo, en la célula.

Son concebibles también kits para la amplificacion de un acido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a
tumores segun la invencion. Tales kits comprenden, por ejemplo, un par de cebadores de amplificacion, que se
hibridan al &cido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores. Los cebadores comprenden
preferiblemente una secuencia de 6 a 50, por ejemplo 10 a 30, 15 a 30 y 20 a 30 nucledtidos contiguos del acido
nucleico y no son solapantes, para evitar la formacion de dimeros de cebadores. Uno de los cebadores se hibridara
a una cadena del acido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores, y el otro cebador se hibridara a
la cadena complementaria en una disposicion que permite una amplificacion del acido nucleico, que codifica para el
antigeno asociado a tumores.

Un oligonucledtido utilizado segun la invencion estd compuesto, por ejemplo, por ribonucleotidos,
desoxirribonucledtidos o una combinacién de los mismos. A este respecto, el extremo 5 de un nucleétido y el
extremo 3’ de otro nucledtido estan enlazados entre si mediante un enlace fosfodiéster. Estos oligonucledtidos
pueden sintetizarse de manera convencional o producirse de manera recombinante.

Alternativamente, un oligonucledtido segin la invencion es un oligonucledtido “modificado”. A este respecto, el
oligonucledtido, para aumentar por ejemplo su estabilidad, puede estar modificado de las maneras mas diversas sin
que su capacidad de unirse a su diana se vea perjudicada. El término “oligonucleétido modificado” significa un
oligonucledtido en el que (i) por lo menos dos de sus nucleétidos estan enlazados entre si mediante un enlace
internucleosidico sintético (es decir un enlace internucleosidico, que no es un enlace fosfodiéster) y/o (ii) un grupo
quimico esta unido covalentamente con el oligonucleétido, que normalmente no aparece en el caso de los acidos
nucleicos. Enlaces internucleosidicos sintéticos preferidos son fosforotioatos, alquilfosfonatos, fosforoditioatos,
ésteres de fosfato, alquilfosfonotioatos, fosforoamidatos, carbamatos, carbonatos, triésteres de fosfato, acetamidas,
ésteres carboximetilicos y péptidos.

El término “oligonucledétido modificado” comprende también oligonucleétidos con un azicar y/o una base modificada
covalentemente. Los “oligonucleétidos modificados” comprenden por ejemplo oligonucle6tidos con restos de azlcar,
que estan unidos covalentemente a grupos organicos con un peso molecular menor, que no son un grupo hidroxilo
en la posicion 3’ ni un grupo fosfato en la posicion 5. Los oligonucledtidos modificados pueden comprender por
ejemplo un resto ribosa 2’-O-alquilado u otro aztcar en lugar de ribosa tal como arabinosa.

Las proteinas y polipéptidos descritos pueden estar presentes de manera aislada. Los términos “proteina aislada” o
“polipéptido aislado” significan que la proteina o polipéptido estd separado de su entorno natural. Una proteina o
polipéptido aislado puede estar presente en un estado esencialmente purificado. El término “esencialmente
purificado” significa que la proteina o polipéptido esta esencialmente libre de otras sustancias, con las que esta
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presente en la naturaleza o in vivo.

Tales proteinas y polipéptidos sirven, por ejemplo, para producir anticuerpos y pueden utilizarse en un ensayo
inmunolégico o de diagnéstico o como productos terapéuticos. Las proteinas y polipéptidos descritos pueden
aislarse de muestras biolégicas tales como homogeneizados tisulares o celulares y también pueden expresarse de
manera recombinante en un gran nimero de sistemas de expresién pro- 0 eucariotas.

Los “derivados” de una proteina o polipéptido o de una secuencia de aminoacidos comprenden variantes de
insercién de aminoacidos, variantes de delecidon de aminoacidos y/o variantes de sustitucion de aminoécidos.

Las variantes de insercion de aminoacidos comprenden fusiones amino- y/o carboxiterminales, asi como inserciones
de aminoécidos individuales o miultiples aminoacidos en una determina secuencia de aminoacidos. En las variantes
de secuencia de aminoacidos con una insercidon se introducen uno o varios restos de aminoacido en un sitio
predeterminado de una secuencia de aminoacidos, aunque también es posible una insercion aleatoria con examen
adecuado del producto resultante. Las variantes de delecion de aminoacidos se caracterizan por la eliminacion de
uno o varios aminoacidos de la secuencia. Las variantes de sustitucion de aminoacidos se caracterizan porque por
lo menos un resto se elimina de la secuencia y otro resto se inserta en su sitio. Preferiblemente, las modificaciones
se encuentran en posiciones en la secuencia de aminoacidos, que no estan conservadas entre proteinas o péptidos
homologos. Preferiblemente se reemplazan aminoacidos por otros con propiedades similares, tales como
hidrofobicidad, hidrofilicidad, electronegatividad, volumen de la cadena lateral y similares (sustitucién conservativa).
Las sustituciones conservativas hacen referencia, por ejemplo, al intercambio de un aminoacido por otro aminoacido
expuesto a continuacion en el mismo grupo que el aminoacido sustituido:

pequefios restos alifaticos, apolares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly)
restos cargados negativamente y sus amidas: Asn, Asp, Glu, GIn

restos cargados positivamente: His, Arg, Lys

grandes restos alifaticos, apolares: Met, Leu, lle, Val (Cys)

grandes restos aromaticos: Phe, Tyr, Trp.

agpwOdDE

Tres restos se ponen entre paréntesis debido a su papel particular para la arquitectura proteica. Gly es el Gnico resto
sin una cadena lateral y por consiguiente confiere flexibilidad a la cadena. Pro presenta una geometria poco
frecuente, que limita enormemente la cadena. Cys puede formar un puente disulfuro.

Las variantes de aminoacido descritas anteriormente pueden prepararse facilmente con ayuda de técnicas de
sintesis de péptidos conocidas, como por ejemplo mediante “sintesis en fase solida’ (Merrifield, 1964) y
procedimientos similares o mediante manipulacién de ADN recombinante. Las técnicas para introducir mutaciones
de sustitucion en sitios predeterminados en ADN, que presenta una secuencia conocida o parcialmente conocida, se
conocen bien y comprenden por ejemplo mutagénesis de M13. La manipulacion de secuencias de ADN para la
preparacion de proteinas con sustituciones, inserciones o deleciones se describe detalladamente, por ejemplo, en
Sambrook et al. (1989).

Los “derivados” de proteinas o polipéptidos comprenden segun la invencion también sustituciones, deleciones y/o
adiciones individuales o multiples de cualquier molécula que esté asociada con la enzima, tal como hidratos de
carbono, lipidos y/o proteinas o polipéptidos. Ademas, el término “derivado” se extiende también a todos los
equivalentes quimicos funcionales de las proteinas o polipéptidos.

Una parte o fragmento de un antigeno asociado a tumores presenta a menudo una propiedad funcional del
polipéptido, del que se derivan. Tales propiedades funcionales comprenden la interaccidon con anticuerpos, la
interaccion con otros polipéptidos o proteinas, la union selectiva de acidos nucleicos y una actividad enzimatica. Una
propiedad significativa es la capacidad de formar un complejo con HLA y dado el caso generar una reaccion
inmunitaria. Esta reaccion inmunitaria puede basarse en la estimulacion de células T cooperadoras o citotdxicas.
Preferiblemente, una parte o fragmento segin la invencion de un antigeno asociado a tumores comprende una
secuencia de por lo menos 6, por ejemplo por lo menos 8, por lo menos 10, por lo menos 12, por lo menos 15, por lo
menos 20, por lo menos 30 o por lo menos 50 aminoacidos consecutivos del antigeno asociado a tumores.

Una parte o un fragmento de un &cido nucleico, que codifica para un antigeno asociado a tumores, se refiere segin
la invencion a la parte del &cido nucleico, que por lo menos codifica para el antigeno asociado a tumores y/o codifica
para una parte o un fragmento del antigeno asociado a tumores tal como se defini6é anteriormente.

El aislamiento y la identificacion del gen segun la invencion, que codifica para el antigeno asociado a tumores TPTE,
también posibilita el diagndstico de un céncer, que se caracteriza por la expresion de uno o varios antigenos
asociados a tumores. Estos procedimientos o utilizaciones comprenden la determinacion de uno o varios acidos
nucleicos, que codifican para un antigeno asociado a tumores, y/o la determinacion de los antigenos asociados a
tumores codificados y/o de péptidos derivados de los mismos. Una determinacién del &cido nucleico puede tener
lugar de manera convencional, incluyendo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa o hibridacién con una
sonda marcada. Una determinacion de antigenos asociados a tumores o péptidos derivados de los mismos puede
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tener lugar mediante un examen de antisueros de pacientes con respecto a un reconocimiento del antigeno y/o de
los péptidos. También puede tener lugar mediante un examen de células T del paciente para determinar la
especificidad para el antigeno asociado a tumores correspondiente.

Segln la invencion estan comprendidas sustancias de union como por ejemplo anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo, que presentan la capacidad de unirse selectivamente al antigeno asociado a tumores segun la invencion.
Los anticuerpos comprenden anticuerpos policlonales y monoclonales, que se producen de manera convencional.

Se sabe que sélo una pequefia parte de la molécula de anticuerpo, el paratopo, esta implicado en la unién del
anticuerpo a su epitopo (véase Clark, W.R (1986), The Experimental Foundations of Modern Immunology, Wiley &
Sons, Inc., Nueva York; Roitt, 1. (1991), Essential Immunology, 72 edicion, Blackwell Scientific Publications, Oxford).
Las regiones pFc’ y Fc son por ejemplo efectores de la cascada del complemento, pero no estan implicadas en la
union a antigeno. Un anticuerpo, del que se escindié enzimaticamente la region pFc’ o que se produjo sin la region
pFc’, denominado fragmento F(ab’),, porta ambos sitios de unién a antigeno de un anticuerpo completo. De manera
similar, un anticuerpo, del que se escindié enziméaticamente la region Fc o que se produjo sin la region Fc,
denominado fragmento Fab, porta un sitio de unién a antigeno de una molécula de anticuerpo intacta. Por lo demas,
los fragmentos Fab estan compuestos por una cadena ligera unida covalentamente de un anticuerpo y una parte de
la cadena pesada del anticuerpo, denominada Fd. Los fragmentos Fd son los determinantes principales de la
especificidad de anticuerpo (un Unico fragmento Fd puede asociarse con hasta diez cadenas ligeras diferentes, sin
modificar la especificidad del anticuerpo) y los fragmentos Fd conservan, en caso de aislamiento, la capacidad de
unirse a un epitopo.

Dentro de la parte de unibn a antigeno de un anticuerpo se encuentran regiones determinantes de
complementariedad (CDR), que interaccionan directamente con el epitopo del antigeno, y regiones de entramado
(FR), que mantienen la estructura terciaria del paratopo. Tanto en el fragmento Fd de la cadena pesada como en la
cadena ligera de inmunoglobulinas 1gG se encuentran cuatro regiones de entramado (FR1 a FR4), que estan
separadas en cada caso por tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDR3). Las CDR y en
particular las regiones CDR3 y todavia mas las regiones CDR3 de la cadena pesada son responsables en gran
medida de la especificidad del anticuerpo.

Se sabe que las regiones que no son CDR de un anticuerpo de mamifero pueden reemplazarse por regiones
similares de anticuerpos con la misma especificidad o una especificidad diferente, manteniéndose la especificidad
para el epitopo del anticuerpo original. Esto hizo posible el desarrollo de denominados anticuerpos “humanizados”,
en los que las CDR no humanas estan unidas covalentemente con regiones FR y/o Fc/pFc’ humanas para la
preparacion de un anticuerpo funcional.

Por ejemplo, el documento WO 92/04381 describe la preparacion y utilizacién de anticuerpos anti-VRS humanizados
de ratén, en los que por lo menos una parte de las regiones FR de ratén se reemplazaron por regiones FR de origen
humano. Tales anticuerpos, incluyendo fragmentos de anticuerpos intactos con una capacidad de unién a antigeno
se denominan a menudo anticuerpos “quiméricos”.

Segun la invencién se exponen también fragmentos F(ab’),, Fab, Fv y Fd de anticuerpos, anticuerpos quimeéricos, en
los que las regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera se reemplazaron por secuencias
humanas o no humanas homoélogas, anticuerpos de fragmentos F(ab’), quiméricos, en los que las regiones FR y/o
CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera se reemplazaron por secuencias humanas o no humanas homélogas,
anticuerpos de fragmentos Fab quiméricos, en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena
ligera se reemplazaron por secuencias humanas o no humanas homdlogas, y anticuerpos de fragmentos Fd
quiméricos, en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 se reemplazaron por secuencias humanas o no
humanas homoélogas. Segun la invencion también son concebibles los denominados anticuerpos de cadena sencilla.

Son concebibles también polipéptidos, que se unen especificamente a antigenos asociados a tumores. Por ejemplo,
tales sustancias de union polipeptidicas pueden proporcionarse mediante bibliotecas de péptidos degeneradas, que
pueden proporcionarse facilmente en disolucion en forma inmovilizada o pueden producirse como bibliotecas de
exposicion en fago. Igualmente pueden producirse bibliotecas combinatorias de péptidos con uno o varios
aminoacidos. Ademas pueden producirse bibliotecas de peptoides y restos sintéticos no peptidicos.

La exposicién en fago puede ser especialmente eficaz en la identificacion de péptidos de unién segun la invencion. A
este respecto, se produce por ejemplo una biblioteca de fagos (mediante la utilizacion por ejemplo del fago m13, fd o
lambda), que presenta insertos de desde 4 hasta aproximadamente 80 restos de aminoacido de longitud. Después
se seleccionan fagos, que portan insertos que se unen al antigeno asociado a tumores. Este proceso puede
repetirse a lo largo de varios ciclos de una nueva seleccion de fagos, que se unen al antigeno asociado a tumores.
Rondas repetidas conducen a un enriquecimiento de fagos, que portan determinadas secuencias. Puede tener lugar
un andlisis de secuencias de ADN, para identificar las secuencias de los polipéptidos expresados. Puede
determinarse la parte lineal mas pequefia de la secuencia, que se une al antigeno asociado a tumores. El “sistema
de dos hibridos” de levadura también puede utilizarse para la identificacion de polipéptidos, que se unen a un
antigeno asociado a tumores. Pueden utilizarse antigenos asociados a tumores o fragmentos de los mismos
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descritos segun la invencion para examinar bibliotecas de péptidos, incluyendo bibliotecas de exposicion en fago,
para identificar y seleccionar parejas de union peptidicas de los antigenos asociados a tumores. Tales moléculas
pueden utilizarse, por ejemplo, para ensayos de examen, protocolos de purificacion, para una interferencia con la
funcién del antigeno asociado a tumores y para otros fines conocidos por el experto.

Los anticuerpos descritos anteriormente y otras moléculas de union pueden utilizarse, por ejemplo, para la
identificacion de tejido que expresa un antigeno asociado a tumores. Los anticuerpos también pueden acoplarse a
sustancias de diagnéstico especificas para una representacion de células y tejidos, que expresan antigenos
asociados a tumores. Ademdas pueden acoplarse a sustancias terapéuticamente Utiles. Las sustancias de
diagnéstico comprenden de manera no limitativa sulfato de bario, acido iocetdmico, &cido iopanoico, ipodato de
calcio, diatrizoato de sodio, diatrizoato de meglumina, metrizamida, tiropanoato de sodio y agentes de
radiodiagndstico, incluyendo emisores de positrones tales como fluor-18 y carbono-11, emisores gamma tales como
yodo-123, tecnicio-99m, yodo-131 e indio-111, nucleidos para resonancia magnética nuclear tales como fltor y
gadolinio. El término “sustancia terapéuticamente UtilI” quiere decir segun la invencion cualquier molécula
terapéutica, que se conduce de manera deseable selectivamente a una célula, que expresa uno o varios antigenos
asociados a tumores, incluyendo agentes anticancerigenos, compuestos dotados de yodo radiactivo, toxinas,
farmacos citostaticos o citoliticos, etc. Los agentes anticancerigenos comprenden, por ejemplo, aminoglutetimida,
azatioprina, sulfato de bleomicina, busulfano, carmustina, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, ciclosporina,
citarabidina, dacarbazina, dactinomicina, daunorubina, doxorubicina, taxol, etopoésido, fluoruracilo, interferon-[1,
lomustina, mercaptopurina, metotrexato, mitotano, procarbazina-HCI, tioguanina, sulfato de vinblastina y sulfato de
vincristina. Agentes anticancerigenos adicionales se describen, por ejemplo, en Goodman y Gilman, “The
Pharmacological Basis of Therapeutics”, 82 edicion, 1990, McGraw-Hill, Inc., en particular capitulo 52 (Antineoplastic
Agents (Paul Calabresi y Bruce A. Chabner). Las toxinas pueden ser proteinas tales como proteina antiviral de
hierba carmin, toxina del célera, toxina de la tos ferina, ricina, gelonina, abrina, exotoxina de la difteria 0 exotoxina
de Pseudomonas. Los restos de toxina también pueden ser radionucleidos emisores de alta energia tales como
cobalto-60.

El término “paciente” significa segun la invencién un ser humano, un primate no humano u otro animal, en particular
un mamifero tal como vaca, caballo, cerdo, oveja, cabra, perro, gato o roedor tal como ratén y rata. En una forma de
realizacion especialmente preferida, el paciente es un ser humano.

El término “enfermedad” se refiere segln la invencion a cualquier estado patoldgico, en el que se expresan
antigenos asociados a tumores. “Expresion andémala” significa que la expresion con respecto al estado en un
individuo sano esta modificada, preferiblemente aumentada. Un aumento de la expresion se refiere a un aumento de
por lo menos el 10%, en particular por lo menos el 20%, por lo menos el 50% o por lo menos el 100%. Es concebible
que el antigeno asociado a tumores se exprese so6lo en tejido de un individuo enfermo, mientras que la expresion en
un individuo sano estéa reprimida. Un ejemplo de una enfermedad de este tipo es cancer, en particular seminomas,
melanomas, teratomas, gliomas, cancer colorrectal, de mama, de préstata, de Gtero, ovarico y pulmonar.

Una muestra biolégica puede ser segun la invencion una muestra de tejido y/o celular, y puede obtenerse de manera
convencional para una utilizacién en los diferentes procedimientos descritos en la presente memoria, tal como
mediante biopsia de tejido, incluyendo biopsia en sacabocados, y extraccion de sangre, aspirado bronquial, orina,
heces u otros fluidos corporales.

El término “célula inmunorreactiva” significa segun la invenciéon una célula que puede madurar en una célula
inmunitaria (tal como célula B, célula T cooperadora o célula T citolitica) en el caso de una estimulacion adecuada.
Las células inmunorreactivas comprenden células madre hematopoyéticas CD34", células T maduras e inmaduras
asi como células B maduras e inmaduras. Si se desea la preparacion de células T cooperadoras o citoliticas, que
reconocen un antigeno asociado a tumores, se pone en contacto la célula inmunorreactiva con una célula, que
expresa un antigeno asociado a tumores, en condiciones que favorecen una preparacion, diferenciacion y/o
seleccion de células T cooperadoras asi como citoliticas. La diferenciacion de precursores de células T en una célula
T citolitica en el caso de una exposicion a un antigeno es similar a la seleccion clonal del sistema inmunitario.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencién se administran en general en cantidades farmacéuticamente
compatibles y se administran en composiciones farmacéuticamente compatibles. El término “farmacéuticamente
compatible” se refiere a un material no toxico, que no interacciona con el efecto del componente activo de la
composicion farmacéutica. Tales preparaciones pueden contener habitualmente sales, sustancias tampon,
conservantes, portadores y dado el caso otros principios activos terapéuticos. En el caso de una utilizacion en
medicina, las sales deben ser farmacéuticamente compatibles. Sin embargo, pueden utilizarse sales
farmacéuticamente no compatibles para la preparacién de sales farmacéuticamente compatibles de las mismas y
estdn comprendidas segun la invencién. Tales sales farmacolégicamente y farmacéuticamente compatibles
comprenden de manera no limitativa aquellas producidas a partir de los siguientes acidos: acido clorhidrico,
brombhidrico, sulfarico, nitrico, fosférico, maleico, acético, salicilico, citrico, férmico, malénico, succinico y similares.
Las sales farmacéuticamente compatibles también pueden producirse como sales de metales alcalinos o
alcalinotérreos tales como sales de sodio, potasio o calcio.
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Una composicién farmacéutica segun la invencién puede comprender un portador farmacéuticamente compatible. El
término “portador farmacéuticamente compatible” se refiere segun la invencién a una o varias cargas solidas o
liqguidas compatibles, diluyentes o sustancias de encapsulacion, que son adecuados para una administracion a un
ser humano. El término “portador” se refiere a un componente organico o inorganico, de naturaleza natural o
sintética, en el que se combina el componente activo, para facilitar su aplicacion. Los componentes de la
composicion farmacéutica segun la invencion son habitualmente de tal manera que no se produce ninguna
interaccion, que perjudique esencialmente la eficacia farmacéutica deseada.

Las composiciones farmacéuticas segin la invencion pueden contener sustancias tampoén adecuadas tales como
acido acético en una sal, acido citrico en una sal, acido borico en una sal y acido fosférico en una sal.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener dado el caso conservantes adecuados tales como
cloruro de benzalconio, clorobutanol, parabenos y timerosal.

Las composiciones farmacéuticas se proporcionan habitualmente en una forma farmacéutica uniforme y pueden
producirse de manera en si conocida. Las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden estar presentes
por ejemplo en forma de cépsulas, comprimidos, pastillas para chupar, suspensiones, jarabes, elixires o como
emulsion.

Las composiciones, que son adecuadas para una administracién parenteral, comprenden habitualmente una
preparacion acuosa 0 no acuosa estéril del principio activo, que preferiblemente es isoténica con la sangre del
receptor. Portadores y disolventes compatibles son, por ejemplo, solucién de Ringer y disolucién isoténica de cloruro
de sodio. Adicionalmente se utilizan habitualmente aceites fijos, estériles como medio de disolucion o suspension.

La presente invencién se describe en detalle mediante las siguientes figuras y ejemplos, que sirven exclusivamente
a modo de explicacion y no deben entenderse de manera limitativa. Debido a la descripcién y a los ejemplos, formas
de realizacion adicionales son accesibles para el experto.

Figuras

Figura 1: Representacion esquematica de la clonacién de eCT. La estrategia comprende la identificacion de
genes candidatos (GOI = “gens of interest”) en bases de datos y someter a prueba este gen mediante
RT-PCR.

Figura 2: Composicion de exones de las variantes de TPTE. Segun la invencion se identificaron variantes de
corte y empalme (SEC ID NO: 20, SEC ID NO: 21, SEC ID NO: 54, SEC ID NO: 55, SEC ID NO: 56,
SEC ID NO: 57), que se expresan en tejido testicular y tumores, y presentan desplazamientos del
marco de lectura y por consiguiente regiones de secuencia modificadas.

Figura 3: Alineamiento de las posibles proteinas TPTE. Acontecimientos de corte y empalme alternativos dan
como resultado modificaciones de la proteina codificada, conservandose basicamente el marco de
lectura. Los dominios transmembrana putativos estan en negrita, los dominios cataliticos estan en un
recuadro.

Figura 4: Topologia predicha de TPTE y localizacion subcelular en la superficie celular de células MCF-7. El
esquema izquierdo muestra los 4 dominios transmembrana putativos (flechas) de TPTE. Se
transfectaron células MCF-7 de manera transitoria con un plasmido de expresién de TPTE. Se detectd
el antigeno con anticuerpos especificos de TPTE y mostré una localizacion conjunta clara con
moléculas de clase | del CMH localizadas en la superficie celular.

Ejemplos:

Material y métodos

Los términos “in silico”, “electrénicamente” y “clonar virtualmente” se refieren meramente a la utilizacion de
procedimientos basados en bases de datos, con los que también pueden simularse operaciones experimentales de
laboratorio.

A menos que se defina explicitamente lo contrario, todos los demas términos se utilizan de modo que los entienda el
experto. Dichas técnicas y métodos se llevan a cabo de manera en si conocida y se describen por ejemplo en
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N. Y. Todos los procedimientos, incluyendo la utilizacion de kits y reactivos, se llevan a cabo de
manera correspondiente a la informacion del fabricante.
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Estrategia basada en mineria de datos para determinar eCT (genes cancer/testiculo clonados electrénicamente)

Se combinaron dos estrategias in silico concretamente busqueda de palabras clave en GenBank y el cDNAxProfiler
(figura 1). Utilizando el sistema de busqueda y recuperacion ENTREZ del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)
se llevdé a cabo una busqueda de genes candidatos en GenBank, para los que se indica que se expresan
especificamente en tejido testicular (Wheeler et al., Nucleic Acids Research 28:10-14, 2000).

Mediante consultas de busqueda con las palabras clave “gen especifico de testiculos” (“testis-specific gene”), “gen
especifico de esperma” (“sperm-specific gene”), “gen especifico de espermatogonios” (“spermatogonia-specific
gene”) se extrajeron los genes candidatos (GOI, genes of interest) de las bases de datos. La busqueda se limit6 a
una parte de toda la informacion de estas bases de datos, utilizando como limites “homo sapiens” para el organismo
y “ARNmM” para el tipo de molécula.

Se superviso la lista de los GOI encontrados, detectando diferentes denominaciones para la misma secuencia y
eliminando tales redundancias.

Todos los genes candidatos, que se obtuvieron mediante la busqueda de palabras clave, se estudiaron a su vez
mediante el procedimiento del “Northern electronico” (eNorthern) con respecto a su distribucion tisular. El eNorthern
se basa en que se compara la secuencia de un GOI con una base de datos de EST (expressed SECuence tag,
etigueta de secuencia expresada) (Adams et al., Science 252:1651, 1991) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
Para cada EST, que se obtiene como resultado que es homéloga al GOI introducido, puede determinarse el origen
del tejido y mediante la suma de todas las EST conseguirse de esta manera una estimacion provisional de la
distribucion tisular del GOI. So6lo se suministraron a estudios adicionales aquellos GOI que no presentaban ninguna
homologia con EST de tejidos normales no testiculares con excepcion de la placenta y el tejido fetal. Para esta
evaluacion también se tuvo en cuenta que hay bases de datos de ADNc con anotaciones incorrectas en el dominio
publico (Scheurle et al., Cancer Res. 60:4037-4043, 2000) (www.fau.edu/cmbb/publications/cancergenes6.htm).

Como segundo procedimiento de mineria de datos se utilizé el cDNA xProfiler del proyecto de Anatomia del genoma
del cancer del NCBI (http://cgap.nci.nih.gov/Tissues/xProfiler) (Hillier et al., Genome Research 6:807-828, 1996;
Pennisi, Science 276:1023-1024, 1997). Este permite relacionar entre si conjuntos de transcriptomas depositados en
bases de datos mediante operadores légicos. Se definié un conjunto A, al que se asociaron todas las bibliotecas de
expresion producidas a partir de testiculos, excluyendo bibliotecas mixtas. Al conjunto B se asociaron todas las
bibliotecas de ADNc, que se habian producido de tejidos normales excluyendo tejido testicular, ovarico y fetal. En
general se utilizaron todas las bases de datos de ADNc independientemente de los procedimientos de preparacion
subyacentes, sin embargo sélo se autorizaron aquellos con una potencia > 1000. Por medio del operador PERO NO
se restd el conjunto B digitalmente del conjunto A. También se sometié el conjunto de GOI encontrados de esta
manera a estudios de tipo eNorthern, y se protegié mediante una bisqueda de bibliografia. Esta mineria de datos
combinada incluye todos los aproximadamente 13000 genes de longitud completa en el dominio publico y predice de
estos un total de 140 genes con una expresion especifica de testiculos potencial. De estos, 25 eran genes ya
conocidos de la clase génica CT, lo que refuerza la eficacia de esta estrategia.

Todos los demas genes se evaluaron en primer lugar mediante RT-PCR especifica en tejidos normales. Todos los
GOlI, que demostraron que se expresaban en tejidos normales no testiculares, tuvieron que considerarse falsos
positivos y se excluyeron de los estudios adicionales. Los restantes se estudiaron en un gran panel de los mas
diversos tejidos tumorales. A este respecto, los antigenos expuestos mas adelante demostraron estar activados
ectopicamente en células tumorales.

Extraccion de ARN, preparacién de ADNc cebado con poli-d(T) y andlisis mediante RT-PCR

Se extrajo el ARN total de material tisular nativo utilizando isotiocianato de guanidio como agente caotrépico
(Chomczynski y Sacchi, Anal. Biochem. 162:156-9, 1987). Tras la extraccion con fenol &cido y precipitacion con
isopropanol se disolvié el ARN en agua tratada con DEPC.

A partir de 2-4 pg de ARN total en una mezcla bésica de reaccion de 20 pl por medio de Superscript Il (Invitrogen) de
manera correspondiente a la informacion del fabricante se llevé a cabo una sintesis de ADNc de primera cadena.
Como cebador se utilizdé un oligonucledtido dT(18). Se comprobaron la integridad y la calidad del ADNc mediante la
amplificacion de p53 en una PCR de 30 ciclos (sentido CGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCG, antisentido
CCTAACCAGCTGCCCAACTGTAG, temperatura de hibridacién 67°C).

Se produjo un archivo de ADNc de primera cadena a partir de una serie de tejidos normales y entidades tumorales.
Para estudios de expresién se amplificaron 0,5 pl de estos ADNc en una mezcla béasica de reaccion de 30 pl con
cebadores especificos de GOI (véase mas adelante) y 1 U ADN polimerasa HotStarTaq (Qiagen). La mezcla basica
de reaccion contenia en cada caso dNTP 0,3 mM, por cada 0,3 pM de cada cebador y 3 pl de 10 x tampdn de
reaccion.

Los cebadores se seleccionaron de tal manera que se encuentran en 2 exones diferentes y la eliminacion de la
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interferencia mediante ADN gendmico contaminante como motivo para resultados falsos positivos se confirmo
mediante pruebas de ADN no transcrito de manera inversa como matriz. Tras 15 minutos a 95°C para la activacion
de la ADN polimerasa HotStarTaq se llevaron a cabo 35 ciclos de PCR (1 min 94°C, 1 min respectiva temperatura de
hibridacion, 2 min 72°C y elongacion final a 72°C durante 6 min). Se separaron 20 pl de esta reaccion en un gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio y se analizaron.

Se utilizaron los siguientes cebadores para el andlisis de expresién de TPTE a la temperatura de hibridacién
indicada.

TPTE (64°C)
sentido TGGATGTCACTCTCATCCTTG, antisentido CCATAGTTCCTGTTCTATCTG

Clonacién y andlisis de secuencias

La clonacion de longitudes completas o fragmentos génicos tuvo lugar segun los métodos habituales. Para la
determinacion de la secuencia se amplificaron los antigenos correspondientes por medio de polimerasa de lectura
de comprobacion pfu (Stratagene). Tras finalizar la PCR se ligé adenosina por medio de ADN polimerasa
HotStarTaq a los extremos del amplicén para clonar los fragmentos de manera correspondiente a la informacion del
fabricante en el vector TOPO-TA. La secuenciacion se llevé a cabo mediante un servicio comercial. Las secuencias
se analizaron mediante programas de prediccion y algoritmos habituales.

Ejemplo 1: Identificacién de TPTE como nuevo antige  no tumoral

Las secuencias del transcrito de TPTE (SEC ID NO: 19) y su producto de traduccion (SEC ID NO: 22) estan
publicadas en GenBank con el niumero de registro NM_013315 (Walker, S.M. et al., Biochem. J. 360(Pt 2):277-83,
2001; Guipponi M. et al., Hum. Genet. 107(2):127-31, 2000; Chen H. et al., Hum. Genet. 105(5):399-409, 1999).
TPTE se describi6 como gen, que codifica para una posible tirosina fosfatasa transmembrana, con expresion
especifica de testiculos, que se encuentra en la region pericentromérica de los cromosomas 21, 13, 15, 22 e Y
(Chen, H. et al., Hum. Genet. 105:399-409, 1999). Estudios de comparacion segun la invencion muestran
adicionalmente secuencias genémicas homaologas en los cromosomas 3y 7.

Basandose en la secuencia de TPTE (SEC ID NO: 19) se generaron segun la invencion cebadores de PCR (5'-
TGGATGTCACTCTCATCCTTG-3' (SEC ID NO: 27) y 5-CCATAGTTCCTGTTCTATCTG-3' (SEC ID NO: 28)) y se
utilizaron para andlisis de RT-PCR (95° 15 min; 94° 1 min; 63° 1 min; 72° 1 min; 35 ciclos) en una serie de tejidos
humanos. Se mostré que la expresién en tejidos normales esta limitada al testiculo. Como se describié para los
demas eCT, pudo mostrarse segun la invencidn que se activan variantes de TPTE de manera ectdpica en una serie
de tejidos tumorales; véase la tabla 1. Segun la invencion, para TPTE se identificaron variantes de corte y empalme
adicionales (SEC ID NO: 20, SEC ID NO: 21, SEC ID NO: 54, SEC ID NO: 55, SEC ID NO: 56, SEC ID NO: 57), que
se expresan en tejido testicular y tumores y presentan desplazamientos del marco de lectura y con ello zonas de
secuencia modificadas (figura 2).

Tabla 2. Expresiéon de TPTE en tumores

Tejido Sometido a prueba en total | Positivo | %
Melanoma 18 9 50
Carcinoma de mama 20 4 20
Tumores colorrectales 20 0 0
Carcinomas de prostata 8 3 38
Carcinomas bronquiales 23 9 39
Carcinomas de células renales 7 0 0
Carcinomas ovaricos 7 2 29
Carcinomas de tiroides 4 0 0
Carcinomas del cérvix 6 1 17
Lineas celulares de melanoma 8 4 50
Lineas celulares de carcinoma bronquial 6 2 33
Lineas celulares de carcinoma de mama 5 4 80

La secuencia genémica de TPTE esta compuesta por 24 exones (nimero de registro NT_029430). El transcrito
mostrado en SEC ID NO: 19 contiene todos estos exones. La variante de corte y empalme mostrada en SEC ID NO:
20 se produce mediante corte y empalme del exon 7. La variante de corte y empalme mostrada en SEC ID NO: 21
muestra una incorporacion parcial de un intrén, que sigue al exén 15. Como resulta evidente por las variantes SEC
ID NO: 54, SEC ID NO: 55, SEC ID NO: 56, SEC ID NO: 57, alternativamente también pueden cortarse y
empalmarse los exones 18, 19, 20y 21.

Estos acontecimientos de corte y empalme alternativos dan como resultado modificaciones de la proteina codificada,
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conservandose fundamentalmente el marco de lectura (figura 3). Por ejemplo, el producto de traduccion, que se
codifica por la secuencia mostrada en SEC ID NO: 20 (SEC ID NO: 23) presenta una delecion de 13 aminoacidos en
comparaciéon con la secuencia mostrada en SEC ID NO: 22. El producto de traduccién, que se codifica por la
secuencia mostrada en SEC ID NO: 21 (SEC ID NO: 24) lleva una insercién adicional en la zona central de la
molécula y se diferencia de este modo en 14 aminoéacidos de las otras variantes. Los productos de traduccion de las
variantes SEC ID NO: 44, SEC ID NO: 55, SEC ID NO: 56, SEC ID NO: 57 concretamente las proteinas SEC ID NO:
58, SEC ID NO: 59, SEC ID NO: 60, SEC ID NO: 61 también se han modificado.

Analisis para la prediccion de dominios funcionales dan lugar para SEC ID NO: 22, SEC ID NO: 23, SEC ID NO: 24,
SEC ID NO: 58, SEC ID NO: 60, pero no para SEC ID NO: 59, SEC ID NO: 61, la existencia de un dominio de
tirosina fosfatasa. Para todas las variantes se predicen 3-4 dominios transmembrana (figura 3).

El analisis de la expresion de antigeno de TPTE con anticuerpos especificos confirmo la expresion selectiva en
testiculos asi como en una serie de diferentes tumores. Mediante estudios de localizacién conjunta se mostrd
ademas que TPTE segun la invencién se localiza con inmunoglobulinas de clase | en la superficie celular de células
tumorales. Hasta ahora, TPTE sélo se habia descrito como proteina asociada a Golgi. Debido a la expresion de
TPTE sobre la superficie celular de células tumorales este antigeno tumoral es adecuado segun la invencion como
diana excelente para el desarrollo de anticuerpos monoclonales de diagnéstico y terapéuticos. Debido a la topologia
de membrana predicha de TPTE son adecuadas para este fin segun la invencion en particular las zonas expuestas
de manera extracelular. Esto comprende segun la invencion los péptidos FTDSKLYIPLEYRS (SEC ID NO: 81) y
FDIKLLRNIPRWT (SEC ID NO: 82). Ademas pudo mostrarse que TPTE promueve la migracion de células
tumorales. Para ello se investigd en células tumorales, que se transfectaron bajo control de un promotor eucariota
con TPTE, y células de control en denominados ensayos de migracion Boyden Chamber, si mostraban una
migracion dirigida. Las células transfectadas con TPTE presentaron a este respecto en 4 ensayos independientes
segun la invencion una migracion aumentada claramente (por tres veces). Estos datos funcionales indican que TPTE
en la metastatizacion de tumores desempefia un papel importante. Asi los procedimientos, que segun la invencién
inhiben la actividad endégena de TPTE en células tumorales, por ejemplo mediante el uso de ARN antisentido, de
diferentes métodos de interferencia de ARN (ARNi) por medio de vectores de expresion o retrovirus, asi como
mediante la utilizacion de pequefias moléculas, podrian llevar a una metastatizacion reducida y con ello ser
terapéuticamente muy importantes. Recientemente pudo establecerse una relacién causal entre la actividad de una
fosfatasa en tumores y la migracion aumentada y la formacién de metastasis elevada para la tirosina fosfatasa PTEN
(lijima y Devreotes Cell 109:599-610, 2002).

Lista de secuencias
<110> Sahin Dr., Ugur
Tureci Dr., Ozlem
Koslowski Dr., Michael
<120> Productos génicos expresados de manera diferencial en tumores y su utilizacion
<130> Documento 342-3PCT
<160> 100
<170> PatentIn versién 3.1
<210> 19
<211> 2168
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
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gaatcecgegg
agcgccagac
grgcccgaga
tgaacacacc
ttatggattc
cccacaaatg
actgacctgg
tttaaaggag
ggagcagccc
gttgaagatg
atigtatcat
ctcatccttg
tctatttctc
gaaaggagac
artctrctye
cccagatgga
ctgttrcate
aggcgataca
gttatgtcat
gtgcggtttc
agagcttacy
aatgtcceca
caagatctitg
atggtttgtg
tattttggag
ccttetcaga
ctccctecaa
gtacgtgaté
ttaggaaaat
gacggtccac
tactatgaca
ctttatctac
ccatcagatt
gctggatccg
aaccctgeca
ttatgtttat

Zaaaaaaa

<210> 20
<211> 2114
<212> ADN
<213> Homo

<400> 20

ggagggcaca
tcgetgegec
gaatgttgga
ccaggetett
actaccagat
aattatcagg
cgggagtcat
caaccgagga
gggrgtcacc
ctgaaaatgt
cctttgcatt
ccgacctaat
tagctattge
agcagtattt
tggttgatgt
cacatttact
aaaaaagaca
caagggatgg
ttccatctﬁc
tagataagaa
atccraagea
ctctacatca
daaacatcgt

ccrrecttat
aazggcgaac

agagatatgt
gacggatact
taaaaatceca
gtteggtact
ctctgtatga
artgctcatt
Cadaaaatga
ttgecgtgga
attaagtata
catgttcata
atatgtttat

sapiens

acagetgeta
ccggeggete
ccgacgacac
ctgaccggca
tctactgtat
agtgaaccca
cattgagcte
ggcacctgeg
tatcagtgaa
tgcttcatat
tggactatrtt
tttcactgac
cttatrrttt
ttctgactta
cgtttacatt
tcgacttqta
acttgaaﬁag
atttgaccta
tggaaggcag
acaccgaaac
cttccataét
gatgotggtt
agcgatteac
tgcctotgaa
agataaaacc
tgcatatttt
ctttataaaa
aatagaaatg

tgataacatt

‘tgatgtgaaa

tracttctgg
attggataat
gatacttttt
gctccecectt
tatcctaaat
acatgttett

ES 2559079 T3

cctgaacagt
tagggacece
a2agacctcag
gtggctctog
gctettrgaca
gaggcacgta

ggccccaatg.

aaagaaagce
agtgtgttag
gacagcaaga
ggagrittee
agcaaacttt
ctcatggatg
tttaacattt
trtrttgaca
¢gacttatta
ctgataagaa
gaccteactt
tctttctata
cactatcgag
agggtcgtta
ttcaccaagg
tgtaaaggag
atatgttcaa
cacagcgaaa
gcacaagtga
cacttcatta
gagaaaaaqg
acaacagaca
gtgcagtttt
ttgcacacat
ctacataaac
ggcgagaaaa
ccecttctag
ctatcctaaa
caataaatct

ttctgaccca
cggcgectac
acttgtgtta
-aagcagtctg

actatrgacca

tgaatgaaag
acagtccaca
cacacacaag
cacga&tttc
ttaagaaaat
tggtcttact
atattccttt
ttecttetteg
tagatactgc
ttaagttgct
ttctgttaag
ggcaggrtre
acgttacaga
gdaatccaat
tctacaatct
gaatcatgat
aagtaaatga
gcacagatag
ctgcaaagga
aatttcagqag
aacatctcta
ttrattcgat
ttgtcttttc
aaatattaat
tctattcgaa
cttttattga
2aaaagcacg
tgacttccag
gaaagaatta
fgttcecectty
attécatata

19

acagttacce
acrragctce

ttctagcage,

gtgtatagag
caatggtceca
tcctgatceg
gacaagtgaa
tgaatttaaa
caagtttgaa
tgtgcattca
ggatgtcact
ggagtatcgt
agtatttgta
cattatrtgrg
taggaatatt
aatttricat
agaaaacaaa
acgtattatt
Caaggaagtt
atgcagtgaa
tgatgatcat
gtggatgget
aacaggaact
aagcctétat
agtagaaact
caactggaat:
tcc{cgttat
cactatttca
tgatgtattc
tcttcctaca
aaataacagg
gagaatttat
tgatgttgta
tgttctttee
aagtatttat
tataazaaaaa

.60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2168



gaatccgegg ggagggeaca
agrgeeggac tcgetgegec
gcgcccgaga gaatgtrgga
tgaacacacc ccaggctctt
ttatggattc actaccagat
cccacaaatg zattatcagg
actgacctgg cgggagtcat
tttaaaggag caaccgagga
tttgaagttg aagatgctga
cattcaattg tatcatcett
gtcactctca tccttgocga
tatcgttcta ttitctctage
tttgtagaaa ggagacagca
attgtgattc ttctgctggt

aatattcecca gatggacaca
tttcatctgt ttcatc;aaa

aacaazaggc gatacacaag
attattgcta tgtcatttc;
gaagttgtac ggtttctaga
agtgaaagag cttacgatcc
gatcataatg tceccactct
atggctcaag atcttgaaaa
ggaactatgg tttgtgcctt
ctgtattatt ttggagaaag
gaaactcctt ctcagaagag
tggaatctec ctccaagacg
cgttatgtac gtgatctaaa
atttcattag‘gaaaatgttc
gtattcgacg gtccacctct
cctacatact atgacaattg
aacaggcettt étctaccaaa
atttatccat cagattttg&
gttgtagctg gatccgafta
ctttccaact ctgecacatg
atttatttat gtttatatat

daaaaaaaaad -aaaa

<210>21
<211> 2222
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

acagctgcta
ccggeggcete
ccgacgacac
ctgaccggea
tctactgtat
agtgaaccca
cattgagctc
ggcacctgceg
aaatgrtget
tgcatttgpa
cctaatttic
tattgectta
gtatttttct
tgatgtcgtt

tttacttcga
aagacaactt

ggatggattt
atcttctgga
taagaaacac
taagcacttc
acatcagatg
catcgtagcg
ccttattgcec
gcpaacagat
atatgttgca
gatactcttt
aatccaaata
ggtacttgat
gtatgatgat
ctcattttac
aaatrgaattg
cgtggagata
agtatégctc
ttcatatatc
gtttatacat
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cctgaacagt
tagggaccec
aag acct cag
grggcuctgg
gctertgaca
gaggcacgta
ggccccaatg
aaagaaagtg
tcatatgaca
ctattiggag
actgacagca
ttttttctca
gacttattta
tacatttrtt

cttctacgac
gaaaagctga

gacctagacc
aggcagtctt
cgaaaccact
cataataggg
gtagttttca
attcactgta
tctgaaatat
aaaacccaca
tattttgcac
ataaaacact
gaaatggaga
aacattacaa
gtgaaagtgc
ttctggttge
gataatctac
ctttttggeg
ccecectteece
ctaaatctat
gttcttcaat

trcrgaccca
¢ggegectac
actrgtgtra
aagcagtctg
actatgacca
tgaatgaaag
acagtccaca
tgttagcacg
gcaagattaa
ttttcetggt
aactttatat
tggatgttct
acattttags
ttgacattaa

ttattattce
taagaaggcg

tcacttacgt
tctatagaaa
atcgagtcta
tcgttagaat
ccaaggaagt
aaggaggcac
gttcaactgce
gcgaaaaatt
aagtgaaaca
tcattattta
aaaaggttgt
cagacaaaat
agtttttcta
acacatcttt
ataaacaaaa
agaaaatgac
ttctgggaaa
cctaaatgtt
aaatctatta

20

acagttaccc

actragetee
ttctagcagce
gtgtatagag
caatggtcca
tcetgatecg
gacaagtgaa
actttccaag
gaaaattgtg
cttactggat
tcetttggag
tcttegagta
tactgccatt
gttgcttagg
gttaagaatt

ggtttcagaa °

tacagaacgt
tccaatcaag
caatctatgce
catgattgat
aaatgagtgg
agatagaaca
aaaggaaage
tcagggagta
tctetacaac
ttcgattcct
cttttccact
attaattgat
ttcgaatctt
tattgaaaat
agcacggaga
ttccagtgat
gaattatgtt
cccttgaagt
catatatata

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

900
960

1020
1980
1140
1200
1260

‘1320

1380
1440

1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2114



gaatccgcgg
agcgccogac
gcgeecgaga
tgaacacacc
ttatggatte
cccacaaatg

actgacctag
tttaaaggag

ggagcagecec
gttgaagatg
attgtatcat
ctcatcecttg
tctatttcte
gaaaggagac
dttcttcige
cccagatgga
ctgtttcatc
aggcgataca
gctatgtcat
gtgcggritc
tacattactc
tacgatccta
cccactctac
cttgaaaaca
tgtgccttec
ggagaaaggc
cagaagagat
ccaagacgga
gatctaaaaa
aaatgttegg
ccaccretgt
gacaattger
ctaccaaaaa
gattttgecg
tccgattaag
gccacatgtt
ttatatatgt

aa

ggagggcaca
tegetgegee
gaatgttgga
ccaggctett
actaccagat
aattatcagg

cgggagtcat
caaccgagga

gggtgrcacc
ctgaaaatgt
cctitgeatt
ccgacctaat
tagctattgc
agcagtattt
tggtrgatgr
cacatttact

aaaaaagaca

caagggatgg
ttccatctte

tagataagaa
tatattgtgc
agcacttcca
atcagatggt
tcgtagcgat
ttattgecte
gaacagataa
atgttﬁcata
tactctrttat
tccaaataga
tacttgataa
atgatgatgt
cattttactt
atgaattgga
tggagatact
tatagcteoee
catatatcct
ttatacatgr

ES 2559079 T3

acagctgcta cctgaacagt ttctgaccca

ccggeggete tagggaccce cggegeetac

ccgacgacac aagacctcag acttgtgtta

ctgaccggca gtggetctgg
tctactgtat gectcttgaca

agtgaaccca gaggcacgta
cattgagctc ggccccaatg

ggcacctgcg
tatcagtgaa
tgcrtcatat
tggactatt:
tttcactgac
cttatrrgee
ttctgactta
cgtrracatt
tcgacttcta
acttgaaaag
atttgaccta
tggaaygcag
acaccgaaac
tactgtagat
taatagggtc
ggttrtcace
tcactgtaaa
tgaaatatgt
aacccacagc
ttttgcacaa
aaaacacttce
aatggagaaa
cattacaaca
gaaagtgcag
ctggttgcac
taatctacat
ttttogcgag
cecttecccte
aaatctatcec

tcttcaataa

aazgaaagce
agtgtgttag
gacagcaaga
ggagttttce
agcaaacttt
ctcatggatg
tttaacattt
tttttrgaca
cgacttatta
ctgataagaaz
gacctcactt
tcitrctata
cactatcgag
agaaaacaga
gttagaatca
aaggaagtaa
ggaggcacag
tcaactgcaa
gaaaaatttc
gtgaaacatc
attatttatt
aaggttgrce
gacaaaatat
trttrctatt
acatctttta
aaacaaaaag
aaaargactt
ctgggaaaya
taaatgttcc
atctattaca

aagcagtctg
actatgacca
tgaatgaaag

acagtccaca
cacacacaag

cacgactttce
ttaagaaaat
tggtcttact
atattccttt
ttcttcttcg
tagatactgc
ttaagttoct
ttctgttaag
ggcgggtttc
acgttacaga
gaaatccazt
tctacaatct
ttactgcacg
tgattgatga
atgagtggat
atagaacagg
aggaaagcct
agggagtaga
tctacaactg
cgattccteg
tétccactat
taattgargt
cgaatcttcc
ttgaaaataa
cacggagaat
ccagtgatgr
attatgttct
cttgaagtat
tatatataaa

21

acagttacec
acttagctcc
ttétagcagc
gtgtatagag
caatggtcca
tcctgatecy

gacaadtgaa
tgaatttaaa

caagtttgaa
tgtgcattcea
ggatgtcact
ggagtatcgt
agtatttgta
cattattgtg
taggaatatt
aatttttcat
agaaaacaaa
acgtattatt
taaggaagtt
atgcagtatg
tgaaagagct
tcataétgtc
ggctcaagat
aactatggtt
gtattatttt
dactecrLct
gaatctccct
ttatgtacgt
ttcattagga
attcoacggt
tacatactat
caggcectttat
ttatccatca
tgtagctgga
ttccaacect
ttatttatgt

aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360

420
480

540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

. 2100

2160
2220
2222



<210> 22
<211> 551

<212>

PRT

<213> Homo sapiens

<400>

Met
1

Leu
Glu
Ala
Lys
Ile
Phe
Let
Ile
val
145
Leu
Ile
Leu

Phe

Glu
2325

22

ASnh
Gly
Glu
Ala
50_
Phe
Lys
Gly
Ile
ser
130
Phe
Asp
Phe
Leu
His

210

Asn

Glu Ser

Pro Asn
20

Ala Pro
35

Arg val
Glu val
Lys Ile

val phe
100

Phe Thr
115

Let Ala
val Glu
Thr Ala

Phe Asp
180

Arg Leu
18

GIn Lys

Pro
5
Asp
Ala
Ser
Glu
val
a5
Leu
ASp

Ile

Arg

Leu

Arg

ASD

Ser

Lys

Pro

Asp

70

His

LyS

Arg

GIn

Lys Arg Arg Tyr
yS Arg Arg 2;0

Pro

Pro

Glu

Ile

Ala

ser

Leu

Lys

Leu

135

Gln

val

Len

Leu

Leu

215

Thr

Thr
GIn
ser
40

Ser
Glu
Ile
Leu
Leu
120
phe
GIn
Ile
Leu
Ile
200

Glu

Arg

ES 2559079 T3

ASp
Thr
25

Pro
Glu
AsSn

val

AS
1o

Tyr
Phe
Tyr
Ley
Ar

18

Ile
Lys

Asp

Leu
10

Ser
His
Ser
val
Ser
90

val
Ite
Leu
Phe
Leu
170
Asn
Leu

Leu

Gly

Ala

Glu

Thr

val

Ala

75

Ser

Thr

Pro

Met

Ser

155

Leu

Leu

Ile

phe
235

22

Gly

Phe

Ser

Leu
60

ser

Phe
Leuw
Leu
‘AS
14

ASp

val

: Pro

Arg

228

Asp

val
Lys
Glu
45

Ala
TYrFR
Ala
Ile
Glu
125
val
Leun
ASp
Arg
Ile
205
AFg

Leu

Iie

Gly

30

Phe

Arg

AsSp

Phe

Leu

110

TYTF

Leu

Phe

val

Arg

Asp

Ile

15

Ala

Lys

leu

Ser

Gly

95

Ala

Arg

Leu

AsSn

val

175

Thr

His

val

Leu

Glu
Thr
Gly
Ser
it
Leu
Asp
Ser
Arg

Ile
160

Tyr
His
Leu
ser

Thr
240



Tyr val
Gln ser
Lys Lys
Ala Tyr
250
Asp Asp
30
Glu val
His Cys
teu Ile
Phe Gly
val Glu
385
Lys His
Lys His
Ile GIn
Gly Lys
a%o
ASp Va1
465

Phe Tyr

Trp Leu

thr

rhe

His

275

Asp

His

Ash

Lys

Ala

GTu

Thr

Leu

Phe

Tle
435

Cys

Phe

Ser

His

Glu Arg Ile Ile Ala

Tyr
260

Arg
Pro
Asn

Glu

Arg
Pro
Tyr
Ile
420
Glu
Ser
ASp

Asn

Thr
500

24

Arg
Asn
Lys
val
Trp
Gly
Glu
Arg
ser
Asn
405
Ile
Met
val
Gly
Leu

485

ser

Asn Pro ITe

His Tyr Arg
280

His Phe His
295

Pro Thr Leu
310

Met Ala Gln
Thr Asp Arg

Ile Cys Ser
360

Thr Asp Lys
375

Gln Lys Ar
390 s

Trp Asn Leu
Tyr Ser Ile

Glu Lys Lys
440

Leu Asn

AS
45
Pro Pro Leu
470

Pro Thr Tyr

pPhe Ile Glu

ES 2559079 T3

Met Ser Phe

243
val
Asn
His
AsSp
345

Thr

Thr

Pro
Pro
425
val
Ile
TYr

Tyr

Asn
505

250

Glu
TYr
Arg
Gin
Leu
330
Gly
Ala
His
val
Pro
410
Arg
val
Thr
ASp

Asp

Asn

val
ASh
val
Met
315
Glu
Thr
Lys
Ser
Ala
395
Arg
TYP
Phe
Thr
Asp
475

Asn

Arg

23

Pro

val

leu

val
300

val

Asn

Met

_GTu

Glu
380

Tyr

Arg

val

Ser

AS

46

val

Cys

Leu

sar
Arg
Cys
285
Arg
val
Ile
val
ser
365
LyS
Phe
Ile
Aryg
Thr
445
Lys
Lys

ser

TYr

Ser

Phe

270

ser

Ile

Phe

val

Leu

Phe

Ala

Leu

ITe

vatl

Phe

Leu
510

Gly

Leu

Glu

Met

Thr

Ala
335

Ala

TYP

Gln

1)

rhe

415

Leu

Ser

Leu

Gln

Arg
Asp
Arg
ITe
3
Ile-
phe
Tyr
Gly
i
Ile
LYys
Leu
Ile
s

rhe

Lys



ES 2559079 T3

Asn Glu Leu ASp Asn Leu His Lgs Gln Lys Ala Arg Ar‘g Tle Tyr Pro
515 520 . 52
ser Asp Phe Ala val Glu Jle Leu Phe Gly Glu Lys Met Thr Ser Ser
530 535 540

Asp val val Ala G'l. ser As
.54? Y 550 P

<210> 23
<211>533

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 23

ey Ala Gly val Ile ITe Glu

Met Asn Glu Ser Pro Asp Pro Thr Asp L
i 5 10 15

Leu Gly Pro ggn Asp Ser Pro GIn Thr Ser Glu Phe Lys Gly Ala Thr

Glu Glu Ala Pro Ala Lys Glu Ser Val Leu Ala Arg Leu Ser Lys Phe
35 40 45

Gclu \5131 Glu Asp Ala Glu ggn val Ala Ser Tyr els]p Ser Lys Ile Lys

Lys 1le val His Ser Ile Val Ser Ser Phe Ala Phe Gly Leu Phe Gly
65 70 75 B8O

val phe Leu val Leu Leu Asp val Thr Leu Ile Leu Ala Asp Leu XTe
" 85 90 95

phe Thr Asp Ser Lys Leu Tyr' Ile Pro Leu Glu Tyr Arg Ser Ile Ser
100 105 110

teu Ala Ile Ala Leu phe Phe Leu Met Asp val Leu Leu Arg val Phe
115 120 . 125

val Glu Arg Arg Gln GIn o Phe Ser Asp Leu Phe Ash Ile Leu Asp
130 135 140

Thr Ala Ile Ile val rle Lew Leu Leu Val Asg val val Tyr Ile rhe
145 . 150 15 160

Phe Asp Ile Lys Leu Leu Arg Asn Ile Pro Arg Trp Thr His Leu Leu
165 170 175

24



Arg Leu Leu Arg t.eu ITe Ile
18

GIn

Lys

Ther

225

phe

His

Asn

305

Lys

Ala

Glu

Thr

Leu

385

rhe

e

Cys

Lys
Ar
21
Gu

Tyr

Arg

AsSn
290
Gliu
Gly
ser

Arg

Pro
370

Tyr
ITe

Glu

ser

Arg GIn Leu

19

Arg Tyr Thr

Arg Ile

Arg

Asn

b

val

Trp

Gly

Glu

Ar

35

Ser

Ash

Ile

Met

val

Asnh

His

260

Kis

Pro

Met

Thr

Ile

340

Thr

Gin

Trp

Glu
420

Ley

Ile

Pro

245

Tyr

rhe

Thr

Ala

AS

32

Cys

Asp

Lys

Asn

Ser

405

Lys

Asp

Glu Lys
Arg As

21

Ala Met
230
Ile Lys
Arg val
Ris-Asn
Ley His
GIn Asp
310
Arg Thr
ser Thr
Lys Thr
Ar r
a2
Leu Pro
390
Ile Pro

Lys va)

Asn Ile
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Leu
l.eu
200
Gly

ser

Glu

AT

28

Gln

Leu

Gly

Ala

His

val

Pro

Arg

val

Thr
440

Leu
185
Tle
Phe
Phe
val
265
val
Met
Glu
Thr
Lys
Ser
Ala
Arg
TYP
Phe

425

Thr

Arg Ile

Arg Arg
Asp Leu

Pro Ser
235

val Arg
250

Leu Cys
Vval Arg
val val

Asn Ile
315

Met val
330

Glu ser
Glu Lys
Tyr Phe
Arg Ile

395

val Ar
410 9
Ser Thr

ASp Lys

25

Phe

Arg

Asp

ser

fhe

Ser

phe

300

val

Cys

Leu

Phe

Ala

380

Leu

Asp

Ie

Ile

His

val

205

Leu

Gly

Leu

Glu

mMet

285

thr

Ala

‘Ala

Tyr

Gln

365

Gln

phe

Leu

ser

Leu
445

Lew

190

Ser

Thr

Arg

Asp

Arg

270

Ile

Lys

Ile

Fhe

Tyr

Gly

val

Ile

Lys

Leu

430

Ile

Phe
Glu
Tyr
Gln
233
Ala
Asp
Glu
His
i
Phe
val
Lys
ALys
i

Gly

Asp

His
Asn
val
ser
240
Lys
TYr
Asp
val
cys
3%0
Ile
Gly
Glu
His
His
400
Gln

Lys

val
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Phe Asp Gly Pro Pro Leu Tyr Asp Asp val Lys val GIn Phe phe Tyr
450 res 77 260 v

Ser Asn Leu Pro Thr Tyr Tyr Asp Asn Cys Ser Phe Tyr Phe Trp Leu
465 30 475 480

His Thr Ser pPhe Ile Glu Asn Asn Arg Leu Tyr Leu Pro Lys Asn Glu
ABS 490 485 .

Leu Asp Asn'Ley His Lys GIn Lys Ala Arg Arg Xle Tyr Pro Ser As
500 505 510 °

Phe Ala val Glu Ile Leu phe Gly GTu Lys Met Thr Ser Ser Asp val
518 520 525§

val Ala Gly Ser Asp
530

<210> 24

<211> 569

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Met Asn Glu ser ;ro Asp Pra Thr Asp Lgu ala Gly val rle %}e Glu
. 1

Leu Gly Pro SS" Asp Ser Pro GIn ;?r Ser Glu Phe Lys g&y Ala Thr

Glu Glu §1a Pro Ala Lys GIU ggr Pro His Thr Ser Glu Phe Lys Gly

Ala ?aa Arg val ser Pro %%e ser GTu Ser val ggu Ala Arg Leu Ser

Lgs phe ¢Tu val Glu Asp Ala Glu Asn val Ala Ser Tyr Asp Ser Lys
] 70 75 80

Ile Ltys Lys Ile val His Ser Ile val Ser Ser Phe Ala Phe Gly Leu
85 90 85

s

phe Gly val Phe Leu Val Leu Leu Asg val Thr teu XTe Leu Ala Asp
100 10 110

lLeu I1e Phe Thr Asp Ser Lys Leu Tyr Ile Pro Leu GlU Tyr Arg Ser
115 120 125

26
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Ile ser Leu Ala ITe Ala Leu phe Phe Lau Met Asp Val Leu Leu Arg
130 135 140

val phe val Glu Arg Arg GIn GIn Tyr Phe Ser Asp Leu Phe asn Ile
145 15 155 160

Leu Asp Thr Ala Ile Ile val Ile Leu Leu Leu val Asp val val Tyr
165 170 175

1le phe Phe Asp ITe Lys Leu Leu Arg Asn Ile Pro Arg Trp Thr His
180 185 190

Leu Leu Arg Leu Leu Arg Leu Ile Ile Leu Leu Arg Ile Phe His Leu
19 : 200 205

Phe His GIn Lys Arg 61n Leu Glu Lys Leu X¥Te Arg Arg Arg val ser
210 Y . 215 4 223 9 Ar9

Glu Asn' Lys Arg Arg Tyr Thr Arg Asp Gly Phe Asp Let Asp Leu Thr
225 zgo 235 240

" tyr val Thr Glu Arg Tle Ile Ala Met ser Phe Pro Ser Ser Gly Arg
245 250 25

GIn ser Phe Tyr Arg Asn Pro Ile Lys Glu val val Arg Phe Leu Asp
260 265 270

lys Lys His Arg Asn His Tyr Arg val r Asn Leu Cys Ser Met Tyr
ys by 275 g 280 i 285

Ile Thr Leu Tyr Cys Ala Thr val Asp Arg Lys Gin Ile Thr Ala Arg
290 295 300

Glu Arg Ala Tyr Asp Pro Lys His Phe His Asn Arg Vval val Arg Ile
308 g R 310 15 320

Met Ile Asp Asp His Asn'val Pro Thr Leu His GIn Met val val Phe
325 330 : 335

Thr Lys Glu val Asn Glu Trp Met Ala GIn Asp Leu Glu Asn Ile Val
340 345 350

Ala Ile His Cys Lys Gly Gly Thr Asp Arg Thr Gly Thr Met val Cys
355 Y 360 P g 365

Ala Phe Leu Ile Ala Ser Glu Ile Cys Ser Thr Ala Lys Glu Ser Leu
370 375 380 ..

r Tyr phe 6ly Glu Arg Arg Thr Asp Lys Thr His Ser Glu Lys Phe
535 Y 398 ¢ PLy 395 400

27



10

15

20

25

GIn Gly val Glu Thr
405

Gin val Lys His Leu
420

Phe Ile Lys His Phe
435

Leu Lgs Ile 6In Ile
4350

Ser Leu Gly Lys Cys
465 ‘

Leu Ile Asp val phe
485

GIn Phe phe Tyr Sser
500
Tyr Phe Trp Leu His
515
Pro L;s Asn Glu Leu
530
Tyr Pro Ser Asp Phe

Ser Ser Asp val val
565

<210> 27

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 27

tggatgtcac tctcatcctt g
<210> 28

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<400> 28

ccatagttcc tgttctatct g
<210> 54

<211> 1550

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54

Pro

Tyr

Ile

Glu

ser

470

AsSp

Asn

ASp

Ala
550

Ala

Ser
Asn
Ile
Met
455
val
Gly
Ley
Ser
Asn
val

Gly

Gln

Trp
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Lys Arg
410

Asn Lau

. 425

TYr

Glu

Leu

Pro

Pro

Phe

520

Leu

535

Glu

Ser

ser Ile
Lys Lys
Asp Asn
Pro Leu
450
Thr Tyr
S05
e Glu
His.Lys

Ile Leu

ASD

TYr val

Pra Pro

Pro Arg Ty

val val
460

Ile Thr

475

Tyr Asp

TYyr Asp

ASn Asn

GIn Lys
540

Phe Gly
55%

21

21

28

Ala

Arg

445

Phe

Thr

Asp

ASN

Ar

52

Ala

Glu

TYyr Phe
415

Arg Ile
433
val Arg
ser Thr
ASD Lys
val Lys
495
Ccys Ser
510
Ley Tyr
Arg Arg

Lys Met

Ala

lL.eu

Asp

Ile

Ile

480

val

rhe

Leu

Ite

Thr
560



10

atgaatgaaa
gacagtccac
ccacacacaa
gcacgacttt
att;agaaaa
ctggtcrtac
tatatrtcett
gttcttctte
ttagatactyg
attaagttgc
attctgttaa
aggcgggttt
tacgttacag

ES 2559079 T3

gtcctgatcc gactgacctyg
agacaagtga atttaaagga
gtgaatttaa aggagcagcc
ccaagtttga agttgaagat
ttgtgcattc dattgtatca
tggatgtcac tctcatcctt
tggagtatcg ttetarttct
gégtatttgt agaaaggaga
ccattatigt gaftcttctg
ttaggaatat tcccagatgg
gaatttttca tctgéttcat
cagaaaacaa aaggcgatac
aacgtattat tgctatgtca

agaaatccaa tcaaggaagt tgtgeggrtt

gtcracaatc
agaatcatga
gaagtaaatg
ggcacagata
actgcaaagg
aaatttcagg
aaatggagaa
acattacaac
tgaaagtgca
tctggttgea
ataatctaca
Tttrtggcga

<210> 55
<211> 1407
<212> ADN

tatgcagtga aagagcttac
ttgatgatca taatgtcccc
agtggatggc tcaagatctt
gaacaggaac tatggtttgt
aaagcetgra ttattttgga
gagtagaaac tccttctcag
aaaggttgtc ttttccacta
agacaaaata ttaattgatg
gtttitctat tcgaatctte
cacatctttt attgaaaata
taaacaaaaa gcacggagaa
gaaaatgact tccagtgatg

<213> Homo sapiens

<400> 55

gcgggagtca
gcaaccgagg
cgggtgtcac
gctgaaaatg
tectttgeat
gccgacctaa
ctagctattg
cagcagtatt
ctggttgatg
acacatttac
caaaaaagac
acaagggatg

tttccatctt
ctagataaga

gatcctaage
actctacatc
gaaaacatcg
gccttcctta
gaaaggcgaa
gttatgracg
.tttcattagg
tattcgacgg
ctacatacta
gcaggcttta
tttatceate
ttgtagctgg

tcattgagect
aggcacctge
ctatcagtga
ttgcttcata
ttggactatt
ttttcactga
ccttattftt-
tttetgactt
tcgtttacat
ttcgacttct
aactrtgaaaa
gatttoacct

ctggaaggca
aacacegaaa

acttccataa
agatggtggt
tagcgattcea
ttgectotga
cagataaaac
tgatctaaaa
aaaatgttecg
tccacctctg

tgacaattgc

tctaccdaaa
agattttgcc
atccgattaa

29

cggecccaat
gaaagaaagc
aagtgtgtta
tgacagcaag
Tggagtttte
cagraaactt

tcteatggat

atttaacatt -

tttttttgac
acgacttatt
gctgataaga
agaccteact

gtcttictat
ccactatcga

tagggtcgtt
tttcaccaag
ctgtaaagga
aatatgttca
ccacagcgaa
atccaaatag
gtacttgata
tatgatgatg

“teattttact

aatgaattqg
gtggagatac

60
120
180
240I
300
360
420
480
540
&00
660
720

780
840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260

- 1320

1380
1440
1500
1550
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atgaatgaaa gtcctgatcc gactgaccty gcgggagtea
gacagtccac agacaagtga atttaaagga gcaaccgagg
ccacﬁcékaa gtgaatttaa aggagcagcc¢cgggtgtcac
gcacgacttt céaagtttga agttgaagat gctgaaaatg
atraagaaaa ttgtgcattc aattgtatca tccrrtgeat
ctggtcttac tggatgtcac tctcatectt gecgacttaa
tatattcctt tggagtatcg trctatttcr ctagctattyg
gttcttctic gagtatttgt agaaaggaga cagcagtatt
ttagatactg ccattattogt gattctictg ctggttgatb
attaagttge ttaggaatat tcccagatgg acacatttac
attctgttaa gaattttica tCtgtttcat.caaaaaagac
aggcgggttt cagaaaacaa aaggcegatac acaagggatg
tacgttacag aacgtaitat tgctatgteca tttccatett
agaaatccaa tcaaggaagt tgtgcggttt ctagataaga

tcattgaget
aggcacgtygce
ctatcagtga
ttgcttcata
ttggactatt
ttttcactga
ccrrattttt
tttcrgactt
tegtttacat
ttecgacttct
aacttgaaaa
gatttgacct
ctggaaggca

aacaccgaaa

gtctacaatc tatgcagtga aagagcrtac gatcctaage acttclataa
- . a uf

agaatcatga ttgatgatca taatgtccce actctacatc
gaagtaaatg agtggatggc tcaagatétt gaaaacatcg
ggcacaggtt argracgtga tctaaaaatc caaatagaza
tccactattt cattaggaaz atgttcggta cttgataaca
attgatgtat tcgacggtcc acctctgtat gatgatgtga
aatcttccta catactatga caaftgctca ftttacttct
gaaaataaca ggctttarct accaaazaat gaattgyata
cggagaattt atccatcaga ttttgecgtg gagatacttt
agtgatgttg tagctggatc cgattaa

<210> 56

<211> 1413

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56

agatggtygt
tagcgattca
tggagaaaaa
ttacaacaga
aagtgcagtt
ggttgcacac
atctacataa

ttggcgagaa

30

cggccceaat
gaaagaaagc
aagtgtgtta
tgacagcaag
tggagtrttc
cagcaaactt
tctcatggat
atrtaacatt
tttttttgac
acgacttatt
gctgataaga
agacctcact
gtcrttctat
ccactatcga

tagggtcgtt
tttcaccaag

ctgtaaagga
ggttgtcttt
caaaatatta
tttetattey
atcttttatt
acaaaaagca
aatgacttce

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

900
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1407



10

atgaatgaaa
gacagtccac
gtgttragcac
agcaagatta
gttttgdtgg
aaactttata
atggatgttc
aacattttag
titgacatta
cttattattc
ataagaaggc
ctcacttacg
ttctatagaa
tatcgagtct
gtcgttagaa
accaaggaag
daaggaggca
, tgtrcaactg
agcgaaaaat

gtcctgatcc
agacaagtga
gactitccaa
agaaaattgt
tcttactgga
ttecotttgga
ttcttcgagt
atactgccat
agttgcttag
tgttaagaat
gggritcaga
ttacagaacg
at.ccaatcaa
acaatctaty
tcatgattga
taaatgagtg
cagatagaac
caaaggaaag

ttcagggagt

ES 2559079 T3

gactgacctg
atttaaagga
gtttgaagtt
gcattcaatt
tgtcactctc
gtarcgrrer
atrtgtagaa
tattbtgatt
gaatattcec
ttitcatctg
aaacaaaagg
tattattgct
ggaagttgtg
cagtgaadaga
tgatcataat
gatggcticaa
aggaactatg
cctgfattat
agaaactcct

gcgg gagtca
gcaaccgadg
gaagatgctg
gtatcatcct
atcecttgeeg
attictctag
aggagacagc
crtctgetgg
agatggacac
tttcatcaaa
cgatacacaa
atgtcatttc
cggtttctag
gcttacgate
gtccccacte
gatcttgaaa
gtttgrgect
tttggagaaa
tctgtacttg

tcattgagcet
aggcacctge
aaaatgttgc
ttgcatrtgg
acctaatttt
ctéttgcctt
agtatffttc
ttgatgtcgt
atttactteg
aaagacaact
gggatggatt
catetictgg
ataagaaaca
ctaagcactt
tacatcagat
acatcgtagc
tccttattge
ggcgaacaga
ataacattac

cggccecaat

gaaagaaagt.

ttcatatgac
actatrtgga
cactgacagc
attttttctc
tgacttatty
ttacatrrtt
actrctracga
tgaaaagctg
tgacctagac
aaggeagtct
ccgaaaccac
ccataatagqg
ggtggttttc
gattcactgt
ctctgaaata
taaaacccac

aacagacaaa

atattaattg atgtattcga cpgtccacct ctgtatgaty atgtdaaagr geagtttttc

tattcgaatc ttcctacata ctatgacazt tgctcatttt acttctggtt geacacatct

tttattgaaa ataacaggct ttatctacca aaaaatgaat,tggataatct acataaacaa
aaagcacgga gaattratcc atcagatttt gecgtggaga tactttttgg cgagaaaatg

acttccagtg atgttgtagc tggatccgat taa

<210> 57
<211> 1353
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57

31

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
a00
960

1020
1080

1140
1204

1260
1320
1380 -

1413



atgaatgaaa
gacagtccac
gtgttagcac
agcaagatta
gttttectyg
aaactttata
atggatgttc
aacatttrag
tttgacatta
cttattattc
ataagaaggc
cteacttacg
ttctatagaa
tatcgagict
grcgtragaa
accaaggaag
aaaggaggca
gterttteca
atatraattg
tattcgaatc
titattgaaa
zaagcacgga
acttecagtg
<210> 58

<211> 395
<212> PRT

gtcctgatec
agacaagtga
gactrtccaa
agaaaattgt

ES 2559079 T3

gactgacctg

gcgggagtca

tcattgaget

atttaaagga gcaaccgagy aggcaccrge

gttigaagtt
geasteaatt

gaagatgctg
gratcatcct

tcttactgga tgtcactetrc atcocttgeeg

ttccrrtygga
trctregagt
atactgecat
agrtacttag
tgttaagaat
gggtrtcaga
ttacagaacg
atccaatcaa
acaatctatg
tcargattga
taaatgagtg
caggttatgr
ctatttcatt
atgtattcga
ttcctacata
ataacaggcet
gaatttatcec
atgttgtage

<213> Homo sapiens

<400> 58

gtatecgttct
atttgtagaa
tatrgtgatt
gaatatrtcce
ttttcatcty
aaacazaaagy
tattattgct
ggaagtigty
cagtgaaaga
tgatcataat
gatggctcaa
acgtgateta
aggaaaatgt
cggtccacct
ctatgacaat
ttatctacca
atcagatttt
tgoateccgat

atttctctag
aggagaiagq
cttcrgetgy
agatggacac
tttcatcaaa
cgatacacaa
atgtcatttc
cggtttctag
gcttacgate
grtccccacte
gatcttgaaa
azaattcaza
tcggtacttg
ctgtatgatg
tgctcatrrt
aaaaatgaat
geegtggaga
ta2a

32

aaaatgttgc
ttgcatttgg
dccraatitt
ctattgectt
agtatttrrc
ttgatgtcgt
attractieyg
aaagacaact
gggatggatt
catcttctgg
ataagaaaca
Cctaagcactt
tacatcagat
acatcgtagc
tagaaatgga
ataacattac

atgtgaaagt

actrctggtt

tggataatct
tacttrttag

cggccecaat
gaaagaaagt
ttcatatgac
actatttgga
cactgacagc
atttrttcte
tgacttattt
ttacatttrt
acrtctacga
tgaaaagctg
Tgaccragac
aaggcagter
ccgaaaccac
ccataatagg
ggtggttttc
gattcactgt
gaaaaéggtt
aacagacaaa
gcagttttte
gcacacatct
acataaacad
cgagaaaatg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
3260
1320
1353



Met
1
Leu
"Glu
Ala

Lys

65

Ile

Phe

Leu

Ile

val

145

Leu

e

teu

Phe

Asn

Gly

Glu

Ala

50

Phe

Lys

Gly

Ile

Ser

130

Phe

Asp

rhe

Leu

His
210

Glu ser

Pro Asn
20

Ala Pro
35

Arg val
Glu val
Lys 1le

val Phe
100

phe Thr
115

Leu Ala

v
B

val GTU
Thr Ala

Phe As
18

Arg Leu
195

GIn Lys

I;I‘O ASp Pro

ASp

Ala

Ser

GTu

val

8%

Leu

ASD

ile

Arg

Ile

165

Ile

Leu

Arg

Ser

Lys

Pro

Asp

70

His

val

Ser

Ala

150

ITe

Lys

Arg

Gln

Pro

Glu

Ile

55

Ala

ser

leu

Lys

Leu

135

Gln

val

Leu

Leu

Leu
215
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Thr Asp Leu
10

al

ser

40

Ser

Glu

Ile

Leu

Leu

120

Phe

GIn

Ile

Leu

Ile

200

Glu

Thr
25

Pro
Giv
AsSh
val
105
Tyr
Phe
TYr
Ley
Ar

18

Ile

Lys

Ser
His
ser

val

'Ser

90

val

Ilte

Leu

phe

Leu

170

AsSh

Leu

Leu

Ala
Glu
Thr
val

Ala
78
Ser
Thr
Pro
Met
ser
155
Leu
Ile

Ley

Ile

GTy val
Phe Lys

Ser Glu
45

Leu Ala
60 ’

ser Tyr
rhe Ala
Ley Ile

Leu Glu
125

Asp val
140

Asp leu
val Asp

Pro Arg

Arg Yle
g 205

Arg Arg
220

33

Ile

Gly
30

Phe

Arg’

ASp
rhe
Leu
110
TYTr
Leu
Phe
val
T

19

Phe

Arg

Ile

15

Ala

Lys

Leu

Ser

Gly
95

.Ala

Arg

Leu

Asn

val

175

thr

His

val

Glu

Thr

Ser
Arg

Ile
160

Tyr
His

Leud

Ser
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Glu Asn Lys Arg Arg Tyr Thr Arg Asp Gly Phe Asp Leu Asp Leu Thr
225 230 p ol 235 240

Tyr val Thr Glu Ar? Ile 1Te Ala met ser Phe Pro Ser Ser Gly Arg
24 250 25

GIn Ser Phe Tyr Arg Asn Pro Ile Lgs Glu val val Arg Phe Leu Asp
: 260 265 270

Lys Lys g;g Arg Asn His Tyr 358 val Tyr Asn Leu Cys Ser Glu Arg

Ala 555 Asp Pro Lys His 53? His Asn Arg val gga Arg Ile met Ile

-

ASp ASp His Asn val Pro Th;"Leu His GIn Met val val Phe Thr L{s
305 310 315 . 320

6lu val Asn Glu TTE Met Ala GIn asp Leu GIu Asn Ile val Ala Ile
32 330 335

His Cys Lys Gly Gly Thr Asp Arg Thr Gly Thr Met val Cys Ala Phe

340 345 350
teu Ie Ala Ser Glu Ile Cys Ser Thr Ala Lys Glu Ser Leu Tyr Tyr
355 360 _ 365
rhe Gly Glu Arg Arg Thr Asg Lys Thr His Ser Glu Lys Phe GIn Gly
370 37 380
val Glu Thr Pro Ser 6In val Met Tyr val Ile
385 390 395
<210> 59
<211> 468
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 59

Met Asn Glu Ser Pro Asp Pro Thr Asp Leu Ala Gly val Ile Ile Glu

1 5 10 15

Leu Gly Pro Asn Asp Ser Pro Gln 12151:- ser Glu Phe LYys g‘éy Ala Thr
20 . ,

Glu Glu Ala Pro Ala Lys Glu Ser Pro His Thr Ser Glu Phe Lys Gly
35 40 45

34



Phe

Ley

Ile

“val

145

Leu

Ile

Glu
225

Gin

Lys

Ala

Ala Arg val
50

Phe

Lys

Gly

Ile

ser

130

Phe
ASp
Phe

Leu

Ser

Lys

280

i3

Glu

Lys

val

Phe

115

Leu

val

Thr

Phe

Thr

Phe

His

275

AsSp

His

val Glu

ITe val
85

phe Leu
100

Thr Asp
Ala 1le

Glu Arg

Ala Ile
165

Asp Ile

180

Leu Leu
Lys Arg
Arg Arg
Glu Ar

24

Tyr Ar
260 S
Arg Asn

Pro Lys

Asn val

ASp

70

Mis

val

Ser

Ala

Ar

15

Ile

Lys

Arg

Gin

Asn

His

His

Pro
310

ser Pro Ile
55

Ala

Ser

Leu

Lys

Leu

135

GIn

val

Leu

Leu

Loy

215

Ile

Pro

Tyr

Phe

295

Thr
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Ser
Glu
Ile
Leu
5
Phe
GIn
e
Leu
Ile

200

Arg

A]a

Ile

Ar

28

His

Leu

Glu
ASn
val

AS
10

Tyr
Phe
Tyr
Leu
Arg
Ile
Lys
ASp
Met
W
val

Asn

His

ser

val

ser

0

val

Ile

Leu

Phe

Leu

170

Asn

lLey

Gly

ser
250

Glu

Tyr,

Arg

GIn

val
Ala
75

ser
Thre
Pro
Met
ser

155

Leu

Ije-

Leu

Phe

val

Asn

val

Met

Leu Ala
60

Ser Tyr
rhe Ala
Leu Ile
Leu Glu
Asg val
14 )
ASp Leu
val Asp

Pro Arg

Arg Ile
g 205

Pro ser
val Arg

Leu ggg

val Arg
300

val val

315

35

Arg Leu

Asp ser

Phe &1
95y

Leu Ala
110

Tyr Arg
Leu leu
pPhe Asn
val val

175

Trp Thr
180

rhe Ris
Arg val
ASp Leu
Ser Gl

25

Fhe Leu
270
Ser Glu

INa Mat

rhe Thr

Ser
Lys
80

L eu
Asp
Ser

Arg

Ile
160

Tyr
His
Leu
ser
Thr
240
Arg
Asp

Arg

Ile

3%



Glu val
His Cys
Glu Met

Ser val
370

Asp Gly
38?

A5n Leu
Thr Ser
AsSp Asn

ala val
-450

Ala Gly
465

<210> 60
<211> 470
<212> PRT
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Asn Glu Trp Met ATa GIn Asp
325

Lys Gly Gly Thr 6ly Tyr val

4 340 , Y ~ 345

Glu Lys Lys val val phe Ser
355 . 360 -

Leu Asp Asn Ile Thr Thr Asp
375
Pro Pro Leu Tyr Asp Asp val
330

Pro Thr %E Tyr Asp Ash Cys

Phe XIle Glu Asn Asn Arg Lel
420 425

teu HIs Lys GIn Lys Ala Arg
435 440

Glu 1le teu Phe G'Ig Glu Lys
45

ser Asp

<213> Homo sapiens

<400> 60

Ley Glu Asn Ile
330
Arg Asp lLeu Lys

Thr Ile Ser Leu
365

Lys Ile Leu Ile
380

Lys val GIn phe
395

Ser Phe Tyr Phe

110

Tyr Leu Pro Lys

Arg Ile Tyr Pro
445

Met Thr Ser Ser
460

val Ala
335

¥le Gn
350

Gly Lys
Asp val
Phe Tyr
TP 4

Asn Glu
430

Ser Asp

Asp val

Ile
Ile
Cys
Phe
Ser
400
His
l-_ELI
Phe

val

Met Asn Glu Ser Pro Asp Pro Thr Asp Leu Ala Gly val Ile Ile Glu
1 5 10 15

Leu Gly Pro Asn Asp Ser Pro GIn Thr Ser Glu Phe Lys Gly Ala Thr
20 25 30

Glu 6lu Ala Pro Ala Lys Glu Ser val Leu Ala Arg Leu Ser Lys Phe
35 40 45

Glu val Glu asp Ala Glu Asn val Ala Ser Tyr Asp Ser Lys Ile Lys
50 55 60

36



e
val
Phe
Leu
val
145
rhe
" arg
Gln
Lys
B
Fhe
His
Asp
His
Asn

305

Lys

Ile val His
Phe teu val

Thr Asp ser
100

Ala 1le Ala
115

Glu Arg Ar
130 g Ard

Ala ©le Ile
Asp Ile Lys

Leu Leu Ar
18

Lvs Arg Gln
19

Arg Arg Tyr
210 Iy

Glu Arg Ile
Tyr Arg aAsn

Arg Asn His
260

Pro Lys His
275

Asn Val Pro
290

Glu Trp Met

=

Gly gly Thr

ser

Leu
85

Lys
Leu
GlIn
val
Leu
165
Leu
Leu
Thr
Ile
Pro
245
Tyr
phe

Thr

Ala

Ile

70

Leu

Leu

Phe

Glin

ITe

150

Leu

Ile

Glu

Arg

Arg

His

Leu

Gln
310

val
Asp
TYF
Phe
B
Leu
Arg

Ile

Asp
215

Met

Asn

His
295

Asp

Asp Arg Thr
32? 9
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ser
val
Ile
Leu
120
Phe
Leu
ASR
Leu
Leu
200
Ser
Glu
Tyr
Arg
280
Gln

Leu

Gly

ser

The

Pro

105

Mat

Ser

Leu

Cle

Ley

185

Ile

phe

Phe

val

ASn

265

val

Met

Glu

Thr

Phe Ala
75

Leu Ile
90

Leu Glu
Asp val
Asp Leu
val Asp
Pro Arg
170 i
Arg Ile
Arg Arg

Asp Leu

Pro Ser

235

val Arg
250

Ley Cys
val arg
val val
Asn Ile

315

Met val
330

37

Phe Gly Leu phe

Leu
Tyr
Leuy
t
val
Trp
Phe
Arg

220

Ser
Phe
ser
Ile
£05

val

cys

Ala

Arg

Leu

125

Asn

val

Thr

His

val

205

Leu

Met
235

Ala

aAla

Asp

ser
110

Arg

Ile
Tyr
His
Leu
180
Ser
Thr
Arg
ASD
Ar

27

Ile
Lys
Ile

Phe

Leu
a5

Ile
val
Leu
Ile
Leu
175

Phe

Glu

Tyr

Asp

Glu

Leu
335

Gly
80

Ile
Ser
Phe
ASp
Phe
160
Leu
His
AsSn
val
Ser
240
Lys
Tyr
ASp
val
Cys
3%0

Ile
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Ala ser Glu Ile Cys Ser 'fhr Ala Lys Glu Ser Leu Tyr Tgr phe Gly
340 350

wrin

-

Glu Arg Arg Thr Asp Lys Thr His Ser 6lu Lys Phe 6In Gly val Glu
g 35% P 360 Y 365 y

S

Thr Pro Ser val Leu Asp é\;g Ile Th

Thr Asp Lys Xle Leu ITe Asp
370 380

val phe Asp Gly Pro Pro Leu Tyr Asp Asp Yal Lys val GIn Phe Phe
385 380 395 400

r Ser Asn Leu Pro Thr Tyr Tyr Asp Asn Cys Ser Phe Tyr phe Tr
R4 405 vr Ty 410 y y 415 P

Leu His Thr ser phe Ile Glu Asn Asn Arg Leu Tyr Lev Pro Lys Asn
420 425 430

*

Glu Leu Asp Asn Leu His Lys Gln Lys Ala Arg Arg Ile Tyr Pro Ser
’ 43? 440 445

Asp Phe Ala val GTu TIle Leu Phe Gly Glu 'Lys Met Thr Ser Ser Asp
450 455 460

val val Ala Gly Ser As
465 47

<210> 61

<211> 450

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 61

Met Asn Glu Ser Pro Asp Pro Thr Asp Leu Ala gly val Ile Ile Glu
1 5 10 15

teu Gly Pro asn Asp Ser Pro GIn Thr Ser Giu pPhe Lys Gly Ala Thr
' 20 25 : 30
6lu Glu ;a\ga Pro Ala Lys Glu igr val Ltey Ala Arg:hgu Ser Lys Phe

Gglu val G6lu Asp Ala Glu Asn val Ala Ser Tyr Asp Ser Lys Ile Lys
S0 55 ' 60

Lys Ile val His ser Ile val Ser Ser Phe Ala Phe Gly Leu phe Gly
65 70 75 80

38



val
Phe
Leu
val
Thr
145
Phe
Arg
Gln
Lys
Thr
225
Phe
His
Asp
His
Ash
305

Lys

Glu

Phe

Thr

Ala

Glu

130

Ala

ASp

Leu

Lys

Arg

210

Glu

Tyr

Arg

Pro

Asn

250

Glu

Gly

Lys

Leu val
AsSp ser

100

Ile Ala
115

Arg Arg
ITe 1le
Ile Lys
Lel Afr
18

Arg GIn
19

Arg Tyr
Arg Ile
Arg Asn

Ash His
260

Lys His
295

val Pro
Trp Met

Gly Thr

Lys val
340

Leu Leu
85

Lys Leu
Ley Phe
GIn GIn
val Tle

150

Leu Ley
165

teu Ile
Leu Glu

Thr arg

Ile Ala
230

pro Ile
245

Tyr Arg
fhe His

Thr Lev

Ala GIn
310

R

val phe

Asp
Tyr
Phe
M
Leu
Arg
Ile
Lys

As

val
Ile
i
phe
tey
Asn
:Leu
Leu

200

Gly

215

Met

LyS

val

Asn

His

295

ASp

val

Ser

Ser

Glu

Tyr

Ar

28

Gin

Leu

Arg

Thr

ES 2559079 T3

Thr

Pro

105

Met

ser

teu

Ile

Leu

185

Ile

Phe

Phe

val

Asn

265

val

Met

Glu

ASp

Ile
345

Leu
90
Leu

Asp

Asp

‘val

Pro

170

Arg

Arg

ASD

Pro

val

250

Leu

val

val

Ash

Ley

330

Ser

Ile

Glu

val

iteu

As

15

Arg

Ile

Arg

Leu

ser

235

Arg

Cys

Arg

val

Ile

315

Lys

Leu

39

Leu
Tyr
Leu
v
val
Trp
phe
Arg
Asp
Ser
Phe
Ser
Ile
Phe
300
val

Ie

Gly

Ala Asp

Arg ser
110

Leu Arg
125

Asn Ile
val Tyr
Thr His
His Leu

1%0

val Ser
205

Leu Thr
Gly ‘Arg
Leu Asp
Giu Ar
27
Met Ile
285

Thr Lys

Ala Ile

Gln 1le

VS5

Leu

95

Ile

val

Leu

Ile

Leu

175

phe

Glu

Tyr

Gin

Lys

Ala

ASp

Glu

His

Glu

Ser

Ile

Ser

Phe

Asp

Phe

160

Leu

His

Asn

val

Ser

240

Lys

Tyr

ASp

val

Met

val
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15

20
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Leu Asp Asn Ile Thr Thr Asp Lys Ile Leu
355 380
Pro Pro Leu Tyr Asp Asp val Lys val GlIn
370 R4 P37
Pro Thr Tyr Tyr Asp Ash Cys Ser Phe Tyr
385 R4 P 390 R4

Phe ITe Glu Asn Ash Arg Leu Tyr Leu Pro
405 410

Leu His Lys GIn Lys Ala Arg Arg Ile Tyr
4 420 Y g 9 425 i

GTu Ile teu Phe Gly Glu Lys Met Thr ser
435 . 440

ser Asp
450

<210> 81

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

ITe Asp val Phe Asp Gly
365 P

phe phe Tyr Ser Asn Leu
380

Phe Trp Leu His Thr Ser
395 400

Lys Ash Glu Leu Asg Asn
41

Pro Ser Asp Phe Ala val
430

Ser Asp val val Ala Gly
445 .

phe Thr asp ser %ys Leu Tyr Ile Pro ligu Glu Tyr Arg sSer
1 .

<210> 82

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

;he Asp Ile Lys ls.eu Leu Arg Asn Ile ;50 Arg Trp Thr

<210> 83

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

40
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacion de

(i) una sonda polinucleotidica, que se hibrida especificamente con un acido nucleico que codifica para un
antigeno asociado a tumores, y/o

(i) un anticuerpo, que se une especificamente a un antigeno asociado a tumores, y/o

(iii) una proteina o péptido, que se une especificamente a un anticuerpo contra un antigeno asociado a tumores,
para la preparacion de una composicion farmacéutica destinada al diagndéstico o a la monitorizacion de un cancer,
que se caracteriza por la expresion del antigeno asociado a tumores, en una muestra biologica aislada de un
paciente, en la que el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia codificada por un acido nucleico, que se

selecciona de entre el grupo constituido por:

(&) un acido nucleico, que comprende una secuencia de &acido nucleico seleccionada de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 19 a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de
(a).

2. Utilizacion de un anticuerpo, que se une a un antigeno asociado a tumores y que esta acoplado con un agente

de diagnostico, para la preparacion de una composicion farmacéutica destinada al diagnéstico o a la monitorizacién

de un cancer, que se caracteriza por la expresion del antigeno asociado a tumores, en la que el antigeno asociado a
tumores presenta una secuencia codificada por un acido nucleico seleccionado de entre el grupo constituido por:

(&) un acido nucleico, que comprende una secuencia de &acido nucleico seleccionada de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 19 a21y 54 a 57,y

(b) un &cido nucleico que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el &cido nucleico de

(a).

3. Utilizacion segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el anticuerpo, que se une a un antigeno asociado a tumores,
es un anticuerpo monoclonal, quimérico o humanizado o un fragmento de un anticuerpo.

4. Utilizacion segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el antigeno asociado a tumores comprende una
secuencia de aminodacidos seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 22 a 24, 58 a 61, 81 y 82.

5. Anticuerpo que se une especificamente a un antigeno asociado a tumores, en el que el antigeno asociado a
tumores se codifica por un acido nucleico que se selecciona de entre el grupo constituido por:

(a) un &cido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo constituido
por SECIDNO:19a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de
(a), para su utilizacion en un procedimiento destinado al diagnéstico de un céancer, que se caracteriza por la
expresion del antigeno asociado a tumores.

6. Anticuerpo segin la reivindicacion 5, en el que la proteina o polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 22 a 24, 58 a 61, 81y 82.

7. Anticuerpo segun la reivindicacion 5 o 6, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, quimérico o
humanizado o un fragmento de un anticuerpo.

8. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el anticuerpo esta acoplado con un agente de
diagnéstico.

9. Anticuerpo segun la reivindicacion 8, en el que el agente de diagnostico es una toxina.

10 Utilizacion de un kit destinado al diagnostico de un cancer, caracterizado por la expresién de un antigeno
asociado a tumores, que comprende unos agentes para la deteccion

(i) del &cido nucleico, que codifica el antigeno asociado a tumores,

(i) del antigeno asociado a tumores,

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2559079 T3

(iii) de los anticuerpos, que se unen al antigeno asociado a tumores, y/o

(iv) de las células T, que son especificas para un complejo entre el antigeno asociado a tumores o una parte del
mismo, que comprende por lo menos 6 aminoacidos consecutivos, y una molécula del CMH,

en la que el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia codificada por un acido nucleico que se
selecciona de entre el grupo constituido por:

(a) un &cido nucleico, que comprende la secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo constituido
por SECIDNO:19a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de

(a).

11. Utilizacién segun la reivindicacion 10, en el que los medios para la deteccion del &cido nucleico, que codifica para
el antigeno asociado a tumores, son moléculas de acido nucleico para la amplificacion selectiva del acido nucleico.

12. Utilizacién de un anticuerpo, que se une a TPTE y que estd acoplado con un agente de diagnéstico para la
preparacion de una composicion farmacéutica destinada al diagnéstico o a la monitorizacion de un tumor
metastasico, que se caracteriza por la expresion de TPTE, en el que la TPTE presenta una secuencia codificada por
un &cido nucleico, que consiste en:

(a) un &cido nucleico, que comprende la secuencia de &cido nucleico segin SEC ID NO: 19, y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico de

(a).

13. Utilizacién segun la reivindicacion 12, en la que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, quimérico o
humanizado o un fragmento de un anticuerpo.

14. Procedimiento in vitro destinado al diagnéstico de un cancer, caracterizado por la expresion de un antigeno
asociado a tumores, que comprende

(i) detectar un acido nucleico, que codifica para un antigeno asociado a tumores, y/o

(i) detectar un antigeno asociado a tumores, y/o

(iii) detectar un anticuerpo contra un antigeno asociado a tumores y/o

(iv) detectar células T cooperadoras o citotdxicas, que son especificas para un antigeno asociado a tumores o
una parte del mismo, que comprende por lo menos 6 aminoacidos consecutivos, en una muestra biologica
aislada de un paciente, en el que el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia codificada por un

acido nucleico, que se selecciona de entre el grupo constituido por:

(a) un &cido nucleico, que comprende una secuencia de &cido nucleico seleccionada de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 19 a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico
de (a).

15. Procedimiento segun la reivindicacién 14, en el que la deteccién comprende
(i) poner en contacto la muestra biolégica con un agente, que se une especificamente al acido nucleico, que
codifica para el antigeno asociado a tumores, al antigeno asociado a tumores, al anticuerpo o a las células T

cooperadoras o citotoxicas, y

(i) detectar la formacion de complejo entre el agente y el &cido nucleico, el antigeno asociado a tumores, el
anticuerpo o las células T cooperadoras o citotoxicas.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 14 o 15, en el que se compara la deteccién con la deteccion en una
muestra biolégica normal comparable.

17. Procedimiento in vitro para determinar la regresion, la evolucién o la aparicion de un céancer, que se caracteriza

por la expresion de un antigeno asociado a tumores, que comprende la monitorizacion de una muestra de un
paciente, que tiene cancer o del que se sospecha que puede padecer cancer, con respecto a Uno 0 mas parametros
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seleccionados de entre el grupo constituido por:
(i) la cantidad de un acido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores,
(i) la cantidad del antigeno asociado a tumores,
(iii) la cantidad de anticuerpos, que se unen al antigeno asociado a tumores, y

(iv) la cantidad de células T citoliticas 0 que secretan citocinas, que son especificas para un complejo entre el
antigeno asociado a tumores o una parte del mismo, que comprende por lo menos 6 aminoacidos
consecutivos, y una molécula del CMH, en la que el antigeno asociado a tumores presenta una secuencia
codificada por un acido nucleico, que se selecciona de entre el grupo constituido por:

(a) un &cido nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo
constituido por SEC ID NO: 19 a21y54a57,y

(b) un &cido nucleico, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos el 98% con el acido nucleico
de (a).

18. Procedimiento segun la reivindicacion 17, en el que el procedimiento comprende determinar el o los parametros
en un primer momento en una primera muestra y en un segundo momento en una muestra adicional, y mediante una
comparacion de ambas muestras se detecta la evolucion de la enfermedad.

19. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 14 a 18, en el que la deteccion de &cido nucleico o la
monitorizacion de la cantidad del acido nucleico tiene lugar con una sonda polinucleotidica, que se hibrida
especificamente con el acido nucleico.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que la sonda polinucleotidica comprende una secuencia de 6 a
50 nucledtidos contiguos del acido nucleico, que codifica para el antigeno asociado a tumores.

21.Procedimiento segun una de las reivindicaciones 14 a 18, en el que la deteccién del acido nucleico o la
monitorizacion de la cantidad del &cido nucleico tiene lugar mediante la amplificacion selectiva del acido nucleico.

22. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 14 a 18, en el que la deteccion del antigeno asociado a tumores
o la monitorizacién de la cantidad del antigeno asociado a tumores tiene lugar con un anticuerpo, que se une
especificamente al antigeno asociado a tumores.

23.Procedimiento segun una de las reivindicaciones 14 a 18, en el que la deteccién del anticuerpo o la
monitorizacion de la cantidad de anticuerpos tiene lugar con una proteina o un péptido, que se une especificamente
al anticuerpo.

24.Procedimiento segin una de las reivindicaciones 14 a 18, en el que la deteccion de las células T o la
monitorizacion de la cantidad de células T tiene lugar con una célula, que presenta el complejo entre el antigeno
asociado a tumores o la parte del mismo y una molécula del CMH.

25. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 19, 20 y 22 a 24, en el que la sonda polinucleotidica, el
anticuerpo, la proteina o péptido o la célula estan marcados de forma detectable.

26. Procedimiento segun la reivindicacion 25, en el que el marcador detectable es un marcador radiactivo o un
marcador enzimético.

27. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 14 a 26, en el que la muestra comprende un fluido corporal y/o
un tejido corporal.

28. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 14 a 27, en el que el antigeno asociado a tumores comprende

una secuencia de aminoécidos, seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID NO: 22 a 24,58 a 61, 81y
82.

43



ES 2559079 T3

1eIN3NSa
opile]l

| einbi4

salowny us
$0|N213S3) ap sodl1oadsa sauab ap sisieuy -

S0|N213S9) Bp pepIolIvadss B ap UgIoEpIjeA -

HON3E 13m

elo|dwod pnyubuo| ap sauab
ap oalgnd osaooe ap ounluoca |9
0po} Ud s0|N21}sa] ap sodljloadsa
sousbBljue ap ugloBdIIUSP -

OJINS Ni

44



ES 2559079 T3

Z einbi4

— N\
¥z {2 [zz |12 | (2119 fst [viferferiifov[6 (8] [8]S [V b————q z57aDas

Rz SROo e R amnenlsTs] 318 [F — ssraoas
>
AR (21 8L [St{vL]EL]ei[IL]OL[6 (8 [Z (9[8[ P - g5 aiDas

A _&QF stjatjotTet[rifer[zllis [0l [6 [8 (£ [9 |6 [P —— ps aiDas

[¥e [€2 (22 [12 [oz [61 Tei 41 (91 BBIS) (#Lei[eh (11 [0V 6 8 (219§ | ¥ b~——— i1zaroas

(vZ €2 |2z [1Z [0z [61 [8r [Z) [9L [GL [PL[ek]2p[LL OV (6 | 8 _\Jqﬂml_lilllnl.. 0z ai 03s

EACAEEA _oﬁ.e 1srjerfoi sV Iwferles]iL]ol[6 [8 (21918 |+ {eE]e ] saioas

J1dl op sawjedws A 91102 ap sajueLiep

45



SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

$SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_81

SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

SEC_ID_19
SEC_ID_20
SEC_ID_21
SEC_ID_58
SEC_ID_59
SEC_ID_60
SEC_ID_61

ES 2559079 T3

KTRSPOPTOLAGYT TELOENUSPLPETRR mﬂannmmmw
MBI PUPTOLAGVY TR LGEN IS PYLSEPKGATERAPANES
MSEDWIIMMEESRGATBH?ME PHTIEPRGAARVIPIGEIVL
HHRSPOPYDLAGYY IPLGPNDI P EATPRGATREAPARBIPHTSRTKGAARY S FT SEHVL

WIESPOPTOLAGVI TELGPINSPQEEL TR CATERAVAYES vz

MNESEDPTOLAIY XY LY PHDS 2O SEY R CATERABAKE Y = o=~ = ===~ =T

ARLEKFREVEDALNVAS YK KX IVESTVSSPATGLICU PLVLIOVILIEA 0L Y FPRIKL
IVRETVEAFAFGLIGY VLA LIOVTLITADL

YIFLETR S SLATALY T LOVIIAVFVERROQT 7L TR ILOTAT IVILLLVDVVE I TFD
YIPLEYRSIELAIRLY VIV LIRVYVERRQYY FSDILYRTIDFATIVILLLVEZ VY LR WD
SLAIALY T LKV LLRVIVERRQG YR DI ST LYPAY TVILLIVON VI D

TIFLETALT!
Y PLBYR SISLAIALFFINDVLIAVIVERROOY PRl IR LI PATIVITLL VOV I YD

IRLLRRT FRIFEKLIRLIALLILIR TP P RORRA LN, LRARVYENEREY T REGY DLOLT
mxrmmmmnmmm I‘EI'DIDI'-T

m;rmmmmmmmmnm
T RN T RN T LR LR L R VLN B RO L= K LI MRV SERKRR Y YRDGT IO
KL LN L FRYIELLRL ALY LIATPRATHR RO LEK LI AREVIENR R TROG FOLO LY
IXLLRAT PRRTELLALIRLTI T LR VREPHARR LENL Y RRA VS ERKRR TTADGFOLO LT

VEERI TANSTPSECRGSFY RIPIREVYRFL DKFRNEYRYYRLCSNY TTLY CATVDREY
YVTERT EANIFPEI GRS FY KNP I KEVVEF LOYERRHAYROILeS o —
YVYER S AUS PP SECROSTYRTE TERVWAFL DRI YR PYNLER ~rem e e e
YOTHR I TAMEF PSS CRASF YR PTANUVRF L ORI RN YRVIRLES — - ym —mm e — e
YUTERY FAMS PP S GRQITYRE 2 IS VU RF LD X FRET Y RVYFLCS ——m ~—mm e = s

PILOMVVETEEVNR A COLINI V.
mmvmmmwmzmmnmmvmnmwmm

TASRYCAPANEILY YFCERAT DR IH BE R QUVET PAUIRY VAYFAQVER
S PO ST Y e T DA SEOOGVETPSQER VAT TALIVEE
IASEICS IAKESLY Y FOERAT DRTHS EKFQGVETFSORRYVAY PAGUER

DR ICSIREELY Y S RRTDRTESEKPQGVETP SOVNY VT ——mm e
==
R TE AL TASEICE TARP S LY TFG 2R T DR THSREPOGVETE = — = F—v— ——

G

LYEWHLPPRRILFTRHFITYEI FRYVRIIKI O IDERKVUR ST SLGRCS VLI TPTIRT
LYOSSHLPPRRILE LREFT IXSTPRYVRDLEI QT ENERKVVESZ Y S LGSCSVLDNL TTURS
LYNUKLEPRRYLFIEAFI IYSIPRYVRDLEY QI MERRVVEST IS VLINI TTOR T

—YTRDLEIQ TEMERXVVESTISLGCSVLONI TTDE]
) ?
~=YVRDLXIGIENSRRVVYS T IS LGRCIVLDNI TTDRY

LIDVF OGP PLY D UVA VA T L PP IR ST YPWLE TS FT EURALY L P R LU LARR

LIDVFOGFELY DOVEVRFFSHLPTY I RCSF YTWLETIFE ENWRLY L PRNELDALERON
ummmmmmmmmw

1 IIPTGPP LY NIOURVL Y SHLFTYYIIRCG PY PHTHTS FY FNNRE.Y LPENRT INTHKDR
PIYYIRCSFTIVLATE:

LIWFDGPP LY IR FYYENL
LIMVPDCE LY DOVEVGF A SHL LYY DRCS FYPWLATSTT ANNALY LPRAE LOMLARQY

ARRIYPSDFAVEILFCRRIITESIVVAGSD B61
ARRIYPSDFAVEILFGRRMNTSSIOVASID 533
ARRIYPIUPAVETLFGRRANTSSIOVACED 569

ARRIYPSDTAVEILFCERNTSSUVVASSD 4£2
ARRIYPSOPAVEILPGEANTSSDWVAGED 470
ARRIYPSDFAVEILFGIDIMMISDUVAGHD 450

Figura 3

46

480
373
3
k12
sn
504
S54p
435

421



ES 2559079 T3

47

Figura 4



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

