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DESCRIPCION
Variantes de scratch asociadas al cancer

CAMPO DE LA INVENCION

0001 La invencion se refiere a un nuevo antigeno asociado con el cancer y métodos y composiciones para el tratamiento y
deteccién del cancer.

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

0002 En el afo 2000, se estimaba que unos 22 millones de personas sufrian de cancer en el mundo y 6.2 millones de
muertes se atribuyeron a esta clase de enfermedad. Cada afio, hay cerca de 10 millones de nuevos casos y esta estimacion
se espera que incremente en un 50% dentro de los préximos 15 afios (OMS, Informe Mundial contra el Cancer. Bernard W.
Stewart y Paul Kleihues, eds. IARC Press, Lyon, 2003). Los tratamientos actuales del cancer se limitan a la cirugia invasiva,
terapia de radiacion y quimioterapia, todos los cuales causan ya sea potencialmente graves efectos secundarios, toxicidad
no especifica y/o cambios traumaticos en la propia imagen corporal y/o calidad de vida. El cancer puede ser resistente a la
quimioterapia reduciendo adicionalmente opciones de tratamiento y la probabilidad de éxito. El prondstico para algunos tipos
de cancer es peor que otros y algunos son casi siempre mortales. En adicion, algunos tipos de cancer, con una tasa de éxito
del tratamiento relativamente alta siguen siendo principales causas de muerte debido a sus altas tasas de incidencia.

0003 Una de las causas de la insuficiencia de los tratamientos actuales contra el cancer es la falta de selectividad para los
tejidos y las células afectadas. La reseccion quirargica siempre implica la extracciéon de tejido aparentemente normal como
un "margen de seguridad" que puede aumentar la morbilidad y riesgo de complicaciones. Asimismo, siempre elimina parte
del tejido sano que puede intercalarse con las células tumorales y que podria potencialmente mantener o restablecer la
funcion del érgano o tejido afectado. La radiacion y la quimioterapia mataran o dafiaran muchas células normales, debido a
su modo de accidn no especifico. Esto puede dar lugar a graves efectos secundarios tales como nauseas severas, pérdida
de peso y energia reducida, pérdida de pelo, etc., asi como aumentar el riesgo de desarrollar cancer secundario en el futuro.
Un tratamiento con mayor selectividad para las células cancerosas dejaria a las células normales sin dafio mejorando asi los
resultados, el perfil de efectos secundarios y la calidad de vida.

0004 La selectividad del tratamiento del cancer puede mejorarse mediante focalizando moléculas que son especificas a las
células cancerosas y no se encuentra en las células normales. Estas moléculas pueden usarse luego como una diana para
el diagnostico o terapia basados en anticuerpos o para farmacos capaces de alterar sus funciones.

0005 Lo poco que se sabe acerca de la proteina Scratch de tipo salvaje, se ha obtenido sobre la base de traduccién y
analisis conceptual de la secuencia de la proteina hipotética resultante. La expresién del ARNm mamifero Scratch (Scrt) se
ha encontrado confinada al cerebro, la médula espinal y las recientemente diferenciadoras neuronas postmitéticas lo que
sugiere un papel potencial en la diferenciacion neuronal. El gen Scratch de mamiferos humanos se ha mapeado a g24.3
(cromosoma 8) Nakakura et al 2001a, PNAS vol 98 p 4010-4015 y Nakakura et al 2001. Mol. Brain. Res. Vol 95 p 162-166.

0006 El Scratch Mamifero comparte un dominio SNAG con otras proteinas de dedos de zinc, tales como SNAI2, SNAI3,
GFIl y GFIIB. Mientras que unos pocos laboratorios trabajando en dominios SNAG (Batlle E et al. 2000 Nat. Cell Biol, Vol.
2:84-89; Kataoka H et al. 2000. Nucleic Acids Res. Vol. 28:626-633; Grimes HL et al. 1996. Mol. Cell. Biol. Vol: 16:6263-
6272; Hemavathy K et al. 2000. Mol. Cell. Biol. Vol: 20:5087-5095) y la funcionalidad del aparato locomotor de caracol han
encontrado la sobre-expresién del gen Scrt, la presencia de la propia proteina no se ha demostrado hasta ahora. Basandose
en la secuencia hipotética de la proteina, la proteina Scratch debe tener cinco dominios de dedos de zinc y un dominio
SNAG responsable de una funcién en la represion de la transcripcion. La secuencia indica que la proteina resultante seria
una proteina intra-nuclear y de hecho la expresion del Scratch Mamifero recombinante se ha encontrado confinada a
nucleos de células transfectadas (Nakakura et al 2001a, PNAS vol 98 p 4010-4015).

RESUMEN DE LA INVENCION

0007 Los presentes inventores han identificado una nueva proteina asociada al cancer. En consecuencia, la invencion
proporciona un nuevo antigeno asociado al cancer que puede usarse en el tratamiento y diagndstico de cancer. En
particular, el antigeno se asocia con glioblastoma, melanoma, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de ovario,
linfoma, cancer de colon, cancer gastrico y/o cancer de prostata.

0008 El nuevo antigeno es una variante del Scratch Mamifero. La variante tiene un dominio de transmembrana que esta
ausente en Scratch de tipo salvaje y como resultado la proteina de la invencién es detectable en la superficie celular. En
consecuencia, la invencién incluye una proteina aislada que comprende, una variante asociada al cancer del Scratch
Mamifero que se expresa en la superficie de las células cancerosas. En una realizacion de la invencion, la variante asociada
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al cancer del Scratch Mamifero comprende la secuencia de aminoacidos definida por la SEC ID NO: 1 o una variante de la
misma, o la secuencia de aminoacidos definida por la SEC ID NO: 2 o una variante de la misma.

0009 Otro aspecto de la invencion es una proteina aislada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 1 0
una variante de la misma o la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 2 o una variante de la misma, que se expresa en la
superficie de las células cancerosas.

0010 La invencién también incluye secuencias de acidos nucleicos aisladas que codifican la proteina aislada de la
invencion, los vectores de expresidon recombinantes que comprenden las secuencias de acidos nucleicos de la invencion y
las células huésped que comprenden los vectores de expresion recombinantes de la invencion.

0011 En otro aspecto de la invencion, la invencion incluye un método para detectar o controlar el cancer en un sujeto que
tiene o es sospechoso de tener cancer, que comprende la deteccion de la proteina aislada de la invencién en una célula en
la muestra, en donde el cancer se ha indicado, si la proteina aislada es detectada en la célula.

0012 Ademas, la invencién incluye métodos de deteccion o control del cancer en un sujeto que tiene o es sospechoso de
tener cancer, que comprende la deteccion de la expresion de la variante asociada al cancer del Scratch Mamifero en la
célula en la muestra, en donde el cancer se ha indicado, si la expresiéon de la variante asociada al cancer del Scratch
Mamifero es detectada en la célula.

0013 Un aspecto adicional de la revelaciéon es un método de tratamiento o prevencion del cancer en un sujeto mediante la
modulacioén de la funcidn o expresion de un Scratch Mamifero en la célula cancerosa.

0014 La invenciéon también incluye composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de las proteinas
aisladas de la invencion, las secuencias de acidos nucleicos aislados de la invenciéon y/o los vectores de expresion
recombinantes de la invencion.

0015 Un aspecto adicional de la revelacion es el uso de las proteinas aisladas de la invencion, las secuencias de acidos
nucleicos aislados de la invencion y/o los vectores de expresién recombinantes de la invencion para provocar una respuesta
inmune en un sujeto.

0016 Otro aspecto de la invencion es el uso de las proteinas aisladas de la invencion, las secuencias de acidos nucleicos
aislados de la invencién y/o los vectores de expresion recombinantes de la invencion para tratar o prevenir el cancer.

0017 Ademas, la revelacion incluye métodos para el tratamiento o prevencién del cancer en un sujeto que comprenden
administrar al sujeto o una célula del sujeto una cantidad eficaz de las proteinas aisladas de la invencion, las secuencias de
acidos nucleicos aislados de la invencion y/o los vectores de expresién recombinantes de la invencion.

0018 La revelacion también incluye métodos para inducir una respuesta inmune en un sujeto contra la proteina aislada de la
invencién que comprenden administrar al sujeto o una célula del sujeto una cantidad eficaz de las proteinas aisladas de la
invencion, las secuencias de acidos nucleicos aislados de la invencion y/o los vectores de expresion recombinantes de la
invencion.

0019 Un aspecto adicional de la invencion es un método para detectar o controlar el cancer en un sujeto, que comprende las
etapas de:

(1) poner en contacto una muestra de ensayo tomada de dicho sujeto con una proteina de unién que se une
especificamente a un antigeno en la célula cancerosa para producir un complejo proteina de unién -antigeno;

(2) medir la cantidad de complejo proteina de unién -antigeno en la muestra de ensayo, y

(3) comparar la cantidad de complejo proteina de unién -antigeno en la muestra de ensayo a un control.

0020 Oftras caracteristicas y ventajas de la presente invencion se haran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada. Se debe entender, sin embargo, que la descripcién detallada y los ejemplos especificos aunque indican
realizaciones preferidas de la invencién se dan a modo de ilustraciéon solamente, ya que diversos cambios y modificaciones
seran evidentes para los expertos en la materia a partir de esta descripcién detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

0021 La invencion sera ahora descrita en relacion a los dibujos en los cuales:

Figura 1 muestra las estructuras de glicano que participan en la unién de VB3-011 a la proteina de la invencion. El sulfato de
condroitina A, también conocido como condroitina-4-sulfato, (debido a la presencia de la molécula de sulfato en la posicion
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4), es una molécula lineal de D-galactosamina y acido glucurénico de repeticion (A). Cuando dos moléculas CSA de este
tipo se reticulan a través de un enlace alfa 2-6, la unidad de glicano ahora representa a la reconocida por Hemaglutinina
(HA) (B).

Figura 2 es una representacion esquematica de inmovilizacién de reactivo HA. En el primer nivel, la especificidad de HA se
mejora mediante el bloqueo de los epitopos anti-HA/proteina-G-sefarosa. En el segundo nivel, se inmoviliza con proteina-G-
sefarosa, simultaneamente bloqueando cualquier no especificidad derivada debido a la etapa de acoplamiento anti-IgG.
Nivel 3, la reaccion con etanolamina, asegura que aparte del epitopo HA, todos los demas grupos amino reactivos estan
bloqueados, por lo tanto aumenta la especificidad para HA.

Figura 3 muestra los resultados de una purificacion basada en lectina de la proteina de la invencién que es detectada por
VB3-011. Las lectinas Con-A y WGA debilitaron proteinas no especificas, mientras que HA debilité sélo una proteina
presente en la linea celular positiva y ausente en la negativa (Figura 3A). U87MG, U118MG y A375 presentan una Unica
banda una vez purificadas con HA, mientras que Panc-1 y Daudi no muestran bandas detectables (Figura 3B).

La Figura 4 muestra la desaparicién del residuo glicano debido a la degradacién a temperatura ambiente. Una banda de 50
kDa observada usualmente en IP con el reactivo HA, cuando se deja asentar a temperatura ambiente durante una hora
antes de la separacion en SDSPAGE, resulté en la degradacion del residuo de glicano, mostrando asi la presencia de una
banda de proteina carente de la porcién de glicano del antigeno a 36 kDa.

Figura 5 muestra la presencia de una mancha de proteina unica en el complejo antigeno purificado, en Mw - 36 kDa y pl =
9,7. Esto representa un perfil de Western blot de 2D-PAGE obtenido en la purificacién del antigeno VB3-011. La mancha
correspondiente del gel se utiliza para fines de identificacion.

Figura 6 y SEC ID NO: 3 muestran la cartografia completa de los péptidos obtenidos y la cobertura de secuencia de la
molécula Scratch Mamifero de tipo salvaje, n° de acceso gi|[13775236. Los aminodacidos subrayados representan las
secuencias de aminoacidos identificadas del analisis MS.

Figura 7 y SEC ID NO: 4 muestran la cobertura de secuencia obtenida para gi|15928387 de la MDA-MB-435S y una
comparacién de secuencias BLAST para la secuencia derivada de 435S y Scrt. MDA-MD-435S muestra la presencia de una
version truncada de Scratch, es decir, 17.823kDa proteina gi|15928387, con 100% de homologia con las secuencias 185-
366 de la molécula Scratch Mamifero de tipo salvaje.

Figura 8 muestra analisis TOF-MS de péptidos obtenidos a partir de linea celular A-375, para detectar la presencia de todos
los iones de péptidos en la muestra. Cien analisis a 1200-1400V en el intervalo de 100-1200 amu en un nanospray estatico
resultaron en la recuperacion de un numero significativo de péptidos, que cuando se analizaron dieron un ID de proteina
como Scratch Mamifero.

Figura 8A representa analisis TOF-MS con todos los iones de carga multiple de péptidos y Figura 8B representa el espectro
deconvoluto de iones de péptidos de una sola carga.

Figura 9 muestra analisis TOF-MS de péptidos obtenidos a partir de la linea celular U87MG, para detectar la presencia de
todos los iones de péptidos en la muestra. Trescientos analisis a 1200-1400V en el intervalo de 100-1200 amu en un
nanospray estatico resultaron en la recuperaciéon de un nimero significativo de péptidos, que cuando se analiz6 dio un ID de
proteina como Scratch Mamifero.

Figura 9A representa el analisis TOF-MS con todos los iones de carga multiple de péptidos y Figura 9B representa el
espectro deconvoluto con iones de péptidos de una sola carga.

Figura 10 muestra analisis TOF-MS de los péptidos obtenidos a partir de la linea celular U118MG, para detectar la presencia
de todos los iones de péptidos en la muestra. Veintisiete analisis a 1200-1400V en el intervalo de 100-1200 amu en un
nanospray estatico resultdé en la recuperacion de un nimero significativo de péptidos, que cuando se analizd dio un ID de
proteina como Scratch Mamifero.

Figura 10A representa el analisis TOF-MS con todos los iones de carga multiple de péptidos y Figura 10B representa el
espectro deconvoluto con iones de péptidos de una sola carga.

Figura 11 y SEC ID NO: 1 muestran la cobertura de secuencia de los péptidos recuperados del analisis de espectrometria
de masa como se indica en la Tabla 2. Un total de 18 péptidos fueron recuperados de la digestion triptica en-gel y se obtuvo
67% de cobertura de la proteina. Secuencias subrayadas representan las secuencias de péptidos recuperadas. El péptido
resaltado incluye secuencias nuevas. Especificamente, las secuencias en negrita son las nuevas secuencias y los que estan
en cursiva representan coincidencias exactas con Scratch Mamifero.
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Figura 12 muestra los resultados de huellas digitales de masas de péptidos para los péptidos recuperados de VB3-011Ag.
Las puntuaciones de proteinas superiores a 77 se consideraron significativas. Los Unicos identificadores de proteina
importantes observados sefalaron al antigeno conocido como Scratch Mamifero con una puntuacion de 149.

Figura 13 muestra que el antigeno identificado, Scratch Mamifero, tiene una puntuacion significativa de 149. Debido a la
naturaleza del servidor de base de datos y la similitud/homologia de proteinas enlazadas, todas las isoformas de esta
proteina se consideraron positivas. Fragmentacion MS/MS e identidad de péptidos confirma que el antigeno es Scratch
Mamifero.

Figura 14 muestra la fragmentacion de iones MS/MS del péptido neutro Mr. 2402.978172, apareciendo como una molécula
triplemente cargada (802.00000, 3+). La secuencia del péptido coincidia exactamente con el péptido de Scratch.

Figura 15 muestra la fragmentacion de iones MS/MS del péptido neutro Mr. 2134,985448, apareciendo como una molécula
de doble carga (1068.500000, 2+). Las regiones flanqueantes del péptido recuperado coincidian exactamente con el péptido
de Scratch, sin embargo el resto de la secuencia no mostré mas del 40% de homologia en la informacién de la secuencia.

Figura 16 muestra fotografias representativas de tincion inmunohistoquimica de VB3-011 del tejido neuroblastoma (AC) y el

tejido de melanoma (DF). Las secciones de tejido son, (A) - Neuroblastoma en etapa temprana (Etapa I, Il, 1ll no N-myc
amplificado), 3+; (B) - Neuroblastoma no N-myc amplificado de Etapa IV, 2+; (C) - Neuroblastoma n-myc amplificado de
Etapa IV, 3+. (D) - Melanoma en etapa temprana (Etapa | - lll), 3+, (E) - Melanoma en Etapa IV, 3+; (F) - enfermedad

metastasica, 3+. Todas las fotografias se muestran con una ampliacién de 400X.
Figura 17 y SEC ID NOS: 5 y 3 muestran un mapa de restriccién de Scratch-1.

Figura 18 muestra la citotoxicidad in vitro de VB6 -011 en un ensayo MTS de VB6-011 con células antigeno-positivas MB-
435S (circulo abierto) y células antigeno-negativas Panc-1 (circulo negro). Las células fueron sembradas a 1000 células por
pocillo, incubadas con las proteinas Fab-de-bouganin purificadas. Después de la incubacién de 5 dias, la viabilidad celular
se midi6 y se determiné Clso.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
(A) Definiciones

0022 EIl término "una célula" incluye una sola célula, asi como una pluralidad o poblacién de células. La administracion de
un agente (tal como una proteina asociada al cancer) a una célula incluye las administraciones in vitro e in vivo.

0023 El término "administrado sistémicamente" como se usa aqui, significa que la terapéutica inmunoconjugada y/u otro tipo
de terapéutica de céncer se puede administrar sistémicamente de una manera conveniente, tal como por inyeccién
(subcutanea, intravenosa, intramuscular, etc), administracién oral, inhalacion, administracion transdérmica o aplicacion
tépica (por ejemplo, crema o pomada topica, etc), aplicaciones de supositorios, o por medio de un implante. Un implante
puede ser de un material poroso, no poroso, o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas sialasticas, o
fibras. Los supositorios generalmente contienen ingredientes activos en el intervalo de 0.5% a 10% en peso.

0024 El término "aminoéacido" incluye todos los aminoacidos naturales asi como aminoacidos modificados.

0025 El término "anticuerpo” como se usa aqui pretende incluir anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, y
anticuerpos quiméricos. El anticuerpo puede ser de fuentes recombinantes y/o producido en animales transgénicos. El
término "fragmento de anticuerpo” como se usa aqui esta destinado a incluir fragmentos Fab, Fab', F(ab')2, scFv, dsFv, ds-
scFv, dimeros, minibodies, diacuerpos, y multimeros del mismo y fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos
pueden ser fragmentados utilizando técnicas convencionales. Por ejemplo, fragmentos F(ab')2 pueden ser generados por el
tratamiento del anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab')2 puede ser tratado para reducir los puentes de disulfuro para
producir fragmentos Fab'. La digestién con papaina puede llevar a la formacién de fragmentos Fab. Fab, Fab' y F(ab')2,
scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minibodies, diacuerpos, fragmentos de anticuerpos biespecificos y otros fragmentos también
pueden ser sintetizados mediante técnicas recombinantes.

0026 Por "al menos condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas" se entiende que se seleccionan condiciones que
promueven la hibridaciéon selectiva entre dos moléculas complementarias de acidos nucleicos en solucién. La hibridacion
puede ocurrir a toda o una porcion de una molécula de secuencia de acido nucleico. La porcién de hibridacion es
tipicamente al menos 15 (por ejemplo, 20, 25, 30, 40 o 50) nucledtidos de longitud. Los expertos en la materia reconoceran
que la estabilidad de un duplex de acido nucleico, o hibridos, esta determinada por la Tm, que en tampones que contienen
sodio es una funcién de la concentracién de iones de sodio y la temperatura (Tm = 81.5°C - 16.6 (Log10 [Na+]) +
0.41(%(G+C) - 600/1), o ecuacion similar). Por consiguiente, los parametros en las condiciones de lavado que determinan la
estabilidad hibrida son la concentracién de iones de sodio y la temperatura. Con el fin de identificar moléculas que son
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similares, pero no idénticas, a una molécula de acido nucleico conocida puede suponerse que un desajuste de 1%resultara
en aproximadamente una disminucién de 1°C en Tm, por ejemplo, si las moléculas de acidos nucleicos se busca que tengan
una identidad > 95%, la temperatura de lavado final se reducira en unos 5°C. Basandose en estas consideraciones los
expertos en la materia sera capaz de seleccionar facilmente las condiciones apropiadas de hibridacion. En realizaciones
preferidas, son seleccionadas condiciones estrictas de hibridacion. A modo de ejemplo las siguientes condiciones se pueden
emplear para lograr estricta hibridacion: hibridacion en 5x cloruro de sodio /citrato de sodio (SSC)/5x solucion
Denhardt/1.0% SDS a Tm - 5°C sobre la base de la ecuacion anterior, seguido por un lavado 0.2x de SSC/0.1% de SDS a
60°C. Condiciones de hibridacidn moderadamente rigurosas incluyen una etapa de lavado en 3x SSC a 42°C. Se entiende,
sin embargo, que interpretaciones estrictas equivalentes se pueden conseguir usando tampones, sales y temperaturas
alternativos. Orientacién adicional con respecto a las condiciones de hibridacion se puede encontrar en: Protocolos Actuales
en Biologia Molecular, John Wiley & Hijos, NY, 2002, y en: Sambrook et al., Clonacién Molecular: un Manual de Laboratorio,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

0027 El término "proteina de unién" como se usa aqui se refiere a proteinas que se unen especificamente a otra sustancia
tal como un antigeno asociado al cancer de la invencion. En una realizacién, las proteinas de unién son anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos.

0028 Por "forma biolégicamente compatible adecuada para la administracién in vivo" se entiende una forma de la sustancia
a ser administrada en la que los efectos tdxicos son superados por los efectos terapéuticos.

0029 Los términos "variante asociada al cancer de Scratch Mamifero”, "antigeno asociado al cancer de la invencién”,
"antigeno asociado al tumor de la invencién" o "proteina aislada de la invenciéon" como se utiliza aqui se refieren a una
nueva variante de Scratch Mamifero que se expresa en la superficie de las células cancerosas o una variante de la misma
que se expresa también en la superficie de las células cancerosas. En una realizacion, el nuevo antigeno asociado al cancer
tiene al menos un dominio transmembrana. En realizaciones especificas, el antigeno asociado al cancer de Scratch
Mamifero es una proteina aislada que comprende la secuencia de aminoacidos definida por la SEC ID NO: 1 o una proteina
aislada que comprende la secuencia de aminoacidos definida por la SEC ID NO: 2.

0030 El término "célula cancerosa" incluye cancer o células que forman tumores, células transformadas o una célula que es
susceptible de convertirse en un cancer o célula que forma un tumor.

0031 Una "sustitucion conservadora de aminoéacidos”, como se usa aqui, es una en la que se sustituye un residuo de
aminoacido con otro residuo de aminoacido sin suprimir las propiedades deseadas de la proteina.

0032 EIl término "control" como se usa aqui se refiere a una muestra de un sujeto o un grupo de sujetos que o bien son
conocidos por tener cancer o por no tener cancer.

0033 El término "sistema de liberacién controlada" como se usa significa que la terapéutica inmunoconjugada y/u otro tipo
de terapéutica de cancer de la invencién puede ser administrada de una forma controlada. Por ejemplo, una microbomba
puede suministrar dosis controladas directamente en la zona del tumor, con lo que se regula finamente el tiempo y la
concentracion de la composicion farmacéutica (ver, por ejemplo, Goodson, 1984, en Aplicaciones Médicas de Liberacion
Controlada, vol. 2, pp. 115-138).

0034 El término "derivado de un péptido" se refiere a un péptido que tiene uno o mas residuos quimicamente derivados por
reaccion de un grupo lateral funcional. Tales moléculas derivadas incluyen, por ejemplo, aquellas moléculas en las que los
grupos amino libres han sido derivados para formar clorhidratos de amina, grupos p-tolueno sulfonilo, grupos carbobenzoxi,
grupos t-butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. Grupos carboxilo libres pueden ser derivados para formar
sales, ésteres metilicos y etilicos u otros tipos de ésteres o hidrazidas. Grupos hidroxilo libres pueden ser derivados para
formar derivados O-acilo o Oalquilo. El nitrégeno de imidazol de histidina puede ser derivado para formar N-im-
bencillhistidina. También se incluyen como derivados aquellos péptidos que contienen uno o mas derivados de aminoacidos
de origen natural de los veinte aminoacidos estandar. Por ejemplo: 4-hidroxiprolina puede ser sustituido por prolina; 5-
hidroxilisina puede ser sustituido por lisina; 3-metilhistidina puede ser sustituido por histidina; homoserina puede ser
sustituido por serina; y ornitina puede ser sustituido por lisina.

0035 La frase "deteccion o control del cancer" se refiere a un método o proceso para determinar si un sujeto tiene o no tiene
cancer, la extension del cancer, la gravedad del cancer y/o grado del cancer.

0036 EI término "administracién directa”, como se usa aqui, significa que la terapia contra el cancer se puede administrar,
sin limitacioén, intratumoralmente, intravascularmente, y peritumoralmente. Por ejemplo, la terapia contra el cancer puede ser
administrada por una o mas inyecciones directas en el tumor, por perfusién continua o discontinua en el tumor, por
introduccién de un depdsito de la terapéutica del cancer, por introduccion de un aparato de liberacién lenta en el tumor, por
introduccién de una formulaciéon de liberacion lenta en el tumor, y/o por aplicacién directa en el tumor. Por el modo de
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administracion "en el tumor," se incluye la introduccién de la terapia contra el cancer a la zona del tumor, 0 en un vaso
sanguineo o vaso linfatico que sustancialmente fluye directamente en la zona del tumor.

0037 Como se utiliza aqui, la frase "cantidad efectiva" significa una cantidad efectiva, en dosificaciones y durante periodos
de tiempo necesarios para lograr el resultado deseado. Las cantidades efectivas de terapia pueden variar segun factores
tales como el estado de enfermedad, edad, sexo, peso del animal. El régimen de dosificacidn se puede ajustar para
proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por ejemplo, varias dosis divididas pueden ser administradas diariamente o la
dosis puede reducirse proporcionalmente segun lo indicado por las exigencias de la situacion terapéutica.

0038 El término "provocar una respuesta inmune" o "inducir una respuesta inmune" como se usa aqui significa la iniciacion,
activacion, causa, mejora, perfeccion aumento de cualquier respuesta del sistema inmune, por ejemplo, ya sea de una
naturaleza humoral o mediada por células. La iniciacion o mejora de una respuesta inmune puede ser evaluada utilizando
ensayos conocidos por los expertos en la materia incluyendo, pero no limitado a, los ensayos de anticuerpos (por ejemplo
ensayos ELISA), ensayos de antigenos de citotoxicidad especificos y la produccion de citoquinas (por ejemplo ensayos
ELISPOT). Preferiblemente, las proteinas aisladas, secuencias de acido nucleico o vectores de expresion recombinantes de
la presente invencion, y el método de la presente invencién, desencadena o mejora una respuesta inmune celular, mas
preferiblemente una respuesta de células T.

0039 EI término " anticuerpo VB3-011 " como se usa aqui se refiere a un anticuerpo con la regién variable del anticuerpo
descrito en WO 97/044461 que se ha demostrado que se une especificamente a una variedad de células cancerosas y no
se une significativamente a los tejidos normales o células.

0040 El término "secuencias de acidos nucleicos aislados" como se usa aqui se refiere a un acido nucleico sustancialmente
libre de material celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante, o precursores
quimicos, u otros productos quimicos cuando se sintetizan quimicamente. Un &cido nucleico aislado es también
sustancialmente libre de secuencias que flanquean naturalmente el acido nucleico (es decir, secuencias situadas en los
extremos 5' y 3' del acido nucleico) del que se deriva el acido nucleico. El término "acido nucleico" esta destinado a incluir
ADN y ARN y puede ser bicatenario o monocatenario.

0041 EIl término "proteinas aisladas" se refiere a una proteina sustancialmente libre de material celular o medio de cultivo
cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante, o precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se
sintetiza quimicamente. Incluye el nuevo antigeno asociado al cancer de la invencion.

0042 "Scratch Mamifero" (gi|13775236; gi|l46397014; gi|13129535) es una proteina codificada por un gen que se ha
mapeado a q24.3 del cromosoma humano 8. A partir del andlisis de la secuencia de la proteina hipotética basada en la
traduccioén conceptual, Scratch Mamifero tiene 5 dominios de dedos de zinc y un dominio SNAG. Se piensa que es una
proteina intranuclear. La secuencia de la proteina hipotética se muestra en SEC ID NO: 3.

0043 El término "secuencia de acido nucleico" como se usa aqui se refiere a una secuencia de nucledsido o monémeros de
nucledtidos que consisten en bases que ocurren naturalmente, enlaces de azUcares e intersugar (esqueleto). El término
también incluye secuencias modificadas o sustituidas que comprenden mondémeros de origen no natural o porciones de los
mismos. Las secuencias de acidos nucleicos de la presente invencién pueden ser secuencias de acido desoxirribonucleico
(ADN) o secuencias de acido ribonucleico (ARN) y pueden incluir bases de origen natural, incluyendo adenina, guanina,
citosina, timidina y uracilo. Las secuencias pueden contener también bases modificadas. Ejemplos de tales bases
modificadas incluyen aza y deaza adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo; y xantina e hipoxantina.

0044 El término "muestra" como se usa aqui se refiere a cualquier muestra de fluido, célula o tejido de un sujeto que puede
ser ensayada para cancer.

0045 EI término "identidad de secuencia" como se usa aqui se refiere al porcentaje de identidad de secuencia entre dos
secuencias de polipéptidos. Con el fin de determinar el porcentaje de identidad entre dos secuencias de polipéptidos, las
secuencias de aminoacidos de estas dos secuencias estan alineadas, preferiblemente utilizando el algoritmo de Clustal W
(Thompson, JD, Higgins DG, Gibson TJ, 1994, Nucleic Acids Res. 22 (22): 4673-4680), junto con la matriz de puntuacion
BLOSUM 62 (Henikoff S. y Henikoff J.G., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89: 10915-10919) y una penalizacién de
abertura del espacio de 10 y penalizacion de extension del espacio de 0.1, de modo que la coincidencia de orden mas alta
se obtiene entre dos secuencias en donde al menos 50% de la longitud total de una de las secuencias esta implicada en la
alineacion. Otros métodos que pueden usarse para alinear secuencias son el método de alineacién de Needleman y
Wunsch (J. Mol. Biol., 1970, 48: 443), segun fue revisado por Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2: 482) de modo
que la coincidencia de orden mas alta orden se obtiene entre las dos secuencias y el numero de aminoacidos idénticos se
determina entre las dos secuencias. Otros métodos para calcular el porcentaje de identidad entre dos secuencias de
aminoacidos son generalmente reconocidos en la materia e incluyen, por ejemplo, los descritos por Carrillo y Lipton (SIAM J.
Applied Math., 1988, 48:1073) y los descritos en Biologia Molecular Computacional, Lesk, e.d. Oxford University Press,
Nueva York, 1988, Biocomputacion: Informatica y Proyectos de Gendmica. En general, los programas de ordenador seran
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empleados para este tipo de calculos. Los programas de ordenador que pueden usarse al respecto incluyen, pero no se
limitan a, GCG (Devereux et al., Nucleic Acids Res., 1984, 12: 387). BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul et al., J. Molec.
Biol., 1990: 215: 403).

0046 EIl término "sujeto" como se usa aqui se refiere a cualquier miembro del reino animal, preferiblemente un mamifero,
mas preferentemente un ser humano. En una realizacién preferida, el sujeto es sospechoso de tener o tiene cancer.

0047 Como se utiliza aqui, la frase "tratar o prevenir cancer" se refiere a inhibir la replicacion de células cancerosas,
prevenir la transformacion de una célula en una célula formadora de cancer, inhibir la propagacién del cancer (metastasis),
inhibir el crecimiento del tumor, reducir el nimero de células cancerosas o el crecimiento del tumor, disminuir el grado de
malignidad de un cancer (por ejemplo, diferenciacién aumentada), o mejorar los sintomas relacionados con el cancer.

0048 EIl término "variante" como se usa aqui incluye modificaciones o equivalentes quimicos de las secuencias de
aminoacidos y nucleétidos de la presente invencion que realizan sustancialmente la misma funciéon que las proteinas o
moléculas de acidos nucleicos de la invencion en sustancialmente la misma manera. Por ejemplo, variantes de proteinas de
la invencion incluyen, sin limitacion, sustituciones conservadoras de aminodacidos. Variantes de las proteinas de la invencion
también incluyen adiciones y supresiones a las proteinas de la invencién. Ademas, las secuencias de péptidos variantes y
de nucleétidos variantes incluyen analogos y derivados de los mismos. Una variante del antigeno asociado al cancer de la
invencion significa una secuencia de proteina que se expresa en células cancerosas pero no en células normales.

(B) Nuevo Antigeno Asociado al Cancer

0049 La invencion proporciona un nuevo antigeno asociado al cancer que se expresa en la superficie de las células
cancerosas y no es significativamente expresado en la superficie de las células normales. El nuevo antigeno asociado al
cancer es una variante de Scratch Mamifero. Tiene un dominio de transmembrana que no esta presente en Scratch
Mamifero. Una secuencia del dominio de transmembrana se muestra en SEC ID NO: 2. Una secuencia de la variante
asociada al cancer se muestra en SEC ID NO: 1.

0050 En una realizacion, la invencién proporciona una proteina aislada que comprende la secuencia de aminoacido definida
por la SEC ID NO: 1 o una variante de la misma. En otra realizacién, la invencion proporciona una proteina aislada que
comprende la secuencia de aminoacido definida por la SEC ID NO: 2. o una variante de la misma.

0051 El nuevo antigeno asociado al cancer es una variante de Scratch Mamifero que se expresa en la superficie de las
células cancerosas. En consecuencia, la invencion proporciona una proteina aislada que comprende una variante asociada
al cancer de Scratch Mamifero, en donde la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero se expresa en la superficie de
las células cancerosas. En una realizacion, la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero comprende la secuencia de
aminoacido definida por la SEC ID NO: 1. En otra realizacién, la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero
comprende la secuencia de aminoacido definida por la SEC ID NO: 2.

0052 Una persona experta en la materia apreciara que la invencion incluye variantes a las secuencias de aminoacidos de
SEC ID NOS: 1-2 en donde tales variantes son también antigenos asociados con el cancer. Las variantes incluyen
equivalentes quimicos a las secuencias descritas por la presente invencion. Dichos equivalentes incluyen proteinas que
realizan sustancialmente la misma funcién como las proteinas especificas aqui descritas sustancialmente de la misma
manera. Por ejemplo, equivalentes incluyen, sin limitacién, sustituciones conservadoras de aminoacidos.

0053 En una realizacion, las secuencias variantes de aminoacidos de las proteinas aisladas de la invencion tienen al menos
50%, preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, y aun mas
preferiblemente al menos 90% de identidad de secuencia con SEC ID NOS: 1 o 2.

0054 La invencién también proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que codifica las proteinas aisladas de la
invencion. En una realizacion, el acido nucleico aislado tiene la secuencia mostrada en SEC ID NO: 6. Ademas, la invencién
incluye variantes a las secuencias de acidos nucleicos aislados que codifican las proteinas aisladas de la invencién. Por
ejemplo, las variantes incluyen secuencias de nucleétidos que se hibridan a las secuencias de acidos nucleicos que
codifican las proteinas aisladas de la invencién al menos bajo condiciones de hibridacion moderadamente severas. Las
secuencias de acidos nucleicos variantes codificaran una proteina que es un antigeno asociado al cancer.

0055 La invencion incluye el uso de las proteinas aisladas o antigenos asociados al cancer y las correspondientes
secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo, el uso de las proteinas aisladas de la invencién para generar proteinas de
union e inmunoconjugados que pueden usarse para tratar o prevenir el cancer o que pueden utilizarse para detectar o
controlar el cancer en un sujeto. En consecuencia, la invencion incluye el uso de las proteinas aisladas y secuencias de
acidos nucleicos de la invencién para tratar o prevenir el cancer y en la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir
el cancer o para el diagnéstico del cancer.
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(C) Composiciones Farmacéuticas, Métodos y Usos del Nuevo Antigeno Asociado al Cancer

0056 La invencion proporciona un nuevo antigeno asociado al cancer que se expresa en la superficie de las células
cancerosas Yy no se expresa significativamente en la superficie de las células normales. Asi, el nuevo antigeno asociado al
cancer puede usarse en terapias para tratar y prevenir el cancer, incluyendo el uso de las proteinas aisladas de la invencion
para provocar una respuesta inmune in vivo. Ademas, la invencion incluye métodos de diagnéstico para el cancer que
comprenden la deteccién del nuevo antigeno asociado al cancer.

0057 El cancer puede ser cualquier cancer que expresa el antigeno asociado al cancer de la invenciéon en su superficie
celular. En una realizacién de la invencion, el cancer incluye, sin limitacion, cancer de estémago, cancer de colon, cancer de
prostata, asi como cancer cervical, cancer uterino, cancer ovarico, cancer pancreatico, cancer de rifion, cancer de higado,
cancer de cabeza y cuello, cancer de células escamosas, cancer gastrointestinal, cancer de mama (como carcinoma ductal,
lobular y de pezén), cancer de pulmon, linfoma no-Hodgkin, mieloma multiple, leucemia (como leucemia linfocitica aguda,
leucemia linfocitica cronica, leucemia milégena aguda, y leucemia milégena crénica), cancer cerebral, neuroblastoma,
sarcoma, cancer de recto, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de endometrio, plasmocitoma, linfoma y melanoma.
En una realizacién preferida, el cancer incluye, sin limitacién, glioblastoma, melanoma, cancer de mama, cancer de pulmén,
cancer de ovario, linfoma, cancer de colon, cancer gastrico y/o cancer de prostata.

(i) Composiciones Farmacéuticas

0058 Un aspecto de la invenciéon es una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de la proteina
aislada de la invencién en una mezcla con un diluyente o vehiculo adecuado. Otro aspecto de la invencién es una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del acido nucleico aislado de la invenciéon en mezcla con un
diluyente o vehiculo adecuado. Un aspecto adicional de la invencién es una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad efectiva del vector de expresién recombinante de la invencion en mezcla con un diluyente o vehiculo adecuado.

0059 Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden usarse para tratar o prevenir el cancer. Ademas,
las composiciones farmacéuticas pueden usarse para provocar una respuesta inmune en un sujeto contra una proteina
aislada de la invencion.

0060 Las composiciones descritas aqui se pueden preparar por métodos conocidos para la preparacién de composiciones
farmacéuticamente aceptables que pueden ser administrados a sujetos, de tal manera que una cantidad efectiva de la
sustancia activa se combina en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos adecuados se
describen, por ejemplo, en Ciencias Farmacéuticas de Remington (Ciencias Farmacéuticas de Remington, 20 ed., Mack
Publishing Company, Easton, PA, EE.UU., 2000). Sobre esta base, las composiciones incluyen, aunque no exclusivamente,
soluciones de las sustancias en asociacion con uno o mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables, y
contenidas en soluciones tamponadas con un pH adecuado e isoosméticas con los fluidos fisioldgicos.

0061 La inmunogenicidad puede mejorarse significativamente si los agentes inmunizantes (es decir, la proteina aislada de la
invencion, y/o secuencias de acido nucleico que codifican en consecuencia, y/o vectores de expresion recombinantes) y/o
composicion estan, independientemente del formato de administracién, co-inmunizados con un adyuvante. Comunmente,
los adyuvantes se utilizan como una solucién 0.05 a 1.0 por ciento en tampén fosfato salino. Los adyuvantes mejoran la
inmunogenicidad de un inmunégeno, pero no son necesariamente inmunogénicos en si mismos. Los adyuvantes pueden
actuar reteniendo el inmundégeno localmente cerca del sitio de administracién para producir un efecto de depdsito para
facilitar una liberacion lenta y sostenida de inmundgeno a células del sistema inmune. Los adyuvantes también pueden
atraer células del sistema inmune a un depdsito de inmundgeno y estimular tales células para provocar la respuesta inmune.
Por ello, las realizaciones de esta invencién abarcan composiciones farmacéuticas que ademas comprenden adyuvantes.

0062 Los adyuvantes se han utilizado durante muchos afios para mejorar las respuestas inmunes del huésped a, por
ejemplo, las vacunas. Los adyuvantes intrinsecos (como los lipopolisacaridos) normalmente son los componentes de
bacterias muertas o atenuadas utilizadas como vacunas. Los adyuvantes extrinsecos son inmunomoduladores que estan
tipicamente ligados no covalentemente a antigenos y estan formulados para mejorar las respuestas inmunes del huésped.
Asi, han sido identificados adyuvantes que potencian la respuesta inmune a antigenos administrados por via parenteral.
Algunos de estos adyuvantes son toéxicos, no obstante, y pueden causar efectos secundarios indeseables haciéndolos
inadecuados para su uso en humanos y muchos animales. De hecho, sélo se utilizan habitualmente hidroxido de aluminio y
fosfato de aluminio (comunmente referidos colectivamente como alumbre) como adyuvantes en vacunas humanas y
veterinarias. La eficacia de alumbre en el aumento de las respuestas de anticuerpos a los toxoides diftérico y tetanico esta
bien establecida. No obstante, tiene limitaciones. Por ejemplo, el alumbre es ineficaz para la vacunacion contra la gripe y
provoca de manera desigual una respuesta inmune mediada por células con otros inmunégenos. Los anticuerpos
provocados por antigenos alumbre-adyuvante son principalmente del isotipo IgG1 en el ratén, que puede no ser 6ptimo para
la proteccién por parte de algunos agentes de vacunacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2395103 T3

0063 Una amplia gama de adyuvantes extrinsecos puede provocar potentes respuestas inmunes frente a inmundgenos.
Estos incluyen saponinas complejadas a antigenos de proteinas de membrana (complejos inmunoestimulantes), polimeros
plurénicos con aceite mineral, aceite de micobacterias muertas y mineral, adyuvante completo de Freund, productos
bacterianos tales como muramil dipéptido (MDP) y lipopolisacarido (LPS), asi como lipido A, y liposomas.

0064 En un aspecto de esta invencion, los adyuvantes utiles en cualquiera de las realizaciones de la invencion aqui descrita
son como sigue. Los adyuvantes para la inmunizacién parenteral incluyen compuestos de aluminio (como hidroxido de
aluminio, fosfato de aluminio, y fosfato de aluminio hidroxi). El antigeno se puede precipitar con, o adsorberse sobre, el
compuesto de aluminio segun protocolos estandar. Otros adyuvantes tales como RIBI (ImmunoChem, Hamilton, MT)
también pueden usarse en administracion parenteral.

0065 Los adyuvantes para la inmunizaciéon mucosa incluyen toxinas bacterianas (por ejemplo, toxina del célera (CT), toxina
E. coli labil al calor (LT), toxina de Clostridium difficile A y toxina de pertussis (PT), o combinaciones, subunidades, toxoides,
o mutantes de las mismas). Por ejemplo, una preparacion purificada de la toxina del célera nativa de la subunidad B (CTB)
puede ser de utilidad. Son también adecuados fragmentos, homélogos, derivados, y fusién de cualquiera de estas toxinas,
siempre que conserven la actividad adyuvante. Preferiblemente, se usa un mutante que tiene toxicidad reducida. Mutantes
adecuados han sido descritos (por ejemplo, en WO 95/17211 (Arg-7-Lys TC mutante), WO 96/6627 (Arg-192-Gly LT
mutante), y WO 95/34323 (Arg-9-Lys y Glu-129-Gly PT mutante)). Mutantes adicionales LT que pueden usarse en los
métodos y composiciones de la invencién incluyen, por ejemplo Ser-63-Lys, Ala-69-Gly, Glu-110-Asp, y Glu-112-Asp
mutantes. Otros adyuvantes (por ejemplo, un lipido monofosforil bacteriano A (MPLA) de diversas fuentes (por ejemplo, E.
coli, Salmonella minnesota, Salmonella tyfimurium, o Shigella flexneri, saponinas, o microesferas de polilactida glicolida
(PLGA)) también se puede utilizar en administracion mucosal.

0066 Adyuvantes Utiles para la inmunizacién tanto mucosa como parenteral incluyen polifosfazeno (por ejemplo, WO
95/2415), DC-chol (3 b-(N-(N', N'-dimetil aminometano)-carbamoil) colesterol (por ejemplo, Patente US 5,283,185 y WO
96/14831) y QS-21 (por ejemplo, WO 88/9336).

0067 Un sujeto puede ser inmunizado con una composicion farmacéutica que comprende una proteina aislada de la
invencién, una secuencia aislada de acido nucleico de la invencién y/o un vector de expresion recombinante de la invencién
por cualquier via convencional, como conoce un experto en la materia. Esto puede incluir, por ejemplo, inmunizaciéon a
través de una superficie de la mucosa (por ejemplo, ocular, intranasal, oral, gastrica, pulmonar, tracto intestinal, rectal,
vaginal o urinaria), a través de la via parenteral (por ejemplo, subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, o
intraperitoneal) o intranodalmente. Las vias preferidas dependen de la elecciéon del inmundgeno, como sera evidente para
un experto en la materia. La administracion se puede lograr en una dosis Unica o repetida a intervalos. La dosificacién
apropiada depende de varios parametros entendidos por los artesanos expertos, tales como el propio inmunégeno (es decir
péptido vs. acido nucleico (y mas especificamente un tipo de éstos)), la via de administracién y la situaciéon del animal a
vacunar (peso, edad y similares).

0068 Una persona experta en la materia apreciara que las composiciones farmacéuticas se pueden formular para
administracion a sujetos en una forma biolégicamente compatible adecuada para administracién in vivo. Las sustancias se
pueden administrar a organismos vivos incluyendo seres humanos y animales. La administracién de una cantidad
terapéuticamente activa de las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se define como una cantidad efectiva,
en dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios para lograr el resultado deseado. Por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente activa de una sustancia puede variar segun factores tales como el estado de enfermedad, edad, sexo y
peso del individuo, y la capacidad de la proteina recombinante de la invencién para producir una respuesta deseada en el
individuo. El régimen de dosificacion se puede ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por ejemplo, varias
dosis divididas pueden ser administradas diariamente o la dosis puede reducirse proporcionalmente segun lo indicado por
las exigencias de la situacién terapéutica.

0069 La composicion farmacéutica de la invencidon se puede administrar sistémicamente. La preparacion farmacéutica
puede administrarse directamente al sitio del cancer. Dependiendo de la via de administracién, la composicion farmacéutica
puede estar recubierta de un material para proteger la composicion de la accién de enzimas, acidos y otras condiciones
naturales que pueden inactivar el compuesto.

0070 De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, la composicién farmacéutica se suministra al sujeto por
administracion directa. La invenciéon contempla la composicion farmacéutica siendo administrada por lo menos en una
cantidad suficiente para alcanzar el punto final, y si es necesario, comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

0071 De acuerdo con otro aspecto, la composicién farmacéutica puede administrarse in vitro. Por ejemplo, los linfocitos
pueden ser retirados de un sujeto con cancer y estimulados in vitro con la composicién y luego reinfundidos en el sujeto.
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0072 La invencion también proporciona métodos para reducir el riesgo de complicaciones post-quirdrgicas que comprende
administrar una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica de la invencién antes, durante o después de la cirugia para
tratar el cancer.

0073 Las composiciones farmacéuticas que incluyen, sin limitacién, polvos liofilizados o soluciones o suspensiones estériles
inyectables acuosas o no acuosas, que ademas pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que
vuelven las composiciones sustancialmente compatibles con los tejidos o la sangre de un destinatario previsto. Otros
componentes que pueden estar presentes en tales composiciones incluyen agua, tensioactivos (tales como Tween),
alcoholes, polioles, aceites vegetales y glicerina, por ejemplo. Las soluciones y suspensiones extemporaneas para inyeccion
se pueden preparar a partir de polvos estériles, granulos, tabletas, o soluciones o suspensiones concentradas. Las
composiciones farmacéuticas de la invencion pueden ser suministradas, por ejemplo, pero no a modo de limitaciéon, como un
polvo liofilizado que se reconstituye con agua estéril o solucion salina antes de su administracion al sujeto.

0074 Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen esencialmente composiciones quimicamente inertes y no
téxicas que no interfieren con la eficacia de la actividad biolégica de la composicion farmacéutica. Ejemplos de vehiculos
farmacéuticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, soluciones salinas, soluciones de glicerol, etanol, N-(1 (2,3-
dioleiloxi)propil)N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), diolesilfosfotidil-etanolamina (DOPE) y liposomas. Tales composiciones
deben contener una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto, junto con una cantidad adecuada de vehiculo a fin
de proporcionar la forma para administracion directa al sujeto.

0075 La composiciéon puede estar en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable que incluye, sin limitacion, las
formadas con grupos amino libres tales como los derivados de acido clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., y
las formadas con grupos carboxilo libres tales como las derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidréxidos férricos,
isopropilamina, trietilamina, etanol 2- etilarnino, histidina, procaina, etc.

0076 En diversas realizaciones de la invencion, la composiciéon farmacéutica es directamente administrada sistémicamente
o directamente a la zona del tumor(es).

0077 Las composiciones farmacéuticas pueden utilizarse en métodos para tratar animales, incluyendo mamiferos,
preferiblemente seres humanos, con cancer. La dosificacion y el tipo de composicidon farmacéutica a administrar dependeran
de una variedad de factores que pueden ser facilmente controlados en sujetos humanos. Tales factores incluyen la etiologia
y la severidad (grado y etapa) del cancer.

0078 Los resultados clinicos de tratamientos para el cancer utilizando las composiciones farmacéuticas de la invencion son
facilmente discernibles por un experto en la materia pertinente, tal como un médico. Por ejemplo, las pruebas médicos
estandar para medir los marcadores clinicos de cancer pueden ser un fuerte indicador de la eficacia del tratamiento. Tales
pruebas pueden incluir, sin limitacion, exploracion fisica, escalas de rendimiento, marcadores de la enfermedad, ECG de 12
derivaciones, mediciones del tumor, biopsia de tejidos, citoscopia, citologia, diametro mayor de calculos tumorales,
radiografia, imagen digital del tumor, signos vitales, peso, registro de eventos adversos, evaluacion de episodios infecciosos,
evaluacién de medicamentos concomitantes, evaluacién del dolor, quimica de sangre o suero, analisis de orina, tomografia
computarizada, y andlisis farmacocinético. Ademas, los efectos sinérgicos de una terapia de combinacién que comprende
las composiciones farmacéuticas de la invencién y otra terapia contra el cancer pueden ser determinados por estudios
comparativos con pacientes sometidos a monoterapia.

0079 Otra realizacion de la invencion es un kit para tratar o prevenir el cancer que comprende una cantidad efectiva de la
composicion farmacéutica de la invencion, y las indicaciones para el uso de la misma para tratar el cancer.

0080 En la mayoria de las terapias aprobadas contra el cancer, la terapia contra el cancer se utiliza en combinaciéon con
otras terapias anticancer. En consecuencia, la invencion proporciona un método para prevenir o tratar el cancer utilizando
las composiciones farmacéuticas de la invencion en combinacién con al menos una terapia contra el cancer adicional. La
otra terapia contra el cancer se puede administrar antes de, superpuesta con, al mismo tiempo que, y/o después de la
administracién de la composiciéon farmacéutica de la invencién. Cuando se administran al mismo tiempo, la composicién
farmacéutica de la invencion y la otra terapia contra el cancer se pueden administrar en una sola formulacién o en
formulaciones separadas, y si es por separado, entonces opcionalmente, por diferentes modos de administracion. La
combinacion de una o mas composiciones farmacéuticas de la invencién y uno u otras mas terapias contra el cancer puede
actuar sinérgicamente para combatir el tumor o cancer. Las otras terapias contra el cancer incluyen, sin limitacion, la
radiacion y otros agentes terapéuticos contra el cancer. Las otras terapias contra el cancer incluyen, sin limitacion, la
radiacion y otros agentes terapéuticos contra el cancer. Estas otras terapias contra el cancer pueden incluir, sin limitacion,
2,2, 2"triclorotrietilamina,  6-azauridina,  6-diazo-5-oxo-L-norleucina,  6-mercaptopurina, aceglarone, actinomicina
aclacinomicinas, altretamina, aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, ancitabina, oligonucleétidos de angiogenina
antisentido, antramicina, azacitidina, azaserina, aziridina, batimastar, oligonucleétidos bcl-2 antisentido, benzodepa,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2395103 T3

bicalutamida, bisantreno, bleomicina, buserelina, busulfan, cactinomicin, calusterona, carboplatino, carboquone,
carminomicina, carmofur, carmustina, carubicin, carzinofilin, clorambucil, clornafazina, acetato de clormadinona,
clorozotocina, cromomicinas, cisplatino, cladribina, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina,
defosfamida, demecolcina, denopterin, detorubicin, diaziquona, docetaxel, doxifluridina, doxorrubicina, droloxifeno,
dromostanolona, edatrexato, eflomitina, acetato de eliptinio, emitefur, enocitabune, epirubicina, epitiostanol, esorubicin,
estramustina, etoglucid, etopodsido, fadrozol, fenretinida, floxuridina, fludarabina, fluorouracilo, flutamida, acido folinico,
formestano, fosfestrol, fotemustina, nitrato de galio, gemcitabina, goserelina, hexestrol, hidroxiurea, idarubicina, ifosfamida,
improsulfan, interferén-alfa, interferén-beta, interferén gamma, interleuquina-2, L-asparaginasa, lentinan, letrozol, leuprolide,
lomustina, lonidamina, mannomustina, marcelomicina, mecloretamina, clorhidrato 6xido de mecloretamina,
medroxiprogesterona, acetato de megestrol, melengestrol, melfalan, menogaril, mepitiostano, metotrexato, meturedepa,
miboplatin, miltefosina, mitobronitol, mitoguazone, mitolactol, mitomicinas, mitotano, mitoxantrona, mopidamol, &acido
micofendlico, nilutamida, nimustina, nitracina, nogalamicin, novembichin, olivomicinas, oxaliplatino, paclitaxel, pentostatina,
peplomicina, perfosfamida, fenamet, fenesterina, pipobroman, piposulfan, pirarubicina, piritrexim, plicamicina, acido
podofilinico 2-etil-hidrazida, fosfato poliestradiol, sodio porfimero, porfiromicina, prednimustina, procabazinae,
propagermanio, PSK, pteropterina, puromicina, quelamicina, ranimustina, razoxano rodorubicina, roquinimex, sizofican,
sobuzoxane, espirogermanio, estreptonigrina, estreptozocina, tamoxifeno, taxotero, tegafur, temozolomida, tenipésido, acido
tenuzonico, testolacone, thiamiprina, tioguanina, tiotepa, Tomudex, topotecan, toremifeno, triaziquona, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilenetiofosforamida, trilostano, trimetrexato, ftriptorelina, trofosfamida, trontecan, tubercidina,
ubenimex, mostaza de uracilo, uredepa, uretano, vinblastina, vincristina, zinostatin, y zorubicin, arabinésido de citosina,
ozogamicina, tioepa, ciclotosfamida, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina ,
5-fluorouracilo, fludarabina, gemcitabina, dacarbazina, temozoamida), hexametiimelamina, LYSODREN, analogos de
nucledsidos, alcaloides de plantas (por ejemplo, Taxol, paclitaxel, camptotecina, topotecan, irinotecan (CAMPTOSAR, CPT-
11), vincristina, alquiloides de vinca tales como vinblastina) podofilotoxina, epipodofilotoxina, VP-16 (etopdsido), citocalasina
B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, antraciclinas (por ejemplo, daunorubicina), doxorrubicina liposomal,
dihidroxianthracindiona, mitramicina, actinomicina D, aldesleukina, allutamina, biaomicina, capecitabina, carboplain,
clorabusin, ciclarabina, daclinomicina, floxuridhe, acetato de lauprolida, levamisol, lomuslina, mercaptopurino, mesna,
mitolanc, pegaspergasa, pentoslatina, picamicina, riuximab, campath-1, estraplozocina, tretinoina, oligonucleétidos
antisentido VEGF, vindesina y vinorelbina. Las composiciones que comprenden uno o mas agentes terapéuticos del cancer
(por ejemplo, FLAG, CHOP) también se contemplan en la presente invencién. FLAG comprende fludarabina, arabinésido de
citosina (Ara-C) y G-CSF. CHOP comprende ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina y prednisona. Para obtener una lista
completa de productos terapéuticos de cancer conocidos en la materia, ver, por ejemplo, las ultimas ediciones de The Merck
Index y la Physician’s Desk Reference.

0081 Las composiciones farmacéuticas para la terapia de combinaciéon también pueden incluir, sin limitacion, antibiéticos
(por ejemplo, dactinomicina, bleomicina, mitramicina, antramicina), asparaginasa, Bacillus y Guerin, toxina de la difteria,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, agentes anti-mitéticos, abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas, factor de
crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas, activador tisular del plasminégeno, agentes
antihistaminicos, agentes contra las nauseas, etc.

0082 De hecho, la administracion de una cantidad efectiva de una composicién farmacéutica de la invencion a un paciente
en necesidad de dicho tratamiento puede resultar en dosis reducidas de otra terapia contra el cancer que tiene una eficacia
clinica significativa. Tal eficacia de la dosis reducida de la otra terapia contra el cancer puede no observarse si estd ausente
la administracion con las composiciones farmacéuticas de la invenciéon. En consecuencia, la presente invencién proporciona
métodos para tratar un tumor o cancer que comprende administrar una dosis reducida de otro o mas agentes terapéuticos
contra el cancer.

0083 Ademas, la terapia de combinaciéon que comprende la composicion farmacéutica de la invencién a un paciente en
necesidad de dicho tratamiento podra permitir tiempos de tratamiento relativamente cortos en comparacién con la duracién o
el numero de ciclos de regimenes de tratamiento estéandar. En consecuencia, la presente invencion proporciona metodos
para tratar un tumor o cancer, que comprende administrar otro 0 mas agentes terapéuticos contra el cancer con duracién
relativamente corta y/o en menos ciclos de tratamiento.

0084 Asi, segun la presente invencion, las terapias de combinaciéon que comprenden una composicion farmacéutica de la
invencion y otra terapia contra el cancer pueden reducir la toxicidad (es decir, los efectos secundarios) del tratamiento total
del cancer. Por ejemplo, la toxicidad reducida, en comparaciéon con una monoterapia u otra terapia de combinacion, puede
observarse al entregar una dosis reducida de una composicién farmacéutica de la invencion y/u otro agente terapéutico
contra el cancer, y/o cuando se reduce la duracién de un ciclo (es decir, el periodo de una administracion Unica o el periodo
de una serie de estas administraciones), y/o cuando se reduce el nimero de ciclos.

0085 En consecuencia, la invencién proporciona una composicion farmacéutica de la invencion que comprende ademas una
0 mas terapias anticancerosas adicionales, opcionalmente en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2395103 T3

0086 La presente descripcion también proporciona un kit que comprende una cantidad efectiva de una composicion
farmacéutica de la invencién, opcionalmente, en combinacién con una u otras mas terapias contra el cancer, junto con
instrucciones para el uso del mismo para tratar el cancer.

0087 Como se indicé anteriormente, la terapia de combinacién con una composicion farmacéutica de la invencion puede
sensibilizar el cancer o tumor a la administracion de una terapia contra el cancer adicional. En consecuencia, la presente
invencién contempla terapias de combinacién para la prevencién, tratamiento y/o prevenir la recurrencia del cancer, que
comprende administrar una cantidad efectiva de una composicion farmacéutica de la invencion antes de, después de, o
simultdneamente con, una dosis reducida de un agente terapéutico contra el cancer. Por ejemplo, el tratamiento inicial con
una composicion farmacéutica de la invencion puede aumentar la sensibilidad de un cancer o tumor a la estimulacién
subsiguiente con una dosis de terapia contra el cancer. Esta dosis esta cerca, o por debajo, del intervalo bajo de
dosificaciones estandar cuando el agente terapéutico contra el cancer se administra solo, o en ausencia de una composicién
farmacéutica de la invenciéon. Cuando se administran al mismo tiempo, la composicion farmacéutica de la invencién puede
ser administrada por separado del agente terapéutico del cancer, y opcionalmente, por un modo diferente de administracion.

0088 En una realizacion alternativa, la administraciéon de la terapia adicional contra el cancer puede sensibilizar el cancer o
tumor a la composicién farmacéutica de la invencion. En tal realizacién, la terapia adicional contra el cancer se puede
administrar antes de la administraciéon de una composicién farmacéutica de la invencion.

0089 En una realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende cisplatino, por ejemplo, PLATINOL o PLATINOL-
AQ (Bristol Myers), a una dosis que va desde aproximadamente 5a 10, 11 a 20,21a40,041a75 mg/m [ciclo.

0090 En otra realizacién, la terapia adicional contra el cancer comprende carboplatino, por eJempIo PARAPLATIN (Bristol
Myers), a una dosis que va desde aproximadamente 2a3,4a8,9a16,17a35,036a75 mglm [ciclo.

0091 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende ciclofosfamida, por ejemplo, CITOXAN(Bristol
Myers Squibb), a una dosis que va desde aproximadamente 0.25a 0.5,0.6a0.9,1a2,3a5,6a 10,11 a 20,021 a40
mg/kg/ciclo.

0092 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende citarabina, por ejemplo, CITOSAR-U (Pharmama &
Upjohn), en una dosis que va desde aproximadamente 0.5a 1,2 a4, 5a 10, 11 a 25, 26 a 50, 0 51 a 100 mg/m /ciclo. En
otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende citarabina liposomal, por ejemplo, DEPOCYT (Chiron
Corp.), a una dosis que va desde aproximadamente 5 a 50 mg/m ?Iciclo.

0093 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende dacarbazina, por ejemplo, DTIC o DTICDOME
(Bayer Corp.), a una dosis que va desde aproximadamente 15 a 250 mg/m2/ciclo 0 que va desde aproximadamente 0.2 a 2
mg/kg/ciclo.

0094 En otra realizacién, la terapia adicional contra el cancer comprende topotecan, por ejemplo, HYCAMTIN (SmithKline
Beecham), a una dosis que va desde aproximadamente 0.1 a 0.2, 0.3 a 0.4, 0.5y 08,009 a 1.5 mg/m /ciclo. En otra
realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende irinotecan, por ejemplo, CAMPTOSAR (Pharmacia & Upjohn), a
una dosis que va desde aproximadamente 5a 9, 10 a 25, 0 26 a 50 mg/m [ciclo.

0095 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende fludarabina, por ejemplo FLUDARA (Berlex
Laboratories), a una dosis que va desde aproximadamente 2.5a 5,6 a 10,11 a 15,016 a 25 mg/m /ciclo.

0096 En otra realizacion, la terapia ad|C|onaI contra el cancer comprende citosina arab|n03|do (Ara-C) en una d03|s que va
desde aproximadamente 200 a 2000 mg/m /ciclo, 300 a 1000 mg/m [ciclo, 400 a 800 mg/m /ciclo, 0 500 a 700 mg/m /ciclo.

0097 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende docetaxel, por ejemplo, TAXOTERE (Rhone
Poulenc Rorer) a una dosis que va desde aproximadamente 6 a 10, 11 a 30, 0 31 a 60 mg/m [ciclo.

0098 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende paclitaxel, por ejemplo, TAXOL (Bristol Myers
Squibb), a una dosis que va desde aproximadamente 10 a 20, 21 a 40, 41 a 70, 6 71 a 135 mg/kg/ciclo.

0099 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende 5-fluorouracilo en una dosis que va desde
aproximadamente 0.5 a 5 mg/kg/ciclo, 1 a 4 mg/kg/ciclo o 2-3 mg/kg/ciclo.

0100 En otra realizacién, la terapia adicional contra el cancer comprende doxorrubicina, por ejemplo, ADRIAMICIN
(Pharmacia & Upjohn), DOXIL (Alza), RUBEX (Bristol Myers Squibb), a una dosis que va desde aproximadamente 2 a 4, 5 a
8,9 a 15, 16 a 30, 6 31 a 60 mg/kg/ciclo.

0101 En otra realizacién, la terapia adicional contra el cancer comprende etopésido, por eJempIo VEPESID (Pharmacia &
Upjohn), a una dosis que va desde aproximadamente 3.5a 7,8 a 15, 16 a 25, 0 26 a 50 mg/m [ciclo.
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0102 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende vinblastina, por ejemplo, VELBAN (Eli Lilly), a una
dosis que va desde aproximadamente 0.3a 0.5,0.6a20.9,1a2,03a3.6 mg/m2/ciclo.

0103 En otra realizacién, la terapia adicional contra el cancer comprende vincristina, por ejemplo, ONCOVIN (Eli Lilly), a una
dosis que va desde aproximadamente 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 0 0.7 mg/m2/ciclo.

0104 En otra realizacion, la terapia adicional contra el cancer comprende metotrexato a una dosis que va desde
aproximadamente 0.2a0.9,1a5,6a10,011a20 mg/mzlciclo.

0105 En otra realizacién, una composicion farmacéutica de la invencion se administra en combinacién con al menos un
inmunoterapéutico de otro tipo que incluye, sin limitacién, rituxan, rituximab, campath-1, ozogamicina, y trastuzutmab.

0106 En otra realizacién, una composicién farmacéutica de la invenciéon se administra en combinacion con uno o mas
agentes anti-angiogénicos que incluyen, sin limitacion, angiostatina, talidomida, kringle 5, endostatina, Serpina (inhibidor de
la proteasa serina), anti-trombina, 29 kDa N-terminal y un 40 kDa C-terminal de fragmentos proteoliticos de fibronectina, 16
kDa fragmento proteolitico de prolactina, 7.8 kDa fragmento proteolitico de factor plaquetario-4, un péptido de 13
aminoacidos correspondiente a un fragmento de factor plaquetario-4 (Maione et al., 1991, Cancer Res. 51:2077-2083), un
péptido de 14 aminoacidos correspondiente a un fragmento de colageno | (Tolsma et al., 1993, J. Cell Biol. 122:497-51 1),
un péptido de 19 aminoacidos correspondiente a un fragmento de Thrombospondin | (Tolsma et al., 1993, J. Cell Biol.
122:497-511), un péptido de 20 aminoacidos correspondiente a un fragmento de SPARC (Sage et al.,, 1995, J. Cell.
Biochem. 57:1329-1334), y una variante del mismo, incluyendo una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

0107 En oftra realizacion, una composicion farmacéutica de la invencién se administra en combinaciéon con un régimen de
terapia de radiaciéon. La terapia también puede comprender cirugia y/o quimioterapia. Por ejemplo, una composiciéon
farmacéutica de la invencidn se puede administrar en combinacion con terapia de radiaciéon y cisplatino (Platinol),
fluorouracilo (5-FU, Adrucil), carboplatino (Paraplatin), y/o paclitaxel (Taxol). El tratamiento con una composicion
farmacéutica de la invenciéon puede permitir el uso de dosis mas bajas de radiacion y / o tratamientos de radiacién menos
frecuentes, que pueden, por ejemplo, reducir la incidencia de dolor de garganta severo que impide la funcion de tragar que
potencialmente resulta en pérdida de peso o deshidratacion. no deseada

0108 En otra realizacion, una composicién farmacéutica se administra en combinacion con uno o mas citoquinas que
incluyen, sin limitacion, una linfocina, factores de necrosis tumoral, citoquina de tipo factor de necrosis tumoral, linfotoxina,
interferén, proteina inflamatoria de macréfagos, factor estimulante de colonias de granulocitos monocitos, interleuquina
(incluyendo, sin limitacién, interleuquina-1, interleuquina-2, interleuquina-6, interleuquina-12, interleuquina-15, interleuquina-
18), y una variante de la misma, incluyendo una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

0109 En otra realizacién, una composicion farmacéutica de la invencién se administra en combinaciéon con una vacuna
contra el cancer o agentes bioldgicos, incluyendo, sin limitacion, células autélogas o tejidos, células no autdlogas o tejidos,
antigeno carcinoembrionario, alfa-fetoproteina, gonadotropina coriénica humana, vacuna viva BCG, complejos
micobacterias de la pared celular / ADN, proteinas de linaje de melanocitos y antigenos mutados especificos del tumor.

0110 En aun otra realizacién, una composicioén farmacéutica se administra en asociaciéon con la terapia hormonal. Terapias
hormonales incluyen, sin limitacién, un agonista hormonal, un antagonista hormonal (por ejemplo, flutamida, tamoxifeno,
acetato de leuprolida (Lupron)), y esteroides (por ejemplo, dexametasona, retinoide, betametasona, cortisol, cortisona,
prednisona dehidrotestosterona, glucocorticoide, mineralocorticoide, estrégeno, testosterona, progestina).

0111 En aun otra realizacion, una composicion farmacéutica se administra en asociacién con un programa de terapia génica
para tratar o prevenir el cancer.

0112 La terapia de combinacién puede por tanto aumentar la sensibilidad del cancer o tumor a la composicién farmacéutica
de la invencién y/o terapia adicional contra el cancer administrada. De esta manera, pueden ser posibles ciclos mas cortos
de tratamiento lo que reduce los eventos téxicos. La duracién del ciclo puede variar de acuerdo con la terapia contra el
cancer especifica en uso. La invencion también contempla la administracion continua o discontinua, o dosis diarias divididas
en varias administraciones parciales. Una duracion de ciclo apropiada para un tipo especifico de terapia contra el cancer
sera apreciada por el experto en la materia, y la invencidon contempla la evaluacién continua de programas de tratamiento
optimos para cada terapia contra el cancer. Pautas especificas para expertos en la técnica son conocidas en la materia. Ver,
por ejemplo, Therasse et al., 2000, "Las nuevas directrices para evaluar la respuesta al tratamiento en los tumores soélidos.
Organizacion Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer, Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos,
Instituto Nacional del Cancer de Canada," J Natl Cancer Inst. Feb 2;92(3): 205-16.

0113 Se contempla que una composiciéon farmacéutica de la invencién se puede administrar por cualquier método

adecuado, tal como inyeccién, administracién oral, por inhalacién, transdérmica o intratumoral, mientras que cualquier otro
tipo de terapia contra el cancer puede ser suministrado al paciente del mismo o de otro modo de administracién. Ademas,
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cuando se pretende administrar a un sujeto multiples terapias contra el cancer, una composicion farmacéutica de la
invencién y uno o mas de los otros agentes terapéuticos contra el cancer pueden ser entregados por un método, mientras
que otros agentes terapéuticos contra el cancer pueden ser entregados por otro modo de administracion.

0114 La descripcién también proporciona kits que comprenden una cantidad efectiva de una composicién farmacéutica de la
invencién, opcionalmente, en combinacién con uno u otros mas agentes terapéuticos contra el cancer, junto con
instrucciones para el uso de los mismos.

(ii) Métodos de Diagnéstico

0115 EIl nuevo antigeno asociado al cancer se expresa en células cancerosas y no es significativamente expresado en
células normales, por lo tanto la deteccion del nuevo antigeno asociado al cancer se puede utilizar como un método de
diagnostico para el cancer.

0116 Una realizacion de la invencion es un método para detectar o controlar el cancer en un sujeto que tiene o sospechoso
de tener cancer, que comprende la deteccién de una variante asociada al cancer de Scratch Mamifero en una célula en la
muestra, en donde el cancer se ha indicado, si la variante asociado al cancer Scratch Mamifero es detectada en la célula.

0117 En una realizacién de la invencion, se proporciona un método para detectar células cancerosas en un sujeto que
comprende:

(a) proporcionar una muestra del sujeto;

(b) detectar el nivel del antigeno asociado al cancer en la muestra, y

(c) comparar el nivel del antigeno asociado al cancer en la muestra a una muestra de control, en donde niveles
incrementados del antigeno asociado al cancer en comparacion con el control indican que el sujeto tiene cancer.

0118 La frase "detectar el nivel del antigeno asociado al cancer" incluye detectar los niveles del antigeno asociado al
cancer, asi como detectar los niveles de moléculas de acidos nucleicos que codifican el antigeno asociado al cancer.
Ejemplos de métodos para detectar proteinas y acidos nucleicos se discuten con mayor detalle a continuacion.

0119 EIl antigeno asociado al cancer preferiblemente comprende la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 2, mas
preferiblemente, SEC ID NO: 1.

0120 El término muestra puede ser cualquier muestra que contiene células cancerosas que se desea detectar incluyendo
pero no limitado a, fluidos bioldgicos (incluyendo sangre, suero, ascitis), extractos de tejidos, células recién cosechadas y
lisados de células que han sido incubados en cultivos celulares.

0121 El término "muestra de control" incluye cualquier muestra que puede usarse para establecer un nivel normal o base, y
puede incluir muestras de tejido tomadas de personas sanas o muestras que imitan fluido fisioldgico. La muestra de control
también puede ser una muestra del sujeto tomada en otro momento, por ejemplo antes de la terapia del cancer.

0122 El método de la invencion puede utilizarse en el diagnostico y estadificacion del cancer. La invencién también puede
utilizarse para controlar la progresién de un cancer y para comprobar si un tratamiento en particular es efectivo o no. En
particular, el método puede usarse para confirmar la ausencia o la eliminacién de todo el tejido tumoral después de la
cirugia, quimioterapia contra el cancer, y / o terapia de radiacion. Los métodos pueden ademas usarse para controlar la
quimioterapia del cancer y la reaparicion del tumor.

0123 En una realizacion, la invencion contempla un método para el control de la progresion del cancer en un sujeto, que
comprende:

(a) proporcionar una muestra de un sujeto;

(b) determinar el nivel de expresion del antigeno asociado al cancer en la muestra;

(c) repetir las etapas (a) y (b) en un momento posterior y comparar el resultado de la etapa (b) con el resultado de la
etapa (c) en donde una diferencia en el nivel de expresién del antigeno asociado al cancer es indicativa de la
progresion del cancer en el sujeto.

0124 En particular, niveles incrementados del antigeno asociado al cancer en el momento posterior pueden indicar que el
cancer esta progresando y que el tratamiento (si es aplicable) no esta siendo eficaz. En contraste, niveles disminuidos del
antigeno asociado al cancer en el momento posterior pueden indicar que el cancer esta en regresion y que el tratamiento (si
es aplicable) es eficaz.

0125 Una serie de técnicas se puede utilizar para detectar en una célula la variante de Scratch Mamifero asociada al
cancer. Por ejemplo, pueden usarse proteinas de union tales como anticuerpos que se unen a la variante de Scratch
Mamifero asociada al cancer en inmunoensayos para detectar expresiéon en la superficie celular de la variante asociada al
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cancer de Scratch Mamifero. Una persona experta en la materia apreciara que puede usarse una serie de técnicas para
detectar y/o cuantificar la expresion en la superficie celular de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero,
incluyendo, sin limitaciéon, Western blots, inmunoprecipitacién seguida por SDS-PAGE, inmunocitoquimica, FACS, matrices
de proteina, y similares.

Métodos para Detectar Moléculas de Acido Nucleico

0126 En una realizacion, los métodos de la invencién implican la deteccién de moléculas de acido nucleico que codifican el
antigeno asociado al cancer. Los expertos en la materia pueden construir sondas de nucleétidos para su uso en la deteccion
de secuencias de acidos nucleicos que codifican el antigeno asociado al cancer en las muestras. Sondas adecuadas
pueden prepararse basandose en la secuencia de acido nucleico mostrada en SEC ID NO: 6 o SEC ID NO: 25. Las sondas
adecuadas incluyen moléculas de acidos nucleicos basados en secuencias de acidos nucleicos que codifican al menos 5
aminoacidos secuenciales de regiones del antigeno asociado al cancer, preferiblemente comprenden de 15 a 30
nucledtidos. Una sonda de nucledtidos puede etiquetarse con una sustancia detectable tal como un marcador radiactivo que
proporcione una sefial adecuada y tenga suficiente vida media tales como 3'2P, 3H, C o similares. Otras sustancias
detectables que pueden usarse incluyen antigenos que son reconocidos por un anticuerpo especifico etiquetado,
compuestos fluorescentes, enzimas, anticuerpos especificos para un antigeno etiquetado, y compuestos luminiscentes. Una
etiqueta adecuada puede ser seleccionada teniendo en cuenta el ritmo de hibridacién y la unién de la sonda al nucleétido a
detectar y la cantidad de nucledtidos disponibles para hibridaciéon. Sondas etiquetadas pueden hibridizarse a acidos
nucleicos en soportes sélidos tales como filtros de nitrocelulosa o0 membranas de nilén como se describe en general en
Sambrock et al, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual (22 ed.). Las sondas de acidos nucleicos pueden usarse para
detectar genes, preferiblemente en células humanas, que codifican el antigeno asociado al cancer. Las sondas de
nucledtidos pueden ser también utiles en el diagnostico de trastornos que implican el antigeno asociado al cancer, en el
control de la progresion de estos trastornos, o en el seguimiento de un tratamiento terapéutico. En una realizacion, las
sondas se utilizan en el diagnéstico de, y en el control de la progresion del cancer, preferiblemente el cancer ginecoldégico.

0127 La sonda puede usarse en técnicas de hibridaciéon para detectar genes que codifican el antigeno asociado al cancer.
La técnica generalmente implica poner en contacto e incubar acidos nucleicos (por ejemplo, moléculas de ADN
recombinante, genes clonados) obtenidos a partir de una muestra de un sujeto u otra fuente celular con una sonda bajo
condiciones favorables para el recocido especifico de las sondas a secuencias complementarias en los acidos nucleicos.
Después de la incubacion, los acidos nucleicos no recocidos se retiran, y se detecta la presencia de acidos nucleicos que se
han hibridado con la sonda si hay alguno.

0128 La deteccién de moléculas de acido nucleico puede implicar la amplificacién de secuencias de genes especificos
usando un método de amplificacién como la reaccién en cadena de polimerasa (PCR), seguido por el analisis de las
moléculas amplificadas utilizando técnicas conocidas por los expertos en la materia. Cebadores adecuados pueden ser
rutinariamente disefados por un experto en la materia.

0129 Las técnicas de hibridaciéon y de amplificacién descritas aqui pueden utilizarse para ensayar aspectos cualitativos y
cuantitativos de la expresion de genes que codifican el antigeno asociado al cancer. Por ejemplo, puede aislarse ARN de un
tipo de célula o tejido conocido por expresar un gen que codifica el antigeno asociado al cancer, y ensayarse utilizando
técnicas de hibridacion (por ejemplo, analisis Northern estandar) o PCR que son conocidos en la materia.

0130 Los cebadores y sondas pueden usarse en los métodos descritos anteriormente in situ es decir, directamente sobre
secciones de tejido (fijo y/o congelado) del tejido del sujeto obtenido a partir de biopsias o resecciones.

0131 En consecuencia, la presente invenciéon proporciona un método para detectar células cancerosas en un sujeto que
comprende:

proporcionar una muestra del sujeto;

extraer moléculas de acidos nucleicos que codifican el antigeno asociado al cancer o porcién del mismo de la
muestra;

amplificar las moléculas de acidos nucleicos extraidas utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa;
determinar la presencia de moléculas de acidos nucleicos que codifican el antigeno asociado al cancer, y

comparar el nivel de las moléculas de acidos nucleicos que codifican el antigeno asociado al cancer en la muestra
a una muestra de control, en donde que niveles incrementados de las moléculas de acidos nucleicos que codifican
el antigeno asociado al cancer, en comparacion con el control indican que el sujeto tiene cancer.

~ —~
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(b
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(

e

~— — ~—

0132 En una realizacion preferida, la molécula de acido nucleico codifica un antigeno asociado al cancer que comprende la
SEC ID NO:2, mas preferiblemente SEC ID NO:1. En una realizacion especifica, la molécula de acido nucleico comprende la
secuencia mostrada en SEC ID NO:6 o un fragmento de diagnéstico de la misma. En otra realizacién, la molécula de acido
nucleico comprende la secuencia mostrada en SEC ID NO:25 (que codifica el fragmento transmembrana mostrado en SEC
ID NO:2) o un fragmento de diagnéstico de la misma.
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0133 Los métodos de la invencion descritos aqui también se pueden también realizar utilizando microarrays, tales como
matrices de oligonucleétidos, matrices de ADNc, matrices de ADN gendmico o matrices de tejido. Preferentemente, las
matrices son microarrays de tejidos.

0134 En un ejemplo preferido, se utiliza un producto de expresiéon del ARN que codifica la variante de Scratch Mamifero
asociada al cancer para detectar la expresion de la variante de Scratch Mamifero asociada al cancer por la célula. Un
experto en la materia apreciara que el producto de expresién de ARN se puede detectar o cuantificar mediante la deteccion
de ARNm que codifica la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero o un fragmento de la misma, u oligonucledtidos,
ADNCc, ADN, ARN, productos de PCR, ADN sintético, ARN sintético, u otras combinaciones de origen natural o nucleétidos
modificados que especificamente y/o selectivamente hibridan con el ARNm que codifica la variante asociada al cancer de
Scratch Mamifero o un fragmento de la misma.

0135 Puede usarse una serie de métodos para detectar y/o cuantificar la expresion del ARN de la variante asociada al
cancer de Scratch Mamifero por una célula que incluyen RT-PCR, ensayos de proteccion de nucleasa, tales como ensayos
de proteccion de ribonucleasa y ensayos nucleasa S1, y Northern blots y similares.

0136 En una realizacién particular, los inventores han preparado cebadores de PCR que amplifican tanto la Scratch variante
como Scratch de tipo salvaje (SEC ID NO: 26) o sélo la Scratch variante (SEC ID NO: 27) como se describe en el Ejemplo 4.
El uso dichos cebadores permite distinguir entre Scratch variante y de tipo salvaje.

0137 Los inventores también han determinado que la secuencia de Scratch Mamifero de tipo salvaje contiene un sitio de
restriccion Kpnl en el nucledtido 118 que no esta presente en la variante asociado al cancer. Por lo tanto, para probar si un
cancer expresa la variante, el producto de PCR amplificado puede ser digerido con el enzima de restriccion Kpnl seguido
por electroforesis en gel. Si las células que se ensayan expresan Scratch Mamifero de tipo salvaje entonces se detectaran 2
fragmentos de 67bp y 93bp. Si las células expresan la variante asociada al cancer entonces el tamafio del producto de PCR
sera el mismo que el control no digerido.

0138 En consecuencia, la presente invencion proporciona un método para detectar células cancerosas o controlar el cancer
en un sujeto que tiene o es sospechoso de tener cancer, que comprende:

(a) proporcionar una muestra del sujeto;

(b) extraer moléculas de acidos nucleicos que codifican Scratch de tipo salvaje o la variante de Scratch asociada al
cancer de la muestra;

(c) digerir las moléculas de &cidos nucleicos con un enzima de restriccion Kpnl, y

(d) determinar el tamafio de las moléculas de acidos nucleicos digeridas en donde que la presencia de moléculas de
acidos nucleicos no digeridas indica que el sujeto tiene cancer.

Métodos para Detectar el Antigeno Asociado al Cancer

0139 En oftra realizacion, los métodos de la invencion implican la deteccion del antigeno asociado al cancer. En una
realizacidn, el antigeno asociado al cancer se detecta utilizando anticuerpos que se unen especificamente al antigeno
asociado al cancer. Los anticuerpos para el antigeno asociado al cancer se pueden preparar utilizando técnicas conocidas
en la materia.

0140 Los anticuerpos especificamente reactivos con el antigeno asociado al cancer, o derivados, tales como conjugados
enzimaticos o derivados etiquetados, pueden usarse para detectar el antigeno asociado al cancer en varias muestras (por
ejemplo, materiales biolégicos). Pueden usarse como reactivos de diagnéstico o pronéstico y pueden usarse para detectar
anomalias en el nivel de expresion de la proteina, o anormalidades en la estructura, y/o localizaciéon temporal, tejido, celular,
o subcelular del antigeno asociado al cancer. Los inmunoensayos in vitro también pueden usarse para evaluar o controlar la
eficacia de las terapias particulares. Los anticuerpos de la invencion también pueden usarse in vitro para determinar el nivel
de expresion de un gen que codifica el antigeno asociado al cancer en las células genéticamente modificadas para producir
el antigeno asociado al cancer.

0141 Los anticuerpos pueden usarse en cualquier inmunoensayo conocido que se base en la interaccion de union entre un
determinante antigénico del antigeno asociado al cancer y los anticuerpos. Ejemplos de tales ensayos son
radioinmunoensayos, inmunoensayos enzimaticos (por ejemplo, ELISA), inmunofluorescencia, inmunoprecipitacion,
aglutinacion en latex, hemaglutinacion, y ensayos histoquimicos. Los anticuerpos pueden usarse para detectar y cuantificar
el antigeno asociado al cancer en una muestra con el fin de determinar su funcién en el cancer y para diagnosticar el
cancer.

0142 En particular, los anticuerpos de la invencion pueden usarse en analisis inmuno-histoquimicos, por ejemplo, a nivel
celular y subcelular, para detectar un antigeno asociado al cancer, para localizarlo en células y tejidos particulares, y en
sitios especificos subcelulares, y para cuantificar el nivel de expresion.
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0143 Técnicas citoquimicas conocidas en la materia para la localizacién de antigenos mediante microscopia optica y
electrénica pueden usarse para detectar el antigeno asociado al cancer. Generalmente, un anticuerpo de la invencién puede
etiquetarse con una sustancia detectable y el antigeno asociado al cancer puede localizarse en tejidos y células en base a la
presencia de la sustancia detectable EbJemPIos de sustancias detectables incluyen, pero no se limitan a, las siguientes:
radioisotopos (por ejemplo, *H, 'C, 2| 13')), marcadores fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fosforos
lantanidos), etiquetas luminiscentes tales como Iumlnol; etiquetas enzimaticas (por ejemplo, peroxidasa de rabano, beta-
galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina, acetilcolinesterasa), grupos biotinil (que pueden ser detectados por avidina
marcada por ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador fluorescente o actividad enzimatica que se puede detectar
por métodos Opticos o calorimétricos), epitopos del polipéptido predeterminados reconocidos por un informador secundario
(por ejemplo, secuencias de pares de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de
unién de metales, etiquetas de epitopo). En algunas realizaciones, las etiquetas estan unidas mediante brazos espaciadores
de varias longitudes para reducir el impedimento estérico potencial. Los anticuerpos también pueden ser acoplados a
sustancias densas de electrones, tales como oro coloidal o ferritina, que se visualizan faciimente por microscopia
electronica.

0144 EIl anticuerpo o la muestra puede ser inmovilizado sobre un portador o soporte sélido que es capaz de inmovilizar
células, anticuerpos, etc. Por ejemplo, el portador o soporte puede ser de nitrocelulosa, o vidrio, poliacrilamidas, gabros, y
magnetita. EI material de soporte puede tener cualquier configuracion posible incluyendo esférica (por ejemplo, bolas),
cilindrica (por ejemplo superficie interior de un tubo o pocillo de ensayo o la superficie externa de una varilla), o plana (por
ejemplo hoja, tira de ensayo). También pueden usarse métodos indirectos en los que la reaccidon antigeno-anticuerpo
primario se amplifica por la introduccion de un segundo anticuerpo, que tiene especificidad para el reactivo de anticuerpos
contra el antigeno asociado al cancer. A modo de ejemplo, si el anticuerpo que tiene especificidad contra el antigeno
asociado al cancer es un anticuerpo 1gG de conejo, el segundo anticuerpo puede ser gamma-globulina de cabra anticonejo
etiquetada con una sustancia detectable como se describe aqui.

0145 Cuando se utiliza un marcador radiactivo como una sustancia detectable, el antigeno asociado al cancer se puede
localizar por radioautografia. Los resultados de radioautografia pueden ser cuantificados por determinacion de la densidad
de las particulas en los radioautografos por diversos métodos 6pticos, o por recuento de los granos.

0146 Pueden usarse anticuerpos etiquetados contra el antigeno asociado al cancer para localizar tejido tumoral en sujetos
sometidos a cirugia es decir, en imagenes. Normalmente para aplicaciones in vivo, los anticuerpos se etiquetan con
etiquetas radiactivas (por ejemplo, yodo-123, yodo-125, yodo-131, galio-67, tecnecio-99, e indio-111). Preparaciones de
anticuerpos etiquetados pueden administrarse a un sujeto por via intravenosa en un portador apropiado de una vez de
varias horas a cuatro dias antes de que el tejido se trate por imagen. Durante este periodo las fracciones libres se eliminan
del sujeto y los anticuerpos que quedan son los relacionados con el tejido tumoral. La presencia del isétopo se detecta
utilizando una camara gamma adecuada. El tejido etiquetado puede correlacionarse con marcadores conocidos sobre el
cuerpo del sujeto para determinar la ubicacién del tumor para el cirujano.

0147 Por consiguiente, en otra realizacion la presente invencion proporciona un método para detectar cancer en un sujeto
que comprende:

proporcionar una muestra del sujeto;

contactar la muestra con un anticuerpo que se une al antigeno asociado al cancer;

detectar el nivel del antigeno asociado al cancer en la muestra, y

comparar el nivel del antigeno asociado al cancer en la muestra a una muestra de control, donde niveles
incrementados del antigeno asociado al cancer, en comparacion con el control indican que el sujeto tiene cancer.

(iii) Métodos Terapéuticos

0148 Como se menciond anteriormente, el nuevo antigeno asociado al cancer esta presente en células cancerosas, pero no
significativamente en células normales. Asi, el nuevo antigeno asociado al cancer se puede utilizar en métodos terapéuticos
para prevenir y tratar el cancer. Ademas, el nuevo antigeno asociado al cancer o fragmentos del mismo pueden usarse para
provocar una respuesta inmune in vivo, por ejemplo en una vacuna, o in vitro.

0149 Una realizacién de la invencion es el uso de una proteina aislada de la invencion o fragmento de la misma en la
fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir el cancer. Aun otra realizacién de la invencién es el uso de una
proteina aislada de la invencién o un fragmento de la misma para tratar o prevenir el cancer. Una realizacién adicional de la
invencion es el uso de una proteina aislada de la invencién o un fragmento de la misma en la fabricacion de un
medicamento para provocar una respuesta inmune. Aun otra realizacién de la invencion es el uso de una proteina aislada de
la invencién o un fragmento de la misma para provocar una respuesta inmune.

0150 La invencion también incluye el uso de una secuencia de acido nucleico aislada de la invencién en la fabricacion de un
medicamento para tratar o prevenir el cancer. La invencién incluye ademas el uso de una secuencia de acido nucleico
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aislada de la invencién para tratar o prevenir el cancer. Ademas, la invencién incluye el uso de una secuencia de acido
nucleico aislada de la invencién en la fabricacion de un medicamento para provocar una respuesta inmune. La invencién
incluye ademas el uso de una secuencia de acido nucleico aislada de la invencion para provocar una respuesta inmune.

0151 Una realizaciéon adicional de la invencion es el uso del vector de expresidon recombinante de la invencion en la
fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir el cancer. Otra realizacion de la invencidon es el uso del vector de
expresion recombinante de la invencién para tratar o prevenir el cancer. Ademas, la invencion incluye el uso del vector de
expresion recombinante de la invencién en la fabricaciéon de un medicamento para provocar una respuesta inmune en un
sujeto. Aun otra realizaciéon de la invencién es el uso del vector de expresion recombinante de la invencidon para provocar
una respuesta inmune en un sujeto.

0152 Una realizacion adicional de la divulgacion es un método para tratar o prevenir el cancer, que comprende administrar
una cantidad eficaz de una proteina aislada de la invencion o un fragmento de la misma a un sujeto o célula en necesidad
de la misma. Ademas, la invencién incluye un método para tratar o prevenir el cancer, que comprende administrar una
cantidad eficaz de la secuencia de acido nucleico aislada de la invencién a un sujeto o célula en necesidad de la misma.
Ademas, la invencién incluye un método para tratar o prevenir el cancer, que comprende administrar una cantidad eficaz del
vector de expresion recombinante de la invencion a un sujeto o célula en necesidad de la misma.

0153 Otra realizacién de la descripcion es un método para inducir una respuesta inmune en un sujeto contra una proteina
aislada de la invencién, que comprende administrar una cantidad eficaz de la proteina aislada de la invencién o un
fragmento de la misma a un sujeto o célula en necesidad de la misma. Ademas, la invencion incluye un método para inducir
una respuesta inmune en un sujeto contra la proteina aislada de la invencién, que comprende administrar una cantidad
eficaz de la secuencia de acido nucleico aislada de la invencion a un sujeto o célula en necesidad de la misma. Ademas, la
invencion incluye un método para inducir una respuesta inmune en un sujeto contra la proteina aislada de la invencion que
comprende administrar una cantidad eficaz del vector de expresidn recombinante de la invencidn a un sujeto o célula
necesitado de la misma.

0154 Los métodos anteriores incluyen la administracion tanto in vivo como in vitro de la proteina aislada de la invencion.
Para usos in vitro, la proteina puede usarse para estimular los linfocitos obtenidos del paciente que luego son re-infundidos
en el sujeto para montar una respuesta inmune contra las células cancerosas que expresan el antigeno asociado al cancer.

0155 Un aspecto adicional de la descripcion es un método para tratar o prevenir cancer en un sujeto mediante la modulacion
de la actividad o expresién de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero sobre o dentro de una célula cancerosa.

0156 El método para tratar o prevenir el cancer en un sujeto comprende prevenir o disminuir la funcion de la variante
asociada al cancer de mamifero. En una realizacion de la invencion, se utiliza una proteina de unién de la invencion para
prevenir o disminuir la funcion de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero.

0157 En otra realizaciéon de la invencion, la funcién de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero se previene o
disminuye al disminuir o prevenir la expresion de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero en la célula.

0158 Pueden usarse técnicas estandar para prevenir o disminuir la expresion de la variante asociada al cancer de Scratch
Mamifero en una célula incluyendo el uso de moléculas antisentido, triple hélice, o de ribozima reactivas a las
transcripciones de la variante asociada al cancer del gen Scratch Mamifero.

0159 Por ejemplo, pueden usarse técnicas estandar para la producciéon de moléculas antisentido de acido nucleico, es decir,
moléculas complementarias a un acido nucleico sentido que codifica un polipéptido de interés, por ejemplo, complementaria
a la hebra de codificacion de una molécula de ADNc de doble hebra o complementaria a una secuencia de ARNm. En
consecuencia, un acido nucleico antisentido puede formar enlaces de hidrogeno a un acido nucleico sentido. El acido
nucleico antisentido puede ser complementario a una hebra codificanet entera, o sélo a una porcién de la misma, por
ejemplo, la totalidad o parte de la region de codificacion de proteina (o marco de lectura abierta). Una molécula antisentido
de acido nucleico puede ser antisentido para la totalidad o parte de una regién no codificante de la cadena codificante de
una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de interés. Las regiones no codificantes ("regiones no traducidas 5'
y 3'") son las secuencias 5'y 3' que flanquean la region de codificacion y no se traducen en aminoacidos.

0160 Un oligonucledtido antisentido puede ser, por ejemplo, de unos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 nucleétidos 0 mas
de longitud. Un acido nucleico antisentido de la invencién puede ser construido usando sintesis quimica y reacciones
enzimaticas de ligacion utilizando procedimientos conocidos en la materia. Por ejemplo, un acido nucleico antisentido (por
ejemplo, un oligonucledtido antisentido) puede sintetizarse quimicamente usando nucleétidos de origen natural o nucleétidos
modificados diversamente disefiados para aumentar la estabilidad biolégica de las moléculas o para aumentar la estabilidad
fisica del duplex formado entre los acidos nucleicos antisentido y sentido, por ejemplo, derivados de fosforotioato y
nucledtidos acridina sustituidos pueden ser utilizados. Ejemplos de nucleétidos modificados que pueden usarse para
generar el acido nucleico antisentido incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina,
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xantina, 4-acetilcitosina, 5-uracilo (carboxihidroxilmetil),-5-carboximetilaminometil 2-tiouridina, 5-
carboximetilaminometiluracil, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-
metilinosina, 2, 2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-
metilguanina, 5 metilaminometiluracil-, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-mannosilqueosina, 5'-
metoxicarboximetiluracil, 5-metoxiuracil, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracilo-5-oxiacético (v), wybutoxosina,
pseudouracil, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, uracilo -5-oxiacético
metiléster, acido uracilo-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3) w, y 2,6-
diaminopurina. Alternativamente, el acido nucleico antisentido se puede producir biolégicamente usando un vector de
expresion en el que un acido nucleico ha sido subclonado en una orientacion antisentido (es decir, el ARN transcrito del
acido nucleico insertado sera de una orientacion antisentido a un acido nucleico diana de interés).

0161 Moléculas de acidos nucleicos antisentido administradas a un sujeto o generadas in situ de tal manera que se hibridan
con o se unen a ARNm celular que codifica el polipéptido de interés para inhibir asi la expresion, por ejemplo, por inhibicién
de la transcripcion y/o traduccién. La hibridacién puede ser por complementariedad de nucleétidos convencionales para
formar un duplex estable, o, por ejemplo, en el caso de una molécula de acido nucleico antisentido que se une a duplexes
de ADN, a través de interacciones especificas en el surco mayor de la doble hélice. Un ejemplo de una via de
administracion de moléculas de acidos nucleicos antisentido de la invencidn incluye la inyeccién directa en un sitio del tejido.
Alternativamente, las moléculas de acidos nucleicos antisentido pueden ser modificadas a células diana seleccionadas y
después administradas sistémicamente. Por ejemplo, para la administracién sistémica, las moléculas antisentido pueden ser
modificadas de manera que se unen especificamente a los receptores o antigenos expresados en una célula seleccionada,
por ejemplo, una célula T o célula cerebral, por ejemplo, mediante la vinculacién de las moléculas de acidos nucleicos
antisentido a péptidos o anticuerpos que se unen a receptores de la superficie celular o antigenos. Las moléculas de acidos
nucleicos antisentido también se pueden entregar a las células utilizando vectores, por ejemplo, vectores de terapia génica,
que se describen a continuacion. Para lograr concentraciones intracelulares suficientes de las moléculas antisentido, se
prefieren constructos de vectores en los que la molécula de acido nucleico antisentido se coloca bajo el control de un fuerte
promotor pol Il o pol lll.

0162 Una molécula de acido nucleico antisentido de interés puede ser una molécula de acido nucleico a-anomérico. Una
molécula de acido nucleico a-anomérico forma hibridos de doble cadena especificos con ARN complementario en los que,
contrariamente a las unidades-a habituales, las hebras corren paralelas entre si (Gautier et al., 1987, Nucleic Acids Res.
15:6625- 6641). La molécula de acido nucleico antisentido puede comprender también un 2'-o-metilribonucleétido (Inoue et
al., 1987, Nucleic Acids. Res. 15:6131-6148) o un analogo ARN-ADN quimérico (Inoue et al., 1987, FEBS Lett. 215:327-
330).

0163 Las ribozimas son moléculas de ARN cataliticas con actividad de ribonucleasa que son capaces de escindir un acido
nucleico de cadena simple, tal como un ARNm, al que tienen una regién complementaria, y también pueden ser generadas
utilizando técnicas estandar. Asi, las ribozimas (por ejemplo, ribozimas cabeza de martillo (descrito en Haseloff y Gerlach,
1988, Nature 334:585-591)) pueden usarse para escindir cataliticamente transcripciones ARNm para inhibir asi la traduccion
de la proteina codificada por el ARNm. Una ribozima que tiene especificidad para una molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido de interés puede ser disefiada en base a la secuencia de nucleétidos de un ADNc que codifica una
variante asociada al cancer de Scratch Mamifero. Por ejemplo, puede construirse un derivado de un ARN Tetrahymena L-19
IVS en el que la secuencia de nucledtidos del sitio activo es complementaria a la secuencia de nucleétidos a escindir en una
Patente US N° 4,987,071 a Cech et al.; y Patente US N° 5,116,742 a Cech et al.. Alternativamente, puede usarse un ARNm
que codifica un polipéptido de interés para seleccionar un ARN catalitico con una actividad de ribonucleasa especifica de un
grupo de moléculas de ARN. Ver, por ejemplo, Bartel y Szostak, 1993, Science 261:1411-1418.

0164 Estructuras helicoidales triples también se pueden generar utilizando técnicas bien conocidas. Por ejemplo, la
expresion de un polipéptido de interés puede ser inhibida tomando como diana secuencias de nucledtidos complementarias
a la region reguladora del gen que codifica el polipéptido (por ejemplo, el promotor y/o potenciador) para formar estructuras
helicoidales triples que impiden la transcripcion del gen en células diana. Ver generalmente Helene, 1991, Anticancer Drug
Des. 6(6):569-84; Helene, 1992, Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:27-36, y Maher, 1992, Bioensayos 14(12):807-15.

0165 En diversas realizaciones, las composiciones de acidos nucleicos pueden ser modificadas en la fraccion base, fraccion
de azucar, o esqueleto de fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, la hibridacion, o la solubilidad de la molécula. Por
ejemplo, la cadena principal de fosfato desoxirribosa de los acidos nucleicos puede ser modificada para generar acidos
nucleicos peptidicos (ver Hyrup et al., 1996, Quimica Bioorganica & Medicinal 4(1): 5-23). Como se usa aqui, los términos
"acidos nucleicos peptidicos" o "PNAs" se refieren a de acidos nucleicos mimicos, por ejemplo, mimicos de ADN, en los que
se sustituye el esqueleto de fosfato desoxirribosa por un esqueleto pseudopéptido y sélo se retienen las cuatro nucleobases
naturales. El esqueleto neutral de PNAs se ha demostrado que permite la hibridacion especifica de ADN y ARN en
condiciones de baja resistencia idnica. La sintesis de oligémeros de PNA puede realizarse usando protocolos estandar de
sintesis de péptidos en fase sdélida que se describen en Hyrup et al., 1996, supra; Perry-O'Keefe et al., 1996, Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 93: 14670-675.
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0166 PNAs pueden, por ejemplo, ser modificados, por ejemplo, para mejorar su estabilidad o captacion celular, uniendo
lipdfilos u otros grupos auxiliares a PNA, por la formacion de quimeras PNA-ADN, o por el uso de liposomas u otras técnicas
de suministro de farmacos conocida en la materia. Por ejemplo, se pueden generar quimeras PNA-ADN que pueden
combinar las propiedades ventajosas de PNA y ADN. Tales quimeras permiten que enzimas de reconocimiento de ADN, por
ejemplo, ARNasa H y polimerasas de ADN, interactien con la porcion de ADN, mientras que la porcion de PNA
proporcionaria alta afinidad de unién y especificidad. Quimeras PNA-ADN pueden vincularse utilizando enlazadores de
longitudes apropiadas seleccionados en términos de apilamiento de bases, niumero de enlaces entre las nucleobases, y
orientacion (Hyrup, 1996, supra). La sintesis de quimeras PNA-ADN puede realizarse como se describe en Hyrup, 1996,
supra, y Finn et al., 1996, Nucleic Acids Res. 24(17):3357-63. Por ejemplo, una cadena de ADN se puede sintetizar en un
soporte utilizando quimica estandar de acoplamiento de fosforamidita y analogos de nucledsidos modificados. Compuestos
tales como 5'-(4-metoxitritilo)amino-5'-desoxi-timidina fosforamidita pueden usarse como un enlace entre PNA y el extremo
5' del ADN (Mag. et al., 1989, Nucleic Acids Res. 17:5973-88). Monémeros PNA se acoplan a continuacién de manera
escalonada para producir una molécula quimérica con un segmento 5' de PNA y un segmento 3' de ADN (Finn et al., 1996,
Nucleic Acids Res. 24(17):3357-63). Alternativamente, pueden sintetizarse moléculas quiméricas con un segmento 5' de
ADN y un segmento 3' de PNA (Petersen et al., 1995, Bioorganic Med. Chem. Lett. 5:1119-1124).

0167 En otras realizaciones, el oligonucleétido puede incluir otros grupos adjuntos tales como péptidos (por ejemplo, para
dirigir los receptores de la célula huésped in vivo), o agentes que facilitan el transporte a través de la membrana celular (ver,
por ejemplo, Letsinger et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86:6553-6556; Lemaitre et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 84:648-652; Publicacion Internacional N° WO 88/09810) o la barrera hematoencefalica (ver, por ejemplo, la
Publicacion Internacional N° WO 89/10134). Ademas, los oligonucleétidos pueden ser modificados con agentes de escision
activados por hibridacién (ver, por ejemplo, van der Krol et al., 1988, Bio/Técnicas 6:958-976) o agentes intercalantes (ver,
por ejemplo, Zon, 1988, Farm. Res. 5:539-549). Para este fin, el oligonucleétido puede conjugarse con otra molécula, por
ejemplo, un péptido, agente reticulante activado por hibridacién, agente de transporte, agente de escision activado por
hibridacion, etc.

0168 Otro aspecto de la invencién es un método para identificar compuestos que son capaces de modular la expresion o la
actividad de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero, que puede utilizarse para prevenir o tratar el cancer. En
una realizacion de la invencion, el método para la identificacion de un compuesto en cuanto a capacidad de prevenir o tratar
el cancer comprende las etapas:

(a) poner en contacto una célula que expresa una variante asociada al cancer de Scratch Mamifero con un compuesto
de ensayo, y

(b) determinar la expresién o funcién de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero, y

(c) comparar la expresién o funciéon de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero con un control, en donde
una disminucién en la expresién o funcion de la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero en comparacion
con el control es indicativa de un compuesto Util para prevenir o tratar el cancer.

(D) Proteinas de Unidn

0169 Otro aspecto de la invencién es una proteina de union, preferiblemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, que
se une a las proteinas aisladas de la invencién. Tal proteina de unién puede ser generalmente referido aqui como "una
proteina de unién de la invencion”, o, preferiblemente, "un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion".

0170 En una realizacion, la invencion incluye una proteina de unidén que es especifica para una variante asociada al cancer
de Scratch Mamifero. En una realizacion preferida, la variante asociada al cancer de Scratch Mamifero comprende la
secuencia de aminoacido definida por la SEC ID NO: 1 o una variante de la misma, o la secuencia de aminoacido definida
por la SEC ID NO: 2 o una variante de la misma. En otra realizacién, las proteinas de unién se unen a una proteina aislada
que comprende la secuencia de aminoacido definida por la SEC ID NO: 1 o una variante de la misma, o la secuencia de
aminoacido definida por la SEC ID NO: 2 o una variante de la misma.

0171 En ciertas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo comprende la totalidad o una porcién de una region
constante de cadena pesada, tales como una regién constante IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgE, IgM o IgD. Ademas,
el anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede comprender la totalidad o una porcién de una regién constante de cadena
ligera kappa o una region constante de cadena ligera lambda.

0172 Las proteinas aisladas de la invencién pueden usarse para preparar anticuerpos monoclonales o policlonales. Pueden
usarse métodos convencionales para preparar los anticuerpos. Por ejemplo, ver Goding, J.W., Anticuerpos Monoclonales:
Principios y Practica, 2da Ed., Academic Press, Londres, 1986.

0173 Los anticuerpos especificos, o fragmentos de anticuerpos, reactivos contra particulares antigenos o moléculas, tales
como antigenos o moléculas en una célula de cancer, también pueden ser generados por bibliotecas de expresién de
deteccidon que codifican genes de inmunoglobulina o porciones de los mismos, expresados en bacterias con los
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componentes de la superficie celular. Por ejemplo, fragmentos Fab completos, regiones VH y regiones FV pueden
expresarse en bacterias usando bibliotecas de expresion de fago (Ver por ejemplo Ward et al., Nature 341:544-546 (1989);
Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989); y McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990)).

0174 La invencion también proporciona composiciones que comprenden las proteinas de unién de la invencion,
preferiblemente anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, con un excipiente, portador, tampdén o estabilizador
farmacéuticamente aceptable.

0175 Ademas, las proteinas de unién de la invencion pueden usarse en el diagnostico del cancer.

0176 En una realizacion preferida, las proteinas de union son anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se unen a las
variantes asociadas al cancer de Scratch Mamifero que se expresa en la superficie de células cancerosas, preferiblemente
una proteina aislada que comprende cualquiera de las secuencias de aminoacidos de SEC ID NOS: 1 o 2. Ademas, las
células cancerosas pueden ser evaluadas para determinar su susceptibilidad a los métodos de tratamiento de la invencion
por, por ejemplo, obtencién de una muestra de las células cancerosas y determinacion de la capacidad de la muestra para
unirse a las proteinas de unién de la invencién, preferiblemente anticuerpos o fragmentos de anticuerpos.

0177 En consecuencia, la presente invencion incluye métodos, agentes, y kits de diagndstico que pueden usarse por si
mismos o antes de, durante o después del método terapéutico de la invencién con el fin de determinar si o no hay células
cancerosas presentes que expresan el antigeno y pueden unirse a las proteinas de unién de la invencion, preferiblemente
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos.

0178 En una realizacién, la invenciéon proporciona un método para detectar o controlar el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de

(1) poner en contacto una muestra de ensayo tomada de dicho sujeto con una proteina de unién que se une de forma
especifica a un antigeno en la célula cancerosa para producir un complejo proteina de unién -antigeno;

(2) medir la cantidad de complejo proteina de unién-antigeno en la muestra de ensayo; y

(38) comparar la cantidad de complejo proteina de unién-antigeno en la muestra de ensayo a un control.

0179 En una realizacién, el antigeno es una variante asociada al cancer de Scratch Mamifero, preferiblemente una proteina
aislada que comprende cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la SEC ID NOS: 1-2.

0180 La invencién incluye ademas un kit para detectar o controlar el cancer que comprende cualquiera de las proteinas de
union de la invencién que se une a un antigeno en la célula cancerosa e instrucciones para el uso del mismo.

0181 Para uso en aplicaciones de diagnodstico, las proteinas de union de la invencion, preferiblemente anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos, pueden ser etiquetadaos con un marcador detectable tal como un radio-opaco o radiois6topo,
como °H, “cC, ¥p, *¥s "2, ' 3| un compuesto fluorescente (fluoréforo) o quimioluminiscente (croméforo), como
isotiocianato de fluoresceina, rodamina o luciferina; una enzima, como fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o peroxidasa
de rabano; un agente de tratamiento de imagen; o un ién metalico. Como se describe antes, los métodos para adjuntar una
etiqueta a una proteina de unién, como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, son conocidos en la materia.

0182 Otro aspecto de la invencién es un método para detectar o controlar el cancer en un sujeto que comprende las etapas
de

(1) medir la cantidad de anticuerpos de la invencién en una muestra de ensayo tomada de dicho sujeto; y
(2) comparar la cantidad de anticuerpos de la invencién en la muestra de prueba a un control.

0183 En una realizacion, la cantidad de anticuerpos de la invenciéon es medida por medicidon de la cantidad de anticuerpos
de la invencion en la muestra de ensayo, por ejemplo mediante ELISA. En otra realizacion, la cantidad de anticuerpos de la
invencién es medida por mediciéon de niveles de expresion de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos de la invencién
en la muestra de ensayo, por ejemplo mediante RT-PCR.

(E) Preparacién de Proteinas de la Invencidn

0184 Un experto en la materia apreciara que las proteinas de la invencion, tales como el nuevo antigeno asociado al cancer,
las proteinas de unién, preferiblemente anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, pueden prepararse en cualquiera de varias
formas, pero mas preferiblemente preparado usando métodos recombinantes.

0185 En consecuencia, las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion pueden ser incorporadas de una manera
conocida dentro de un vector de expresion apropiado que asegure buena expresion de las proteinas de la invencién. Los
vectores de expresion posibles incluyen pero no se limitan a césmidos, plasmidos, o virus modificados (por ejemplo
retrovirus de replicacion defectuosa, adenovirus y virus adeno-asociados), siempre que el vector sea compatible con la
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célula huésped utilizada. Los vectores de expresidon son "adecuados para la transformaciéon de una célula huésped”, lo que
significa que los vectores de expresiéon contienen una molécula de acido nucleico de la invencién y las secuencias
reguladoras seleccionadas en base a las células huésped a usarse para la expresion, que estan ligadas operativamente a la
molécula de acido nucleico. Ligada operativamente pretende significar que el acido nucleico esta ligado a secuencias
reguladoras de una manera que permite la expresion del acido nucleico.

0186 La invencion por lo tanto contempla un vector de expresion recombinante de la invencion que contiene una molécula
de &cido nucleico de la invencién, o un fragmento de la misma, y las secuencias reguladoras necesarias para la
transcripcion y traduccion de la proteina-secuencia insertada.

0187 Pueden derivarse secuencias reguladoras adecuadas de una variedad de fuentes, incluyendo genes bacterianos, de
hongos, virales, de mamiferos, o de insectos (por ejemplo, ver las secuencias reguladoras descritas en Goeddel, Tecnologia
de Expresion Génica: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). La seleccidon de secuencias
reguladoras apropiadas es dependiente de la célula huésped elegida como veremos mas adelante, y puede ser faciimente
realizada por un experto en la materia. Ejemplos de tales secuencias reguladoras incluyen: un promotor transcripcional y
mejorador o la secuencia de unién de ARN polimerasa, una secuencia de unién a ribosomas, incluyendo una sefal de
iniciacion de la traduccion. Adicionalmente, dependiendo de la célula huésped elegida y el vector empleado, otras
secuencias, tales como un origen de replicacion, sitios adicionales de restriccion de ADN, potenciadores, y secuencias que
confieren inducibilidad de transcripcidon se pueden incorporar en el vector de expresion.

0188 Los vectores de expresion recombinantes de la invenciéon también pueden contener un gen marcador seleccionable
que facilita la seleccion de células huésped transformadas o transfectadas con una molécula recombinante de la invencion.
Ejemplos de genes marcadores seleccionables son genes que codifican una proteina tal como G418 e higromicina que
confieren resistencia a ciertas drogas, B-galactosidasa, cloramfenicol acetiltransferasa, luciferasa de luciérnaga, o una
inmunoglobulina o porcién de la misma tal como la porcién Fc de una inmunoglobulina preferiblemente 1gG. La transcripcion
del gen marcador seleccionable se controla por los cambios en la concentracion de la proteina marcadora seleccionable tal
como [l-galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa, o luciferasa de luciérnaga. Si el gen marcador seleccionable codifica
una proteina que confiere resistencia a los antibidticos tal como resistencia a la neomicina las células transformantes
pueden ser seleccionadas con G418. Las células que han incorporado el gen marcador seleccionable sobreviviran, mientras
que las otras células mueren. Esto hace que sea posible visualizar y ensayar para la expresion de vectores de expresion
recombinantes de la invencion y, en particular para determinar el efecto de una mutaciéon en expresién y fenotipo. Se
apreciara que los marcadores seleccionables pueden introducirse en un vector separado del acido nucleico de interés.

0189 Los vectores de expresidon recombinantes pueden contener también genes que codifican una fraccién de fusion que
proporciona una mayor expresion de la proteina recombinante; solubilidad aumentada de la proteina recombinante, y ayuda
en la purificacién de la proteina diana recombinante al actuar como un ligando en la purificacién de afinidad. Por ejemplo, se
puede anadir un sitio de escision proteolitica a la proteina diana recombinante para permitir la separacion de la proteina
recombinante de la fraccidon de fusidn subsecuente a la purificaciéon de la proteina de fusion. Vectores de expresion de fusion
tipicos incluyen pGEX (Amrad Corp., Melbourne, Australia), pMal (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia,
Piscataway, NJ), que fusionan la glutatién S-transferasa (GST), proteina de unién maltosa E, o proteina A, respectivamente,
a la proteina recombinante.

0190 Vectores de expresion recombinantes pueden introducirse en células huésped para producir una célula huésped
transformada. Los términos "transformada con", "transfectada con", "transformacién" y "transfeccién" pretenden abarcar la
introduccién de acido nucleico (por ejemplo, un vector) en una célula por una de muchas posibles técnicas conocidas en la
materia. El término "célula huésped transformada" como se usa aqui pretende incluir también las células capaces de
glicosilacion que han sido transformadas con un vector de expresion recombinante de la invencion. Las células procariotas
pueden ser transformadas con acido nucleico, por ejemplo, por electroporacién o transformacién mediada por calcio-cloruro.
Por ejemplo, el acido nucleico puede ser introducido en células de mamiferos a través de técnicas convencionales tales
como la co-precipitacion de fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofectina,
electroporacién o microinyeccion. Métodos adecuados para la transformacién y transfecciéon de células huésped se pueden
encontrar en Sambrook et al. (Clonacion Molecular: Un Manual de Laboratorio, 3ra Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 2001), y otros libros de texto de laboratorio.

0191 Las células huésped adecuadas incluyen una amplia variedad de células huésped eucarioticas y células procariotas.
Por ejemplo, las proteinas de la invencion pueden ser expresadas en células de levadura o células de mamifero. Otras
células huésped adecuadas se pueden encontrar en Goeddel, Tecnologia de Expresién Génica: Metodos en
Enzimologia185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Ademas, las proteinas de la invencién pueden ser expresadas en
células procariotas, tales como Escherichia coli (Zhang et al., Science 303 (5656): 371-3 (2004)). Ademas, se puede utilizar
un sistema de expresion basado en Pseudomonas, tales como Pseudomonas fluorescentes (Publicacion de Solicitud de
Patente de EE.UU. No. EE.UU. 2005/0186666, Schneider, Jane C et al).
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0192 Las células huésped de levadura y hongos adecuadas para llevar a cabo la presente invencién incluyen, pero no se
limitan a Saccharomyces cerevisiae, los géneros Pichia o Kluyveromyces y varias especies del género Aspergillus. Ejemplos
de vectores de expresion en levadura S. cerevisiae incluyen pYepSec1 (Baldari et al., Embo J. 6:229-234 (1987)), pMFa
(Kurjan y Herskowitz, Cell 30:933-943 (1982)), pJRY88 (Schultz et al., Gene 54:113-123 (1987)), y pYES2 (Invitrogen Corp.,
San Diego, CA). Protocolos para la transformacion de levaduras y hongos son bien conocidos por los expertos en la materia
(ver Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 75:1929 (1978); Itoh et al., J. Bacteriology. 153:163 (1983), y Cullen et al.
(BiolTechnology 5:369 (1987)).

0193 Las células de mamifero adecuadas para llevar a cabo la presente invencién incluyen, entre otras: COS (por ejemplo,
ATCC No. CRL 1650 o 1651), BHK (por ejemplo, ATCC No. CRL 6281), CHO (ATCC No. CCL 61), HelLa (por ejemplo,
ATCC No. CCL 2), 293 (ATCC No. 1573) y las células NS-1. Vectores de expresion adecuados para dirigir la expresion en
células de mamifero incluyen generalmente un promotor (por ejemplo, derivado de material virico como polioma, Adenovirus
2, citomegalovirus y Virus de Simio 40), asi como otras secuencias de control transcripcional y translacional. Ejemplos de
vectores de expresion de mamiferos incluyen pCDM8 (Seed, B., Nature 329:840 (1987)) y pMT2PC (Kaufman et al., EMBO
J. 6:187-195 (1987)).

0194 Dadas las ensefanzas previstas aqui, promotores, terminadores, y métodos para la introducciéon de vectores de
expresion de un tipo adecuado en células de plantas, aves, e insectos también pueden lograrse facilmente. Por ejemplo, en
una realizacion, las proteinas de la invencion pueden ser expresadas a partir de células vegetales (ver Sinkar et al., J. Biosci
(Bangalore) 11:47-58 (1987), que revisa el uso de vectores de Agrobacterium rhizogenes; ver también Zambryski et al.,
Genetic Engineering, Principios y Métodos, Hollaender y Setlow (eds.), Vol. VI, pp. 253-278, Plenum Press, Nueva York
(1984), que describe el uso de vectores de expresion para células vegetales, incluyendo, entre otros, PAPS2022, PAPS2023
y PAPS2034).

0195 Las células de insecto adecuadas para llevar a cabo la presente invencién incluyen células y lineas celulares de
especies Bombyx, Trichoplusia o Spodotera. Vectores de baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en células
de insecto cultivadas (células SF 9) incluyen la serie pAc (Smith et al., Mol. Cell Biol. 3:2156-2165 (1983)) y la serie pVL
(Luckow, V.A., y Summers, M.D., Virologia 170:31-39 (1989)). Algunos sistemas de expresion de células de insectos
baculovirus adecuadas para la expresion de las proteinas recombinantes de la invencién se describen en PCT/US/02442.

0196 Alternativamente, las proteinas de la invencion también pueden ser expresadas en animales no humanos transgénicos
tales como ratones, ratas, conejos, ovejas y cerdos (Hammer et al. Nature 315:680-683 (1985); Palmiter et al. Science
222:809-814 (1983); Brinster et al. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 82:4438-4442 (1985); Palmiter y la Célula Brinster 41:343-
345 (1985) y Patente de EE.UU. No. 4,736,866).

0197 Las proteinas de la invencion también se pueden preparar por sintesis quimica utilizando técnicas bien conocidas en la
quimica de proteinas tales como la sintesis de fase sélida (Merrifield, J. Am. Chem. Assoc. 85:2149-2154 (1964); Frische et
al., J. Pept. Sci. 2(4): 212-22 (1996)) o sintesis en solucion homogénea (Houbenweyl, Métodos de Quimica Organica, ed E.
Wansch, Vol. 15 | y ll, Thieme, Stuttgart (1987)).

0198 Proteinas de fusidon N-terminal o C-terminal que comprenden las proteinas de la invenciéon conjugadas con otras
moléculas, tales como proteinas pueden ser preparados por fusion, a través de técnicas recombinantes. Las proteinas de
fusion resultantes contienen una proteina de la invencion fusionada a la proteina seleccionada o proteina marcadora como
se describe aqui. La proteina recombinante de la invenciéon también puede ser conjugada con otras proteinas mediante
técnicas conocidas. Por ejemplo, las proteinas pueden ser acopladas utilizando enlazadores heterobifuncionales que
contienen tiol como se describe en WO 90/10457, N-succinimidil-3-(2-piridilditio-propionato) o N-succinimidil-5 tioacetato.
Ejemplos de proteinas que pueden usarse para preparar proteinas de fusién o conjugados incluyen proteinas de unién
celular, tales como inmunoglobulinas, hormonas, factores de crecimiento, lectinas, insulina, lipoproteina de baja densidad,
glucagon, endorfinas, transferrina, bombesina, asialoglicoproteina glutation-S-transferasa (GST), hemaglutinina (HA) y myc
truncado.

0199 En consecuencia, la invencion proporciona un vector de expresion recombinante que comprende las secuencias de
acidos nucleicos que codifican las proteinas de la invencion, tales como las proteinas aisladas de la invencion. Ademas, la
invencion proporciona una célula huésped que comprende el vector de expresion recombinante de la invencion.

0200 Los siguientes ejemplos no limitativos son ilustrativos de la presente invencion:
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EJEMPLOS

Ejemplo 1: Aislamiento e Identificacion de Scratch Asociada a Cancer

DISENO EXPERIMENTAL

0201 Linea celular de melanoma (A-375), lineas celulares de glioma (U118MG y U87MG), linea celular de cancer de mama
(MDA-MB 435S), linea celular pancreatica, (PANC-1) y linea celular T (Daudi) fueron utilizadas en el estudio (Tabla 1). Estas
lineas celulares fueron seleccionadas en base a los resultados de perfiles de la linea celular tumoral por citometria de flujo.

Crecimiento y Mantenimiento de Lineas Celulares Tumorales

0202 Las lineas celulares en el estudio se adquirieron de ATCC y cultivaron de acuerdo con las orientaciones y
recomendaciones de ATCC. Las células fueron cosechadas a 90% de confluencia con viabilidad > 90%.

Caracterizacion preliminar del antigeno que se une a VB3-011

0203 Los datos preliminares de caracterizacion se obtuvieron a partir de experimentos disefiados para evaluar la viabilidad
del enfoque basado en gel mediante ensayos dot blot, y de los experimentos realizados para determinar la naturaleza del
epitopo asociado con los antigenos.

0204 Los datos de estos experimentos clasificaron el antigeno VB3-011 como un antigeno "no-blottable” con una
modificacion glicano, es decir, el epitopo implicado en la unidon a VB3-011 en el antigeno estaba glicosilada.

Enriguecimiento y purificacion de VB3-011 Ag

0205 Los datos preliminares del estudio de capacidad de Blott especificaron un método de purificacion basado en la lectina
como el mejor método de preparacion de antigeno para VB3-011. Una experimentacién extensa revelé que la modificacion
de glicano implico una forma soluble de CS (sulfato de condroitina); dos de ellos (CSB y CSE) tienen limitada distribucion
tisular. Por ello, la modificacién de glicano podria ser atribuible a CSA y a acido hialurénico en menor medida.

0206 El sulfato de condroitina A (CSA) se compone de unidades repetitivas lineales que contienen D-galactosamina y acido
D-glucurénico. El grupo amino de galactosaminas en la unidad basica de sulfato de condroitina A es acetilado, dando N-
acetilgalactosamina; hay un grupo sulfato esterificado a la posicidon-4 en N-acetil-galactosamina (Fig. 1A) (Sugahara K et al.
1988. J. Biol. Chem. Vol. 263:10168-10174; Sugahara K et al. 1991. Eur. J. Biochem. Vol. 202:805-811; Prydz K y Dalen KT.
2000. J. Cell Sci. Vol. 113:193-205). Cuando estas unidades lineales repetitivas se reticulan (a 2-6) en los puntos de
ramificacion en C2 de la segunda y C6 de la primera cadena de carbono de tal manera que estan presentes una sola unidad
de glicano que representa mas de una cadena lineal de CSA, excepto para la sulfatacién, se asemeja al glicano, Neu5Ac (a
2—6) Gal (B 1—4) Glucuronato, reconocida por HA (Fig. 1B).

0207 Dos o mas moléculas de CSA cuando se reticulan juntas se asemejan a la glicano - NeuSAc (a 2—6) Gal (8 1—4)
Glucuronato, reconocida por hemaglutinina (HA), Azumi et al., (1991) mostr6 que la actividad de una hemaglutinina aislada
de los hemocitos de la ascidia, Halocynthia roretzi era inhibida por la heparina, sulfato de condroitina, y lipopolisacarido
(LPS), pero no por los mono y disacaridos tales como N-acetil-galactosamina, galactosa, y melibiosa. La hemaglutinina
mostré capacidad de unién a la heparina, sulfato de condroitina y LPS, como se demuestra por cromatografia heparina-
Sefarose y experimentos de centrifugacion, respectivamente (Ajit Varki et al eds. 1999. Fundamentos de Glicobiologia). De
manera similar, se demostré que una Hemaglutinina de micobacterias se une a sulfato de heparan y Hemaglutinina de
influenzae Hemofilius se une a CSA con un enlace adicional a 2-6 (Azumi K et al. A1991. Dev. Comp. Immunol. Vol. 15(02-
01):9-16; Menozzi FD et al. 11996. J. Exp. Med., Vol. 184(3):993-1001). Sulfato de Heparan y sulfato de condroitina A
difieren en epimerizaciéon de C5. Por lo tanto, se genera un nuevo reactivo que permita la purificacién basado en lectina
como sigue. HA recombinante se inmovilizé a anticuerpos anti-HA por acoplamiento con Dimetilpimelimidato (DMP), de tal
manera que cuando se usa como un agente de Pl, HA reconoce la CSA asociada con el antigeno en la superficie celular.
Las preparaciones de membrana fueron purificadas por afinidad con HA-inmovilizada, y los eluatos se sometieron a SDS-
PAGE y analisis BM, posteriormente se probaron con anticuerpo VB3-011.

Purificacion basada en lectina

0208 Molécula de HA recombinante que se une especificamente al glicano - Neu5Ac (a 2—6) Gal (B 1—4) Glc, se hizo unir
al anticuerpo anti-HA durante 2 horas a temperatura ambiente en un Nutator, seguido por unién del complejo HA-anti-HA a
la proteina-G-sefarosa. Esto fue seguido por un paso de centrifugacién para deshacerse de la fraccion no ligada. El
complejo inmovilizado fue luego reticulado usando Dimetilpimelimidato (DMP) que se conoce que reticula proteinas
presentes en proximidad cercana. El agente de reticulacién en exceso o sin utilizar y el material no ligado se separaron por
un paso breve de centrifugacioén. Los grupos amina no especificos que podrian haber surgido como subproducto de la etapa
de reticulacion se neutralizaron con Trietanolamina durante dos horas a temperatura ambiente. El reactivo basado en lectina
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asi creado se lavé a fondo con PBS y almacend con PBS que contenia 0.05% de NaN3; a 2-8°C. Aparte del reactivo-HA,
Con-A-agarosa y WGA-agarosa se utilizaron también como reactivos de purificacion por afinidad para detectar una mejor
recuperacion del antigeno.

0209 Un minimo de 500 ug de proteina de membrana se utilizé para la purificacion basada en lectina. Una etapa de pre-
aclarado utilizando proteina G-Sefarose sola fue el primer paso en la purificacion del antigeno antes de la adicion del
reactivo. Un total de 15-20 pL del reactivo se utiliz6 como agente precipitante en la mezcla. Las mezclas lectina-antigeno se
mezclaron por la noche a 4°C usando condiciones de tampdn que simulaban las condiciones fisioldgicas. Se tuvo cuidado
para asegurar que se utilizaran inhibidores de la proteasa en cada paso del proceso de aislamiento de antigenos.

0210 Los complejos antigeno-lectina se centrifugaron, se lavaron con RIP-A tampodn de lisis y se eluyeron con 0.2 M de
glicina pH 2.5. Los sobrenadantes que representan las fracciones no unidas fueron almacenados para ensayar las proteinas
que no se aislaron por purificacién de afinidad. Purificaciones basadas en lectina se llevaron a cabo en dos lineas celulares
de glioma (U118MG y U87MG), una linea celular de melanoma (A-375), una linea celular epitelial (MDA-MB-435S) y dos
lineas celulares negativas (PANC-1, y Daudi).

Anélisis basado en gel y Western Blott

0211 1D-PAGE: Las proteinas purificadas se sometieron a condiciones de reduccién de preparacién de la muestra y se
analizaron posteriormente por SDS-PAGE/Western Blot. Cuando se utilizaron condiciones de reduccion, los antigenos
aislados fueron tratados con tampén de muestra que contiene 1% de p-mercaptoetanol a 65 ° C durante 15 minutos. Los
blots resultantes se probaron con VB3-011 y los anticuerpos secundarios correspondientes se conjugaron con HRP, para
visualizar las proteinas purificadas por quimioluminiscencia.

0212 2D-PAGE: Las proteinas purificadas fueron separados por electroforesis bidimensional en gel para resolver cualquier
efecto de apilamiento de proteina que puede haber ocurrido en el analisis 1D-PAGE. La electroforesis 2D en gel resolvio
proteinas de acuerdo con sus puntos isoeléctricos (pl) en la primera dimensién y en base a sus pesos moleculares en la
segunda dimensién. Las proteinas asi resueltas se transfiieron a membranas de nitrocelulosa, durante la noche, y
procesaron como en el caso de 1DPAGE. Western blots se exploraron con VB3-011 y las proteinas reaccionantes se
visualizaron por quimioluminiscencia.

Extraccion del péptido e ID del antigeno

0213 Extraccién de péptido de digestiones tripticas en gel y en solucion: Se realizaron digestiones tripticas con la tripsina
grado secuenciacion en un proceso de extraccion de péptido de 20-horas resultando finalmente en la extraccion de los
péptidos que se analizaron en un QSTAR Pulsar-l (ESI-QTof-MS/MS), equipado con una nanofuente con un caudal de
trabajo de 20-50 nL/min. Los péptidos se ionizan y se detectan como moléculas cargadas doblemente, triplemente o
cuadruplemente que luego son refinadas a sus respectivas masas. La secuenciacion De-novo de las proteinas identificadas
se realizé también siempre que era posible. Los péptidos se extrajeron a partir de lineas celulares positivas y negativas para
asegurar que era el antigeno correcto. Masas de péptidos extraidos de los espectros de masa se utilizaron directamente
para identificar el antigeno de acuerdo con los datos MOWSE obtenidos en bases de datos de proteinas que son accesibles
a través del motor de busqueda MASCOT. Los péptidos fueron extraidos tanto de rebanadas de gel y en-solucion (U118MG,
UB7MG, A-375, 435S) y se sometieron a un analisis MS.

RESULTADOS
Inmovilizacién del reactivo HA

0214 La molécula de HA recombinante no es un anticuerpo y por lo tanto no se une a la proteina-G-sefarosa directamente
como un compafiero de inmovilizacion. Con el fin de hacer posible que esta molécula sea funcional en procesos de
purificacion de antigenos, HA fue unido a anticuerpos anti-HA que se unen especificamente a HA, la molécula se inmovilizé
utilizando proteina-G-sefarose de una manera secuencial. Esto no sélo inmovilizaria el complejo sino que podria bloquear
cualquier interaccion no especifica que podria surgir de la presencia del anti-HA, como se muestra esquematicamente en la
Figura 2. El complejo inmovilizado HA-anti-HA se estabilizd posteriormente utilizando pimelimidato de dimetilo, un agente de
reticulacion que mantuvo las proximidades de los diversos reactivos. El complejo final generd unas pocas aminas reactivas
en el proceso, distinto al sitio reactivo de union en la molécula de HA. Estos grupos reactivos fueron bloqueados
permanentemente usando 1 M trietanolamina, garantizando asi la maxima exposicion del sitio reactivo en la molécula de
HA.

Purificacion de lectina

0215 Todas las reacciones de purificacion se realizaron con proteinas pre-aclaradas. Mayores tiempos de incubacion fueron
utilizados para minimizar la no especificidad y mejorar la estabilidad de complejos cognados antigeno-anticuerpo. Seis
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lineas celulares (A-375, U118MG, U87MG, MDA-MB-435S, Panc-1 y Daudi) se utilizaron en el estudio. Condiciones
reductoras para la preparacion de muestras fueron empleadas antes de la resoluciéon de los antigenos aislados en SDS-
PAGE. Las Western blots se sondaron con VB3-011 para asegurar que el antigeno purificado es el socio de unién cognado
para VB3-011.

1D-PAGE/Anélisis Western

0216 Cuando se utilizé reactivo HA, sélo una banda especifica se detectd después de la separacion en un 1D-PAGE a -50
kDa en condiciones reductoras (Figura 3A) en antigeno-linea celular positiva (A-375), que estaba ausente en la linea celular
negativa (PANC-1). Se observaron interacciones no especificas con Con-A y lectinas WGA que indican que el glicano
presente en el antigeno VB3-011 fue el reconocido por HA. La linea celular de glioma (U118MG y U87MG) también mostré
la presencia de una banda unica en ~50 kDa cuando se purificé utilizando el reactivo de HA (Figura 3B). Cuando las
muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 1 hora antes de su separacion en SDS-PAGE, una banda
predominante en ~36 kDa y una débil banda 50 kDa se observaron en antigeno-linea celular positiva (A-375, y U118MG
U87MG) (Figura 4).

Andlisis 2D-PAGE

0217 Con el fin de determinar puntos isoeléctricos (pl) y evaluar la posibilidad de apilamiento de proteinas en el analisis 1D-
PAGE, los antigenos purificados por HA se separaron en electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE),
en donde la separacién en la primera dimensién es sobre la base de pl y la segunda dimensién sobre la base del peso
molecular. Los geles se transfirieron luego a membranas de nitrocelulosa y se sometieron a procesamiento estandar de
Western Blot. Dado que las cantidades requeridas para la deteccion de proteinas en un gel 2D es ~4 veces mayor que el
requisito de un gel 1D, se agruparon antigenos purificados a partir de 4 reacciones separadas para un analisis 2D-PAGE.
Dos geles separados se procesan simultaneamente para analisis Western blot para asegurar que las proteinas detectadas
en los geles tefiidos con Coomassie son los mismos que los observados en los Western blots. Los Western blots 2D se
sondaron con VB3-011 y detectaron por ECL (chemiluniescence). Como puede verse en la Figura 5, una sola mancha se
detect6 a ~36 kDa / pl = 9.7+02.

Extraccion de péptido y andlisis de proteina

0218 Las membranas A-375, U 87MG y U118 MG se utilizaron para purificar antigeno(s) que liga especificamente a VB3-
011. Una banda de ~50 kDa fue observada en las tres lineas celulares, como se muestra en las Figuras 3A y 3B. Las
bandas de proteinas fueron extirpadas de los geles tefiidos con Coomassie y utilizadas en la digestién en-gel para extraer
péptidos para el analisis MS.

0219 Las proteinas de banda gel-1D y manchas-2D fueron digeridas con tripsina para liberarlas del gel y se analizaron en
un sistema de fase inversa LC-MS/MS. Las identidades de las proteinas se revelaron por analisis de base de datos usando
herramientas bioinformaticas. Los datos primarios incluyeron péptidos obtenidos como se indica en el espectro TOF-MS,
datos de fragmentacion de MS/MS, y una lista de proteinas sugeridas incluyendo contaminantes que no coinciden con el pl
o el peso molecular de la proteina aislada. Para obtener el analisis MS/MS los espectros se presentaron directamente en los
motores de busqueda Mascot disponibles en www.Matrixscience.com.

Analisis espectral de masas
0220 El andlisis de péptidos se realizd en dos formas:

e Todos los péptidos recuperados y reconstruidos a sus masas correctas se utilizaron directamente en un paso de
huellas dactilares de masa del péptido para obtener una identificacion de la proteina.

e Los péptidos que eran abundantes y bien ionizados fueron elegidos para fragmentacion MS/MS adicional de iones,
en donde los iones 'y' e 'b' se utilizaron para deducir sus estructuras primarias. Estas secuencias se investigaron
entonces para homologias en la base de datos de proteinas para la identificacion de proteinas.

0221 Los péptidos se ionizan y se detectan como moléculas cargadas doblemente, triplemente o cuadruplemente, en un
sistema LC-MS/MS en oposicion a la deteccion como simplemente cargadas en ionizacién Matrix asistida tal como en
MALDI. Péptidos diferencialmente cargados se refinaron posteriormente a sus masas respectivas, en la etapa de
reconstruccion de masas. Estas masas de péptidos se analizaron luego directamente por un motor de busqueda mascot
basado en ciencia matricial para la identificacion de antigenos. Masas de péptidos extraidos de los espectros de masas se
utilizaron directamente para identificar el antigeno de acuerdo con las puntuaciones MOWSE obtenidas en bases de datos
de proteinas que son accesibles a través de motores de busqueda como MASCOT, SEQUEST y Prospector. QSTAR-
pulsar-1 fue utilizado y seleccionado para todas las identidades de proteinas, ya que incluye las adiciones mas recientes a la
base de datos de proteinas de Pepsea es compatible con MASCOT.
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Analisis de mancha 2D

0222 Proteinas extirpadas in situ del gel-2D identificaron Scratch. El pl y el peso molecular corresponden claramente con
Scratch Mamifero. Se recuperd un total de cobertura de secuencia del 37% con 15 péptidos coincidentes, cada péptido
mostrando una homologia del 100% a la proteina original (Ver Figura 6).

Andlisis de la banda 50 kDa purificada a partir de las lineas celulares de glioma y melanoma

0223 Los datos obtenidos de los espectros de masas de las tres lineas celulares, (U87MG, U118MG y A375) apuntan hacia
Scratch Mamifero como el antigeno que se une a VB3-011. De todas las lineas celulares evaluadas, las lineas celulares de
glioma (U87MG y U118MG) mostraron las identidades con mayor puntuacién. A-375, una linea celular de melanoma
también mostré una sobre-expresion del antigeno. Aparte de las lineas celulares antes mencionadas, las lineas de células
epiteliales, tales como MDA-MB-435S, PC-3, 549-A y 1-CFPAC se rastrearon también de la misma manera, pero a
excepcion de MDA-MB-435S, que mostré la presencia de una version truncada de Scratch, es decir, proteina 17.823kDa
gi|5928387, con 100% de homologia con las secuencias 158-366 de la molécula Scratch original. Ver la Figura 7 (SEC ID
NO: 4). Las preparaciones de membrana de cada una de estas lineas celulares se utilizaron para purificar por afinidad el
antigeno VB3-011 utilizando el reactivo HA. El resto de las lineas de células epiteliales no mostro proteinas detectables.

0224 Se obtuvieron escaneos TOF-MS tanto de un modo manual como un modo IDA para recuperar el nimero maximo de
péptidos para una identificacion significativa. Ver Figuras 8-10.

0225 La lista de péptidos recuperados y sus posiciones asignadas a la secuencia desde Scratch Mamifero son como se
indican en la figura 11 (SEC ID NO:1) y en la Tabla 2 (SEC ID NOS: 2 y 7 a 24). Todos los péptidos representados se
obtuvieron por secuenciacién de novo.

Fragmentacion MS/MS del péptido 2402.1206 y 2134.9614

0226 Una cabeza de nanopulverizacion discreta instalado en una nanofuente se utilizd para el propdsito. La energia de
colisién fue 48V, cortina de gas y gas CAD se mantuvieron a 25 y 6, respectivamente, y la muestra se sometié a ciclo
durante 1,667 minutos (100 ciclos) para obtener fragmentacién estable de iones de masa. La fragmentaciéon MS/MS de dos
de los péptidos (2402.978172 - 802.00000, 3+; 2134.985448 - 1068.500000, 2+) dio lugar a los iones de fragmentos que se
muestran en las Figuras 14 y 15. Mientras que uno de los péptidos, 'PELATAAGGYINGDAAVSEGYAADAF' (SEC ID NO:7)
de la masa del péptido 2402.97812, mapeado 100% a wuna secuencia de Scratch, el péptido,
RFLAAFLAAAGPFGFALGPSSV (SEC ID NO:2), de la masa del péptido 2134.985448, mostraron 100% de homologia en las
secuencias flanqueantes pero no con la secuencia en el medio, lo que indica una identificacion de una nueva secuencia. La
presencia de esta secuencia es responsable del Unico dominio de transmembrana disponible en la proteina. La secuencia
Scratch Mamifero disponible en la base de datos es el resultado de traduccidon conceptual y no tiene ningin dominio de
transmembrana en la secuencia. La secuencia de proteina recuperada muestra 67% de homologia con la proteina Scratch
Mamifero disponible en la base de datos e indicativa de estar presente en la superficie celular debido a la presencia de un
dominio de transmembrana. El resto de los péptidos derivados de los espectros claramente emparejé las secuencias de
Scratch Mamifero, y por lo tanto fueron retirados como impactos mayores. Los datos de fragmentacion de iones confirman
aun mas la identidad de una forma novedosa de Scratch como el antigeno cognado para VB3-011.

0227 Las figuras 12 y 13 identifican Scratch Mamifero como el antigeno.
DISCUSION

0228 VB3-011, un MAb IgG, se generé a partir de linfocitos de sangre periférica (PBL) aisladaos de un paciente
diagnosticado con un astrocitoma de grado Il, utilizando tecnologias de plataforma registradas por Viventia Hybridomics™ y
ImmunoMine™ (Ver WO97/044461). El anticuerpo exhibe reactividad a una linea celular huésped u otras cada una de las
cuales es representativa de diferentes indicaciones de cancer. A pesar de esta demostracién de amplia reactividad tumor —
tipo de célula, VB3-011 muestra una unién limitada al tejido normal. El antigeno VB3-011 fue clasificado como antigeno "no-
blottable" con una modificacién glicano, atribuible a la CSA.

0229 Puesto que las moléculas CSA se caracterizan por estructuras (1-4) GlcNAc/Glucuronato también se parecen a la
lectina-Neub5Ac (a2—6) Gal (B1—4) Glucuronato, reconocido por Hemaglutinina (HA). Un nuevo reactivo que permitiria la
purificacion basada en lectina se genero6 utilizando HA recombinante fue inmovilizado a anticuerpo anti-HA como un agente
de purificacion. Las preparaciones de membrana se purificaron por afinidad con HA-inmovilizada, y los eluatos se
sometieron a SDS-PAGE y analisis WB, posteriormente se sondaron con anticuerpo VB3-011. VB3-011 detecté una
proteina de ~50 kDa en 1D-PAGE que luego resolvié en una banda de ~36 kDa en analisis 2D-PAGE. Analisis LC-MS/MS
de los puntos 1D y 2D identificd Scratch Mamifero como el antigeno con peso molecular 36 kDa (de ~50 kDa observado por
analisis WB de 1 D-PAGE), atribuyendo asi el resto de la presencia del glicano, 4-sulfatado, Neu5Ac (a2—6) Gal (31—4)
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Glucuronato. La detecciéon de un punto 36 kDa en 2D-PAGE coincidia con el peso molecular y punto isoeléctrico [(pl), es
decir, 9.7£0.2] caracteristicos de Scratch Mamifero.

0230 Las secuencias de proteinas recuperadas por secuenciacion de novo del analisis de iones de fragmentos MS/MS,
dieron como resultado 67% de cobertura con 16 de los 17 péptidos que muestran 100% de homologia con la secuencia de
Scratch Mamifero encontrada en la base de datos (gi|13775236). Un péptido, RFLAAFLAAAGPFGFALGPSSV (SEC ID
NO:2), de la masa de péptido 2134.985448, mostré 100% de homologia en las secuencias flanqueantes pero no con la
secuencia en el medio, lo que indica una identificacién de una nueva secuencia. La presencia de esta secuencia es
responsable del tnico dominio de transmembrana disponible en la proteina y coloca a Scratch en la superficie celular como
opuesto al citosol. Este es el primer informe que ilustra Scratch Mamifero como un antigeno tumoral de la superficie celular.

Ejemplo 2: Expresién de Scratch Asociada a Tumor

0231 Un anticuerpo especifico para Scratch Mamifero se ensayé para especificidad tumoral usando TMAs HD fijados en
formalina. Ver Tabla 3 para los tejidos normales y Tabla 4 para la unién a membrana especifica de tumor. No hubo
deteccion del antigeno de Scratch en la membrana de tejido normal. Sin embargo, se encontré tincion de membrana
fuertemente positiva en una variedad de tejidos tumorales.

Ejemplo 3: Localizacién de Scratch como Diagnéstico de Cancer

0232 Localizacion aberrante de la proteina Scratch como un indicador de cancer: La proteina Scratch de tipo salvaje tiene
un patrén de expresion limitado dentro del nucleo de las células como se describe por Nakakura et al, 2001. Sin embargo, la
expresion en el caso de los tipos de tejidos tumorales y los tipos celulares de cancer se ha establecido en la membrana y en
el citoplasma de las células por los inventores. Utilizando técnicas conocidas en la materia tales como citometria de flujo,
inmunohistoquimica, Western Blot de fracciones de membrana de células se puede establecer la expresion aberrante de la
proteina Scratch y variantes de la misma en la membrana y en el citoplasma de las células cancerosas. Este cambio de
localizacién puede usarse como un indicativo de diagnéstico de cancer.

0232 Expresion en la membrana de proteinas de Scratch variantes ha sido establecidoa tanto por citometria de flujo como
por Western Blot de fracciones de membrana de tipos de células cancerosas tales como U-87MG, A-375, MDA-MB-4358S,
U118 MG-. Esto se muestra en la Tabla 1, y las Figuras 3, 4 y 15.

Ejemplo 4: Deteccién de ARNm variante como indicaciéon de Cancer

0234 Metodologia RT-PCR para la deteccién sensible de ARNm variante de Scratch Mamifero que contiene dominio de
transmembrana: EI ARN mensajero sera aislado a partir de diferentes tipos de células tumorales y ADN de primera hebra
complementaria (ADNc) se sintetizara utilizando la enzima transcriptasa inversa y un cebador oligo dT. EI ADNc se utilizara
entonces para comprobar la expresion del ARNm Scratch de tipo salvaje y posibles variantes y especificamente la
transmembrana mutante por PCR usando los siguientes cebadores:

Cebador 5' 1: para peso y variante (correspondiente a los nucleétidos 51 a 82)

5'-GCC CTG CAG GAG GGA AGC GCC TAC CGC CGC (SEC ID NO:26)

Cebador 5' 2: para la variante de transmembrana (correspondiente a los nucleétidos 76 a 105)
5-CGC GCC CGC TTX1 TTX2 GCX3 GCX3 TTX1 TTX2 GCX3 (SEQ ID NO:27)

Donde X1esToC,X2esAoGyX3esA,G,C,oT

Cebador 3" (correspondiente a los nucleétidos 183 a 210)

5-TGC CAT GTA CTC CGG GGG CGA CGG CCC (SEC ID NO:28)

La reaccion de PCR incluia un volumen de reaccién de 50 uL conteniendo:
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10X tampén de PCR 5L

2 mM de dNTPs 5puL
Cebador 5' 20 pmol
Cebador 3' 20 pmol

Taq ADN polimerasa 2.5U
Plantilla de ADN 50 ng

0235 Las condiciones de ciclado de PCR fueron: 94°C durante 1 min., 62°C durante 1 min, y 72°C durante 30 segundos,
para un total de 30 ciclos seguido de una extension final de 10 min. a 72°C.

0236 Electroforesis en un gel de agarosa al 1% demostrara que la banda de interés de 159 pb esta presente en reacciones
usando el cebador 1y 140 pb en las reacciones usando el cebador 2 si el mutante de transmembrana esta presente.

0237 El analisis de secuencia de Scratch Mamifero de tipo salvaje reveld un sitio de restriccion Kpnl (posicion 118) que no
esta presente en la variante. Por lo tanto, para ensayar si la forma variante se expresa en células tumorales, el producto de
PCR amplificado sera digerido con la enzima de restriccion Kpnl seguido de electroforesis en un gel de agarosa 1,5%. Si las
células tumorales expresan Scratch Mamifero de tipo salvaje, entonces seran detectados dos fragmentos de 67 y 92 pb bajo
la lampara UV. En contraste, si las células tumorales expresan una variante de Scratch, que carece del sitio Kpnl entonces
el tamafo del fragmento de PCR sera idéntico al de control sin digerir. Usando los cebadores especificos para la region
transmembrana de Scratch Mamifero variante (cebador #2) un fragmento de PCR soélo se podra encontrar en muestras que
contienen la variante con el dominio transmembrana, identificando de este modo la variante especifica.

Ejemplo 5: Deteccién de Secuencia de ADN Genémico como una Indicacién de Cancer

0238 El gen codificante para la proteina de Scratch Mamifero humano ha sido localizado en el cromosoma 8 q24.3 y consta
de 2 exones. La secuencia del gen para la variante de Scratch unida a la membrana asociada al cancer se puede
determinar facilmente utilizando técnicas de secuenciacion de genes conocidas en la materia, tales como la amplificacion
por PCR especifica de exdn, o secuenciacion directa del ADN que se inicia de los cebadores a la secuencia conocida.

0239 Una vez que la secuencia del gen mutado es conocida pueden usarse ensayos de diagndéstico basados en su
deteccidon para evaluar a los pacientes. Arrays de chips de ADN pueden ser creados uniendo los oligonucledtidos
correspondientes a las secuencias sentido y antisentido tanto del gen de tipo salvaje como el mutado. EI ADN gendémico
puede ser aislado de la sangre entera periférica o de tejidos tumorales. El gen de interés se amplifica luego mediante PCR
con cebadores que corresponden tanto a la secuencia de tipo salvaje y a las mutaciones esperadas y se etiqueta con una
sonda apropiada (generalmente fluorescente). EI ADN es luego hibridizado a los oligonucleétidos en el chip y el patron de
fluorescencia determinado con un lector fluorescente. Comparando el patron de fluorescencia con un mapa de las
ubicaciones conocidas de las secuencias de oligonucledtidos la secuencia de gen de pacientes con puede establecerse
como tipo salvaje o mutante. (Cooper et al 2004)

0240 Los arrays para mutaciones comunes en el gen p53 (Affymetrix) entre otros ya estan comercialmente disponibles y
servicios personalizados de array también estan disponibles.

Ejemplo 6: Cancer Variante Asociada a Scratch como un Objetivo para las Inmunotoxinas

0241 VB6-011 es un inmunoconjugado de buganina modificada conjugada con un anticuerpo que reconoce especificamente
la proteina Scratch Mamifero en la superficie celular tumoral. El tratamiento de las células que expresan Scratch variante
que contiene un dominio transmembrana en la superficie celular da lugar a la captacion especifica del inmunoconjugado y la
muerte celular y posterior.

Citotoxicidad de proteinas VB6-011

0242 La citotoxicidad de VB6-011 se midié6 mediante un ensayo MTS. Brevemente, las células positivas al antigeno y
negativas al antigeno se sembraron a 1000 células por pocillo y se incubaron a 37°C durante 3 horas. Posteriormente,
concentraciones variables de VB6-011 y de-buganina se afiadieron a las células y después de 5 dias, se determind la
viabilidad celular.
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0243 Las lineas celulares positivas y negativas al antigeno se incubaron con diferentes concentraciones de VB6-011 desde
1 nM a 1 mM. Después de 5 dias de incubacion, el ICsy calculado de VB6-011 fue 350 nM. (Figura 18) (Tabla 5) En
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contraste, no se pudo determinar ICsq con las lineas celulares negativas al antigeno.

0244 Aunque la presente invencién ha sido descrita con referencia a lo que actualmente se consideran los ejemplos
preferidos, se debe entender que la invenciéon no se limita a los ejemplos descritos. Por el contrario, la invencién esta

destinada a cubrir diversas modificaciones incluidas dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

0245 Tabla 1: aumento de la fluorescencia media para VB3-011 respectoa un control de coincidencia de isotipo para cada

linea celular utilizada en el estudio.

TABLA 1
Linea celular MF*
A375 11.5
U118MG 6.1
us7MG 4.6
MDA-MB-435S 4.6
PANC-1 DAUDI 2111

TABLA 2
Inicio Fin Masa del Descripcion (Secuencia del péptido)
péptido
28 50 A.RFLAAFLAAAGPFGFALGPSSV.Y (SEC ID NO:2)
92 117 R.PELATAAGGYINGDAAVSEGYAADAF.F (SEC ID NO:7)
4 8 592,7360 R.SFLVK.K (SEC ID NO:8)
12 26 1601,6900 K.LDAFSSADLESAYGR.A (SEC ID NO:9)
62 74 1345,5360 K.GPSPEPMYAAAVR.G (SEC ID NO:10)
75 123 4719,1140 R. GELGPAAAGSAPPPTPRPELATAAGGYINGDAAVSEGYAADAFFITDGR. S
(SEC ID NO:11)
128 158 2457,4690 K.ASNAGSAAAPSTASAAAPDGDAGGGGGAGGR.S (SEC ID NO:12)
159 167 786,8430 R.SLGSGPGGR.G (SEC ID NO:13)
172 179 731,7640 R.AGAGTEAR.A (SEC ID NO:14)
180 190 840,8940 R.AGPGAAGAGGR.H (SEC ID NO:15)
199 208 1099,1660 K.TYATSSNLSR.H (SEC ID NO:16)
215 222 888,9760 R.SLDSQLAR-.R (SEC ID NO:17)
230 247 2085,5280 K.VYVSMPAMAMHLLTHDLR.H (SEC ID NO:18)
256 268 1598,8890 K.AFSRPWLLQGHMR.S (SEC ID NO:19)
284 288 578,6260 K.AFADR.S (SEC ID NO:20)
293 302 1157,3120 R.AHMQTHSAFK.H (SEC ID NO:21)
312 316 564,6820 K.SFALK.S (SEC ID NO:22)
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317 321

623,7070

K.SYLNK.H (SEC ID NO:23)

330 348

1642,8320

K.GGAGGPAAPAPPQLSPVQA. (SEC ID NO:24)

0246 Tabla 2: La lista de péptidos, junto con sus respectivas masas calculadas obtenidas después de la etapa de

reconstruccion es como se ha dado en la tabla anterior.

TABLA 3: Evaluacion TMA de la Reactividad de Fragmento de Unidn al Antigeno con tejidos normales por IHC

Tejido Lugar de tincién Matriz # Elemento Resultado* Comentarios
Suprarrenal Citoplasma 1 Corteza + Si resultado
Ninguno 1&2 Medula 0
Citoplasma 2 Corteza 1
Médula Osea Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Cerebro Ninguno 1 Neuronas 0
Ninguno 1 Neuronas Rastreo
Citoplasma 1 Astrocitos 1
Citoplasma 2 Astrocitos Rastreo
Mama Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Cartilago Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Colon Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Corazon Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Rifién Ninguno 1&2 Glomérulos 0
Citoplasma 1&2 Tubulos 1
(Proximal &
Distal)
Higado Citoplasma 1&2 Hepatocitos 1
Citoplasma 1 Conductos Oa1+
biliares
Ninguno 2 Conductos 0
biliares
Pulmén Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Ovario Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Pancreas Citoplasma 2 Acinos 2 Células dispersas
Citoplasma 1 Acinos Rastreo a 3+
Ninguno 1&2 Células ductales 0
Ninguno 2 Células de 0
islotes
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Citoplasma 1 Células de Rastreo
islotes
Nervio Periférico Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Préstata Ninguno 1&2 No Aplicable 0
Glandula Salival Citoplasma 1&2 Células ductales 1
Ninguno 1&2 Acinos 0
Musculo Ninguno 1&2 No aplicable 0
Esquelético
Piel Ninguno 1&2 No aplicable 0
Bazo Ninguno 1&2 No aplicable 0
Estomago Ninguno 1&2 No aplicable 0
Testiculo Citoplasma 1 Células Rastreo
germinales
Ninguno 2 Células de 0
Leydig
Ninguno 2 Células 0
germinales
Citoplasma 1 Células de 1
Leydig
Tiroides Ninguno 1&2 No Aplicable 0
* La puntuacion se evalud en una escala de 0 a 4+, con 0 = no tincién y trazo siendo menor que 1+, pero mayor que 0.
Grados 1+ a 4+ representan aumento de la intensidad de la tincion, con 4+ siendo fuerte tincion, de color marrén
oscuro.

Tabla 4: Analisis de Tumor TMA para Fragmento de Unién al Antigeno

Tejido Tincién de membrana Resultado Comentarios

Linfoma 7/10 1a3+ Tincién de membrana fuerte

Carcinoma de mama 27/31 1a3+ Tincién de membrana fuerte

Carcinoma de colon 23/26 1a3+ Reactividad membrana
prominente

Melanoma 13/14 1a3+ Reactividad membrana
prominente

Carcinoma de préstata 17/20 1a2+ La mayoria fueron fuertemente
positivas

Carcinoma de Células | 22/24 1a2+ Mayoria - fuertemente positiva

Escamosas de Cérvix

Adenocarcinoma de | 9/9 1a2+ Mayoria - fuertemente positiva

Cérvix

Sarcoma de Kaposi 7/8 1a2+ La mayoria fueron fuertemente
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positivas

* La puntuacién se evalué en una escala de 0 a 4+, con 0 = no tincion y trazo siendo menor que 1+, pero
mayor que 0. Grados 1+ a 3+ representan aumento de la intensidad de la tincion, con 4+ siendo fuerte tincion,
de color marrén oscuro.

nd: no determinado

TABLA 5: Caracterizacion biolégica de VB6-011

Afinidad Saturacién VB6 conc. (Pg/ml) | Concentracion 1gG | ICso (NM)
(Cg/mL)*

VB6-011 2.10° 250 180 350

ND: no determinado. * Concentracion de IgG que inhibe 50% de la unién VB6.
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<160> 28

<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

<211> 347

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Met Pro Arg Ser Phe Leu Val Lys Lys Val Lys Leu Asp Ala Phe Ser
1 5 10 15

Ser Ala Asp Leu Glu Ser Ala Tyr Gly Arg Ala Arg Phe Leu Ala Ala
20 25 30

Phe Leu Ala Ala Ala Gly Pro Phe Gly Phe Ala Leu Gly Pro Ser Ser
35 40 45

val Tyr Asp Gly Asp Ala Glu Ala Ala Leu Leu Lys Gly Pro Ser Pro

Glu Pro Met Tyr Ala Ala Ala val Arg Gly Glu Leu Gly Pro Ala Ala
65 70 75 80

Ala Gly Ser Ala Pro Pro Pro Thr Pro Arg Pro Glu Leu Ala Thr Ala
85 90 95

Ala Gly Gly Tyr Ile Asn Gly Asp Ala Ala vVal Ser Glu Gly Tyr Ala
100 105 110

Ala Asp Ala Phe Phe Ile Thr Asp Gly Arg Ser Arg Arg Lys Ala Ser
115 120 125
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Asn Ala Gly Ser Ala Ala Ala Pro Ser Thr Ala Ser Ala Ala Ala Pro
130 135 140

Asp Gly Asp Ala Gly Gly Gly Gly Gly Ala Gly Gly Arg Ser Leu Gly
145 150 155 160

Ser Gly Pro Gly Gly Arg Gly Gly Thr Arg Ala Gly Ala Gly Thr Glu
165 170 175

Ala Arg Ala Gly Pro Gly Ala Ala Gly Ala Gly Gly Arg His Ala Cys
180 185 190 :

Gly Glu Cys Gly Lys Thr Tyr Ala Thr Ser Ser Asn Leu Ser Arg His
195 200 205

Lys Gln Thr His Arg Ser Leu Asp Ser Gln Leu Ala Arg Arg Cys Pro
210 215 220

Thr Cys Gly Lys Val Tyr Val Ser Met Pro Ala Met Ala Met His Leu
225 230 235 240

Leu Thr His Asp Leu Arg His Lys Cys Gly Val Cys Gly Lys Ala Phe
245 250 255

Ser Arg Pro Trp Leu Leu Gln Gly His Met Arg Ser His Thr Gly Glu
260 265 270

Lys Pro Phe Gly Cys Ala His Cys Gly Lys Ala Phe Ala Asp Arg Ser
275 280 285

Asn Leu Arg Ala His Met Gln Thr His Ser Ala Phe Lys His Phe Gln
290 295 300

Cys Lys Arg Cys Lys Lys Ser Phe Ala Leu Lys Ser Tyr Leu Asn Lys
305 310 315 320

His Tyr Glu Ser Ala Cys Phe Lys Gly Gly Ala Gly Gly Pro Ala Ala
325 330 335

Pro Ala Pro Pro Gln Leu Ser Pro Val Gln Ala
340 345

<210> 2
<211> 24
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 2
Ala Arg Phe Leu Ala Ala Phe Leu Ala Ala Ala Gly Pro Phe Gly Phe
1 5 10 15
Ala Leu Gly Pro Ser Ser Val Tyr
20
<210> 3
<211> 348
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3
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Met

Ser

Ala

Ser

Pro

65

Ala

Ala

Ala

Ser

Pro

145

Gly

Pro

Ala

Pro

val

50

Glu

Ala

Ala

Ala

Asn

130

Asp

Ser

Arg

Asp

Leu

35

Tyr

Pro

Gly

Gly

Asp

115

Ala

Gly

Gly

Ser

Leu

20

His

Asp

Met

Ser

Gly

100

Ala

Gly

Asp

Pro

Phe

Glu

Asp

Gly

Tyr

Ala
85

Tyr

Phe

Ser

Ala

Gly
165

Leu

Ser

Lys

Asp

Ala

70

Pro

Ile

Phe

Ala

Gly

150

Gly

val

Ala

Gly

Ala

55

Ala

Pro

Asn

Ile

Ala

135

Gly

Arg

Lys

Tyr

Tyr

40

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

120

Ala

Gly

Gly
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Lys
Gly
25

Leu
Ala
val
Thr
Asp
105
Asp
Pro

Gly

Gly

val

10

Arg

Ser

Ala

Arg

Pro

90

Ala

Gly

Ser

Gly

Thr
170

40

Lys

Ala

Asp

Leu

Gly

Arg

Ala

Arg

Thr

Ala

155

Arg

Leu

Arg

Tyr

Leu

60

Glu

Pro

Val

Ser

Ala

140

Gly

Ala

Asp

Ser

val

45

Lys

Leu

Glu

Ser

Arg

125

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

30

Gly

Gly

Gly

Leu

Glu

110

Arg

Ala

Arg

Ala

Phe

15

Leu

Pro

Pro

Pro

Ala

95

Gly

Lys

Ala

Ser

Gly
175

Ser

Gly

Ser

Ser

Ala

80

Thr

Tyr

Ala

Ala

Leu

160

Thr



Glu

Cys

His

Pro

225

Leu

Phe

Glu

Ser

Gln

305

Lys

Ala

Ala

Gly

Lys

210

Thr

Leu

Ser

Lys

Asn

290

Cys

His

Pro

<210> 4

<211> 164

Arg

Glu

195

Gln

Cys

Thr

Arg

Pro

275

Leu

Lys

Tyr

Ala

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ala

180

Cys

Thr

Gly

His

Pro

260

Phe

Arg

Arg

Glu

Pro
340

Gly

Gly

His

Lys

Asp

245

Trp

Gly

Ala

Cys

Ser

325

Pro

Pro

Lys

Arg

Val

230

Leu

Leu

Cys

His

Lys

310

Ala

Gln

Gly

Thr

Ser

215

Tyr

Arg

Leu

Ala

Met

295

Lys

cys

Leu

Ala

Tyr

200

Leu

val

His

Gln

His

280

Gln

Ser

Phe

Ser

Ala

185

Ala

Asp

Ser

Lys

Gly

265

cys

Thr

Phe

Lys

Pro
345
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Gly

Thr

Ser

Met

Cys

250

His

Gly

His

Ala

Gly

330

val

Ala

Ser

Gln

Pro

235

Gly

Met

Lys

Ser

Leu

315

Gly

Gln

Gly

Ser

Leu

220

Ala

val

Arg

Ala

Ala

300

Lys

Ala

Ala

41

Gly

Asn

205

Ala

Met

Cys

Ser

Phe

285

Phe

Ser

Gly

Arg

190

Leu

Arg

Ala

Gly

His

270

Ala

Lys

Tyr

Gly

His

Ser

Arg

Met

Lys

255

Thr

Asp

His

Leu

Pro
335

Ala

Arg

Cys

His

240

Ala

Gly

Arg

Phe

Asn

320

Ala
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Ala Gly Ala Gly Gly

1

5

Ala Thr Ser Ser Asn
20

Asp Ser Gln Leu Ala

Ser

Lys

65

Gly

Cys

Thr

Phe

Lys

145

Pro

Met

50

Ccys

His

Gly

His

Ala

130

Gly

val

<210>5

<211> 1047
<212> DNA

35

Pro

Gly

Met

Lys

Ser

115

Leu

Gly

Gln

Ala

val

Arg

Ala

100

Ala

Lys

Ala

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met

Cys

Ser

85

Phe

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly

70

His

Ala

Lys

Tyr

Gly
150
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Arg His Ala Cys Gly
10

Leu Ser Arg His Lys
25

Arg Arg Cys Pro Thr

Met His
55

Lys Ala

Thr Gly

Asp Arg

His Phe
120

Leu Asn
135

Pro Ala

40

Leu

Phe

Glu

Ser

105

Gln

Lys

Ala

Leu

ser

Lys

90

Asn

Cys

His

Pro

Thr

Arg

75

Pro

Leu

Lys

Tyr

Ala
155

42

His

60

Pro

Phe

Arg

Arg

Glu

140

Pro

Glu Cys Gly Lys

Gln Thr His Arg

30

Thr Tyr
15

Ser Leu

Cys Gly Lys val Tyr Vval

asp

Trp

Gly

Ala

Ccys

125

Ser

Pro

Leu

Leu

Cys

His

110

Lys

Ala

Gln

45

Arg

Leu

Ala

Met

Lys

Cys

Leu

His

Gln

80

His

Gln

Ser

Phe

Ser
160
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15

atgcccaggt
gagagcgcct
ctcagcgact
aaagggccgt
gctgcagggt
tacatcaacg
gacgggcgcet
tcggeggegg
ggatccggge

gggccagggg

gccacgtcgt

gcgcggegcet
ctgctcacge
tggctgctge
tgcggcaagg
ttcaagcact
aagcactacg

ccacagctca
<210>6
<211> 1044
<212>DNA

ccttcectggt
acggacgcgce
acgtggggcce
cgccggagcec
ctgcgccgcece
gcgacgcgge
cgcggcecgtaa
ccceccgacgg
cggggggccyg
ccgcaggtgce

cgaacctgag

gcccgacgtg
acgacctgcg
agggccacat
ccttcgeccga
tccagtgcaa
agtcggectg

gccctgtgca

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caract. misc.

<222> (87)..(87)

<223>n=toc

<220>

<221> caract. misc.

<222> (90)..(90)

<223>n=goa

caagaaggtc
ccgcagcgac
ctcgtecegte
catgtacgca
gcccaccccg
cgtcagcgag
ggcttccaat
cgacgccgga
gggcggcacg
tggcggccgg

ccgccacaag

cggcaaggtg
ccacaagtgce
gcgctcgcecac
ccgectccaac
gcgctgcaag
cttcaagggc

ggcctag
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aaacgtgacg
ctcggcgcege
tacgatggcg
gcagctgtgce
cgcccggagce
ggctacgcegyg
gcecggetctg
g99cgg99g99cyg
c€gcgecggggyg
cacgcgtgcg

cagacgcacce

tacgtgtcca
ggcgtgtgeg
accggcgaga
ctgcgcgege
aagagcttcg

ggegccggag

43

cgttctctte
cactgcacga
acgccgaggce
gtggagagct
tggccaccgce
cggacgcctt
ccgccgcetcee
gggcgggcygyg
caggcaccga
gcgagtgegg

gcagcctgga

tgceggecat
gcaaagcctt
aacccttcgg
acatgcagac
cgctcaagtc

gccccgegge

ggccgacctg
taaagggtac
tgcgctgctce
gggtccggeg
tgcgggcgge
cttcatcacc
ctccacagcc
gcgcagettg
ggcgcgcgceg
caaaacatac

cagccagctg

ggccatgcac
ctcgeggeee
ctgcgcgcac
gcattcggce
ctatctcaac

tcctgcgecg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1047
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<220>

<221> caract. misc.
<222> (93)..(93)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (96)..(96)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (99)..(99)
<223>n=toc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (102)..(102)
<223>n=goa
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (105)..(105)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (108)..(108)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (111)..(111)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (114)..(114)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> misc feature
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<222> (117)..(117)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (120)..(120)
<223>n=toc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (123)..(123)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (126)..(126)
<223>n=toc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (129)..(129)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caract. misc.

<222> (132)..(132)

<223>n=goa

<400> 6

atgcccaggt ccttecctggt caagaaggtc aaacttgacg cgttctectte ggccgacctg 60
gagagcgect acggacgcge ccgettnttn gengenttnt tngengengc nggnecenttn 120
ggnttngent tngggcccte gtccgtctac gatggcgacg ccgaggctge gcetgctcaaa 180
gggccgtcge cggagcccat gtacgcagca gectgtgecgtg gagagctggg tccggeggct 240
gcagggtctg cgeccgecgce caccccgcge ccggagctgg ccaccgctgc gggcggctac 300
atcaacggcg acgcggccgt cagcgagggce tacgcggcgg acgccttctt catcaccgac 360
gggcgctcgc ggcgtaaggce ttccaatgec ggectctgeecg ccgctcccte cacagectceg 420

gcggcggecc ccgacggcga cgccggagge gggggcgggy ©99g9cgggcyg cagcttggga 480
tccgggeegg ggggccgggg cggcacgege gcgggggcag gcaccgagge gogegegggg 540

ccaggggccg caggtgctgg cggccggcac gegtgcggcg agtgcggcaa aacatacgec 600
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acgtcgtcga acctgagccg ccacaagcag acgcaccgca gectggacag ccagctggceg 660

cggcgetgee cgacgtgcgg caaggtgtac gtgtccatge cggccatggc catgcacctg 720

ctcacgcacg acctgcgcca caagtgcggc gtgtgcggca aageccttctc geggccctgg 780
ctgctgcagg gccacatgcg ctcgcacacc ggcgagaaac ccttcggectg cgcgcactge 840
ggcaaggcct tcgccgaccg ctccaacctg cgcecgcgcaca tgcagacgca ttcggectte 900
aagcacttcc agtgcaagcg ctgcaagaag agcttcgege tcaagtccta tctcaacaag 960

cactacgagt cggcctgctt caagggcggc gccggaggcc ccgcggctcc tgcgccgcca 1020
cagctcagcc ctgtgcaggc ctag 1044
<210>7

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Arg Pro Glu Leu Ala Thr Ala Ala Gly Gly Tyr Ile Asn Gly Asp Ala
1 5 10 15

Ala val Ser Glu Gly Tyr Ala Ala Asp Ala Phe Phe
20 25

<210> 8
<<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Arg Ser Phe Leu Val Lys Lys
1 5

<210>9

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 9

Lys Leu Asp Ala Phe Ser Ser Ala Asp Leu Glu Ser Ala Tyr Gly Arg
1 5 10 15

Ala
<210> 10
<211> 15
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 10

Lys Gly Pro Ser Pro Glu Pro Met Tyr Ala Ala Ala Val Arg Gly
1 5 10 15

<210> 11

<211> 51

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Arg Gly Glu Leu Gly Pro Ala Ala Ala Gly Ser Ala Pro Pro Pro Thr
1 5 10 15

Pro Arg Pro Glu Leu Ala Thr Ala Ala Gly Gly Tyr Ile Asn Gly Asp
20 25 30

Ala Ala Val Ser Glu Gly Tyr Ala Ala Asp Ala Phe Phe Ile Thr Asp
35 40 45

Gly Arg Ser
50

<210> 12

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Lys Ala Ser Asn Ala Gly Ser Ala Ala Ala Pro Ser Thr Ala Ser Ala

1 5 10 15

Ala Ala Pro Asp Gly Asp Ala Gly Gly Gly Gly Gly Ala Gly Gly Arg
20 25 30

Ser
<210> 13
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 13

<210> 14

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

<210> 15

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

<210> 16

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

<210> 17

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

<210> 18
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2395103 T3

Arg Ser Leu Gly Ser Gly Pro Gly Gly Arg Gly
1 5 10

Arg Ala Gly Ala Gly Thr Glu Ala Arg Ala
1 5 10

Arg Ala Gly Pro Gly Ala Ala Gly Ala Gly Gly Arg His
1 S 10

Lys Thr Tyr Ala Thr Ser Ser Asn Leu Ser Arg His
1l 5 10

Arg Ser Leu Asp Ser Gln Leu Ala Arg Arg
1 5 10

48



ES 2395103 T3

<400> 18
Lys val Tyr vVal Ser Met Pro Ala Met Ala Met His Leu Leu Thr His
1 5 10 15
Asp Leu Arg His
20
<210> 19
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
Lys Ala Phe Ser Arg Pro Trp Leu Leu Gln Gly His Met Arg Ser
1 5 10 15
<210> 20
<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Lys Ala Phe Ala Asp Arg Ser
1 5

<210> 21

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Arg Ala His Met Gln Thr His Ser Ala Phe Lys His
1 5 10

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Lys Ser Phe Ala Leu Lys Ser
1 5

<210> 23

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 23
Lys Ser Tyr Leu Asn Lys His
1 5

<210> 24

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Lys Gly Gly Ala Gly Gly Pro Ala Ala Pro Ala Pro Pro Gln Leu Ser

1 5 10 15

Pro Val Gln Ala
20

<210> 25

<211> 66

<212>DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caract. misc.

<222> (6)..(6)

<223>n=toc

<220>

<221> caract. misc.

<222> (9)..(9)

<223>n=goa

<220>

<221> caract. misc.

<222> (12)..(12)

<223>n=a,t,goc

<220>

<221> caract. misc.

<222> (15)..(15)

<223>n=a,t,goc

<220>

<221> caréact. misc.

<222> (18)..(18)
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<223>n=toc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (21)..(21)
<223>n=goa
<220>

<221> caract. misc.
<222> (24)..(24)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (27)..(27)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (30)..(30)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (33)..(33)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (36)..(36)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (39)..(39)
<223>n=toc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (42)..(42)
<223>n=a,t,goc
<220>

ES 2395103 T3
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<221> caract. misc.
<222> (45)..(45)
<223>n=toc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (48)..(48)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (51)..(51)
<223>n=goa
<400> 25

cgcttnttng cngenttntt ngengengen ggncenttng gnttngentt ngggccctcg

tcecgte

<210> 26

<211> 30

<212>DNA

<213> Artificial sequence
<220>

<223> primer

<400> 26

gccgacctgg agagegcecta cggacgegee 30
<210> 27

<211> 30

<212>DNA

<213> Artificial sequence
<220>

<223> primer

<220>

<221> caract. misc.
<222> (12)..(12)
<223>n=toc

<220>

<221> caract. misc.

ES 2395103 T3
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<222> (15)..(15)
<223>n=goa
<220>

<221> caract. misc.
<222> (18)..(18)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caract. misc.
<222> (21)..(21)
<223>n=a,t,goc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (24)..(24)
<223>n=toc
<220>

<221> caréact. misc.
<222> (27)..(27)
<223>n=goa
<220>

<221> caract. misc.
<222> (30)..(30)
<223>n=a,t,goc
<400> 27
cgcgceccgct tnttngenge nttnttngen 30
<210> 28

<211>27
<212>DNA

<213> Artificial sequence
<220>

<223> primer
<400> 28

tgcgtacatg ggctccggeg acggece 27

ES 2395103 T3
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

ES 2395103 T3

REIVINDICACIONES

Una variante de Scratch Mamifero, en la que la variante de Scratch Mamifero comprende un dominio
transmembrana y se expresa en la superficie de las células cancerosas.
La variante de Scratch Mamifero segun la reivindicacion 1 que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEC ID NO:1 o una variante de la misma, y en donde la variante de Scratch Mamifero comprende un dominio
transmembrana y se expresa en la superficie de las células cancerosas.
La variante de Scratch Mamifero segun la reivindicacién 1 que comprende la secuencia de aminoacidos como se
muestra en SEC ID NO:2 o una variante de la misma, y en donde la variante de Scratch Mamifero comprende un
dominio transmembrana y se expresa en la superficie de las células cancerosas.
Una secuencia de acido nucleico aislada que codifica una variante de Scratch Mamifero segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.
La secuencia de acido nucleico aislada segun la reivindicacién 4 que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID
NO:6.
La secuencia de acido nucleico aislada segun la reivindicacion 4 que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID
NO:25.
Un vector de expresion recombinante que comprende la secuencia de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6.
Una célula huésped que comprende el vector de expresidn recombinante de la reivindicacion 7.
Un método para detectar células cancerosas o controlar el cancer en un sujeto que tiene o se sospecha que tiene
cancer, que comprende detectar la variante de Scratch Mamifero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o
un fragmento de la misma, en una célula en una muestra del sujeto, en donde el cancer es indicado si la variante
de Scratch Mamifero se detecta en la célula.
El método segun la reivindicaciéon 9, que comprende:
(a) poner en contacto una muestra del sujeto con un anticuerpo que se une a la variante de Scratch
Mamifero;
(b) detectar el nivel de la variante de Scratch Mamifero en la muestra; y
(c) comparar el nivel de la muestra con una muestra de control, en donde niveles aumentados de la
variante de Scratch Mamifero en comparacién con el control indica que el sujeto tiene cancer.
Un método para detectar células cancerosas o controlar el cancer en un sujeto que tiene o se sospecha que tiene
cancer, que comprende detectar la secuencia de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en
una muestra del sujeto, en donde el cancer es indicado, si se detecta la secuencia de acido nucleico en donde el
método comprende
(a) extraer las moléculas de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 de
una muestra del sujeto;
(b) amplificar las moléculas de acido nucleico extraidas utilizando un cebador que tiene la secuencia
mostrada en SEC ID NO:27 en la reaccién en cadena de la polimerasa;
(c) determinar la presencia de moléculas de acido nucleico que codifican la proteina, y
(d) comparar el nivel de la secuencia de acido nucleico en la muestra con una muestra de control, en
donde niveles incrementados de la secuencia de &acido nucleico en comparacién con el control indican
que el sujeto tiene cancer.
Un método para detectar células cancerosas o controlar el cancer en un sujeto que tiene o se sospecha que tiene
cancer, que comprende:
(a) extraer moléculas de acido nucleico que codifican Scratch de tipo salvaje o la variante de Scratch
segun las reivindicaciones 1 a 3 de una muestra del sujeto;
(b) digerir las moléculas de acido nucleico con un enzima de restriccion Kpnl, y
(c) determinar el tamafo de las moléculas de acidos nucleicos digeridas en donde la presencia de
moléculas de acido nucleico no digeridas indica que el sujeto tiene una predisposicién a desarrollar
cancer.
Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de la variante de Scratch Mamifero segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en mezcla con un diluyente o portador adecuado.
Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de la secuencia de acido nucleico aislada de
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 en mezcla con un diluyente o portador adecuado.
Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del vector de expresion recombinante de la
reivindicacion 7 en mezcla con un diluyente o portador adecuado.
La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, que comprende ademas un adyuvante.
Uso de la variante de Scratch Mamifero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, una secuencia de acido
nucleico aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, o el vector recombinante de la reivindicacion 7 en
la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir el cancer o provocar una respuesta inmune.
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18. Una variante de Scratch Mamifero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, una secuencia aislada de acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, o el vector recombinante de la reivindicaciéon 7 para el
tratamiento o prevencion del cancer o para la provocacién de una respuesta inmune.

19. Un método de identificacion de compuestos por su capacidad para prevenir o tratar el cancer, que comprende las

etapas:

(a)
(b)
(c)

contactar una célula que expresa la variante de Scratch Mamifero segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 con un compuesto de ensayo;

determinar la expresién o funcién de la variante de Scratch Mamifero segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3; y

comparar la expresion o funcidon de la variante de Scratch Mamifero segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 con un control, en donde una disminucién en la expresion o funciéon de la
variante de Scratch Mamifero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en comparacién con el
control es indicativa de un compuesto util para prevenir o tratar el cancer.
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FIGURA 1
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FIGURA 3
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FIGURA §

250-—
138--

98-~

51
101
151
201
251
301

MPRSFLVKKV

FIGURA 6
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AAGSAPPPTP
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FIGURA 7

de secuencia obtenida para gi|15928387 de MDA-MB-435S

{Desconocido (

proteina para' ]IMAGE:4156878) [Homo sapiens] gi|15928387

AGAGG

51 PAMAMHLLTH DLRHKCGVCG KAFS
101 FADRSNLRAH MQTHSAFKHF QCKRCKKSFA LKSYLNKHYE SACFKGGAGG

151 PAAPAPPQLS PVQA

RHACG ECGKTYATSS NLSRHKQTHR SLDSQLARRC PTCGKVYVSM
AFSRPWLLQ GHMRSHTGEK PFGCAHCGKA

comparacion

de secuencias BLAST para la secuencia derivada de 435S y Srct

435S_seq
Scrt_seq

435S_seq
Scrt_seq
435S_seq
Scrt_seq

1 AGAGGRHACGECGKTYATSSNLSRHKQTHRSLDSQLARRCPTCGKVYVSMPAMAMHLLTH

185 GGRHACGECGKTYATSSNLSRHKQTHRSLDSQLARRCPTCGKVYVSMPAMAMHLLTH

61 DLRHKCGVCGKAFSRPWLLQGHMRSHTGEKPFGCAHCGKAFADRSNLRAHMQTHSAFKHF

245 DLRHKCGVCGKAFSRPWLLQGHMRSHTGEKPFGCAHCGKAFADRSNLRAHMQTHSAFKHF

121 QCKRCKKSFALKSYLNKHYESACFKGGAGGPAAPAPPQLSPVQA

305 QCKRCKKSFALKSYLNKHYESACFKGGAGGPAAPAPPQLSPVQA

MDA-MB-435S mostro la presencia de una version truncada de Scratch, i.e.,

proteina17.823kDa gi|15928387, con 100% de homologia a las secuencias 185-366
de la molecula scratch original identificada de la celula del glioma, melanoma

y glioblastoma
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FIGURA 8
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Figura 8: Escaneos TOFMS de péptidos obtenidos de la linea celular A-375, para
detectar |la presencia de iones péptidicos en la muestra: Cien escanaos a 1200-14000
en &l rango de 100-1200 amu en un nanospray estatico resultd en la recupearacion de un
numero significante de péptidos, que al ser analizados produjo un 1D de proteina como

Scratch Mamifero.
Figura 8A representa el escaneo TOF_MS con todos los iones cargados de péptidos

multiplicadamente y
Figura BB representa el espeactro desconvolucionado con iones cargados de péptidos

individualmente
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FIGURA 9

TOF MS de UBTMG_H11
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Figura 9;: Escaneos TOFMS de péptidos obtenidos de la linea celular UBTMG para
detectar la presencia de iones péptidicos en la muestra: Trescientos escaneos a
1200-1400% en el rango de 100-1200 amu en un nanospray estatico resultd en la
recuperacion de un numero significante de péptidos, que al ser analizados produjo un 1D
de proteina comeo Scratch Mamifero.

Figura 94 representa el escaneo TOF_MS con todos los iones cargados de péptidos
multiplicadamente vy
Figura 92 representa el espectro desconvolucionado con iones cargados de péptidos

individualmente
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FIGURA 10

TOFMS de U118MG_H11
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Figura 10: Escaneos TOFMS de péptidos obtenidos de la linea celular U118MG, para
detectar la presencia de todos los iones de péptidos en la muestra: Veintisiete
escaneos a 1200-1400V en el rango de 100-1200 amu en un nanospray estatico resultd
en la recuperacién de un namero significante de péptidos, que al analizarlos produjo un ID
de proteina como Scratch Mamifero. Figura 10A representa el escaneo TOF_MS con
todos los iones cargados de péptidos multiplicadamente y Figura 10B representa el
espectro desconvolucionado con iones cargados de péptidos unicamente.
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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Probabilidad Basada en el Resultado Mowse

Resultado de iones -10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia es un evento al azar.
Resultados de proteinas mayores que 77 son significativas (p<0.05).
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FIGURA 13

Acceso’ Masa { Resultado] Descripcion
1} qi13775236 35570 259 scratch {Homo sapiens)
2 | ail18700038 38548 137 | Scraich homiog Zine finger protein [Mus musculus}]
3 | ail34667010 368573 58 PREVISTO!: similar a scratch rep transcripcional [Rattus gicus}
4 | qil46430491 32583 52 proteina scratch 2 [Homo sapiens)
3 gi|51466390 13830 52 PREVISTO:: proteina hipotetica XP_4%%570 {Homo sapiens)
8 | 076633954 17808 S1 | 'PREVISTO: similar a scratch homolog 1. 2inc finger protein. pantial {Bos taurus}
7 | 9i62646193 29336 48 PREVISTO:. similar a scratch represor transcripcional 2
8 | 3i[68401409 26007 a1 PREVISTO. similar a scratch homolog 1. zinc finger protein {[Danio rerio)
9 | 91238397 24695 30 HMFG [Homo sapiens]
10 | 12229432 3387 30 Receptor de células T de cadena delta [Homo sapiens)
11 | gij18411] 5867 30 Proteina relacionada a Kruppel (AA a 172)
12 | g470798131 12787 30 reglén varlable de Inmunoglobulina de cadena pesada [Hamo sapiens)
10109 .
13 | 915668903 8 30 P N-d ylase/N otr 3 [Homo sap ]
14 | 91155957998 41108 30 OTTHUMPO0000021964 [Homo sapiens)
15 gijad 14253 29 reglén varlable de Inmunoglobulina de cadena pesada {Hamo sapiens)
18 qit17384998 13284 29 region variable de inmunoglobulina de cadena pesada {Homo sapiens)
17 | gil3212542 43068 29 Cadena D, Estructura De Deshidrogenasa de Isovaleril-Coa Humano
18 | g1i1552280 14036 28 inmunoglobulina G de cadena pesada {Homo sapiens)
19 | qit1675307 9276 28 cadena pesada de Ig reorganizado {Homo sapiens)
20 | qii74641% 52725 28 | kappa BR
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Resultado de iones: 53 Estimado: 0.89.
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FIGURA 15
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Estimado: 0.0016

Resultado de iones: 80

Masa monoisotopico de péptido neutro 2Mr(calc):2400.1206

Coincidencias (Negrita Roja) 3é1220 fragmento de iones que usan 36 picos mas intensos
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FIGURA 16

Figura 16: Fotografias representativas de la membrana especifica Scratch manchada,
en tejidos tumorales: Fotografias representativas de VB3-011 manchado
inmunohistoquimico de tejido neuroblastoma (A-C) y tejido melanoma (D-F). Las secciones
de tejido son, (A) - Neuroblastoma en etapa temprana (Etapa |, II, Il no N myc amplificada),
3+;(B) - No-N-myc amplificada Neuroblastoma de etapa IV, 2+; (C) - N-myc amplificada
Neuroblastoma de etapa IV, 3+. (D) - Melanoma de etapa temprana (Etapa | - Ill), 3+; (E) -
Melanoma de etapa IV, 3+; (F) - enfermedad metastasica, 3+ Todas las fotografias se
muestran con una ampliacion de 400X
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FIGURA 17

Mapa de restriccion de Scratch-1
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Continuacion de FIGURA 17
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FIGURA 18
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Figura 18: Citotoxicidad In vitro de VB6-011: Ensayo MTS de VB6-011con células
positivas al antigenob MB-435S (circulo abierto) y células negativas al antigeno
Panc-1 (circulo negro). Las células sembradas a 1000 células por pocillo, fueron
incubadas con las proteinas Fab-de-bougain purificadas. Despues de 5 dias de
incubacion, la viabilidad celularse midié y IC5, fue determinado.
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