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DESCRIPCION
Vacuna contra el cancer.
Campo de la invencion

La invencioén se refiere generalmente al campo del diagnéstico, pronéstico, tratamiento y prevenciéon del carcinoma
de pulmén de células pequefias (SCLC).En particular, los aspectos de la invencion se dirigen a métodos de
diagnostico, tratamiento y prevencién de los canceres de pulmoén de células pequefias. En la presente invencion se
proporcionan métodos para usar un acido nucleico y/o una proteina, que se expresan diferencialmente en las células
tumorales del SCLC, y anticuerpos inmunoespecificos para la proteina, para tratar, diagnosticar y/o prevenir dichos
canceres.

Antecedentes de la invencion

El cancer se caracteriza principalmente por un aumento en el niumero de células anormales derivadas de un tejido
normal dado, la invasion de los tejidos adyacentes por estas células anormales, y la diseminacion, linfatica o
transmitida por la sangre, de las células malignas a ganglios linfaticos regionales y a sitios distantes (metastasis).
Los datos clinicos y estudios de biologia molecular indican que el cancer es un proceso de mudltiples etapas que
comienza con cambios preneoplasicos menores, que pueden progresar a neoplasia bajo ciertas condiciones.

El crecimiento anormal de las células premalignas se ilustra mediante hiperplasia, metaplasia, o mas
particularmente, displasia (para revision de tales afecciones del crecimiento anormal, ver Robbins & Angell, 1976,
Basic Pathology, 22 ed., WB Saunders Co., Philadelphia , pag. 68-79). La lesién neoplasica puede evolucionar
clonalmente y desarrollar una capacidad creciente para el crecimiento, metastasis y heterogeneidad, especialmente
bajo condiciones en que las células neoplasicas escapan de la vigilancia inmune del huésped (Roitt, I., Brostoff, J. y
Kale, D., 1993, Immunology, 32 ed., Mosby, St. Louis, pags. 17.1-17.12). La epidemiologia del cancer en los Estados
Unidos se estima en mas de 1,300,000 nuevos casos y mas de 550,000 muertes (Jemal y otros, 2003, CA Cancer J.
Clin., 53, 5-26) estimadas para 2003. El cancer de pulmén es uno de los cdnceres mas comunes con un estimado de
172,000 nuevos casos proyectados para 2003 y 157,000 muertes en los Estados Unidos (Jemal y otros, 2003, CA
Cancer J. Clin., 53, 5-26). Los carcinomas pulmonares tipicamente se clasifican como carcinomas de pulmén de
células pequefias (SCLC) o carcinomas de pulmén de células no pequefias (NSCLC). EI SCLC comprende
aproximadamente 20% de todos los canceres de pulmén con el NSCLC que comprende el resto de
aproximadamente 80%. EI NSCLC se divide adicionalmente en adenocarcinoma (AC) (aproximadamente 30-35% de
todos los casos), el carcinoma de células escamosas (SCC) (aproximadamente 30% de todos los casos) y el
carcinoma de células grandes (LCC) (aproximadamente 10% de todos los casos). Los subtipos adicionales del
NSCLC, no tan claramente definidos en la literatura, incluyen el carcinoma de células adenoescamosas (ASCC), y el
carcinoma broncoalveolar (BAC).

El cancer de pulmén es la causa principal de muerte por cancer en el mundo, y mas especificamente el NSCLC
representa aproximadamente 80% de todos los casos de enfermedad (Cancer Facts and Figures, 2002, American
Cancer Society, Atlanta, pag. 11.). Hay cuatro tipos principales de NSCLC, que incluyen el adenocarcinoma, el
carcinoma de células escamosas, el carcinoma broncoalveolar, y el carcinoma de células grandes. El
adenocarcinoma y el carcinoma de células escamosas son los tipos mas comunes de NSCLC basados en la
morfologia celular (Travis y otros, 1996, Lung Cancer Principles and Practice, Lippincott-Raven, Nueva York, pags.
361-395). Los adenocarcinomas se caracterizan por una localizacién mas periférica en el pulmén y a menudo tienen
una mutacion en el oncogén K-ras (Gazdar y otros, 1994, Anticancer Res. 14:261-267). Los carcinomas de células
escamosas estan localizados tipicamente més céntricos y con frecuencia portan mutaciones del gen p53 (Niklinska y
otros, 2001, Folia Histochem. Cytobiol. 39:147-148).

El carcinoma de pulmdén es el asesino nimero uno entre los pacientes con cancer, para los que no existe un
tratamiento adecuado, lo que corresponde a aproximadamente un quinto de todas las muertes por cancer en Europa
(IARC). La creciente carga sobre la poblacidn esta probablemente mejor ilustrada a partir de los estudios recientes
en los Estados Unidos, que muestran que entre 1960 y 1990, las muertes por cancer de pulmén entre las mujeres
aumentaron mas de 400% en el periodo para superar las muertes por cancer de mama.

En la actualidad no existen protocolos de tratamiento adecuados para los diferentes tipos de cancer de pulmén. Con
la terapia convencional, la supervivencia media para el subtipo del SCLC es de 15 meses para la enfermedad en
estadio limitado y 9 meses para la enfermedad en estadio extenso, mientras que la supervivencia a largo plazo es
muy baja.

Los principales obstaculos para el éxito del tratamiento y la erradicacion del cancer de pulmén son el diagnéstico
tardio, el comportamiento altamente metastasico, la resistencia a la quimioterapia y la imposibilidad de eliminar
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quirargicamente todas las células cancerosas. En principio, las vacunas contra el cancer son un enfoque mas
prometedor para el tratamiento del cancer en general y el cancer de pulmén en particular. Los principales obstaculos
en el desarrollo de una vacuna eficaz son la carencia de antigenos especificos del cancer a los que dirigirse y la
carencia de herramientas para evaluar la inmunoterapia basada en estos objetivos. Un problema adicional es la
heterogeneidad del cancer de pulmén anteriormente citada.

A diferencia de muchos otros tipos de cancer, el tratamiento del cancer de pulmén no ha resultado en mejoras
significativas en las tasas de supervivencia durante las Ultimas décadas, que han mostrado una supervivencia total a
5 afios de s6lo 14% (Haura EB.2001, Cancer Control; 8: 326-336 (www.medscape.com/viewarticle/409059) \;
Crawford J. (www.medscape.com/viewarticle/429347_1).

Hasta la fecha, la decision sobre los protocolos de tratamiento esta guiada especialmente por la subdivision en
SCLC y NSCLC. A diferencia de los otros tipos de cancer de pulmdn, el SCLC es sensible a la quimioterapia. En
aproximadamente el 75% de los casos de SCLC se puede notar una respuesta inicial a la quimioterapia, con una
respuesta clinica completa en aproximadamente 35% de todos los casos (Johnson DH, y otros, 1987; Am J Med Sci
293:. 377-389). Desafortunadamente, sin embargo, en la mayoria de los casos se presenta una recaida, que resulta
en una tasa de supervivencia a los tres afios de sélo 5-10%, y una tasa de supervivencia a los cinco afios de
aproximadamente 1% (Minna JD, y otros, 1985, Cancer of the lung. In: Cancer. Principles and practice of oncology
22 edicion); Dentro del SCLC se puede hacer una subdivision clinicamente relevante entre el SCLC clasico y la
variante. La variante de tipo del SCLC parece ser ain menos sensible a la quimioterapia y la radioterapia. Como
resultado, el tiempo de supervivencia medio de los pacientes que sufren del SCLC de tipo variante es
significativamente mas corto que el de aquellos con un tipo clasico del SCLC (Radice PA, y otros 1982, Cancer; 50:
2894-2902). Ademas para los pacientes con un SCLC combinado se observa un peor prondstico que para los
pacientes con el SCLC clasico (Hirsch FR y otros, 1983, Cancer; 52: 2144-2150). Aproximadamente 75% a 80% de
los casos son de la histologia NSCLC, y la mayoria de los pacientes se presentan ya sea con enfermedad
localmente avanzada (etapa Ill) o enfermedad metastésica (etapa IV). Es importante que los pacientes sometidos a
la reseccién quirargica curativa para la enfermedad localizada visible tengan tasas de supervivencia que se
encuentran en el intervalo entre 50% y 80%, lo que implica la necesidad de un mejor tratamiento sistémico para
curar la enfermedad micrometastasica oculta. En el NSCLC el tratamiento con quimioterapia es en general
insatisfactorio (Minna JD, y otros 1985, Cancer of the lung. In: Cancer.Principles and practice of oncology, 22 ed). Por
lo tanto, con la excepcion de las tasas de curacién altas para el tratamiento quirtrgico de la enfermedad claramente
localizada, el pronéstico para los pacientes con NSCLC es desalentador (Mulshine JL, y otros 1986., J Clin Oncol; 4:
1704-1715). En un pequefio subgrupo de pacientes se puede observar, sin embargo, una respuesta a la
guimioterapia. En parte, estos casos podrian representar el NSCLC en los que se pueden encontrar componentes
del SCLC ya que tal composicion heterogénea es bastante comun en el cancer de pulmén (ver anteriormente).
Puede ser obvio a partir de estos datos que modalidades alternativas de tratamiento para estos pacientes son
criticas.

El principal objetivo de la presente invencion es el desarrollo de un nuevo modelo para la biologia y la antigenicidad
del SCLC y desarrollar un nuevo concepto para una terapia de vacunacion del SCLC. El enfoque estara dirigido
hacia el descubrimiento de antigenos - objetivo especificos para el SCLC y las estrategias de inmunizacion.

Se han identificado miles de secuencias de ADNc que estan posiblemente asociadas con el cancer. Por ejemplo, en
WO003047526 una secuencia de ADNc (la sec. con ndm. de ident.: 72), similar a las secuencias de la presente
invencién, se sugiere que estan proximas a marcadores genéticos que se muestran que se asocian
sistematicamente con marcadores de cancer de pulmon. Un ndimero de antigenos asociados a tumores se han
identificado en canceres de pulmén humano y se han usado como objetivos para vacunas contra el cancer de
pulmén en general. Estos incluyen el antigeno carcinoembrionario (CEA), la mucina epitelial humana MUC-1, el
antigeno de cancer de testiculo NY-ESO-1, y el gangliéosido GM1-Fuc (Haura EB. 2001, Cancer Control,8: 326-336;
www.medscape.com/viewarticle/409059). La vacunacion de los pacientes con tumores con células tumorales
inactivadas se intentd décadas atras sin mucho éxito. La inyeccién intratumoral de micobacterias muertas por calor
en las lesiones del SCLC como un adyuvante con células tumorales aut6logas ha llevado a cierto éxito.

El NSCLC puede evocar respuestas inmune antitumorales humorales y celulares especificas en algunos pacientes
(Salgia R, y otros, 2003; J clin Oncol; 21:624-630). Las estrategias de clonacion basadas en serologia han
identificado multiples antigenos asociados a los tumores, que incluyen FAG, aldolasa, anexina Xl, Rip 1-, y NY-12-
LU. Las respuestas humorales a las células de cancer de pulmdn autélogas pueden estar asociadas con una
supervivencia prolongada. Las estrategias de clonacién basadas en las células T de manera similar han revelado
diversos objetivos en el NSCLC, que incluyen Her2/neu, SART-1, SART-2, KIAA0156, ART-1, ART-4, ciclofilina B,
factor de elongacion 2 mutado, enzima malico, y alfa-actinina-4. El desarrollo de respuestas de linfocitos T
citotoxicos al NSCLC ademés se puede correlacionar con la supervivencia prolongada.
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En la practica clinica, el diagndstico preciso de varios subtipos de cancer es importante porque las opciones de
tratamiento, el pronostico y la probabilidad de respuesta terapéutica varia ampliamente todo en dependencia del
diagndstico. El pronoéstico exacto, o la determinacién de la supervivencia libre de metastasis distantes podrian
permitir a un oncdélogo adaptar la administracién de la quimioterapia adyuvante, con los pacientes que tienen un peor
pronéstico a los que se da un tratamiento mas agresivo. Ademas, la prediccion exacta de mal prondstico seria de
gran impacto en los ensayos clinicos para las nuevas terapias contra el cancer de pulmén, debido a que los posibles
pacientes del estudio después se podrian estratificar de acuerdo con el prondstico. Los ensayos se podrian limitar a
los pacientes con mal prondstico, lo que a su vez haria mas facil discernir si una terapia experimental es eficaz.
Hasta la fecha, no se ha identificado ningun conjunto de predictores satisfactorios para el pronostico basado en la
informacién clinica solamente.

Por lo tanto seria beneficioso proporcionar métodos y reactivos especificos para el diagndstico, estadificacion,
pronéstico, seguimiento y tratamiento del cancer, que incluye el cancer de pulmén. Ademas seria beneficioso
proporcionar métodos que identifiqguen individuos con una predisposicion para la aparicion de cancer de pulmén y
otros tipos de cancer, y por lo tanto son sujetos adecuados para la terapia preventiva.

Sumario de la invencion

Por medio del uso de métodos de expresion diferencial los presentes inventores identificaron y caracterizaron
NCAM-180 y variantes de este, como un gen cuya expresion se asocia con el SCLC. Este descubrimiento por los
presentes inventores ha hecho posible el uso de las moléculas NCAM-180 y variantes de estas para el tratamiento,
prevencion y diagnéstico del SCLC.

La NCAM-180 nueva tiene un patron de expresion regulado de forma ascendente en los tejidos y las lineas celulares
del SCLC que se muestran y describen. Ademas se muestra y se describe Exon18_MUM, un fragmento de NCAM-
180 que retiene al menos una caracteristica funcional del gen NCAM-180 de longitud completa, de tipo salvaje.
Métodos de uso del gen, los productos de los genes, y los antagonistas o agonistas de los genes o de los productos
de los genes (NCAM-180 y las variantes de este, el ADNc, el ARN y/o la proteina) como objetivos para el
diagnostico y la seleccion de farmacos y terapias para el SCLC ademas se muestran y se describen. Ademas se
describe el uso de los genes o productos de los genes o derivados de estos como vacunas contra el SCLC. En una
modalidad, se proporcionan métodos para el uso de una proteina NCAM-180 (tal como la sec. con nim. de ident.:
4), los fragmentos de esta, en particular Exon18 MUM (tal como la sec. con nim. de ident.: 2 y 6), y variantes de
estas, o los &cidos nucleicos que codifican dichas proteinas para el tratamiento, prevencioén y diagndstico del SCLC.
Se proporcionan secuencias de nucleétidos aisladas del ADNc del gen NCAM-180 o variantes de estas.
Especificamente, las secuencias de ADNc aisladas de NCAM-180 humanas y los fragmentos Exon18_MUM de
estas (la sec. con num. de ident.: 1, 3 y 5) se proporcionan en la presente descripcion. Ademas se proporcionan las
secuencias de aminoacidos aisladas codificadas por la sec. con num. de ident.: 1, 3 y 5 que se denotan sec. con
num. de ident.: 2, 4 y 6. La presente invencién se refiere ademas a métodos para la evaluacién diagndstica y el
pronostico del SCLC en un sujeto animal. Preferentemente, el sujeto es un mamifero, con mayor preferencia el
sujeto es un humano. En una modalidad preferida, la invencion se refiere a métodos para la evaluacion diagndstica y
el pronostico del SCLC. Por ejemplo, las moléculas de acido nucleico de la invencién se pueden usar como sondas
de hibridacion diagnosticas o como cebadores para el andlisis de PCR diagndstico para la deteccion de la expresion
anormal de un gen NCAM-180.

Los anticuerpos u otras parejas de union a NCAM-180 o variantes de estas se pueden usar en una prueba de
diagnostico para detectar la presencia de un producto NCAM-180 en fluidos corporales, células o en tejido de
biopsia. En modalidades especificas, la medicion de NCAM-180 y variantes de esta en suero o celular se pueden
hacer para detectar o clasificar el SCLC.

Ademas, se presentan los métodos para el tratamiento del SCLC. Tales métodos comprenden la administracion de
composiciones que son capaces de modular el nivel de NCAM-180 y variantes de este, que incluyen la modulacion
de la expresion del gen NCAM-180 y/o el nivel de actividad del producto del gen NCAM-180 en un sujeto. El sujeto
puede ser cualquier animal, preferentemente un mamifero, con mayor preferencia un humano.

La invencién ademé&s proporciona métodos para prevenir el SCLC en donde NCAM-180 o variantes de este, en
particular Exon18_MUM o fragmentos de este que son capaces de inducir una respuesta inmune humoral o celular
en un mamifero, se administra a un sujeto en una cantidad eficaz para provocar una respuesta inmune en el sujeto.
Los fragmentos Exon18_MUM se caracterizan ademas porque comprenden de 5 a 30 aminoacidos, en particular de
9 a 15 aminoéacidos y comprenden un epitopo seleccionado de PAASNLSSSVLAN (AA101-113 de la sec. con nam.
de ident.: 2), VLSPSAPAGVG (AA 117-127 de la sec. con nim. de ident.: 2), LAAAAAPATEAPQ (AA 153-165 de la
sec. con num. de ident.: 2), KGPDPEPTQPGA (AA 174-185 de la sec. con ndm. de ident.: 2) y DFKMDEGNFK (AA
216-225 de la sec. con num. de ident.: 2).
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El sujeto puede ser cualquier animal, preferentemente un mamifero, con mayor preferencia un humano. La invencion
ademas proporciona métodos para tratar o prevenir el SCLC mediante la administracion de una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina NCAM-180 o una variante, en particular que codifica para Exon1l8_MUM o
fragmentos de este que son capaces de inducir una respuesta inmune humoral o celular en un mamifero, del mismo
a un sujeto de tal manera que la expresion de la proteina NCAM-180 o la variante resultan en la produccién de estos
polipéptidos en una cantidad eficaz para provocar una respuesta inmune. La respuesta inmune puede ser humoral,
celular o una combinaciéon de ambas. En una modalidad preferida, la invencién proporciona un método de
inmunizacién para conferir proteccién contra la aparicion del SCLC.

La invencion proporciona ademas métodos para tratar el SCLC al proporcionar cantidades terapéuticas de una
molécula de acido nucleico antisentido. Una molécula antisentido es una molécula de acido nucleico que es un
complemento de la totalidad o una parte de una secuencia del gen NCAM-180 y que, por lo tanto, puede hibridar con
el gen NCAM-180 y variantes de este, en particular a Exon18_MUM, un fragmento de NCAM-180. Por consiguiente,
la hibridacion de la molécula anti-sentido puede reducir o inhibir la expresion de NCAM-180. En una modalidad
preferida, el método se usa para tratar el SCLC.

La invencién incluye ademas un estuche para evaluar si un paciente esta afectado con SCLC. Este estuche
comprende reactivos para evaluar los niveles de expresion de NCAM-180 o una variante, que incluye fragmentos de
este tales como Exon18_MUM o fragmentos de este que son capaces de inducir una respuesta inmune humoral o
celular en un mamifero. En otro aspecto, el estuche comprende un anticuerpo, en donde el anticuerpo se une
especificamente con una proteina correspondiente a NCAM-180 y variantes de esta, en particular, Exon18_MUM o
fragmentos de este que son capaces de inducir una respuesta inmune humoral o celular en un mamifero. El estuche
puede comprender ademdas una pluralidad de anticuerpos, en donde la pluralidad se une especificamente con
epitopos diferentes de una NCAM-180 y variantes de esta, en particular con fragmentos Exonl8 MUM que
comprenden de 5 a 30 aminoacidos, en particular de 9 a 15 aminoacidos y comprende un epitopo seleccionado de
PAASNLSSSVLAN (AA101-113 de la sec. con ndm. de ident.: 2), VLSPSAPAGVG (AA 117-127 de la sec. con nam.
de ident.: 2), LAAAAAPATEAPQ (AA 153-165 de la sec. con num. de ident.: 2), KGPDPEPTQPGA (AA 174-185 de
la sec. con num. de ident.: 2) y DFKMDEGNFK (AA 216-225 de la sec. con num. de ident.: 2).

En una modalidad alternativa, el estuche comprende una sonda de acido nucleico (por ejemplo, oligonucleétido). La
sonda se une especificamente a un polinucledtido transcrito correspondiente a un producto del gen NCAM-180 y
variantes de este. El estuche puede comprender ademas una pluralidad de sondas, en donde cada una de las
sondas se une especificamente a un polinucledtido transcrito correspondiente a una region diferente de la secuencia
de ARNm transcrito a partir del gen NCAM-180 y variantes de este, en particular, a la secuencia de acido nucleico
de codificacion para Exon18_MUM, un fragmento de NCAM-180. En una modalidad mas particular las sondas
consisten esencialmente de 15 a 50, 18 a 35, 15 a 24, 18 a 30, 18 a 21 0 21 a 24 nucleétidos de una secuencia que
codifica un polipéptido de la invencion o su complemento. En una modalidad adicional, los estuches para uso
diagnostico, incluyen los cebadores para el uso en la PCR que puedan amplificar un ADNc de NCAM-180 y
variantes de este, que incluye el correspondiente ADNc y/o los genes y se proporciona ademas una cantidad
estandar del ADNc de NCAM-180.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un método para diagnosticar el SCLC en un sujeto, que
comprende detectar o medir un producto de NCAM-180 o una variante de este que incluye fragmentos de este, tales
como Exonl18 MUM, en una muestra derivada de dicho sujeto, en donde dicho producto de NCAM-180 es (a) un
ARN correspondiente a una de las sec. con nims. de ident.: 1, 3 6 5, 0 un &cido nucleico derivado de este, (b) una
proteina que comprende una de las sec. con nims. de ident.: 2, 4 6 6, en la cual los niveles elevados de un producto
de NCAM-180 y variantes de este, en comparacion con una muestra de no SCLC o un valor estandar
predeterminado para una muestra no cancerosa, indica la presencia de un SCLC en el sujeto.

En una modalidad del método de diagndstico anterior, el sujeto es un humano. En aun otras modalidades, la
muestra es una muestra de tejido, una pluralidad de células, o un fluido corporal. La presente invencién proporciona
ademas métodos para el tratamiento del SCLC en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad de
un compuesto que reduce el nivel y/o antagoniza la actividad de un producto de NCAM-180 y las variantes de este,
que incluyen fragmentos tales como Exon18 MUM y otros como se definid en la presente descripcion anteriormente,
en donde dicho producto de NCAM-180 es (a) un ARN correspondiente a una de las sec. con nims. de ident.: 1 6 5,
0 un acido nucleico derivado de este, (b) una proteina que comprende una de las sec. con nims. de ident.: 2 6 6 .
En una modalidad, un producto del gen cuya expresién se disminuye es una proteina codificada por un &cido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétido con al menos 90% de identidad de secuencia a una de las
sec. con nums. de ident.: 1, 3 6 5. En otra modalidad, el compuesto disminuye la expresion de un RNA
correspondiente a una de las sec. con nims. de ident.: 1, 3 6 5. El antagonista puede ser (i) una proteina, (ii) un
péptido, (iii) una molécula organica con un peso molecular menor de 2000 daltons, (iv) una molécula inorganica con
un peso molecular menor de 2000 daltons, (v ) una molécula de oligonucleétido antisentido que se une a dicho ARN
e inhibe la traduccion de dicho ARN; (vi) una molécula de ribozima que dirige dicho ARN e inhibe la traduccién de
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dicho ARN; (vii) un anticuerpo que especificamente o selectivamente se une a un producto NCAM-180 y las
variantes de este como se define en la presente descripcion, (viii) un oligonucleétido de hebra doble que forma una
triple hélice con un promotor de un gen NCAM-180 y variantes de este, en donde dicho gen NCAM-180 es un &cido
nucleico al menos 80% homologo a una de las sec. con nims. de ident.: 1, 3 6 5, 0 un complemento de estas como
se determina por medio del uso del algoritmo NBLAST; o (ix) un oligonucleétido de hebra doble que forma una triple
hélice con un promotor de un gen L, en donde dicho gen NCAM-180 es un acido nucleico al menos 80% homologo a
una de las sec. con nums. de ident.: 1, 3 6 5, o un complemento de estas como se determina por medio del uso del
algoritmo NBLAST. En donde el compuesto es un anticuerpo antagonista de NCAM-180, el anticuerpo se une
inmunoespecificamente a una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de una de las sec. con nims.
de ident.: 2, 4 6 6 y de ese modo reduce o inhibe una actividad de una proteina de acuerdo con la invencion.

La presente invencién proporciona adicionalmente una formulacién vacunal para prevenir o retrasar la aparicion del
SCLC que comprende (i) una cantidad inmunogénica del producto de NCAM-180, en donde dicho producto de
NCAM-180 es: (a) un ARN correspondiente a una de las sec. con nims. de ident.: 1 6 5, o un &cido nucleico
derivado de este, (b) una proteina que comprende una de las sec. con nims. de ident.:2 6 6 o un fragmento de una
de las sec. con nims. de ident.:2 6 6, en donde dicho fragmento es capaz de inducir una respuesta humoral o celular
en un mamifero, en particular una respuesta de linfocitos T citotéxicos (CTL) en un mamifero. En una modalidad
particular el fragmento capaz de inducir una respuesta humoral o celular en un mamifero comprende de 5 a 30
aminoacidos de cualquiera de las sec. con nums. de ident.: 2, 4 6 6, en particular a partir de 9 a 15 aminoéacidos y
comprende un epitopo seleccionado de PAASNLSSSVLAN (AA101-113 de la sec. con num. de ident.: 2),
VLSPSAPAGVG (AA 117-127 de la sec. con num. de ident.: 2), LAAAAAPATEAPQ (AA 153-165 de la sec. con num.
de ident.: 2), KGPDPEPTQPGA (AA 174-185 de la sec. con num. de ident.: 2) y DFKMDEGNFK (AA 216-225 de la
sec. con num. de ident.: 2).

Estos y otros aspectos de la invencion se describen en la presente descripcion con mas detalle.
Descripcion de las secuencias

La sec. con nim. de ident.: 1 es la secuencia de nucleétido para Exon18_MUM humano.

La sec. con nim. de ident.: 2 es la secuencia de amino&cido para Exon18_MUM humano.

La sec. con nim. de ident. 3 es la secuencia de nucle6tido para NCAM-180 humana.

la sec. con nim. de ident.: 4 es la secuencia de aminoacido para NCAM-180 humana.

la sec. con ndm. de ident.:5 es la secuencia de nucledtido para un fragmento Exon18_MUM humano.

La sec. con ndm. de ident.: 6 es la secuencia de aminoacido para el fragmento Exon18 MUM humano codificado por
la sec. con nim. de ident.:5.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Representacion esquematica del principio de expresion diferencial de la PCR. Para el conjunto de
cebadores A, el cebador directo se disefid en el exon 17, el cebador inverso en el exdn 19. Para el conjunto de
cebadores B, el cebador directo, asi como el inverso se disefiaron en el Exon18_MUM. La amplificacién por PCR de
las células que expresan NCAM-140 dio como resultado un producto de PCR de 180 pb con el conjunto de
cebadores A, y ningin amplicén con el conjunto de cebadores B. Las células que expresan NCAM-180 producen un
amplicén de PCR de 600 pb con el conjunto de cebadores B. Las células que expresan tanto NCAM-140 y NCAM-
180 producen productos de PCR con ambos conjuntos de cebadores.

Figura 2 Sobrexpresion de Exon18_MUM como parte de NCAM-180 en cultivos de células derivadas de las lineas
celulares derivadas de tumores neuroendocrinos (SH-Sysy y CCl) y en las lineas celulares derivadas de cancer de
pulmén de células pequefias (H69, H82, GLC-1, GLC1-M13 ). Las células que expresan Exon18_MUM, dan como
resultado un producto de PCR de 604 pb en la PCR especifica de MUM. Las células que expresan la variante de
empalme de la NCAM-140, tienen un producto de 180 pb para el ex6n 17-19 de la reaccién de PCR de
amplificacion. La expresion alta estd marcada como (++), la expresién media (+), la expresion baja (-+) y la
expresion no detectable (-).

Figura 3: Proteina His-NCAM-Exonl18_MUM purificada, truncada (panel A) y de longitud completa (panel B),
producida en E Coli y purificada en columnas de quelato de Ni.

Figura 4: Respuesta de CTL medida después de la re-estimulaciéon in vitro con una mezcla de péptidos
Exon18_MUM de 9-mero de superposicion. Los ratones se inmunizaron con la proteina y/o el ADN de
Exonl18_MUM. Los bazos se aislaron, las células de bazo se cosecharon y se sembraron en placas de cultivo de 96
pocillos. Posteriormente, se realizé la re-estimulacién in vitro con una mezcla de péptidos Exon18_MUM de 9-mero
de superposicién. El nimero de células secretoras de IFN-y por 10° células T CD8 + se midio por medio del uso de
la citometria de flujo. PPl = péptido irrelevante = re-estimulacién realizada con péptidos no relacionados con la
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regiéon Exonl18_MUM de la proteina NCAM. Para cada grupo la inmunizacion se realizé dos veces. Los reactivos
usados para inducir estan representados antes de /, los reactivos usados para reforzar estan representados después
de /. El adyuvante usado es Abisco-100.

A: PBS/PBS

B: adyuvante/adyuvante

C: proteina Exon18_MUM en adyuvante/ proteina Exon18_ MUM en adyuvante
D: proteina Exon18_MUM/proteina Exon18_MUM

E: vector pCl vacio / vector pCl vacio

F: pCl Exon18_MUM/ pCl Exon18_MUM

G: pCl Exon18_MUM/ proteina Exon18_MUM en adyuvante

Figura 5: Se midieron las respuestas de células T citotoxicas en los ratones inmunizados con la proteina
Exonl18_MUM. Las células de bazo de ratén se re-estimularon in vitro con péptidos de 9-mer individuales. El nimero
de células T CD8 positivas que contenian IFN-y intracelular se midié por medio del uso de una lectura basada en
FACS.

Figura 6: A Se midieron las respuestas de células T citotoxicas en los ratones inmunizados con el ADN
Exonl18 MUM. Las células de bazo de ratdn se re-estimularon in vitro con péptidos de 9-mer individuales. EI nUmero
de células T CD8 positivas que contenian IFN-y intracelular se midié por medio del uso de una lectura basada en
FACS. B la puntuacion prevista del haplotipo H-2%.

Figura 7: Respuesta humoral, medida mediante el ELISA de la proteina Exon18_MUM de NCAM. Los ratones
se inmunizaron con la proteina Exon18 MUM truncada y/o el ADN de Exonl8 MUM truncado. Los ratones se
sangraron, el suero se aislo y se diluy6 1/200 con amortiguador. Las placas de ELISA se recubrieron con la proteina
Exonl8 MUM, y la deteccion del anticuerpo unido se realizdé por medio del uso de un anti-IgG de raton conjugado
con HRP. La DO se midi6 a 450 nm.

Figura 8: Respuesta humoral, medida mediante el ELISA de la proteina Exon18_MUM de NCAM. Los ratones
se inmunizaron con la proteina Exon18_ MUM truncada. Los ratones (50 en total, 5 en cada grupo) se sangraron, el
suero se aislé y se diluyd con amortiguador (el intervalo 1/50-1/135.000). Las placas de ELISA Se recubrieron
respectivamente con la proteina Exon18 MUM de longitud completa, A y la proteina Exon18_MUM truncada, B. La
deteccion del anticuerpo unido se realizé por medio del uso de un anti-IgG de ratén conjugado con HRP. La DO se
midi6 a 450 nm.

Figura 9: Microscopia de fluorescencia de las células HCT-116 (NCAM-negativas), H82 (NCAM Exonl18_MUM
positivas) y H69 (NCAM Exonl18 MUM positivas) tefiidas con el anticuerpo monoclonal (IgM) producido por el
hibridoma MUM, MUMI 21 B2. El anticuerpo secundario de cabra anti- cadena p de ratén marcado con Alexa Fluor
488 (Invitrogen) se us6 como anticuerpo secundario para la deteccién de la unién del anticuerpo.

Figura 10: Imagen de microscopia confocal de las células H69 que expresan el NCAM Exon18_MUM, tefiidas con el
anticuerpo monoclonal (IgM) producido por el hibridoma MUM, MUMI 21 B2 en una dilucion de 1/2000. El anticuerpo
secundario de cabra anti- cadena y de ratén marcado con Alexa Fluor 488 (Invitrogen) se us6 como anticuerpo
secundario para la deteccién de la unién del anticuerpo.

Descripcion detallada de la invencién

Las siguientes definiciones se exponen para aclarar los aspectos de la invencién: Especifico o selectivo: un acido
nucleico usado en una reaccioén, tal como una sonda usada en una reaccién de hibridacién, un cebador usado en
una PCR, o un acido nucleico presente en una preparacion farmacéutica, se refiere como "selectivo" si hibrida o
reacciona con el objetivo previsto con mayor frecuencia, mas rapidamente o con una mayor duraciéon de lo que lo
hace con sustancias alternativas. De manera similar, un polipéptido se refiere como "selectivo" si se une a un
objetivo previsto, tal como un ligando, hapteno, sustrato, anticuerpo, u otro polipéptido con mayor frecuencia, mas
rapidamente o con una mayor duracion de lo que lo hace con sustancias alternativas. Un anticuerpo se refiere como
"selectivo" si se une a través de al menos un sitio de reconocimiento del antigeno al objetivo previsto, con mayor
frecuencia, mas rapidamente o con una mayor duracion de lo que lo hace con sustancias alternativas. Un marcador
es selectivo para un tipo particular de célula o tejido si se expresa predominantemente en o sobre ese tipo de célula
o tejido, particularmente con respecto a una muestra biolégica de interés.

VARIANTE (S): Una variante (v) de polinucletdtidos o polipéptidos, como se usa el término en la presente
descripcién, son polinucleétidos o polipéptidos que son diferentes de un polinucleétido o polipéptido de referencia,
respectivamente. Los polinucleétidos variantes se limitan generalmente a fin de que la secuencia de nucleétidos de
referencia y la variante estén estrechamente relacionadas en general y, en muchas regiones, idénticas. Los cambios
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en la secuencia de nucleétidos de la variante pueden ser silenciosos. Es decir, pueden no alterar la secuencia de
aminoacidos codificada por el polinucleétido. Cuando las alteraciones se limitan a cambios silenciosos de este tipo
una variante codificara un polipéptido con la misma secuencia de aminoacidos que la referencia. Alternativamente,
los cambios en la secuencia de nucleétidos de la variante pueden alterar la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido codificado por el polinucleétido de referencia. Tales cambios de nucledtidos pueden resultar en
sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncamientos de aminoacidos en el polipéptido codificado por la
secuencia de referencia. Los polipéptidos variantes se limitan generalmente a fin de que las secuencias de
referencia y la variante sean muy similares en general y, en muchas regiones, idénticas. Por ejemplo, una variante y
un polipéptido de referencia pueden diferir en la secuencia en una o mas sustituciones, adiciones, deleciones,
fusiones y truncamientos de aminoacidos, que pueden estar presentes o0 ausentes en cualquier combinacion.
CORRESPONDEN O CORRESPONDIENTES: Entre los &cidos nucleicos, "correspondiente” significa homéloga o
complementaria a una secuencia o porciéon particular de la secuencia de un acido nucleico. Como entre acidos
nucleicos y polipéptidos, "correspondiente” se refiere a los aminoacidos de un péptido en un orden derivado a partir
de la secuencia o porcion de la secuencia de un acido nucleico o su complemento. Como entre los polipéptidos (o
péptidos y polipéptidos), "correspondiente” se refiere a los aminoacidos de un primer polipéptido (o péptido) en un
orden derivado a partir de la secuencia o porcion de la secuencia de un segundo polipéptido.

GEN NCAM-180: Como se usa en la presente descripcion, a menos que se indique lo contrario, se refiere a la nueva
variante de empalme NCAM descubierta en la presente descripcion para regularse de manera ascendente en el
SCLC y subconjuntos de este.

PRODUCTO DE NCAM-180 O PRODUCTO DEL GEN NCAM-180: Como se usa en la presente descripcion, a
menos que se indique lo contrario, un producto de NCAM-180 es: un ARN correspondiente a una de las sec. con
nams. de ident.: 1, 3 6 5, 0 un acido nucleico derivado de la misma; una proteina que comprende una de las sec. con
nams. de ident.: 2, 4 6 6. En incluso una modalidad adicional, un fragmento de dicho NCAM-180 o Exon18_ MUM se
caracteriza en que comprende de 5 a 30 amino&cidos, més en particular a partir de 9 a 15 aminoacidos y comprende
un epitopo seleccionado de PAASNLSSSVLAN (AA101-113 de la sec. con nim. de ident.: 2), VLSPSAPAGVG (AA
117-127 de la sec. con ndm. de ident.: 2), LAAAAAPATEAPQ (AA 153-165 de la sec. con num. de ident.: 2),
KGPDPEPTQPGA (AA 174-185 de la sec. con num. de ident.: 2) y DFKMDEGNFK (AA 216-225 de la sec. con num.
de ident.: 2).

ELEMENTOS DE CONTROL: Como se usa en la presente descripcion, se refiere colectivamente a las regiones
promotoras, las sefiales de poliadenilacion, las secuencias de terminacion de la transcripcion, los dominios
reguladores corriente arriba, los origenes de replicacion, los sitios internos de entrada de ribosomas ("IRES"), los
potenciadores, y similares, que proporcionan colectivamente para la replicacion, la transcripcion y la traduccion de
una secuencia de codificacion en una célula receptora. No todos estos elementos de control se requieren mientras la
secuencia de codificacién seleccionada es capaz de replicarse, transcribirse y traducirse en una célula huésped
adecuada.

REGION PROMOTORA: se usa en la presente descripcion en su sentido corriente para referirse a una region de
nucleétidos que comprende una secuencia reguladora de ADN, en donde la secuencia reguladora se deriva a partir
de un gen que es capaz de unirse a la ARN polimerasa e iniciar la transcripcion de una secuencia de codificacion
corriente abajo (direccién 3 '-).

UNIDO OPERATIVAMENTE: Como se usa en la presente descripcion, se refiere a una disposicion de elementos en
los que los componentes asi descritos estadn configurados de modo que realizan su funcién usual. De este modo, los
elementos de control unidos operativamente a una secuencia de codificacion son capaces de efectuar la expresion
de la secuencia de codificacion. Los elementos de control no necesitan ser contiguos a la secuencia codificante,
siempre que funcionen para dirigir la expresion de esta. Exdgenos: Como se usa en la presente descripcion, el
término exdgeno se refiere a lo que se deriva o se origind externamente. Cuando se usa en el contexto de la
expresion exégena de un gen o proteina, el término se refiere a un gen o proteina que se expresa en una célula o
tejido que normalmente no expresan el gen o proteina. Cuando se usa en el contexto de secuencias de acido
nucleico, por ejemplo, el término puede usarse ademas para referirse a una asociacion de dos o0 mas secuencias de
acido nucleico que se han unido operativamente, pero no estan normalmente unidas operativamente en un estado
nativo.

TRATAR UN CANCER O UN TUMOR: Como se usa en la presente descripcion, la frase "tratar un cancer o un
tumor" o "tratamiento de un cancer o un tumor" en un mamifero significa uno o mas de aliviar un sintoma de, corregir
un trastorno molecular o fisiolégico subyacente, o reducir la frecuencia o gravedad de una consecuencia fisioldgica
patoldgica o perjudicial de un cancer o un tumor en un mamifero. A modo de ejemplo, y no como limitacion, las
consecuencias fisiologicas perjudiciales de un cancer o un tumor puede incluir la proliferacion incontrolada, la
metastasis y la invasion de otros tejidos, y la supresion de una respuesta inmune.
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INMUNOLOGICAMENTE ESPECIFICO: Con respecto a los anticuerpos de la invencién, el término
"inmunolégicamente especifico” se refiere a los anticuerpos que se unen a uno 0 mas epitopos de una proteina de
interés (por ejemplo, la proteina Exonl8 MUM), pero que sustancialmente no reconocen y se unen a otras
moléculas en una muestra que contiene una poblacion de moléculas biolégicas antigénicas mezcladas.

QUE CONSISTE ESENCIALMENTE EN: La frase "consiste esencialmente en" cuando se refiere a un nucleétido o
aminoacido particular significa una secuencia que tiene las propiedades de una sec. con nim. de ident. dado. Por
ejemplo, cuando se usa en referencia a una secuencia de aminoacido, la frase incluye la secuencia per se y las
modificaciones moleculares que no afectarian las caracteristicas basicas y nuevas de la secuencia. Tal secuencia de
aminoacidos exhibe 80% de homologia de secuencia o mayor, es decir, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% 0 mas con
la de la sec. con nim. de ident. dada. En particular, dicha secuencia de aminoacidos exhibe 80% de identidad de
secuencia o mayor, es decir, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o mas con la de la sec. con nim. de ident. dada.
ANTAGONISTA: Como se usa en la presente descripcion, un compuesto capaz de reducir el nivel y/o la actividad de
NCAM-180 o una variante de esta se puede referir en la presente descripcion como un antagonista de NCAM-180.
AGONISTA: Como se usa en la presente descripcién, un compuesto capaz de aumentar el nivel y/o la actividad de
NCAM-180 o una variante de esta se puede referir en la presente descripcién como un agonista de NCAM-180.

ACTIVIDAD DE NCAM-180: Como se usa en la presente descripcion, los términos "la actividad de NCAM-180", "la
actividad del producto de NCAM-180", o " la actividad mediada por NCAM-180" se refieren a una actividad asociada
con la expresion de NCAM-180 y/o un producto de NCAM-180. Tales actividades incluyen, pero sin limitarse a
cambios en la proliferacion celular, la motilidad celular, la diferenciacion celular, y/o la adhesion celular asociada con
cambios en los niveles de expresion NCAM-180. Como se usa en la presente descripcion, los términos "elevado",
"sobre-expresado”, "regulado de forma ascendente”, o "aumentado” se refieren a un aumento de aproximadamente
dos veces 0 méas en la expresion del transcrito y/o proteina NCAM-180 en comparacion con la de un tejido de

control, que expresa un nivel basal de NCAM-180.
Acido nucleico

El acido nucleico tal como se usa en los métodos de la presente invencion incluye ADN (que incluye tanto el
gendmico como el ADNc) y ARN. Donde el &cido nucleico de acuerdo con la invencién incluye ARN, la referencia a
las secuencias que se muestran en los listados adjuntos se debe interpretar como referencia al ARN equivalente,
con U sustituido por T.

El &cido nucleico de la invencion puede ser de hebra simple o doble. Los &cidos nucleicos de hebra simple de la
invencion incluyen los acidos nucleicos anti-sentido. De este modo, se entiende que la referencia a la sec. con num.
de ident.: 1 o secuencias que comprenden la sec. con nim. de ident.: 1 o los fragmentos de estas incluyen las
secuencias complementarias a menos que el contexto sea claramente lo contrario. Lo mismo se aplica a la sec. con
ndm. de ident.: 36 5.

Generalmente, el &cido nucleico de acuerdo con la presente invencion se proporciona como un aislado, en forma
aislada y/o purificada, o libre o sustancialmente libre del material con el que se asocia de forma natural, tal como
libre o sustancialmente libre del &cido nucleico que flanquea el gen en el genoma humano, excepto posiblemente
una o0 mas secuencia(s) reguladora para la expresion. El acido nucleico puede ser total o parcialmente sintético y
puede incluir ADN gendémico, ADNc o ARN.

La invencién ademas proporciona acidos nucleicos que son fragmentos de los acidos nucleicos que codifican un
polipéptido de la invencion. En un aspecto, la invencion proporciona acidos nucleicos cebadores o sondas que
consisten esencialmente en, a partir de 15 a 50, por ejemplo a partir de 15 a 35, 18 a35,15a24,18a30,18a21 6
21 a 24 nucledtidos de una secuencia que codifica un polipéptido de la invencién o su complemento.

El término "consiste esencialmente en" se refiere a los acidos nucleicos que no incluyen ninguna secuencia de acido
nucleico 5' o 3' adicional. En un aspecto adicional de la invencién, los acidos nucleicos de la invencion que consisten
esencialmente en, a partir de 15 a 30 nucleétidos tal como se definié anteriormente sin embargo puede estar unido
en el extremo 3', pero preferentemente 5' a secuencias adicionales cortas (por ejemplo, a partir de 4 a 15, tal como a
partir de 4 a 10 nucleétidos) a las que no estan unidas de forma natural. Dichas secuencias adicionales son
preferentemente enlazadores que comprenden un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion para facilitar la
clonacion cuando el &cido nucleico de la invencion se usa por ejemplo como un cebador de la PCR.

Los cebadores y sondas de la invencion son deseablemente capaces de hibridar selectivamente a los acidos
nucleicos que codifican los polipéptidos de la invencién. Por "selectivo”, se entiende selectivo con respecto a las
secuencias que codifican otros receptores de purinas y en particular con respecto a otros receptores aparte de los
receptores de adenina. La capacidad de la secuencia para hibridar selectivamente se puede determinar por
experimentacién o calcular.
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Por ejemplo, una manera de calcular la Tm de un cebador es mediante la referencia a la férmula para calcular la Tm
de los cebadores a una secuencia objetivo homologa. Esta formula es Tm (°C) = 2(A+ T) + 4(G+C) - 5. Esto
proporcionara la Tm bajo condiciones de 3xSSC y 0,1% de SDS (donde SSC es NaCl 0,15 M, citrato de sodio 0,015
M, pH 7). Esta férmula es generalmente adecuada para cebadores de hasta aproximadamente 50 nucleétidos de
longitud. En la presente invencién, esta férmula se puede usar como un algoritmo para calcular una Tm nominal de
un cebador para una secuencia especifica derivada a partir de una secuencia que codifica un polipéptido de la
invencién. La Tm se puede comparar con una Tm calculada para secuencias de GPCR de humanos y ratas,
basados en el nUmero maximo de ajustes a cualquier parte de estas otras secuencias.

Las condiciones adecuadas para un cebador hibridar con una secuencia objetivo ademas se pueden medir
experimentalmente. Las condiciones experimentales adecuadas comprenden hibridar un cebador candidato tanto al
acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencién como al acido nucleico que codifica otros receptores de
adenina en un soporte soélido bajo condiciones de hibridacion de baja astringencia (por ejemplo 6 x SSC a 55 °C), el
lavado en SSC reducido y/o la temperatura mas alta, por ejemplo a 0,2 x SSC a 45 °C, y aumentar gradualmente la
temperatura de hibridacion para determinar las condiciones de hibridacion que permiten al cebador hibridar con el
acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencion, pero no a otros &cidos nucleicos de codificacion del
receptor de purina.

Los acidos nucleicos de la invencion, particularmente las sondas, pueden portar una marca reveladora. Las marcas
adecuadas incluyen los radiois6topos tales como ¥p o %3, las marcas fluorescentes, las marcas enzimaticas, u
otras marcas de proteinas tales como las biotina. Tales marcas se pueden afiadir a polinucleétidos o cebadores de
la invencién y se pueden detectar por medio del uso de técnicas conocidas per se.

Los cebadores de la presente invencion pueden comprender acidos nucleicos sintéticos, tales como aquellos con
estructuras del esqueleto modificadas que pretenden mejorar la estabilidad del acido nucleico en una célula. Un
namero de tipos diferentes de modificacion de oligonucleétidos se conocen en la materia. Estos incluyen esqueletos
de metilfosfonato y fosforotioato, la adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3' y/o 5' de la
molécula. Para los fines de la presente invencién, se debe entender que los polinucledtidos descritos en la presente
descripcién se pueden modificar por cualquier método disponible en la materia. Tales modificaciones pueden
llevarse a cabo con el fin de mejorar la actividad in vivo o la vida util de los polinucleétidos de la invencion.

Ademas se incluyen dentro del alcance de la invencion las secuencias antisentido basadas en las secuencias de
acido nucleico descritas en la presente descripcion, preferentemente en forma de oligonucleétidos, particularmente
oligonucledtidos, o ribozimas estabilizadas.

Los oligonucledtidos antisentido se pueden disefiar para hibridar con la secuencia complementaria de acido
nucleico, el pre-ARNm o el ARNm maduro, lo que interfiere con la produccion del polipéptido codificado por una
secuencia de ADN objetivo dada, de modo que su expresidn se reduce o se previene totalmente. Las ribozimas se
disefiaran para escindir el ARNm codificado por una secuencia de acido nucleico de codificaciéon de NCAM-180 de la
invencion, deseablemente a una secuencia objetivo especifica para los productos del gen NCAM-180 como se
definié en la presente descripcidon anteriormente, se incluyen las secuencias de acuerdo con la sec. con nim. de
ident.: 1, 3 6 5. La construccion de las secuencias antisentido y su uso se describe en Peyman y Ulman, Chemical
Reviews, 90:543-584, (1990), Crooke, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.; 32:329-376, (1992), y Zamecnik y
Stephenson, P.N.A.S, 75:280-284, (1974). La construccién de las ribozimas y su uso se describe en, por ejemplo,
Gibson y Shillitoe, Molecular Biotechnology 7 (2): 125-137, (1997).

La secuencia de ADNc de NCAM-180 de la invencion se puede clonar por medio del uso de las técnicas de
clonacion por PCR estandar (reaccién en cadena de la polimerasa). Esto implica hacer un par de cebadores a los
extremos 5' y 3' en las hebras opuestas de la sec. con nim. de ident.: 1, poner los cebadores en contacto con el
ARNmM o el ADNc obtenido de una célula de mamifero, realizar una reaccion en cadena de la polimerasa bajo
condiciones que provocan la amplificacion de la region deseada, aislar el fragmento amplificado (por ejemplo
mediante la purificacion de la mezcla de reaccién en un gel de agarosa) y recuperar el ADN amplificado. Los
cebadores se pueden disefiar para contener los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccién adecuadas de
manera que el ADN amplificado se puede clonar en un vector de clonacién adecuado. Lo mismo se aplica a la sec.
con num. de ident.: 36 5.

Los polinucleétidos que no son 100% homologos a la sec. con nim. de ident.: 1, 3 6 5 pero que codifican cualquiera
de las sec. con nums. de ident.: 2, 4 6 6 u otros polipéptidos de la invencion se puede conseguir en un nimero de
maneras.

Por ejemplo, se puede realizar la mutagénesis dirigida de la sec. con nim. de ident.: 1, 3 6 5. Esto es util cuando,
por ejemplo las secuencias requieren cambios de codones silenciosos para optimizar las preferencias de codén para
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una célula huésped particular en la que se expresan las secuencias de polinucleétidos. Se pueden desear otros
cambios de secuencia con el fin de introducir los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion, o para
alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por los polinucleétidos. Se pueden desear cambios
adicionales para representar cambios de codificacion particulares que se requieren para proporcionar, por ejemplo,
sustituciones conservadoras.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden comprender secuencias adicionales en el extremo 5' o 3'. Por ejemplo,
las secuencias lider 5', sintéticas o naturales, pueden estar unidas al acido nucleico de codificacion de los
polipéptidos de la invencion. Las secuencias adicionales ademas pueden incluir regiones no traducidas 5' o 3'
requeridas para la transcripcion del acido nucleico de la invencién en las células huéspedes particulares.

Ademas, en otro animal, particularmente los mamiferos (por ejemplo, el mono o los conejos), mas particularmente
los primates que incluyen el mono, los homologos de NCAM-180 se pueden obtener y usar en los métodos de la
presente invencién. Tales secuencias se pueden obtener mediante la elaboracion o la obtencién de genotecas de
ADNCc hechas a partir de células en division o tejidos o genotecas de ADN gendémico de otras especies animales, y
sondear tales genotecas con sondas que comprenden toda o parte de la sec. con ndm. de ident.: 1, 3 6 5 bajo
condiciones de media a alta astringencia (por ed'emplo cloruro de sodio 0,03 M y citrato de sodio 0,03 M a partir de
aproximadamente 50"C a aproximadamente 60"C).

La presente invencion se extiende adicionalmente a una secuencia de ADN aislada que comprende las secuencias
que codifican un polipéptido de la invencién pero en la que las secuencias de codificacion se dividen en dos o mas
exones (preferentemente no méas de cinco, por ejemplo cuatro o tres). Dichas secuencias de exones pueden ser
naturales y obtenidas a partir de clones gendémicos, o sintéticos. Las secuencias de exén se pueden usar en la
construccion de secuencias de mini-genes que comprenden el &cido nucleico que codifica los polipéptidos de la
invencion cuyas secuencias estan interrumpidas por una 0 mas secuencias de exones.

Los mini-genes ademéas se pueden construir por medio del uso de exones heterdlogos, derivados a partir de
cualquier fuente eucariota.

Polipéptidos.

Los polipéptidos aislados usados en los métodos de la presente invencion seran aquellos como se definio
anteriormente en forma aislada, libre o sustancialmente libre del material con el que se asocian de forma natural tal
como otros polipéptidos con los que se encuentran en la célula. Los polipéptidos pueden, por supuesto, formularse
con diluyentes o adyuvantes y aun para fines practicos estar aislados - por ejemplo, los polipéptidos normalmente se
mezclardn con gelatina u otros portadores si se usan para recubrir placas de microtitulacion para su uso en
inmunoensayos. Los polipéptidos pueden ser glicosilados, bien de forma natural o mediante sistemas de células
eucariotas heterélogas, o pueden ser no glicosilados (por ejemplo, si se producen mediante la expresién en una
célula procariota). Los polipéptidos pueden ser fosforilados y/o acetilados.

Un polipéptido de la invencion ademas puede estar en una forma sustancialmente purificada, en cuyo caso
comprendera generalmente el polipéptido en una preparacion en la que méas de 90%, por ejemplo 95%, 98% 6 99%
del polipéptido en la preparacién es un polipéptido de la invencion.

Los polipéptidos de la invencién se pueden modificar por ejemplo mediante la adicion de residuos de histidina para
ayudar a su purificacién o mediante la adicién de una secuencia sefial para promover su secrecién a partir de una
célula.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a las proteinas de fusion, que comprenden los polipéptidos
NCAM-180, los fragmentos o los derivados de la presente invenciéon y una proteina heteréloga o parte de una
proteina que actia como una pareja de fusion. Las proteinas de la presente invencion y la pareja de fusién pueden
estar quimicamente conjugadas, pero se expresan preferentemente como proteinas de fusién recombinantes en un
sistema de expresion heteréloga. La pareja de fusidn puede ser cualquier pareja de fusién inmunoldgica que pueda
ayudar a proporcionar epitopos T auxiliadores, o actuar como un potenciador de la expresion. De este modo, la
proteina de fusion inmunolégica puede actuar a través de un efecto auxiliar espectador unido a la secrecion de las
sefiales de activacion mediante un gran ndmero de células T especificas para la proteina o péptido extrafio,
aumenta asi la induccion de la inmunidad a la proteina NCAM-180. Preferentemente la pareja heterdloga se
selecciona para que la reconozcan las células T en la mayoria de los humanos. El potenciador de la expresion
permitira aumentar los niveles de la proteina NCAM-180 que se producir4, en comparacion con la proteina
recombinante nativa e incluyen chaperones que ayudan al plegamiento de las proteinas nacientes, en particular las
familias Hsp70 o Hsp60 y los dominios C-terminales de dichas proteinas de choque térmico que se sabe que
interactian con las proteinas de sustrato y los péptidos inmunogénicos. Preferentemente la pareja de fusion sera
tanto una proteina de fusién inmunoldgica y una pareja potenciadora de la expresién. Por consiguiente, la presente
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invencién proporciona proteinas de fusién de las proteinas NCAM-180, los fragmentos o los derivados de acuerdo
con la invencién, unidos a una pareja de fusion. En una modalidad adicional, la pareja de fusién se selecciona del
grupo que consiste de la proteina no estructural del virus de la gripe, la NS1 (hemaglutinina) o los dominios C-
terminal de las familias Hsp70 o Hsp60. Ejemplos adicionales de parejas de fusiéon inmunolégicas se proporcionan
en el documento EP 804 156..

Los polipéptidos que tienen al menos 50%, por ejemplo 60%, 70%, 80%, 90%, 95% 6 98% de identidad de
secuencia con la sec. con nim. de ident.: 2, la sec. con nim. de ident.: 4 o la sec. con nim. de ident.: 6 pueden ser
polipéptidos que son variantes de la secuencia de aminoacidos, alelos, derivados o mutantes de la sec. con nim. de
ident.: 2, la sec. con nim. de ident.: 4 o la sec. con nim. de ident.: 6, respectivamente, y ademas se proporcionan en
la presente invencion. Por ejemplo, dicho polipéptido puede tener una secuencia de aminoacido que difiere de la
dada en la sec. con num. de ident.: 2, la sec. con num. de ident.: 4 o la sec. con nim. de ident.: 6 por una o mas de
adicion, sustitucion, delecion e insercion de uno o mas (tal como a partir de 1 a 20, por ejemplo 2, 3, 4, 6 5 a 10)
aminoacidos.

El por ciento de identidad de las secuencias de polipéptidos se puede calcular por medio del uso de los algoritmos
disponibles comercialmente que comparan una secuencia de referencia (por ejemplo, la sec. con nam. de ident.: 2,
la sec. con nim. de ident.: 4 o la sec. con nim. de ident.: 6 de la presente invencion) con una secuencia de consulta.
Los detalles adicionales de la evaluacion de la identidad se describen a continuacion.

Cuando se determina que una secuencia de consulta tiene una identidad con la sec. con nium. de ident.: 2, la sec.
con num. de ident.: 4 o la sec. con nim. de ident.: 6 de al menos 50% y preferentemente al menos 60%, 70%, 80% ,
90%, 95% O 98% dicha secuencia es la de un polipéptido que retiene la actividad de la proteina NCAM-180, tal
secuencia forma parte de la presente invencion.

Un polipéptido de acuerdo con la presente invencion se puede aislar y/o purificar (por ejemplo, por medio del uso de
un anticuerpo) por ejemplo después de la produccién mediante la expresion a partir del &cido nucleico de
codificacion. El polipéptido aislado y/o purificado se puede usar en la formulacién de una composicién, que puede
incluir al menos un componente adicional, por ejemplo una composicion farmacéutica que incluye un excipiente
farmacéuticamente aceptable, vehiculo o portador.

Un polipéptido de acuerdo con la presente invenciéon se puede usar como un inmundgeno o de otra manera en la
obtencién de anticuerpos especificos. Los anticuerpos son utiles en la purificacién y otras manipulaciones de los
polipéptidos, la deteccién diagndstica y los contextos terapéuticos.

Un polipéptido de la invencidn se puede marcar con una marca reveladora. La marca reveladora puede ser cualquier
marca adecuada que permita detectar el polipéptido. Las marcas adecuadas incluyen radioisétopos, por ejemplo el
25 'los fluorocromos, las enzimas, los anticuerpos, los polinucleétidos y los enlazadores tales como la biotina. Los
polipéptidos marcados de la invencién se pueden usar en procedimientos de diagnostico, tales como los
inmunoensayos con el fin de determinar la cantidad de un polipéptido de la invenciébn en una muestra. Los
polipéptidos o los polipéptidos marcados de la invencion ademéas se pueden usar en inmunoensayos serolégicos o
mediados por células para la deteccion de la inmuno reactividad a dichos polipéptidos en animales y humanos por
medio del uso de los protocolos estandar.

Un polipéptido o polipéptido marcado de la invencion o un fragmento de estos ademés se puede fijar a una fase
sélida, por ejemplo la superficie de un pocillo o varilla del inmunoensayo.

Dichos polipéptidos marcados y/o inmovilizados se pueden empaquetar en estuches en un envase adecuado junto
con los reactivos adecuados, los controles, las instrucciones y similares.

Dichos polipéptidos y estuches se pueden usar en métodos de deteccién de anticuerpos contra tales polipéptidos
presentes en una muestra o porciones activas o los fragmentos de estos mediante el inmunoensayo.

Los métodos de inmunoensayo son bien conocidos en la materia y comprenden generalmente:

(a) proporcionar un polipéptido que comprende un epitopo enlazable mediante un anticuerpo contra dicha
proteina;

(b) incubar una muestra bioldgica con dicho polipéptido en condiciones que permitan la formacién de un
complejo anticuerpo-antigeno; y

(c) determinar si el complejo anticuerpo-antigeno que comprende dicho polipéptido se forma.
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Identidad de secuencia

El porcentaje de identidad de las secuencias de acido nucleico y de polipéptidos se puede calcular por medio del uso
de algoritmos disponibles comercialmente que comparan una secuencia de referencia con una secuencia de
consulta. Los siguientes programas (proporcionados por el Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia) se
pueden usar para determinar las homologias/identidades: BLAST, BLAST con interrupciones, BLASTN y PSI-
BLAST, que se pueden usar con los parametros por defecto.

El algoritmo GAP (Genetics Computer Group, Madison, WI) usa el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear
dos secuencias completas que maximiza el nimero de ajustes y minimiza el ndmero de interrupciones.
Generalmente, los parametros por defecto se usan, con una penalizacion de creacion de interrupcién= 12 y la
penalizacién de extension de interrupcion = 4.

Otro método para determinar el mejor ajuste general entre una secuencia de acido nucleico o una porcién de esta, y
una secuencia de consulta es el uso del programa informéatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag y otros
(Comp. App. Biosci., 6; 237-245 (1990)). El programa proporciona una alineacion de secuencia general. El resultado
de dicha alineacion de secuencias general es en por ciento de identidad. Los parametros adecuados usados en una
busqueda de FASTDB de una secuencia de ADN para calcular el por ciento de identidad son: matriz = unitaria, k-
tupla = 4, penalizacion de desajuste = 1, penalizacion de union = 30, longitud de grupo de aleatorizacion = 0,
puntuacién de corte = 1, penalizacion de interrupciéon = 5, penalizacion de talla de interrupcion = 0,05, y talla de
ventana = 500 o longitud de la secuencia de consulta en bases de nucleétidos, la que sea mas corta. Los
parametros apropiados para calcular el por ciento de identidad y similitud de un alineamiento de aminoacidos son:
matrix = PAM 150, k-tupla = 2, penalizaciéon de desajuste = 1, penalizacion de unién = 20, longitud de grupo de
aleatorizacion = 0, puntuacion de corte = 1, penalizacion de interrupcién = 5, penalizacion de talla de interrupcion =
0,05, y talla de la ventana = 500 o longitud de la secuencia de consulta en bases de nucle6tidos, la que sea mas
corta.

Vectores

Las secuencias de acido nucleico de la presente invencidon se pueden incorporar en vectores, en particular los
vectores de expresion. El vector se puede usar para replicar el &cido nucleico en una célula huésped compatible. De
este modo, en una modalidad adicional, la invenciéon proporciona un método de hacer los polinuclettidos de la
invencion mediante la introduccién de un polinucleétido de la invencion en un vector replicable, introducir el vector en
una célula huésped compatible, y crecer la célula huésped bajo condiciones que provocan la replicacion del vector.
El vector se puede recuperar a partir de la célula huésped. Las células huéspedes adecuadas se describen a
continuacion en relacion con los vectores de expresion.

Preferentemente, un polinucledtido de la invencion en un vector esta unido operativamente a una secuencia de
control que es capaz de proporcionar la expresién de la secuencia de codificacidn por la célula huésped, es decir, el
vector es un vector de expresion.

El término "unido operativamente" se refiere a una yuxtaposicion en donde los componentes descritos estan en una
relacion que les permite funcionar de la manera prevista. Una secuencia de control "unida operativamente" a una
secuencia de codificacion esta ligada de tal manera que la expresion de la secuencia de codificacion se logra bajo
condiciones compatibles con las secuencias de control.

Los vectores adecuados se pueden elegir o construir, que contengan secuencias reguladoras adecuadas, que
incluyen las secuencias promotoras, los fragmentos terminadores, las secuencias de poliadenilacion, las secuencias
potenciadoras, los genes marcadores y otras secuencias segiin sea adecuado. Los vectores pueden ser plasmidos,
virales por ejemplo fagos, fagémidos o baculovirales, cdsmidos, YAC, BAC, o PAC, segln convenga. Los vectores
incluyen los vectores de terapia génica, por ejemplo, los vectores basados en los adenovirus, los virus adeno-
asociados, los retrovirus (tal como el VIH o MLV) o los vectores de virus alfa.

Los vectores pueden estar provistos de un origen de replicacion, opcionalmente un promotor para la expresion de
dicho polinucledtido y opcionalmente un regulador del promotor. Los vectores pueden contener uno 0 mas genes
marcadores seleccionables, por ejemplo, un gen de resistencia a la ampicilina en el caso de un plasmido bacteriano
0 un gen de resistencia a la neomicina para un vector de mamifero. Los vectores se pueden usar in vitro, por
ejemplo, para la produccion de ARN o usarse para transfectar o transformar una célula huésped. El vector ademas
se puede adaptar para usarse in vivo, por ejemplo en métodos de terapia génica. Los sistemas para la clonacion y
expresion de un polipéptido en una variedad de diferentes células huéspedes se conocen bien. Las células
huéspedes adecuadas incluyen las bacterias, las células eucariotas tales como mamiferos y levaduras, y los
sistemas de baculovirus. Las lineas celulares de mamifero disponibles en la materia para la expresion de un
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polipéptido heterdlogo incluyen las células de ovario de hamster chino, las células Hela, las células de rifién de
hamster bebé, las células COS y muchas otras.

Los promotores y otras sefiales de regulacion de la expresion se pueden seleccionar para ser compatibles con la
célula huésped para la que esta disefiado el vector de expresion. Por ejemplo, los promotores de levadura incluyen
los promotores de S. cerevisiae GAL4 y ADH, promotor de S. pombe nmtl y adh. Los promotores de mamifero
incluyen el promotor de la metalotioneina que se puede inducir en respuesta a los metales pesados tales como el
cadmio. Los promotores virales tales como el promotor del antigeno T grande del SV40 o los promotores de
adenovirus ademas se pueden usar. Todos estos promotores estan facilmente disponibles en la materia.

Los vectores pueden incluir otras secuencias tales como los promotores o los potenciadores para dirigir la expresion
del acido nucleico insertado, las secuencias de acido nucleico de modo que el polipéptido se produce como una
fusion y/o acidos nucleicos de codificacion de las sefiales de secrecion de modo que el polipéptido producido en la
célula huésped se secreta a partir de la célula.

Los vectores para la produccion de los polipéptidos de la invencién para el uso en la terapia génica incluyen los
vectores que portan una secuencia de mini-gen de la invencion.

Para mas detalles ver, por ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 22 edicién, Sambrook y otros, 1989,
Cold Spring Harbor Laboratory Press. Muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion de los acidos
nucleicos, por ejemplo en la preparacion de los constructos de acido nucleico, la mutagénesis, la secuenciacion, la
introduccion de ADN en las células y la expresion de los genes, y el andlisis de proteinas, se describen en detalle en
Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel y otros eds., John Wiley & Sons, 1992..

Los vectores se pueden transformar en una célula huésped adecuada como se describid anteriormente para
proporcionar la expresion de un polipéptido de la invencion. De este modo, en un aspecto adicional, la invencién
proporciona un proceso para preparar polipéptidos de acuerdo con la invencion, que comprende cultivar una célula
huésped transformada o transfectada con un vector de expresion como se describié anteriormente bajo las
condiciones que proporcionen la expresién mediante el vector de una secuencia de codificacion que codifica los
polipéptidos y recuperar los polipéptidos expresados. Los polipéptidos ademas se pueden expresar en sistemas in
vitro, tales como los lisado de reticulocitos.

Una modalidad adicional de la invencion proporciona células huéspedes transformadas o transfectadas con los
vectores para la replicacion y expresion de los polinucleétidos de la invencion. Las células se elegiran para que sean
compatibles con dicho vector y puede ser por ejemplo bacteriana, de levadura, de insecto o de mamifero. Las
células huéspedes se pueden cultivar bajo condiciones para la expresion del gen, de modo que se produce el
polipéptido codificado. Si el polipéptido se expresa acoplado a un péptido lider sefial adecuado, se puede secretar a
partir de la célula al medio de cultivo. Después de la produccién mediante la expresion, un polipéptido se puede
aislar y/o purificar a partir de la célula huésped y/o del medio de cultivo, como sea el caso, y posteriormente se usa
como se desee, por ejemplo, en la formulacion de una composicion que puede incluir uno 0 mas componentes
adicionales, tales como una composicién farmacéutica que incluye uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables, vehiculos o portadores

Los polinucledtidos de acuerdo con la invencion ademas se pueden insertar en los vectores descritos anteriormente
en una orientacion antisentido con el fin de proporcionar la produccién de ARN antisentido o las ribozimas.

Métodos de diagnéstico

En una modalidad preferida, la invencion implica métodos para evaluar los aspectos cuantitativos y cualitativos de la
expresion del gen NCAM-180. En un ejemplo la expresion incrementada de un gen o producto del gen NCAM-180
como se proporciona por la presente invencién son indicativos de la presencia de SCLC en un sujeto o del riesgo de
metastasis de un SCLC en dicho sujeto. Técnicas bien conocidas en la materia, por ejemplo, RT-PCR cuantitativa o
semi-cuantitativa o transferencia de tipo Northern, se pueden usar para medir los niveles de expresion de NCAM-
180.

La medicion de los niveles de expresion del gen NCAM 180 puede incluir la medicion de transcriptos de NCAM-180
de origen natural y variantes de los mismos asi como de variantes de los mismos de origen no natural. El
diagndstico y/o pronoéstico de SCLC en un sujeto, sin embargo se dirige preferentemente a la detecciéon de un
producto del gen NCAM-180 de origen natural o variantes del mismo. Asi, la invencion se refiere a métodos de
diagndstico y/o prediccion de SCLC en un sujeto por la medicion de la expresién de un gen NCAM-180 en un sujeto.
Por ejemplo un incremento del nivel de ARNm codificado por una secuencia de acido nucleico de NCAM-180 (por
ejemplo, sec. con num. de ident.: 1, 3 6 5).

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2392103 T3

Los métodos de diagnostico para la deteccion de moléculas de acidos nucleicos de NCAM-180 en muestras de
pacientes u otras fuentes celulares adecuadas, pueden implicar la amplificacion de secuencias de genes
especificos, por ejemplo, por PCR (Ver Mullis, K. B, 1987, patente de los Estados Unidos nim. 4.683. 202), seguido
por el andlisis de las moléculas amplificadas por medio del uso de técnicas bien conocidas para aquellos expertos
en la materia, tales como, por ejemplo, los enumerados anteriormente. Por medio del uso de técnicas de analisis
tales como éstas, las secuencias amplificadas se pueden comparar a los niveles en muestras controles.

El diagnostico y/o pronéstico de SCLC se corresponde con la deteccion de polipéptidos de origen natural de NCAM-
180 en un sujeto. La deteccion de un polipéptido de NCAM-180 puede ser por cualquier método conocido en la
materia.

El tejido o tipo celular a analizar incluye generalmente aquellos que se conoce, 0 se sospecha, que expresan el gen
NCAM-180, tal como, por ejemplo, células cancerosas que incluyen las células de cancer de pulmén, y formas
metastésicas de las mismas. Los métodos de aislamiento de proteinas que se emplean en la presente descripcion
pueden, por ejemplo, ser tales como aquellos descritos en Harlow y Lane (Harlow, E. y Lane, D., 1988, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York). Las células aisladas se
pueden derivar de un cultivo celular o de un paciente.

Métodos de diagnéstico preferidos para la deteccion de productos de genes de NCAM 180 o variantes conservadas
o fragmentos de péptidos de los mismos, en particular el Exonl8 MUM, puede implicar, por ejemplo,
inmunoensayos donde los productos de genes NCAM 180 o variantes de los mismos, que incluyen los fragmentos
de péptidos tales como Exonl18 _MUM se detectan por su interaccién con anticuerpos selectivos. Por ejemplo, los
anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos, pueden usarse para detectar cuantitativamente o cualitativamente la
presencia de polipéptidos codificados de NCAM 180 o variantes de origen natural o fragmentos de péptidos de los
mismos. Los anticuerpos (o fragmentos de los mismos) Utiles en la presente invencion pueden, adicionalmente,
emplearse histologicamente, como en inmunofluorescencia o microscopia inmunoelectrénica, para la deteccién in
situ de los productos del gen NCAM 180 o variantes conservadas o fragmentos de péptidos de las mismas. La
deteccién in situ puede realizarse al retirar una muestra histolégica de un sujeto, tal como secciones de tejido
embebidas en parafina, por ejemplo, tejido pulmonar, y aplicar al mismo un anticuerpo marcado de la presente
invencién. El anticuerpo (o fragmento) se aplica preferentemente por la superposicion del anticuerpo marcado (o
fragmento) sobre una muestra biologica. Ya que el fragmento de NCAM-180 Exonl18_MUM parece expresarse
predominantemente como una proteina intracelular, puede ser deseable introducir el anticuerpo dentro de la célula,
por ejemplo, al hacer la membrana celular permeable. Algunos de los polipéptidos inmunogénicos de NCAM-180
también se pueden expresar en la superficie celular, asi las células se pueden marcar directamente por la aplicacion
de anticuerpos que son especificos o selectivos para los polipéptidos extracelulares de NCAM-180 o fragmentos de
los mismos.

A través del uso de tal procedimiento, es posible determinar no solamente la presencia del producto del gen NCAM-
180, o variantes de origen natural de los mismos o fragmentos de péptido, sino ademas su distribucion en el tejido
examinado. Por medio del uso de los métodos de la presente invencion, los expertos percibiran facilmente que
cualquiera de una amplia variedad de métodos histolégicos (tales como procedimientos de tinciéon) se pueden
modificar con el fin de lograr tal deteccion in situ.

Los inmunoensayos para los polipéptidos codificados por NCAM-180 o variantes conservadas o fragmentos de
péptidos de los mismos, en particular para el Exon18_MUM comprenderan tipicamente poner en contacto una
muestra, tal como un fluido biolégico, tejido o un extracto de tejido, células recién cosechadas, o lisados de células
que se incubaron en cultivo celular, en presencia de un anticuerpo que especificamente o selectivamente se une a
un producto del gen NCAM-180, por ejemplo, un anticuerpo marcado de forma detectable capaz de identificar
polipéptidos de NCAM-180 o variantes conservadas o fragmentos de péptidos de los mismos, y detectar el
anticuerpo unido por cualquiera de un nimero de técnicas bien conocidas en la materia (por ejemplo, transferencia
de tipo Western, ELISA, FACS) . La muestra biologica se puede poner en contacto con e inmovilizarse sobre un
soporte de fase sélida o portador tal como nitrocelulosa, u otro soporte sdélido que es capaz de inmovilizar células,
particulas celulares o proteinas solubles. El soporte se lava con amortiguadores adecuados seguido por tratamiento
con un agente de bloqueo y el anticuerpo marcado que se une selectivamente o especificamente a un polipéptido
codificado de NCAM-180. El soporte de fase sélida se lava con amortiguador una segunda vez para eliminar el
anticuerpo no unido. La cantidad de marcador unido en un soporte sdélido se puede detectar por medios
convencionales. Alternativamente, el anticuerpo que se une selectivamente o especificamente a un polipéptido
codificado de NCAM-180 se inmoviliza, y la muestra biolégica que comprende un

Por "soporte de fase sodlida o portador" se entiende cualquier soporte capaz de unir un antigeno o un anticuerpo.
Soportes o portadores bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrana, nailon,
nitrocelulosa, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, y magnetita. La naturaleza del portador puede ser
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tanto soluble en cierta medida o insoluble para los propésitos de la presente invencién. El material de soporte puede
tener virtualmente cualquier configuracion estructural posible siempre que la molécula acoplada sea capaz de unirse
a un antigeno o anticuerpo. Asi, la configuraciéon del soporte puede ser esférica, como en una perla, o cilindrica,
como en la superficie interior de un tubo de ensayo, o la superficie externa de una varilla. Alternativamente, la
superficie puede ser plana tal como una lamina, tira de prueba, etc. Los soportes preferidos incluyen perlas de
poliestireno. Aquellos expertos en la materia conoceran muchos otros portadores adecuados para la union del
anticuerpo o el antigeno, o seran capaces de determinar los mismos por el uso de experimentacién de rutina.

El anticuerpo anti-NCAM-180 puede marcarse detectablemente por la unién del mismo a una enzima y por medio del
uso del anticuerpo marcado en un inmunoensayo enzimatico (EIA) (Voller, A., "The Enzyme Linked Immunosorbent
Assay(ELISA)", 1978, Diagnostic Horizons 2: 1, Microbiological Associates Quarterly Publication, Walkersville, MD);
Voller, A. y otros, 1978, J. Clin. Pathol. 31: 507-520; Butler, J. E., 1981, Meth.E4Zy7n01. 73: 482; Maggio, E. (ed.),
1980. Enzyme Immunoassay, CRC Press, Boca Raton, FL; Ishikawa, E. y otros, (eds.), 1981, Enzyme
Immunoassay, Kagaku Shoin, Tokyo). La enzima que se une al anticuerpo reaccionard con un sustrato apropiado,
preferentemente un isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido y
fluorescamina.

El anticuerpo también puede marcarse detectablemente por medio del uso de metales emisores de fluorescencia
tales como **?Eu, u otros de la serie de los lantanidos. Estos metales se unen a un anticuerpo por medio del uso de
dichos grupos quelantes de metales como el A&cido dietilentriaminopentaacético (DTPA) o el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Los fluorocromos que se usan tipicamente son Fluoresceina, Texas Red u otros
fluorocromos tales como la serie Alexa Fluor.

El anticuerpo también puede marcarse detectablemente por acoplamiento a un compuesto quimioluminiscente. La
presencia del anticuerpo marcado con quimioluminiscencia se detecta por la luminiscencia que surge durante el
curso de una reaccion quimica. Ejemplos de compuestos marcadores quimioluminiscentes particularmente Gtiles son
el luminol, isoluminol, éster de acridinio teromatico, imidazol, sal de acridinio y éster de oxalato.

Del mismo modo, un compuesto bioluminiscente se puede usar para marcar el anticuerpo de la presente invencion.
La bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia que se encuentra en sistemas biolégicos en los cuales una
proteina catalitica aumenta la eficacia de una reaccién quimioluminiscente. La presencia de una proteina
bioluminiscente se determina por la deteccién de luminiscencia. Compuestos bioluminiscentes importantes para el
propésito de marcar son luciferina, luciferasa y aecuorina.

En varias modalidades, la presente invencién proporciona métodos para la medicién de polipéptidos de NCAM-180,
y los usos de tales mediciones en aplicaciones clinicas por medio del uso de anticuerpos NCAM-180-especificos o
NCAM-180-selectivos.

La medicion de polipéptidos de NCAM-180 de la invencion es valiosa para detectar y/o estadificar el SCLC, para la
deteccidon de SCLC en una poblacidn, para el diagnostico diferencial de la condicion fisiol6gica de un sujeto, y para
el seguimiento del efecto de un tratamiento terapéutico en un sujeto.

La presente invencion ademdas proporciona para detectar, diagnosticar, o estadificar el SCLC, o para seguir el
tratamiento del SCLC por la medicién del nivel de expresion de un polipéptido de NCAM-180. Adicionalmente a los
polipéptidos de NCAM-180, al menos otro marcador, tal como receptores o antigenos de diferenciacion se pueden
ademas medir. Por ejemplo, los marcadores séricos seleccionados a partir de, por ejemplo pero no limitados a,
antigeno carcino embrionario (CEA), CA15-3, CA549, CAM26, M29, CA27.29 y MCA se pueden medir en
combinacion con un polipéptido de NCAM-180 para detectar, diagnosticar, estadificar, o seguir el tratamiento de
SCLC. En otra modalidad, el indicador de prondstico es el cambio observado en los niveles de diferentes
marcadores en la relacién de uno al otro, mas que los niveles absolutos de los marcadores presentes en un
momento dado. Estas mediciones también pueden ayudar a predecir los resultados terapéuticos y a evaluar y
monitorear la situacién general de la enfermedad de un sujeto.

Métodos de vacunacion

La invencion también se refiere al uso de una vacuna basada en NCAM-180 como un antigeno asociado a tumor
(AAT), su epitopo, mimotopo, anticuerpo especifico o anti-idiotipico, para preparar un medicamento, asi como un
estuche para la inmunizacién activa profilactica y/o terapéutica contra SCLC. Los antigenos asociados a tumores
(AAT) son a menudo la base para el desarrollo de agentes inmunoterapéuticos para la profilaxis y/o tratamiento del
cancer. Los AAT son estructuras que permiten una diferenciacion en relacion a los tejidos no-malignos y asi se
consideran como objetivos para las aplicaciones de diagnostico y terapéuticas de los anticuerpos especificos. Los
AAT tipicamente se expresan en la membrana plasmatica de las células tumorales pero también pueden ser
proteinas intracelulares lo que incluye proteinas nucleares, citosélicas, y de transmembrana.
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Aplicaciones terapéuticas directas de los anticuerpos contra AAT se basan en inmunoterapias pasivas, es decir, un
anticuerpo especifico se administra sistémicamente (o localmente, por ejemplo dentro de una vena que lleva en el
tejido) a pacientes con cancer en una cantidad adecuada y sélo tiene una accion terapéutica hasta tanto su
concentracién en el organismo es lo suficientemente para esto. La vida-media biolégica de tales agentes depende
de sus estructuras y se encuentra en el intervalo desde unas pocas horas hasta varios dias. Por lo tanto, es
necesario proporcionar aplicaciones repetidas. Cuando se usan anticuerpos xenogénicos (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales murinos, AcM), esto, sin embargo, conllevara a reacciones inmunes no deseadas las cuales pueden
neutralizar una posible actividad terapéutica y pueden causar efectos secundarios peligrosos (reacciones
anafilacticas). Por lo tanto, tales agentes terapéuticos inmunes se pueden administrar durante un tiempo limitado
solamente.

Un enfoque diferente para la inmunoterapia del cancer se basa en la activacion selectiva del sistema inmune de los
pacientes con cancer para combatir las células malignas. Esto se intenta por las formas mas diversas de vacunas
contra el cancer. Entre ellas estan las vacunaciones con células tumorales irradiadas o inactivadas de otra manera
(no proliferativas) autdlogas o alogénicas o mezclas de células tumorales autélogas o alogénicas, modificadas
guimicamente o por biologia molecular, AATS aislados o AATS preparados con la ayuda de métodos quimicos o de
biologia molecular, péptidos derivados a partir de estos, mas recientemente ademas vacunacion con ADN que
codifica para AAT o estructuras derivadas de estos, etc. Un método alternativo se basa en el uso de anticuerpos
anti-idiotipicos para la vacunacion contra el cancer. Anticuerpos anti-idiotipicos adecuados pueden imitar
inmunolégicamente a un AAT. Como proteinas extrafias (por ejemplo, anticuerpos murinos, anticuerpos de cabra,
etc.) ellos inducen una fuerte respuesta inmune en humanos después de una vacunacién en contraste a los
antigenos tumorales humanos propios, los cuales, al ser auto-estructuras, a menudo son de solamente poca
inmunogenicidad. Por lo tanto, los anticuerpos anti-idiotipicos se pueden usar como un sustituto inmunogénico de un
antigeno de tumor para propositos de vacunacion.

En contraste con las inmunoterapias pasivas por medio del uso de anticuerpos anti-tumorales, en principio muy
pequefias cantidades de una vacuna adecuada podrian ser suficientes para la inmunoterapia activa especifica del
cancer como para inducir una inmunidad por meses o incluso afios la cual, cuando se vuelve méas débil, se puede
reforzar por las vacunaciones reforzadoras. Ademas, en una inmunizacion activa ambas una inmunidad humoral y
ademas una celular se pueden inducir cuya interaccion puede rendir una accion protectora eficaz.

En resumen, hasta ahora el uso de anticuerpos o sus derivados en la inmunoterapia del cancer se ha basado

esencialmente en dos principios:

. La terapia pasiva con anticuerpos o sus derivados los cuales estén dirigidos contra AAT. En este caso, las
células tumorales se destruyen relativamente especificamente (Immunology Today (2000), 21: 403-410;
Curr. Opin. Immunol. (1997), 9: 717).

. La inmunizacién activa (vacunacion) con células, AAT, o anticuerpos, respectivamente, o sus derivados, los
cuales se dirigen contra el idiotipo de anticuerpos que tienen una especificidad frente a AAT. La vacunacion
activa desencadena una respuesta inmune contra AAT. Esta respuesta inmune asi también se dirige contra
las células tumorales correspondientes (Ann. Med (1999), 31: 66; Immunobiol (1999), 201:1).

La presente invencién ahora tiene como objeto proporcionar una vacuna basada en una NCAM-180 como antigeno
asociado a tumor (AAT), su epitopo, mimoétopo, anticuerpo especifico o anti-idiotipicos se usa para preparar un
medicamento el cual se emplea para la inmunizacion activa profilactica y/o terapéutica contra SCLC, opcionalmente
en combinacién con quimioterapia.

El AAT preferentemente se selecciona a partir del grupo de los péptidos o proteinas como se describe en la presente
descripcion, en particular NCAM-180 o el Exon18_MUM como se describe en la presente descripcién antes. En
incluso una modalidad adicional el AAT se selecciona a partir del grupo que consiste en:
una proteina aislada que consiste esencialmente de sec. con nim. de ident.: 2, sec. Con num de ident.: 4,
sec. con num. de ident.: 6, 0
a un fragmento de dichas proteinas aisladas, donde dicho fragmento es capaz de inducir una respuesta
inmune humoral o celular en un mamifero y comprende un epitopo seleccionado de;
PAASNLSSSVLAN (AA 101-113 de sec. con num. de ident.: 2), VLSPSAPAGVG (AA 117-127 de sec. con
nam. de ident.: 2), LAAAAAPATEAPQ (AA 153-165 de sec. con num. de ident.: 2), KGPDPEPTQPGA (AA
174-185 de sec. con num. de ident.: 2) y DFKMDEGNFK (AA 216-225 de sec. con num. de ident.: 2).

Los AAT que se usan en la vacuna de acuerdo a la invencion preferentemente inducen una respuesta inmune
funcional dirigida contra las células tumorales. Al hacer esto, no sélo las células tumorales durante su division
celular, pero ademas en el estado inactivo (por ejemplo, células madre de tumor como se mostré recientemente), se
atacan por un tratamiento eficaz de la "enfermedad residual minima", o la reduccion del potencial de metastasis. De
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acuerdo con la invencién, preferentemente SCLC ("cancer de pulmoén de células pequefias") se podran o se puede
tratar.

En una modalidad particular, de acuerdo con la invencién al menos dos epitopos iguales o diferentes del AAT
NCAM-180, se proporcionan, o imitan, respectivamente, en la vacuna. Asi, por la inmunizacién activa, se pueden
generar una pluralidad de anticuerpos con especificidad para la misma molécula, sin embargo, para diferentes sitios
de unién de NCAM-180.

La vacuna también puede comprender un anticuerpo glicosilado, especialmente si la propia glicosilacién también
puede imitar un epitopo de un epitopo de carbohidrato del AAT. Este anticuerpo puede imitar particularmente bien
antigenos tumorales celulares, y por consiguiente, causa la respuesta inmune deseada para la inhibicién de las
células tumorales epiteliales.

De acuerdo a la invencion, la vacuna se puede usar para la inmunizacién activa, y por lo tanto se administra en
pequefias cantidades solamente. Asi, no se esperan efectos secundarios particulares, particularmente fiebre y
aumento en el nivel de glucosa, incluso si la sustancia inmundgenica activa que se usa de acuerdo con la invencion
se deriva de especies no-humanas, tales como un anticuerpo murino. Sin embargo, se asume que una sustancia
activa recombinante, quimérica, asi como humanizada o humana combinada con componentes murinos y humanos
serd particularmente adecuada para una administracion a humanos. Por otra parte, una porcion murina en la
sustancia activa por ser extrafia puede adicionalmente provocar la respuesta inmune en humanos.

Aungue, naturalmente, la vacuna que se usa segun la invencién puede contener una sustancia activa derivada de un
anticuerpo nativo, el cual posiblemente se aisl6 a partir de un organismo o paciente, a menudo se usa un derivado
de anticuerpo el cual preferentemente se selecciona a partir de un grupo de fragmentos de anticuerpos, conjugados
u homdlogos, pero ademéas complejos y adsorbatos. En cualquier caso, se prefiere para el derivado de anticuerpo
gue contenga al menos partes del fragmento Fab, preferentemente junto con al menos partes del fragmento F(ab ")2,
y/o partes de la region bisagra- y/o de la parte Fc de un anticuerpo lambda o kappa. Adicionalmente, ademas un
derivado de anticuerpo de simple cadena, tal como el llamado anticuerpo de simple cadena se puede usar en una
vacuna como se define por la invencion. Preferentemente, se usa un anticuerpo del tipo de una inmunoglobulina, por
ejemplo, una 1gG, IgM o IgA. Particularmente preferentemente se usa un anticuerpo 1gG2a, a partir de que los
anticuerpos 1gG2a exhiben una activacién del complemento particularmente buena, lo que resulta en un incremento
de la inmunogenicidad de la vacuna. Esto, ademas, tiene la ventaja de que el contenido del anticuerpo en la vacuna
se puede reducir aln mas.

De acuerdo a la invencion, preferentemente ademas se usa una vacuna la cual comprende un anticuerpo o un
derivado de anticuerpo dirigido contra un antigeno asociado a tumor, es decir, un Abl. La especificidad del
anticuerpo preferentemente se elige a partir de los grupos antes mencionados de los AATS, en particular
seleccionado del grupo de NCAM-180 o Exon18 MUM.

La vacuna que se usa de acuerdo a la invencion ventajosamente se proporciona en una formulacién adecuada. Las
preferidas son aquellas formulaciones con un portador farmacéuticamente aceptable. Esto comprende, por ejemplo,
sustancias auxiliares, amortiguadores, sales, conservantes. La vacuna puede usarse, por ejemplo, para la profilaxis
y terapia de las afecciones asociadas al SCLC, tales como la formacién de metastasis y la enfermedad residual
minima de los pacientes con céncer. En este caso, las células presentadoras de antigeno se modulan
especificamente in vivo 0 ademas ex vivo, como para generar especificamente la respuesta inmune contra el AAT y
las células tumorales.

Por consiguiente, en caso de una inmunizacion activa, es ademas un objeto de la presente invencion proporcionar
una formulacion vacunal que contiene la sustancia activa inmunogénica en la mayoria de los casos solamente a
concentraciones bajas, tales como en una cantidad inmunogénica en el intervalo desde 0,01 [mu]g a 10 mg. En
dependencia de la naturaleza del AAT, su epitopo, mimotopo, anticuerpo especifico o anti-idiotipico, en dependencia
del uso de secuencias extrafias a la especie o derivatizacion, pero ademas en dependencia de los agentes auxiliares
o0 adyuvantes, respectivamente, que se usan, la dosis inmunogénica adecuada se elegira, por ejemplo, en el
intervalo desde 0,01 [mu]g a 750 [mu]g, preferentemente 100 [mu]g a 500 [mu] g. Una vacuna de depdsito la cual se
va a suministrar al organismo durante un periodo prolongado de tiempo puede, sin embargo, ademas contener
cantidades mucho mas altas de anticuerpos, tal como desde al menos 1 mg hasta no mas de 10 mg. La
concentracion dependera de la cantidad administrada de la vacuna liquida o suspendida. Una vacuna usualmente se
proporciona en jeringuillas listas-para usar que tienen un volumen desde 0,01 a 1 ml, preferentemente de 0,1 a 0,75
ml, de la solucién concentrada, o suspension, respectivamente.

Para la inmunizacion pasiva como se describe en la presente descripcién anteriormente, la presente invencién
proporciona ademas una formulacién vacunal que comprende los anticuerpos especificos por AAT en el intervalo de
desde 1 mg a 10 g, preferentemente desde 10 mga 1 g.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2392103 T3

La vacuna que se usa segun la invencion presenta preferentemente el inmundgeno o anticuerpo en un portador
farmacéuticamente aceptable el cual es adecuado para una administracion subcutanea, intramuscular o ademas
intradérmica o transdérmica. Un tipo adicional de administracion es a través de la via mucosal, tal como la
vacunacion por administraciéon nasal o por via oral. Si se emplean sélidos como agentes auxiliares para la
formulacién vacunal, por ejemplo, se administra un adsorbato o una mezcla en suspension del anticuerpo con el
agente auxiliar. En modalidades especiales, la vacuna se administra como una solucién, o vacuna liquida,
respectivamente, en un solvente acuoso.

Preferentemente, una o mas unidades de vacuna de la vacuna tumoral ya se proporcionan en jeringuillas adecuadas
listas-para-usar. Como un anticuerpo es relativamente estable en comparacion con el AAT, las vacunas basadas en
anticuerpos o sus derivados tienen la ventaja esencial de que se pueden poner en el mercado como una solucién
estable al almacenamiento o suspensiéon en una forma lista-para-usar. Sin embargo, un contenido de agentes
conservantes, tales como, timerosal u otros agentes conservantes con una mejor tolerancia no es necesario, puede,
sin embargo, proporcionarse en la formulacion para una mayor durabilidad a temperaturas de almacenamiento
desde la temperatura del refrigerador hasta la temperatura ambiente. La vacuna que se usa de acuerdo con la
invencion puede, sin embargo, también proporcionarse en forma congelada o liofilizada la cual puede
descongelarse, o reconstituirse, respectivamente, cuando sea necesario.

En cualquier caso, demostré ser adecuado aumentar la inmunogenicidad de la sustancia activa que se usa de
acuerdo a la invencién por medio del uso de adyuvantes en la formulacién vacunal. Por lo tanto los adyuvantes de
vacunas adecuados son preferentemente el hidroxido de aluminio (Alu gel) o fosfato, también factores de
crecimiento, linfocinas, citocinas, tales como IL-2, IL-12, GM-CSF, interferon gamma o factores de complemento,
tales como C3d, ademas de preparaciones de liposomas, y ademas formulaciones con antigenos adicionales, contra
los cuales el sistema inmune ya produjo una fuerte respuesta inmune, tales como el toxoide tetanico, toxinas
bacterianas, tales como exotoxinas de Pseudomonas y derivados de lipido A.

Se prefiere un adyuvante el cual permita que el medicamento se administre sin ningun efecto secundario. El término
efectos secundarios abarca, por ejemplo, un aumento del nivel de glucosa o fiebre; enrojecimientos locales en el
sitio de administracion o ligera inflamacion no se consideran efectos secundarios especiales, pero indican que tiene
lugar una reaccién inmune. Para formular la vacuna, ademas métodos conocidos adicionales para conjugar o
desnaturalizar componentes de la vacuna se pueden usar para aumentar ain mas la inmunogenicidad de la
sustancia activa. Las modalidades particulares de la vacuna que se usan de acuerdo con la invencién comprenden
antigenos de vacunacién adicional, en particular anticuerpos anti-idiotipicos adicionales, también mezclas de
anticuerpos inmunogénicos con varios anticuerpos los cuales se administran simultdneamente.

Cuando se combina con la quimioterapia, el uso de acuerdo con la invencién de la vacuna es preferentemente al
inicio de la quimioterapia. Preferentemente, la quimioterapia se inicia dentro de 1 a 2 semanas. Una vacuna
simultdneamente con y/o durante la quimioterapia también se prefiere por razones practicas. El paciente ya esta
bajo tratamiento clinico, las medidas terapéuticas adicionales son faciles de llevar a cabo. Si la inmunoterapia se
efectia ya en el primer dia de la quimioterapia o dentro de los primeros 2 a 3 dias, el sistema inmune puede
activarse ya en un punto temprano de tiempo, incluso antes de que el organismo se vea afectado adversamente por
la quimioterapia. La quimioterapia, de hecho, tiene efectos secundarios, tales como el de un sistema inmune
debilitado, lo cual hace al paciente cada vez mas propenso a la infeccién. Precisamente por esta razon, fue
sorprendente que la inmunoterapia se puede usar con éxito inmediatamente antes y durante la quimioterapia. Asi, se
pudo observar que la respuesta inmune después de la inoculacion con una vacuna de tumor se podia inducir en el
primer dia, varias horas antes del inicio de la quimioterapia, en la misma medida como sin un tratamiento
guimioterapéutico. En cualquier caso, el contenido en suero de inmunoglobulinas y anticuerpos especificos por el
antigeno de la vacunacion se aumenté persistentemente, con independencia de una quimioterapia. Incluso hubo
indicios de que la respuesta inmune especifica incluso se incremento por la quimioterapia.

El régimen de administracién de la vacuna segun la invencién contiene preferentemente no sélo la vacunacion inicial
dentro del alcance de la quimioterapia, pero también varias vacunas de refuerzo a ciertos intervalos de tiempo los
cuales por razones practicas, posiblemente, pueden ser iguales a los intervalos de la quimioterapia. También a
continuacién de la quimioterapia, la inmunoterapia a largo plazo durante meses y afios en gran medida es un
régimen adecuado. Ambas, la vacunacion inicial y también vacunaciones posteriores de refuerzo preferentemente se
efectian con la misma vacuna. Se prefiere la combinacién con el adyuvante o la quimioterapia paliativa. La
combinacion con una monoterapia o politerapia es posible. Por razones de los diferentes mecanismos de accion, la
vacuna preferentemente se combina con la poliquimioterapia.

Los agentes preferidos que se usan para la quimioterapia son preparaciones farmacéuticas alquilante. Asi, por
ejemplo, se prefieren agentes que contienen taxanos, antraciclinas o platino. Todas las preparaciones
convencionales que se usan para varios tratamientos contra el cancer se pueden combinar de acuerdo con la
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invencion. Los agentes quimioterapéuticos se administran cominmente por via intravenosa o por via oral. Las
formas de administracion por via oral de los agentes quimioterapéuticos pueden posiblemente ademas administrarse
con la forma por via oral de la vacuna de acuerdo con la invencién como una preparacioén de combinacion.

Una vacunacién como se define por la presente invencion puede basicamente llevarse a cabo tanto para un
tratamiento terapéutico y ademas para un tratamiento profilactico. Tal vacunacién profilactica particularmente,
aungque no exclusivamente-tiene como objetivo a personas que se diagnosticaron con SCLC y la cuales pueden
tener pequenfias (células individuales latentes, pequefias metastasis) metastasis, pero que actualmente se encuentra
libres de cualquier signo de la enfermedad. En tal caso la vacuna seria una vacuna profilactica en que induce una
respuesta inmune la cual puede ser Util contra un futuro brote de SCLC.

En una modalidad preferida, la vacuna que se usa de acuerdo a la invencion comprende un producto del gen NCAM-
180 o un anticuerpo contra este producto de gen, o un anticuerpo anti-idiotipico correspondiente, respectivamente.
Los métodos de formulacion de una vacuna apropiada para el método de la invencidn son conocidos:

. El AAT NCAM-180, sus derivados, epitopos y miméticos se pueden obtener a partir de fuentes naturales o
sintéticas. Ademas los componentes de anticuerpos se pueden sintetizar quimicamente y conectarse
subsecuentemente con estructuras de epitopo, o sintetizarse en comun. En una sintesis quimica de
moléculas portadoras de anticuerpos es posible introducir grupos reactivos en sitios especiales con el fin de
ser capaces tanto de controlar la extension del acoplamiento con un epitopo, asi como el tipo y la
localizacion de la union.

. El AAT NCAM-180 inmunogénico, sus epitopos, miméticos o anticuerpos, se pueden preparar ademas
como moléculas recombinantes por métodos de ingenieria genética. Al cambiar los &cidos nucleicos
modificados genéticamente los cuales codifican moléculas nativas, por ejemplo se pueden producir
derivados adecuados. Una glicosilacién de un producto génico recombinante con las correspondientes
estructuras de glicanos asociados a tumores se puede ademas efectuar por una produccién en células las
cuales se modificaron genéticamente de tal manera que ellas por consiguiente glicosilardn las proteinas.
Tales células pueden ser aislados naturales (clones celulares), ellos se puede encontrar por una deteccién
adecuada para la glicosilacion deseada. Sin embargo, ademas las células se pueden modificar de tal
manera que ellas expresaran las correspondientes enzimas requeridas para la glicosilacion deseada tal que
particularmente la glicosilacion deseada se encontrara en el polipéptido o proteina recombinante
(Glycoconj. J. (1999), 16: 81). Sin embargo, también es posible producir enzimaticamente, o cambiar,
respectivamente, el patron de glicosilacion de proteinas (Clin. Chem. Lab. Med(1998), 36: 373).

. De acuerdo con una modalidad particular de la presente invencion, la vacuna que se usa de acuerdo con la
invencion comprende una molécula de acido nucleico como un precursor para el AAT NCAM-180, donde la
molécula de &cido nucleico codifica productos del gene de NCAM-180 como se define por la presente
invencién. La vacuna de ADN que se obtiene se administra tal como vacunas contra el cancer que se basan
en proteinas.

La presente invencion también se refiere a un estuche que es adecuado para el tratamiento profilactico y/o
terapéutico de afecciones asociadas con SCLC. Este estuche comprende
a) una vacuna basada en el antigeno asociado a tumor NCAM-180, su epitopo, mimotopo, el anticuerpo
especifico o anti-idiotipicos, y opcionalmente
b) un agente para quimioterapia.

La seleccién de los componentes del estuche de acuerdo con la invencion asi como su combinacion se lleva a cabo
como se describid antes. Preferentemente, el estuche comprende adicionalmente dispositivos de aplicacion
adecuados, como, por ejemplo, jeringuillas, dispositivos de infusion, etc. Si la vacuna se proporciona en forma
liofilizada, el estuche contendra adicionalmente una solucidon de reconstitucion adecuada la cual comprende
opcionalmente estabilizadores especiales o aceleradores de la reconstitucion. El estuche mas preferido comprende
varias unidades de la vacuna que se usan segun la invencion, las cuales se emplearan para la vacunacion inicial asi
como por una o mas, preferentemente hasta tres, vacunaciones de refuerzo.

El numero de vacunaciones de refuerzo puede, sin embargo, también ser mas alto, y por esto, se ofrecen los
estuches que contienen solo varias unidades de vacunacion, sin una combinacion con un agente quimioterapéutico.
La frecuencia opcionalmente estara en el intervalo desde 1 a 12 por afio, se prefiere particularmente el intervalo
desde 4 a 8 por afio. La dosis puede permanecer igual o puede disminuir. Las vacunas de refuerzo se pueden llevar
a cabo a intervalos regulares, en principio durante toda la vida. Intervalos adecuados varian desde
aproximadamente 6 a 24 meses y se pueden determinar por la comprobacion del titulo de la respuesta de CTL
inducida (un refuerzo debe hacerse tan pronto como los titulos de la respuesta de CTL inducida decaigan
marcadamente).
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La presente invencidon se entendera mejor por referencia a los Detalles Experimentales que siguen, pero los
expertos en la materia apreciaran facilmente que éstos son solamente ilustrativos de la invencién como se describe
mas completamente en las reivindicaciones que siguen posteriormente. Adicionalmente, a lo largo de toda esta
solicitud, se citan varias publicaciones.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién. Otras modalidades ocurriran a los expertos en la materia a la luz de
estos ejemplos.

Experimentos para investigar la expresion diferencial de NCAM-180 (Exonl8_MUM) en varios linajes
celulares.

La expresion diferencial de NCAM-180 se evalu6 en diferentes lineas celulares de cancer y controles sanos, por
medio del uso de procedimientos conocidos en el arte que incluyen;

. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc de acuerdo a procedimientos estandar, y
. Amplificacién por PCR para evaluar la expresion de Exon18 MUM de acuerdo con el principio representado
en la figura 1.

Una expresion de NCAM Exonl18 MUM como parte de NCAM-180 se encontrd en cultivos de células derivadas de
tumores neuroendocrinos (SH-SYSY y CCI) y una clara sobre-expresion mas particularmente en lineas celulares de
cancer de pulmén de células pequeiias (SCLC) (Figura 2). Los resultados para las otras lineas celulares se
resumen en la tabla 1

Tabla 1: Expresién diferencial de Exon18_MUM (NCAM-180) en células de cancer y controles sanos. Cédigo alta
expresion (++), expresion normal (+), baja expresion (+/-), no expresion (-)
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Exon18 MUM. Ambos el cebador directo

de ident.:

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2392103 T3

El ADN que codifica el NCAM Exonl18_MUM, ambos el Exon1l8_MUM de longitud completa y el truncado, se
clonaron con éxito en:

o pRSET (Invitrogen) un constructo usado para la produccion de proteinas, que produce proteinas
recombinantes etiquetadas con His en E. coli con la siguiente secuencia de proteina (sec. con nim. de ident. 2);
(la version truncada se muestra en cursiva — sec. con nam. de ident. 6)

1 Ilpadttatve dmlpsvttvt tnsdtitetf atagnsptse tttltssiap
51 patatpdsns vpaggqatpsk gpsasapspa pasapkvapl vdlsdtptst
101 paasnlsssv langgavisp sapagvgeas kappaskptp apvptptgaa
151 splaaaaapa teapgakqgea pstkgpdpep tgpgaakspa eaatalaspk
201 seaasvsttn psqgedfkmd egnfktpdid lakdvfaalg spapaagasg
251 gapelapsta dssvspapak t

o pCIl (Promega) un constructo de ADN que se usa para la inmunizacion.
B. Produccioén y purificacion de proteinas de NCAM Exon18_MUM

Las bacterias se transformaron con constructos de expresion (pRSET, Invitrogen) que codifican la proteina
Exonl18 MUM. Se us6 un constructo pRSET que codifica la proteina NCAM Exonl18_ MUM truncada (marcada en
cursiva en la secuencia de la proteina NCAM Exonl18_MUM arriba) y un constructo pRSET que codifica la secuencia
de la proteina de longitud completa NCAM Exonl8_MUM. La transformacién se realiz6 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Ambas formas de la proteina se expresaron como proteinas etiquetadas con His y la
purificaciéon se realiz6 en columnas de quelato de Ni de acuerdo con procedimientos estandar. Las proteinas
etiquetadas con His se eluyeron a partir de las columnas por medio del uso de 300 mM de imidazol, y las soluciones
de proteinas eluidas subsecuentemente se re-naturalizaron por medio del uso de una didlisis estdndar contra PBS.
La pureza de los productos de proteina NCAM Exon18_MUM se muestra en la Fiqura3 Ay B.

Experimentos para validar el potencial inmunogénico de NCAM-180 y los productos génicos de NCAM-180
como un antigeno candidato

C. Inmunizaciones y mediciones de la respuesta inmune
C1.La inmunizacién con NCAM Exon18_MUM induce respuestas inmunes celulares

Basado en la expresion diferencial de PCR, la variante empalmada de NCAM Exonl18_MUM se identificé como un
objetivo potencial para la inmunoterapia del cancer de pulmén. Como se describié anteriormente, para este nuevo
antigeno se prepararon ambos el ADN y la proteina recombinante. Por medio del uso del procedimiento anterior, la
proteina truncada MUM se produjo en E. coli, se purificé y subsecuentemente se usO para la inmunizaciéon de
ratones Balb/c.

C1.1 Inmunizacién con la proteina Exon18_MUM y/o ADN de Exonl8 MUM vy re-estimulacion in vitro con una
mezcla de péptidos 9-meros superpuestos.

En un primer tipo de experimento, algunos ratones se indujeron, en lo sucesivo también referido como inmunizan,
con la proteina Exon18_MUM truncada en PBS, ya sea con o sin un adyuvante tal como Abisco-100 y algunos se
inmunizaron con ADN que codifica la Exon18_MUM. Adicionalmente, la inmunizacion con la proteina Exon18_MUM
se combin6 con la inmunizacion de ADN de Exon18 MUM. Al dia 21, estos diferentes grupos se reforzaron como se
muestra a continuacion:

Observacion:
- La proteina Exon18_MUM se representa en la tabla como proteina MUM.

- EI ADN de Exon18_MUM se representa en la tabla como ADN MUM
- El adyuvante que se usoé es Abisco-100

Inmunizacion t=0 Refuerzo t=21 dias
1 |4 BALB/c hembras PBS PBS
2 |4 BALB/c hembras vector pCl vacio vector pCl vacio
3 |4 BALB/c hembras Adyuvante Abisco Adyuvante Abisco
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Inmunizacién t=0 Refuerzo t=21 dias
4 |4 BALB/c hembras Proteina MUM en Abisco Proteina MUM en Abisco
5 |4 BALB/c hembras Proteina MUM sin adyuvante Proteina MUM sin adyuvante
6 |4 BALB/c hembras ADN MUM ADN MUM
7 |4 BALB/c hembras ADN MUM Proteina MUM en Abisco

Para la inmunizacién de proteina se usoé:
o 10 ug de proteina recombinante Exon18_MUM en PBS, opcionalmente formulada con 12 pug de Absico-100.
Para la inmunizacién de ADN se uso:

o 2 x 50 ug de ADN Exon18_MUM (en vector pCl) (50 ug dentro del M. tibial anterior de cada una de las dos patas
traseras)

Ratones BALB /c (n = 4 en cada grupo) se inmunizaron el dia 0 y reforzaron en el dia 21. Treinta dias después de la
primera inmunizacion, los bazos de raton se aislaron, se prepararon suspensiones de células de bazo y se
sembraron a una densidad de 1,5 10° células/pocillo. La re-estimulacion in vitro se realizo por 4h a 37°C (5% CO,).
La re-estimulacion se realizé con una mezcla de péptidos 9-meros superpuestos que cubre la secuencia de longitud
completa de aminoacidos de la proteina MUM truncada. Se usaron un total de 45 péptidos superpuestos. Se calculd
el nimero de células que contenian IFN-y intracelular en 10° células CD8 positiva para todos ratones inmunizados,
como se determina por citometria de flujo (Figura 4 grupo A-G). Los datos muestran un bajo nimero de células T
CD8 positivas que contienen IFN-y intracelular lo que representan una respuesta limitada CTL en los animales
inmunizados y reforzados con la proteina Exon18_MUM (Figura 4 grupo D). Los ratones inmunizados con proteina
Exonl8 MUM en adyuvante Abisco-100 aparentemente no indujeron una respuesta de CTL en absoluto (Figura 4
grupo C). Para los ratones inmunizados con ADN de Exon18_MUM se encontrd que la inyeccion intramuscular del
ADN que codifica la Exon18_MUM truncada indujo claramente una respuesta de células T citotdxicas especifica por
MUM (Eigura 4 grupo F y G), cuando se compara con los ratones inmunizados solo con el vector pCl, realizada
como inmunizacién control. Se encontraron 727 células que contenian IFN-y intracelular de un total de 10° células T
CD8 positivas (0,7%). Los datos sugieren incluso un ligero incremento en el nimero de células T CD8 positivas
células que contenian IFN-y intracelular para los ratones inmunizados con ADN de Exon18_MUM vy reforzados con
proteina Exon18_MUM con Abisco-100 (887 células T 10° CD8 positivas que contenian IFN-y intracelular, 0,9%).
Para todos los bazos se realiz6 como un control negativo, una re-estimulacién in vitro con una mezcla de péptidos
irrelevantes (IPP). Aqui, como control una mezcla de péptidos que cubre una region de NCAM que difiere a partir de
la secuencia de Exon18_MUM, tal como por ejemplo la regién del exén 7pi8 de NCAM de la proteina NCAM. En el
presente ejemplo, la IPP consisti6 de 17 péptidos superpuestos (9-meros, superposicion de 5 aminoacidos) que
abarcan una secuencia de 76 amino&cidos de la region del exén 7pi8 de NCAM de la proteina NCAM.

Ni para los animales inmunizados con la proteina recombinante Exon18 MUM, ni para los animales inmunizados
con ADN de Exonl18_MUM, se encontraron células T CD8 positivas que contenian IFN-y intracelular tras la re-
estimulacion con esta IPP. Ya que las células T de los animales inmunizados no se pueden re-estimular con una
IPP, se concluye que la inmunizacion con MUM induce células-T especificas por MUM.

Basados en este experimento se concluye que la inmunizacién con la proteina recombinante Exon18_MUM vy el
ADN que codifica Exon18_MUM induce una respuesta de células- T especifica por MUM. La Inmunizacién con la
proteina Exon18 MUM sdlo dio lugar a un nimero limitado células T CD8 positivas que contenian IFN-y intracelular,
mientras que la inmunizacién con ADN que codifica Exon18_MUM indujo una significativa respuesta inmune celular
especifica por MUM.

Basados en los resultados de estos experimentos se concluye que:
0 la inmunizacién con ADN de Exon18_ MUM induce una significativa respuesta de células T citotoxicas
especifica por MUM.
o la proteina truncada Exon18_MUM sola es inmunogénica e induce una respuesta de CTL especifica por
MUM, como se identificd tras la re-estimulacibn con una mezcla de péptidos 9-meros superpuestos
relacionados con MUM.

C 1.2 Inmunizacion con proteina Exon18_MUM y/o ADN de Exon18_MUM, re-estimulacioén in vitro con una mezcla
de péptidos 9-meros superpuestos

En el siguiente tipo de experimento se usaron para la re-estimulacion in vitro péptidos 9-meros individuales que
cubren la secuencia de la proteina Exon18_MUM truncada (péptidos 9-meros, superpuestos 5-meros), y no la
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mezcla de péptidos 9-meros total descrita antes en la presente descripcion. La re-estimulacion in vitro con péptidos
9-meros individuales se llevd a cabo con el fin de realizar un mapeo detallado de los epitopos de CTL en la
secuencia de la proteina Exon18_MUM. En cada experimento se usaron 11 animales, 1 ratén control negativo, y dos
grupos cada uno de 5 animales que se inmunizaron por grupo como se muestra mas abajo en el dia 0 y se
reforzaron como se muestra mas abajo en el dia 21:

Grupo 1: 1 raton inmunizado y reforzado con 100 pg de vector pCl vacio
Grupo 2: 5 ratones inmunizados y reforzados con 100 ug de ADN MUM
Grupo 3: 5 ratones inmunizados y reforzados con 210 ug de proteina NCAM 18MUM.

Se hicieron nueve experimentos, cada uno con 11 animales.

Cuarenta y cinco animales se inmunizaron con la proteina Exon18 MUM truncada, 45 animales con ADN de
Exon18_MUM truncada y 9 animales con el vector pCl vacio.

En cada experimento los ratones se sacrificaron 12 - 14 dias después del refuerzo. Los bazos se extirparon, se
prepararon suspensiones de células de bazo, se sembraron en placas de 96 multipocillos, y se re-estimularon in vitro
con péptidos 9-meros individuales de NCAM Exon18 MUM. En cada experimento se probaron 5 péptidos para la re-
estimulacion vitro, el experimento se repitié 9 veces, se probaron en total 45 péptidos. Este mapeo de epitopos nos
permitié localizar los mejores epitopos para CTL en la proteina Exon18_MUM truncada.

La re-estimulacion vitro se realizé con un total de 45 péptidos 9-meros de MUM superpuestos que cubren la
secuencia de AA de la proteina Exon18_MUM truncada (tabla 2).

Tabla 2: Secuencias de péptidos 9-meros superpuestos de la proteina NCAM Exon18 MUM

23 PLVDLSDTP 46 TQPGAAKSP
24 LSDTPTSTP 47 AAKSPAEAA
25 PTSTPAASN 48 PAEAATALA
26 PAASNLSSS 49 ATALASPKS
27 NLSSSVLAN 50 ASPKSEAAS
28 SVLANQGAV 51 SEAASVSTT
29 NQGAVLSPS 52 SVSTTNPSQ
30 VLSPSAPAG 53 TNPSQGEDF
31 SAPAGVGEA 54 QGEDFKMDE
32 GVGEASKAP 55 FKMDEGNFK
33 ASKAPPASK 56 EGNFKTPDI
34 PPASKPTPA 57 KTPDIDLAK
35 KPTPAPVPT 58 IDLAKDVFA
36 APVPTPTGA 59 KDVFAALGS
37 TPTGAASPL 60 AALGSPAPA
38 AASPLAAAA 61 SPAPAAGAS
39 LAAAAAPAT 62 AAGASGQAP
40 AAPATEAPQ 63 SGQAPELAP
41 TEAPQAKQE 64 PELAPSTAD
42 QAKQEAPST 65 PSTADSSVS
43 EAPSTKGPD 66 DSSVSPAPA
44 TKGPDPEPT

45 DPEPTQPGA
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Para cada péptido la re-estimulacién se realizé en 5-veces. Las células se permeabilizaron, fijaron y tifieron para
IFN-y intracelular y CD8 expresado en la superficie por medio del uso de anticuerpos marcados fluorescentes. El
nimero de células que contienen IFN-y intracelular por 10° células CD8 positivas se midié por analisis de FACS.

Los resultados se muestran en la Figura 5.

Se encontré que la inmunizacion con la proteina Exon18_MUM truncada indujo células-T citotéxicas especificas por
MUM como se mostrd por la re-estimulacion in vitro con el péptido 26-27, el péptido 30-32, el péptido 40-42, el
péptido 45-47 y el péptido 55 -58 (Figura 5). Es interesante que, estos datos muestran que algunas regiones
especificas de la proteina recombinante truncada MUM son epitopos de CTL potenciales. Ademas, estos datos
confirman que la proteina MUM truncada es altamente inmunogénica incluso sin Abisco-100 como se encontré en el
experimento de inmunizacion. Adicionalmente, los ratones también se inmunizaron con ADN de plasmido de NCAM
Exon18_MUM. Como se muestra en la Figura 6A la inmunizacién con ADN indujo una alta respuesta de CTL
especifica por MUM. La re-estimulacion in vitro con el péptido 25-28, el péptido 30-32, el péptido 40-44, el péptido
45-47, el péptido 52-54, el péptido 62 y el péptido 65 mostré claramente que se indujeron células-T citotdxicas
especificas por MUM tras la inmunizacion de los animales con el ADN de Exon18_MUM. Cuando se compara con
los epitopos de CTL a partir de los ratones inmunizados con la proteina, los péptidos 26-27, 30-32, 40-42, 45-47 y el
péptido 65 ademas se encontraron en los animales inmunizados con ADN. Estos datos muestran que se inducen
células-T citotoxicas contra algunos de estos epitopos en animales tras ambas la inmunizacion con ADN y proteinas

A continuacion, los epitopos de CTL como se encuentran en la inmunizacion con el ADN de Exonl18_MUM vy la
proteina Exon18_ MUM, se compararon con los epitopos de CTL previstos por el software SYPHEITI. Este software
se uso para prever la puntuacion para todos los péptidos 9-meros para el haplotipo H2-D%?, el haplotipo MHC de los
ratones Balb /c. Para todos los péptidos 9-meros que se usaron en la re-estimulacion in vitro se predijo una
puntuacion, estas puntuaciones se representan en la Figura 6B. Algunos de los péptidos previstos como posibles
epitopos de CTL, lo cual significa que estos péptidos tienen el potencial de re-estimular in vitro la correspondiente
célula T citotéxica inducida in vivo, se confirmaron claramente en nuestros experimentos en ratones. Los datos
muestran que la re-estimulacion in vitro de linfocitos aislados a partir de ratones inmunizados con Exon18_MUM, con
cualquiera de los péptidos 31, 53 y 56, eficazmente resulta en la re-estimulacién de estas células-T CD8 positivas
inducidas in vivo en ratones.

D. ELISA de NCAM Exon18_MUM

Se realiz6 un ELISA de NCAM Exonl8 MUM como sigue. Las placas ELISA se recubrieron con proteinas
Exon18 MUM NCAM etiquetadas con His (de longitud completa o truncada) y se bloquearon con leche descremada
seca (2%). Se afiadieron los sueros de ratones inmunizados con la proteina NCAM Exon18_MUM diluidos en serie.
Los anticuerpos especificos por MUM que se indujeron tras la inmunizacion se unieron especificamente a la proteina
Exonl18_MUM en las placas recubiertas. La especificidad de los anticuerpos se confirmd mediante la deteccion de la
unién de los anticuerpos a una placa recubierta con una proteina control negativa etiquetada con His que también se
produjo en E. coli. Los anticuerpos unidos se detectaron con un anticuerpo anti-lg de ratén conjugado a peroxidasa
de rabano picante. La enzima conjugada oxida el sustrato 3,3', 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB). La reaccion se detuvo
con H,SO4 y la DO del producto oxidado se midié a 450 nm de acuerdo a procedimientos estandar.

D1. Lainmunizacion con NCAM Exon18 MUM induce respuestas_inmunes humorales

Se midieron los titulos de anticuerpos en el suero de ratones Balb /c inmunizados con la proteina de NCAM
Exon18_MUM y/o ADN de pladsmido de Exon18 MUM. Los animales inmunizados con la proteina Exon18_MUM
truncada ambos en PBS o en adyuvante Abisco-100, desarrollaron titulos de anticuerpos especificos anti-MUM en el
suero, como se muestra en la Figura 7 grupo C y D (barras oscuras). No se mostré unién de los anticuerpos del
suero cuando se realizo el ELISA con placas recubiertas con la proteina control negativo etiquetada con His que
también se produjo en E. coli (Figura 7 grupo C y D (barras grises). Estos datos muestran que no se produjeron
anticuerpos anti-histidina o anticuerpos contra proteinas vinculadas a E. coli en el suero de los animales
inmunizados. La inmunizacién con el plasmido que codifica el ADN de NCAM Exonl18_MUM no indujo titulos de
anticuerpos en el suero. Solamente cuando los ratones inmunizados con ADN se reforzaron con la proteina
formulada NCAM Exon18_MUM se encontré una clara induccién de titulos de anticuerpos anti-MUM (Figura 7
grupo F y G). Nuestros datos muestran claramente que la inmunizacion de ratones con la proteina NCAM
Exonl18_ MUM truncada induce una significativa respuesta inmune humoral especifica por MUM.
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D2. Elisa basado en la proteina Exon18_MUM de longitud completa versus la proteina Exon18_MUM
truncada.

Se midieron los titulos de anticuerpos en el suero de ratones inmunizados con la proteina Exon18_MUM truncada. El
suero se obtuvo a partir de un total de 45 animales inmunizados con proteina Exon18_MUM truncada y 5 ratones
inmunizados con el vector pCl vacio. Se compararon las respuestas inmunes humorales como se detectaron en las
placas de ELISA recubiertas con las proteinas recombinantes Exon18 MUM de longitud completa y Exon18_ MUM
truncada (Figura 8).

Como se muestra en la Figura 8, no se encontraron diferencias significativas en la deteccion de anticuerpos
especificos por MUM en los sueros de los animales inmunizados si el recubrimiento se realiz6 con la proteina
Exonl18 MUM de longitud completa o truncada. Estos datos muestran que cuando se recubre con la proteina
Exonl18_MUM completa todos los epitopos como se exponen en la Exon18_MUM todavia estan disponibles.

E. Produccion de anticuerpos monoclonales anti-MUM

Los ratones se inmunizaron/reforzaron con la proteina NCAM Exonl8_MUM truncada de acuerdo con
procedimientos estandar. Las células del bazo se fusionaron con células de mieloma NSO. Las células fusionadas se
sembraron en medio de seleccion HAT de acuerdo con procedimientos estandar. Los clones viables se
seleccionaron y el anticuerpo secretado subsecuentemente se detectd en células que expresan NCAM
Exonl18_MUM al seguir procedimientos inmunocitoquimicos estandar. Los anticuerpos monoclonales obtenidos se
detectaron en células H69 y H82 positivas para NCAM Exon18 MUM. Finalmente, se selecciond un clon, este clon
de hibridoma produce un anticuerpo monoclonal que muestra la tincion tipo-NCAM en las lineas celulares H69 y H82
gue expresan NCAM Exon18_MUM en tincién inmunocitoquimica. Se usaron anticuerpos de cabra contra 1gG de
raton marcados con Alexa Fluor como anticuerpo secundario y se realiz6 la visualizacion por microscopia de
fluorescencia (Figura 9). La seleccion adicional del clon (MUMI 21 B2) se bas6 en la ausencia de tincion en las
células HCT-116 negativas para NCAM Exon18_MUM. Ademas, la tincion de MUMI 21 B2 mostré una localizacion
adecuada, en las regiones de contacto célula-célula, como se muestra por formacion de imagenes confocales
(Figura_10). Para estos experimentos se usaron anticuerpos que se enriquecieron por medio del uso de la
produccién en un biorreactor MiniPerm.

En resumen, el anticuerpo monoclonal anti-MUM (MUMI 21 B2) que muestra una tincién de tipo NCAM en células
gue expresan NCAM Exon18_MUM, y no en las células HCT-116 negativas para NCAM Exon18 MUM.

Experimentos para validar el potencial inmunogénico de NCAM 180 y Exon18 MUM como un antigeno
candidato

Se realiza un experimento con animales en el cual

1) Se validé el potencial inmunogénico de células que expresan la proteina NCAM-180 o la proteina Exon18 MUM
usada como una vacuna de célula entera para el tratamiento de tumores que expresan NCAM-180.
Los ratones se vacunaron con células RVIK (H-2k no coincidencia de MHC), que expresan NCAM-180 de tamafio
completo o el Exon18_MUM irradiadas con 200Gy, que se usaron como una vacuna de células enteras. Los tumores
que expresan la proteina de NCAM-180 se inducen en ratones por la inyeccion de células Renca (H-2b coincidencia
de MHC) transfectadas establemente que expresan el antigeno. La eficiencia de la proteccion e inmunizacién de las
células que expresan NCAM-180 y Exon18_MUM que se usan como una vacuna de células enteras se evalla en
base al volumen del tumor y la supervivencia de los ratones. Se determinan respuestas de CTL y anticuerpos
respectivamente en las células del bazo (aisladas en la semana 9) y muestras de sangre (tomada al inicio del
estudio y después de las semanas 3,5y 7).

2) se validd el potencial inmunogénico de un constructo de ADN que codifica el Exon18_MUM que se usé como una
vacuna de ADN para el tratamiento de tumores que expresan NCAM-180.

Los ratones se vacunan con una construccion de ADN que codifica el Exon18 MUM, usado como vacuna de ADN.
Los tumores que expresan la proteina NCAM-180 se inducen en ratones por medio del uso de células Renca (H-2b
coincidencia de MHC) transfectadas establemente que expresan el antigeno. La eficiencia de la
proteccién/inmunizacién de un constructo de vacuna de ADN que codifica la Exon18_MUM se evalla en base al
volumen del tumor y la supervivencia de los ratones. Las respuestas de CTL y anticuerpos se prueban
respectivamente en células de bazo (aisladas en la semana 9) y muestras de sangre (tomadas al inicio del estudio y
después de la semanas 3,5y 7).

3) se valid6 el potencial inmunogénico de la proteina Exon18 MUM, que se usé como una vacuna de proteina para
el tratamiento de tumores que expresan NCAM-180.

Los ratones se vacunaron con la proteina Exon18_MUM, que se usé como una vacuna de proteina. Los tumores
que expresan la proteina de NCAM-180 se inducen en ratones por la inyeccién de células Renca (H-2b coincidencia
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de MHC) transfectadas establemente que expresan el antigeno. La eficiencia de la proteccion/inmunizacion de la
proteina Exon18_MUM se evallGa en base al volumen del tumor y la supervivencia de los ratones. Las respuestas de
CTL y anticuerpos se prueban respectivamente en células de bazo (aisladas en la semana 9) y muestras de sangre
(tomadas al inicio del estudio y después de la semanas 3,5y 7).

Perspectiva de las vacunaciones para evaluar el efecto in vivo de

0 Células que expresan NCAM180 y Exon18_MUM como una vacuna de células enteras.
0 ADN de Exon18 MUM como una vacuna de ADN

o Proteina Exon18_MUM como una vacuna de proteina

Balb/c (H- |Vacunacién |Tumor Expectativas Proporciona informacién acerca de
2d) con ... inducido
con
Grupo_a |solucion Renca + Crecimiento del tumor, sin |- |La inducibilidad de un tumor Renca
(N=10)) salina NCAM-180 | proteccion. 0% sobrevida con (NCAM-180 (vacuna blanco)
Grupo_b |Renca +|Renca +|100%  proteccion =  100% |- |Inmunizacién con vacuna de células
(N=10) NCAM-180 NCAM-180 |sobrevida enteras
Sin crecimiento tumoral - |[Ninguna informacién acerca de la
relevancia de NCAM. (control
positivo de vacunacion)
Grupo_c |RVIK +|Renca + |Proteccion? Crecimiento tumoral |- |Una vacuna de células enteras con
(N=10) NCAM 180 NCAM-180 |reducido ? NCAM-180 o Exonl8 MUM solos
como inmundégeno
Grupo_d |RVIK+ Renca + |Proteccion ? Comparacion con el | |Reduce el crecimiento tumoral para
(N=10) 18MUM NCAM-180 |potencial inmunogénico de NCAM- | |tumores que expresan NCAM-180.
180+pi. -
P - |La respuesta inmune celular o
humoral
Balb/c (H- |Vacunacién |Tumor Expectativas Proporciona informacién acerca de
2d) con ... inducido
con
respuesta.
Grupo_e |RVIK Renca+ Sin proteccién - |La actividad protectora de las células
(N=10) NCAM-180 parentales RVIK
Grupo_g |Proteina Renca + |Protecciéon? Volumen tumoral |- |[La vacuna basada en la proteina
(N=10) 18MUM NCAM-180 |reducido después de la| |Exonl18_MUM protege del
inmunizaciébn con la proteina| |crecimiento del tumor que expresa
Exon18-MUM. NCAM-180.
. Este modelo enfatiza que la proteina NCAM 180 o la proteina Exon18_MUM son antigenos potenciales a

usar en el desarrollo de vacunas. Adicionalmente, se compara con este modelo in vivo el potencial inmunogénico de
Exon18 MUM usado como una vacuna de células enteras, una vacuna de ADN o una vacuna basada en proteina.

Para cada grupo:

. La inmunizacion se realiza con 100 pl (106 células (RVIK), irradiadas con 200 Gy o 50 pg de ADN) o 100 .g
de proteina en 30pl. La vacunacion se hara tres veces con tiempo intermedio de una semana.

. El tumor se induce con 100ul (105 células (Renca)) que expresan NCAM-180. Esta inmunizacion se hace
una semana después de la Ultima vacunacion, y se realiza sélo una vez

. El crecimiento tumoral se mide ambos horizontal y vertical.
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<110> MUbio Products BV
<120> Vacuna contra el cancer
<130> MUB-001
<150>EP06447035.4
<151> 2006-03-13

<160> 6

<170> PatentIn versioén 3.3
<210>1

<211>813

<212>ADN

<213> Homo Sapiens
<220>

<221>CDS
<222>(1)..(813)

<223>

<400>1

ctgcetgecg acactacgge cactgtegag
actaactctg acactatcac cgaaaccttt
accaccaccc tgacctccag tattgccccg
gtaccggctg gccaggccac cccttccaag
ccagettecag cccccaaggt cgecccccctc
cctgecegeta geaatttgte ttctagtgtce
agegeccectg ctggtgtegy ggaggeoctet
gcaccagtecc ccaccccgac tggggcagec
acagaagccc ctcaggccaa gcaggaggcet
acccagcccy gagccrgcgaa gagcecggec
agcgaggctg cctccgtcag caccacaaac
gaagggaact tcaagacccc agatattgac
tetectgetc cogecgetgyg ggocagtgga
gacagctctg tttegeectge gccagcaaag

<210>2

<211>271

<212>PRT

<213> Homo Sapiens
<400>2
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gacatgetge
geeactgete
ccggccacygg
gggcccageg
gttgacctga
ctggctaacc
aaggctecte
agtcectctag
cccagcacca
gaggcagcca
ccttccecagg
cttgcaaagg
caagcccctyg
acqg

cttctgtcac
agaacageccc
ccacgectga
cctetgceee
gcgacaccce
aaggggctgt
cggecageaa
cagcagcgge
aaggcccgga
cageecttge
gcgaggactt
atgtttttge
agcttgeree

caccgtcace
caccagtgag
ctcaaactct
ctcceeggece
gacctcaacc
cctcagecceca
geccaccect
tgceccetgee
cecggageec
tagcccgaag
taaaatggac
agccctggge
ttccactgca

LPADTTATVE DMLPSVTTIVT TNSDTITETF ATAQNSPTSE TTTLTSSIAP
PATATPDSNS VPAGQATPSK GPSASAPSPA PASAPKVAPL VDLSDTPTST
PAASNLSS5SV LANQGAVLSP SAPAGVGEAS KAPPASKPTP APVPTPTGRA
SPLAAAARPA TEAPQAKQEA PSTKGPDPEP TQPGAAKSPA EAATALASPK
SEAASVSTIN PSQGEDFKMD EGNEFKTPDID LAKDVFAALG SPAPAAGASG

QAPELAPSTA DSSVSPAPAK T
<210>3

<211>3588

<212>ADN

<213> Homo Sapiens
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<400>3

gaattcgagg atccgggtac
caattctgca agzaztaatca
agccgcoghe cacacteget
cctececagee agcagattac
ctgggaactg cagtttctct
ggagagtcca aattcttett
tggttctecee ccaatggaga
aatgatgatt cctcetecace
tacaagtgtg tggttacagg
atctttcaga agetcatgtt
gatgcogtga ttgtgtgtga
aaaggccgaq atgtcatcct
ctgcagatee ggggceatcaa
ctggcacggy gggagatcaa
atccaggcca ggcagaatat
gtgtgcgatg ccgaaggett
atagagcaag aggaagacga
atcaaaaagg tggataagaa
ggcgageagg atgcegaccat
gagaaccaga ctgccatgga
gaccccatte cctecatcac
gettegtgga ctegaccaga
catgccecgtg tgtcocgtoget
atctgcacecg ccagcaacac
tatgccocccaa agetacaggq
atcacctgeg aggtatttge
ctgetgecaa gctccaatta
ctggaggtga ccccagacte
cgcattggge aggagtcctt
tccatcgace aggtggagcec
gccacaggtg gggtgcccat
gtatggcatt ccaagtggta
gtgggcctga agcoccogaaac
ctgggtgaga tcagcgcgge
gcacctaagc tcgaagggea
aagcaggatg acggcggetce
tecgagtgga aaccagagat
ctggactgga atgctgagta
aaggcqggete attttgtgtt
agceccacct caggectgag
ctgctcctgg tggttgtgga
tgcattgegg tcaacctgtg
gagggcaagg ccgecttete

gaggaggaga ggaccccaaa
ccactgacgg agcccgagel
tctgtcacca ccgtcaccac
aacagcccca ccagtgagac
acgectgact caaactctgt
tctgeeceet ceeeggecee
gacacccega cctcaaccec
ggggetgtce tcageccaag
gccagcaagc ccacccctgc
gcageggctg cccctgecac
ggceeggace cggageccac
gcccttgeta gocccgaagag
gaggacttta aaatggacga
gtttttgecag cecctgggete
cttgctcctt ccactgcaga
gtagaagcaa agccagagtg
acggtcceeca atgacgeccac
<210>4

<211>1186

<212>PRT

<213> Homo Sapiens

catggcgeogt
tactcagecct
gcagggggyyg
aatgctgcaa
gcaggtggac
atgccaagtg
aaagctcacc
cctcaccatce
cgaggatgge
caagaatgcg
tgtggtcage
gaaaaaagat
gaaaacagat
cttcaaggac
tgtgaatgee
ceccagagecoe
tgagaagtac
cgacgaggct
¢cacctcaaa
attagaggayg
ctggaggact
gaagcaagag
gaccctgaaqg
catcggecag
cectgtggct
ctatcccagt
cagcaatate
tgagaatgat
ggaattcatc
atactccagce
cctcaaatac
tgatgccaag
aacgtacgee
ctccgagtte
gatgggagag
cceccatcaga
caggctcceg
tgaggtctac
caggacctcg
caccggggce
catcacectge
tggaaaagcc
gaaagatgag

ccatgatgga
gcectgecgac
taactctgac
caccaccetg
accggetgge
agcttcagec
tgccgctagec
cgccectget
accagtccec
agaagccecet
ccagecegga
cgaggctgcec
agggaacttce
tectgekecec
cagctctgtt
ccaggagaca
acagacaaag
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gaacgcagct
ggcaattgtc
gggcacagaa
actaaggatc
attgttccca
gcaggagatg
ccaaaccage
tataacgcca
agtgagtcag
ccaaccccac
tececteccac
gteegattca
gagggcactt
attcaggtca
accgccaace
accatgagct
atcttcagecg
gagtacatet
gtetttgeaa
caggtcactc
tetacccgga
actctggatg
agcatccagt
gactceccagt
gtgtacactt
gccacgatct
aagatctaca
tttgggaact
cttgttcaag
acagcecagg
aaagctgagt
gaagccagca
gtaaggctgg
aagacgcage
gatggaaact
cactatctgyg
tctggcagtg
gtggtggetyg
gcccagecoca
atcgtgggca
tactEcetga
gggcccggygg
teccaaggagc

gggaaacaca
actacggcca
actatcaccg
acctccagta
caggecacee
cccaaggtceg
aatttgtctt
ggtgtecyggg
accccgactg
caggccaage
gccgeogaaga
tcecgtcagea
aagaccccag
gccgetgggy
tcgectgege
gaaacgaage
gagaacgaga

cggctgecye
tgccectagg
tttaccgegg
tcatectggac
gccaggggga
ccaaagataa
ageggatcetce
acatcgacga
aggccaccgt
aggagttecg
caaccatcat
tagtectgte
atcgctgtga
ttgtgaatgt
tcggccagte
ggacaaagga
acgatagtte
gcattgetga
aacccaaaat
ttacctgtga
acatcagcag
ggcacatggt
acactgatgc
ccatgtacct
gggaggggaa
catggtttcg
acacccecete
acaactgtac
cagacacccc
tgcagtttga
ggagagcagt
tggagggcat
¢ggegetcaa
cagtccaagyg
ctattaaagt
tcaggtaccg
accacgtcat
agaaccageca
cagccateec
tcctcatcgt
acaagtgtgg
ccaagggcaa
ccatcgtgga

cagagcccaa
ctgtcgagga
aaacctttge
ttgececegec
cttccaagqgg
ccoecctegt
ctagtgtecct
aggeetctaa
gggcagccag
aggaggctee
gccecggecega
ccacaaacce
atattgacct
ccagtggaca
cagcaaagac
cagcgecage
gcaaagca

31

tggcaggaaa
tctgtcgete
caagaacatc
tttgtottte
gatcagcgtt
agacatctce
agtggtgtgg
cgeceggeatt
caacgtgaag
ggagggggaa
ckggaaacac
caacaactac
gggcagaatc
gccagctace
cgtcaccctyg
tggggaacag
ccagcotgace
gaacaaggct
cacatatgta
agcctcogga
cgaagaaaaqg
ggtgcgtage
cggagagtac
tgaagtgcaa
ccaggtgaac
ggatggccag
tgccagetat
tgcagtgaac
ctcticacca
tgaaccagag
tggtgaagaa
cgtcaccate
tggcaaaggg
ggaacccagt
gaacctgatc
agecgetctee
getgaagtee
aggaaaatcc
agccaacgge
catcttcgtc
cctgttcatg
ggacatggag
ggttcgaacg

cqgagaccacg
catgctgeet
cactgctcag
ggeccacggec
geecagegee
tgacctgagc
ggctaaccaa
ggetecteeg
tcectetagea
cagcaccaaa
ggcagccaca
ttceccaggge
tgcaaaggat
agcccctgay
gaagggccee
cgaagtcaag

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3588
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<400>4
EFEDPGTMAR
PPSQOITMLO

"WF SPNGEKLT

IFQKLMFRNA
LQIRGIRRTD
VCDAEGFPEP
GEQDATIELK
TLDGEMVVRS
VYTHEGNQWVN
FGNYNCTAVN
KAEWRAVGEE
KTQPVQGEPS
SGSDEVMLKS
IVGILIVIFV
SKEPIVEVRT
TITETFATAQ
PRVAPLVDLS
TPTGAASPLA
SVSTTNPSQG
SPAPAKTRGP

<210>5
<211>372
<212>ADN

ERSSAAAGRK
TKDLIWTLFF
PNQQRISVVW
PTPQEFREGE
EGTYRCEGRI
TNSWTKDGEQ
VFAKPKITYV
HARVSSLTLK
ITCEVFAYPS
RIGQESLEFI
VWHSKWYDAK
APKLEGQOMGE
LDWNAEYEVY
LLLVVVDITC
EEERTPNHDG
NSPTSETTTL
DTPTSTPAAS
AAAAPATEAP
EDFKMDEGNF
VEAKPECQET

<213> Homo Sapiens

<400>5
gocegoctagea
gcccctgetyg
ceagtceecea
gaagececte

cageecggag
gaggctgecet
gggaacttea
<210>6
<211>124
<212>PRT

atttgtetic
gtgtcgggga
cccecgactgg
aggccaagea

ccgcgaagag
ccgteageac
ag

<213> Homo Sapiens

<400>6
AASNLSSSVL

EAPQAKQEAP STRGPDPEPT

GNFK

ANQGAVLSPS

QFCKNNHTQP
LGTAVSLOVD
NDDSSSTLTI
DAVIVCDVVS
LARGEINFKD
IEQEEDDEKY
ENQTAMELEE
SIQYTDAGEY
ATISWFRDGQ
LVQADTPSSP
EASMEGIVTI
DGNSIKVNLI
VVAENQQGKS
YPLNKCGLFM
GKHTEPNETT
TSSIAPPATA
NLSSSVLANQ
QRKQEAPSTK
KTPDIDLAKD
ETKPAPAEVK

tagtgtcctg
ggcctctaag
ggcagecagt
ggaggctecec

cccggecgag
cacaaacect

APAGVGEASK
QPGAAKSPAE

ES 2392103 T3

GNCLPLGLSL
IVPSQGEISV

"YNANIDDAGT

SLPPTIIWKE
IQVIVNVPPT
IFSDDSSQLT
QVTLTCEASG
ICTASNTIGQ
LLPSSNYSNI
SIDQVEPRYSS
VGLKPETTYA
KQDDGGSPIR
EAAHFVFRTS
CIAVNLCGKA
PLTEPELPAD
TPDSNSVPAG
GAVLSPSAPA
GPCPEPTQPG
VFAALGSPAP
TVENDATQTK

gctaaccaag
gctecteoegy
ectetageag
agcaccaaag

gcagecacag
tcccagggeqg

APPASKPTPA
AATALASPKS

SRRPHSLQGG
GESKFFLCQV
YECVVIGEDG
KGRDVILEKD
IQARQNIVNA
IKKVDENDEA
DPIPSITWRT
DSQSMYLEVQ
KIYNTPSASY
TAQVQFDEPE
VRLAALNGRG
HYLVRYRALS
AQPTAIPANG
GPGAKGKDME
TTATVEDMLP
QATPSKGPSA
GVGEASKAPP
AAXSPAEAAT
AAGASGQAPE
ENESKA

gggctgtect
£€agcaagec
cagcggctge
gccoggacec

cccttgctag
aggactttaa

PVPTPTGAAS
EAASVSTTNP

32

GHRIYRGKNI
AGDARDRDIS
SESERTVNVE
VRFIVLSHNNY
TANLGQSVTL
EYICIAENKA
STRNISSEEK
YAPKLQGPVA
LEVTPOSEND
ATGGVPILKY
LGETSAASEF
SEWKPEIRLP
SPTSGLSTGA
EGKAAFSKDE
SVTTVITNSD
SAPSPAPASA
ASKPTPAPVP
ALASFPKSEAR
LAPSTADSSV

cageccaage
cacceetgea
ccctgecaca
ggageccace

ccegaagage
aatggacgaa

PLAAAAAPAT
SQGEDFKMDE

60
120

240
300
360
429
480
540
600
660
720
780
840
900
960
10240
1080
1140
1186

60
120

240

300
360

60
120
124
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REIVINDICACIONES

Un polipéptido aislado seleccionado del grupo que consiste de un polipéptido que consiste en la sec. con
nam. de ident.: 2, la sec. con nim. de ident.: 6 o un fragmento de la sec. con nim. de ident.: 2 o la sec. con
ndm. de ident.: 6, en donde dicho fragmento es capaz de inducir una respuesta inmune humoral o celular
en un mamifero y comprende un epitopo seleccionado de; PAASNLSSSVLAN (AA101-113 de la sec. con
nam. de ident.: 2), VLSPSAPAGVG (AA 117-127 de la sec. con nim. de ident.: 2), LAAAAAPATEAPQ (AA
153-165 de la sec. con nim. de ident.: 2), KGPDPEPTQPGA (AA 174-185 de la sec. con num. de ident.: 2)
y DFKMDEGNFK (AA 216-225 de la sec. con nim. de ident.: 2), y para el uso en el tratamiento o
prevencién del carcinoma de pulmén de células pequefias (SCLC).

Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una proteina aislada como se reivindica en la
reivindicaciéon 1 y que consiste en la sec. con num. de ident.: 1 o la sec. con nim. de ident.. 5 para el uso en
el tratamiento o prevencion del carcinoma de pulmén de células pequefias (SCLC).

Un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 2 para el uso en
el tratamiento o prevencion del carcinoma de pulmon de células pequefias (SCLC).

Una célula huésped aislada que comprende, una molécula de &cido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 2, o un vector como se reivindica en la reivindicacion 3 para el uso en el tratamiento o
prevencién del carcinoma de pulmén de células pequefias (SCLC).

Un anticuerpo que es inmunoespecifico para un polipéptido cualquiera de la reivindicacion 1, para el uso en
el tratamiento o prevencion del carcinoma de pulmén de células pequerias (SCLC).

Una vacuna que contiene, una proteina como se reivindica en la reivindicacion 1, o una molécula de &cido
nucleico como se reivindica en la reivindicacion 2, para el uso en el tratamiento o prevencion del carcinoma
de pulmén de células pequefias (SCLC).

Un método in vitro para diagnosticar el carcinoma de pulmén de células pequefias (SCLC) en un sujeto que
comprende detectar o medir un producto del gen de la molécula de adhesidn celular neuronal (NCAM)-180
en una muestra derivada a partir de dicho sujeto, en donde el producto del gen de NCAM-180 es:

(a) un ARN correspondiente a la sec. con nim. de ident.: 1, o un acido nucleico derivado de este;

(b) un ARN correspondiente a la sec. con num. de ident.: 3, o un &cido nucleico derivado de este;

(c) una proteina que comprende la sec. con nim. de ident.. 2 6 4;

en que los niveles elevados del producto del gen NCAM-180 en comparacién con una muestra no

cancerosa o un valor estandar predeterminado para una muestra no cancerosa, indican una presencia

de carcinoma de pulmdn de células pequefias (SCLC) en el sujeto.

El método de la reivindicacion 7, en donde el producto del gen NCAM-180 es una proteina que tiene la sec.
con ndm. de ident.: 2 o la sec. con ndm. de ident.: 6.

El método de la reivindicacion 7, en donde un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a la sec. con
nam. de ident.: 2, la sec. con nim. de ident.. 4, la sec. con nim. de ident.: 6 o a un fragmento de la sec. con
ndam. de ident.. 2 o de la sec. con nim. de ident.: 6, en donde dicho fragmento comprende de 5 a 30
aminoéacidos, mas en particular a partir de 9 a 15 aminoacidos de una cualquiera de las sec. con nims. de
ident.. 2, 4 6 6; se usa para detectar o medir el producto del gen NCAM-180.

Una composicién farmacéutica que comprende un producto del gen NCAM-180 purificado en una cantidad
eficaz para provocar una respuesta inmune, en donde dicho producto del gen es:

(i) un polipéptido aislado segun la reivindicacién 1, o

(ii) molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacion 2,

para usar en el tratamiento o prevencion del carcinoma de pulmdn de células pequerias (SCLC).
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FIGURA 2
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Grupos de inmunizacion
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FIGURA 5
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FIGURA 6 A
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FIGURA 6B
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9

FIGURA 10
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