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DESCRIPCION
Kits para detectar cancer de mama u ovario en una muestra de fluido corporal y uso de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a kits para la detecciéon de tumores malignos de ovario y mama en una muestra. En
particular, la invencion se refiere a kits y un método que usa esos kits para el diagnéstico precoz de tumores malignos
de mama y ovario en fluidos biolégicos tales como suero humano.

Antecedentes de la invencion

El cancer de mama es el cancer diagnosticado mas habitualmente en mujeres después del cancer de piel no melanoma
y es la segunda causa principal de las muertes por cancer después del cancer de pulmoén. Las evaluaciones clinicas
han demostrado que el cribado mediante mamografia, con o sin exploracién mamaria clinica, puede reducir la
mortalidad por cancer de mama. Por lo tanto, actualmente, la mamografia sigue siendo el método de referencia para
el cribado del cancer de mama, sin embargo, presenta un abanico de limitaciones, tales como riesgo de radiacion,
molestias considerables para las pacientes, aumento de las lecturas falsas con los tejidos mamarios mas densos, la
sensibilidad y especificidad varian segun la pericia del personal técnico (60-80 %) y habitualmente se realiza un
diagndstico excesivo. Los biomarcadores de suero/sangre usados actualmente (p. ej., CA27.29, CA15.3, CEA, HER-
2) se usan principalmente en el seguimiento y control debido a su deficiente sensibilidad y especificidad para
aplicaciones distintas de esas. El tratamiento de las pacientes tras la sospecha inicial de cadncer de mama normalmente
incluye la confirmacién del diagndstico, la evaluacion del estadio de enfermedad, la extirpaciéon quirirgica del tejido
tumoral y la seleccion de una terapia. La tasa de supervivencia para el cancer de mama es superior a 90 % cuando
se detecta y trata a tiempo con las terapias existentes.

El cancer de ovario es el segundo cancer ginecoldégico mas habitual y el noveno cadncer mas habitual, pero el quinto
mas mortal. En EE. UU., el cancer de ovario se presenta en 1 de cada 2500 mujeres posmenopausicas y es la
neoplasia maligna ginecolégica més letal, representando 5-6 % de todas las muertes por cancer (Kulasingam y col.,
2010, Nature Reviews, Cancer, 10, 371-377). El problema principal es que el cancer de ovario normalmente no
conduce a sintomas alarmantes. Una gran mayoria de las pacientes tienen cancer avanzado y enfermedad
generalizada en su presentacion. Esta deteccion tardia del cancer de ovario explica por el que la tasa de supervivencia
global del cancer de ovario es inferior a 40 %, mientras que la tasa de supervivencia es cercana a 90 % cuando se
detecta en un estadio inicial. Asimismo, no hay pruebas de cribado eficaces que puedan detectar la enfermedad en
sus estadios iniciales. Para las mujeres con mayor riesgo, la ovariectomia profilactica se considera normalmente
después de los 35 afios si la madurez genital es completa. Las pacientes con histologia celular evidente parecen tener
un prondéstico peor.

El marcador mas estudiado/usado para el cancer de ovario es CA125, que es un antigeno proteico que se encuentra
en niveles andmalamente elevados en la sangre de muchas pacientes con cancer de ovario, pero también se encontré
que es elevado en casos que no son de cancer (p.ej., mujeres embarazadas). Asimismo, se encontré que el
biomarcador CA125 tiene una sensibilidad y especificidad bajas y se usa esencialmente para el seguimiento de la
respuesta al tratamiento para el cancer de ovario. Aunque CA125 no tiene importancia como prondéstico cuando se
mide en el momento del diagnéstico, parece demostrar una correlacion con la supervivencia con la progresion de la
enfermedad, especialmente cuando se mide después del ciclo de quimioterapia para pacientes con enfermedad en
estadio Il o estadio IV. Otro método usado para la deteccién precoz del cancer de ovario es la ecografia transvaginal.
Sin embargo, se sabe que este método tiene un valor predictivo positivo muy bajo de aproximadamente 3 % segun un
estudio reciente importante (Menon y col. 2009, Lancet Oncol., 10, 327-40).

En la mayoria de las familias afectadas por el sindrome de cancer de mama y ovario o por cancer de ovario de
localizaciéon especifica, se ha encontrado una vinculacion genética con el locus BRCA1 en el cromosoma 17g21
(Easton y col., 1993, Am. J. Hum. Genet., 52 (4): 678-701). BRCA2, responsable de algunas formas de cancer de
ovario y mama hereditarios, se ha cartografiado mediante vinculacién genética con el cromosoma 13q12 (Wooster y
col., 1994, Science 265 (5181): 2088-90, 1994). La mayoria de las mujeres con esas mutaciones tienen supuestamente
familiares con antecedentes de cancer de ovario y/o mama; por lo tanto, pueden haber estado mas atentas y
predispuestas a participar en programas de cribado del cancer que pueden haber conducido a la deteccién precoz.
Sin embargo, para otras poblaciones de mujeres, la deteccion precoz sigue siendo mas incierta.

Varias pruebas que usan biomarcadores en sangre han intentado hacer el diagnéstico del cancer de ovario (CO) y
cancer de mama (CM) menos invasivo, mas exacto, menos invasivo o menos arriesgado que el uso de herramientas
de diagnostico conocidas, es decir, mamografia para el CM. Sin embargo, la mayoria de ellas han sido descartadas
después de una serie de interpretaciones erréneas desafortunadas o debido a un acopio de pruebas experimentales
insuficiente (Kulasingam y col., 2010, arriba).

Hansen y col., 2001, Molecular Medicine, 7(4), pagina 230 identificaron epitopos de IgG especificos del cancer de
mama usando una estrategia de seleccién por presentacion en fagos de péptidos. EI documento W02008/119802A1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 806 399 T3

se refiere a isoformas de proteinas, anticuerpos de las mismas y métodos relacionados utiles para el tratamiento de
tumores malignos ginecoldgicos, que comprenden el cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio y
cancer del cuello uterino.

Por lo tanto, hay una necesidad incipiente de desarrollar métodos y herramientas nuevos para proporcionar un
diagnéstico sencillo, fiable (sensibilidad y especificidad minimas), no invasivo y precoz de los tumores malignos de
mama y/u ovario antes de que esos tumores malignos causen sintomas.

Resumen de la invencion

La presente invencion esta orientada a un método para detectar tumores malignos de mama u ovario a partir de una
muestra de fluido bioldégico de un sujeto mamifero y a un ensayo relacionado, kits y péptidos adecuados para la
deteccién de tumores malignos de mama u ovario. En particular, la invencién se refiere al hallazgo inesperado de que
los péptidos segun la invencion usados como antigenos adsorbidos sobre una superficie sélida permiten la deteccion
de anticuerpos enddgenos en una muestra de sangre de un sujeto, que son indicativos de un cancer de mama u
ovario.

Un primer aspecto de la invencién proporciona un método para detectar un cancer de mama u ovario a partir de una
muestra de fluido biolégico de un sujeto mamifero que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una muestra de fluido bioldgico de un sujeto mamifero;

(b) poner dicha muestra de fluido biolégico en contacto con una matriz sélida a la que esta unido al menos un
péptido, donde la puesta en contacto es en condiciones adecuadas para unir un anticuerpo presente en dicha
muestra de fluido biolégico a dicho al menos un péptido mediante interacciones antigeno-anticuerpo y donde dicho
al menos un péptido tiene una secuencia de aminoacidos de un péptido segun la invencion o una variante del
mismo como se define en esta memoria;

(c) retirar la muestra de fluido bioldgico para retirar de la matriz sélida todos los anticuerpos no unidos de la
superficie de dicha matriz sélida;

(d) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo unido a dicha matriz sélida, donde la presencia de
dicho complejo es indicativa de que la muestra de fluido biolégico contiene uno o mas anticuerpos endégenos
asociados al cancer de mama u ovario. Un segundo aspecto de la invencion proporciona un kit para detectar un
biomarcador para un cancer de mama u ovario en una muestra de fluido biolégico, comprendiendo el kit al menos
un péptido segun la invencion o una variante del mismo o una combinacién del mismo.

Un tercer aspecto de la invencién proporciona un péptido aislado segun la invencion. Un cuarto aspecto de la invencion
proporciona una preparacién de inmunoensayo para la detecciéon de un cancer de mama u ovario que comprende al
menos un péptido segun la invencion.

Un quinto aspecto de la invencion proporciona un uso de un péptido segun la invencion en un ensayo para la deteccion
de un cancer de mama u ovario.

Un sexto aspecto de la invencién proporciona un uso de un péptido segun la invencién para el revestimiento de una
matriz sélida para realizar un inmunoensayo.

Un séptimo aspecto de la invencion reside en un uso de un kit segun la invencién para detectar un cancer de mama u
ovario a partir de una muestra de fluido biolégico de un sujeto mamifero.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada, las figuras y
las secuencias.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la densidad éptica (DO) medida a 405 nm de un ensayo ELISA inverso de uno de los estudios
como se describe en el Ejemplo 2 en trece muestras de sangre de cancer de ovario (Fig. 1A) y siete controles, es
decir, muestras sanas (Fig. 1B) como se describe en el Ejemplo 3. El eje X representa los péptidos usados en el
ensayo que se detallan en la Tabla 1, asi como la notaciéon que identifica las muestras. Las cajas representan la
varianza de 3 mediciones. Las lineas verticales dividen la grafica por muestra y la linea horizontal a DO4osnm = 0,4
permite una visualizacién mejor de la respuesta superior de las muestras de cancer frente a los controles.
Obsérvese que en este estudio, de hecho, fue posible distinguir a las pacientes en remisiéon, como se indica en la
Figura 1A (muestras 11-13). En la Figura 1B, una muestra (control 7) presenté una respuesta significativamente
superior a los otros estudios de casos de control. No quedd claro en Ultima instancia si esto fue debido a un error
o si, de hecho, la persona de control correspondiente tenia cancer. La Figura 1C muestra los resultados de cuatro
casos de cancer de ovario (de los cuales uno era un caso de remision: muestra 3) y cuatro controles sanos que
fueron llevados a cabo por un laboratorio de diagnéstico profesional independiente. En general, los resultados
fueron reproducibles, con el caso de remision de nuevo claramente discernible.

La Figura 2 muestra los resultados obtenidos a partir del conjunto de pruebas con el método de clasificacion de
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analisis de discriminantes lineales (LDA) (Friedman, 1989, Regularized Discriminant Analysis In: Journal of the
American Statistical Association, 84(405): 165-175) sobre el conjunto de pruebas de cancer de mama como se
describe en el Ejemplo 3. Las puntuaciones del LDA obtenidas se encuentran en el intervalo de -5 a +3
aproximadamente, como se ilustra en las Figuras 2A y 2B. BBV= quiste de mama benigno (control); BOV= quiste
de ovario benigno (control); GVABB= donantes de sangre sanas (control); CBV= tumor de mama maligno (casos
de cancer). En la Figura 2A, las puntuaciones del LDA de los controles estan agrupadas independientemente de
las de los casos de cancer de mama. En la Figura 2B, las puntuaciones de cada grupo de muestras se presentan
independientemente, a fin de permitir ver hasta qué punto los resultados/la invencion pueden distinguir el tejido
maligno de tejido benigno. La Figura 2C muestra la curva de rendimiento diagnéstico (ROC) de los resultados del
conjunto de pruebas. La ROC se obtiene representando graficamente la sensibilidad (o tasa de positivos reales)
frente a la tasa de falsos positivos (1-especificidad) para un sistema de clasificacion binario (p. €j., enferma o sana),
ya que su umbral de discriminacion es variado. El area bajo la curva (AUC) de la ROC es un reflejo del rendimiento
del sistema de clasificacion binario o la prueba. Una prueba perfecta daria como resultado un AUC = 1. La ROC
se representd graficamente variando el umbral (puntuacion del LDA) como se describe en el Ejemplo 3.
Seleccionando una determinada puntuacion del LDA umbral, por encima de la cual el resultado se considera
positivo (es decir, presencia de cancer), la sensibilidad se representé graficamente (tasa de positivos reales) frente
a la (1-especificidad), lo que condujo a un AUC = 0,92.

Descripcion detallada de la invencién

El término “sujeto”, como se emplea en esta memoria, se refiere a mamiferos. Por ejemplo, los mamiferos
contemplados por la presente invencion incluyen seres humanos, primates, animales domesticados tales como ganado
bovino, ganado ovino, ganado porcino, caballos y similares.

El término “aislado/a” se usa para indicar que la molécula esta exenta de asociacion con otras proteinas o polipéptidos,
por ejemplo, como un producto de la purificacion.

La expresion “cancer de mama” incluye neoplasia maligna de mama, es decir, cancer que se origina a partir de tejido
mamario, mas habitualmente a partir del revestimiento interior de los conductos galactéforos o los lobulillos que
suministran leche a los conductos.

La expresién “cancer de ovario” incluye todas las diversas neoplasias malignas caracterizadas por la proliferacion de
células anaplasicas que tienden a invadir el tejido circundante de los ovarios y metastatizar a puntos del cuerpo nuevos.
El proceso patoldgico se caracteriza por tales crecimientos. Por ejemplo, el cancer de ovario incluye el carcinoma de
ovario de células claras.

La expresién “muestra de fluido biolégico” se refiere a una muestra clinica de fluido para pruebas que se toma de un
fluido corporal de un mamifero tal como saliva, sangre y orina. Por ejemplo, una muestra de fluido bioldgico es una
muestra de suero de un sujeto humano.

La expresién “muestra de control” se refiere a una muestra de control positivo o de control negativo. Una muestra de
control negativo incluye una muestra de fluido corporal tomada de un sujeto que es de la misma especie o0 una
homdloga al sujeto que se va a someter a ensayo para la determinaciéon de autoanticuerpos y se sabe que tiene un
estado bioldgico normal, p. ej., sin autoanticuerpos detectables contra al menos un péptido segun la invencion o una
soluciéon que no contiene anticuerpos que son inmunorreactivos con al menos un péptido segun la invencion. Una
muestra de control negativo incluye una muestra tomada de un sujeto de control. Una muestra de control positivo
incluye una muestra de fluido corporal tomada de un sujeto que es de la misma especie o una homéloga al sujeto que
se va a someter a ensayo para la determinacion de autoanticuerpos y se sabe que tiene autoanticuerpos detectables
contra al menos un péptido segun la invencién o una solucién que contiene anticuerpos que son inmunorreactivos con
al menos un péptido segun la invencion.

El término “variante”, como se denomina en esta memoria, significa un polipéptido sustancialmente homdélogo a la
secuencia del péptido original, pero que tiene una delecion o insercion en la secuencia de aminoacidos. El porcentaje
de identidad de dos secuencias de aminoacidos se puede determinar mediante inspeccion visual y/o calculo
matematico, o mas facilmente comparando la informacion de las secuencias usando un programa informatico conocido
utilizado para la comparacién de secuencias tal como el paquete Clustal version 1.83.

El término “matriz sélida” incluye todos los soporte en fase sélida adecuados para llevar a cabo un inmunoensayo o
un método segun la invencién. Esto incluye perlas, microparticulas, nanoparticulas, tubos, tejidos o placas, peliculas,
portaobjetos, pocillos, construidos de, o revestidos con, vidrio, poliestireno, polipropileno, nitrocelulosa, cuarzo,
ceramica, dextrano u otros materiales. Por ejemplo, la matriz sélida esta en forma de pocillos de microtitulacion, tal
como una placa de microtitulacién de 96 pocillos.

La expresion “kit” comprende al menos un polipéptido segun la invencién, o una variante del mismo o una combinacion
de mismo, como se describe en esta memoria, que se va a acoplar, o ya esta acoplado, a una matriz sdlida y
opcionalmente material instructivo.
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Péptidos

Segun un aspecto de la invencion, se proporciona un péptido aislado segun la invencién que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ
ID NO: 12 o una variante del mismo como se define en la reivindicacion 1.

La Tabla 2 siguiente presenta los nimeros de identificacion de secuencia y las moléculas asociadas:

Tabla 2
SEQ ID NO: Molécula

1(p2) EGGTMPDNRQPRNR(C)
2 (p8) ILSRKPKPDSDVTQ(C)
3 (p11) (C)SVMNTGQRRDGPL
4 (p13) VAYHARPDSDQRF(C)
5 (p16) DNELSDLKEDKPRK(C)
6 (p21) PVCYTPAWIQDLKINRQLDSMIQL(C)
7 (p24) KAGRCRIIG(C)

8 (p25) MVAVPGPTVAPR(C)

9 (p34) LRCSRCNIFG(C)
10 (p35) AARVGVKACL(C)
11 (p36) DNELSGVKA(C)
12 (p37) HIFCSNIFGL(C)

Los métodos quimicos de sintesis, tales como la sintesis de péptidos en fase sdlida, se pueden usar para sintetizar
los polipéptidos segun la invencion. La purificacion de esos péptidos se puede llevar a cabo por medio de cualquier
técnica conocida en la técnica de la purificacion de proteinas/péptidos. Las técnicas ejemplares incluyen la
cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de interaccion hidrofébica y métodos de inmunoafinidad.

Segun otra realizacion, se proporciona un inmunoensayo Util para la deteccion de un biomarcador para un cancer de
mama u ovario en una muestra de fluido biolégico que comprende al menos un péptido segun la invencién.

Segun una realizacion adicional, se proporciona un inmunoensayo Util para la deteccidon de un biomarcador para un
cancer de mama en una muestra de fluido bioldgico que comprende una combinacion de péptidos segun la invencién
o de variantes de los mismos. En particular, la combinacion comprende: a) al menos un péptido seleccionado de entre
SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12 o una variante del mismo; y b) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID
NO: 5 o de SEQ ID NO: 10 o una variante del mismo.

Segun ofra realizacién adicional, se proporciona un inmunoensayo util para la deteccién de un biomarcador para un
cancer de ovario en una muestra de fluido biolégico una combinacion de péptidos segun la invencion o de variantes
de los mismos. En particular, la combinacion comprende: a) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO:
9 0 SEQ ID NO: 12 o una variante del mismo; y b) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 2 o de SEQ
ID NO: 4 o0 una variante del mismo.

Segun otra realizacioén, se proporciona un uso de un inmunoensayo segun la invencion para el revestimiento de una
matriz sélida para realizar un inmunoensayo.

Kit

Segun otro aspecto de la invencioén, se proporciona un kit para detectar un biomarcador para un cancer de mama u
ovario en una muestra de fluido biolégico, comprendiendo el kit al menos un péptido segun la invencién, o una variante
del mismo o una combinacién del mismo. Segun un aspecto adicional, la invencién se refiere a un kit para llevar a
cabo un método segun la invencion.

El kit segun la invencion comprende al menos un polipéptido segun la invencién, una variante del mismo o una
combinacién del mismo para acoplarlo, o ya acoplado, a una matriz sélida como soporte en fase sélida como se
denomina en esta memoria. Se pueden usar diversas matrices soélidas, que incluyen, pero no se limitan a, vidrio,
poliestireno, polipropileno, nitrocelulosa, cuarzo, ceramica, dextrano u otros materiales. Las formas adecuadas de la
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matriz sélida incluyen perlas, microparticulas, nanoparticulas, tubos, tejidos o placas, peliculas, portaobjetos, pocillos
construidos de, o revestidos con, estos materiales. Tipicamente, la matriz sélida comprende pocillos de microtitulacion,
tal como una placa de microtitulacion de 96 pocillos.

La fijacion de los péptidos segun la invencidn a la matriz sélida en un kit segun la invencién se puede llevar a cabo
mediante adsorcion o acoplamiento quimico a un soporte en fase soélida. Se puede usar cualquier medio conocido en
la técnica para inmovilizar una proteina o un péptido a un soporte sdlido. Los péptidos segun la invencion pueden estar
unidos indistintamente covalente o no covalentemente a la matriz sélida mediante técnicas tales como la unién
covalente a través de un enlace de tipo amida o éster o mediante adsorcién. Los péptidos se pueden unir usando
pares de unién tales como biotina y avidina o anticuerpo y antigeno. Después de que los péptidos estan fijados a la
matriz sélida, la matriz sélida se puede incubar con una solucién de bloqueo (que contiene una proteina de bloqueo
tal como albumina sérica bovina) para reducir la adsorcion inespecifica de anticuerpos en una muestra de prueba a la
superficie de soporte. Segun un aspecto, los polipéptidos segun la invencién se pueden sintetizar directamente sobre
la matriz sélida del kit de la invencion.

Segun una realizacién, cuando el kit comprende al menos un polipéptido segun la invencion, una variante del mismo
0 una combinacién del mismo para acoplarlo a una matriz sélida como soporte en fase sélida, el kit comprende
opcionalmente, ademas reactivos de acoplamiento y/o una matriz sélida para realizar un inmunoensayo.

Segun otra realizacion adicional, el kit seguin la invencién comprende ademas al menos un reactivo de lavado para
lavar el material no unido antes de la deteccion a fin de evitar la deteccidn de ruido de fondo. Tipicamente, los reactivos
de lavado comprenden tampones convencionales conocidos en la técnica.

Segun otra realizacion adicional, el kit segin la invencion comprende ademas al menos una muestra de control
opcionalmente junto con informacion de la calibracién para la cuantificacion de los autoanticuerpos detectados.

Métodos que usan un kit segin la invencion

Segun otro aspecto, la invencién proporciona un método para detectar un cancer de mama u ovario a partir de una
muestra de fluido biolégico de un sujeto mamifero que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una muestra de fluido biolégico de un sujeto mamifero;

(b) poner dicha muestra de fluido biolégico en contacto con una matriz sélida a la que esta unido al menos un
péptido, donde la puesta en contacto es en condiciones adecuadas para unir un anticuerpo presente en dicha
muestra de fluido bioldgico a dicho al menos un péptido mediante interacciones antigeno-anticuerpo y donde dicho
al menos un péptido tiene una secuencia de aminoacidos de un péptido seleccionada de entre SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 o0 una variante de la misma;

(c) retirar la muestra de fluido biolégico de la matriz sélida para retirar todos los anticuerpos no unidos de la
superficie de dicha matriz sélida;

(d) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo unido a dicha matriz sélida, donde la presencia de
dicho complejo es indicativa de que la muestra de fluido biolégico contiene uno 0 mas autoanticuerpos asociados
al cancer de mama u ovario. Segun una realizacion adicional se proporciona un método segun la invencién, donde
dicho al menos un péptido tiene una secuencia de aminoacidos de un péptido seleccionada de entre SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9y SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12.

Segun otra realizacion adicional, se proporciona un método segun la invencion, donde dicha muestra de fluido biolégico
se pone en contacto con dicha matriz sélida en la etapa b), en la que una combinacion de péptidos o de variantes de
los mismos segun la invencidn se une a dicha matriz sélida.

Segun otra realizacién adicional, se proporciona un método para detectar un cancer de mama a partir de una muestra
de fluido biolégico de un sujeto mamifero donde dicha muestra de fluido bioldgico se pone en contacto con dicha matriz
sélida en la etapa b), en la que una combinacion de péptidos o de variantes de los mismos se une a dicha matriz sélida
y en la que la combinacion comprende: a) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12
0 una variante del mismo; y b) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 10 o una
variante del mismo.

Segun otra realizacién adicional, se proporciona un método para detectar un cancer de ovario a partir de una muestra
de fluido biolégico de un sujeto mamifero donde dicha muestra de fluido bioldgico se pone en contacto con dicha matriz
sdlida en la etapa b), en la que una combinacion de péptidos o de variantes de los mismos se une a dicha matriz sélida
y en la que la combinacion comprende: a) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12
0 una variante del mismo; y b) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 2 o de SEQ ID NO: 4 o una
variante del mismo.

Segun otra realizacién adicional, se proporciona un método segun la invencién, donde el método comprende ademas
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una etapa de comparar la sefial obtenida en la etapa de deteccién d) con la misma sefial obtenida para al menos una
muestra de control, donde la sefal obtenida para dicha al menos una muestra de control se recoge previamente,
simultaneamente o después de la etapa d) para dicha muestra de fluido biolégico.

La deteccion de los anticuerpos capturados/unidos en la etapa d) mediante cualquier método conocido en la técnica
para detectar anticuerpos o proteinas capturados sobre superficies tal como técnicas de deteccion optica (p. €j.,
ELISA), deteccion de variaciones de masa (p. €j., resonancia de plasmones superficiales, espectrometria de masas),
deteccidn eléctrica (p. €j., espectroscopia de impedancia, electroquimica).

Los resultados del ensayo pueden ser cualitativos o cuantitativos. La cantidad de anticuerpos capturados/unidos
asociados a la matriz sélida se puede comparar con controles positivos y negativos. Los controles se analizan
tipicamente de manera simultdnea a la muestra que se va a analizar. Un control positivo puede ser un suero o una
solucién que contiene anticuerpos que son inmunorreactivos con al menos un péptido segun la invencion. Un control
positivo puede ser un suero o una solucién que no contiene anticuerpos que son inmunorreactivos con al menos un
péptido segun la invencion. Para la cuantificacion, se puede generar y/o usar una curva de calibracién que usa
cantidades conocidas de anticuerpo contra al menos un péptido segun la invencion. Los anticuerpos para uso como
controles positivos se pueden producir usando toda, o fragmentos de, la secuencia de aminoacidos de un péptido
segun la invencion.

La comparacion con muestras de fluido bioldgico sano normal se puede conseguir con métodos diferentes. Segun una

realizacién, se puede llevar a cabo incluyendo una reaccién de control con una muestra de sangre sana. Segun otra
realizacion, se puede llevar a cabo empleando un valor para la concentracion de anticuerpos enddgenos para una
muestra de fluido bioldgico tipica de un sujeto sano. Tipicamente, la comparacion del nivel de anticuerpos endégenos
presentes en una muestra en investigacion se puede realizar con respecto a un valor determinado en cada
procedimiento de prueba o con respecto a un valor predeterminado. El valor predeterminado se puede determinar para
el procedimiento de prueba en general o, alternativamente, el valor puede ser valido solo para un cierto lote de
reactivos de prueba. Por ejemplo, el valor de referencia puede ser valido solo para un periodo de calibracién definido
y se puede redefinir tras la calibracion del procedimiento de prueba.

El método, el kit y los usos segun la invencion pueden ser adecuados con fines de cribado, asi como con fines de
diagnostico, y se pueden utilizar en el diagnoéstico principal, asi como en el seguimiento del curso de la enfermedad
durante o después del tratamiento.

Habiéndose descrito la invencion, los ejemplos siguientes se presentan a titulo de ilustracion y no de limitacion.
Ejemplos
Las abreviaturas siguientes se refieren respectivamente a las definiciones que se presentan a continuacion:

kDa (kilodalton), mg (microgramo), mL (microlitro), min (minuto), M (molar), sec (segundo), BSA (albumina sérica
bovina), CCC (carcinoma de células claras), ELISA (ensayo de inmunoadsorciéon enzimatica), DO (densidad dptica).

Ejemplo 1: Sintesis de péptidos

Los péptidos se sintetizaron mediante procedimientos de sintesis de péptidos en fase sélida conocidos por los expertos
en la materia. La pureza de los péptidos fue al menos 80 %. Los péptidos se disolvieron en solucién madre en 1 mg/mL
de tampdn y se almacenaron en alicuotas de 200 mL a -20 °C. Los péptidos se almacenaron en tampodn carbonato,
pH 9,6.

Ejemplo 2: Inmunoensayo ELISA usando péptidos segun la invencion

El método segun la invencién se ejemplifica en forma de un ensayo ELISA inverso como se describe en el Ejemplo 2
en el que los péptidos segun la invencion se adsorben sobre la superficie de una placa de pocillos y se investiga la
presencia de anticuerpos enddgenos en el suero de pacientes como se indica a continuacion:

Placas

Se usaron placas DINEX 3010 Immolux (Bioconcept, Suiza). Las placas se revistieron con los péptidos en una
concentracion de 10 mg/mL (100 mL/pocillo) en tampdn carbonato 0,05 M, pH 9,6, 2 pocillos por péptido, y se dejaron
incubar durante la noche a 4 °C. 80 pocillos se revistieron con los péptidos y 1 fila se revistié con una mezcla de IgG
humana combinada de sueros humanos normales (Southern Biotech) a 1:1000 en tampdn carbonato para las pruebas
de los controles positivos y otra fila se dejo vacia (sin revestimiento) para medir la unién inespecifica (ruido de fondo)
(control negativo).

Procedimiento
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Los pocillos revestidos se lavaron a continuacién 3 veces con 250 mL/pocillo de PBST (0,05 % de Tween-20 en
solucidn salina de tampodn fosfato 0,15 M, pH 7,4) para retirar la solucién de revestimiento. Los pocillos se incubaron
a continuacion durante 1 hora a 37 °C con diluyentes de BSA/solucion de bloqueo (1 % de BSA en PBST, 0,1 g/L de
metiolato) (300 mL/pocillo). A continuacion, la solucién bloqueo se retira y la placa se lava 3 veces con PBST. Se
afiaden sueros humanos diluidos a 1:70 en los diluyentes de BSA/solucion bloqueo (100 mL/pocillo). La placa se
reviste a continuacion con un plastico adhesivo y se incuba durante 2 h a 37 °C. A continuacion, la solucion se retira y
la placa se lava 3 veces con PBST (250 mL/pocillo). Se afiade anticuerpo antihumano marcado con rabano picante en
una dilucién de 1:1000 en los diluyentes de BSA/solucién bloqueo (100 mL/pocillo) y se incuba 1h a 37°C. A
continuacion, se afiade una solucion se sustrato al pocillo (100 mL/pocillo), en el que se obtiene la coloracion después
de aproximadamente 2 min de incubacion y el pocillo se incuba adicionalmente durante 5 min a temperatura ambiente
(indistintamente sustrato de ABTS bicomponente o sustrato de TMB). La reaccion se detiene (extincion) mediante la
adicion de H2S04 a 2 M (100 mL/pocillo) e incubacion durante 2 min. La absorbancia a 450 nm se lee usando un
espectrofotometro de placas de microtitulacion. El valor de corte de la sefial se establecio en < 0,1 DO.

Reactivos
Se uso el kit de micropocillos HRP Protein Detector, antihumano, 54-62-10, KPL, Inc. EE. UU.
Péptidos

Los péptidos usados como antigenos en el presente ensayo ELISA inverso fueron los preparados segun el Ejemplo 1.
Tratamiento de datos

La extraccion de datos (deteccion de patrones en los datos) se realizo mediante los programas Matlab® de Mathworks
Corp, Minitab® y SPSS® de IBM Corp.

Andlisis estadistico

A continuacién, se realizé el andlisis estadistico mediante tres métodos diferentes en paralelo: Analisis de
componentes principales (PCA), analisis de discriminantes lineales (LDA), analisis de conglomerados jerarquicos y
modelo de regresion (Pepe, 2003, “The Statistical Evaluation of Medical Tests for Classification and Prediction”, Oxford
University Press). Para el analisis de componentes principales, los datos se agruparon por clase (pacientes, afecciones
benignas y personas presumiblemente sanas). A continuacion, se llevé a cabo un PCA para los tres grupos de
muestras.

Ejemplo 3: Pruebas clinicas en conjuntos de muestras de cancer de mama y ovario en seres humanos

Las muestras fueron muestras de sangre de donantes sanas y de personas que padecian indistintamente cancer de
mama u ovario. Cancer de ovario

Se construyo un conjunto de muestras de suero de pacientes que tenian carcinoma de células claras y controles como
se indica a continuacion:

Tabla 3
Tipo Numero
Carcinoma de células claras (cancer de
ovario) 13
Controles 10
Total: 23

Esas muestras se ensayaron segun un método de la invencion como se describe en el Ejemplo 2. Los péptidos ajenos
a los controles se afiadieron para probar la selectividad del ensayo. Se aplic6 ANOVA de una via a los resultados. El
mismo analisis fue repetido por un laboratorio independiente y los resultados se presentan en la Figura 1 para 4
muestras de control frente a 4 de carcinoma de ovario. Unos cuantos casos que se suponia que eran muestras de
cancer de ovario se revelaron como controles en el ensayo segun la invencion. Después de investigaciones adicionales
en los datos y registros de las muestras, parecia que estas muestras, de hecho, pertenecian a pacientes con cancer
de ovario en remision. Por lo tanto, esto demostré que la exactitud del ensayo era, de hecho, correcta a la hora de
clasificar estas muestras como muestras de sujetos sin cancer.

Se construy6 un conjunto adicional de muestras de suero de pacientes que tenian carcinoma de células claras (cancer
de ovario) y controles como se indica a continuacion:
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Tabla 4
Tipo NUmero
Carcinoma de células claras (cancer de |13
ovario)
Controles 10
Total: 23
Carcinoma de células claras (cancer de
ovario) 11
Cancer de mama (CBV) 2
IAfeccion benigna de ovario (BOV) 10
IAfeccién benigna de mama (BBV) 5
Mujeres sanas de control (GVABB) 5
Total: 33

Los resultados se analizaron estadisticamente como se describe en Zhou y col., 2002, Statistical Methods in diagnostic
medicines, Wiley, NY, para determinar la especificidad y sensibilidad del ensayo. La consistencia del ensayo vy el
método segun

la invencion se puede resumir como se indica a continuacion:

Tabla 5

Numero de muestras positivas | Numero de muestras negativas Total de muestras

FALSOS 6 (FP) 0 (FN) 6
REALES 12 (PR) 15 (NR) 27
Total 18 15 33

Entre los falsos positivos, se detectaron como positivos 2 canceres de mama y 2 afecciones benignas de mama.
Suponiendo positivo real (PR), negativo real (NR), falso positivo (FP), falso negativo (FN), la especificidad y
sensibilidad del ensayo segun la invencién se calculan como se indica a continuacion:

* Especificidad = NR/(NR+FP) y

* Especificidad = PR/(PR+FN),

lo que conduce a 71,4 % de especificidad, 100 % de sensibilidad. Por lo tanto, un ensayo segun la invencién presenta
valores de selectividad y sensibilidad muy elevados para la deteccion de tumores malignos de ovario y fue capaz de
discriminar entre pacientes con cancer de ovario y pacientes con cancer de ovario en remision.

Cancer de mama

Se construyd un conjunto de muestras de suero de pacientes que tenian cancer de mama (CBV), quistes de mama
(BBV), quiste benigno de ovario (BOV) y controles como se indica en la Tabla 7 a continuacion:

Tabla 6

Tipo Nimero

Cancer de mama (CBV) - “paciente” 66

IAfeccion benigna de mama (BBV) - “sana” |54

IAfeccion benigna de ovario (BOV) - “sana” |50

Mujeres sanas de control (GVABB) - “sanas” |20

Total: 190
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Entre las pacientes, 29 % son menores de 50 afios y 71 % tienen 50 afios 0 mas. Esas muestras se ensayaron segun
un método de la invencion como se describe en el Ejemplo 2. Los péptidos ajenos a los controles (referencias 1-5) se
afadieron para probar la selectividad del ensayo. Cada medicién se realizé por triplicado. La reproducibilidad de los
datos se evalué analizando la desviacién estandar y el coeficiente de variacién para todas las mediciones por triplicado.
Practicamente todos los coeficientes de variacion medidos estén por debajo de 10 % y la mayoria estan por debajo
de 5 %, lo que indica una reproducibilidad buena. Se aplico el analisis de componentes principales (PCA) a los datos,
los valores de p obtenidos mediante la prueba de Wilcoxon (Pepe, 2003, arriba) y los valores del area bajo la curva
(AUC para una curva de rendimiento diagndstico (ROC)) se mencionan para cada péptido usado en el ensayo en la
Tabla 7 a continuacion. Cuanto menor es el valor de p, mejor rendimiento del péptido correspondiente. Cuanto mayor
es el AUC por encima de 0,54, mas exacto es el ensayo.

Tabla 7

Péptido \Valor de p |JAUC
SEQ ID NO: 1 9,4e-7 0,72
SEQ ID NO: 2 6,0e-5 0,68
SEQ ID NO: 3 6,5e-12 0,8

SEQ ID NO: 4 1,4e-9 0,77
SEQ ID NO: 5 4,4e-13 0,82
SEQ ID NO: 6 0,51 0,63
SEQID NO: 7 1,1e-5 0,69
SEQ ID NO: 8 0,27 0,55
SEQ ID NO: 9 0,071 0,58
SEQ ID NO: 10 |0,0036 0,63
SEQID NO: 11 [1,9e-5 0,69
SEQID NO:12  4,2e-6 0,7

Referencia 1 0,64 0,52
Referencia 2 0,77 0,51
Referencia 3 0,95 0,5

Los resultados se analizaron adicionalmente usando el andlisis de discriminantes lineales (LDA). Los datos de las
pacientes se dividieron en dos partes iguales, una que consistia en un conjunto de aprendizaje (usado para entrenar
al algoritmo de clasificacion) y la otra que era un conjunto de prueba (usado para evaluar el rendimiento del
clasificador). Los resultados se presentan en la Fig. 2. La puntuacion obtenida con el procedimiento de LDA se usé
para clasificar las muestras del conjunto de prueba. Las puntuaciones se indican para casos frente a controles (2A),
por subgrupos (2B) y en forma de una curva caracteristica de rendimiento diagndstico (ROC) (2C). El area bajo la
curva (AUC) obtenida fue 0,92, un valor excelente.

Un resumen numérico de los resultados obtenidos para los diferentes umbrales calculados (1 a 21) se presenta en la
Tabla 8 a continuacion. Los umbrales se eligieron uniformemente dentro del intervalo de puntuaciones posibles (en el
intervalo -5 a +5); las columnas FP, PR, NR y FN contiene los nimeros correspondientes de falsos positivos, positivos
reales, negativos reales y falsos negativos para el umbral dado; la suma de estos cuatro nimeros es siempre 95 (el
numero total de muestras en el conjunto de prueba). La especificidad y sensibilidad dadas por NR/NR+FP y PR/PR+FN
miden la exactitud del umbral con respecto al total de muestras positivas y negativas en el conjunto de prueba. El valor
predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) indican la proporcién de pacientes con resultado positivo
(o negativo, respectivamente) que son diagnosticadas correctamente y se calculan como PR/PR+FP y NR/NR+FN.

10
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Tabla 8

Umbral FP | PR | NR | FN | Espec. | Sens. | VPP | VPN
1 -5,35 62 | 33 0 0 0,00 1,00 0,35 -
2 -4,99 61 33 1 0 0,02 1,00 0,35 | 1,00
3 -4,28 60 | 33 2 0 0,03 1,00 0,35 | 1,00
4 -3,58 59 | 33 3 0 0,05 1,00 0,36 | 1,00
5 -2,52 57 | 33 5 0 0,08 1,00 0,37 | 1,00

(continuacién)

Umbral FP | PR | NR | FN | Espec. | Sens. | VPP | VPN
6 -2,16 52 | 33 | 10 0 0,16 1,00 0,39 | 1,00
7 -1,81 47 | 33 | 15 0 0,24 1,00 0,41 1,00
8 -1,46 43 | 33 | 19 0 0,31 1,00 0,43 | 1,00
9 -1,10 39 | 33 | 23 0 0,37 1,00 0,46 | 1,00
10 -0,75 32 | 33 | 30 0 0,48 1,00 0,51 1,00
11 -0,40 24 | 32 | 38 1 0,61 0,97 0,57 | 0,97
12 -0,04 21 30 | 41 3 0,66 0,91 0,59 | 0,93
13 0,31 11 29 | 51 4 0,82 0,88 0,72 | 0,93
14 0,66 8 29 | 54 4 0,87 0,88 0,78 | 0,93
15 1,02 5 24 | 57 9 0,92 0,73 0,83 | 0,86
16 1,37 2 18 | 60 15 0,97 0,55 0,90 | 0,80
17 1,72 2 11 60 | 22 0,97 0,33 0,85 | 0,73
18 2,08 1 4 61 29 0,98 0,12 0,80 | 0,68
19 2,43 1 1 61 32 0,98 0,03 0,50 | 0,66
20 3,14 0 1 62 | 32 1,00 0,03 1,00 | 0,66
21 5,26 0 0 62 | 33 1,00 0,00 - 0,65

En resumen, el valor medido para cada péptido se multiplica por un determinado peso, la suma de todos estos valores
ponderados da la puntuacion resultante. Como ilustracion de este modelo, la “muestra A” de cancer de mama tiene
una puntuacion de 1,29. La Tabla 9 siguiente muestra los pesos obtenidos a partir del modelo de LDA seleccionado
como se describié anteriormente para 8 péptidos segun la invenciéon y las mediciones correspondientes de esos
péptidos para esta muestra A. La aplicacion de los pesos a las ocho mediciones genera los resultados siguientes:

Tabla 9
SEQ ID NO: 1 2 3 4 5 6 9 10
Medicion 0,59 0,49 0,23 | 0,50 | 0,32 0,34 0,60 | 0,38
Pesos -1,71 | 13,11 094 | -589 | 1,05 | -11,86 | 5,83 | -3,37
Combinacion -1,00 6,47 0,22 | -294 | 0,33 -3,98 | 347 | -1,26

La suma de los valores combinados, de hecho, genera una puntuacion de 1,29 (exceptuando errores de redondeo).

Los resultados para todas las muestras de ovario y los controles se analizaron estadisticamente como se describe en
Zhou y col., 2002, Statistical Methods in diagnostic medicines, Wiley, NY, para determinar la especificidad y
sensibilidad del ensayo. La consistencia del ensayo y el método segun la invencion se puede resumir como se indica
a continuacion: 87,3 % de especificidad, 80,3 % de sensibilidad, 74,7 % de valor de prediccién positivo, 90,5 % de

valor de prediccion negativo.
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Por lo tanto, un ensayo segun la invencion presenta valores de selectividad y sensibilidad muy elevados para la

deteccion del cancer de mama.

LISTADO SE SECUENCIAS

<110> AYANDA BIOSYSTEMS S.A:

<120> KITS PARA DETECTAR CANCER DE MAMA U OVARIO EN UNA MUESTRA DE FLUIDO CORPORAL Y USO

DE LOS MISMOS

<130> P1313PC00

<150> CH01553/10

<151> 2010-09-24

<160> 12

<170> Patentin versién 3.3
<210> 1

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p2

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)
<223> Xaa es una cisteina o puede estar ausente

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)
<223> Xaa puede ser una cisteina o puede estar ausente

<400> 1

Glu Gly Gly Thr Met Pro Asp Asn Arg Gln Pro Arg Asn Arg Xaa

1 5

<210> 2

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p8

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

12
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<400> 2

Ile Leu Ser Arg Lys Pro Lys Pro Asp Ser Asp Val Thr Gln Xaa

<210>3

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p11

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<400> 3

Xaa Ser Val Met Asn Thr Gly Gln Arg Arg Asp Gly Pro Leu

1 5

<210> 4

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p13

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<400> 4

10

10

15

Val Ala Tyr Hig Ala Arg Pro Asp Ser Asp Gln Arg Phe Xaa

1 5

<210> 5
<211> 15
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Péptido p16

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)
<223> Xaa es una cisteina o esta ausente

<220>
<221> MISC_FEATURE

13
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<222> (15)..(15)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<400> 5
Asp Asn Glu Leu Ser Asp Leu Lys Glu Asp Lys Pro Arg Lys Xaa
1 5 10 15
<210>6
<211> 25
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p21

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (25)..(25)
<223> Xaa puede ser una cisteina o puede estar ausente

<400> 6
Pro Val Cys Tyr Thr Pro Ala Trp Ile Gln Asp Leu Lys Ile Asn Arg
1 5 10 15
Gln Leu Asp Ser Met Ile Gln Leu Xaa
20 25
<210>7
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p24

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<400> 7
Lys Ala Gly Arg Cys Arg Ile Ile Gly Xaa
1 5 10
<210> 8
<211>13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p25

<220>
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<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..(13)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<400> 8

Met Val Ala Val Pro Gly Pro Thr Val Ala Pro Arg Xaa

1 5

<210>9

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p34

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<400>9

Leu Arg Cys Ser Arg Cys Asn Ile Phe Gly Xaa

1 5

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p35

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11)
<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<400> 10

Ala Ala Arg Val Gly Val Lys Ala Cys Leu Xaa

1

<210> 11

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido p36

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222>(9)..(9)
<223> Xaa es una cisteina o esta ausente

5

15

10

10

10
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<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11)

<223> Xaa puede ser una cisteina o esta ausente

<400> 11

Leu Arg Cys Ser Arg Cys Asn Ile Phe Gly Xaa

1

<210> 12
<211> 11
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Péptido p37

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11)

ES 2 806 399 T3

S

<223> Xaa puede ser una cisteina o estar ausente

<400> 12

His Ile Phe Cys Ser Asn Ile Phe Gly Leu Xaa

1

5

16

10

10
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido aislado que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 o una variante del mismo que difiere en
secuencia de la secuencia de aminoacidos seleccionada anteriormente en una delecion o insercion y donde dicho
péptido o variante se une a uno o mas autoanticuerpos circulantes asociados al cancer de mama u ovario de un sujeto
mamifero.

2. Un péptido aislado segun la reivindicacion 1 que consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12.

3. Un inmunoensayo para la deteccion de un cdncer de mama u ovario que comprende al menos un péptido
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2.

4. Un método para detectar un cancer de mama u ovario a partir de una muestra de fluido bioldgico de un
sujeto mamifero que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una muestra de fluido biolégico de un sujeto mamifero;

(b) poner dicha muestra de fluido biolégico en contacto con una matriz sélida a la que esta unido al menos un
péptido, donde la puesta en contacto es en condiciones adecuadas para unir un anticuerpo presente en dicha
muestra de fluido bioldgico a dicho al menos un péptido mediante interacciones antigeno-anticuerpo y donde dicho
al menos un péptido tiene una secuencia de aminoacidos de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones
102;

(c) retirar la muestra de fluido biolégico para retirar de la matriz sélida todos los anticuerpos no unidos de la
superficie de dicha matriz sélida;

(d) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo unido a dicha matriz sélida, donde la presencia de
dicho complejo es indicativa de que la muestra de fluido bioldgico contiene uno o mas anticuerpos endégenos
asociados al cancer de mama u ovario.

5. Un método segun la reivindicacion 4, en el que una combinacion de péptidos segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2 esta unida a dicha matriz sélida.

6. Un método segun las reivindicaciones 4 o 5 para detectar un cancer de mama a partir de una muestra
de fluido biolégico de un sujeto mamifero donde dicha muestra de fluido bioldgico se pone en contacto con dicha matriz
sélida en la etapa b), en la que una combinacion de péptidos o de variantes de los mismos se une a dicha matriz sélida
y en la que la combinacion comprende: a) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12
0 una variante del mismo que difiere en secuencia de la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12 en una delecion o insercion;
y b) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 10 o una variante del mismo que
difiere en secuencia de la SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 10 en una delecién o insercion; donde dicho péptido o variante
se une a uno o0 mas autoanticuerpos circulantes asociados al cancer de mama u ovario de un sujeto mamifero.

7. Un método segun las reivindicaciones 4 o 5 para detectar un cancer de ovario a partir de una muestra
de fluido bioldgico de un sujeto mamifero donde dicha muestra de fluido biol6gico se pone en contacto con dicha matriz
sélida en la etapa b), en la que una combinacion de péptidos o de variantes de los mismos se une a dicha matriz sélida
y en la que la combinacion comprende: a) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12
0 una variante del mismo que difiere en secuencia de la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12 en una delecion o insercion;
y b) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 2 o de SEQ ID NO: 4 o una variante del mismo que difiere
en secuencia de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4 en una delecion o insercion; donde dicho péptido o variante se une
a uno o0 mas autoanticuerpos circulantes asociados al cancer de mama u ovario de un sujeto mamifero.

8. Un kit para detectar un biomarcador para un cancer de mama u ovario en una muestra de fluido
bioldgico, comprendiendo el kit al menos un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 0 una combinacion
de los mismos para acoplarlo, o ya acoplado, a una matriz de soporte sélido.

9. Un kit segun la reivindicacion 8, donde la matriz sélida comprende pocillos de microtitulacion.

10. Uso de un kit segun las reivindicaciones 8 o 9 para detectar un cancer de mama u ovario a partir de una
muestra de fluido biolégico de un sujeto mamifero.

11. Uso de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 en un ensayo para la deteccion de un
cancer de mama u ovario.

12. Uso de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 para el revestimiento de una matriz
sélida para realizar un inmunoensayo.

17
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13. Un kit segun la reivindicacién 8 o 9, que comprende a) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ
ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 12 o una variante del mismo que difiere en secuencia de la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12
en una delecion o insercidn; y b) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 5 0 de SEQ ID NO: 10 o una
variante del mismo, que difiere en secuencia de la SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 10 en una delecion o insercién; donde
dicho péptido o variante se une a uno o mas autoanticuerpos circulantes asociados al cancer de mama u ovario de un
sujeto mamifero.

14. Un kit segun la reivindicacién 8 o 9, que comprende a) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ
ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 12 o una variante del mismo que difiere en secuencia de la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 12
en una delecién o insercién; y b) al menos un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 2 o de SEQ ID NO: 4 o una
variante del mismo que difiere en secuencia de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4 en una delecion o insercion; donde
dicho péptido o variante se une a uno o mas autoanticuerpos circulantes asociados al cancer de mama u ovario de un
sujeto mamifero.

18
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