ES 2376 167 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Namero de publicacion: 2 376 167
Gint. Cl.;

CO7K 14/81 (2006.01)
A61K 38/57 (2006.01)
CO7K 16/18 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

NUmero de solicitud europea: 03795518 .4
Fecha de presentacién: 27.08.2003

Numero de publicacion de la solicitud: 1539817
Fecha de publicacion de la solicitud: 15.06.2005

Tl'tulo: INMUNOENSAYOS PARA LA DETERMINACION ESPECIFICA DE ISOFORMAS DE SCCA.

Prioridad: @ Titular/es:
10.09.2002 SE 0202702 Fujirebio Diagnostics AB

Majnabbe Terminal Building
414 55 Géteborg , SE

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es:

09.03.2012 ROJER, Evay
OLLE, Nilsson

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente/Representante:

09.03.2012 de Elzaburu Marquez, Alberto

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2376 167 T3

DESCRIPCION
Inmunoensayos para la determinacién especifica de isoformas de SCCA
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la determinacion especifica de diferentes isoformas de SCCA y al uso de la
concentracion serologica de las diferentes isoformas y proporcién entre ellas como un medio de diagnéstico del cancer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El antigeno de carcinoma de células escamosas (SCCA) es un marcador seroldgico para los carcinomas de células
escamosas (SCC) del utero, cuello del utero, pulmén, cabeza y cuello, vulva y esoéfago (1, 2). Lo purificaron
originalmente al final de la década de los 70 Kato y colaboradores a partir del complejo TA4 del carcinoma de células
escamosas del cuello del Utero humano con un peso molecular de 42-48 kDa (1, 3). La electroforesis del complejo TA-4
revelo mas de 10 fracciones y el isoelectroenfoque del antigeno sugirié dos subfracciones, una isoforma acida (pl<6,25)
y una neutra (pl2 6,25) (4).

La clonacion del ADNc de SCCA muestra que pertenece a la familia de los inhibidores de serina proteasas (serpinas) (6).
La clonacion adicional de la region genomica del cromosoma 18qg21.3 reveld dos genes dispuestos en tandem (7). El
mas telomérico, el SCCA original, se design6 SCCA1, mientras que el mas centromérico se designé SCCA2 (Figura 1).
Ambos contienen ocho exones y los limites intron-exdn, sitios de corte y empalme, codones de inicio y codones
terminales potenciales son idénticos. Son idénticos en un 98% a nivel de nucledtidos e idénticos en un 92% a nivel de
aminoacidos. Los valores de pl deducidos de los productos génicos SCCA1 y SCCA2 muestran que la isoforma neutra
esta codificada por SCCA1 y la isoforma acida por SCCAZ2.

En los seres humanos las serpinas se localizan en uno de dos grupos cromosémicos. PI6, PI9y ELNAH2 se localizan en
6p25, mientras que PI8, Bomapina, PAI2, SCCA1, SCCA2, Headpin y Maspina se localizan en 18921.3 (Figura 1) (7-12).
Se supone que estos grupos han surgido a través de dos duplicaciones intercromosdmicas independientes y varios
ciclos de duplicaciones intracromosémicas (9). Se ha publicado frecuentemente que la regién cromosémica 18q es una
region con una frecuencia alta de reorganizaciones (9, 13-16). Las dianas y funciones de las serpinas no se entienden
completamente. Para la mayor parte, las funciones principales son la regulacién de eventos proteoliticos asociados con
la coagulacion, fibrinolisis, apoptosis e inflamacion, aunque se han publicado funciones alternativas tales como
regulacion del transporte de hormonas y de la presion sanguinea (17-24).

Aungue SCCA1 y SCCAZ2 son casi idénticas, se diferencian en sus bucles de sitio reactivo (Figura 2 y 3). SCCA1 inhibe
las cisteina proteinasas semejantes a papaina catepsina S, K y L (25. 26) mientras que SCCA2 inhibe las serina
proteinasas semejantes a quimiotripsina catepsina G y quimasa de mastocitos (27). Los estudios sobre el bucle del sitio
reactivo (RSL) de SCCA1 muestran que RSL es esencial para la inhibicién de cisteina proteinasa (28). La parte variable
de RSL dicta la especificidad de las proteinasas diana mostrado por mutantes de intercambio de RSL de SCCA1 y
SCCA2 y mutantes Unicos (28, 29). Es probable que las serpinas utilicen un mecanismo dependiente de RSL comun
para inhibir tanto las serina como las cisteina proteinasas.

El papel biolégico de SCCA1 y SCCA2 no se entiende completamente. Se considera que son serpinas inhibidoras. Los
datos sugieren que SCCA estan implicadas en la apoptosis y la expresion hace que las células cancerosas sean
resistentes a varios mecanismos de muerte por inhibiciéon de la apoptosis (30).

SCCA1 y SCCA2 se detectan en el citoplasma de células epiteliales escamosas normales (31, 33). El antigeno, que
aparece en el suero de pacientes, puede ser una funcién de la superproduccién de SCCA por las células tumorales y su
velocidad de recambio normal (34). Se ha publicado que el SCCA detectado en el suero usando un ensayo de
radioinmunologia con anticuerpo o PCR en tiempo real, RT-PCR, es principalmente SCCA2 (1, 35, 36) pero otros
estudios usando PCR indican que ambos antigenos pueden amplificarse y detectarse en muestras de pacientes (37).

Las concentraciones séricas en pacientes con SCC se correlacionan con el estadio clinico y con el grado de
diferenciacion histologica del tumor (1). Para el cancer del cuello del utero, varios estudios muestran una correlacion
entre los valores de pretratamiento y el resultado clinico (1, 38-43). Los estudios también muestran una correlacion entre
niveles altos de SCCA y volumen tumoral. La recurrencia o enfermedad progresiva pudieron detectarse varios meses
antes de la evidencia clinica (39). Se observan resultados similares para carcinomas de células escamosas de pulmon,
vulva, cabeza y cuello y eséfago (1, 2, 44, 45). En todos estos estudios, han medido el nivel total de SCCA. Por ejemplo,
Cataltepe et al. (33) describen el desarrollo de anticuerpos monoclonales especificos y un ensayo discriminatorio
sensible para los marcadores tumorales circulantes SCCA1 y SCCA2. Sin embargo, los anticuerpos segun Cataltepe et
al. (33) solo pueden usarse para la determinacion de SCCA1 o SCCA2 "total". Sélo son Uutiles para la determinacion de
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niveles altamente elevados de estas moléculas y por lo tanto no son adecuados para distinguir entre sujetos con cancer
y sanos ni para la monitorizacion de la respuesta a terapia y deteccion de enfermedad recurrente.

Las SCCA pertenecen a la familia de las serpinas y es probable que diferentes formas de las serpinas puedan detectarse
en tejidos y en la circulacion. La funcion general de las serpinas es regular la actividad de diferentes enzimas
proteoliticas y puede especularse que SCCA1 y SCCA2 en tejidos y suero también pueden aparecer como la serpina
"libre" y como un complejo con sus proteasas diana. Esto seria similar a la serina proteasa PSA que en el suero se
encuentra principalmente como un complejo con la serpina alfal-antiquimotripsina. La determinacion especifica de
SCCA1 y SCCA2 asi como la forma respectiva "libre" y en complejo de la serpina respectiva también puede proporcionar
informacién clinica adicional comparada con SCCA "total".

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion describe el establecimiento de anticuerpos monoclonales capaces de distinguir entre SCCA1 y
SCCAZ2 asi como entre la cantidad "libre" y "total" de la serpina respectiva. Ademas, la invencion describe el uso de los
anticuerpos discriminatorios establecidos para el disefio de inmunoensayos para la determinacién de la forma total y
"libre" de las serpinas SCCA1 y SCCA2, asi como el uso de los inmunoensayos para el diagnéstico del cancer y la
deteccion de enfermedad recurrente.

DESCRIPCION DE REALIZACIONES ESPECIFICAS

El establecimiento de anticuerpos monoclonales frente a epitopos de SCCA1 y SCCA2, asi como SCCA varios
expuestos y escondidos en el complejo serina proteasa de las SCCA, respectivamente, hace posible disefiar
inmunoensayos especificos para la determinacion de la forma respectiva de SCCA. Ademas, en la presente invencion se
describen métodos para el diagnostico del cancer usando los inmunoensayos especificos.

EJEMPLO 1
Produccion de SCCA recombinante
1.1 Clonacion de SCCA

Se prepararon ARNm de las lineas celulares Caski (cuello uterino), C-4l (cuello uterino), A549 (pulmoén) y RPMI2650
(faringe) usando el kit de Purificacion de ARNm Micro QuickPrep (Pharmacia) y se preparé el ADNc usando el kit de
Sintesis de Primera Cadena de ADNc (Pharmacia). Un fragmento de ADN de 1218 pb que engloba la secuencia
codificadora de SCCA se amplificod por PCR en una reacciéon de 100 m que contiene 10 mM Tris-HCI pH 8,85, 25 mM
KCI, 5 mM (NH4)%S04, 2 mM MgSO4 (Boehringer), 0,2 mM dNTP (Pharmacia), 10 nM SCCA 1-7F (las secuencias de
ADN de todos los cebadores se muestran en la Tabla 1), 10 M SCCA 391-397B, 2 m de ADNc y 2,5 U de polimerasa
Pow (Boehringer). Después de desnaturalizar las muestras durante 5 mln a 96°C, se realizé un total de 30 CIC|OS
consistiendo cada uno en desnaturallzac:lon durante 15 segundos a 96 °C, hibridacion durante 15 segundos a 60 C y
extension durante 30 segundos a 72 °C. La reaccién de PCR se completd con una extension final durante 10 min a 72 °C.

Deteccion de SCCA1y SCCA2

La presencia de SCCAT en los productos de PCR se detecté por escision con la enzima de restriccion Sacll, lo que
resulté en dos fragmentos, 245 y 973 pb, respectivamente, o por PCR especifica de SCCA7 usando los cebadores
SCCA1-7F y SCCA1 323-329B en una reaccion de PCR estandar (75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM (NH4).SO4, 0,01%
Tween 20, 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 10 nM de cada cebador molde, y 0,025 U/m de reaccion de Polimerasa Tag;
después de desnaturalizar las muestras durante 5 min a 96°C, se realizé un total de 30 ciclos, consistiendo cada uno en
desnaturalizacion durante 15 segundos a 96°C, hibridacion durante 15 segundos a la temperatura 6ptima de hibridacion
y extensmn durante 30 segundos a 72°C. La reaccién de PCR se completé con una extension final durante 10 min a
72 C) Ta=50°C, lo que resulté en un fragmento de 997 pb. La presencia de SCCA2 se detecté por PCR estandar
usando SCCA 1-7F y un cebador especifico de SCCA2, SCCa2 357-363B, Ta=60 °C, lo que proporciona un fragmento de
1.090 pb.

Clonacion

Los productos de PCR se clonaron usando el kit de clonacion PCR-Script Amp (Stratagene). Los cribados de colonias se
realizaron por PCR como se describe en 1.2. Los ADN plasmidicos se prepararon a partir de los clones seleccionados
que contienen SCCA1 o SCCA2 usando el Sistema de Purificacién de ADN Wizard Plus Minipreps (Promega).
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Secuenciacion del ADN

Los clones se secuenciaron usando ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing (PE Biosystems). Las muestras se
corrieron en un ABI Prism 310.

Reclonacion

Los clones seleccionados se reclonaron en el vector de expresion pGEX-6P-3 (Pharmacia). Los fragmentos se
escindieron del vector PCR-Script Amp usando BamHI y Xhol y se ligaron en el vector de expresién en una reaccion de
10 m que contiene 1XxOPA, 1 mM ATP, 50 ng del vector escindido, inserto de SCCA correspondiente a una proporcion
moles de extremos vector:inserto de 1:5-1:8, y 7,5-10 U de ADN ligasa T4 (todos de Pharmacia). Los tubos de reaccién
se incubaron a 10°C toda la noche y se inactivaron durante 10 min a 65°C. Se transformaron 2-4 ni de la reaccion en E.
coli JM109 (46). Los ADN plasmidicos de los clones seleccionados se transformaron en E. coli BL21 para la expresion
de proteinas.

Mantenimiento del gen clonado

El ADN plasmidico (pGEX-6P-3 que contiene el gen de fusion SCCA1/A2) en una disolucion de tampon 10 mM Tris-HCI
(pH 8,0) se almacena a -80°C. Para iniciar la expresion de proteinas, el ADN plasmidico se transforma en E. coli BL21
competentes segun Sambrook et al. (p 1.82-1.84 en ref. 46). Para la preparacion de mas ADN plasmidico, se prefiere la
transformacion en E. coli JM109.

1.1.2 Expresion y purificaciéon de proteinas
Expresion de Proteinas

Las condiciones de expresion se determinaron por preparaciones a pequefia escala. Para la expresién a gran escala, se
inocularon cultivos de 500 ml de 2xYT y 100 ng de ampicilina/ml con 5 ml de cultivo de toda la noche y se crecieron a
37°C. La expresion de proteinas se indujo a DOgp=0,5-1,3 mediante la adiciéon de IPTG a una concentracion final de 0,1
mM.

Purificaciéon de Proteinas

Las células se recogieron por centrifugacion durante 10 min a 2.000 g, se lavaron con 50 ml de TE pH 8,0, y se
disolvieron en 3 ml de TE/g de sedimento bacteriano. Se afiadio lisozima a una concentracion final de 800 ng/g de
sedimento y las mezclas se incubaron en hielo durante 30-60 min y se congelaron toda la noche a -70°C. Se aiiadieron
cloruro de magnesio y ADNasa a una concentracion final de 12 mM y 20 ng/g de sedimento, respectivamente. Después
de incubar en hielo durante 30 min, las muestras se centrifugaron durante 30 min a 40.000 g. A cada sobrenadante se
afnadieron 0,5 ml de 50% Sefarosa de Glutatiéon (Pharmacia) y se incubé durante 30 min-2 h a temperatura ambiente con
agitacion suave. La suspension de solidos se lavo 5-7 veces usando 1xPBS. Se eluyo la proteina de fusion GST-SCCA
usando 0,5-1 ml de Glutation Reducido (Pharmacia) y se incub6 durante 30-60 min a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C, todo con agitacion suave. La proteina SCCA se eluy6 por escision entre GST y SCCA. Se afiadieron 0,48
ml de tampon de escision (50 mM Tris-HCI pH 7,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) y 20 m de proteasa
PreScission y las muestras se incubaron a 4°C con agitacion suave durante 4 h o toda la noche. Las proteinas se
analizaron en SDS-PAGE por Phast-system (Pharmacia).

EJEMPLO 2
Establecimiento de hibridomas y anticuerpos monoclonales
2.1 Inmunizacién y seleccién primaria de hibridomas Anti SCCA

Se obtuvieron antisueros policlonales reactivos con antigeno SCC por inmunizacién subcutanea de conejos con antigeno
SCC recombinante y recogida de los sueros inmunes segun los procedimientos estandar. La titulacion de los antisueros
policlonales se ensay6 por determinacion de la reactividad de los antisueros con SCCA2 y SCCA1 biotinilados
inmovilizados en placas de estreptavidina (Labsystems Oy, Helsinki, Finlandia). Los SCCA2 y SCCA1 recombinantes se
biotinilaron con éster caproato de Biotina-N-succinimida segun los procedimientos estandar.

Los anticuerpos monoclonales reactivos con SCCA1 y SCCA2 se obtuvieron por inmunizaciéon de ratones Balb/c
intraperitonealmente con 10-50 mg de SCCA recombinante en adyuvante Ribi. Después de la inmunizacion y de 2-4
dosis de refuerzo durante 60-90 dias se fusionaron células de bazo de los ratones inmunizados con células se mieloma
P3 x 63Ag 8 como se describe.
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Los hibridomas que producen anticuerpos que reaccionan con SCCA1 y/o SCCA2 se seleccionaron por cribado con
ELISA de los sobrenadantes de hibridomas en pocillos de microtitulaciéon recubiertos con antisuero policlonal purificado
por afinidad frente a IgG + M de ratédn, (Jackson Immuno Res Lab, EEUU). Los pocillos se incubaron con antigeno SCCA
y, después de lavar, el antigeno unido se detect6 por incubacién con Anti SCC de Conejo policlonal e Ig Anti Conejo de
Cerdo marcada con HRP (Dako AS, Copenhague, Dinamarca).

2.2 Reactividad de los hibridomas seleccionados con antigenos SCC

La reactividad de los hibridomas establecidos se ensayd en un ELISA similar al procedimiento de cribado. Brevemente,
los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas se inmovilizaron en placas de microtitulacién recubiertas
con antisuero policlonal frente a IgG+M de ratén (Jackson Immuno Res Lab, EEUU). Los pocillos se incubaron con 50 ni
de los diferentes antigenos SCC recombinantes (SCCA1, SCCA2, proteina de fusion SCCA1/A2 y SCCA2/A1) en PBS
1% BSA durante 1 h, después de lavar las placas se incubaron con 100 nL de anti-SCC de conejo diluido 1/5.000 en
PBS-1% BSA y se incubaron durante 1 h adicional. EI Ant-SCC de conejo unido se detectd por incubacion con Ig anti
Conejo de Cerdo-HRP y se visualiz6 con sustrato OPD y determinacion de DO a 450 nm.

En la figura 4 se muestra la reactividad de los hibridomas seleccionados. También son evidentes a partir de la Tabla 1
siguiente.

Tabla 1

SCC Mab SCCA1 SCCA2  SCCA1/AZ2 SCCAZ/A1

sSCC107 84 69 71 100
SCC113 79 72 82 100
SCC1n 98 100 100 92
SCC133 99 80 87 a7
5CC134 81 58 99 66
5CC136 88 89 78 79
SCC140 100 57 77 100
5CC143 a7 70 G8 90
5CC154 79 54 74 68
SCC162 94 62 79 81
SCC1683 80 65 73 80
SCC164 85 54 82 63
SCC110 a9 1 87 12
SCC111 a7 0 78 15
SCC118 94 0 68 15
SCC124 100 2 8a 16
SCC141 5 42 0 80
SCC161 1] 43 0 45
SCC103 0 100 85 o
SCC104 0 90 85 0
SCC109 0 79 100 o

2.3 Seleccidn de los anticuerpos monoclonales que discriminan entre SCCA libre y unido en complejo

Los Mab que reaccionan con epitopos expuestos en los complejos SCCA-proteasa asi como los Mab que reaccionan
con epitopos "escondidos" en el complejo serpina-proteasa se seleccionaron por determinacion de la unién a complejo
SCCA-proteasa y a SCCA "libre".
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2.3.1 Establecimiento de complejos SCCA-proteasa

La unién de complejo de SCCA a proteasas diana se realizé mezclando 2 ng de SCCA-proteina con 0,5 ng de Catepsina
G (Biodesign Int.) 6 0,5 ng de 0,9 ng Catepsina L (Calbiochem) en tampdn 1xPBS en un volumen total de 4,5 m. Las
muestras se incubaron a 37°C durante 30 minutos. A cada muestra, se afiadieron 0,5 m de 10xComplejo-tampon (20%
SDS, 140 mM Mercaptoetanol, azul de bromofenol). Las muestras se incubaron durante 3 minutos a 95°C y se
analizaron en un gel de SDS-PAGE al 12,5%.

La reactividad de la unién al complejo es evidente a partir de la Tabla 2 siguiente y de la Figura 5.
2.3.2 Reactividad con complejos SCCA-proteasa

Los Mab que reconocen epitopos que no interferian con la formacién de complejos entre SCCA1 y Catepsina L y SCCA2
y Catepsina G, respectivamente, se detectaron por preincubacion de los anticuerpos que reconocian epitopos
localizados en el Exén 2-7 de SCCA1 y SCCA2 respectivamente y determinaciéon de la formacion de complejos en
ensayos ELISA como se describe.

Tomando como base la capacidad de inhibir la formacién de complejos entre SCCA1 y Catepsina L y SCCA2 y
Catepsina G, respectivamente, se dedujo que varios anticuerpos reconocian epitopos que no estaban influidos por la
formacion de complejos entre las serpinas y las proteasas diana. En la figura 5, asi como en la Tabla 2 siguiente, se
muestra la reactividad de los anticuerpos con serpina-proteasas.

Tabla 2

SCC Mab SCCA1-Call Catl SCCAZ- Cats CalG

SCCio7 848 2 81 12
SCC133 B6 3 75 21
SCC154 g2 2 83 15
SCGC16 79 4 85 16
SCC164 gz 5 87 T
SCC134 84 2 39 15
SCC138 83 2 60 13
SCC113 83 5] 100 i7
SCC140 8z 5 215 i2
SCC183 78 4 Fitl 9
S5CC131 83 4 45 15
SCC143 a0 5 28 12
SCC124 72 1 12 15
5CC1148 7T 1 12 18
S5CC110 ar 2 15 21
s5CC11 94 3 8 12
S5CC141 12 0 68 14
SCE161 15 0 56 17
SCC1i04 4 0 12 8
SCC108 2 0 B 17
SCC103 5 0 100 14

Los anticuerpos descritos en 2.3.1., que reaccionaban con epitopos localizados en el Exén 8 inhibieron la formacion de
complejos entre la serpina respectiva y su proteasa. Puede deducirse que estos anticuerpos reconocian epitopos
"escondidos".

Los complejos con SCCA "libre" se muestran en la Tabla 3 siguiente, asi como en la Figura 6.
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Tabla 3

SCC Mab SCCA1 SCCAZ SCCA1/A2SCCA2/A1

S5CC107 84 69 71 85
5CC133 99 80 ar a0
5CC154 79 54 74 68
SCC162 94 62 79 81
S5CC164 85 54 82 63
SCC134 81 58 99 66
SCC136 88 89 78 79
SCC113 79 72 a2 89
SCC140 a5 77 77 100
SCC163 a0 69 73 a0
SCC131 o8 100 100 a9z
SCC143 a7 70 68 90
sCC124 85 2 88 16
SCC118 a4 o 68 15
SCC110 B9 1 87 12
S5CC111 o7 0 78 5
SCC141 10 52 a 80
SCC181 0 53 0 55
SCC104 0 a0 85 0
SCC109 0 78 100 0
SCC103 0 100 85 0

2.3.3 Resumen de la reactividad de Mab establecidos

La reactividad de los anticuerpos monoclonales establecidos frente a las diferentes formas de SCCA se resume en la
5 Tabla 4.
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Tabla 4

Grupo A Mab de VARIOS SCC Grupo B| Grupo € Mab de SCCA
MAb DE SCCA1

Ala Alb A2 A3a |A3b |B1l B2 Cla Clb C2a C2b
SCC SCC SCC |SCC |sCC |(SCC K134 sSCC SCC sSCC SCC
107 134 113 |140 [131 |124 141 161 103 104
SCC S5CC SCC |5CC |5CC K135 s5CC
119 136 163 |143 |118 109
SCC SCC K122
123 110
SCC SCC é
128 111
SCC
133
S5CC
154
SCC
162
SCC
164

Los grupos A1b y A3b reaccionan preferentemente con SCC "Libre"; los Grupos C1a y C2a reconocen "SCCA2 Total",
mientras que los Grupos C1b y C2b reconocen sélo "SCCAZ2 Libre".

2.4 Produccion de anticuerpos monoclonales discriminatorios

Los anticuerpos monoclonales se produjeron por cultivo in vitro de los clones de hibridoma por inoculacion de 10*
células/mL en DMEM, 5% Suero Fetal de Ternera en botellas giratorias y se dejoé que crecieran durante 10-14 dias. Los
anticuerpos monoclonales se purificaron a partir del medio de cultivo por cromatografia de afinidad con Proteina A
(Bioprocessing Ltd, Durham, Reino Unido) segun la recomendacion del fabricante.

EJEMPLO 3
Establecimiento de inmunoensayos

Usando los anticuerpos monoclonales establecidos y proteinas recombinantes fue posible desarrollar inmunoensayos
para la determinacion especifica de SCCA total y SCCA "libre" total y ensayos especificos para SCCA1 total y SCCA1
"libre" asi como ensayos para la determinacién especifica de SCCA2 total y SCCA2 "libre", respectivamente.

3.1. Inmunoensayos para la determinacion de SCCA total
3.1.1 Inmunoensayos para la determinacion de "SCCA total"

Los ensayos especificos para SCCA, es decir el total de SCCA1 "libre", SCCA2 "libre", SCCA1 en complejo y SCCA2 en
complejo se disefiaron usando anticuerpos entre A1a (Tabla 1) en combinacidn con anticuerpos de los Grupos A2 o A3a.
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En la configuracion preferida, el anticuerpo SCC113 se usé como anticuerpo de captura y SCC107 como anticuerpo de
deteccion.

El Mab SCC113 se biotinilé6 con éster caproato de BiotinaNHRS, Sigma Chemical Co, EEUU, usando procedimientos
estandar y se us6 como anticuerpo de captura. El Mab SCC107 se conjugé con HRP segun una modificacion del
procedimiento de Nakone.

El Mab SCC113 biotinilado y el Mab SCC107 conjugado con HRP se usaron en un EIA de una etapa segun el protocolo
siguiente.

Procedimiento del ensayo:

1. Afadir 25 nL de antigeno SCCA recombinante (0-50 ng/L en PBS, 60 g/L BSA, pH 7,2) + 100 nL de Mab SCC113
Biotina, 1 ng/mL y HRPSCC107, 1 nmg/mL en Tampdn de Ensayo a placas de microtitulacion recubiertas con
Estreptavidina, Labsystems Oy, Helsinki, Finlandia.

2. Incubar durante 1 h + 10 min con agitacion

3. Lavar 6 veces con tampon 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.
4. Afadir 100 nL TMB, ELISA Technology, EEUU.

5. Incubar 30 min £ 5 min

6. Determinar DO 620 nm en lector ELISA.

Las curvas dosis-respuesta de los antigenos SCCA1 y SCCA2 libres y en complejo revelaron que el ensayo reconocia
todas las formas de SCCA.

3.2. Ensayos para la determinacion especifica de SCCA1
3.2.1 Ensayos para SCCA1 total

Los ensayos especificos para SCCA1 total, es decir, SCCA1 Libre y en Complejo, sin reactividad significativa con
SCCA2 se disefiaron usando anticuerpos del Grupo B1 en combinacion con anticuerpos del Grupo A1a, A2 o A3a. En la
configuracion preferida, se usé el Mab SCC110 como anticuerpo se captura y SCC107 se usdé como anticuerpo de
deteccion.

El Mab SCC111 se biotinild con éster caproato BiotinaNHRS (Sigma Chemical Co, EEUU) usando procedimientos
estandar y se us6 como anticuerpo de captura. El Mab SCC107 se conjugé con HRP, Tipo V (Sigma Chemical Co,
EEUU), seguin una modificacion del procedimiento de Nakone.

El Mab SCC111 biotinilado y el Mab SCC107 conjugado con HRP se usaron en EIA de dos sitios segun el protocolo
siguiente.

Procedimiento del ensayo:

1. Afadir 50 nL de antigeno SCCA recombinante (0-100 ng/L en PBS, 60 g/L BSA, pH 7,2) + 100 nL de Mab SCC111
Biotina, 2 mg/mL, en Tampdn de Ensayo a placas de microtitulacion recubiertas con Estreptavidina, Labsystems Oy,
Helsinki, Finlandia).

2. Incubar durante 1 h + 10 min con agitacion

3. Lavar 3 veces con tampon 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.
4. Adadir 100 mL Mab SCC107 HRP 2 ng/mL, en Tampén de Ensayo.
5. Incubar durante 1 h = 10 min con agitacion.

6. Lavar 6 veces con tampon 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.
7. Adadir 100 nL TMB, ELISA Technology, EEUU.

8. Incubar 30 min =5 min
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9. Determinar DO 620 nm en lector ELISA.

Tomando como base las curvas dosis-respuesta para SCCA1 y SCCA2 se concluy6 que el ensayo segun el ejemplo
3.2.1 reconocia todas las formas de SCCA1 con una reaccion cruzada de <5% para SCCA2.

3.2.2 Ensayos para SCCA1 "libre"

Los ensayos especificos para SCCA1 "libre", es decir, especificos para SCCA1 sin formar complejo sin reactividad
significativa con SCCA1 en complejo o SCCA2 se disefiaron usando anticuerpos del Grupo B2 en combinacion con
anticuerpos del Grupo A1a. En la configuracion preferida, el Mab SCCK134 se us6 como anticuerpo de captura y el
SCC107 se us6 como anticuerpo de deteccion.

El Mab SCCK134 se biotinild con éster caproato BiotinaNHRS (Sigma Chemical Co, EEUU) usando procedimientos
estandar y se us6 como anticuerpo de captura. El Mab SCC107 se conjugd con HRP, Tipo V (Sigma Chemical Co,
EEUU), seguin una modificacion del procedimiento de Nakone.

El Mab SCCK134 biotinilado y el Mab SCC107 conjugado con HRP se usaron en EIA de dos sitios segun el protocolo
siguiente.

Procedimiento del ensayo:

1. Afadir 50 nL de antigeno SCC recombinante (0-100 ng/L en PBS, 60 g/L BSA, pH 7,2) + 100 nL de Mab SCCK134
Biotina, 2 ng/mL, en Tampoén de Ensayo a placas de microtitulacion recubiertas con Estreptavidina (Labsystems Oy,
Helsinki, Finlandia).

2. Incubar durante 1 h £ 10 min con agitacién
. Lavar 3 veces con tampén 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.
. Ahadir 100 nL. Mab SCC107 HRP 2 ng/mL, en Tampdn de Ensayo.

3

4

5. Incubar durante 1 h = 10 min con agitacion.

6. Lavar 6 veces con tampon 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.
7

. Adadir 100 nL TMB, ELISA Technology, EEUU.

@

. Incubar 30 min + 5 min
9. Determinar DO 620 nm en lector ELISA.

Tomando como base las curvas dosis-respuesta para SCCA1 y SCCA2 se concluy6 que el ensayo segun el ejemplo
3.2.2 reconocia sélo SCCA1 "LIBRE" con una reaccion cruzada de <5% para SCCA1 en complejo o SCCA2.

3.3 Ensayos para la determinacién especifica de SCCA2
3.3.1 Ensayos para la determinacion de SCCA2 Total

Los ensayos especificos para SCCA2 total, es decir, SCCAZ2 libre y en complejo, sin reactividad significativa con SCCA1
se disefiaron usando anticuerpos de los Grupos C1a o C2a en combinacion con anticuerpos del Grupo Ala. En la
configuracion preferida, se us6 Mab SCC103 como anticuerpo de captura y SCC107 se us6 como anticuerpo de
deteccion.

El Mab SCC103 se biotinild con éster caproato BiotinaNHRS (Sigma Chemical Co, EEUU) usando procedimientos
estandar y se us6 como anticuerpo de captura. El Mab SCC107 se conjugé con HRP, Tipo V (Sigma Chemical Co,
EEUU), seguin una modificacion del procedimiento de Nakone.

El Mab SCC103 biotinilado y el Mab SCC107 conjugado con HRP se usaron en EIA de dos sitios segun el protocolo
siguiente.

Procedimiento del ensayo:

1. Adadir 50 nL de antigeno SCC recombinante (0-100 ng/L en PBS, 60 g/L BSA, pH 7,2) + 100 nL de Mab SCC103
Biotina, 2 mg/mL, en Tampoén de Ensayo a placas de microtitulacion recubiertas con Estreptavidina (Labsystems Oy,
Helsinki, Finlandia).

10
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. Incubar durante 1 h + 10 min con agitacion

. Lavar 3 veces con tampén 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.

. Ahadir 100 nL. Mab SCC107 HRP 2 ng/mL, en Tampdn de Ensayo.
. Incubar durante 1 h + 10 min con agitacion.

. Lavar 6 veces con tampén 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.

N o o b~ W N

. Ahadir 100 nL TMB, ELISA Technology, EEUU.
8. Incubar 30 min =5 min
9. Determinar DO 620 nm en lector ELISA.

Tomando como base las curvas dosis-respuesta para SCCA1 y SCCA2 se concluy6 que el ensayo segun el ejemplo
3.3.1 reconocia todas las formas de SCCA2 con una reaccion cruzada de <5% para SCCA2.

3.3.2 Ensayos para SCCA2 "libre"

Los ensayos especificos para SCCA2 "libre", es decir, SCCA2 sin formar complejo, sin reactividad significativa con
complejo SCCA2-proteasa o0 SCCA1 se disefiaron usando anticuerpos del Grupo C2b en combinacién con anticuerpos
del Grupo A1a. En la configuracion preferida, el Mab SCC104 se usé como anticuerpo de captura y el SCC107 se us6
como anticuerpo de deteccion.

El Mab SCC104 se biotinilé con éster caproato BiotinaNHRS (Sigma Chemical Co, EEUU) usando procedimientos
estandar y se us6 como anticuerpo de captura. El Mab SCC107 se conjugd con HRP, Tipo V (Sigma Chemical Co,
EEUU), seguin una modificacion del procedimiento de Nakone.

El Mab SCC104 biotinilado y el Mab SCC107 conjugado con HRP se usaron en EIA de dos sitios segun el protocolo
siguiente.

Procedimiento del ensayo:

1. Adadir 50 nL de antigeno SCC recombinante (0-100 ng/L en PBS, 60 g/L BSA, pH 7,2) + 100 nL de Mab SCC104
Biotina, 2 mg/mL, en Tampoén de Ensayo a placas de microtitulacion recubiertas con Estreptavidina (Labsystems Oy,
Helsinki, Finlandia).

2. Incubar durante 1 h £ 10 min con agitacién
. Lavar 3 veces con tampén 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.
. Ahadir 100 nL. Mab SCC107 HRP 2 ng/mL, en Tampén de Ensayo.

3

4

5. Incubar durante 1 h = 10 min con agitacion.

6. Lavar 6 veces con tampon 5 mM Tris, 0,05% Tween 40, pH 7,75.
7

. Adadir 100 nL TMB, ELISA Technology, EEUU.

@

. Incubar 30 min + 5 min
9. DO 620 nm en lector ELISA.

Tomando como base las curvas dosis-respuesta para SCCA1 y SCCA2 puede concluirse que el inmunoensayo segun
3.3.2 reconocia s6lo SCCA2 "libre" con una reaccioén cruzada de <5% para SCCA2 en complejo o SCCAT.

EJEMPLO 4
Diagnéstico de cancer usando inmunoensayos discriminatorios para SCCA "libre".

Los inmunoensayos segun el Ejemplo 3 se usaron para determinar diferentes formas de SCCA en individuos sanos y en
pacientes con carcinoma de células escamosas.
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Todos los ensayos mostraron discriminacion entre los individuos sanos y los pacientes con cancer como se esperaba.
Sin embargo, la proporcién discriminatoria entre los sujetos sanos y con cancer fue mayor para los ensayos que
determinan SCCAZ2, lo que se mejoré mas por determinacion de la proporcion entre SCCA2 libre y en complejo y entre
SCCA2y SCCA1.

Las isoformas de SCCA se determinaron en 50 donantes de sangre y en 50 sujetos sanos con edades entre 50 y 65
afos con el fin de determinar el nivel normal superior. Las isoformas de SCCA también se determinaron en los ensayos
segun el Ejemplo 3 en 94 muestras de mujeres diagnosticadas con cancer del cuello del Utero y en 20 individuos con
cancer de células escamosas de pulmon.

Ejemplo 4.1.

Los resultados para cancer de células escamosas de pulmén se muestran en la Figura 2. SCCA1 estaba por encima del
nivel normal superior en 14 pacientes mientras que SCCA2 estaba elevado en 18 pacientes. El nivel de SCCA2 también
era relativamente mayor comparado con SCCA1 y asi se mejora la discriminacidon entre sujetos sanos e individuos con
enfermedad maligna.

Ejemplo 4.2. SCCA en cancer del cuello del utero.

Los niveles de SCCA1 y SCCA2 en muestras preterapia de mujeres con cancer del cuello del utero se muestran en las
Figuras 7-10. SCCA2 estaba relativamente mas elevado en la mayor parte de los casos comparado con SCCA1.
Incrementando asi la discriminacién entre sujetos sanos e individuos con cancer del cuello del utero.

Ejemplo 4.3 SCCA1y SCCA2 en la monitorizacion de terapia de cancer del cuello del utero.

SCCA1 y SCCAZ2 se determinaron usando los ensayos segun el Ejemplo 3 en 6 pacientes durante la monitorizacion de la
terapia. Tanto SCCA1 como SCCAZ2 siguieron el curso clinico de la enfermedad y detectaron enfermedad recurrente
antes de la manifestacion clinica de la enfermedad en 4/4 pacientes. Sin embargo, en los pacientes los incrementos
relativos de SCCA2 fueron mayores comparados con SCCA1 proporcionando asi una sefial temprana de enfermedad
recurrente. En el paciente con NED tanto SCCA1 como SCCA2 se normalizaron después de la terapia.

La enfermedad recurrente se detectd en el paciente 53 18 meses después de la terapia. La recurrencia se indicod por
SCCA1 y SCCA2 elevados, pero SCCA2 respondi6é antes y mostréd un nivel mayor como indicacion de la recurrencia
comparado con SCCA1.

En el paciente 29 la recurrencia se detecté clinicamente 16 meses después de la terapia, lo que se indicé por SCCA2
elevado desde los 8 meses después de la terapia, que fue 2-3 meses antes que SCCA1.

El paciente 83 mostré enfermedad progresiva 7 meses después de la terapia inicial. SCCA2 no se normalizé nunca,
mientras que SCCA1 se normalizé 3 meses después de la terapia inicial y permanecié elevado marginalmente en el
momento del diagndstico clinico de enfermedad progresiva.

La enfermedad recurrente se diagnosticod clinicamente en el paciente 70 después de 13 meses. SCCA2 empezd a
incrementarse entre 5-6 meses después de la terapia. SCCA1 también estaba ligeramente elevado 9 meses después de
la terapia y después siguio el curso clinico. Sin embargo, SCCA2 indicdé mas claramente la enfermedad recurrente 5-7
meses antes del diagndstico clinico.

Los niveles de SCCA2 nunca se normalizaron en el paciente 48 lo que sugiere la recurrencia y enfermedad progresiva
ya 2 meses después de la terapia. SCCA1 estaba en el nivel normal superior hasta 5 meses después de la terapia antes
de incrementarse.

El paciente 45 respondi6 al tratamiento y no se observo ninguna evidencia de enfermedad después de la terapia. Esto se
indico tanto por SCCA1 como SCCAZ2 ya que los niveles se normalizaron y permanecieron en el intervalo normal.

Tanto SCCA1 como SCCAZ2 siguieron el curso clinico de la enfermedad. Sin embargo, SCCA2 proporciond una
respuesta mas temprana y mas definida de enfermedad recurrente comparado con SCCA1.

12
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Leyendas de las Figuras

FIG.1 En los seres humanos las serpinas se localizan en uno de dos grupos cromosomicos. PI6, PI9y ELNAH2 se
localizan en 6p25, mientras que PI8, Bomapina, PAI2, SCCA1, SCCA2, Headpin y Maspina se localizan en 18g21.3

FIG. 2-3 muestran los bucles de sitio reactivo de SCCA1y SCCA2

FIG.4 muestra la reactividad relativa de los Mab de SCC

FIG. 5 muestra la reactividad relativa de los Mab de SCC unidos en complejo

FIG. 6 muestra la reactividad relativa de los Mab de SCC "libres"

FIG. 7 muestra SCCA1y SCCA2 en 20 muestras de cancer de Células Escamosas de Pulmén, enfermedad limitada.
Las barras indican el nivel de referencia superior de SCCA1 y SCCA2 respectivamente.
FIG. 8. SCCA1y SCCA2 en cancer del cuello del utero de Estadio I.

Las barras indican el nivel de referencia superior de SCCA1 y SCCA2 respectivamente.
FIG. 9. SCCA1y SCCA2 en cancer del cuello del utero de Estadio II.

Las barras indican el nivel de referencia superior de SCCA1 y SCCA2 respectivamente.
FIG. 10. SCCA1 y SCCA2 en cancer del cuello del utero de Estadio IlI-IV.

Las barras indican los niveles normales superiores.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal caracterizado porque se une selectivamente s6lo a moléculas del antigeno 2 de
carcinoma de células escamosas (SCCA2), excluyendo las moléculas de SCCA2 en complejo, con una reactividad
cruzada de <5% para SCCA2 en complejo o moléculas del antigeno 1 de carcinoma de células escamosas (SCCA1),
para uso en la deteccién de carcinoma de células escamosas o enfermedad recurrente de carcinoma de células
escamosas.

2. Un anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo se ha producido por células de hibridoma,
obteniéndose dichas células de hibridoma de células del bazo de un mamifero que se han fusionado con células de
mieloma.

3. Un método in vitro para detectar moléculas de SCCA2 en una muestra, caracterizado porque

- anticuerpos monoclonales segun las reivindicaciones 1 y/o 2 que se unen selectivamente sélo a moléculas de SCCA2
libres se ponen en contacto en una muestra; y

- se compara el nivel de unién de dichos anticuerpos monoclonales en dicha muestra con el nivel de unién de los mismos
anticuerpos monoclonales en una muestra normal; y

- un nivel incrementado de unién de los anticuerpos monoclonales en la muestra comparado con el nivel de unién de los
mismos anticuerpos monoclonales en la muestra normal indica una presencia de cancer de células escamosas o cancer
recurrente de células escamosas en la muestra.

4. Un método segun la reivindicacion 3, en el que el cancer de células escamosas es cancer de células escamosas del
cuello del utero.

5. Un método segun la reivindicacion 3, en el que el cancer de células escamosas es cancer de células escamosas de
pulmon.

6. Un método segun la reivindicacion 3, en el que el cancer de células escamosas es cancer de células escamosas del
utero.

7. Un método segun la reivindicacion 3, en el que el cancer de células escamosas es cancer de células escamosas del
esofago.

8. Un método segun la reivindicacion 3, en el que el cancer de células escamosas es cancer de células escamosas de
cabeza y cuello.

9. Un método segun la reivindicacion 3, en el que el cancer de células escamosas es cancer de células escamosas de la
vulva.

10. Uso del anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones 1 y/o 2 para la deteccion in vitro de moléculas de SCCA2
en una muestra.

11. Uso segun la reivindicacion 10, en el que la muestra es cancer de células escamosas del cuello del utero.
12. Uso segun la reivindicacion 10, en el que la muestra es cancer de células escamosas de pulmén.

13. Uso segun la reivindicacion 10, en el que la muestra es cancer de células escamosas del Utero.

14. Uso segun la reivindicacion 10, en el que la muestra es cancer de células escamosas del esoéfago.

15. Uso segun la reivindicacion 10, en el que la muestra es cancer de células escamosas de cabeza y cuello.
16. Uso segun la reivindicacion 10, en el que la muestra es cancer de células escamosas de la vulva.

17. Uso del anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones 1-2 para la preparacion de un agente de diagnostico para
la deteccion in vitro de moléculas de SCCA2 en una muestra.
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SCCAl I1-ATGAATTCAC TCAGTGAAGC CAACACCAAG TTCATGTTCG ACCTGTTCCA ACAGTTCAGA
SCOAS I1-ATGAATTCAC TCAGTGAAGC CAACACCARAL TTCATGTICG ATCTGTTCCA ACAGTTCRGA

AAATCAARAG AGAACAACAT CTTCTATTCC CCTATCAGCA TCACATCAGC ATTAGGGATG
. ABATCABAAG AGAACAACAT CTTCTATTCC CCTATCAGCA TCALATCAGE ATTAGGGATG

GTCCTCTTAG GAGCCARAGR CARCRCTGCA CAACAGATTA AQAAG-IZ~GTTCT TCACTTTGAT
GTCOTCTTAG GAGCCAAAGA CAACACTGCA CARCAAATTA GCAAG-I2-GTTCT TCACTTTGAT

CAAGTCACAG AGAACACCAC AGGAAAAGCT GCAACATATC AT-I3~-GTTGATAG GTCAGGAMAT
CAAGTCACAG AGAACACCAC AGAAARAGCT GCAACATATC AT-I3~GTTGATAG GTCAGGAART

GTTCATCACC AGTTTCARAA GCTTCTGACT GAATTCRACA ARTCCACTGA TGCATATGAG
GTTCATCACC AGTTTCARAA GOTTCTGACT GAATTCAACA AATCCACTGA TGCATATGAG

CTGAAGATCG CCAACAAGCT CTTCGGAGAA AARACGTATC TATTTTTACA G-I4-GAATATTTA
CTGAAGATCS CCAACAAGCT CTTCGGAGRA AAGACGTATC ANTTTTTACA G-I&-GAATATTTA

GATGCCATCA AGAAATTTTA CCAGACCAGT GTGGAATCTG TTGATTTITGC ARATGCTCCA
GATGOCATCA AGAARTTTTA CCAGACCAGT GTGGAATCTA CTGATTTTGC ARATGCTCCA

GAAGARAGTC GRAAGAAGAT TMETCCTGG GTGCGARAGTC AAACGAATG-I5-AARRARTTAAA
GAAGAAAGTC GAAAGAAGAT TAACTCCTGG GTGGAAAGTC AARACGAATG-IS-AAAARATTAAA

AACTTAATIC OTGRAGGTAR TATTGGCAGC AATACCACAT TGETTCTTGT GAACGUARATC
AACCTATTIC CTGATGGGAC TATTGGCAAT GATACGACAC TGETTCTTGT GAACGCAATC

TATMIOAAG GGCAGTGGGA GAAGAAATTT AATARAGARG ATACTAAAGA GGARAAATTT
TATTTCARAG GGCAGTGGGA GAATAARATTT ARAJAAGARA ACACTARAGR GGAAAARTTT

TGGCCAAACA AG-I6-AATACATA CAAGTCCATA CAGATGATGA GGCARTACAC ATCTTTTCAT
TGGCCAAACA AG-I6-AATACATA CAAATCTGTA CAGATGATGA GGCARTACAR TICCTTTART

TTTGCCTCGC TGGAGGATGT ACAGGCCAAG GTCCTGGAAA TACCATACAA AGGCARAGAT
TITGCCTTEC TGGAGGATGT ACAGGCCAAG GTCCTGGAAA TACCATACAAR AGGCARAGAT

CTAAGCATGA TTGTGTTCCT GCCAAATGAA ATCGATGGTC TCCAGAAG-IT7~CTTGAAGAGAAA
CTAAGCATGA TTGTGCTGCT GCCAAATGAR ATCGATGGTC TECAGAAG-I7-CTTGAAGAGAAA -

CTCACTGCTG AGAARTTGAT GGAATGGACA AGTTTGCAGA ATATGAGAGA GACACGIGIC
CTCACTGCTG AGAARTTGAT GGAATGGACA AGTTTGCAGA ATATGAGAGA GACATGTGTC

GATTTACACT TACCTCGGTT CAAAGTGGAA GAGAGCTATG ACCTCAAGGA CACGTTGAGA
GATTTACACT TACCTCGGTT CAARATGGAA GAGAGCTATG ACCTCAAGGA CACGTTGAGA

ACCATGGGAA TGGTGGATAT CTTCAATGGC GATGCAGACC TCTCAGGCAT GACCOGGAGC
ACCATGGGAA TGETGAATAT CTTCAATGGE GATGCAGACC TCTCABGCAT GACCTGGAGC

CGCGETCTCA TECTATCTGE AGTCCTACAC AAGGCCTTTG TGGAGGTTAC AGAGGAGGGA
MGGE‘?’I’CT CAGTATCTAA AGTCCTACAC ARGGCCTTTG TGGAGGTCAC TGAGGAGGGA

GRAGASTTCC ATICTAATCA COOTTTCOTA TICTTCATAA GGCAAAATAA GACCAACAGC
GAAGAGTTCT OTTCTAATCR CCUTTICCTA TIOTICATAL GGCAMAATAR GACCRACAGT

ATCCTCTTCT ATGGCAGATT CTCATCCCCG TAG ;
ATCCTCTTCT ATGGCAGATT CTCATCCCCA TAG. F1 g. 2
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Reactividad relativa de Mab de SCC seleccionados
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SCC en Cancer de pulmén, n=20

ug/L
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i S
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SCCA1 vy SCCAZ en 20 muestras de cancer de Células Escamosas de Pulmén, enfermedad limitada.
Las barras indican el nivel de referencia superior de SCCA1y SCCAZ respectivamente.

Fig.7

Cancer del cuello del utero Estadio |, n=23
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SCCA1y SCCA2 en cancer del cuello del utero Estadio |. Las barras indican el nivel
de referencia superior de SCCA1 y SCCA2 respectivamente.

Fig.8
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Cancer del cuello del utero Estadio ll, n=30
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SCCA1 SCCA2

SCCA1y SCCAZ en cancer del cuello del utero Estadio Il. Las barras indican el nivel
de referencia superior de SCCA1 y SCCAZ respectivamente.

Fig.9

Cancer del cuello del utero Estadio lll-IV, n=21
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SCCA1 vy SCCA2 en cancer del cuello del utero Estadio lll. Las barras indican los niveles
normales superiores.

Fig.10
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