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DESCRIPCION
Anticuerpos especificos de cancer y proteinas de superficie celular.
Campo de la invencion

La invencioén se refiere a proteinas de unién especificas de cancer humano y todos los usos de las mismas. En
particular, la invencion se refiere a anticuerpos o fragmentos de anticuerpos especificos para antigenos o moléculas
en células cancerosas y a inmunoconjugados que comprenden las proteinas de uniéon de la invencion, y a
procedimientos de uso de los mismos. La invencion también se refiere a un nuevo antigeno asociado con cancer y a
usos del mismo.

Antecedentes de la invencion

Se calcula que en el aio 2000 unos 22 millones de personas padecieron cancer en todo el mundo y 6,2 millones de
muertes se atribuyeron a este tipo de enfermedad. Cada afio, se producen mas de 10 millones de nuevos casos y se
espera que este calculo aumente un 50 % durante los proximos 15 afios ((WHO, World Cancer Report. Bernard W.
Stewart y Paul Kleihues, eds. IARC Press, Lyon, 2003). Los tratamientos actuales contra el cancer estan limitados a
cirugia invasiva, radioterapia y quimioterapia, todos ellos producen efectos secundarios posiblemente graves,
toxicidad inespecifica y/o cambios traumaticos de aspecto corporal y/o de calidad de vida. El cancer puede volverse
resistente a la quimioterapia reduciendo opciones de tratamiento adicionales y la probabilidad de éxito. El pronéstico
de algunos canceres es peor que el de otros y algunos casi siempre son letales. Ademas, algunos canceres con una
tasa de éxito de tratamiento relativamente alta contindan siendo importantes causantes de muerte debido a sus altas
tasas de incidencia.

Una de las causas de la insuficiencia de los tratamientos actuales contra el cancer es su ausencia de selectividad
por tejidos y células afectados. La reseccion quirdrgica siempre implica la extirpacion de tejido aparentemente
normal como un “margen de seguridad” que puede aumentar la morbilidad y el riesgo de complicaciones. Casi
siempre se extirpa algo del tejido sano que puede entremezclarse con las células tumorales y que posiblemente
puede mantener o restablecer la funcién del érgano o tejido afectado. La radiacién y quimioterapia destruira o
dafara muchas células normales debido a su modo de accién inespecifico. Esto puede dar como resultado graves
efectos secundarios tales como nauseas graves, pérdida de peso y disminucion de vitalidad, alopecia, etc., asi como
aumento del riesgo del desarrollo de cancer secundario en edades mas avanzadas. Un tratamiento con mayor
selectividad por las células cancerosas dejaria indemnes a las células normales mejorando de esta manera los
resultados, el perfil de los efectos secundarios y la calidad de vida.

La selectividad del tratamiento contra el cancer puede mejorarse usando anticuerpos que son especificos para
moléculas presentes solo o en la mayoria de las células cancerosas. Dichos anticuerpos pueden usarse para
modular el sistema inmunitario y potenciar el reconocimiento y la destruccion del cancer por el sistema inmunitario
del propio paciente. También pueden bloquear o modificar la funcion de la molécula diana y, por tanto, de las células
cancerosas. También pueden usarse para dirigir farmacos, genes, toxinas u otras moléculas importantes desde el
punto de vista médico contra células cancerosas. Dichos complejos anticuerpo-farmaco normalmente se denominan
inmunotoxinas o inmunoconjugados y en los ultimos afios se han sometido a ensayo diversos de estos compuestos
[Kreitman RJ (1999) Immunotoxins in cancer therapy. Curr Opin Immunol 11:570-578; Kreitman RJ (2000)
Immunotoxins. Expert Opin Pharmacother 1:1117-1129; Wahl RL (1994) Experimental radioimmunotherapy. A brief
overview. Cancer 73:989-992; Grossbard ML, Fidias P (1995) Prospects for immunotoxin therapy of non-Hodgkin’'s
lymphoma. Clin Immunol Immunopathol 76:107-114; Jurcic JG, Caron PC, Scheinberg DA (1995) Monoclonal
antibody therapy of leukemia and lymphoma. Adv Pharmacol 33:287-314; Lewis JP, DeNardo GL, DeNardo SJ
(1995) Radioimmunotherapy of lymphoma: a UC Davis experience. Hybridoma 14:115-120; Uckun FM, Reaman GH
(1995) Immunotoxins for treatment of leukemia and lymphoma. Leuk Lymphoma 18:195-201; Kreitman RJ, Wilson
WH, Bergeron K, Raggio M, Stetler-Stevenson M, FitzGerald DJ, Pastan | (2001) Efficacy of the anti-CD22
recombinant immunotoxin BL22 in chemotherapy-resistant hairy-cell leukemia. N Engl J Med 345:241-247]. La
mayoria de los anticuerpos hasta ahora ensayados se han suscitado contra marcadores de cancer conocidos en
forma de anticuerpos monoclonales de ratén, algunas veces “humanizados” mediante modificacién genética
molecular. Desgraciadamente, sus dianas también estan normalmente presentes en subconjuntos de células
normales produciendo aun de esta manera algunos efectos inespecificos. Adicionalmente, estos anticuerpos son
basicamente proteinas de raton que el sistema inmunitario del paciente humano ha reconocido como proteinas
extrafias. La reaccion inmunitaria consiguiente y la respuesta de los anticuerpos pueden dar como resultado una
pérdida de eficacia o a efectos secundarios.

Los autores de la invencion han usado una estrategia diferente en el desarrollo de anticuerpos para el tratamiento
contra el cancer. En lugar de inmunizar animales experimentales con células cancerosas o con marcadores aislados
de células cancerosas, han seleccionado Uunicamente aquellos marcadores reconocidos por el sistema inmunitario
del propio paciente o, en otras palabras, que el sistema inmunitario ha reconocido como una molécula extrafia. Esto
implica que los marcadores o los antigenos estan a menudo sustancialmente ausentes en las células normales v,
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por tanto, se reduce adicionalmente el riesgo de toxicidad inespecifica. Se generaron bibliotecas de hibridoma de
linfocitos derivados de pacientes con cancer y los anticuerpos que secretaron se ensayaron con respecto a la union
a células normales y tumorales. Unicamente se conservaron los anticuerpos que mostraron alta selectividad por las
células cancerosas para evaluacion y desarrollo posterior como un agente terapéutico o de diagndstico contra el
cancer. Uno anticuerpo de este tipo altamente selectivo es el objeto de esta solicitud de patente. Ademas de ser
selectivo, este anticuerpo es totalmente compatible con el sistema inmunitario del paciente ya que es una proteina
totalmente humana. El anticuerpo de la invencion puede usarse para usos de diagnoéstico o terapéuticos o como una
base para modificar genéticamente otras moléculas de union para el antigeno diana. El anticuerpo de la invencion
también puede usarse para identificar el antigeno diana. El antigeno puede entonces usarse para disefiar nuevos
tratamientos o diagndsticos del cancer.

La estructura basica de una molécula de anticuerpo consiste en cuatro cadenas de proteina, dos cadenas pesadas y
dos cadenas ligeras. Estas cadenas estan interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena ligera comprende
una region variable de cadena ligera y una region constante de cadena ligera. Cada cadena pesada comprende una
regiéon variable de cadena pesada y una regién constante de cadena pesada. Las regiones variables de cadena
pesada y cadena ligera pueden adicionalmente subdividirse en regiones marco conservadas y en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Cada cadena ligera y
region variable de cadena pesada esta compuesta de tres CDR y cuatro regiones marco conservadas.

El transportador de glucosa 8 (GLUT8) es un miembro de la familia de proteinas GLUT y se sabe que tiene actividad
transportadora de azucar. GLUT8 esta codificado por el gen s/c2a8, que se encuentra en el cromosoma humano
9. GLUTS tiene una longitud de 477 aminoacidos. Es una proteina transmembrana de tipo Il de ~ 50 kDa. Tiene 12
regiones transmembrana. Tiene un bucle extracelular corto entre TM1 y TM2 y un bucle extracelular largo entre TM9
y TM10. A pesar de tener diversas regiones transmembrana, GLUT8 se localiza intracelularmente probablemente
debido a un motivo di-leucina N-terminal (Ibberson y col. JBC 275: 4607 a 4612, 2000; Moadel y col, Cancer Res. 65
:698-702, 2005). La translocaciéon a la membrana se ha observado en células de raton después de tratamiento con
insulina (Carayannopoulos y col, PNAS 97:7313-18, 2000) o en células de rata después de choque hipoxico o
tratamiento con insulina (documento US 09/886.954 [2002/0038464]). En seres humanos, no se ha descrito la
localizaciéon en la membrana y no se ha identificado ningun estimulo que induzca la translocacion (Widmer y col.,
Endocrinology 146:4727-36, 2005).

La nomenclatura de la familia GLUT/SLC2A se ha publicado en: Amer.J.Physiol.Endocrinol, Metab. 282: E974-76,
2002. El nombre de GLUT8 se ha usado en el pasado para describir lo que se conoce ahora como GLUT12- como
se indica en ese documento. El motivo di-leucina N-terminal se ha encontrado en todas las secuencias GLUTS8 de
mamiferos (véase, Zhao y col, Biochimica et Biophysica Acta 1680:103-113, 2004 observandose en bovinos, seres
humanos, rata y ratén).

El documento WOO01/04145 desvela polipéptidos GLUTX1, GLUTX2 y GLUTX3 y polinucleétidos que codifican los
mismos. El documento WO98/55623 desvela una proteina de uniéon a ribosoma derivada de Bougainvillea
spectabilis, un conjugado que comprende la misma, y usos de la proteina y el conjugado en controles de células
tumorales. Lisinski, I. y col. (2001) Biochem. J. 358:517-522 describen el direccionamiento de GLUT6 (anteriormente
GLUT9) y GLUT8 en adipocitos de rata, y muestran que la mutacién dirigida de los motivos di-leucina N-terminal
constituye la expresion de las proteinas en la membrana plasmatica.

Sumario de la invencion

Los autores de la presente invencion han preparado anticuerpos especificos contra el cancer humano que se unen a
diversos tipos de células cancerosas, incluyendo cancer de mama, cancer de ovario, cancer de préstata, melanoma,
cancer de higado, cancer de colon, cancer de cuello uterino, cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer de
estdbmago, cancer pancreatico y cancer endometrial. Cabe destacar, que los anticuerpos no se unen
significativamente a tejido normal lo cual hace que sean candidatos adecuados para terapias y diagnésticos del
cancer.

Los autores de la invencidon han clonado y secuenciado los anticuerpos y han determinado la secuencia de las
regiones variables de la cadena pesada y ligera del anticuerpo y las regiones 1,2 y 3 determinantes de la
complementariedad. Las regiones 1,2 y 3 determinantes de la complementariedad de la cadena ligera aislada
comprenden las secuencias de aminoacidos RASQDISNYLA (SEC ID N° 1), AASSLHS (SEC ID N° 2) y
LQYSTYPIT (SEC ID N°: 3), respectivamente; y las regiones 1, 2 y 3 determinantes de la complementariedad de la
cadena pesada aislada comprende las secuencias de aminoacidos NYAMS (SEC ID N° 4),
AITPSGGSTNYADSVKG (SEC ID N°: 5) y VPYRSTWYPLY (SEC ID N°: 6), respectivamente.

La presente solicitud también describe secuencias de acido nucleico aisladas que codifican regiones 1,2 y 3
determinantes de la complementariedad de cadena ligera, que comprenden las secuencias de aminoacidos
RASQDISNYLA (SEC ID N°: 1), AASSLHS (SEC ID N° 2) y LQYSTYPIT (SEC ID N°: 3), respectivamente; y
secuencias de acido nucleico aisladas que codifican regiones 1,2 y 3 determinantes de la complementariedad de
cadena pesada, que comprenden las secuencias de aminoacidos (SEC ID N°: 4), AITPSGGSTNYADSVKG (SEC ID
N°: 5) y VPYRSTWYPLY (SEC ID N°: 6), respectivamente.
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También describen regiones variables de cadena ligera aisladas que comprenden las regiones 1, 2 y 3
determinantes de la complementariedad de cadena ligera 1, 2 y/o 3 de la invencién (SEC ID N° :1-3), y regiones
variables de cadena pesada aisladas que comprenden las regiones 1,2 y 3 determinantes de la complementariedad
de cadena pesada de la invencion (SEC ID N° 4-6). La region variable de cadena ligera puede comprender la
secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 1 (SEC ID N°: 7). La regién variable de cadena pesada puede
comprender la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 2 (SEC ID N°: 9).

También se describe una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la regién variable de cadena ligera de la
invencion, y una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la regién variable de cadena pesada como se ha
descrito anteriormente. En una realizacion, la region variable de cadena ligera comprende la secuencia de acido
nucleico mostrada en la Figura 1 (SEC ID N° 8). En una realizacién, la regién variable de cadena pesada
comprende la secuencia de acido nucleico mostrada en la Figura 2 (SEC ID N°: 10).

Un aspecto de la presente invencidon es una proteina de unién, preferentemente un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, que comprende las regiones determinantes de la complementariedad de cadena ligera SEC ID N°: 1-3 o
variantes funcionales de las mismas y las regiones determinantes de la complementariedad de cadena pesada SEC
ID N°: 4-6, o variantes funcionales de las mismas, y puede unirse a una variante asociada a cancer del transportador
de glucosa 8 expresada sobre la superficie de células cancerosas que comprende una cualquiera de las secuencias
de aminoacidos de las SEC ID N°:11-13 como se describe a continuacion.

Los autores de la invencion también han identificado el antigeno al cual se unen las proteinas de unién de la
invencién. Por consiguiente, la presente solicitud describe proteinas de unidén que se unen: al transportador de
glucosa 8 (GLUTS8) o a variantes del mismo; a una proteina que comprende una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de las SEC ID N°:11-20, preferentemente las SEC ID N°:11-13; o a una variante asociada a cancer de
GLUT8 que se expresa sobre la superficie de células cancerosas que comprende una cualquiera de las secuencias
de aminoacidos de las SEC ID N°: 11-13.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona una proteina aislada que comprende una variante asociada con
cancer de GLUT8 expresada sobre la superficie de células cancerosas, que comprende la secuencia de
aminoacidos definida mediante una cualquiera de las SEC ID N° 11, 12 o 13, o variantes funcionales de las
mismas. Estas variantes asociadas con cancer de GLUT8 tienen una modificacion en el motivo di-leucina N-terminal,
en el que el motivo di-leucina N-terminal se ha modificado por di-alanina.

Ademas, la invencién proporciona composiciones que comprenden las proteinas de unidén de la invencion, tales
como anticuerpos y fragmentos de anticuerpo, con un excipiente, vehiculo, tampén o estabilizador
farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion es un inmunoconjugado que comprende (1) una proteina de unién de la invencién,
preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a un antigeno del transportador de glucosa 8
expresado sobre la superficie de una célula cancerosa, fijado a (2) una molécula efectora. En el presente documento
también se describe un inmunoconjugado que comprende (1) una proteina de unién de la invencion,
preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a un antigeno o molécula que internaliza una
célula cancerosa, fijado a (2) una molécula efectora. En una realizacion preferida, la molécula efectora es (i) un
marcador, que puede generar una sefial detectable, directa o indirectamente, o (ii) un agente terapéutico contra el
cancer, que es citotdxico, citostatico o de otra manera impide o reduce la capacidad de las células cancerosas para
dividirse y/o metastatizarse. Preferentemente, el agente terapéutico contra el cancer es una toxina o una citotoxina.

La invencion también proporciona composiciones que comprenden el inmunoconjugado de la invencion y usos del
inmunoconjugado para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion del cancer y con fines de
diagnéstico. Ademas, la presente solicitud describe procedimientos de tratamiento o prevencion del cancer usando
el inmunoconjugado de la invencion y kits relacionados.

Otro aspecto de la invencion es un procedimiento para detectar o controlar el cancer en un sujeto que comprende
las etapas de:

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

(2) medir la cantidad de complejo antigeno-proteina de union en la muestra de ensayo; y
(3) comparar la cantidad de complejo antigeno-proteina de unién en la muestra de ensayo con un control.

Otro aspecto de la invencion es un agente de diagndstico que comprende (1) la proteina de unién de la invencion,
fijada a (2) un marcador, que puede generar una sefial detectable, directa o indirectamente.

La presente solicitud describe una proteina aislada que puede unirse especificamente con una de las proteinas de
union de la invencién, secuencias de acido nucleico y sus usos.
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Los autores de la invencion han identificado el antigeno al cual se unen las proteinas de unién de la invencion. La
invencion incluye una proteina aislada que comprende el nuevo antigeno asociado a cancer, que es una variante de
GLUT8 que se expresa sobre la superficie de las células cancerosas, que comprende una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 11-13 o una variante funcional de las mismas. La invencién también
incluye el uso de la proteina aislada de la invencién en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento,
prevencioén y/o diagnéstico del cancer.

Como se describe en el presente documento, la variante asociada con cancer de GLUT8 expresada en la superficie
de células cancerosas, comprende las secuencias de aminoacidos definida por una cualquiera de las SEC ID N°: 11,
12 o 13 o variantes funcionales de las mismas. Estas variantes asociadas con cancer de GLUTS8 tienen una
modificacién en el motivo di-leucina N-terminal, en el que el motivo di-leucina N-terminal se ha modificado por di-
alanina.

La invencion también incluye procedimientos de deteccion o control del cancer en un sujeto que padece o que se
sospecha que padece cancer, que comprende detectar una variante asociada con cancer de GLUT8 expresada en
la superficie de células cancerosas que comprende: la secuencia de aminoacidos definida mediante una cualquiera
de las SEC ID N°: 11, 12 o 13, o variantes funcionales de las mismas, en una célula en la muestra, en la que se
indica cancer, si en la célula se detecta la variante asociada con cancer de GLUT8

La presente solicitud también describe procedimientos de deteccidn o control del cancer en un sujeto que padece o
que se sospecha que padece cancer, que comprende detectar la expresion de una variante de GLUT8 asociada a
cancer en la célula en la muestra, en la que se indica cancer si en la célula se detecta la expresion de la variante
asociada con cancer de GLUTS.

La presente solicitud también describe un procedimiento de tratamiento o prevencion del cancer en un sujeto
modulando la funcién o expresion de GLUTS8 en la célula cancerosa.

La invencién también incluye el uso de la variante asociada con cancer de GLUT8 expresada sobre la superficie de
células cancerosas que comprende la secuencia de la SEC ID N°: 11, 12 o 13 o variantes o fragmentos funcionales
de las mismas en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion del cancer en un
sujeto. Ademas, la invencion incluye composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de una
variante asociada con cancer de GLUT8 expresada sobre la superficie de células cancerosas que comprende la
secuencia de la SEC ID N° 11, 12 o 13 o variantes funcionales o fragmentos de las mismas, secuencias de acido
nucleico que codifican la variante asociada con cancer de GLUT8 o fragmentos de la misma y/o vectores de
expresion recombinantes que comprenden secuencias de acido nucleico que codifican la variante asociada con
cancer de GLUT8 o fragmentos de la misma.

A partir de la siguiente descripcion detallada seran evidentes otras caracteristicas y ventajas de la presente
invencion. Sin embargo, debe entenderse que aunque la descripcion detallada y los ejemplos especificos indiquen
realizaciones preferidas de la invencion solo se proporcionan a modo de ilustracion.

Breve descripcion de los dibujos
La invencion se describira ahora en relacién a los dibujos en los que:

La Figura 1 es la secuencia de acidos nucleicos (SEC ID N°: 8) y de aminoacidos (SEC ID N°: 7) de la
regién variable de cadena ligera de VB1-050.

La Figura 2 es la secuencia de acidos nucleicos (SEC ID N°: 10) y de aminoacidos (SEC ID N°: 9) de la
region variable de cadena pesada de VB1-050.

La Figura 3 demuestra la unién del anticuerpo a la superficie celular después de incubar células A-375 a
diferentes temperaturas, determinada por citometria de flujo. Marcaje con fluorescencia de células A-375
después de la incubacion de suspensiones celulares a 4 °C: 4B5 (1) y VB1-050 (2). Marcaje con
fluorescencia de células A-375 después del calentamiento de las células unidas a anticuerpos a 37 °C:
VB1-050 durante 60 minutos (3), durante 120 minutos (4).

La Figura 4 muestra la evaluaciéon por microscopia confocal de la internalizacion de VB1-050. Se incubaron
células A-375 con el anticuerpo a 4°C, se lavaron y se calentaron a 37 °C durante 60 minutos. Las células
se fijaron, se permeabilizaron y se marcaron con anticuerpo secundario marcado con fluorescencia. El
marcaje con fluorescencia de células A-375 después de la incubacion de VB1-050 a 4 °C durante 60
minutos, mostré una distribucion superficial circunferencial del marcaje, aumento (60X x 4) (A). Después de
la incubacion de las células unidas al anticuerpo a 37 °C durante 60 minutos, las células mostraron una
fuerte tincion intracelular por el anticuerpo internalizado, aumento (60X x 4) (B).

La Figura 5 muestra un gel de agarosa de la reacciéon PCR. EI ADN se detectdé usando bromuro de etidio
con una lampara UV. A) Los plasmidos PelB-Vygas-Ch-F-de-bouganin/psV73 y PelB(-S)-Vhoso-Ch-F-de-
bouganin/pSV73 se digirieron con Eco Rl y Pvull y se cargaron en los carriles 1 y 3, respectivamente. El
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simbolo indica el inserto EcoRI- PelB-Pvull con la secuencia lider peptidica que se ligd a PelB(-S)-Vhos0-Ch-
F-de-bouganin/pSV73 previamente digerido (indicado con la flecha) para crear el PelB-Vhgs0-Ch-F-de-
bouganin/pSV73. B) Los plasmidos PelB-(S)-Vi0s0-CL/pSV73 y Spel-de-bouganin-PelB-V g45-C /pSV73 se
digirieron con EcoRV y Xho | y se cargaron en los carriles 2-3 y 4-5, respectivamente. El inserto y el vector
indicados con el simbolo e y la flecha, respectivamente, se usaron para crear el plasmido Spel-de-bouganin-
PelB-V 545-C/pSV73 que posteriormente se inserté en el plasmido 3302. C) El plasmido Spel-de-bouganin-
PelB-V|545-C1 /3302 y D) el inserto PelB-Vhos0-Cr-F-de-bouganin, digeridos con Eco Rl y Spel (indicado con
la flecha y el simbolo -, respectivamente) y cargados en el carril 2 se ligaron para crear VB6-050/3302.

La Figura 6 muestra una transferencia de Western de VB6-050. Se cargd un sobrenadante representativo
de VB6-845 (carril 1) y VB6-050 (carril 2) en condiciones no reductoras sobre un gel de SDS-PAGE y se
inmunotransfirid con un anticuerpo anti-cadena ligera kappa humana conjugado con HRP (1/1000). Los
carriles 3 y 4 corresponden al sobrenadante de un cultivo no inducido y a la escalera, respectivamente. El
carril 5 es el sobrenadante de VB6-845 previamente ensayado como positivo sobre transferencia de
Western.

La Figura 7 muestra una transferencia Western de una purificacion representativa de VB6-050 del
sobrenadante E104. A) Las muestras, 16 pl, tomadas a diferentes etapas del proceso de purificacion se
inmunotransfirieron usando un anticuerpo anti-cadena ligera kappa humana conjugado con HRP. Las
flechas indican el producto intacto. Carril 1: sobrenadante de cultivo; carril 2: infiltrado del sobrenadante
concentrado; carril 3: sobrenadante concentrado diluido a 1/10; carril 4: infiltrado del sobrenadante
concentrado diafiltrado; carril 5: sobrenadante concentrado diafiltrado a 1/10; carril 6: flujo a través de la
columna CM-sepharose; carril 7: lavado de la columna CM-sepharose; carril 8: eluato de la columna CM-
sepaharose o material de partida Ni-sepharose; carril 9: flujo a través de la columna quelante de Ni; carriles
10, 11 y 12: diferentes etapas de lavado de la columna quelante de Ni; carril 13: eluato de la sepharose-
quelante de Ni o material de partida SEC-200; carril 14: grupo de las fracciones 26-28 de SEC-200; carril
15: escalera y VB6-845 como un control. B) tincién con Coomassie de VB6-050. Carril 1: material de partida
SEC-200; carril 2: fraccion 27; carril 3: VB6-845 purificado; carril 4: escalera.

La Figura 8 muestra la curva de titulacion de VB6-050. Se incubaron células SKBR-3, A-375 y SK-OV-3 con
diversas concentraciones de VB6-050 y la fluorescencia media se obtuvo por citometria de flujo. El Factor
de Aumento de la Fluorescencia Media (FM) se calculé usando la siguiente formula, Factor de Aumento de
FM = FM medida a cada concentracion/FM medida con PBS.

La Figura 9 muestra la citotoxicidad in vitro de VB6-050. Ensayo con MTS de VB6-050 con células MB-435S
positivas a antigeno (circulo blanco) y células Daudi negativas a antigeno (circulo negro). Células
sembradas a 1.000 células por pocillo, se incubaron con las proteinas Fab-de-bouganina
purificadas. Después de 5 dias de incubacién, se midio la viabilidad celular y se determiné la Clsp.

La Figura 10 muestra los perfiles de fraccionamiento de HepG2, MCF-7, Panc-1 y C-33A en un sistema PF-
2D. Perfil comparativo de las diferencias en la expresion del antigeno entre dos lineas celulares positivas y
negativas. Esta figura representa un archivo cromatografico de 10 a 25 minutos. Se observa una vision
clara de las diferencias de los antigenos por separado en ambas lineas celulares positivas. MCF-7 y HepG2
mostraron dos picos de eluciéon a los 15 y 18 minutos, lo que indica niveles moderados de
hidrofobicidad. Panc-1 y C-33A no mostraron picos correspondientes. Se observé un pico a los 12 minutos
en todas las lineas celulares.

La Figura 11 muestra las exploraciones TOF-MS de péptidos obtenidas a partir de la linea celular HepG2,
para detectar la presencia de todos los iones peptidicos en la muestra. Cincuenta y tres exploraciones a
1200-1400V en el intervalo de 100-1200 uma en un nanopulverizador estatico dieron como resultado la
recuperacion de un numero significativo de péptidos, que al analizarlo se obtuvo una proteina ID como
Transportador de Glucosa 8.

La Figura 12 muestra las exploraciones TOF-MS de péptidos obtenidos a partir de la linea celular Panc-1,
para detectar la presencia de todos los iones peptidicos en la muestra. Treinta exploraciones a 1200-1400
V en el intervalo de 100-1200 uma en un nanopulverizador estatico dieron como resultado la recuperacion
de un numero significativo de péptidos, que al analizarlo se obtuvo una proteina ID como IgG.

La Figura 13 muestra las exploraciones TOF-MS de péptidos obtenidos a partir de la linea celular MCF-7,
para detectar la presencia de todos los iones peptidicos en la muestra. Veintisiete exploraciones a 1200-
1400 V en el intervalo de 100-1200 uma en un nanopulverizador estatico dio como resultado la
recuperacion de un numero significativo de péptidos, que al analizarlo se obtuvo una proteina ID como
Transportador de Glucosa 8.

La Figura 14 muestra las exploraciones TOF-MS de péptidos obtenidos a partir de la linea celular C-33A,
para detectar la presencia de todos los iones peptidicos en la muestra. Treinta exploraciones a 1200-1400
V en el intervalo de 100-1200 uma en un nanopulverizador estatico dieron como resultado la recuperacion
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de un numero significativo de péptidos que al analizarlo se obtuvo una proteina ID como IgG.

La Figura 15 muestra la cobertura de secuencia de péptidos recuperado del analisis de espectrometria de
masas como se indica en la Tabla 8. Se recuperé un total de 8 péptidos a partir de una digestion triptica en
solucion y se obtuvo una cobertura de la proteina del 34 %. Las secuencias subrayadas representan las
secuencias peptidicas recuperadas y las secuencias en negrita muestran las secuencias variantes de
aminoacidos.

La Figura 16 muestra los resultados de la identificacion genética de masa peptidica para los péptidos
recuperados a partir de VB1-050Ag. Las puntuaciones de las proteinas mayores de 64 se consideraron
significativas. Las unicas proteinas ID significativas observadas sefialaban a un antigeno, conocido como
Transportador de Glucosa 8.

La Figura 17 muestra que el antigeno identificado, transportador de glucosa 8, tiene una puntuacién
significativa de 83. Debido a la naturaleza del servidor de la base de datos y a la similitud/homologia de las
proteinas relacionadas, todas las isoformas de esta proteina se consideraron como aciertos. La
fragmentacion MS/MS e identidad de péptidos confirma que el antigeno es el transportador de glucosa 8

La Figura 18 muestra la fragmentacion iénica MS/MS del péptido neutro Mr. 1401,54, que aparece como
una molécula triplemente cargada (466,60000, 3 +). La secuencia peptidica coincide exactamente con la del
péptido del transportador de glucosa 8.

La Figura 19 muestra la fragmentacion iénica MS/MS del péptido neutro Mr. 1.070,785, que aparece como
una molécula doblemente cargada (536,40000, 2 +). La secuencia peptidica coincide exactamente con la
del transportador de glucosa 8.

La Figura 20 muestra la fragmentacion ionica MS/MS del péptido neutro Mr. 1997,9992, que aparece como
una molécula triplemente cargada (667,098230, 3 +).La secuencia peptidica mostré cambios en
aminoacidos en las posiciones 7, 10, 12, 13, 14, 15 y 18; en comparacion con el péptido homdlogo del
transportador de glucosa 8.

La Figura 21 muestra la fragmentacion iénica MS/MS del péptido neutro Mr. 1176,3547, que aparece como
una molécula doblemente cargada (589,100000, 2 +).La secuencia peptidica mostr6 cambios en
aminoacidos en las posiciones 7, 10, 12, 13, 14 y 15; en comparacion con el péptido homélogo del
transportador de glucosa 8.

Descripcion detallada de la invencién
(A) Definiciones

La expresion “administrado por via sistémica® como se usa en el presente documento significa que el
inmunoconjugado y/u otros agentes terapéuticos contra el cancer pueden administrarse por via sistémica de una
manera conveniente tal como por inyeccién (subcutanea, intravenosa, intramuscular, etc.), administracion oral, por
inhalacién, administracion transdérmica o aplicacion topica (tal como una crema o pomada topica etc.), aplicaciones
de supositorio, o mediante un implante. Un implante puede ser de un material poroso, no poroso o gelatinoso,
incluyendo membranas, tales como las membranas elasticas, o fibras. Los supositorios generalmente contienen
principios activos en el intervalo del 0,5 % al 10 % en peso.

El término “aminoacido” incluye todos los aminoacidos de origen natural asi como aminoacidos modificados.

El término “anticuerpo” como se usa en el presente documento pretende incluir anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales y anticuerpos quiméricos. El anticuerpo puede ser de fuentes recombinantes y/o producirse
en animales transgénicos. La expresion “fragmento de anticuerpo” como se usa en el presente documento pretende
incluir fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)z, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos y multimeros de los
mismos y fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos pueden fragmentarse usando técnicas
convencionales. Por ejemplo, pueden generarse fragmentos F(ab’), tratando el anticuerpo con pepsina. El fragmento
F(ab’)2 resultante puede tratarse para reducir puentes disulfuro para producir fragmentos Fab’. La digestién con
papaina puede conducir a la formacién de fragmentos Fab. Los fragmentos Fab, Fab’ y F(ab’),, scFv, dsFv, ds-scFv,
dimeros, minicuerpos, diacuerpos, fragmentos de anticuerpos biespecificos y otros fragmentos también pueden
sintetizarse mediante técnicas recombinantes.

La expresion “anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion” como se usa en el presente documento
comprende las regiones determinantes de la complementariedad de cadena ligera de la invencion (es decir, una o
mas de las SEC ID N°: 1-3) y la regién determinante de la complementariedad de cadena pesada de la invencion (es
decir, una o mas de las SEC ID N°: 4-6) o variantes funcionales de las secuencias de tal manera que el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo puede unirse a la célula cancerosa sin unirse sustancialmente a células normales. Los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencion también incluyen anticuerpos o fragmentos de anticuerpos
que se unen al transportador de glucosa 8 (GLUT8) o a sus variantes que comprenden una cualquiera de las



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2421558 T3

secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 11-13.

La expresion “condiciones de hibridacién al menos moderadamente rigurosas” significa que se seleccionan
condiciones que promover la hibridacion selectiva entre dos moléculas de acido nucleico complementarias en
solucion. La hibridacién puede producirse en toda o en una parte de una molécula de la secuencia de acido nucleico.
Normalmente, la parte que se hibrida tiene una longitud de al menos 15 (por ejemplo 20, 25, 30, 40 o 50)
nucledtidos. Los expertos en la técnica reconoceran que la estabilidad de un duplex de acido nucleico, o hibridos, la
determina la Tf, que en tampones que contienen sodio esta en funcidon de la concentracién ionica del sodio y la
temperatura (Tf = 81,5 °C - 16,6 (Log10 [Na+]) + 0,41( %(G+C) - 600/1) o ecuacién similar). Por consiguiente, los
parametros en las condiciones de lavado que determinan la estabilidad de los hibridos son la concentracion i6nica
del sodio y la temperatura. Para identificar moléculas que sean similares, pero no idénticas, para una molécula de
acido nucleico conocida, puede suponerse que un emparejamiento erréneo del 1 % se produce a aproximadamente
una disminucion de 1 °C en la Tf, por ejemplo si se buscan moléculas de acido nucleico que tengan una identidad
>95 %, la temperatura de lavado final se reducira aproximadamente 5 °C. Basandose en estas consideraciones los
expertos en la técnica seran capaces de seleccionar faciimente las condiciones de hibridaciéon apropiadas. En
realizaciones preferidas, se seleccionan condiciones de hibridacion rigurosas. A modo de ejemplo, para conseguir
una hibridacion rigurosa pueden emplearse las siguientes condiciones: hibridaciéon en cloruro de sodio/citrato de
sodio (SSC) 5x/ solucién de Denhardt 5x/SDS al 1,0 % a una Tf de - 5°C basandose en la ecuacion anterior, seguido
de un lavado en SSC 0,2x/SDS al 0,1 % a 60 °C. Las condiciones de hibridacién moderadamente rigurosas incluyen
una etapa de lavado en SSC 3x a 42 °C. Sin embargo, se entiende que usando tampones, sales y temperaturas
alternativos pueden conseguirse condiciones rigurosas equivalentes. Puede encontrase una guia adicional con
respecto a condiciones de hibridacion en: Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 2002, y
en: Sambrook y col., Molecular Cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

La expresion “proteina de union” como se usa en el presente documento se refiere a proteinas que se unen
especificamente a otra sustancia. En una realizacién, las proteinas de unién son anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos.

La expresion “proteinas de unidn de la invencion” como se usa en el presente documento se refiere a proteinas de
union que comprenden las CDR que tienen las secuencias de las SEC ID N°: 1-6, o variantes funcionales de las
mismas, en las que la proteina de unién puede unirse a una variante asociada con cancer del transportador de
glucosa 8 expresada sobre la superficie de células cancerosas que comprende una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de las SEC ID N°: 11-13 e incluye anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencién.

La expresion “forma bioldgicamente compatible adecuada para administracion in vivo” se refiere a una forma de la
sustancia que va a administrarse en la que los efectos terapéuticos sobrepasan los efectos toxicos.

El término “cancer’” como se usa en el presente documento incluye cualquier cancer al que puede unirse una
proteina de union de la invencion, preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion.

La expresion “variante asociada a cancer del transportador de glucosa 8” como se usa en el presente documento se
refiere a una nueva variante del transportador de glucosa 8 que se expresa sobre la superficie de células
cancerosas. En una realizacion de la invencion, una variante asociada a cancer de GLUTS8 tiene la misma funcién
que la de GLUT8 como un transportador de azucar, pero una diferente localizacion en la célula. Por ejemplo, la
variante asociada a cancer de GLUT8 tiene la misma funcién que la de GLUT8, como un transportador de azucar,
pero se localiza en la superficie de la célula. En otra realizacion, la variante asociada a cancer del transportador de
glucosa 8 es una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos definida por la SEC ID N° 11. En una
realizacién adicional, la variante asociada a cancer del transportador de glucosa 8 es una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos definida por la SEC ID N°: 12. En una realizacion adicional, la variante asociada a cancer
del transportador de glucosa 8 es una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos definida por la SEC ID
N°: 13. En otra realizacion de la invencién, la variante asociada a cancer de la GLUT8 comprende GLUT8 que tiene
una modificacion en el motivo di-leucina N-terminal. En realizacion adicional de la invencién, el motivo di-leucina N-
terminal se ha modificado por di-alanina.

Una “sustitucion de aminoacidos conservativa”, como se usa en el presente documento, es una sustituciéon en la que
un resto de aminoacido se sustituye por otro resto de aminoacido sin anular las propiedades deseadas de la
proteina.

En el procedimiento puede usarse un control. El término “control” como se usa en el presente documento se refiere a
una muestra procedente de un sujeto o un grupo de sujetos que se sabe que padecen cancer o que no padecen
cancer.

La expresion “sistema de liberacion controlada” como se usa significa el inmunoconjugado y/u otro agente
terapéutico contra el cancer de la invenciéon que puede administrarse de una manera controlada. Por ejemplo, una
microbomba puede administrar dosis controladas directamente en el area del tumor, regulando por tanto con
precision la sincronizacion y la concentracion de la composicion farmacéutica (véase, por ejemplo Goodson, 1984, in
Medical Applications of Controlled Release, vol. 2, paginas 115-138).
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La expresion “derivado de un péptido” se refiere a un péptido que tiene uno o mas restos quimicamente
derivatizados por reaccién de un grupo lateral funcional. Dichas moléculas derivatizadas incluyen, por ejemplo, las
moléculas en las que los grupos amino libres se han derivatizado para formar clorhidratos de amina, grupos p-
tolueno sulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. Los grupos
carboxilo libres pueden derivatizarse para formar sales, metil y etil ésteres u otros tipos de ésteres o hidrazidas. Los
grupos hidroxilo libres pueden derivatizarse para formar derivados O-acilo o derivados O-alquilo. El nitrégeno
imidazol de la histidina puede derivatizarse para formar N-im-bencilhistidina. También se incluyen como derivados
los péptidos que contienen uno o mas derivados de aminoacidos de origen natural de los veinte aminoacidos
convencionales. Por ejemplo: la 4-hidroxiprolina puede sustituirse por prolina; la 5-hidroxilisina puede sustituirse por
lisina; la 3-metilhistidina puede sustituirse por histidina; la homoserina puede sustituirse por serina; y la ornitina
puede sustituirse por lisina.

La frase “detectar o controlar cancer” se refiere a un procedimiento o un proceso para determinar si un sujeto
padece o no cancer o el grado de cancer. Ademas, las proteinas de unién de la invencion pueden usarse para
detectar o controlar la apariciéon o avance de la enfermedad.

La expresion “administracion directa” como se usa en el presente documento significa que el inmunoconjugado y/u
otros agentes terapéuticos contra el cancer pueden administrase, sin limitacion, por via intratumoral, intravascular y
peritumoral. Por ejemplo, el monoconjugado puede administrarse mediante una o mas inyecciones directas en el
tumor, mediante perfusion continua o discontinua en el tumor, introduciendo un depdsito del inmunoconjugado,
introduciendo un aparato de liberacion retardada en el tumor, introduciendo una formulacién de liberacion retardada
en el tumor y/o por aplicacion directa sobre el tumor. Por modo de administraciéon “en el tumor”, se incluye la
introduccién del inmunoconjugado y/u otro agente terapéutico contra el cancer en el area del tumor o en los vasos
sanguineos o linfaticos que fluye de modo sustancial directamente en el area del tumor.

Como se usa en el presente documento, la frase “cantidad eficaz” significa una cantidad eficaz, a dosificaciones y
durante periodos de tiempo necesarios para conseguir el resultado deseado. Las cantidades eficaces de un
inmunoconjugado pueden variar de acuerdo con factores tales como la patologia, la edad, el sexo y el peso del
animal. El régimen de dosificacion puede ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica éptima. Por ejemplo,
diariamente pueden administrarse diversas dosis divididas o la dosis puede reducirse proporcionalmente segun
indiquen los requisitos de la situacion terapéutica.

El “transportador de glucosa 8” (GLUT8) es una proteina codificada por el gen s/c2a8, que se encuentra en el
cromosoma humano 9. Es un miembro de clase Ill de la familia de proteinas GLUT y se sabe que tiene actividad
transportadora de azucar. GLUTS8 tiene una longitud de 477 aminoacidos. Es una proteina transmembrana de tipo Il
de ~50 kDa. Tiene 12 regiones transmembrana. Tiene un bucle pequefio supuestamente extracelular entre TM1 y
TM2 y un bucle extracelular largo entre TM9 y TM10. EI término incluye variantes de GLUT8. (Nomenclatura de la
familia GLUT/SLC2A: Amer. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 282: E974-76, 2002.)

La expresion “regidon determinante de la complementariedad de cadena pesada”’,como se usa en el presente
documento, se refiere a regiones de hipervariabilidad dentro de la regién variable de cadena pesada de una
molécula de anticuerpo. La region variable de cadena pesada tiene tres regiones determinantes de la
complementariedad denominadas region 1 determinante de la complementariedad de cadena pesada, region 2
determinante de la complementariedad de cadena pesada y regién 3 determinante de la complementariedad de
cadena pesada desde el extremo amino al extremo carboxilo.

La expresion “region variable de cadena pesada”, como se usa en el presente documento, se refiere a la region
variable de una cadena pesada.

La expresion “inmunoconjugado de la invencién” como se usa en el presente documento comprende (1) una
proteina de unidn, preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion, fijado a (2) una
molécula efectora. La molécula efectora puede ser cualquier molécula que se desee administrar a la célula
cancerosa, incluyendo, pero sin limitacion, (i) un marcador, que puede generar una sefial detectable, directa o
indirectamente, o (ii) un agente terapéutico contra el cancer, tal como una toxina que es citotdxica, citostatica o, de
otra manera, impide o reduce la posibilidad de que las células cancerosas se dividan y/o se metastaticen.

La expresion “secuencias de acido nucleico aislado” como se usa en el presente documento se refiere a un acido
nucleico sustancialmente libre de material celular o de medio de cultivo cuando se produce por técnicas de ADN
recombinante, o precursores quimicos, u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Un acido
nucleico aislado también esta sustancialmente libre de secuencias que flanquean naturalmente el acido nucleico (es
decir secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del acido nucleico) a partir del cual deriva el acido nucleico. La
expresion “acido nucleico” pretende incluir ADN y ARN y estos pueden ser mono o bicatenarios.

La expresion “proteinas aisladas” se refiere a una proteina sustancialmente libre de material celular o de medio de
cultivo cuando se produce por técnicas de ADN recombinante, o precursores quimicos u otros productos quimicos
cuando se sintetiza quimicamente. Incluye las regiones 1, 2 y 3 de complementariedad de cadena ligera de la
invencion, las regiones 1, 2 y 3 de complementariedad de cadena pesada de la invencion, las regiones variables de
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cadena ligera de la invencion, las regiones variables de cadena pesada de la invencién, las proteinas de union de la
invencion y los antigenos a los que se unen las proteinas de unién de la invencion.

La expresion “region determinante de la complementariedad de cadena ligera” como se usa en el presente
documento se refiere a regiones de hipervariabilidad dentro de la region variable de cadena ligera de una molécula
de anticuerpo. Las regiones variables de cadena ligera tienen tres regiones determinantes de la complementariedad
denominadas regién 1 determinante de la complementariedad de cadena ligera, region 2 determinante de la
complementariedad de cadena ligera y region 3 determinante de la complementariedad de cadena ligera desde el
extremo amino al extremo carboxilo.

La expresion “region variable de cadena ligera”, como se usa en el presente documento, se refiere a la region
variable de una cadena ligera.

La frase “modificacion en el motivo di-leucina N-terminal" en GLUT8 se refiere a un cambio en el motivo di-leucina N-
terminal que afecta a la localizaciéon de GLUT8 de tal manera que GLUT8 se expresa en la superficie de la célula,
preferentemente una célula cancerosa. En una realizacion de la invencion, el motivo di-leucina N-terminal se cambia
por una di-alanina.

La expresion “bouganina modificada”, como se usa en el presente documento, significa una bouganina modificada
que tiene una propensién reducida para activar una respuesta inmunitaria como se escribe en la
PCT/CA2005/000410 y en la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 11.084,080. En un ejemplo, la bouganina
modificada tiene la secuencia de aminoacidos (SEC ID N°: 29):

YNTVSFNLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFV
LVDITTTSKKTVKVAIDVTDVYVVGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVAT

SKLFPGVTNRVTLTFDGSYQKLVNAAKADRKALELGVNKLEFSIEAIH
GKTINGQEAAKFFLIVIQMVSEAARFKYETEVVDRGLYGSFKPNFKVL
NLENNWGDISDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQISPD
MGILKFKSSK.

La expresion “secuencia de acido nucleico” como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de
monodémeros de nucledsido o nucledtido que consta de bases de origen natural, glucidos y enlaces interglucidicos
(estructurales). El término también incluye secuencias modificadas o sustituidas que comprenden mondmeros de
origen no natural o partes de los mismos. Las secuencias de acido nucleico de la presente invencion pueden ser
secuencias de acido desoxirribonucleico (ADN) o secuencias de acido ribonucleico (ARN) y pueden incluir bases de
origen natural que incluyen adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo. Las secuencias también pueden contener
bases modificadas. Como ejemplos de dichas bases modificadas se incluyen aza y deaza adenina, guanina,
citosina, timidina y uracilo; y xantina e hipoxantina.

El término “muestra” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier muestra de fluido, célula o tejido
procedente de un sujeto que puede someterse a ensayo con respecto al cancer.

La expresion “identidad de secuencia”, como se usa en el presente documento, se refiere al porcentaje de identidad
de secuencia entre dos secuencias polipeptidicas. Para determinar el porcentaje de identidad entre dos secuencias
polipeptidicas, las secuencias de aminoacidos de las dos secuencias se alinean, preferentemente usando el
algoritmo Clustal W algorithm (Thompson, JD, Higgins DG, Gibson TJ, 1994, Nucleic Acids Res. 22 (22): 4673-
4680), junto con la matriz de puntuacion BLOSUM 62 (Henikoff S. and Henikoff J.G., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89: 10915-10919) y una penalizacion por apertura de hueco de 10 y una penalizacion por extension de hueco
de 0,1, de tal manera que se obtenga un emparejamiento de orden superior entre dos secuencias en el que al
menos el 50 % de la longitud total de una de las secuencias esta implicado en la alineamiento. Otro procedimiento
que puede usarse para alinear secuencias es el procedimiento de alineamiento de Needleman y Wunsch (J. Mol.
Biol., 1970, 48: 443), revisado por Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2: 482) de tal manera que entre las
dos secuencias se obtenga el emparejamiento de orden superior y se determine el nimero de aminoacidos idénticos
entre las dos secuencias. Generalmente, en la técnica se reconocen otros procedimientos para calcular el porcentaje
de identidad entre dos secuencias de aminoacidos e incluyen, por ejemplo los procedimientos descritos por Carillo y
Lipton (SIAM J. Applied Math., 1988, 48: 1073) y los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, e.d. Oxford
University Press, Nueva York, 1988, Biocomputing: Informatics and Genomics Projects. Generalmente, se
emplearan programas informatizados para realizar dichos calculos. En cuanto a esto, programas informatizados que
pueden usarse incluyen, pero sin limitaciéon, GCG (Devereux y col., Nucleic Acids Res., 1984, 12: 387) BLASTP,
BLASTN y FASTA (Altschul y col., J. Molec. Biol., 1990: 215: 403).

La expresion “motivo di-leucina N-terminal” se refiere al motivo di-leucina N-terminal en GLUT8 que esta implicado
en la localizacion de la proteina en el compartimento intracelular de la célula. En una realizacion de la invencion, el
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motivo di-leucina esta en las posiciones 12 a 13 de GLUTS.

La expresién “sujeto” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier miembro del reino animal,
preferentemente a un mamifero, mas preferentemente a un ser humano. En una realizacion preferida, el sujeto
padece cancer o se sospecha que padece cancer.

Como se usa en el presente documento, la frase “tratamiento contra el cancer” se refiere a inhibir la replicacion de
células cancerosas, a inhibir la propagacion del cancer (metastasis), a inhibir el crecimiento tumoral, a reducir el
numero de células cancerosas o el crecimiento tumoral, a disminuir el grado de malignidad del cancer (por ejemplo,
diferenciacion aumentada) o a mejorar los sintomas relacionados con el cancer.

El término “variante” como se usa en el presente documento incluye modificaciones o equivalentes quimicos de las
secuencias de aminoacidos y nucleétidos de la presente invencion que realiza sustancialmente la misma funcion que
la de las proteinas o moléculas de acido nucleico de la invencién, sustancialmente de la misma manera. Por
ejemplo, como variantes de las proteinas de la invencién se incluyen, sin limitacién, sustituciones de aminoacidos
conservativas. Las variantes de las proteinas de la invencién también incluyen adiciones y deleciones en las
proteinas de la invencion. Ademas, como secuencias peptidicas variantes y secuencias de nucleétidos variantes se
incluyen analogos y sus derivados.

(B) Proteinas y acidos nucleicos de la invencion

(i) regiones determinantes de la complementariedad de cadena ligera y pesada y regiones variables de
cadena ligera y pesada

La presente solicitud describe una regién 1 determinante de la complementariedad de cadena ligera 1 aislada que
comprende la secuencia de aminoacidos RASQDISNYLA (SEC ID N° 1); una region 2 determinante de la
complementariedad de cadena ligera aislada que comprende la secuencia de aminoacidos AASSLHS (SEC ID N°:
2); y una region 3 determinante de la complementariedad de cadena ligera aislada que comprende la secuencia de
aminoacidos LQYSTYPIT (SEC ID N°: 3).

La presente solicitud también describe una regién 1 determinante de la complementariedad de cadena pesada
aislada que comprende la secuencia de aminoacidos NYAMS (SEC ID N°: 4); una regién 2 determinante de la
complementariedad de cadena pesada aislada que comprende la secuencia de aminoacidos
AITPSGGSTNYADSVKG (SEC ID N°: 5); y una regién 3 determinante de la complementariedad de cadena pesada
aislada que comprende la secuencia de aminoacidos VPYRSTWYPLY (SEC ID N°:6).

Por consiguiente, las regiones 1, 2 y 3 determinantes de la complementariedad de cadena ligera asiladas
comprenden las secuencias de aminoacidos RASQDISNYLA (SEC ID N° 1), AASSLHS (SEC ID N° 2) y
LQYSTYPIT (SEC ID N°: 3), respectivamente; y las regiones 1, 2 y 3 determinantes de la complementariedad de
cadena pesada aisladas comprenden las secuencias de aminodcidos NYAMS (SEC ID N° 4),
AITPSGGSTNYADSVKG (SEC ID N°: 5) y VPYRSTWYPLY (SEC ID N°: 6), respectivamente.

La presente solicitud también describe variantes de las secuencias CDR que pueden unirse al mismo epitope o
antigeno reconocido por las secuencias CDR desveladas anteriormente.

La presente solicitud también describe regiones variables de cadena ligera aisladas que comprenden regiones 1, 2
y/o 3 determinantes de la complementariedad de cadena ligera de la invenciéon (SEC ID N°: 1-3); y regiones
variables de cadena pesada que comprenden las regiones 1, 2 y/o 3 determinantes de la complementariedad de
cadena pesada de la invencion (SEC ID N°: 4-6). En una realizacion la region variable de cadena ligera comprende
la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 1 (SEC ID N° 7) y la region variable de cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 2 (SEC ID N°: 9).

La presente solicitud también describe variantes de las regiones variables de cadena ligera aisladas y regiones
variables de cadena pesada que pueden unirse al mismo epitope o antigeno reconocido por las regiones variables
de cadena ligera aisladas y regiones variables de cadena pesada aisladas desveladas anteriormente.

Un experto en la materia apreciara que se contemplan variantes de las secuencias de aminoacidos de las SEC ID
N°: 1-6, 7 y 9, incluyendo equivalentes quimicos de las secuencias desveladas por la presente invencién. Dichos
equivalentes incluyen proteinas que realizan sustancialmente la misma funcién que la de las proteinas especificas
desveladas en el presente documento sustancialmente de la misma manera. Una variante funcional de una
secuencia CDR podra unirse al antigeno o al epitopo reconocidos por la secuencia CDR nativa. Por ejemplo, los
equivalentes incluyen, sin limitacién, sustituciones de aminoacidos conservativas.

En una realizacion, las secuencias de aminoacidos variantes de las regiones 1, 2 y 3 determinantes de la
complementariedad de cadena ligera y las regiones 1, 2 y 3 determinantes de la complementariedad de cadena
pesada tienen una identidad de secuencia de al menos 50 %, preferentemente al menos 60 %, mas preferentemente
al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 % e incluso mas preferentemente al menos 90 %, con las SEC ID
N°: 1-6, respectivamente.
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En ofra realizacion, las secuencias de aminoacidos variantes de la region variable de cadena ligera y la region
variable de cadena pesada tienen una identidad de secuencia de al menos 50 %, preferentemente al menos 60 %,
mas preferentemente al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 % e incluso mas preferentemente al menos
90 % con las SEC ID N°: 7 y 9, respectivamente.

La presente solicitud también describe una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la region variable de
cadena ligera de la invencion, y una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la region variable de cadena
pesada de la invencion. En una realizacién, la region variable de cadena ligera comprende la secuencia de acido
nucleico mostrada en la Figura 1 (SEC ID N° 8). En otra realizacién, la regién variable de cadena pesada
comprende la secuencia de acido nucleico mostrada en la Figura 2 (SEC ID N°: 10). La presente solicitud también
contempla variantes de las secuencias de acido nucleico que codifican la regién variable de cadena ligera y la region
variable de cadena pesada como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, las variantes incluyen secuencias de
nucleétidos que se hibridan con las secuencias de acido nucleico que codifican la regién variable de cadena ligera y
la regién variable de cadena pesada, como se ha descrito anteriormente, en condiciones de hibridacién al menos
moderadamente rigurosas.

La presente solicitud también describe secuencias de acido nucleico aislado que codifican regiones 1, 2 y/o 3
determinantes de la complementariedad de cadena ligera, que comprenden las secuencias de aminoacidos
RASQDISNYLA (SEC ID N° 1), AASSLHS (SEC ID N° 2) y LQYSTYPIT (SEC ID N°: 3), respectivamente; y
secuencias de acido nucleico aislado que codifican regiones 1, 2 y/o 3 determinantes de la complementariedad de
cadena pesada, que comprenden las secuencias de aminoacidos NYAMS (SEC ID N°: 4), AITPSGGSTNYADSVKG
(SEC ID N° 5) y VPYRSTWYPLY (SEC ID N°: 6), respectivamente. La presente solicitud también describe una
secuencia de acido nucleico aislado que codifica la regién variable de cadena ligera mostrada en la Figura 1 (SEC ID
N°: 7), y una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la region variable de cadena pesada mostrada en la
Figura 2 (SEC ID N°: 9).

La presente solicitud también describe secuencias de acido nucleico asilado que codifican variantes de las
secuencias CDR y secuencias de region variable como se ha indicado anteriormente.

Las secuencias de acido nucleico variantes incluyen secuencias de &acido nucleico que se hibridan con las
secuencias de acido nucleico que codifican las secuencias de aminoacidos mostradas en las SEC ID N°: 1-6, 7y 9y
variantes de las mismas en condiciones de hibridacion al menos moderadamente rigurosas.

(ii) Proteinas de unioén

Otro aspecto de la invencion se refiere a una proteina de unién, preferentemente a un anticuerpo o a un fragmento
de anticuerpo, que comprende las regiones determinantes de la complementariedad de cadena ligera de las SEC ID
N°: 1-3 y la region determinante de la complementariedad de cadena pesada de las SEC ID N°: 4-6 o variantes
funcionales de las mismas. Generalmente, en el presente documento, dicha proteina de unién puede denominarse
“proteina de unién de la invencion” o preferentemente “anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion”.

En una realizacion, la proteina de unidn, preferentemente un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, comprende
las regiones 1, 2 y 3 determinantes de la complementariedad de cadena ligera, que comprenden las secuencias de
aminoacidos RASQDISNYLA (SEC ID N° 1), AASSLHS (SEC ID N° 2) y LQYSTYPIT (SEC ID N°: 3),
respectivamente; y las regiones 1, 2 y 3 determinantes de la complementariedad de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos YAMS (SEC ID N°: 4), AITPSGGSTNYADSVKG (SEQ ID N°: 5) y
VPYRSTWYPLY (SEC ID N°: 6), respectivamente. La invencién también proporciona una proteina de union,
preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, que comprende la regidon variable de cadena ligera
mostrada en la Figura 1 (SEC ID N°: 7) y/o la region variable de cadena ligera mostrada en la Figura 2 (SEC ID Ne°:
9).

Un experto en la materia apreciara que la invencién incluye variantes de las proteinas de unién especificas
desveladas anteriormente, que incluyen equivalentes quimicos con respecto a las secuencias desveladas
anteriormente que realizan sustancialmente la misma funcién que la de las proteinas de unién desveladas
anteriormente sustancialmente de la misma manera. Una variante funcional de una proteina de unién podra unirse al
mismo antigeno que el de las proteinas de unién desveladas anteriormente. Las proteinas de unién de la presente
invenciéon se unen a una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 expresada en la superficie de
las células cancerosas que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 11-13.

Los autores de la invencion han descubierto una nueva variante de GLUT8 que se expresa en células cancerosas.
Por consiguiente, la invencion incluye una proteina de union que es especifica para una variante asociada con
cancer del transportador de glucosa 8 expresada en la superficie de células cancerosas que comprende una
cualquiera de las secuencias de aminoacidos definidas por las SEC ID N°: 11-13 o una variante de las mismas. La
variante asociada a cancer de GLUT8 puede comprender GLUT8 que tiene una modificacion en el motivo di-leucina
N-terminal, tal como el motivo di-leucina N-terminal que se ha modificado por di-alanina.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo comprende toda o una parte de una region
constante de cadena pesada, tal como una regién constante de 19G1, 1gG2, IgG3, 1gG4, 1gA1, IgA2, IgE, IgM o IgD.
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Preferentemente, la region constante de cadena pesada es una region constante de cadena pesada de IgG1.
Ademas, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede comprender toda o una parte de una region constante de
cadena ligera kappa o una region constante de cadena ligera lambda. Preferentemente, la regién constante de la
cadena ligera es una region constante de cadena ligera kappa.

Para producir anticuerpos monoclonales humanos, las células productoras de anticuerpos (linfocitos) pueden
extraerse de un ser humano que padece cancer y fusionarse con células de mieloma por procedimientos
convencionales de fusion de células somaticas inmortalizando estas células y proporcionando células de hibridoma.
Dichas técnicas son bien conocidas en la materia (por ejemplo, la técnica del hibridoma originalmente desarrollada
por Kohler y Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)) asi como otras técnicas tales como la técnica de hibridoma de
linfocitos T humanos (Kozbor y col., Immunol. Today 4: 72 (1983)), la técnica de hibridoma del EBV para producir
anticuerpos monoclonales humanos (Cole y col., Methods Enzymol, 121: 140-67 (1986)), y la exploracion de
bibliotecas combinatorias de anticuerpos Huse y col., Science 246: 1275 (1989)). Las células de hibridoma pueden
explorarse inmunoquimicamente para la produccion de anticuerpos especificamente reactivos con células
cancerosas y pueden aislarse anticuerpos monoclonales.

También pueden generarse anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo, especificos, reactivos contra antigenos o
moléculas particulares, tales como antigenos o moléculas en una célula cancerosa, explorando bibliotecas de
expresion que codifican genes de inmunoglobulina, o partes de los mismos, expresados en bacterias con
componentes de superficie celular. Por ejemplo, usando fagotecas de expresion, pueden expresarse fragmentos Fab
completos, regiones VH y regiones FV en bacterias (véase, por ejemplo, Ward y col., Nature 341: 544-546 (1989);
Huse y col., Science 246: 1275-1281 (1989); y McCafferty y col., Nature 348: 552-554 (1990)).

La presente invencion incluye todos los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo que se unen al mismo antigeno que
los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la invenciéon. Un experto en la técnica apreciara que pueden usarse
ensayos de union para encontrar otros anticuerpos o fragmentos de anticuerpo con las mismas especificidades de
unién que las de los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la invencion. Como se ilustra a continuacién, puede
usarse un ensayo de union de competencia para encontrar dichos otros anticuerpos.

Antes de realizar un ensayo de competencia usando citometria de flujo, se determina la concentracion minima del
anticuerpo de la invencién (Ab1) que proporciona unién maxima contra un ndmero fijo de células cancerosas (por
ejemplo, células A-375 para VB1-050). Se recoge un total de 10° células de cultivos con crecimiento exponencial y
se incuban con diversas concentraciones de anticuerpo durante 1 hora a 4 °C. Las células se recogen y se incuban
con un anticuerpo de deteccién adecuado durante 1 hora mas a 4 °C. Después de lavar, las células se analizan por
citometria de flujo. Para cada anticuerpo de ensayo, se genera una curva de saturacion a partir de los datos
representando graficamente la fluorescencia media frente a la concentracion de anticuerpo.

Para el ensayo de competencia, se preparan células cancerosas como se ha indicado anteriormente y se tratan por
duplicado con una concentracion fija de anticuerpo (Ab1). La concentracion fija es la concentracion minima del
anticuerpo que genera unién maxima frente a un nimero fijo de células cancerosas como se ha determinado
anteriormente. Inmediatamente después de la adicion del Ab1, a cada tubo se afiaden diversas concentraciones del
posible anticuerpo Ab2 inhibidor y la mezcla se incuba durante 1 hora a 4 °C. Se calculan tanto el porcentaje de
inhibicion como el cambio sobre la fluorescencia media maxima restando la fluorescencia de fondo (PBS-FCS al 5
%) de la lectura de la fluorescencia media de cada muestra de ensayo (Ab1 + Ab2). Después, el resultado se divide
entre la fluorescencia media de AB1 solo (unién maxima) menos la de fondo (véase mas adelante). El resultado del
porcentaje de inhibicion se obtiene multiplicando por 100. La media de las repeticiones junto con sus respectivos
errores tipicos se representan graficamente contra la concentracion de anticuerpo. Para calcular el porcentaje de
inhibicion se usa la siguiente formula:

Pl = [(FM(ab1+ab2) — FMEondo)/(FMab1 - FMEondo)] x 100

en la que Pl = Porcentaje de Inhibicion; FMb1+ab2) = Fluorescencia Media medida para la mezcla Ab1 + Ab2; y
FMeongo = Fluorescencia Media de fondo con PBS-FCS al 5 %.

Por consiguiente, la invencién proporciona una proteina de unién capaz de unirse a un antigeno del transportador de
glucosa 8 sobre la superficie de una célula cancerosa en el que la proteina de unién puede identificarse mediante un
procedimiento que comprende:

(1) incubar un numero fijo de células cancerosas con una concentracion minima de una proteina de union de la
invencion, preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (Ab1) que genera unién minima contra el
numero fijo de células cancerosas y medir la fluorescencia media de Ab1 (FMap1);

(2) ensayar dos o mas concentraciones de una proteina de uniéon de ensayo (Ab2) afiadiendo el Ab2 al Ab1y a
las células cancerosas y medir la fluorescencia media (FMap1+ab2));

(3) medir la fluorescencia media de fondo (FMrondo);

(4) calcular el P, en el que
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Pl = [(FM(ab1+ab2) — FMEondo)/(FMab1 - FMFondo)] x 100;

y

(5) comparar el Pl con un valor Pl control;

en el que, un Pl que tiene una diferencia estadisticamente significativa de la del PI control indica que la proteina de
union de ensayo es capaz de unirse al antigeno en la célula cancerosa.

Un experto en la técnica apreciar4d que pueden usarse técnicas de maduracion por afinidad modificando las
proteinas de unién o los inmunoconjugados de la invencion aumentando su afinidad por su antigeno, transportador
de glucosa 8 o variantes de los mismos.

Para potenciar la afinidad de unién de un anticuerpo se usan rutinariamente dos estrategias. Una estrategia utiliza la
resolucion de la estructura cristalina del complejo Ab-Ag para identificar los restos clave implicados en la unién al
antigeno (Davies D.R., Cohen G.H. 1996. Interactions of protein antigens with antibodies. Proc Natl. Acad. Sci. U.S
A. 93, 7-12). Posteriormente, estos restos pueden mutarse para potenciar la interaccién. La otra estrategia imita una
estimulacién de antigenos in vivo que estimula la maduracién de afinidad de la inmunoglobulina producida por
linfocitos B. Durante la maduracién de la respuesta inmunitaria, las regiones variables de las inmunoglobulinas se
someten a mutaciones somaticas (Mc Heyzer-Williams M. 2003. B-cell signaling mechanism and activation.
Fundamental Immunology, Fifth edition, 195-225). Este proceso, altamente especifico para el sistema inmunitario, se
caracteriza por la introduccion de mutaciones puntuales a una tasa muy elevada. Esto solo se produce dentro de los
fragmentos de ADN que codifican las regiones variables y excluye los dominios conservados. Los linfocitos B que
expresan el anticuerpo variante somaticamente mutado se someten después a una seleccion mediada por antigenos
dando como resultado la seleccién de inmunoglobulinas de mayor afinidad. Con objeto de repetir este fendmeno in
vitro, se han usado diversas estrategias para introducir mutaciones por procedimientos al azar o dirigidos. Las
mutaciones al azar pueden introducirse usando PCR propensa a error, redistribuciéon de cadenas o cepas mutantes
de E. coli (Clackson T. Hoogenboom N.R., Griffiths A.D. and Winter G. 1991 Making antibody fragments using phage
display libraries. Nature 352, 624-628, Hawkins R.E., Russell S.J. and Winter G. 1992. Selection of phage antibodies
by binding affinity. Mimicking affinity maturation. J. Mol. Biol. 226, 889-896, Low N., Holliger P. and Winter G. 1996.
Mimicking somatic hypermutation: affinity maturation of antibodies displayed on bacteriophage using a bacterial
mutator strain. J Mol. Biol. 260, 359-368). Esta estrategia conduce a la creacion de grandes bibliotecas en las que se
seleccionan clones reactivos con una tecnologia de presentacion tal como de ribosomas, fagos o levaduras (Min L.
(2000). Applications of display technology in protein analysis. Nat. Biotechnol. 18, 1251-1256).

Las mutaciones dirigidas de las CDR, especialmente las CDR3 de las cadenas ligera y pesada, han demostrado se
una técnica eficaz para aumentar la afinidad de los anticuerpos. Para la mutagénesis se dirigen bloqueos de 3 a 4
aminoacidos de la CDR o regiones especificas denominadas “puntos calientes”. Yang y col. describieron un
aumento de 420 veces de un fragmento Fab anti-gp120 del VIH mutando cuatro restos CDR (Yang W.P., Green K.,
Pinz-Sweeney S., Briones A.T., Burton D.R. y Barbas C.F. lll. 1995. CDR walking mutagenesis for the affinity
maturation of a potent human anti-HIV-1 antibody into picomolar range. J.Mol.Biol., 254, 392-403). Una mutacion en
la CDR3 VL combinada con tres mutaciones en la CDR3 VH de scFv C6.5 produjo una afinidad 1.230 veces
aumentada (Schier R., McCall A., Adams G.P., Marshall KW., Merrit H., Yin M., Crawford R.S. Weiner L.M., Marks
C. and Marks J.D. 1996. Isolation of picomolar affinity anti-c-erbB-2 single-chain Fv by molecular evolution of the
complementary determining regions in the center of the antibody binding site. J. Mol. Biol., 263, 551-567).

Los “puntos calientes” son las secuencias en las que se produce hipermutacion somética in vivo (Neuberger M.S y
Milstein C. 1995. Somatic hypermutation. Curr. Opin. Immunol. 7, 248-254). Las secuencias de puntos calientes
pueden definirse como secuencias de nucledtidos consenso en determinados codones. La secuencia consenso es el
tetranucledtido RGYW, en el que R puede ser A o G, Y puede ser Co T y W puede ser A o T (Neuberger M.S y
Milstein C. 1995. Somatic hypermutation. Curr. Opin. Immunol. 7, 248-254). Ademas, los restos de serina codificados
por los nucleétidos AGY estan predominantemente presentes en las regiones CDR del dominio variable sobre los
codificados por TCN correspondientes a posibles secuencias de puntos calientes (Wagner S.D., Milstein C. y
Neuberger M.S. 1995. Codon bias targets mutation. Nature, 376, 732). El andlisis estructural ha mostrado que los
bucles CDR contribuyen en gran medida a la unién del antigeno, especialmente los bucles CDR3 (Giudicelli V.,
Chaume D. and Lefranc M.P. 2004. IMGT/V-QUEST, an integrated software program for immunoglobulin and T cell
receptor V-J and V-D-J rearrangement analysis. Nucleic Acids Res. 32, 435-440). Por lo tanto, la secuencia de
nuclestidos de las CDR de las cadenas pesada y ligera de cada anticuerpo de la invencidn se explora con respecto
a la presencia de las secuencias de puntos calientes y codones AGY. Los puntos calientes identificados de las
regiones CDR de la cadena ligera y pesada se comparan con las secuencias germinales de las cadenas ligera y
pesada usando la base de datos International InMunoGen Tics (IMGT, http://imgt.cines.fr/textes/vquest>) (Davies
D.R., Padlan E.A. y Sheriff S. 1990. Antibody-antigen complexes. Annu. Rev. Biochem. 59, 439-473). Una
secuencia, idéntica a la de la linea germinal, sugiere que no se ha producido mutacién somatica; por lo tanto,
imitando los acontecimientos somaticos que se producen in vivo se introducen mutaciones al azar. Por otro lado, una
secuencia diferente muestra que ya se han producido algunas mutaciones somaticas. Quedara por determinar si la
mutacion somatica in vivo es optima. Los puntos calientes que codifican aminoacidos ocultos o conservados en las
CDR no estan mutagenizados. Estos restos son normalmente criticos para la estructura global y al estar ocultos es

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2421558 T3

poco probable que interaccionen con el antigeno. Ademas, las secuencias pueden compararse con las
localizaciones previstas en las secuencias de la linea germinal en las que predominantemente se producen
mutaciones somaticas (Tomlinson .M., Cox J.P.L., Gherardi E., Lesk A.M. and Chotia C. 1995. The structural
repertoire of the human VI domain. EMBO J. 14, 4628-4638, Tomlinson |.M., Walter G., Jones P.T., Dear P.H.,
Sonnhammer E.L.L. y Winter G. 1996. The imprint of somatic hypermutation on the repertoire of human germline V
genes. J.Mol.Biol. 256, 813-817). Se aplicé una estrategia similar para la maduracién por afinidad de scFv de BL22.
Se introdujo una mutacion puntual en la CDR3 de la cadena pesada que dio como resultado un aumento de 5 a 10
veces en cuanto a la actividad de unién de diversas lineas celulares CD22-positivas (Salvatore G., Beers R,
Margulies |., Kreitman R.J. y Pastan |. 2002. Improved cytotoxic activity toward cell lines and fresh leukemia cells of a
mutant anti-CD22 immunotoxin obtained by antibody phage display. Clinical Cancer research, 8, 995-1002). Ademas,
la mutacion de diversos aminoacidos en los bucles CDR1 y CDR2 también produjo mutantes con mayor afinidad que
variaba de 3 a 7 veces (Ho M., Kreitman J., Onda M. y Pastan |. 2005. In vitro antibody evolution targeting germline
hot spots to increase activity of an anti-CD22 immunotoxin. J.Biol. Chem., 280, 607-617).

Después de introducir las mutaciones, mediante procesos al azar o dirigidos, los anticuerpos se expresan y se
evalua su funcién. Por ejemplo, la exploracion funcional puede basarse en la unién. Una vez evaluada la funcion,
después puede realizarse la secuenciacion del ADN de los anticuerpos seleccionados usando procedimientos
conocidos.

En otra realizacién, para la maduracion por afinidad de las proteinas de unién o inmunoconjugados de la invencion
se usa el procedimiento de expresion periplasmatica anclada (ExPA) descrito por Harvey, B y col. (PNAS 22 de junio
de 2004; 101(25): 9193-8).

Por consiguiente, la invencion incluye proteinas de unién de la invencion que han madurado por afinidad para
aumentar la afinidad de las proteinas de unién por el transportador de glucosa 8 o variantes del mismo; una proteina
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 11-20, preferentemente las SEC ID N° 11-13; o
una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8.

La invencion también proporciona composiciones que comprenden las proteinas de unién de la invencion,
preferentemente anticuerpos y fragmentos de anticuerpo, con un excipiente, vehiculo, tampén o estabilizante
farmacéuticamente aceptable.

(iii) Nuevos antigenos asociados con cancer

Como se ha mencionado anteriormente, los autores de la invencion han identificado el antigeno al cual se unen las
proteinas de unién de la invencién. El nuevo antigeno asociado con cancer se expresa en la superficie de células
cancerosas y no se expresa significativamente en la superficie de células normales. Por consiguiente, la invencién
incluye una proteina aislada que comprende la secuencia de una variante asociada con cancer del transportador de
glucosa 8 que se expresa en la superficie de células cancerosas que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N°: 11, 12 o 13 o una variante funcional de las mismas, que puede unirse especificamente con una de las
proteinas de union de la invencidn, y secuencias de acido nucleico y usos de las mismas.

La presente solicitud describe una proteina aislada que comprende el transportador de glucosa 8 o variantes del
mismo. La proteina aislada puede comprender una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°:
11-20 o variantes de las mismas. En una realizacion, la invencién proporciona una proteina aislada que comprende
una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 que se expresa en la superficie de las células que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 11 o una variante de la misma. La invencion también
proporciona una proteina aislada que comprende una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8
que se expresa en la superficie de células cancerosas que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N°: 12 o una variante de la misma. Adicionalmente, la invencion proporciona una proteina aislada que comprende
una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 que se expresa en la superficie de células
cancerosas que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 13 o una variante de la misma. En una
realizacién de la invencién, la variante asociada con cancer de GLUT8, comprende GLUT8 que tiene una
modificacion en el motivo di-leucina N-terminal. En una realizacion adicional de la invencion, el motivo di-leucina N-
terminal se ha modificado por di-alanina.

Un experto en la técnica apreciara que la invencién incluye una variante asociada con cancer del transportador de
glucosa 8 que se expresa en la superficie de células cancerosas que comprende las variantes de las secuencias de
aminoacidos de las SEC ID N°11-13, incluyendo equivalentes quimicos de las secuencias desveladas por la
presente invencion. Dichos equivalentes incluyen proteinas que realizan sustancialmente la misma funcién que la de
las proteinas especificas desveladas en el presente documento sustancialmente de la misma manera. Por ejemplo,
los equivalentes incluyen, sin limitacién, sustituciones de aminoacidos conservativas.

En una realizacién, las secuencias de aminoacidos variantes de las proteinas aisladas de la invencién tienen una
identidad de secuencia de al menos el 50 %, preferentemente al menos el 60 %, mas preferentemente al menos el
70 %, mas preferentemente al menos el 80 % e incluso mas preferentemente al menos el 90 % con las SEC ID N°:
11-13.
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La invencion incluye el uso de la proteina aislada de la presente invencién. Por ejemplo, el uso de las proteinas
aisladas de la invencion para generar proteinas de unién e inmunoconjugados que pueden usarse para tratar o
prevenir el cancer o que pueden usarse para detectar o controlar el cancer en un sujeto. Por consiguiente, la
invencion incluye el uso de las proteinas aisladas de la invencion en la fabricacion de un medicamento para tratar o
prevenir el cancer.

(C) Inmunoconjugados

La invencién también incluye un inmunoconjugado que comprende (1) una proteina de uniéon de la invencion,
preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se ha fijado a (2) una molécula efectora.

En una realizacion preferida, la molécula efectora es (i) un marcador, que puede generar una sefal detectable,
directa o indirectamente o (ii) un agente terapéutico contra el cancer que es citotdxico, citostatico o de otra manera
impide o reduce la posibilidad de que las células cancerosas se dividan y/o metastaticen. En el presente documento
dicho inmunoconjugado puede denominarse generalmente “el inmunoconjugado de la invencion”.

En una realizacién de la invencion, la molécula efectora es un agente terapéutico contra el cancer. El agente
terapéutico contra el cancer es preferentemente una toxina que es citotdxica, citostatica o de otra manera impide o
reduce la posibilidad de que las células cancerosas se dividan y/o metastaticen. Por consiguiente, un aspecto de la
invencién es un inmunoconjugado que comprende (1) una proteina de unién de la invencion, preferentemente un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo, fijado a (2) un agente terapéutico contra el cancer, tal como una citotoxina.

En otra realizacion, el inmunoconjugado se internaliza y el agente terapéutico contra el cancer es una citotoxina que
bloquea la sintesis de proteinas de la célula, conduciendo de este modo a la muerte celular. Cabe destacar, que
dado que mayoria de las células normales no expresan ampliamente el antigeno presente en las células
cancerosas, estas no pueden unirse e internalizar el inmunoconjugado y estan protegidas del efecto destructor de la
toxina u otros agentes terapéuticos contra el cancer.

En los inmunoconjugados de la invencién pueden usarse diversas moléculas efectoras y varias de dichas moléculas
efectoras son moléculas intracelularmente activas. Por consiguiente, en una realizacién de la invencion, la célula
cancerosa internaliza el inmunoconjugado.

En realizaciones preferidas, la molécula efectora es un agente terapéutico contra el cancer, mas preferentemente
una citotoxina que comprende un polipéptido que tiene actividad inactivadora de ribosomas incluyendo, sin
limitacion, gelonina, bouganina, saporina, ricina, cadena A de la ricina, briodina, toxina diftérica, restrictocina,
exotoxina A de Pseudomonas y variantes de las mismas. Cuando la proteina es una proteina inactivadora de
ribosomas, el inmunoconjugado debe internalizarse después de unirse a la célula cancerosa para que la proteina
sea citotdxica a las células. Por consiguiente, en una realizacién de la invencién, la molécula efectora es una
citotoxina y la célula cancerosa internaliza el inmunoconjugado.

En una realizaciéon de la invencion, la toxina es bouganina o la exotoxina A de Pseudomonas y variantes de las
mismas. En otra realizacién, la toxina es una bouganina modificada o una forma truncada de la exotoxina A de
Pseudomonas que carece del dominio de unién celular. En una realizaciéon adicional, la toxina es una bouganina
sustancialmente desprovista de epitopes de linfocitos T o una forma truncada de la exotoxina A de Pseudomonas
que consiste en los aminoacidos 252-608.

En otras realizaciones no limitantes, el agente terapéutico contra el cancer comprende un agente que actua
alterando el ADN. Por tanto, los agentes terapéuticos contra el cancer pueden seleccionarse, sin limitacion, de
enediinas (por ejemplo, caliqueamicina y esperamicina) y agentes de molécula pequefia que no son enediinas (por
ejemplo, bleomicina, metidiumpropil-EDTA-Fe(ll)). Otros agentes terapéuticos contra el cancer utiles de acuerdo con
la invencion incluyen, sin limitacion, daunorrubicina, doxorrubicina, distamicina A, cisplatino, mitomicina C,
ecteinascidinas, duocarmicina/CC-1065 y bleomicina/pepleomicina.

En otras realizaciones no limitantes, el agente terapéutico contra el cancer comprende un agente que actia
alterando la tubulina. Dichos agentes pueden comprender, sin limitacién, rizoxina/maitansina, paclitaxel, vincristina y
vinblastina, colchicina, auristatin dolastatina 10 MMAE vy pelorusida A.

En otras realizaciones no limitantes, la parte del agente terapéutico contra el cancer de un inmunoconjugado de la
invencién puede comprender un agente alquilante que incluye, sin limitacion, Asaley NSC 167780, NSC 182986
AZQ, BCNU NSC 409962, Busulfan NSC 750, carboxiftalatoplatino NSC 271674, NSC 241240 CBDCA, CCNU NSC
79037, CHIP NSC 256927, clorambucilo NSC 3088, clorozotocina NSC 178248, cisplatino NSC 119875, clomesona
NSC 338947, cianomorfolinodoxorrubicina NSC 357704, ciclodisona NSC 348948, dianhidrogalactitol NSC 132313,
fluorodopan NSC 73754, hepsulfam NSC 329680, hicantona NSC 142982, melfalan NSC 8806, metil CCNU NSC
95441, mitomicina C NSC 26980, mitozolamida NSC 353451, mostaza de nitrégeno NSC 762, PCNU NSC 95466,
piperazina NSC 344007, piperazinadiona NSC 135758, pipobroman NSC 25154, porfiromicina NSC 56410, mostaza
de espirohidantoina NSC 172112, teroxirona NSC 296934, tetraplatino NSC 363812, tiotepa NSC 6396,
trietilenmelamina NSC 9706, mostaza de nitrégeno uracilo NSC 34462 y Yoshi-864 NSC 102627 .
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En otras realizaciones no limitantes, la parte del agente terapéutico contra el cancer del inmunoconjugado de la
invencion puede comprender un agente antimitético que incluye, sin limitacion, alocolchicina NSC 406042, NSC
609395 halicondrina B, colchicina NSC 757, derivado de colchicina NSC 33410, dolastatina 10 NSC 376128
(derivado de NG-auristatina), maitansina NSC 153858, rizoxina NSC 332598, taxol NSC 125973, derivado de taxol
NSC 608832, tiocolchicina NSC 361792, tritil cisteina NSC 83265, sulfato de vinblastina NSC 49842 y sulfato de
vincristina NSC 67574.

En otras realizaciones no limitantes, la parte del agente terapéutico contra el cancer del inmunoconjugado de la
invencion puede comprender un inhibidor de topoisomerasa | incluyendo, sin limitacion, camptotecina NSC 94600,
camptotecina, sal Na NSC 100880, aminocamptotecina NSC 603071, derivado de camptotecina NSC 95382,
derivado de camptotecina NSC 107,124, derivado de camptotecina NSC 643833, derivado de camptotecina NSC
629971, derivado de camptotecina NSC 295500, derivado de camptotecina NSC 249910, derivado de camptotecina
NSC 606985, derivado de camptotecina NSC 374028, derivado de camptotecina NSC 176323, derivado de
camptotecina NSC 295501, derivado de camptotecina NSC 606172, derivado de camptotecina NSC 606,173,
derivado de camptotecina NSC 610458, derivado de camptotecina NSC 618939, derivado de camptotecina NSC
610457, derivado de camptotecina NSC 610459, derivado de camptotecina NSC 606499, derivado de camptotecina
NSC 610456, derivado de camptotecina NSC 364830, derivado de camptotecina NSC 606497 vy
morfolinodoxorrubicina NSC 354646.

En otras realizaciones no limitantes, la parte del agente terapéutico contra el cancer del inmunoconjugado de la
invencién puede comprender un inhibidor de topoisomerasa Il, incluyendo, sin limitacién, doxorrubicina NSC 123127,
amonafida NSC 308847, m-AMSA NSC 249992, derivado de antrapirazol NSC 355644, pirazoloacridina NSC
366140 pirazoloacridina, bisantreno HCL NSC 337766, daunorrubicina NSC 82151, desoxidoxorrubicina NSC
267469, mitoxantrona NSC 301739, menogaril NSC 269148, N,N-dibencil daunomicina NSC 268242, oxantrazol
NSC 349174, rubidazona NSC 164011, VM-26 NSC 122819 y VP-16 NSC 141540.

En otras realizaciones no limitantes, la parte del agente terapéutico contra el cancer del inmunoconjugado de la
invencion puede comprender un antimetabolito de ARN o ADN que incluye, sin limitacion, L-alanosina NSC 153353,
5-azacitidina NSC 102816, 5-fluorouracilo NSC 19893, acivicina NSC 163501, derivado de aminopterina NSC
132483, derivado de aminopterina NSC 184692, derivado de aminopterina NSC 134033, un antifol NSC 633713, un
antifol NSC 623017, un antifol soluble de Baker NSC 139105, dicloralil lawsona NSC 126771, brequinar NSC
368390, ftorafur (profarmaco) NSC 148958, 5,6-dihidro-5-azacitidina NSC 264880, metotrexato NSC 740, derivado
de metotrexato NSC 174121, N-(fosfonoacetil)-L-aspartato (PALA) NSC 224131, pirazofurina NSC 143095,
trimetrexato NSC 352122, 3-HP NSC 95678, 2'-desoxi-5-fluorouridina NSC 27640, 5-HP NSC 107392, alfa-TGDR
NSC 71851, afidicolin glicinato NSC 303812, ara-C NSC 63878, 5-aza-2'-desoxicitidina NSC 127716, beta-TGDR
NSC 71261, ciclocitidina NSC 145668, guanazol NSC 1895, hidroxiurea NSC 32065, inosin glicodialdehido NSC
118994, macbecina Il NSC 330500, pirazoloimidazol NSC 51143, tioguanina NSC 752 y tiopurina NSC 755.

En otra realizaciéon no limitante, la parte del agente terapéutico del inmunoconjugado puede ser un acido
nucleico. Los acidos nucleicos que pueden usarse incluyen, pero sin limitaciéon, ARN anti-sentido, genes u otros
polinucledtidos, anélogos de acidos nucleicos tales como tioguanina y tiopurina.

La presente invencién proporciona adicionalmente inmunoconjugados que comprenden (i) una proteina de union de
la invencion, preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, fijado a (2) una molécula efectora, en el que
la molécula efectora es un marcador, que puede generar una sefal detectable. indirecta o directamente. Estos
inmunoconjugados pueden usarse en investigacion o en aplicaciones de diagnéstico, tal como para la deteccion in
vivo del cancer. Preferentemente, el marcador puede producir, directa o indirectamente, una sefial detectable. Por
ejemplo, el marcador puede ser compuesto radio-opaco o radioisétopo, tal como 3H, 14C, 32P, 358, 123I, 125I, 131I, un
compuesto fluorescente (fluoréforo) o quimioluminiscente (cromoéforo), tal como isotiocianato de fluoresceina,
rodamina o luciferina; una enzima, tal como fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o peroxidasa de rabano picante;
un agente formador de imagenes; o un idn metalico.

En otra realizacién, el inmunoconjugado se detecta indirectamente. Por ejemplo, para detectar el inmunoconjugado
puede usarse un anticuerpo secundario que sea especifico para el inmunoconjugado y que contenga un marcador
detectable.

La proteina de unién de la invencion, preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, puede “unirse a” la
molécula efectora mediante cualquier medio por el cual la proteina de unién puede asociarse con, o ligarse a, la
molécula efectora. Por ejemplo, la molécula de unién puede unirse a la molécula efectora por medios quimicos o
recombinantes. En la técnica se conocen medios quimicos para preparar fusiones o conjugados y pueden usarse
para producir el inmunoconjugado. El procedimiento usado para conjugar la proteina de unién y la molécula efectora
de ser capaz de unir la proteina de unién con la molécula efectora sin interferir con la capacidad de la proteina de
unién para unirse al antigeno en la célula cancerosa.

La proteina de unién de la invencién puede estar unida indirectamente a la molécula efectora. Por ejemplo, la
proteina de unién puede estar unida directamente a un liposoma que contenga la molécula efectora de uno de
diversos tipos. La molécula (0 moléculas) efectora y/o la proteina de unién también pueden unirse a una superficie
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solida.

En una realizacion, la proteina de unién, preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, y la molécula
efectora son proteinas y pueden conjugarse usando técnicas bien conocidas en el campo. Se dispone de varios
cientos de reticulantes que pueden conjugar dos proteinas. (Véase, por ejemplo, “Chemistry of Protein Conjugation
and Crosslingking” 1991, Shans Wong, CRC Press, Ann Arbo). El reticulante se selecciona generalmente basandose
en los grupos funcionales reactivos disponibles o insertados en la proteina de unidn, preferentemente un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo, y/o molécula efectora. Ademds, si no hay grupos reactivos, puede usarse un reticulante
fotoactivable. En determinados casos, puede ser deseable incluir un espaciador entre la proteina de unién,
preferentemente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, y la molécula efectora. Como agentes reticulantes
conocidos en la técnica se incluyen los agentes homobifuncionales: glutaraldehido, dimetiladipimidato y Bis
(diazobencidina) y los agentes heterobifuncionales: m maleirnidobenzoil-N-hidroxisuccinimida y Sulfo-m
Maleimidobenzoil-N-Hidroxisuccinimida.

También puede prepararse una fusién de proteina molécula efectora- proteina de unién usando técnicas de ADN
recombinantes. En tal caso se fusiona una secuencia de ADN que codifica la proteina de unién con una secuencia
de ADN que codifica la molécula efectora, dando como resultado una molécula de ADN quimérica. La secuencia de
ADN quimérica se transfecta en una célula huésped que expresa la proteina de fusion. La proteina de fusion puede
recuperarse del cultivo celular y purificarse usando técnicas conocidas en la materia.

Como ejemplos para unir una célula efectora, que es un marcador, con la proteina de unién, se incluyen los
procedimientos descritos en Hunter, y col, Nature 144:945 (1962); David, y col, Biochemistry 13:1014 (1974); Pain, y
col, J. Immunol. Meth. 40:219 (1981); Nygren, J. Histochem. And Cytochem. 30:407 (1982); Wensel y Meares,
Radioimmunoimaging y Radioimmunotherapy, Elsevier, Nueva York (1983); y Colcher y col., “Use Of Monoclonal
Antibodies As Radiopharmaceuticals For The Localization Of Human Carcinoma Xenografts In Athymic Mice", Meth.
Enzymol., 121:802-16 (1986).

(D) Preparacion de las proteinas de la invencion

Un experto en la técnica apreciara que las proteinas de la invencién, tales como las proteinas de union que
comprenden las regiones determinantes de la complementariedad de cadena ligera y pesada, las regiones variables
de cadena ligera y pesada, anticuerpos y fragmentos de anticuerpo, inmunoconjugados y nuevos antigenos
asociados a cancer de la invencion, pueden prepararse de cualquiera de las diversas formas, pero se preparan mas
preferentemente usando procedimientos recombinantes.

Por consiguiente, las moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas de la presente invenciéon pueden
incorporarse de una manera conocida en un vector de expresion apropiado que garantiza la buena expresion de las
proteinas de la invencion. Como posibles vectores de expresion se incluyen, pero sin limitaciéon, césmidos,
plasmidos o virus modificados (por ejemplo, retrovirus de replicacion defectuosa, adenovirus y virus adeno-
asociados), siempre que el vector sea compatible con la célula huésped usada. El vector de expresion es “adecuado
para la transformacion de una célula huésped”, lo que significa que los vectores de expresién contienen una
molécula de acido nucleico de la invencion y secuencias reguladoras seleccionadas basandose en las células
huésped a usar para la expresion, que estan unidas operativamente a la molécula de acido nucleico. La expresion
unido operativamente pretende indicar que el acido nucleico esta unido a secuencias reguladoras de tal manera que
permita la expresion del acido nucleico.

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

Las secuencias reguladoras adecuadas pueden derivar de diversas fuentes, incluyendo genes bacterianos, fingicos,
viricos, de mamiferos o de insectos (véanse, por ejemplo, las secuencias reguladoras descritas en Goeddel, Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). La seleccion de
secuencias reguladoras apropiadas depende de la célula huésped seleccionada, como se indica mas adelante y un
experto en la técnica puede realizarlo facilmente. Como ejemplos de dichas secuencias reguladoras se incluyen: una
secuencia promotora y potenciadora transcripcional y de uniéon a la ARN polimerasa, una secuencia de union
ribosomal, incluyendo una sefal de inicio a la traduccién. Adicionalmente, dependiendo de la célula huésped
seleccionada y del vector empleado, en el vector de expresidon pueden incorporarse otras secuencias, tales como un
origen de replicacion, sitios de restriccion de ADN adicionales, potenciadores y secuencias que confieren
inducibilidad de transcripcion.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencién también pueden contener un gen marcador de seleccion
que facilite la seleccién de células huésped transformadas o transfectadas con una molécula recombinante de la
invencion. Son ejemplos de genes marcadores de seleccion los genes que codifican una proteina tal como G418 e
higromicina que confiere resistencia a determinados farmacos, B-galactosidasa, cloramfenicol acetiltransferasa,
luciferasa de luciérnaga, o una inmunoglobulina o parte de la misma tal como la parte Fc de una inmunoglobulina
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preferentemente IgG. La transcripcion del gen marcador de selecciéon se controla por cambios en la concentracion
de la proteina marcadora de seleccion tal como B-galactosidasa, cloramfenicol acetiltransferasa o luciferasa de
luciérnaga. Si el gen marcador de seleccion codifica una proteina que confiere resistencia a antibiéticos tal como
resistencia a neomicina, pueden seleccionarse células transformantes con G418. Las células que han incorporado el
gen marcador de seleccidn sobreviviran, mientras que las otras células moriran. Esto hace que sea posible visualizar
y ensayar la expresién de vectores de expresion recombinantes de la invencién y en particular determinar el efecto
de una mutacién sobre la expresion y fenotipo. Se apreciara que los marcadores de seleccion pueden introducirse
en un vector distinto al del acido nucleico de interés.

Los vectores de expresion recombinantes también pueden contener genes que codifiquen un resto de fusién que
proporcione expresion aumentada de la proteina recombinante; solubilidad aumentada de la proteina recombinante;
y ayuda en la purificacion de la proteina recombinante diana actuando como un ligando en la purificacion por
afinidad. Por ejemplo, después de la purificacion de la proteina de fusién, puede afadirse un sitio de escision
proteolitico a la proteina recombinante diana para permitir la separacién de la proteina recombinante del resto de
fusion. Los 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 glutation S-transferasa (GST),
proteina de unién a maltosa E, o proteina A, respectivamente, con la proteina recombinante.

En las células huésped pueden introducirse vectores de expresién recombinantes para producir una célula huésped
transformada. Las expresiones “transformado con”, “transfectado con”, “transformacién” y “transfeccion” pretenden
incluir la introduccion de acido nucleico (por ejemplo, un vector) en una célula mediante cualquiera de las muchas
posibles técnicas conocidas en la materia. La expresion “célula huésped transformada”, como se usa en el presente
documento, pretende incluir también células que pueden realizar la glucosilaciéon que se han transformado con un
vector de expresidon recombinante de la invencion. Las células procariéticas pueden transformarse con acido
nucleico, por ejemplo, por electroporacién o transformacion mediada con cloruro de calcio. Por ejemplo, puede
introducirse acido nucleico en células de mamifero mediante técnicas convencionales tales como co-precipitacion
con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfeccion mediada con DEAE-dextrano, lipofectina, electroporaciéon o
microinyeccion. En Sambrook y col. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3?2 edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2001) y en otros libros de texto de laboratorio pueden encontrarse procedimientos adecuados
para transformar y transfectar células huésped.

Las células huésped adecuadas incluyen una diversidad de células huésped eucariotas y células procariotas. Por
ejemplo, las proteinas de la invencion pueden expresarse en células de levadura o en células de mamifero. En
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1991)
pueden encontrarse otras células huésped adecuadas. Ademas, las proteinas de la invencién pueden expresarse en
células procariotas, tales como Escherichia coli (Zhang y col, Science 303 (5656):. 371-3 (2004)). Ademas, pueden
usarse sistemas de expresion basados en Pseudomonas tales como Pseudomonas fluorescens (publicacion de
Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2005/0186666, Schneider, Jane C y col).

Como células huésped de levaduras y hongos adecuadas para realizar la presente invencién se incluyen, pero sin
limitacion, Saccharomyces cerevisiae, el género Pichia o Kluyveromyces y diversas especies del
género Aspergillus. Como ejemplos de vectores de expresion en la levadura S. cerevisiae se incluyen pYepSec1
(Baldari. y col., Embo J. 6:229-234 (1987)), pMFa (Kurjan y Herskowitz, Cell 30:933-943 (1982)), pJRY88 (Schultz y
col, Gene 54:113-123 (1987)), y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Los expertos en la técnica conocen
bien protocolos para la transformacion de levaduras y hongos (véase Hinnen y col, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
75:1929 (1978); Itoh y col, J. Bacteriology 153:163 (1983), y Cullen y Col. (BiolTechnology 5:369 (1987)).

Como células de mamifero adecuadas para realizar la presente invencién se incluyen, entre otras: células COS (por
ejemplo, ATCC N° CRL 1650 o 1651), BHK (por ejemplo, ATCC N° CRL 6281), CHO (ATCC N° CCL 61), HelLa (por
ejemplo, ATCC N° CCL 2), 293 (ATCC N° 1573) y NS-1. Los vectores de expresion adecuados para dirigir la
expresion en células de mamifero generalmente incluyen un promotor (por ejemplo, derivado de material viral tal
como polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y Virus de Simio 40), asi como otras secuencias de control
transcripcional o traduccional. Como ejemplos de vectores de expresién de mamiferos se incluyen pCDM8 (Seed,
B., Nature 329:840 (1987)) y pMT2PC (Kaufman y Col., EMBO J. 6:187-195 (1987)).

Dadas las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, los promotores, terminadores y procedimientos
para introducir vectores de expresion de un tipo apropiado en células de plantas, aves e insectos también pueden
realizarse facilmente. Por ejemplo, en una realizacion, las proteinas de la invencidon pueden expresarse en células
de plantas (véase Sinkar y Col., J. Biosci (Bangalore) 11:47-58 (1987), que revisa el uso de vectores de
Agrobacterium rhizogenes; véase también Zambryski y Col., Genetic Engineering, Principles and Methods,
Hollaender y Setlow (eds.), Vol. VI, paginas 253-278, Plenum Press, Nueva York (1984), que describen el uso de
vectores de expresion para células de plantas, incluyendo, entre otros, PAPS2022, PAPS2023, y PAPS2034).

Como células de insecto adecuadas para realizar la presente invencién se incluyen células y lineas celulares
de especies de Bombyx, Trichoplusia o Spodotera. Los vectores de baculovirus adecuados para la expresion de
proteinas en células de insecto cultivadas (células SF 9) incluyen la serie pAc (Smith y Col., Mol. Cell. 3:2156-2165
(1983)) y la serie pVL (Lucklow, VA, y Summers, MD, Virology 170:31-39 (1989)). Algunos sistemas de expresion en
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células de insecto-baculovirus adecuados para la expresion de las proteinas recombinantes de la invencion se
describen en el documento PCT/US/02442.

Como alternativa, las proteinas de la invencion también pueden expresarse en animales transgénicos no humanos
tal como ratas, conejos, ovejas y cerdos (Hammer y col. Nature 315:680-683 (1985); Palmiter y Col. Science
222:809-814 (1983); Brinster y Col. Proc. Natl. Acad. Sci, USA. 82:4438-4442 (1985); Palmiter y Brinster Cell
41:343-345 (1985) y Patente de Estados Unidos N° 4.736.866).

Las proteinas de la invencién también pueden prepararse por sintesis quimica usando técnicas bien conocidas en la
quimica de proteinas tal como sintesis en fase soélida (Merrifield, J. Am. Chem. Assoc. 85:2149-2154 (1964); Frische
y Col., J. Pept. Sci. 2 (4): 212-22 (1996)) o sintesis en solucion homogénea (Houbenweyl, Methods of Organic
Chemistry, ed. E. Wansch, vol. 15 1 y I, Thieme, Stuttgart (1987)).

Las proteinas de fusion N o C terminal que comprenden las proteinas de la invencién conjugadas con otras
moléculas, tales como proteinas, pueden preparase por fusidn, a través de técnicas recombinantes. Las proteinas
de fusion resultantes contienen una proteina de la invencion fusionada con la proteina seleccionada o proteina
marcadora, como se describe en el presente documento. La proteina recombinante de la invencion también puede
conjugarse con otras proteinas mediante técnicas conocidas. Por ejemplo, las proteinas pueden acoplarse usando
engarces que contienen tiol heterobifuncional como se describe en el documento WO 90/10457, N-succinimidil-3-(2-
piridilditio-propionato) o N-succinimidil-5 tioacetato. Como ejemplos de proteinas que pueden usarse para preparar
proteinas de fusién o conjugados se incluyen proteinas de union a células tales como inmunoglobulinas, hormonas,
factores de crecimiento, lectinas, insulina, baja densidad.

Por consiguiente, la invencién proporciona un vector de expresion recombinante que comprende las secuencias de
acido nucleico que codifican las proteinas de la invencion, tales como las regiones determinantes de la
complementariedad de cadena ligera y pesada, las regiones variables de cadena ligera y pesada, las proteinas de
union, tales como anticuerpos y fragmentos de anticuerpo, inmunoconjugados de la invencion y nuevas proteinas
aisladas de la invencién. Ademas, la invencién proporciona una célula huésped que comprende el vector de
expresion recombinante de la invencion.

(E) Procedimientos terapéuticos y composiciones farmacéuticas de las proteinas de unién e inmunotoxinas
de la invencién

Los autores de la invencion han mostrado que las proteinas de union de la invencion se unen al transportador de
glucosa 8 o a sus variantes; a una proteina que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
definida por las SEC ID N° 11-20, preferentemente 11, 12 o 13; o a una variante asociada con cancer del
transportador de glucosa 8. En una realizaciéon de la invencién, la variante asociada con céancer de GLUTS,
comprende la secuencia de aminoacidos definida por una cualquiera de las SEC ID N°: 11, 12 0 13, o variantes de
las mismas. En otra realizacién de la invencién, la variante asociada con cancer de GLUT8, comprende GLUT8 que
tiene una modificacion en el motivo di-leucina N-terminal. En una realizacién adicional de la invencién, el motivo di-
leucina N-terminal se ha modificado por di-alanina.

Ademas, los autores de la invencidon han mostrado que las proteinas de uniéon de la invencidén presentan
especificidad por células cancerosas y que estan internalizadas por la célula. Por tanto, las proteinas de unién de la
invencién pueden usarse para la administracion dirigida de agentes bioactivos o importantes desde el punto de vista
médico, tales como agentes formadores de imagenes, radioactivos o citotéxicos.

En una realizacién, la invencion proporciona un procedimiento de tratamiento o prevencion del cancer, que
comprende administrar a un sujeto que padece o que se sospecha que padece cancer, una cantidad eficaz del
inmunoconjugado de la invencién. En otra realizacion, la invencion proporciona el uso de una cantidad eficaz del
inmunoconjugado de la invencion para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion del
cancer. Ademas, la invencidon proporciona el uso de una cantidad eficaz del inmunoconjugado del
cancer. Adicionalmente la invencion proporciona el uso de una cantidad eficaz del inmunoconjugado de la invencion,
que comprende adicionalmente el uso de un agente terapéutico adicional contra el cancer para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento simultaneo, individual o secuencial o prevencién del cancer. La invencion también
proporciona el uso de una cantidad eficaz del inmunoconjugado de la invencién para el tratamiento o prevencion del
cancer. Ademas, la invencion proporciona el uso de una cantidad eficaz del inmunoconjugado de la invencion, que
adicionalmente comprende el uso de un agente terapéutico adicional contra el cancer para el tratamiento simultaneo,
individual o secuencial o la prevencion del cancer.

En una realizacién de la invencién, el cancer incluye, sin limitaciéon, cancer de estémago, cancer de colon, cancer de
prostata, asi como cancer de cuello uterino, cancer uterino, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de higado,
cancer hepatico, cancer de cabeza y cuello, carcinoma de células escamosas, cancer gastrointestinal, cancer de
mama (tal como carcinoma, ductal, lobular y de pezén), cancer pulmonar, linfoma no Hodgkin, mieloma multiple,
leucemia (tal como leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena aguda y leucemia
mielégena crénica), cancer cerebral, neuroblastoma, sarcomas, cancer de recto, cancer de vejiga, cancer
pancreatico, cancer endometrial, plasmacitoma, linfoma y melanoma. En una realizacién preferida, el cancer incluye,

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2421558 T3

sin limitacion, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de colon, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino,
cancer renal, melanoma, cancer hepatico, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de estémago y cancer de
cabezay cuello.

La capacidad del inmunoconjugado de la invencién para inhibir o destruir selectivamente células con cancer puede
ensayarse facilimente in vitrousando lineas celulares cancerosas. El efecto inhibidor selectivo de los
inmunoconjugados de la invencion puede determinarse, por ejemplo, demostrando la inhibicidon selectiva de
proliferacién celular de las células cancerosas.

La toxicidad también puede medirse basandose en la viabilidad celular, por ejemplo, puede comprarse la viabilidad
de cultivos de células cancerosas y normales expuestos al inmunoconjugado. La viabilidad celular puede evaluarse
mediante técnicas conocidas, tales como ensayos de exclusion con azul de tripano.

En otro ejemplo, para ensayar la eficacia de los inmunoconjugados de la invenciéon pueden usarse diversos
modelos. Thompson, EW y Col. (Breast Cancer Res. Treatment 31:357-370 (1994)) han descrito un modelo para
determinar la invasividad de células cancerosas de mama humano in vifro midiendo la protedlisis mediada por
células tumorales de la matriz extracelular y la invasion de células tumorales de membranas basales reconstituidas
(colageno, laminina, fibronectina, matrigel o gelatina). Otros modelos de células de cancer aplicables incluyen
células de adenocarcinoma de ovario cultivadas (Young, T.N. y col. Gynecol. Oncol. 62:89-99 (1996); Moore, DH y
col. Gynecol. Oncol. 65:78-82 (1997)), células de cancer tiroideo folicular humano (Demeure, M.J. y col., World J.
Surg. 16:770-776 (1992)), lineas celulares de melanoma humano (A-2058) y fibrosarcoma (HT-1080) (Mackay, A.R.
y col. Lab. Invest. 70:781 783 (1994)), y lineas de celulas escamosas de pulmén (HS-24) y de adenocarcinoma (SB-
3) (Spiess, E. y col. J. Histochem. Cytochem. 42:917-929 (1994)). También se describe un sistema de ensayo in vivo
que implica el implante de tumores y la medicion del crecimiento tumoral y metastasis en ratones desnudos atimicos
(Thompson, E.W. y col., Breast Cancer Res. Treatment 31:357-370 (1994); Shi, Y.E. y col., Cancer Res. 53:1409-
1415 (1993)).

El inmunoconjugado de la invencidon puede formularse en composiciones farmacéuticas para la administraciéon a
sujetos en una forma biolégicamente compatible adecuada para la administracion in vivo. Las sustancias pueden
administrarse a organismos vivos, incluyendo seres humanos y animales. La administracion de una cantidad
terapéuticamente activa de las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se define como una cantidad
eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios para conseguir el resultado deseado. Por ejemplo,
una cantidad terapéuticamente activa de una sustancia puede variar de acuerdo con factores tales como la
patologia, la edad, el sexo y el peso del individuo, y de acuerdo con la capacidad de la proteina recombinante de la
invencién de suscitar una respuesta deseada en el individuo. El régimen de dosificacion puede ajustarse para
proporcionar la respuesta terapéutica &ptima. Por ejemplo, pueden administrarse diversas dosis divididas
diariamente o la dosis puede reducirse proporcionalmente segun indiquen las exigencias de la situacion terapéutica.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencion
del cancer que comprende los inmunoconjugados de la invencion, y un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. En una realizacion preferida, la molécula efectora del inmunoconjugado en la
composicion farmacéutica es un agente terapéutico contra el cancer, mas preferentemente una toxina.

La preparacion farmacéutica que comprende el inmunoconjugado de la invenciéon puede administrarse por via
sistémica. La preparacion farmacéutica puede administrarse directamente en el lugar donde se encuentra el
cancer. Dependiendo de la via de administracién, el inmunoconjugado puede revestirse con un material para
proteger al compuesto de la accidon de enzimas, acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el
compuesto.

El inmunoconjugado puede suministrarse al paciente administrandolo directamente. La composicidon farmacéutica
puede administrarse en al menos en una cantidad suficiente para conseguir el punto final, y si fuera necesario,
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El riesgo de complicaciones post-quirtrgicas puede reducirse administrando una cantidad eficaz del inmundégeno de
la invencién antes, durante y después de la cirugia para tratar el cancer.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden prepararse por procedimientos de por si conocidos
para la preparacion de composiciones farmacéuticamente aceptables que pueden administrarse a sujetos, de tal
manera que una cantidad eficaz de la sustancia activa se combine en una mezcla con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, en Remington Pharmaceutical Sciences (Remington Pharmaceutical
Sciences 20? ed., Mack Publishing Company, Easton, PA, USA, 2000) se describen vehiculos adecuados.
Basandose en esto, las composiciones incluyen, aunque no exclusivamente, soluciones de las sustancias en
asociacion con uno o mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables, e incluidas en soluciones tampoén
con un pH adecuado e isoosmético con los fluidos fisiologicos.

Las composiciones farmacéuticas incluyen, sin limitacién, polvos liofilizados o soluciones o suspensiones inyectables
estériles acuosas o no acuosas, que adicionalmente pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y
solutos que hacen que las composiciones sean sustancialmente compatibles con los tejidos o la sangre del receptor
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deseado. Otros componentes que pueden estar presentes en dichas composiciones incluyen agua, tensioactivos
(tales como Tween), alcoholes, polioles, glicerina y aceites vegetales, por ejemplo. Las soluciones y suspensiones
para inyeccion improvisada pueden prepararse a partir de polvos estériles, granulos, comprimidos o soluciones o
suspensiones concentradas. El inmunoconjugado puede proporcionarse, por ejemplo, pero no a modo de limitacion,
como un polvo liofilizado que se reconstituye con agua estéril o solucidon salina antes de la administracion al
paciente.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen basicamente composiciones no toxicas y
quimicamente inertes que no interfieran con la eficacia de la actividad biolégica de la composicion
farmacéutica. Como ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se incluyen, pero sin limitacién, agua,
soluciones salinas, soluciones de glicerol, etanol, cloruro de N-(1(2,3-dioleiloxi)propil)N,N,N-trimetilamonio (DOTMA),
diolesilfosfotidil-etanolamina (DOPE) vy liposomas. Dichas composiciones deben contener una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto, junto con una cantidad adecuada de vehiculo para proporcionar la forma
para la administracion directa al paciente.

Las composiciones pueden estar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable que incluye, sin limitacion, las
formadas con grupos amino libres tales como los derivados de acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico,
tartarico, etc., y las formadas con grupos carboxilo libres tales como los derivados de hidréxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio, hierro, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, etc.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse directamente por via sistémica o directamente a la zona del
tumor (o tumores).

Las composiciones farmacéuticas pueden usarse para el tratamiento de animales incluyendo mamiferos,
preferentemente seres humanos, con cancer. La dosificacion y el tipo del inmunoconjugado a administrar dependera
de diversos factores que pueden controlarse facilmente en sujetos humanos. Dichos factores incluyen la etiologia y
la gravedad (grado y fase) del cancer.

Los desenlaces clinicos de los tratamientos contra el cancer usando los inmunoconjugados de la invencion son
facilmente discernibles para un experto, tal como un médico, en la técnica en cuestiéon. Por ejemplo, ensayos
médicos convencionales para medir marcadores clinicos del cancer pueden ser fuertes indicadores de la eficacia del
tratamiento. Dichos ensayos pueden incluir, sin limitacion, revision médica, escalas de rendimiento, marcadores de
enfermedad, ECG de 12 derivaciones, mediciones tumorales, biopsia de tejidos, cistoscopia, citologia, mayor
diametro de calculos tumorales, radiografia, formacion digital de imagenes del tumor, signos vitales, peso, registro
de acontecimientos adversos, evaluacion de episodios infecciosos, evaluacion de medicaciones simultaneas,
evaluacion del dolor, quimica de sangre o suero, analisis de orina, exploracion CT vy analisis
farmacocinético. Ademas, los efectos sinérgicos de una terapia de combinacion, que comprende el
inmunoconjugado y otro agente terapéutico contra el cancer, pueden determinarse mediante estudios comparativos
con pacientes que se someten a monoterapia.

La presente solicitud también contempla un kit para el tratamiento o prevencion del cancer que comprende una
cantidad eficaz del inmunoconjugado de la invencion e instrucciones para el uso del mismo para el tratamiento del
cancer.

En la mayoria de las terapias anticancerosas autorizadas, la terapia anticancerosa se usa en combinacién con otras
terapias anticancerosas. Por consiguiente, el cancer puede prevenirse o tratarse usando el inmunoconjugado de la
invencién en combinacion con al menos una terapia adicional contra el cancer. Las otras terapias contra el cancer
pueden administrarse antes, solapandose con, simultaneamente y/o después de la administracion del
inmunoconjugado. Cuando se administran simultaneamente, el inmunoconjugado y el otro agente terapéutico contra
el cancer, pueden administrarse en una sola formulacién o en formulaciones individuales, y si se administra
individualmente, entonces opcionalmente, mediante diferentes modos de administracién. La combinacion de uno o
mas inmunoconjugados y una o mas de otras terapias contra el cancer puede actuar sinérgicamente para combatir
el tumor o cancer. Las otras terapias contra el cancer incluyen, sin limitacién, radiacion y otros agentes terapéuticos
anticancerosos. Estos otros agentes terapéuticos contra el cancer pueden incluir, sin limitacién,
2,2' 2"triclorotrietilamina, 6-azauridina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, 6-mercaptopurina, aceglarona, aclacinomicinas,
actinomicina, altretamina, aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, ancitabina, oligonucledtido antisentido de
angiogenina, antramicina, azacitidina, azaserina, aziridina, batimastar, oligonucleétido antisentido bcl-2, benzodepa,
bicalutamida, bisantreno, bleomicina, buserelina, busulfan, cactinomicina, calusterona, carboplatino, carboquona,
carminomicina, carmofur, carmustina, carrubicina, carzinofilina, clorambucilo, clornafazina, acetato de clormadinona,
clorozotocina, cromomicinas, cisplatino, cladribina, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, dactinomicina,
daunorrubicina, defosfamida, demecolcina, denopterina, detorrubicina, diaziquona, docetaxel, doxifluridina,
doxorrubicina, droloxifeno, dromostanolone, edatrexato, eflomitina, acetato de eliptinum, emitefur, enocitabune,
epirrubicina, epitiostanol, esorrubicina, estramustina, etogliucido, etopdsido, fadrozol, fenretinida, floxuridina,
fludarabina, fluorouracilo, flutamida, acido folinico, formestano, fosfestrol, fotemustina, nitrato de galio, gemcitabina,
goserelina, hexestrol, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, improsulfan, interferén alfa, interferéon beta, interferén
gamma, interleucina-1, L-asparaginasa, lentinan, letrozol, leuprolida, lomustina, lonidamina, manomustina,
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marcelomicina, mecloretamina, 6xido de clorhidrato de mecloretamina, medroxiprogesterona, acetato de megestrol,
melengestrol, melfalan, menogaril, mepitiostano, metotrexato, meturedepa, miboplatino, miltefosina, mitobronitol,
mitoguazona, mitolactol, mitomicinas, mitotano, mitoxantrona, mopidamol, acido micofendlico, nilutamida, nimustina,
nitracina, nogalamicina, novembichina, olivomicinas, oxaliplatino, paclitaxel, pentostatina, peplomicina, perfosfamida,
fenamet, fenesterina, pipobroman, piposulfan, pirarrubicina, piritrexim, plicamicin, acido podofilinico 2-etil-hidrazida,
fosfato de poliestradiol, porfimer soédico, porfiromicina, prednimustina, procabazina, propagermanio, PSK,
pteropterina, puromicina, quelamicina, ranimustina, razoxano, rodorrubicina, roquinimex, sizofican, sobuzoxano,
espirogermanio, estreptonigrina, estreptozocina, tamoxifeno, taxotere, tegafur, temozolomida, tenipdsido, acido
tenuzonico, testolacona, tiamiprina, tioguanina, tiotepa, tomudex, topotecan, toremifeno, triaziquona,
trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida, trilostano, trimetrexato, triptorelina, trofosfamida,
trontecan, tubercidina, ubenimex, mostaza de uracilo, uredepa, uretano, vinblastina, vincristina, zinostatina y
zorubicina, arabinésido de citosina, gemtuzumab, tioepa, ciclofosfamida, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato,
6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo, fludarabina, gemcitabina, dacarbazina, temozoamida),
hexametilmelamina, LYSODREN, analogos de nucledsidos, alcaloides de plantas (por ejemplo, taxol, paclitaxel,
camptotecina, topotecan, irinotecan (CAMPTOSAR, CPT-11), vincristina, vinca alcaloides tales como vinblastina),
podofilotoxina, epipodofilotoxina, VP-16 (etopdsido), citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina,
antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina), doxorrubicina liposomal, dihidroxiantracindiona, mitramicina,
actinomicina D, aldesleucina, alutamina, biaomicina, capecitabina, carboplatino, clorabusin, ciclarabina,
daclinomicina, floxurida, acetato de lauprolida, levamisol, lomuslina, mercaptopurino, mesna, mitolanc,
pegaspergasa, pentoslatina, picamicina, riuximab, campat-1, estraplozocina, tretinoina, oligonucledtido antisentido
VEGF, vindesina, y vinorelbina. La presente invencién también contempla composiciones que comprenden uno o
mas agentes terapeuticos contra el cancer (por ejemplo, FLAG, CHOP). FLAG comprende fludarabina, citosina,
arabindsido de citosina (Ara-C) y G-CSF. CHOP comprende ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina y prednisona.
Para un listado completo de agentes terapéuticos contra el cancer conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, la
ultima ediciéon de The Merck Index and the Physician’s Desk Reference.

Las composiciones farmacéuticas para terapia de combinacién también pueden incluir, sin limitacion, antibidticos
(por ejemplo dactinomicina, bleomicina, mitramicina, antramicina), asparaginasa, Bacilo de Calmette y Guerin, toxina
diftérica, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, agentes anti-mitéticos, abrina, ricina A, exotoxina de
Pseudomonas, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas, activador de
plasmindgeo tisular, agentes antihistaminicos, agentes anti-eméticos, etc.

Por supuesto, la administracion de una cantidad eficaz de un inmunoconjugado a un paciente que necesite dicho
tratamiento, puede dar como resultado reducir la dosis del otro agente terapéutico contra el cancer que tiene eficacia
clinicamente significativa. Dicha eficacia de la reduccion de la dosis del otro agente terapéutico contra el cancer no
puede observarse si falta la administracién con un inmunoconjugado.Por consiguiente, el tratamiento de un tumor o
cancer puede comprender administrar una dosis reducida de uno o0 mas de los otros agentes terapéuticos contra el
cancer.

Ademas, una terapia de combinacion para un paciente que necesite dicho tratamiento, que comprenda un
inmunoconjugado, puede permitir tiempos de tratamiento relativamente cortos cuando se compara con la duracién o
nuamero de ciclos de regimenes de tratamiento convencionales. Por consiguiente, el tratamiento de un tumor o
cancer puede comprende administrar uno 0 mas de los otros agentes terapéuticos contra el cancer para una
duracion de relativamente corta y/o en escasos ciclos de tratamiento.

Por tanto, las terapias de combinacion que comprenden un inmunoconjugado y otro agente terapéutico contra el
cancer pueden reducir la toxicidad (es decir, efectos secundarios) del tratamiento global del cancer. Por ejemplo,
puede observarse toxicidad reducida cuando se compara con una monoterapia o con otra terapia de combinacion,
cuando se administra una dosis reducida de inmunoconjugado y/u otro agente terapéutico contra el cancer y/o
cuando se reduce la duracién de un ciclo (es decir, el periodo de una sola administracion o el periodo de una serie
de dichas administraciones) y/o cuando se reduce el nimero de ciclos.

Por consiguiente la invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende un inmunoconjugado de
acuerdo con la presente invencion y uno o mas agentes terapéuticos adicionales contra el cancer, opcionalmente en
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente solicitud también describe un kit que comprende una cantidad eficaz de un inmunoconjugado,
opcionalmente combinado con uno o mas agentes terapéuticos contra el cancer, junto con instrucciones para su uso
para tratar el cancer.

Como se ha expuesto anteriormente, la terapia de combinacién con un inmunoconjugado puede sensibilizar el
cancer o el tumor mediante la administracion de un agente terapéutico adicional contra el cancer. Por consiguiente,
pueden usarse terapias de combinacion para prevenir, tratar y/o prevenir la reaparicion de cancer, que comprenden
administrar una cantidad eficaz de un inmunoconjugado antes de, después de o simultdneamente con, una dosis
reducida de un agente terapéutico contra el cancer. Por ejemplo, el tratamiento con un inmunoconjugado puede
aumentar la sensibilidad de un cancer o tumor a exposiciéon posterior con una dosis de agente terapéutico contra el
cancer. La dosis es casi, 0 esta por debajo del intervalo inferior de dosificaciones convencionales cuando el agente
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terapéutico contra el cancer se administra en solitario, o en ausencia de un inmunoconjugado. Cuando se administra
simultaneamente, el inmunoconjugado puede administrase por separado del agente terapéutico contra el cancer, y
opcionalmente, mediante un modo de administracion diferente.

En una realizacién alternativa, la administracién del agente terapéutico adicional contra el cancer puede sensibilizar
el cancer o tumor contra el inmunoconjugado o proteina de union. En dicha realizacién, el agente terapéutico
adicional contra el cancer puede proporcionarse antes de la administracion del inmunoconjugado o de la proteina de
unién.

En una realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende cisplatino, por ejemplo, PLATINOL o
PLATINOL-AQ (Bristol Myers), a una dosis que varia de aproximadamente 5 a 10, de 11 a 20, de 21 a40 o de 41 a
75 mg/mZ/cicIo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende carboplatino, por ejemplo,
PARAPLATINO (zBristoI Myers), a una dosis que varia de aproximadamente 2a 3,de4 a8,de9a16,de17a 350
de 36 a 75 mg/m*/ciclo.

En una realizacién, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende ciclofosfamida, por ejemplo,
CYTOXAN (Bristol Myers Squibb), a una dosis que varia de aproximadamente 0,25 a 0,5, de 0,6 a 0,9, de 1 a 2, de
3ab5,de6a10,de 11 a20 o de 21 a 40 mg/kg/ciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende citarabina, por ejemplo, CYTOSAR-U
(Pharmacia & Upjohn), a una dosis que varia de aproximadamente 0,5 a 1, de 2 a 4, de 5 a 10, de 11 a 25, de 26 a
50 o de 51 a 100 mg/mzlciclo. En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende
Iiposozma de citarabina, por ejemplo, DEPOCYT (Chiron Corp.), a una dosis que varia de aproximadamente 5 a 50
mg/m°®/ciclo.

En otra realizacién, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende dacarbazina, por ejemplo, DTIC o
DTICDOME (Bayer Corp.), a una dosis que varia de aproximadamente 15 a 250 mg/m%ciclo o0 que varia de
aproximadamente 0,2 a 2 mg/kg/ciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende topotecan, por ejemplo, HYCAMTIN
(SmithKline Beecham), a una dosis que varia de aproximadamente 0,1 a 0,2, de 0,3a 0,4, de 0,5a 0,8 0de 0,9 a
1,5 mg/mzlciclo. En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra cancer comprende irinotecan, por
ejemplo, CAMPTOSAR (Pharmacia & Upjohn), a una dosis que varia de aproximadamente 5 a 9, de 10 a 25 o de 26
a 50 mg/m2/ciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende fludarabina, por ejemplo, FLUDARA
(Berlex Laboratories), a una dosis que varia de aproximadamente 2,5 a 5, de 6 a 10, de 11 a 15 0 de 16 a 25
mg/m?/ciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende arabindsido de citosina (Ara-C), a
una dosis que varia de aproximadamente 200 a 2.000 mg/m2/ciclo, de 300 a 1000 mg/mZ/cicIo, de 400 a 800
mg/mZ/cicIo o de 500 a 700 mg/m2/ciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende docetaxel, por ejemplo, TAXOTERE
(Rhone Poulenc Rorer) a una dosis que varia de aproximadamente 6 a 10, de 11 a 30 o de 31 a 60 mg/mzlciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cdncer comprende paclitaxel, por ejemplo, TAXOL
(Brisal Myers Squibb), a una dosis que varia de aproximadamente 10 a 20, de 21 a 40, de 41 a 70 o de 71 a 135
mg/kg/ciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende 5-fluorouracilo a una dosis que varia
de aproximadamente 0,5 a 5 mg/kg/ciclo, de 1 a 4 mg/kg/ciclo o de 2-3 mg/kg/ciclo.

En otra realizacidon, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende doxorrubicina, por ejemplo,
ADRIAMYCIN (Pharmacia & Upjohn), DOXIL (Alza), RUBEX (Brisal Myers Squibb), a una dosis que varia de
aproximadamente 2 a 4, de 5 a 8, de 9 a 15, de 16 a 30 o de 31 a 60 mg/kg/ciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende etopdsido, por ejemplo, VEPESID
(Pharmacia & Upjohn), a una dosis que varia de aproximadamente 3,5 a 7, de 8 a 15, de 16 a 25 o de 26 a 50
mg/mZ/cicIo.

En otra realizacién, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende vinblastina, por ejemglo, VELBAN
(Eli Lilly), a una dosis que varia de aproximadamente 0,3 a 0,5, de 0,6 a 0,9, de 1 a 2 o de 3 a 3,6 mg/m“/ciclo.

En ofra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende vincristina, por ejemplo, ONCOVIN
(Eli Lilly), a una dosis que varia de aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6 0 0,7 mg/mzlciclo.

En otra realizacion, el agente terapéutico adicional contra el cancer comprende metotrexato a una dosis que varia de
aproximadamente 0,22 0,9, de1a5,de6a10o0de 11a20 mg/mzlciclo.

En ofra realizacién, se administra un inmunoconjugado en combinacién con al menos otro agente inmunoterapéutico
que incluye, sin limitacion, rituxan, rituximab, campath-1, gemtuzumab y trastuzutmab.
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En otra realizaciéon, se administra un inmunoconjugado en combinacién con uno o mas agentes anti-angiogénicos
que incluyen, sin limitacién, angiostatina, talidomida, kringle 5, endostatina, Serpina (Inhibidor de Serina Proteasa),
anti-trombina, fragmentos proteoliticos N-terminal de 29 kDa y C-terminal de 40 kDa de fibronectina, un fragmento
proteolitico de 16 kDa de prolactina, un fragmento proteolitico de 7,8 kDa de factor plaquetario-4, un péptido de 13
aminoacidos correspondiente a un fragmento del factor plaquetario-4 (Maione y col., 1990, Cancer Res. 51: 2077-
2083), un péptido de 14 aminoacidos correspondiente a un fragmento de colageno | (Tolma y col., 1993, J. Cell Biol.
122: 497-51 1), un péptido de 19 aminoacidos correspondiente a un fragmento de Trombospondina | (Tolsma y col.,
1993, J. Cell Biol. 122: 497-511), un péptido de 20 aminoacidos correspondiente a un fragmento de SPARC (Sage y
col., 1995, J. Cell. Biochem. 57: 1329-1334), y una variante de los mismos, que incluye un sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos.

En otra realizacion, se administra un inmunoconjugado en combinacién con un régimen de radioterapia. La terapia
también puede comprender cirugia y/o quimioterapia. Por ejemplo, el inmunoconjugado puede administrase en
combinacion con radioterapia y cisplatino (Platinol), fluorouracilo (5-FU, Adrucil), carboplatino (Paraplatin), y/o
paclitaxel (Taxol). El tratamiento con el inmunoconjugado puede permitir el uso de menos dosis de radiacion y/o
tratamientos de radiacién menos frecuentes, que pueden, por ejemplo, reducir la frecuencia del grave ardor de
garganta que impide realizar la deglucion dando posiblemente como resultado la pérdida de peso o deshidratacion
no deseadas.

En otra realizacion, se administra un inmunoconjugado en combinacion con una o mas citocinas que incluyen, sin
limitacion, una linfocina, factores de necrosis tumoral, citosina similar al factor de necrosis tumoral, linfotoxina,
interferén, proteina inflamatoria de macrofagos, factor estimulante de colonias de granulocitos monocitos,
interleucina (incluyendo, sin limitacion, interleucina-1, interleucina-2, interleucina-6, interleucina-12, interleucina-15,
interleucina-18) y una variante de los mismos incluyendo un sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacién adicional, se administra un inmunoconjugado en combinacién con un vacuna contra el cancer o
agentes biolégicos que incluyen, sin limitacidn, células o tejidos autdlogos, células o tejidos no autélogos, antigeno
carcinoembrionario, alfa-fetoproteina, gonadotropina coriénica humana, vacuna viva de BCG, complejos de ADN de
la pared celular micobacteriana, proteinas de linaje melanocitico y antigenos mutados, especificos de tumores.

En otra realizacion adicional, se administra un inmunoconjugado en asociacion con terapia hormonal. Los agentes
terapéuticos hormonales incluyen, sin limitacidn, un agonista hormonal, un antagonista hormonal (por ejemplo,
flutamida, tamoxifeno, acetato de leuprolida (LUPRON)) y esteroides (por ejemplo, dexametasona, retinoides,
betametasona, cortisol, cortisona, prednisona, dehidrotestosterona, glucocorticoides, mineralocorticoides,
estrégenos, testosterona, progestina).

En otra realizacion adicional, se administra un inmunoconjugado en asociacién con un programa de terapia génica
para el tratamiento o prevencién del cancer.

La terapia de combinacion puede por tanto aumentar la sensibilidad del cancer o tumor contra el inmunoconjugado
y/o agente terapéutico adicional contra el cancer administrado. De esta manera, pueden ser posibles ciclos de
tratamiento mas cortos, reduciendo de esta manera los acontecimientos toxicos. La duracion del ciclo puede variar
de acuerdo con el agente terapéutico especifico contra el cancer usado. La invencion también contempla la
administracion continua o discontinua, o dosis diarias divididas en diversas administraciones parciales. El experto en
la técnica apreciara el ciclo de duracion apropiado para un agente terapéutico especifico contra el cancer y la
invencién contempla la valoracion continua de programas de tratamiento 6ptimos para cada agente terapéutico
contra el cancer. En la técnica se conocen directrices especificas para el experto. Véase, por ejemplo, Therasse y
col., 2000, “New guidelines to evaluate the response to treatment in solid tumors. European Organization for
Research and Treatment of Cancer, National Cancer Institute of the United States, National Cancer Institute of
Canada”, J Natl Cancer Inst. 2 feb; 92(3): 205-16.

Se contempla que el inmunoconjugado pueda administrarse mediante cualquier procedimiento adecuado tal como
inyeccion, administracion oral, inhalaciéon, administracion transdérmica o intratumoral, mientras que cualquier otro
agente terapéutico contra el cancer puede administrarse al paciente mediante el mismo, u otro, modo de
administracion. Adicionalmente, cuando se pretende administrar al paciente los agentes terapéuticos multiples
contra el cancer, el inmunoconjugado y uno o mas de los otros agentes terapéuticos contra el cancer pueden
administrarse mediante un procedimiento, mientras que los otros agentes terapéuticos contra el cancer pueden
administrarse mediante otro modo de administracion.

(F) Procedimientos de diagnéstico y agentes que usan las proteinas de uniéon e inmunotoxinas de la
invencién

Las proteinas de unién de la invencion se unen selectivamente a células cancerosas o0 a moléculas internalizadas
por las células cancerosas y no se unen significativamente a células normales. Por lo tanto, las proteinas de union
pueden usarse en el diagndstico del cancer. Como se ha expuesto anteriormente, los autores de la invencion han
demostrado que las proteinas de unién de la invencion se unen al transportador de glucosa 8 o a variantes del
mismo; a proteinas que comprenden una cualquiera de las secuencias de aminoacidos definidas por las SEC ID N°:
11-20; o a una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8. En una realizacién de la invencion, la
variante asociada con cancer de GLUT8 comprende la secuencia de aminoacido definida por una cualquiera de las
SEC ID N° 11, 12 0 13, o variantes de las mismas. La variante asociada con cancer de GLUT8 comprende GLUT8
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que tiene una modificacion en el motivo di-leucina N-terminal, en el que el motivo di-leucina N-terminal se ha
modificado por di-alanina.

En una realizacion preferida, las proteinas de unién son anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la invencion.
Ademas, las células cancerosas pueden evaluarse para determinar su susceptibilidad hacia los procedimientos de
tratamiento de la invencién, obteniendo, por ejemplo, una muestra de las células cancerosas y determinando la
capacidad de la muestra de unirse a las proteinas de uniéon de la invencion, preferentemente anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo.

Por consiguiente, la presente invencion incluye procedimientos de diagnéstico, agentes y kits que pueden usarse por
si mismos o antes, durante o después del procedimiento terapéutico de la invencion para determinar si existe una
célula, cancerosa o no, que exprese el antigeno y que pueda unirse a las proteinas de union de la invencion,
preferentemente anticuerpos y fragmentos de anticuerpo.

En una realizacién, la invencién proporciona un procedimiento para detectar o controlar cancer en un sujeto que
comprende las etapas de

(1) poner en contacto una muestra de ensayo, extraida de dicho sujeto, con las proteinas de unién de la
invencion y que se unen especificamente a un antigeno en la célula cancerosa para producir un complejo
proteina de unioén-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 unidn-antigeno en la muestra de ensayo con un control.

En una realizacion, el antigeno es el transportador de glucosa 8 o una variante del mismo; una proteina que
comprende una cualquiera de una de las secuencias de aminodacidos definidas por las SEC ID N° 11-20,
preferentemente las SEC ID N°: 11, 12 o 13; o una variante asociada con céncer del transportador de glucosa 8. En
una realizacion, la variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 comprende una mutacion en el
motivo di-leucina N-terminal de tal manera que la variante del transportador de glucosa 8 se localiza en la membrana
celular.

La presente solicitud contempla adicionalmente un kit para el diagnéstico del cancer que comprende una cualquiera
de las proteinas de union de la invencién que se unen a un antigeno sobre la célula cancerosa e instrucciones para
el uso de las mismas para diagnosticar el cancer.

Para su uso en las aplicaciones de diagnostico, las proteinas de union de la invencion, preferentemente anticuerpos
o fragmentos de anticuerpo, pueden marcarse con un marcador detectable, tal como un compuesto radio-opaco o
radioisétopo, tal como 3H, 14C, 32P, 358, 123) 125I, 131I; un compuesto fluorescente (fluoréforo) o quimioluminescente
(cromoforo) tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina o luciferina; una enzima, tal como, fosfatasa alcalina,
beta-galactosidasa o peroxidasa de rabano picante; un agente formador de imagenes; o un i6n metalico. Como se
ha descrito anteriormente, en la técnica se conocen procedimientos para unir un marcador con una proteina de
union, tal como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

La presente solicitud también describe un procedimiento 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 extraida de dicho sujeto; y
(2) comparar con un control la cantidad de anticuerpos de la invencion en la muestra de ensayo.

En una realizacion, la cantidad de anticuerpos de la invencién se mide midiendo la cantidad de anticuerpos de la
invencion en la muestra de ensayo, por ejemplo por ELISA. En otra realizacion, la cantidad de anticuerpos de la
invencién se mide midiendo los niveles de expresién de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos de la
invencion en la muestra de ensayo, por ejemplo por RT-PCR.

(G) Composiciones farmacéuticas, procedimientos y usos del nuevo antigeno asociado con cancer

La invencién proporciona un nuevo antigeno asociado con cancer que se expresa en la superficie de células
cancerosas y que no se expresa significativamente en la superficie de células normales. Por tanto, el nuevo antigeno
asociado con cancer puede usarse en terapias para tratar y prevenir el cancer, incluyendo el uso del nuevo antigeno
asociado con cancer o sus fragmentos para suscitar una respuesta inmunitaria in vivo. Ademas, la nueva variante
asociada con cancer de GLUT8 puede usarse para detectar o controlar el cancer.

(i) Composiciones farmacéuticas

Una realizacién de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una
proteina aislada que comprende la nueva variante asociada con cancer de GLUT8 expresada en la superficie de
células cancerosas que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 11, 12 o 13 o una variante
funcional o fragmento de las mismas, mezclada con un diluyente o vehiculo adecuado. Otra realizacion de la
invencién es una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un acido nucleico aislado que
codifica la proteina aislada mezclada con un diluyente o vehiculo adecuado. Un aspecto adicional de la invencién es
una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un de expresidon recombinante que
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comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina aislada mezclada con un diluyente o vehiculo
adecuado.

Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden usarse para tratar o prevenir el cancer.
Ademas, las composiciones farmacéuticas pueden usarse para suscitar una respuesta inmunitaria en un sujeto
contra la nueva variante asociada con cancer de GLUTS.

La composicion farmacéutica puede prepararse y administrarse como se ha indicado anteriormente. La composicion
farmacéutica puede usarse en combinacién con otros agentes terapéuticos anticancerosos como se ha indicado
anteriormente.

La inmunogenicidad puede mejorarse significativamente si los agentes inmunizantes (es decir, la proteina asilada de
la invencion, y/o las secuencias de acido nucleico que la codifican y/o vectores de expresion recombinantes) y/o la
composicion, se co-inmuniza, independientemente del formato de administraciéon, con un adyuvante. Normalmente
los adyuvantes se usan en solucion salina tamponada con fosfato como una solucién del 0,05 al 1,0 por ciento. Los
adyuvantes potencian la inmunogenicidad de un inmundgeno pero de por si no son necesariamente inmunogénicos.
Los adyuvantes pueden actuar conservando la inmunogenicidad localmente cerca del sitio de administraciéon para
producir un efecto depdsito que facilite una liberacion lenta, prolongada, del inmundégeno a las células del sistema
inmunitario. Los adyuvantes también pueden atraer a células del sistema inmunitario hacia un depésito
inmunogénico y estimular dichas células para suscitar una respuesta inmunitaria. Como tal, las realizaciones de la
presente invencion incluyen composiciones farmacéuticas que adicionalmente comprenden adyuvantes.

Durante muchos afos los adyuvantes se han utilizado para mejorar las respuestas inmunitarias de los huéspedes
contra, por ejemplo, vacunas. Normalmente, los adyuvantes intrinsecos (tales como lipopolisacaridos) son los
componentes de bacterias destruidas o atenuadas usados como vacunas. Los adyuvantes extrinsecos son
inmunomoduladores que estan normalmente unidos de manera no covalente a antigenos y se formulan para
potenciar las respuestas inmunitarias del huésped. Por tanto, se han identificado adyuvantes que potencian la
respuesta inmunitaria contra antigenos administrados por via parenteral. Sin embargo, algunos de estos adyuvantes
son téxicos y pueden producir efectos no deseables lo que hace que no sean adecuados para su uso en seres
humanos y en muchos animales. De hecho, sélo el hidroxido de aluminio y el fosfato de aluminio (denominados en
su conjunto alumbre) se usan rutinariamente como adyuvantes en vacunas humanas y veterinarias. La eficacia del
alumbre aumentando las respuestas de los anticuerpos contra toxoides diftéricos y tetanicos esta bien establecida.
No obstante, posee limitaciones. Por ejemplo, el alumbre es ineficaz para la vacuna gripal y suscita de manera
inconsecuente una respuesta inmunitaria mediada por células con otros inmunogenes. Los anticuerpos suscitados
por antigenos que llevan alumbre como adyuvante son principalmente del isotipo IgG1 en ratén, que pueden no ser
6ptimos para la proteccién por algunos agentes de vacunas.

Una gran variedad de adyuvantes extrinsecos pueden provocar fuertes respuestas inmunitarias contra
inmundégenos. Estos incluyen saponinas formando complejos con antigenos de proteina de membrana (complejos
inmunoestimuladores), polimeros plurénicos con aceite mineral, micobacterias destruidas y aceite mineral,
adyuvante completo de Freund, productos bacterianos, tales como muramil dipéptido (MDP) y lipopolisacarido
(LPS), asi como lipido A y liposomas.

En un aspecto de la presente invencion, los adyuvantes utiles en cualquiera de las realizaciones de la invencion
descritas en el presente documento son los siguientes. Los adyuvantes para inmunizacién parenteral incluyen
compuestos de aluminio (tales como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio e hidroxifosfato de aluminio). El
antigeno puede precipitarse con, o adsorberse sobre, el compuesto de aluminio de acuerdo con protocolos
convencionales. En administracion parenteral también pueden usarse otros adyuvantes tales como RIBI
(Immunochem, Hamilton, MT).

Los adyuvantes para inmunizacién mucosa incluyen toxinas bacterianas (por ejemplo, la toxina colérica (TC), la
toxina termolabil (TL) de E. coli, la toxina A de Clostridium difficile y la toxina tosferinica (TT), o combinaciones,
subunidades, toxoides, o mutantes de los mismos. Por ejemplo, puede usarse una preparacion purificada de la
subunidad B de la toxina colérica nativa (TCB). También son adecuados fragmentos, homdélogos, derivados y fusion
a cualquiera de estas toxinas, siempre que conserven actividad adyuvante. Preferentemente, se usa un mutante que
tenga toxicidad reducida. Se han descrito mutantes adecuados (por ejemplo, en los documentos WO 95/17211
(mutante TC Arg-7-Lys), WO 96/6627 (mutante TL Arg-192-Gly) y WO 95/34323 (mutante TT Arg-9-Lys y Glu-129-
Gly)). Como mutantes TL adicionales que pueden usarse en los procedimientos y composiciones de la invencion se
incluyen, por ejemplo, mutantes Ser-63-Lys, Ala-69-Gly, Glu-110-Asp y Glu-112-Asp. También pueden usarse otros
adjuvantes (tal como un monofosforil lipido A (MPLA) bacteriano de diversas fuentes (por ejemplo, E. coli
Salmonella minnesota, Salmonella typhimurium o Shigella flexneri, saponinas, o microesferas de polilactida glicolida
(PLGA)) en administracion mucosa.

Como adyuvantes utiles para inmunizacién tanto mucosa como parenteral se incluyen polifosfaceno (por ejemplo
documento WO 95/2415), DC-col (3 b-(N-(N’,N’-dimetil aminometano)-carbamoil) colesterol (por ejemplo, Patente de
Estados Unidos N° 5.283.185 y documento WO 96/14831) y QS-21 (por ejemplo, documento WO 88/9336).

Como sabe un experto en la técnica, un sujeto puede inmunizarse con una composicion farmacéutica que
comprenda la proteina aislada de la invencion, una secuencia de acido nucleico asilada que codifique la misma y/o
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un vector de expresion recombinante mediante cualquier via convencional. Esto puede incluir, por ejemplo, la
inmunizacion a través de una superficie mucosa (por ejemplo, ocular, intranasal, oral, gastrica, pulmonar, intestinal,
rectal, vaginal o tracto urinario), a través de la via parenteral (por ejemplo subcutanea, intradérmica, intramuscular,
intradérmica, intravenosa o intraperitoneal) o por via intranodal. Las vias preferidas dependen de la eleccion del
inmundgeno y seran obvias para un experto en la técnica. La administracién puede realizarse en una sola dosis o0 a
intervalos repetidos. La dosificacion apropiada depende de diversos parametros conocidos por los expertos en la
técnica, tales como el propio inmundgeno (es decir el péptido frente al acido nucleico (y mas especificamente tipos
de los mismos), la via de administracion y la afeccion del animal que vaya a vacunarse (peso, edad y similares).

La invencién también proporciona kits que comprenden una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica de la
invencioén, opcionalmente, en combinaciéon con uno o mas de otros agentes terapéuticos contra el cancer, junto con
instrucciones para el uso de los mismos.

(ii) Procedimientos terapéuticos

Como se ha mencionado anteriormente, la nueva variante asociada con cancer de GLUT8 esta presente en células
cancerosas, pero no significativamente en células normales. Por tanto, la proteina asilada de la presente invencion
puede usarse en procedimientos terapéuticos para prevenir o tratar el cancer. Ademas, para suscitar una respuesta
inmunitaria en un sujeto, la proteina aislada de la presente invencion puede usarse, por ejemplo, en una vacuna.

Una realizacion de la invencion es el uso de la proteina aislada de la presente invencion en la fabricacion de un
medicamento para tratar o prevenir el cancer. Otra realizacion de la invencion es el uso de la proteina aislada de la
presente invencion en la fabricacion de un medicamento para suscitar respuesta inmunitaria en un sujeto.

La invencion también incluye el uso de una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la proteina asilada de la
presente invencion en la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir el cancer. Ademas, la invencion
incluye el uso de una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la proteina aislada de la presente invencion
en la fabricacion de un medicamento para suscitar una respuesta inmunitaria en un sujeto.

Una realizacion adicional de la invencion es el uso del vector de expresién recombinante que comprende una
secuencia de acido nucleico aislado que codifica la proteina aislada de la presente invencion en la fabricacion de un
medicamento para tratar o prevenir el cancer. La invencién también incluye el uso del vector de expresion
recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la proteina aislada de la
presente invencion en la fabricacion de un medicamento para su suscitar una respuesta inmunitaria en un sujeto.

Por consiguiente, el cancer puede tratarse o prevenirse en un sujeto que padece, o que se sospecha que padece,
cancer administrando a dicho sujeto una cantidad eficaz de una variante asociada con cancer de GLUTS8 o
fragmento de la misma. Ademas, el cancer puede tratarse o prevenirse en el sujeto que padece, o que se sospecha
que padece, cancer administrando a dicho paciente una cantidad eficaz de la secuencia de acido nucleico aislado
que codifica la variante asociada con cancer de GLUT8 o fragmento de la misma. Ademas, el cancer puede tratarse
0 prevenirse en un sujeto que padece, 0 que se sospecha que padece, cancer administrando a dicho sujeto una
cantidad eficaz de un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico aislado
que codifica la variante asociada con cancer de GLUT8 o fragmento de la misma.

En otra realizacién puede inducirse una respuesta inmunitaria en un sujeto contra una variante asociada con cancer
de GLUTS8, que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de una variante asociada con cancer de
GLUTS8 o fragmento de la misma. Ademas, puede inducirse una respuesta inmunitaria en un sujeto contra la variante
asociada con cancer de GLUTS8, que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de una secuencia de
acido nucleico aislado que codifica la variante asociada con cancer de GLUT8 o fragmento de la misma. Ademas,
puede inducirse una respuesta inmunitaria en un sujeto contra la variante asociada con cancer de GLUT8 que
comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un vector de expresiéon recombinante que comprende
una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la variante asociada con cancer de GLUT8 o fragmento de la
misma.

(iii) Procedimientos de diagnéstico

La nueva variante asociada con cancer de GLUT8 se expresa en células cancerosas y no se expresa
significativamente en células normales, por tanto la deteccidon de la nueva variante asociada con cancer de GLUT8
puede usarse como un procedimiento de diagnostico para el cancer. La variante asociada con cancer de GLUT8
puede comprender la secuencia de aminoacidos definida por una cualquiera de las SEC ID N° 11, 12 0 13 o
variantes de las mismas. La variante asociada con cancer de GLUT8 puede comprender GLUT8 que tiene una
modificaciéon en el motivo di-leucina N-terminal. En una realizacion adicional de la invencion, el motivo di-leucina N-
terminal se ha modificado por di-alanina.

Una realizacién de la invencion es un procedimiento para la deteccion o control del cancer en un sujeto que padece,
0 que se sospecha que padece, cancer que comprende detectar una variante asociada con cancer de GLUT8
expresada en la superficie de células cancerosas que comprende: la secuencia de aminoacidos de las SEC ID N°:
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11, 12 o 13, o sus variantes funcionales, en una célula en la muestra, en la que se indica cancer, si la variante
asociada con cancer de GLUT8 se detecta en la célula.

Para detectar la variante asociada con cancer de GLUT8 en la célula pueden usarse diversas técnicas. Por ejemplo,
la proteinas de unién de la invencion pueden usarse en inmunoensayos para detectar la expresion de superficie
celular de la variante asociada con cancer de GLUT8. Un experto en la técnica apreciara que para detectar y/o
cuantificar la expresiéon en la superficie celular de la variante asociada con cancer de GLUT8 pueden usarse
diversas técnicas, incluyendo transferencia de Western, inmuno-precipitacién seguida de SDS-PAGE,
inmunohistoquimica, FACS, matrices de proteinas y similares.

La presente solicitud también describe un procedimiento para detectar o controlar el cancer en un sujeto que
padece, 0 que se sospecha que padece, cancer que comprende detectar la expresion de una variante asociada con
cancer de GLUTS8 en la célula en la muestra, en la se indica cancer, si la expresion de la variante asociada con
cancer de GLUTS8 se detecta en la célula. En un ejemplo preferido, para detectar la expresion de la variante
asociada con cancer de GLUT8 en la célula, se usa un producto de expresion de ARN que codifica la variante
asociada con cancer de GLUT8. Un experto en la técnica apreciara que el producto de expresion de ARN puede
detectarse o cuantificarse detectando el ARNm que codifica la variante asociada con cancer de GLUTS, o un
fragmento de la misma, u oligonucleétidos, ADNc, ADN, ARN, productos de la PCR, ADN sintético, ARN sintético u
otras combinaciones de nucleétidos de origen natural o modificados que se hibridan especifica o selectivamente con
el ARN que codifica la variante asociada con cancer de GLUT8 o un fragmento de la misma.

Por consiguiente, otra realizacion de la invencidén es un procedimiento para detectar o controlar el cancer en un
sujeto que comprende las etapas de: detectar la cantidad de ARNm en una célula aislada del sujeto; y comparar la
cantidad de ARNm con un control, en el que el ARNm codifica una variante asociada con cancer del transportador
de glucosa 8 expresada en la superficie de las células cancerosa que comprende: la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N°: 11, 12 o0 13 o variantes funcionales de las mismas.

Para detectar y/o cuantificar la expresion de ARN de la variante asociada con cancer de GLUT8 en una célula
pueden usarse diversos procedimientos que incluyen, RT-PCR, ensayos de proteccion con nucleasas, tales como
ensayos de proteccion con ribonucleasa y ensayos con nucleasa S1 y transferencia de Northern y similares.

(H) Otros procedimientos

Se ha observado que el transportador de glucosa 8 tiene actividad transportadora de azucar. Por tanto, la presente
solicitud desvela un procedimiento de tratamiento o prevencion de cancer en un sujeto modulando la actividad de la
variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 sobre o en una célula cancerosa.

El procedimiento de tratamiento o prevenciéon del cancer en un sujeto puede comprender la prevencién o
disminucion de la funcion de la variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 como un transportador
de azucar. En una realizacion de la invencion, puede usarse una proteina de unién de la invencion para tratar o
prevenir el cancer en un sujeto previniendo o disminuyendo la funcién de la variante asociada con cancer del
transportador de glucosa 8 como un transportador de azucar.

La presente solicitud también contempla el uso de un inhibidor de transportadores de glucosa que no es un
anticuerpo para tratar o prevenir el cancer en un sujeto.

Existen diversos inhibidores conocidos de la familia de moléculas de transportadores de glucosa que incluyen
diversos miembros de la familia flavonoide. Por ejemplo, se sabe que la forscolina, la floretina (un compuesto de tipo
flavonoide) y la citocalasina B que inhiben GLUT1 y en un modelo molecular tridimensional de GLUT-1 (Salas-
Burgos y col., Biophys.J. 87: 2990-2999, 2004) se han identificado sus supuestos sitios de union. Se ha observado
que la quercetina, un flavonol, inhibe el transporte de glucosa mediado por GLUT2 (Song y col., J.Biol.Chem. 277:
15252-15260, 2002). El estradiol y el fitoestrogeno de isoflavona, la genisteina, son también inhibidores del
transporte de glucosa mediado por GLUT1 y también se han propuesto supuestos sitios de union para estas
moléculas (Afzal y col., Biochem J. 365: 707-719, 2002). Los inhibidores del transportador de glucosa forscolina,
dipiridamol e isobutilmetilxantiina (IBMX) se unen tanto a GLUT1 como a GLUT4 (Hellwig & Joost, Mol. Pharmacol.
40: 383-389, 1991). La citocalasina B también se une a GLUT4 (Wandel y col., Biochim. Biophys. Acta 1284: 56-62,
1996.

Ademas de estos inhibidores conocidos, un experto en la técnica apreciara que existen diversos ensayos conocidos
para identificar inhibidores de transportadores de glucosa. Por ejemplo, el efecto de inhibidores sobre un
transportador de glucosa puede evaluarse expresando el GLUT de interés, preferentemente transportador de
glucosa 8, en células tales como ovocitos de Xenopus laevis o0 CHO, midiendo la captacién de glucosa en presencia
0 en ausencia del inhibidor y determinando si el inhibidor es competitivo o no competitivo. Una vez que se conoce la
secuencia de una isoforma de GLUT proporcionada, su sensibilidad contra una gran cantidad de moléculas puede
ensayarse facilmente identificando candidatos farmacoldgicos.

Por consiguiente la presente solicitud también describe un procedimiento de tratamiento o prevencion del cancer en
un sujeto administrando, a un sujeto que lo necesite, una cantidad eficaz de un inhibidor del transportador de
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glucosa. Los inhibidores incluyen miembros de la familia Flavonoide, tal como quercetina o genisteina, moléculas
similares a Flavonoides, tales como floretina, compuestos estrogénicos, incluyendo estradiol o genisteina, forscolina,
citocalasina B, dipiridamol y/o isobutilmetilxantina (IBMX).

La presente solicitud también describe un procedimiento en el que la funcién de la variante asociada con cancer del
transportador de glucosa 8 se previene o disminuye disminuyendo o previniendo la expresion de la variante asociada
con cancer del transportador de glucosa 8 en la célula.

Para prevenir o disminuir la expresion de la variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 en una
célula pueden usarse técnicas convencionales que incluyen el uso de moléculas antisentido, triple hélice, o
ribozimas reactivas contra los transcritos de las variantes asociadas con cancer del gen del transportador de glucosa
8.

Por ejemplo, para la produccién de moléculas de acido nucleico antisentido, es decir, moléculas que son
complementarias con un acido nucleico en sentido que codifica un polipéptido de interés, por ejemplo,
complementarias con la cadena codificante de una molécula de ADNc bicatenaria o complementarias con una
secuencia de ARNm, pueden utilizarse técnicas convencionales. Por consiguiente, un acido nucleico antisentido
puede unirse mediante enlaces de hidrégeno con un acido nucleico en sentido. El acido nucleico antisentido puede
ser complementario con una cadena codificante completa, o solo con una parte de la misma, por ejemplo, toda o
parte de la region codificante de la proteina (o fase de lectura abierta). Una molécula de acido nucleico antisentido
puede ser antisentido en toda o parte de una regién no codificante de la cadena codificante de una secuencia de
nucleodtidos que codifica un polipéptido de interés. Las regiones no codificantes (“regiones 5’ y 3’ no traducidas”) son
las secuencias 5’ y 3’ que flanquean la regién codificante y no se traducen en aminoacidos.

Un oligonucleétido antisentido puede tener, por ejemplo, una longitud de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45 o 50 nucleétidos o mas. Un acido nucleico antisentido de la invencidon puede construirse usando sintesis
quimica y reacciones de ligamiento enzimaticas usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un
acido nucleico antisentido (por ejemplo, un oligonucleétido antisentido) puede sintetizarse quimicamente usando
nucledtidos de origen natural o nucledtidos modificados de modos diversos disefiados para aumentar la estabilidad
biologica de las moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del duplex formado entre los acidos nucleicos
sentido y antisentido, por ejemplo, pueden usarse derivados de fosforotionato y nucleétidos sustituidos con acridina.
Como ejemplos de nucleétidos modificados que pueden usarse para generar el acido nucleico antisentido se
incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-
(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, 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-metilaminometiluracilo,
5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-mannosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-
N6-isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-
tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster de acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v),
5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w y 2,6-diaminopurina. Como alternativa, el acido
nucleico antisentido puede producirse biolégicamente usando un vector de expresion en el que un &cido nucleico se
ha subclonado en una orientacién antisentido (es decir, ARN transcrito a partir del acido nucleico insertado sera de
una orientacion antisentido con respecto a un acido nucleico diana de interés).

Las moléculas de acido nucleico antisentido se administran a un sujeto o se generan in situ de tal manera que se
hibridan con o se unen a ARNm celular que codifica el polipéptido de interés para inhibir de este modo la expresion,
por ejemplo, inhibiendo la transcripcion y/o traducciéon. La hibridacion puede ser por complementariedad
convencional del nucleétido para formar un duplex estable, o, por ejemplo, en el caso de una molécula de acido
nucleico antisentido que se une a duplex de ADN, a través de interacciones especificas en el surco principal de la
hélice doble. Como un ejemplo de una via de administracion de moléculas de acido nucleico antisentido de la
invencion se incluye la inyeccion directa en un lugar del tejido. Como alternativa, las moléculas de acido nucleico
antisentido pueden modificarse para dirigir células seleccionadas y después administrarse por via sistémica. Por
ejemplo, para la administracion sistémica, las moléculas antisentido pueden modificarse de tal manera que se unan
especificamente a receptores o a antigenos expresados en una célula seleccionada, por ejemplo, un linfocito T o
una célula cerebral, por ejemplo, ligando las moléculas de acido nucleico antisentido con péptidos o anticuerpos que
se unen a receptores o a antigenos de la superficie celular. Las moléculas de acido nucleico antisentido también
pueden administrase a células usando vectores, por ejemplo, vectores de terapia génica, descritos mas adelante.
Para conseguir concentraciones intracelulares suficientes de las moléculas antisentido, se prefieren construcciones
de vectores en las que la molécula de &cido nucleico antisentido se coloca bajo el control de un promotor pol Il o pol
1l fuerte.

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 bicatenarios especificos con ARN complementario en el que,
contrario a las a-unidades normales, las cadenas corren paralelas entre si (Gaultier y col., 1987, Nucleic Acids Res.
15: 6625-6641). La molécula de acido nucleico antisentido también puede comprender un 2’-o-metilribonucleétido
(Inoue y col., 1987, Nucleic Acids Res. 15: 6131-6148) o un analogo de ARN-ADN quimérico (Inoue y col., 1987,
FEBS Lett. 215: 327-330).
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Las ribozimas son moléculas de ARN cataliticas con actividad ribonucleasa que pueden escindir un acido nucleico
monocatenario, tal como un ARNm, con el cual tienen una regién complementaria, y también pueden generarse
usando técnicas convencionales. Por tanto, las ribozimas (por ejemplo, ribozimas de cabeza de martillo (descritas en
Haselhoff and Gerlach, 1988, Nature 334: 585-591)) pueden usarse para escindir cataliticamente transcritos de
ARNm para asi inhibir la traduccién de la proteina codificada por el ARNm. Puede disefiarse una ribozima que tenga
especificidad por una molécula de acido nucleico que codifique un polipéptido de interés basandose en la secuencia
de nucledtidos de un ADNc que codifique una variante asociada con cancer de GLUTS8. Por ejemplo, puede
construirse un derivado de un ARN de Tetrahymena L-19 IVS en el que la secuencia de nucleétidos del sitio activo
sea complementaria a la secuencia de nucleétidos que va a escindirse, en un Cech y col. Patente de Estados
Unidos N° 4.987.071; y Cech y col. Patente de Estados Unidos N° 5.116.742. Como alternativa, para seleccionar un
ARN catalitico que tenga actividad ribonucleasa especifica, puede usarse un ARNm que codifique un polipéptido de
interés a partir de un conjunto de moléculas de ARN. Véase, por ejemplo Bartel and Szostak, 1993, Science 261:
1411-1418.

Usando técnicas bien conocidas también puede generarse estructuras de triple hélice. Por ejemplo, la expresion de
un polipéptido de interés puede inhibirse dirigiendo secuencias de nucleétidos complementarias a la region
reguladora del gen que codifica el polipéptido (por ejemplo, el promotor y/o potenciador) para formar estructuras
triple helicoidales que impidan la transcripcion del gen en células diana. Véase en lineas generales Helene, 1991,
Anticancer Drug Des. 6(6): 569-84; Helene, 1992, Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27-36; y Maher, 1992, Bioassays 14(12):
807-15.

En diversas realizaciones, en la estructura del resto base, resto azucar o fosfato, pueden modificarse composiciones
de acido nucleico para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridacién o solubilidad de la molécula. Por ejemplo, la
estructura desoxirribosa fosfato de los acidos nucleicos puede modificarse para generar acidos nucleicos peptidicos
(véase Hyrup y col., 1996, Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1): 5-23). Como se usa en el presente documento, las
expresiones “acidos nucleicos peptidicos” o “ANP” se refieren a miméticos de acido nucleico, por ejemplo, miméticos
de ADN, en los que la estructura desoxirribosa fosfato se sustituye por una estructura seudopeptidica y solamente
se conservan las cuatro nucleobases naturales. Se ha observado que la estructura neutra de los ANP permite
hibridacion especifica con ADN y ARN en condiciones de fuerza idnica baja. La sintesis de oligdmeros de ANP
puede realizarse usando protocolos convencionales de sintesis peptidica en fase soélida como se describe en Hyrup
y col., 1996, citado anteriormente; Perry-O’Keefe y col., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 14670-675.

Los ANP pueden, por ejemplo, modificarse, para potenciar su estabilidad o captacién celular, uniendo al ANP grupos
lipdfilos u otros grupos auxiliares mediante la formacion de quimeras de ANP-ADN; o mediante el uso de liposomas
u otras técnicas de administracién de farmacos conocidas en la técnica. Por ejemplo, pueden generarse quimeras de
ANP-ADN que pueden combinar las propiedades ventajosas del ANP y del ADN. Dichas quimeras permiten que
enzimas de reconocimiento de ADN, por ejemplo, RNAsa H y ADN polimerasa, interaccionen con la parte ADN
mientras que la parte ANP proporcionaria elevada afinidad de unién y especificidad. Las quimeras de ANP-ADN
pueden engarzarse usando engarces de longitudes apropiadas seleccionadas segun el apilamiento de bases,
ndmero de enlaces entre las nucleobases y orientacion (Hyrup, 1996, citado anteriormente). La sintesis de quimeras
de ANP-ADN puede realizarse como se describe en Hyrup, 1996, citado anteriormente, y en Finn y col., 1996,
Nucleic Acids Res. 24(17): 3357-63. Por ejemplo, puede sintetizarse una cadena de ADN sobre un soporte usando
quimica de acoplamiento con fosforamidita convencional y analogos de nucledsidos modificados. Pueden usarse
compuestos tales como 5’-(4-metoxitritillamino-5’-desoxi-timidina fosforamidita como un engarce entre el ANP vy el
extremo 5 del ADN (Mag y col., 1989, Nucleic Acids Res. 17: 5973-88). Después, los mondmeros de ANP se
acoplan de manera gradual para producir una molécula quimérica con un segmento de ANP en posiciéon 5 y un
segmento de ADN en posicion 3’ (Finn y col., 1996, Nucleic Acids Res. 24(17): 3357-63). Como alternativa, pueden
sintetizarse moléculas quiméricas con un segmento de ADN en posicién 5 y un segmento de ANP en posiciéon 3’
(Peterser y col., 1975, Bioorganic Med. Chem. Lett. 5: 1119-11124).

En otras realizaciones, el oligonucleétido puede incluir otros grupos anexados, tales como péptidos (por ejemplo,
para dirigir receptores de células huésped in vivo) o agentes que facilitan el transporte a través de la membrana
celular (véase, por ejemplo, Letsinger y col., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6553-6556; Lemaitre y col., 1987,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 648-652; Publicacion International N° WO 88/09810) o de la barrera hematoencefalica
(véase, por ejemplo, la Publicacion International N° W0 89/10134). Ademas, los oligonucleétidos pueden modificarse
con agentes de escision activados por hibridacion (véase, por ejemplo, Krol y col., 1988, Bio/Techniques 6: 958-976)
0 agentes intercalantes (véase, por ejemplo, Zon, 1988, Pharm. Res. 5: 539-549). Para esta finalidad, el
olinucledtido puede conjugarse con otra molécula, por ejemplo, un péptido, un agente reticulante activado por
hibridacion, un agente transportador, un agente de escision activado por hibridacion, etc.

Otro aspecto de la invencién es un procedimiento para identificar compuestos que sean capaces de modular la
expresion o la actividad de la variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8, que puede usarse para
prevenir o tratar el cancer. El procedimiento es un procedimiento para identificar la capacidad de un compuesto para
prevenir o tratar el cancer que comprende las etapas:
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(a) poner en contacto una célula que exprese una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8
expresada en la superficie de las células cancerosas que comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID N°: 11, 12 0 13 o variantes funcionales de las mismas, con un compuesto de ensayo; y

(b) determinar la expresion o la funcién de la variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 que
comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 11, 12 o 13 o variantes funcionales de las mismas,
como un transportador de glucosa;

(c) comparar la expresion o la funcién de la variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 que
comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 11, 12 o 13 o variantes funcionales de las mismas,
con un control, en el que una disminucién en la expresion o funcién de la variante asociada con cancer del
transportador de glucosa 8 que comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 11, 12 0 13 o
variantes funcionales de las mismas, en comparacion con el control, es indicativa de un compuesto util para
prevenir o tratar el cancer.

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente invencion.
Ejemplos
Ejemplo 1: Generacion del anticuerpo monoclonal VB1-050

El anticuerpo monoclonal VB1-050 se genero a partir de linfocitos agrupados de muestras de pacientes con céncer.
Como compariero de fusion para generar el anticuerpo monoclonal se usé SHFP-1. El anticuerpo VB1-050 es un
anticuerpo monoclonal kappa, IgG1.

Ejemplo 2: Secuenciacion

Se aisl6 ARN mensajero (ARNm) de células de hibridoma y se sintetizé la primera cadena de ADN complementario
(ADNc). Después, el ADNc se us6 para aislar los genes de la cadena H y L del anticuerpo por PCR. Se disefiaron
cebadores PCR (véase observacion) de acuerdo con regiones marco conservadas consenso de los isotipos de
cadena H (gamma) y L (kappa). Los productos de la PCR se clonaron individualmente en el vector TOPO-pCR 2.1 y
se transformaron en células de E. coli. Los clones individuales que contenian los insertos en TOPO-pCR 2.1 se
aislaron y se cultivaron. El ADN plasmidico se purificd y secuencio.

Cebadores gamma:
1) 5 TCT AAA GAA GCC CCT GGG AGC ACA GCT CAT CAC CAT G 3’ (SEC ID N°: 21)
2) 5 GCC CGG GGA GCG GGG GCT TGC CGG CCG TCG CAC TCA 3’ (SEC ID N°: 22)
3) 5 ACC ATG AGT GAG AAA AAC TGG ATT TGT GTG GCA 3’ (SEC ID N°: 23)
4) 5 GGA GCC GGT GAC CAG GGT TCC CTG GCC CCA 3’ (SEC ID N°: 24)
5) 5’ CTC ACC ATG GAG TTT GGG CTG AGC TGG GTT 3’ (SEC ID N°: 25)
6) 5 GGA GGC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT TCC CTG GCC 3’ (SEC ID N°: 26)
Cebadores kappa:
7)5 GGC TCG AGA TGG ACA TGR RRD YCC HVG YKC ASC TT 3’ (SEC ID N°: 27)
8) 5 CCC GTC GAC CAT CAG ATG GCG GGA AGA T 3’ (SEC ID N°: 28)
Observacion: para aislar tantas variedades como sea posible usando un solo cebador, se usaron bases mixtas para
determinados cebadores consenso: R=A+G,D=A+T+G,Y=C+T,H=A+C+T,V=A+C+G,K=T+G,S
=C+G,W=A+T.
Cada reaccion PCR comprendia los siguientes componentes en un volumen de reaccién de 50 pl.
5 pl de tampdn PCR 10x
5 pl de los dANTP 2 mM
2 ul de MgCl; 50 mM
Cebador 5’ 20 pmol
Cebador 3’ 20 pmol
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Taq ADN Polimerasa 2,5 U
Molde de ADN 50 ng

Las condiciones de los ciclos de la PCR fueron: 95 °C durante 1 minuto; 62 °C durante 1 minuto; 72 °C durante 1,5
minutos, durante 30 ciclos y una extension final durante 10 minutos a 72 °C. Los productos de la PCR amplificados
se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, se escindieron, se purificaron usando un kit de
extraccion con gel Qiaquick, se clonaron en el vector de clonacion TOPO pCR 2.1 y después el ADN se secuencio
usando el tramo secuenciador 373 de ADN (Griffin G.H. and Griffin M.A.: PCR technology, Current innovations. CRC
Press, Boca. Raton. Florida3431.USA; Cloning vector pCR 2.1, Catalogo n° 205184. Invitrogen, Carlsbad, CA;
Qiagen, Qiaquick gel extraction kit, Catalogo N° 28706. Qiagen Inc., Mississauga, ON; and 373 DNA Stretch. PE
Applied Biosystems, Mississauga ON.).

Las secuencias CDR del VB1-050 se muestran en la Tabla 1.

En las Figuras 1 y 2 se muestran, respectivamente, la regidon variable de cadena ligera y la region variable de
cadena pesada.

Ejemplo 3: Perfilado del anticuerpo midiendo la reactividad de células tumorales y normales

El anticuerpo VB1-050 se ensayd por citometria de flujo con respecto a la reactividad de células tumorales y
normales. Se exploré un solo panel de lineas celulares tumorales que representaba quince tipos diferentes de
canceres epiteliales. En la Tabla 2 se resumen los resultados del VB1-050. Aunque el VB1-050 tuvo un valor de FM
> 2,0 en todas las indicaciones, la reactividad mas fuerte se observé, pero sin limitacion, en lineas celulares de
mama, melanoma y ovario. En comparacion, la reactividad con lineas celulares tisulares normales fue generalmente
menor que la observada con las lineas celulares de cancer. En el caso de las lineas celulares de mama y préstata la
expresion de VB1-050 por término medio fue >9 veces en las lineas celulares cancerosas. Las dos excepciones
fueron las lineas celulares de rifién y pulmén; sin embargo, fueron aun inferiores que las del tipo de células
tumorales correspondientes. Los valores de FM indican la media calculada a partir de la suma del factor de aumento
medio en la fluorescencia media sobre el anticuerpo control de todas las lineas celulares en cada indicacién. Un
valor de cero indica reactividad no medible con respecto al anticuerpo control.

Ejemplo 4: Micromatriz de tejido normal

En primer lugar el VB1-050 se ensayo6 frente a la linea celular tumoral SKBR-3 de flujo positivo para evaluar el
formato tisular apropiado para demostrar la tincion de membrana y definir las condiciones 6ptimas para la tincién. El
VB1-050 demostré fuerte tincion nuclear y/o de membrana nuclear en todos los grupos experimentales. Cabe
destacar que, los portaobjetos cytospin mostraron tinciéon con puntos en la membrana celular, aproximadamente en
el 30 % de las células intactas. En secciones congeladas de membrana celular similar se detecté tincion (10 % de
células) ademas de tincion nuclear/membrana nuclear (60 % de células) asi como tincién en el citoplasma (10 % de
células). En sedimentos celulares fijos, este anticuerpo tifié el ndcleo y la membrana nuclear (70 % de células), y el
citoplasma (10 % de células), pero muy pocas veces tiid la membrana celular (3-5 % de células). Dado que la
fijacion no afectd al antigeno (segun se pone de manifiesto por la tincion de células fijadas sobre los portaobjetos
cytospin) la aparente pérdida de la tinciéon de la membrana celular en el sedimento celular fijo puede deberse a que
las células tienen un area superficial de membrana menor en comparacion con el de las células congeladas. El area
de membrana mas grande visible en células congeladas es una consecuencia de la contraccion del citoplasma, asi
como, por naturaleza, de una seccién mas fina usando células congeladas. Como alternativa, el procesamiento
después de la fijacién (inclusién, etc.) puede haber alterado el antigeno de superficie.

Una vez identificadas las condiciones de tincion optimas, el anticuerpo se ensayd en comparacion con un control
isotipo (4B5) en una matriz de baja densidad (BD) de tejido normal critico fijado en formalina para reactividad tisular
normal. En la Tabla 3 se resumen estos resultados del VB1-050. No se observo tincidon de membrana significativa de
ninguno de los tejidos criticos normales. Se detectd intensa tincién del nucleo y/o de la membrana nuclear en
muchos de los tejidos. De manera similar, de acuerdo con la tincion de membrana celular, no se observd con
ninguno de los tejidos normales no criticos, excepto en testiculos, que mostré tincion de membrana del 30 % para
1/5 ensayado (Tabla 4).

Ejemplo 5: Micromatriz de tejido tumoral

A diferencia de la exploracion de tejido normal critico y no critico, la reactividad de la membrana celular se observé
en algunos pero no en todos los tejidos tumorales. VB1-050 se detecté mas frecuentemente en canceres de colon,
prostata, estdbmago, ovario e higado. La tincibn mas intensa (2+) se detectd6 mas homogéneamente en los
carcinomas gastricos. Generalmente, el porcentaje de células con tincion de membrana varié con la indicacion y las
muestras tisulares dentro de cada indicacion, sin embargo, los carcinomas de colon no mostraron el porcentaje mas
elevado de células que se tefiian. Véase la Tabla 5. En muestras de ensayo tisulares de canceres de pulmon, recto,
piel y uterino no se detecto tincién.
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Ejemplo 6: Evaluacion de la uniéon e internalizacion del VB1-050 por citometria de flujo y microscopia
confocal

El anticuerpo VB1-050 y dos anticuerpos de control (5EQ y MA-103) que demuestran fuerte reactividad contra la
linea celular tumoral A-375 se usaron para evaluar la internalizacion del VB1-050. En la Tabla 6 se muestra un
experimento representativo. Los resultados de unién del VB1-050 a diferentes temperaturas no fueron diferentes de
los del anticuerpo de internalizacion 5E9. Después de 60 minutos a 37 °C, el VB1-050 unido a la membrana
desaparecio de la superficie celular, con una reduccion del 61,8 % en la fluorescencia media. Aumentando el tiempo
de incubacién a 37 °C se asoci6é con una disminucion adicional en la fluorescencia media, pero a una velocidad mas
reducida. A los 120 minutos, la fluorescencia media habia disminuido al 69,6 %. En la Figura 3 se ilustran los
histogramas de flujo que demuestran la union a la superficie celular.

Para confirmar si el VB1-050 unido a la superficie celular se internalizaba en células A-375 o se desprendia de la
membrana plasmatica, células tratadas con anticuerpo se evaluaron adicionalmente por visualizacién directa de
distribucién de fluorescencia y tincién intracelular usando microscopia confocal de exploracion con laser. De manera
similar a MA-103 y 5E9, la incubacion de VB1-050 con células A-375 a 4 °C durante 60 minutos demostré una
distribucién superficial circunferencial del marcador de fluorescencia (Figura 4A). El calentamiento a 37 °C del
anticuerpo VB1-050 unido a las células puso de manifiesto una fuerte tinciéon intracelular por el anticuerpo
internalizado a los 60 minutos, como se muestra en la Figura 4B.

Ejemplo 7: Estado de la afinidad de uniéon

El factor mas importante que influye sobre la formacién de complejos anticuerpo-antigeno es la afinidad del
anticuerpo por su antigeno. Esta afinidad de unién es una propiedad constante de estos reactivos y se expresa
como una constante de equilibrio (K) que se mide como una proporcidn de asociacion/disociacion o KA/KD. Para un
anticuerpo determinado, la diferencia en afinidades observada se refiere mas a la disociacion (KD) en lugar de a la
asociacion (KA), por tanto KD se seleccioné como una medida de afinidad de VB1-050.

Se us6 una estrategia de citometria de flujo para determinar la afinidad del anticuerpo [Benedict, CA y col. (1997)
“'Determination of the binding affinity of an anti-CD34 single-chain antibody using a novel, flow cytometry based
assay”’, J. Immunol. Methods 2001, 223-31]. Resumiendo, se incubaron células A-375 con una serie de
concentraciones de VB1-050 durante una cantidad de tiempo suficiente para conseguir el equilibrio. Después, las
células se lavaron y se trataron con anticuerpo secundario anti-lgG humana conjugado con biotina. Las células
tumorales se analizaron después mediante citometria de flujo para detectar el anticuerpo unido a las células. La
inversa de la fluorescencia media determinada se representd graficamente en funciéon de la inversa de la
concentracion de anticuerpo para determinar la KD por el procedimiento de Lineweaver-Burk [Lineweaver, H. y
col. (1934) “The determination of enzyme dissociation constants” J. Am. Chem. Soc. 56, 658].

Se determiné que el valor de la KD de la interaccién entre VB1-050 y A-375 era de 4,90 X 10 M.

Ejemplo 8: Modificacion por ingenieria genética y ensayo de una inmunotoxina de-Bouganina
1) Modificacion genética de VB6-050

El inserto PelB-Vy-Pvull, obtenido de la digestion del plasmido PelB-Vygss-Cr-F-de-bouganina/pSV73 con EcoRI
y Pvull, se ligd en el vector PelB(-S)-Vhoso-Ch-F-de-bouganina/psV73 previamente digerido con las mismas enzimas
(previamente modificado por ingenieria genética para la expresién por inclusidon que contenia la secuencia lider PelB
sin la secuencia peptidica de sefial, PelB(-S)). Se transformaron células competentes 10F con la reaccion de
ligamiento y se seleccionaron en placas con ampicilina. La exploracion de colonias mapeando sitios de restriccion
determino qué clones contenian el inserto PelB-Vos0Ch-F-de-bouganina.

El fragmento PelB(-S)-Vi050-CL se digirid con EcoRV y Xhol y se ligd en el vector Spel-de-bouganin-PelB-V g45c-Cyi/
pSV73 previamente digerido con las mismas enzimas. Después, células competentes 10F se transformaron con la
reaccion de ligamiento y se sembraron en placas de agar-LB complementadas con ampicilina. La exploracion de
colonias mapeando sitios de restriccion determind qué clones contenian el inserto Spel-de-bouganin-PelB-V/gso-
C.. Después, el inserto Spel-de-bouganin-PelB-V g50-CL se clond en el plasmido pING3302 usando las enzimas
de restriccion EcoRI y Xhol. El fragmento PelB-Vhoso-Ch-F-de-bouganina se digirié con EcoRI y Spel y se ligd con el
vector Spel-de-bouganin-PelB-V|¢50-C /3302 previamente digerido con las mismas enzimas creando el inserto VB6-
050. El plasmido que contenia el inserto VB6-050 se aislé después y se uso para transformar células E104.

2) Estudios de expresion a pequena escala

Las células E104 transformadas que contenian VB6-050 se propagaron en 30 ml de medio TB (indculo al 1 %) en un
matraz agitador de 250 ml a 37 °C y se agité a 225 rpm durante aproximadamente 5 horas hasta que la densidad
optica (D.O. 600 nm) alcanzé un valor de 2. En este momento, el cultivo se indujo con una concentracion final de L-
(+) arabinosa al 0,1 % y se incubd a 25 °C durante 16 horas. Posteriormente, el sobrenadante se recogié por
centrifugacién a 14.000 rpm durante 5 minutos y se analiz6 mediante transferencia de Western usando un
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anticuerpo humano anti cadena ligera kappa o anti-lambda en condiciones no reductoras para confirmar la presencia
y el tamafio de la inmunotoxina.

3) Generacion de un banco de células maestro

Para generar el BCM, se us6 una sola colonia de una placa de LB-agar que contenia 25 pug/ml de tetraciclina para
inocular 5 ml de 2xYT mas 25 pg/ml de tetraciclina y se incubé a 37 °C con agitacion constante. Cuando la
DOggo alcanzé - 2, se inocularon 50 ml de medio YT 2X que contenia 25 ug/ml de tetraciclina en un matraz agitador
de 250 ml con 1,25 ml del cultivo de semillas y se incubé a 37 °C. Cuando la DOegqo alcanzé un valor de 1 a 1,5, se
mezclaron 25 ml de glicerol al 30 % en el cultivo. Se dispusieron partes alicuotas de 1,5 ml en criotubos y se
conservaron a -80°C. Se ensayaron tres viales independientes para la expresion como se ha descrito anteriormente.

4) Fermentacion y purificacion

La fermentacion semidiscontinua de VB6-050 se realizé en un fermentador CHEMAP de 15| usando medio TB. A
una DOeggo de 20 (semilogaritmo), el cultivo se indujo con una mezcla de nutriente (glicerol al 50 %) e inductor (L-
arabinosa 200 g). Treinta horas después de la induccion, el cultivo se recogid y se centrifugdé a 8000 rpm durante 30
minutos, después se purificd usando columnas de CM-sepharose y quelante-sepharose seguido de una columna de
exclusion por tamafio. Resumiendo, el sobrenadante se concentré y se diafiltré frene a fosfato sédico 20 mM un pH
de 6,9 + 0,1. El sobrenadante concentrado diafiltrado se aplicé después sobre una columna de CM-sepharose
equilibrada con fosfato de sodio 20 mM, NaCl 25 mM a un pH de 6,9 + 0,1. La columna se lavé con fosfato sédico 20
mM, NaCl 25 mM, a un pH de 6,9 + 0,1. La proteina de fusién VB6 Fab-de-bouganina unida se eluyé posteriormente
con fosfato sédico 20 mM, NaCl 150 mM a un pH de 7,5 £ 0,1. El eluato de CM-sepharose se ajustd a una
concentracion final de triton-X100 al 0,25 % y se aplicé a una columna de sepharose-quelante cargada. La columna
de sepharose-quelante se lavé después con 3 tampones de lavado diferentes comenzando con fosfato sodico 20
mM, NaCl 150 mM, triton-X100 al 0,25 % a un pH de 7,5 + 0,1, seguido de fosfato sédico 20 mM, NaCl 150 mM a un
pH de 7,5 + 0,1 y seguido de fosfato sédico 20 mM, NaCl 150 mM, imidazol 10 mM a un pH de 7,5 + 0,1. La proteina
de fusion VB6 Fab-de-bouganina unida se eluyd con fosfato sédico 20 mM, NaCl 150 mM, imidazol 250 mM a un pH
de 7,5 £ 0,1 y se reunio en fracciones de 2 ml. Se determind la absorbancia a Az nm de cada fraccion y las
fracciones con material se agruparon y se aplicaron sobre una columna de exclusién de tamafio S200 para obtener
una pureza de ~ 80 %. Las muestras en cada etapa del proceso se analizaron mediante transferencia de Western
usando el anticuerpo anti-kappa. La pureza después de la columna de exclusion de tamafio se confirmé por tincion
con azul coloidal.

5) Actividad biolégica de VB6-050

Se cultivaron las lineas celulares de A-375 melanoma humano, Daudi de linfocitos T humanos, SK-OV-3 de ovario
humano, Panc-1 pancreatica humana, SKBR-3 y MB-435S de mama humano y Colo-320 de colon humano en sus
respectivos medios segun protocolos de la ATCC. Las células se recogieron a una confluencia del 30 al 40 % con
una viabilidad mayor del 90 %.

a) Actividad de union

Para demostrar que el VB6-050 conservaba especificidad de unién se usé citometria de flujo usando la linea celular
positiva a antigenos SKBR-3, A-375 y SK-OV-3 y una linea celular negativa a antigenos Panc-1, Colo-320 y Daudi,
respectivamente. La unién se detecté usando un anticuerpo anti-de-bouganina. Resumiendo, las construcciones a
ensayar se incubaron con 0,45x10° células tumorales durante 1,5 horas en hielo. Después del lavado, la reactividad
unida a la superficie celular se detecté con anti-de-bouganina de conejo (1/100) durante una hora en hielo. Las
células se lavaron y se incubaron con anti-lgG de conejo conjugado con FITC durante 30 minutos en
hielo. Posteriormente, las células se lavaron, se resuspendieron en PBS con FCS al 5 % que contenia yoduro de
propidio para evaluar la uniéon de Fab por citometria de flujo.

b) Ensayo de competencia

Se generd una curva de saturacion incubando células positivas a antigeno con una concentraciéon en aumento de
VB6-050 que variaba de 10 a 750 ng/ml. La Fab-de-bouganina unida se detectd por citometria de flujo como se ha
descrito anteriormente. La concentracion de Fab-de-bouganina correspondiente al punto de saturaciéon se incubd
después con células positivas a antigeno en presencia de concentraciones en aumento de anticuerpo IgG parental.
La reduccién de la unién de Fab-de-bouganina unida se midié por citometria de flujo. Como control negativo se us6
IgG 4B5.

c) Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad de VB6-050 se midié6 mediante un ensayo con MTS. Brevemente, células positivas a antigeno y
negativas a antigeno se sembraron a 1000 células por pocillo y se incubaron a 37 °C durante 3
horas. Posteriormente, se afiadieron diversas concentraciones de VB6-050 y de de-bouganina a las células y
después de 5 dias, se determind la viabilidad celular.
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Resultados
1) Modificacion genética y expresion a pequeiia escala de VB6-050 en el vector de expresion pING3302

Como un primer intento para producir la proteina Fab-de-bouganina, el vector se modificé por ingenieria genética
como dos construcciones individuales, la parte Fd fusionada a la de-bouganina y la cadena ligera. La expresion de
cada cadena se dirigié al interior de cuerpos de inclusion por delecion de la sefal peptidica en la secuencia lider
PelB, PelB (-S). Sin embargo, la ausencia de expresion de la proteina Fd-de-bouganina en los cuerpos de inclusion
y el éxito de la expresion de VB6-845 soluble racionalizé la re-modificacion genética de la construccion Fab-de-
bouganina VB6-050 soluble. Para minimizar el tiempo de remodificacion genética y basandose en la viabilidad, se
usaron enzimas de restriccion para unir los fragmentos Fd-F-de-bouganina y V| -C. de la secuencia lider PelB con
una sefial peptidica.

El andlisis de Fd y de la cadena ligera de 050 mostré que los sitios de restriccion EcoRI y Pvull y EcoRV y Xhol
localizados en la cadena pesada y ligera, respectivamente, permitieron la re-modificacion genética de VB6-050 sin
reaccion PCR usando las construcciones intermedias de VB6-845. Para esta finalidad, se obtuvo el inserto PelB con
el péptido lider de PelB-Vyg45-Ch-F-de-bouganina usando los sitios de restriccion EcoRl y Pvull y se ligé en el PelB(-
S)-Vhoso- Ch-F-de-bouganina previamente digerido con las mismas enzimas (Figura 5A). De manera similar, el
plasmido PelB (-S)-Vi050-CL/pSV73 se digirié con EcoRV y Xhol y el inserto se clond en el vector Spel-de-bouganin-
PelB-Vig45-Ci. previamente digerido con EcoRV y Xhol. El inserto, PelB-V g50-C, se insertd posteriormente en el
plasmido 3302 usando los sitios de restriccion EcoRl y Xhol (Figura 5B). El fragmento PelB-V}gs50-Ch-F-de-bouganina
se ligd después mediante las enzimas de restriccion EcoRI-Spel generando el inserto VB6-050 en el plasmido de
ADN 3302 que se transformo en las células E104 (Figuras 5C y 5D).

El analisis de transferencia de Western en condiciones no reductoras de VB6-050 mostré que las proteinas de
longitud completa se detectaban con el anticuerpo anti-cadena ligera kappa (Figura 6). Ademas, el nivel de
expresion de VB6-050 es similar al del VB6-845 usado como referencia. La transferencia de Western del
sobrenadante de cultivo E104 no inducido revelé que no habia bandas correspondientes lo que sugeria que estas
proteinas se detectan especificamente con el anticuerpo correspondiente (Figura 6, carril 4). Ademas, con cada clon
también, se obtuvo un perfil similar de productos degradados observados en VB6-845.

2) Purificacion de VB6-050

VB6-050 se purificé en un fermentador de 15 litros. Se analizaron partes alicuotas de cada una de las etapas del
proceso de purificacion con transferencia de Western para evaluar la tasa de recuperacion de cada columna (Figura
7A). La inmunotransferencia se incubé con un anticuerpo anti-cadena ligera kappa humano. No se observaron
productos detectables en el infiltrado de la etapa de concentracion y de filtracion (Figura 7A, carril 2 y 4,
respectivamente). El material difiltrado, diluido a 1/10, se cargd en la columna de CM-sepharose (Figura 7A, carril
5). El analisis de transferencia de Western mostré que el eluato CM (Figura 7A, carril 8) contenia los fragmentos
VB6-050 de longitud completa y posibles VB6-050 degradados. El flujo a través de la columna de niquel, carril 9,
muestra la mayor parte de los productos VB6-050 y otros unidos a la columna. El eluato Ni?*, carril 13, se aplico
después sobre una SEC 200 de exclusion por tamafio, que permite la separacion de VB6-050 intacta de los
fragmentos degradados (Figura 7A, carril 14 y Figura 7B, carril 2).

3) Deteccion de proteinas de union VB6-050 por citometria de flujo

Para VB6-050, se seleccionaron lineas celulares positivas a antigeno y negativas a antigeno basandose en los datos
de perfilado de cada anticuerpo. La Fab-de-bouganina unida se detecto por citometria de flujo usando un anticuerpo
anti-bouganina. Como se esperaba, no se detecté unién por citometria de flujo después de incubacion con la célula
negativa a antigeno. Por otro lado, la Fab-de-bouganina unida se detectd con las lineas celulares positivas a
antigeno. Ademas, la linea celular positiva a antigeno se incub6 con diversas concentraciones de la proteina Fab-
de-bouganina, que variaban de 0 a 500 pug/ml y se determiné la actividad de unién por citometria de flujo. Se generé
una curva de titulacion (Figura 8). La inversa de la fluorescencia media determinada se representd graficamente en
funcién de la inversa de concentracién de anticuerpo para determinar la Kp mediante el procedimiento de
Lineweaver-Burk. Se generé una linea recta y la Kp se calculd a partir de la pendiente de la curva. Se determind la
constante de disociacion Kp mediante la siguiente ecuacion: 1/F = 1/fmax + (KD/Fmax) (1/VB6), en la que F =
fluorescencia media menos el fondo y la Fmax se calculé a partir de la representacion grafica (Tabla 7). El punto de
saturacion de la Fab-de-bouganina se determind a partir de la curva de saturacién y se usé para el ensayo de
competencia con el anticuerpo parental. El punto de saturacion de VB6-050, 250 pg/ml, se incubd con células
positivas a antigeno en presencia de cantidades en aumento de su correspondiente IgG parental que variaba de 0 a
1000 pg/ml. La VB6-050 unida se detecté por citometria de flujo usando anticuerpo anti-bouganina. Como se
esperaba, la 1gG parental compiti6 por la unién de las proteinas Fab-de-bouganina. Se determind que la
concentracién de IgG necesaria para inhibir el 50 % de la Fab-de-bouganina unida era de 180 ug/ml (Tabla 7).

4) Citotoxicidad de proteinas VB6-050

Se incubaron las lineas celulares negativas y positivas a antigeno con diferentes concentraciones de VB6-050 a
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partir de 1 nM a 1 uM. Después de 5 dias de incubacion, el valor Clso calculado de VB6-050 fue de 400 nM (Figura
9) (Tabla 7). En cambio, no pudo determinarse la Clso con las lineas celulares negativas a antigeno.

Conclusion

La IgG VB1-050 seleccionada de la plataforma Hybridomics € Immunomine™ se modificé genéticamente como una
proteina de fusion Fab-de-bouganina soluble que contiene la de-bouganina unida genéticamente al dominio Vu-
Cn mediante el engarce escindible de furina. Los datos confirman que el formato Fab-de-bouganina derivado de I1gG
es adecuado para la expresion soluble lo que permite facilitar el proceso aguas abajo. Una vez depurados, los datos
de citometria de flujo mostraron que los datos de perfilado del formato VB6 coincidian con los la IgG parental lo que
sugeria que se conservaba la especificidad y la selectividad. Ademas, la IgG compitié con las proteinas de fusion
VB6 lo que demostraba que ambos fragmentos se unian al mismo antigeno. La afinidad calculada del formato VB6
estaba en el intervalo micromolar que conducia a un valor Clsg = de 280 nM.

Ejemplo 9: Identificaciéon de antigenos
Caracterizacion preliminar del Ag VB1-050

VB1-050 mostré6 un aumento del 58,62 % (valor de P 0,008) en la unién después de la desglucosilacion. Este
aumento en la unién del antigeno observado después de la desglucosilacién, sugiere que el resto de glucano puede
enmascarar parcialmente los sitios antigénicos en la superficie celular y que la desglucosilaciéon puede ser una etapa
esencial en la identificacion del antigeno.

Inmunoprecipitaciéon

Las mismas cantidades de preparaciones de membranas de cada una de las cuatro lineas positivas, MCF-7, MDA-
MB-435S, A-375, HepG2 y de las tres lineas celulares negativas, Panc-1, Daudi y C-33A se desglucosilaron con N-
glucanasa y se sometieron a nutacion con 40 pg de VB1-050 y 485-IgG cada una en presencia de inhibidores de
proteasa con condiciones que simulaban las condiciones in vivo. Los complejos inmunitarios se centrifugaron, se
lavaron con tampon de lisis RIP-A y se eluyeron con glicina 0,2 M a un pH de 2,5.

Analisis basado en gel y transferencia de Western

Los inmunoprecipitados de todas las lineas celulares mencionadas anteriormente se sometieron a condiciones
reductoras y no reductoras de preparaciones de muestras y posteriormente se analizaron mediante SDS-PAGE y
transferencia de Western. Las transferencias resultantes se exploraron con 4B5-IgG y VB1-050 simultaneamente y
el anticuerpo secundario correspondiente se conjugé con HRP, para visualizar las proteinas inmunoprecipitadas por
quimioluminiscencia. En todas las lineas celulares se detecté una banda sencilla a ~ 50 kDa procedente de los
inmunoprecipitados de VB1-050 en 1D-PAGE y en 2D-PAGE no se produjo ningun resultado. No se detectaron
bandas con 4B5-1gG. Dado que la estrategia convencional no mostré ningun antigeno diferencialmente expresado,
se explord un procedimiento alternativo para la identificacién de antigenos.

ID antigeno HTP usando PF-2D ProteomeLab™ en tandem con nano-ESI-MS/MS
Fraccionamiento PF2D de HepG2, MCF-7, Panc-1 y C-33A

Los inmunoprecipitados de VB1-050 previamente fraccionados de preparaciones de membrana se limpiaron de
cualquier material particulado por centrifugacion a alta velocidad. El sobrenadante limpio se equilibré con tampén
Start y se fraccion6 en la columna de cromatoenfoque en la primera dimension. Las fracciones pico que eluyeron a
un pH = 7,4-7,6 se equilibraron con disolvente A (TFA 0,1 %) en la proporcion de 1:4, y se fraccionaron en la
columna HPRP con un gradiente de acetonitrilo al 0-100 % que contenia trazas de TFA.

Después del fraccionamiento sobre la columna de cromatoenfoque (CF), HepG2 y MCF-7 mostraron solo un pico
amplio que eluia a un pH de 7,4-7,6 como dos fracciones (que constituian el N° B6 y B7) a los 68 y 65 minutos
respectivamente. Como se observa en las Figuras 10A y B, las membranas de HepG2 y MCF-7 que eluyeron de la
columna HPRP mostraron diferentes perfiles de separacion, totalmente dependientes de la presencia de los
antigenos reactivos a VB1-050. Se observd que dos picos se regulaban diferencialmente en las lineas celulares
positivas, que parecia que eran insignificativos o totalmente ausentes en las lineas celulares negativas, las
membranas de Panc-1 y C-33A (Figura 10A y B). En el minucioso analisis de los picos de proteina presentes en las
lineas celulares positivas (MCF-7 y HepG2), se observd que los picos eluian de la columna RP-HPLC con tiempos
de retencion de 15 y 18 minutos, respectivamente. Estos picos no se observaron en las lineas celulares negativas a
antigeno (Panc-1 y C-33A). En cambio, se observé un solo pico que eluia ligeramente tan pronto como a los 12
minutos en las lineas celulares negativas.

Anadlisis de fraccionamiento usando programacion informatizada ProteoVue™/DeltaVue™
Los perfiles cromatograficos obtenidos para la columna HPRP se importaron a archivos ProteoVue™ para

formatearse en un formato aceptable para el analisis final en DeltaVue™. Para el fraccionamiento del antigeno los
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analisis se combinaron a partir de las lineas celulares tanto positivas (HepG2 y MCF-7) como negativas (Panc-1y C-
33A) y se formated usando el programa informatico ProteoVue® para generar un mapa de proteinas de membrana
exhaustivo de cada una de las lineas celulares. Después de esto se generé un perfilado comparativo de proteinas
diferencialmente reguladas en el programa informatico DeltaVue™. Los perfiles cromatograficos del fraccionamiento
de ambas lineas celulares se transformaron desde picos a areas realizando patrones de banda de expresion
diferencial mas facilmente visibles. Los picos/bandas particulares, diferencialmente expresados en las lineas
celulares positivas, pudieron enfocarse para una mejor resolucién y andlisis. EIl solapamiento de las
representaciones positivas y negativas obtenido en cada experimento demostré6 que la sobre-expresion de las
proteinas solo se observaba en las lineas celulares positivas (HepG2 y MCF-7) y que estas fracciones se usaban
con fines de extraccion de péptidos.

Extraccion peptidica de fracciones pico

Se realizaron digestiones tripticas con tripsina de calidad secuenciadora en un proceso de extraccion peptidico de
20 horas dando como resultado finalmente la extraccion de péptidos que se analizaron en un QSTAR Pulsar-I (ESI-
gTOF-MS/MS), equipado con una nanofuente con un caudal de trabajo de 20-50 nUmin. Los péptidos se ionizaron y
se detectaron como moléculas cargadas el doble, el triple o el cuadruple, que después se refinaron con respecto a
sus masas respectivas. La secuenciacion de novo de las proteinas identificadas también se realizé siempre que
fuese posible. Los péptidos se extrajeron de ambas lineas celulares positivas y negativas para garantizar que se
trataba del antigeno correcto. Las masas peptidicas extraidas de los espectros de masas se usaron directamente
para identificar el antigeno de acuerdo con las puntuaciones de MOWSE obtenidas en las bases de datos de las
proteinas que eran accesibles a través del buscador MASCOT.

Los péptidos se extrajeron tras digestion triptica de las fracciones pico eluyendo a 15-18 minutos, a partir de las
cuatro muestras (MCF-7, HepG2, Panc-1 y C-33A) y se sometieron a analisis MS. Ademas de las fracciones que
eluian a los 15, 18 minutos, también se procesaron simultdneamente las fracciones que eluian al minuto 12 de las
lineas celulares positivas y negativas. Las Figuras 11-14 muestran los resultados de las exploraciones TOF-MS de
los péptidos obtenidos a partir de las lineas celulares. Como se observa en la Figura 15, se identificé una sola
proteina correspondiente al transportador de glucosa 8 de ambas lineas celulares positivas que no pudo detectarse
en las lineas celulares negativas. La diferencia en cuanto a la elucion entre los dos picos (15 minutos frente a 18)
pudo atribuirse a cambios en la glucosilacidn u a otras modificaciones post-traduccionales.

Anadlisis espectral de masas
Se realiz6 un analisis peptidico de dos maneras:

» Todos los péptidos recuperados y reconstruidos con sus masas correctas se usaron directamente en una etapa de
identificacion genética de masa peptidica para obtener una ID para la proteina.

* Los péptidos que eran abundantes y bien ionizados se seleccionaron para fragmentacion idonica MS/MS adicional,
en la que se usaron los iones 'y' y 'b' para deducir su estructura primaria. Estas secuencias se investigaron después
con respecto a sus homologias en la base de datos de proteinas para la ID de proteina.

Los péptidos se ionizan y se detectan como moléculas cargadas el doble, triple o cuadruple, en un sistema LC-
MS/MS en lugar de detectarse como individualmente cargados en una ionizacién asistida por matriz tal como en
MALDI. Las masas respectivas de los péptidos diferencialmente cargados se refinaron después de esto, en la etapa
de reconstruccion de masa. Después, estas masas peptidicas se analizaron directamente por un buscador mascot
basado en ciencia matricial para la ID de antigeno. Las masas peptidicas extraidas de los espectros de masas se
usaron directamente para identificar el antigeno de acuerdo con las puntuaciones de MOWSE obtenidas en la bases
de datos de proteinas accesibles a través de buscadores tales como MASCOT, SEQUEST y Prospector. Dado que
la adquisicion de QSTAR-pulsar-1 incluye la adquisicidon de licencia del servidor Pepsea para adiciones de bases de
datos de proteinas mas recientes, y que es compatible con MASCOT, este buscador se seleccioné para todas las
busquedas de proteina.

La lista de los péptidos recuperados y sus posiciones en el mapa con respecto a la secuencia del Transportador de
Glucosa 8 se proporciona en las Figuras 15, 16 y en la Tabla 8. Todos los péptidos representados se obtuvieron por
secuenciacion de novo. La Figura 17 identifica al Transportador de Glucosa 8 como el antigeno.

La fragmentacion MS/MS de cuatro de los péptidos (1401,54-466,600000,3+; 1070.785448-536,400000, 2+;
1.998.272862-667.098230, 3 +; 1176,185448-589,100000, 2 +) dio lugar a los iones fragmentados mostrados en las
Figuras 18-21 que mapean con respecto a los péptidos del Transportador de Glucosa 8. Dado que estos 2 péptidos
se detectaron en TOF-MS, estos péptidos se usaron para la fragmentacion iénica MS/MS ademas de los péptidos
derivados de la identificacion genética de masa. Para esta finalidad se us6 un cabezal nanopulverizador especifico
en una nanofuente. La energia de colisién fue de 48 V, el gas cortina y el gas CAD se conservaron a 25 y 6,
respectivamente, y la muestra se permiti6 que realizase un ciclo de 1.667 minutos (100 ciclos) para obtener
fragmentacion idénica de masa estable. Los péptidos derivados de los espectros coincidieron claramente con la
secuencia del transportador de glucosa 8, por lo tanto se desplegaron como aciertos principales. Los datos de
fragmentacion de iones confirmaron adicionalmente la identidad del Transportador de Glucosa 8 como el antigeno
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afin para VB1-050.

La identificaciéon genética de la masa peptidica y fragmentacion MS/MS de las fracciones positivas a antigeno
revelaron la identidad del transportador de glucosa 8/producto génico/GLUTX1/SLC 2A8 como el antigeno de union
afin para VB1-050. El transportador de glucosa 8 es una proteina transmembrana de tipo 1l de ~ 50 kDa, con el
extremo N dentro de la célula. Se obtuvo un ambito de secuencia del 34 % a partir de los péptidos que se
recuperaron por via interna. Las lineas celulares, seleccionadas positivas por flujo mostraron la presencia del
antigeno después de la inmunoprecipitacion. El analisis MS/MS de dos péptidos, 1070.785, que aparecié como una
molécula doblemente cargada (536.40000, 2+); 1401.54, que aparecid como una molécula triplemente cargada
(466.60000, 3+), identificd dos secuencias peptidicas, SL4SVVVGVIQ (292-303) y KTLEQITAHFEGR (466-477),
respectivamente, claramente coincidentes con la secuencia de proteina que correspondia al Transportador de
Glucosa 8.

La secuenciacion MS/MS de dos péptidos adicionales recuperados de MCF-7, 1176.3547 y 1997.9992, maped
secuencias con una homologia del 68,2 % con los péptidos correspondientes de GLUT8 con cambios en los
aminoacidos en siete posiciones, es decir, 7, 10, 12-15, 18. Los cambios incorporados se corresponden con los
cambios posicionales en 12, 13 de LL a AA como indican Shin y col. (2004, J. Neuro Res. 75: 835), que se encargan
de la orientacion de GLUTS8 desde el citosol a las membranas plasmaticas.

Aunque la presente invencion se han descrito con referencia a lo que actualmente se considera que son los
ejemplos preferidos, debe entenderse que la invencion no se limita a los ejemplos desvelados.

Tabla 1: Secuencias CDR

Secuencias CDR

VB1-050

Cadena L Cadena H

CDR1 |[RASQDISNYLA| SEC ID N°: 1 NYAMS SEC ID N°: 4

CDR2 AASSLHS | SEC ID N°: 2 |AITPSGGSTNYADSVKG| SEC ID N°: 5

CDR3 | LGYSTYPIT | SECID N°: 3 VPYRSTWYPLY SEC ID N°: 6

Tabla 2: Comparacion de la reactividad de la superficie de células tumorales y normales con VB1-050

Indicacién clinica Lineas de células tumorales representativas N'| FM? Rango relativo
Mama MCF-7°, MDA-MB-231°, MDA-MB-435S° 3| 299 1
Melanoma A-375, SK-MEL-5*"° , SK-MEL-28" 3| 227 2
Ovario SK-OV-3 %, OVCAR-3 2 | 21,7 3
Préstata DU-145%"°PC-3*"°LNCaP ** ¢ 3] 196 4
Rifion Caki-1? , A498% , ACHN? 3| 184 5
Recto SW837, NCI-H630 2 | 152 6
Pulmon A-549, HCI-H460, NCI-H69 3| 148 7
Higado SK-HEP-1, Hep-G2 2 | 14,6 8
Colon HT-29 2, SW480, WiDr 3| 133 9
Cuello uterino HelLa, C-41, C33A 31 11,8 10
Cabeza y cuello SCC-15, SCC-25 2| 114 1
Vejiga Urinaria UM-UC-3, T24 2 9,8 12
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Indicacién clinica Lineas de células tumorales representativas N'| FM? Rango relativo
Estomago AGS, NCI-N-87, KATO IlI 3| 96 13
Pancreas PANC-1, BxPC-3, MIA PaCa-2 3 7,6 14

Endometrio RL-95-2, HEC-1-A 2170 15
Tipo celular normal Linea Celular tumor normal
Rifén HRE 11125 1,5
Pulmon NHLF 1 8,7 1,7
Endotelial HUVEC 1 5,0 N/A
Mama HMEC 1 3.1 9,6
Prostata PrecC 1 2.1 9,3

"N indica el nimero de lineas celulares ensayadas por indicacion. “FM: los valores indican la media calculada de la
suma del factor de aumento medio en la fluorescencia media sobre el anticuerpo control de todas las lineas
celulares en cada indicacién. Un valor de cero indica reactividad no medible con respecto al anticuerpo

control, ® Indica modelos ortotépicos ofrecidos por AntiCancer Inc. ® Indica lineas celulares di

S(Ponibles como

transfectantes con GFP (Green Fluorescent Protein, proteina verde fluorescente). °Her2/neu’, ER". °Her2/neu, ER’,

053", ras™, ®°Her2/neu’, ER’, p53™ ras", 'sensible a androgeno. ®no sensible a andrégeno.

Tabla 3: Matriz de BD de tejido normal critico fijado en formalina para VB1-050

Tejido Tincién de membrana Intervalo de Puntuacion
Cerebro Sin tincién (0/6) 0
Colén® Sin tincién (0/4) 0
Corazén Sin tincién (0/5) 0
Rifion Sin tincién (0/3) 0
Higado Sin tincién (0/5) 0
Pulmon Sin tincion (0/4) 0
Pancreas Sin tincion (0/4) 0
Estémago® Sin tincién (0/4) 0

de tejido normal adyacente.

" La puntuacién se evalué en una escala de 0-3+, siendo 0 = sin tincidn y
con trazas menores de 1+ pero mayores de 0.Los grados 1+ a 3+
representan un aumento de intensidad de tincién, siendo 3+ la mas fuerte,
tincion de pardo oscuro. En general, se exploré una sola muestra de
ensayo de 6 pacientes diferentes. Cuando se exploraron menos de 6
pacientes las puntuaciones indican que se han perdido o que no eran
representativas del tejido a tefiir. Los valores entre paréntesis indican el
porcentaje de células tefiidas en el intervalo puntuado. % Solo se usaron
tejidos normales adyacentes. ® Cuatro de cinco eran muestras de ensayo
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Tabla 4: TMA normal fijado en formalina de BD para VB1-050

Tejido Tincion de membrana | Intervalo de puntuacion
Adrenal Sin tincién (0/5) 0
Aorta Sin tincion (0/5) 0
Arteria Sin tincién (0/5) 0
Vejiga urinaria Sin tincion (0/5) 0
Cerebral Sin tincién (0/5) 0
Mama Sin tincion (0/5) 0
Trompa de Falopio Sin tincién (0/5) 0
LN Sin tincion (0/4) 0
Musculo Sin tincién (0/5) 0
Ovario Ninguno (0/5) 0
Pituitaria Ninguno (0/5) 0
Placenta Sin tincién (0/5) 0
Prostata 0/5 0

Piel 0/1
Médula espinal Sin tincion (0/3) 0
Bazo Sin tincién (0/5) 0
Testiculo 1/5 1+ (30 %)

Timo Sin tincion (0/1) 0
Tiroide Sin tincion (0/5) 0
Uréter 0/2 0
Utero Sin tincién (0/3) 0

*La puntuacion se evalué en una escala de 0-3+, siendo 0 = sin tincion vy
con trazas menores de 1+ pero mayores de 0.Los grados 1+ a 3+
representan un aumento de intensidad de tincion, siendo 3+ la mas fuerte,
tincion de pardo oscuro. En general se exploraron 2 muestras de ensayo de
8 pacientes diferentes. Cuando se exploraron menos de 8 pacientes las
puntuaciones indican que se han perdido o que no eran representativas del
tejido a tefir. Los valores entre paréntesis indican el porcentaje de células
tefidas en el intervalo puntuado
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Tabla 5: TMA tumoral fijado en formalina de BD para VB1-050

Tejido Tincion de membrana Intervalo de puntuacién *
Vejiga 2/8 2 + (50 %)
Mama 1/8 1+ (90 %)
Cuello uterino 1/8 1+ (30 %)
Colon 4/7 1+ (70-90 %)
Rifién 1/8 2 + (40 %)
Higado 3/6 1+ (80 %)
Pulmoén 0/6 N/A
Ovario 3/7 1+ (20 %)
Pancreas 2/8 2 + (30-80 %)
Prostata 417 1+ (20-60 %)
Recto o7 N/A
Piel 0/4 N/A
Estomago 4/8 2+ (30 %)
Utero 0/8 N/A
Cabeza y cuello 2/8 2 + (30-50 %)
La puntuacién se evalud en una escala de 0-3+, siendo 0 = sin tincion y con trazas menores de 1+ pero
mayores de 0. Los grados 1+ a 3+ representan un aumento de intensidad de tincion, siendo 3+ la mas fuerte,
tincion de pardo oscuro. En general se exploraron 2 muestras de ensayo de 8 pacientes diferentes. Cuando se
exploraron menos de 8 pacientes las puntuaciones indican que se han perdido o que no eran representativas
del tejido a tefir.. Los canceres de cabeza y cuello incluyeron carcinomas de garganta, labio, laringe, boca,
amigdala y superficie gingival. Los valores entre paréntesis indican el porcentaje de células tefiidas en el
intervalo puntuado. Las indicaciones del cancer que estan en negrita indican reactividad VB1-050.

Tabla 6: Evaluacion por citometria de flujo de la unién del anticuerpo en funcién del tiempo y temperatura

. 1 |Incubacién (min) a| Fluorescencia Media Factor de % de reduccion
MABID Anticuerpos 37 °C (FM) aumento en FM? en FM®
-4 1041,0 £ 23,0 129,1 -
VB1-050 VB1-050 60 397,5+5,1 49,2 61,8
120 317,5+4,1 39,3 69,6
: - 536,1 + 31,3 112,8 -
. tCO”“I.‘" sin MA-103
Internalizacion 120 535,5 + 16,8 113,0 -
-4 248 + 11 60,0 -
_ Control con 5E9 60 535+15 13,0 783
internalizacién
120 48 +4 11,7 80,5

' Se muestra un experimento representativo. ?La FM aumenta por encima del control negativo, IgG de mieloma de
ratén o IgG humana (485), * Porcentaje de reduccion de FM de la superficie celular de células tumorales, * células (-)
incubadas en hielo durante 120 minutos.
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Tabla 7: Caracterizacién biolégica de VB6-050

Afinidad (M)|Concentracion de saturacion de VB6 (ug/ml)|Concentracion de IgG (ng/ml) *|Clso (nM)

VB6-050 5.10° [250 180 400

ND: no determinado. * Concentracion de IgG que inhibe el 50 % de la unién de VB6.

Tabla 8: Listado de péptidos recuperados

Observador | Inicio | Fin Péptido SEC ID N°:
1998,27 3 22 |PEDPSETEPAAPRPGASAPR 12
1151,241 |6 15 |PSETEPAAPR 13
3140,68 26 |56 |RVFLAAFAAALGPLSFGFALGYSSPAIPSLQRA 14
2916,29 64 |93 |RLDDAAASWFGAVVTLGAAAGGVLGGWLVDRA 15
889,04 216 |223 RQEMAALRF 16
2984,32 224 249 RFLWGSEQGWEDPPIGAEQSFHLALLRQ 17
4263,10 427 463 KEFSSLMEVLRPYGAFWLASAFCIFSVLFTLFCVPEIKG|18
1401,54 466 477 KTLEQITAHFEGR 19
292 (302 [SLASVWGVIQ

5 LISTADO DE SECUENCIAS

<110> VIVENTIA BIOTECH INC. GLOVER, Nicholas R. MACDONALD, Glen ENTWISTLE, Joycelyn CIZEAU,
Jeannick CHAHAL, Francina C.

10 <120> ANTICUERPOS ESPECIFICOS DE CANCER Y PROTEINAS DE SUPERFICIE CELULAR
<130> 10241-64

<140>
15 <141>

<150> US 60/637.448
<151> 21-12-2004

20 <160> 29
<170> Patentln versiéon 3.3

<210>1
25 <211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>1
30
Arg ARla Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Ala
1 5 10

<210>2
<211>7
35 <212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400>2

Ala Ala Ser Ser Leu His Ser
1 5

<210>3

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>3

Leu Gln Tyr Ser Thr Tyr Pro Ile Thr
1 L1

<210>4

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>4

Asn Tyr Ala Met Ser
1 5

<210>5

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>5

Ala Ile Thr Pro Ser Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210>6

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>6

val Pro Tyr Arg Ser Thr Trp Tyr Pro Leu Tyr
1 5 10

<210>7

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

Leu Ala Trp Phe Gln Arg Lys Pro

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu His Ser

50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Ser Thr Tyr Pro Ile

5

20

35
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10

25

40

55

70

Ser Ser Leu Ser Ala

Ala Ser Gln Asp Ile

Gly Lys Ala Pro Lys

45

Lys Val Pro Thr Gln

60

75

20

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

100

<210>8

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>8

gacatccaga
atcacttgte
gggaaagcce
caattcageg
gaagattttg

gggaccaagy

tgacccagte
gggcgagtca
ctaagtccct
geagtggate
caacttatta

tggagatcaa

<210>9

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

tccatcctea
ggacattagt
gatctatget
tgggacagat
ctgcctacag

acga

105

ctgtctgeat
aattatttag
gcatccagtt
ttcactctea

tatagtactt

45

ctgtaggaga
cctggtttca
tgcacagtaa
ccatcagcag

accctatcac

Ser Val Gly

15

Ser Asn Tyr

30

Ser Leu Ile

Phe Ser Gly

80

95

cagagtcacc
gecggaaacca
ggtcccaaca
cctgoagect

cttcggegga

60
120
i80
240
300

324
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Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln

10

Leu Ser

20

Ala Ser FPhe

25

Ser Leu Arg Cys Ala Gly Thr Phe

vVal Ala

10

Ala Met Ser

a5

Tcp Arg Gln Pro Gly Lys Gly Leu

45

Ala Thr Pro

50

Ile Ser Gly

55

Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Ala

60

Phe Thr Ile Ser

70

Lys
65

Gly Arg Arg Ser Gln Asn

75

Asp Asn

Leu Gln Met Ser val

85

Asn Leu Arg Glu Asp

90

Thr Ala val

Gly Arg Val Pro Thr

100

Tyr Arg Ser Trp

105

Tyr Pro Leu Tyr

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

115

Ser
120

<210>10

<211> 360

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>10

Asp

gaggtgcage
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagacteceg
ctgcaaatga

tatagaagca

tgttggagte
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

cttggtacce

tgggggagac
caccttcaygce
ggtctcageog
gttcaccate
agtegaggac

tttatattgg

46

ttggtacage
aactatgcca
attactecta
tccagagaca
acggccgtat

ggccagggaa

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attceccagaa
attactgtgg

ccetggteac

Pro Gly

15

Ser
30

Asn

Glu Trp

Ser

Thr Leu

80

Tyr
95

Cys

Trp Gln

110

Gly

gotgagacte
cogecagget
tacaaattat
tacactgtat
gagagtccca

cgtctectea

Gly

Tyx

val

Val

Tyr

60
120
180
240
300

360



<210>11
<211> 477
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>11

Met

1

Gly

Ala

Pro

Asp
65

Thr

Ala

Ala

Ala

50

Asp

Pro

Ser

Leu

Ile

Ala

Glu

Ala

20

Gly

Pro

Ala
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Asp Pro

Pro Arg

Pro Leu

Ser Leu

Ala Ser
70

Sexr

Gly

Ser

Gln

55

Trp

Glu

Axg

Phe

Arg

Phe

47

Thx

Arg

Gly

Ala

Gly

Glu

10

val

Phe

Ala

Ala

Pro

Phe

Ala

Pro

Val
75

Ala

Leu

Leu

Pro

60

val

Ala

Ala

Gly

Ala

Thr

Pro

Ala

3¢

Pro

Leu

Arg Pro

15

Phe Ala

Ser Ser

Arg Leu

Gly Ala
80
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Ala Ala Gly Gly Val lLeu Gly Gly Trp Leu Val Asp Arg Ala Gly Arg
85 20 95

Lys Leu Ser Leu Leu Leu Cys Ser Val Pro Phe Val Ala Gly Phe Ala
100 105 110

Val Ile Thr Ala Ala Gln Asp Val Trp Met Leu Leu Gly Gly Arg Leu
118 120 125

Leu Thr Gly Leu Ala Cys Gly Val Ala Ser Leu Val Ala Pro Val Tyr
130 135 140

Ile Ser Glu Ile Ala Tyr Pro Ala Val Arg Gly Leu Leu Gly Ser Cys
145 150 158 160

val Gln Leu Met Val Val val Gly Ile Leu Leu Ala Tyr Leu Ala Gly
165 170 175

Trp Val Leu Glu Trp Arg Trp Leu Ala Val Leu Gly Cys Val Pro Pro
180 185 190

Ser Leu Met Leu Leu Leu Met Cys Phe Met Pro Glu Thr Pro Arg Phe
195 200 ’ 205

Leu Leu Thr Gln His Arg Arg Gln Glu Ala Met Ala Ala Leu Arg Phe
210 215 220

Leu Trp Gly Ser Glu Gln Gly Trp Glu Asp Pro Pro Ile Gly Ala Glu
225 230 235 240

Gln Ser Phe His Leu Ala Leu Leu Arg Gln Pro Gly Ile Tyr Lys Pro
245 250 255

Phe Ile Ile Gly Val Ser Leu Met Ala Phe Gln Gln Leu Ser Gly Val
260 265 270

asn Ala Val Met Phe Tyr Ala Glu Thr Ile Phe Glu Glu Ala Lys Phe
275 280 285

Lys Asp Ser Ser Lew Ala Ser val Val Val Gly Val Ile Gln Val Leu
290 295 300

Phe Thr aAla Val Ala Ala Leu Ile Met Asp Arg Ala Gly Arg Arg Leu
0% 310 315 azo

Leu Leu Val Leu Ser Gly Val val Met Val Phe Ser Thr Ser Ala Phe
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Gly

val

Gly

Phe

igs

Phe

Asn

Glu

Ile

Lys
465

<210>12
<211> 20
<212> PRT

Ala

Ala

Leu

370

Ala

Pro

Trp

val

Phe

450

Thr

Tyr

Ile

355

Ala

val

Leu

Leu

Leuw

435

Ser

Leu

<213> Homo sapiens

<400>12

Pro Glu Asp

1

325

Phe Lys
340

Ser Ala

Trp Leu

Gly Trp

His val

405

Met Ala

420

Arg Pro

Val Leu

Glu Gln

Pro Ser
5

Ser Ala Pro Aryg

<210>13
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>13

20
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330

Leu Thr Gln Gly Gly
345

Pro Val Ser Ala Gln
360

Ala Vval Gly Asn Met
375

Gly Pro Ile Pro Trp
igo

Lys Gly Val Ala Thr
410

Phe Leu Val Thr Lys
425

Tyr Gly Ala Phe Trp
440

Phe Thr Leu Phe Cys
455

Ile Thr Ala His Phe
470

Pro

Pro

Cys

Len

395

Gly

Glu

Leu

val

Glu
475

Glu Thr Glu Pro Ala Ala

10

Gly

val

Leu

380

Leu

Ile

Phe

Ala

Pro

460

Gly

Asn

Asp

365

Phe

Met

Cys

Ser

Ser

445

Glu

Arg

Ser
350

Ala

Ile

Ser

val

Ser

430

Ala

Ile

335

Ser

Sar

Ala

Glu

Leu

415

Leu

Phe

Lys

His

val

Gly

Ile

400

Thr

Met

Cys

Gly

Pro Arg Pro Gly Ala

Pro Ser Glu Thr Glu Pro Ala Ala Pro Arg

1l

5
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<210>14

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>14

Arg Val Phe Leu Ala Ala Phe Ala Ala Ala Leu Gly Pro Leu Ser Phe
1 5 10 15

Gly Phe Ala Leu Gly Tyr Ser Ser Pro Ala Ile Pro Ser Leu Gln Arg
20 25 30

Ala

<210>15

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>15

Arg Leu Asp Asp Ala Ala Ala Ser Trp Phe Gly Ala Val Val Thr Leu
1 ) L3 10 is

Gly Ala Ala Ala Gly Gly Val Leu Gly Gly Trp Leu Val Asp Arg Ala
20 25 30

<210>16

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>16

Arg Gln Glu Ala Met Ala Ala Leuw Arg Phe
1 5 10

<210>17

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>17

Arg Phe Leu Trp Gly Ser Glu Gln Gly Trp Glu Asp Pro Pro Ile Gly
1 5 10 15

Ala Glu Gln Ser Phe His Leu Ala Leu Leu Arg Gln
20 25

<210>18

<211> 39

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>18
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Lys Glu Phe Ser Ser Leu Met Glu Val Leu Arg Pro Tyr Gly Ala Phe
1 5 10 15

Trp Leu Ala Ser Ala Phe Cys Ile Phe Ser Val Leu Phe Thr Leu Phe
20 25 30

Cys Val Pro Glu Ile Lys Gly
35

<210>19

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>19

Lys Thr Leu Glu Gln Ile Thr Ala His Phe Glu Gly Arg
1 5 19

<210>20

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>20

Ser Lew Ala Ser Val Val Val Gly Val Ile Gln
1 5 10

<210>21

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gamma

<400>21
tctaaagaag cccctgggag cacagctcat caccatg 37

<210>22

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gamma

<400>22
gcececggggag cgggggcttg ccggecgteg cactca 36
<210>23
<211>33

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gamma

<400>23
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accatgagtg agaaaaactg gatttgtgtg gca

<210>24

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gamma

<400>24
ggagccggtg accagggttc cctggceccca 30

<210>25

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gamma

<400>25
ctcaccatgg agtttgggct gagcetgggtt 30

<210>26

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gamma

<400>26
ggaggctgag gagacggtga ccagggttcc ctggcce

<210>27

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador kappa

<400>27
ggctcgagat ggacatgrrr dycchvgyke asctt

<210>28

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador Kappa

<400>28
cccgtcgacc atcagatggc gggaagat 28

<210>29

<211> 250

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>29

33

36

35
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Phe

Gln

Leu

Asp

65

Lys

Lys

Ser

Glu

Lys

145

Gln

Val

Asn

Ser

Ser
225

Met

Asn

Ile

Leu

val

50

val

Asp

Leu

TYL

Leu

130

Thr

Met

AsSp

Leu

Pro
210

Asn

Gly

Thr val

Gln aAsp
20

Pro Val
3s

Asp Ile

Thr Asp

Arg Ala

Phe Pro
100

Gln Lys
115

Gly val

Ile Asn

val Ser

180

Glu Asn
198

Gln Cys

Asp Pro

Ile Leu

Ser

Leu

Thr

Thr

val

val

85

Gly

Leu

Gly

Glu

165

Leu

Asn

Thr

TP

Lys
245
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Phe

Arg

Leu

Thr

Tyxr
70

Phe
val
val
Lys
Gln

150

Ala

Tyr

Trp

Thr

val
230

Phe

Asn

Asn

Gln

Thr

55

val

Leu

Thr

AsSn

Leu

135

Glu

Ala

Gly

Gly

Ile
215

val

Lys

lLeu

Glu

Thr

40

Ser

val

Asp

Asn

Ala

120

Glu

Ala

Arg

Ser

Asp

200

Asn

Asn

Ser

53

Gly

Leu

25

Ile

Lys

Gly

Lys

Arg

105

Ala

Phe

Ala

Phe

Phe

i85

Ile

Pro

Lys

Ser

Glu

10

Ala

Ala

Lys

T™Yr

val

90

val

Lys

Ser

Lys

Lys

170

Lys

Ser

Ala

Val

Lys
250

Ala

Lys

Asp

Thr

Gln

75

Pro

Thr

Ala

Ile

Phe

155

Pro

Asp

Leu

Ser
235

Tyr

Gly

Asp

val

60

Asp

Thr

Leu

Asp

Glu

140

Phe

Ile

Ala

Gln
2290

Gln

Glu

Thr

Lys

45

Lys

Lys

val

Thr

Arg

125

Ala

Leu

Glu

Phe

Ile

205

Leu

Ile

Pro

30

Arg

val

Trp

Ala

Phe

110

Lys

Ile

Ile

Thr

Lys

190

HBis

Ile

Ser

Pro

15

Val

Phe

Ala

Asp

Thr

95

Asp

Ala

His

val

Glu

175

val

Lys

Ser

Pro

Thr

Cys

val

Ile

Gly

80

Ser

Gly

Leu

Gly

Ile

160

val

Leu

Ser

Pro

Asp
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina aislada que comprende una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 expresada
en la superficie de células cancerosas que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 11, 120 13 o
una variante funcional de las mismas.

2. La proteina aislada de la reivindicacion 1, que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 11.
3. Una secuencia de acido nucleico aislado que codifica la proteina de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2.

4. Un vector de expresion recombinante que comprende la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 3.

5. Una célula huésped que comprende el vector de expresion recombinante de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Un procedimiento para identificar una proteina de uniéon que puede unirse a un antigeno del transportador de
glucosa 8 expresado en la superficie de una célula cancerosa, en donde el procedimiento es un ensayo de union
competitiva que comprende:

incubar un numero fijo de células cancerosas con una concentraciéon minima de una proteina de unién de
referencia (Ab1) que comprende las regiones determinantes de la complementariedad como se muestra en
las SEC ID N°: 1-6 o que comprende una regién variable de cadena ligera como se muestra en la SEC ID
N°: 7 y una region variable de cadena pesada como se muestra en la SEC ID N°: 9 que genera una union
maxima frente al niumero fijo de células cancerosas y medir la fluorescencia media de Ab1 (FMAb1); y

ensayar dos 0 mas concentraciones de una proteina de uniéon de ensayo (Ab2) por adicion de Ab2 a Ab1 y
a células cancerosas, y medir la fluorescencia media (FM(Ab1+Ab2));

medir la fluorescencia media de fondo (FMfondo);

calcular el Pl, en el que
PI=FM[(FM(Ab1+Ab2)-FMFondo)/(FMAb1-FMFondo)]x100;

y

comparar el Pl con un valor de PI control;

en el que, un Pl que tenga una diferencia estadisticamente significativa con respecto al Pl control indica que
la proteina de unién de ensayo puede unirse a una variante asociada con cancer del transportador de
glucosa 8 que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 11-13.

7. Una proteina de unién que comprende las CDR que tienen las secuencias de las SEC ID N° 1-6, o una variante
funcional de las mismas, en donde la proteina de unién puede unirse a una variante asociada con cancer del
transportador de glucosa 8 expresada sobre la superficie de células cancerosas que comprende una cualquiera de
las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 11-13.

8. La proteina de union de la reivindicacion 7, en donde la proteina de unidén puede unirse a una variante asociada
con cancer del transportador de glucosa 8 que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las
SEC ID N°: 11-13, cuando se evalta en un ensayo de uniéon competitiva que comprende:

incubar un numero fijo de células cancerosas con una concentracion minima de una proteina de unién de
referencia (Ab1) que comprende la region determinante de la complementariedad como se muestra en las
SEC ID N°: 1-6 o que comprende una region variable de cadena ligera como se muestra en la SEC ID N°: 7
y una region variable de cadena pesada como se muestra en la SEC ID N° 9 que genera una union
maxima frente al niumero fijo de células cancerosas y medir la fluorescencia media de Ab1 (FMAb1);

ensayar dos o mas concentraciones de una proteina de unién de ensayo (Ab2) por adicion de Ab2 a Ab1 'y
a células cancerosas, y medir la fluorescencia media (FMap1+ab2));

medir la fluorescencia media de fondo (FMfondo);

calcular el PI, en el que
PI=FM[(FM(Ab1+Ab2)-FMFondo)/(FMAb1-FMFondo)]x100;

y

comparar el Pl con un valor de PI control;
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en el que, un Pl que tenga una diferencia estadisticamente significativa con respecto al Pl control indica que
la proteina de unién de ensayo puede unirse a una variante asociada con cancer del transportador de
glucosa 8 que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 11-13.

9. La proteina de unién de la reivindicacion 7 u 8 que comprende una region variable de cadena ligera como se
muestra en la SEC ID N°: 7 o una variante funcional de la misma.

10. La proteina de union de la reivindicacion 7 u 8 que comprende una region variable de cadena pesada como se
muestra en la SEC ID N°: 9 o una variante funcional de la misma.

11. La proteina de union de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde la proteina de unién es un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo.

12. La proteina de union de la reivindicacion 11, en la que el fragmento de anticuerpo es un Fab, Fab', F(ab")2, scfv,
dsfv, ds scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos o multimeros de los mismos o fragmentos de anticuerpos
biespecificos.

13. La proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, donde para aumentar la afinidad de la
proteina de unién por el transportador de glucosa 8 o de una variante funcional de la misma, o de una proteina que
comprende una cualquiera de las SEC ID N°: 11-13 o una variante funcional de las mismas, se usd maduracién de
afinidad.

14. Un inmunoconjugado que comprende (1) una proteina de uniéon de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 13 que se une a un antigeno del transportador de glucosa 8 expresado en la superficie de una
célula cancerosa fijado a (2) un agente terapéutico contra el cancer que es citotdxico, citostatico o que de otra
manera previene o reduce la capacidad de las células cancerosas de dividirse y/o de metastatizarse.

15. El inmunoconjugado de la reivindicacion 14, en el que el agente terapéutico contra el cancer es una citotoxina.

16. El inmunoconjugado de la reivindicacién 15, en el que la citotoxina se selecciona del grupo que consiste en un
polipéptido de inactivacién de ribosomas, gelonina, bouganina, saporina, ricina, cadena A de la ricina, briodina,
difteria, restrictocina, exotoxina A de Pseudomonas o variantes de la misma, bouganina modificada o una variante
de la misma y una forma truncada de la exotoxina A de Pseudomonas que consiste en los aminoacidos 252-608 o
una variante de la misma.

17. Una composicion que comprende el inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14
a 16 con un excipiente, un vehiculo, un tampén o un estabilizante farmacéuticamente aceptables.

18. Un inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16 para su uso en el
tratamiento o la prevencion del cancer.

19. El inmunoconjugado para su uso de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el inmunoconjugado es para su
uso en combinacién con uno o0 mas agentes terapéuticos contra el cancer adicionales para administrar
simultaneamente, por separado o secuencialmente.

20. Un procedimiento para detectar o controlar el cancer en un sujeto que comprende las etapas de:

poner en contacto una muestra de ensayo, extraida de dicho sujeto, con una proteina de unién de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13 que se une especificamente a un antigeno sobre la célula
cancerosa para producir un complejo proteina de unién-antigeno;

medir la cantidad de complejo proteina de unién-antigeno en la muestra de ensayo; y
comparar con un control la cantidad de complejo proteina de unién-antigeno en la muestra de ensayo.

21. Un agente de diagnostico que comprende (1) una proteina de union de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 13 que se une a un antigeno sobre una célula cancerosa fijada a (2) un marcador que produce
una senal detectable, directa o indirectamente.

22. Un procedimiento para detectar o controlar cancer en un sujeto que padece o que se sospecha que padece
cancer, que comprende detectar una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 expresada en la
superficie de células cancerosas que comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 11, 12 0 13, o
variantes funcionales de las mismas, en una célula en la muestra, en la que se indica cancer, si la proteina se
detecta en la célula.

23. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una variante asociada con cancer del
transportador de glucosa 8 expresada en la superficie de las células cancerosas que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N°: 11, 12 o 13, o variantes funcionales o fragmento de las mismas, una cantidad eficaz
de la secuencia de acido nucleico aislado de la reivindicacién 3, o una cantidad eficaz del vector de expresion
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recombinante de la reivindicacion 4, mezclado con un diluyente o un vehiculo adecuado.
24. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 23, que adicionalmente comprende un adyuvante.

25. Uso de la proteina aislada de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 o un fragmento funcional de la misma, la
secuencia de acido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacion 3, el vector de expresion recombinante de la
reivindicacién 4, o la proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 7-13, en la fabricacion de un
medicamento para tratar o prevenir cancer.

26. La proteina aislada de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 o un fragmento funcional de la misma, la secuencia de
acido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacion 3, el vector de expresion recombinante de la reivindicacién 4
o la proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 7-13 para uso en el tratamiento o la prevencion del
cancer.

27. Uso de la proteina aislada de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 o un fragmento funcional de la misma, la
secuencia de acido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacion 3 o el vector de expresion recombinante de la
reivindicacion 4, en la fabricaciéon de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria en un sujeto.

28. La proteina aislada de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 o un fragmento funcional de la misma, la secuencia de
acido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacién 3, o el vector de expresion recombinante de la reivindicacion
4, para su uso para provocar una respuesta inmunitaria en un sujeto.

29. Uso de la reivindicacion 27, para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto contra una variante asociada con
cancer de la proteina del transportador de glucosa 8 expresada en la superficie de células cancerosas que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 11, 12 0 13 o variantes de la misma.

30. Un procedimiento para detectar o controlar cancer en un sujeto que comprende las etapas de:
detectar la cantidad de ARNm en una célula aislada del sujeto; y

comparar la cantidad de ARNm con un control, en donde el ARNm codifica una variante asociada con
cancer del transportador de glucosa 8 expresada en la superficie de células cancerosas que comprende: la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 11, 12 o 13 o variantes funcionales de la misma.

31. Un procedimiento para identificar la capacidad de los compuestos para prevenir o tratar cancer, que comprende
las siguientes etapas:

poner en contacto una célula que exprese una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8
expresada en la superficie de las células cancerosas que comprende: la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N° 11, 12 o 13 o variantes funcionales de la misma, con un compuesto de ensayo; y

determinar la expresién o la funcion de la variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 que
comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 11, 12 0 13 o variantes funcionales de la misma,
como un transportador de glucosa;

comparar con un control la expresion o la funcion de la variante asociada con cancer del transportador de
glucosa 8 que comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 11, 12 o 13 o variantes
funcionales de la misma, en donde una disminucién en la expresion o la funcién de la variante asociada con
cancer del transportador de glucosa 8 que comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 11,
12 o0 13 o variantes funcionales de la misma, comparada con el control es indicativa de un compuesto util
para prevenir o tratar cancer.

32. Uso de la proteina de union de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13 en un inmunoensayo in vitro para
detectar y/o cuantificar una variante asociada con cancer del transportador de glucosa 8 expresada en la superficie
de células cancerosas que comprende: la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 11, 12 o 13 o variantes
funcionales de la misma, en una superficie celular.

33. Uso de la reivindicacion 32, en la que el procedimiento de inmunoensayo incluye una transferencia de Western,
una inmunoprecipitacion seguida de SDS-PAGE, inmunocitoquimica, FACS o una matriz de proteinas.
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FIGURA 1

VB1-050

VL (SECID Nos: 8y 7)

GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCA CTG TCT GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC
P 1 Q MT Q S P § S L 8§ A S VG D R V

ACC ATC ACT TGT CGG GCG AGT CAG GAC ATT AGT AAT TAT TTA GCC TGG TTT CAG
T I T C R A 8§ Q D I S N Y L A W F Q

} CDR1(L) |

CGG AAA CCA GGG AAA GCC CCT AAG TCC CTG ATC TAT GCT GCA TCC AGT TTG CAC
R K P G K A P K S L I Y A A 8§ S L H

'—— CDR 2 (L) ‘=

AGT AAG GTC CCA ACA CAA TTC AGC GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC
S K v P T Q F 8 6 8 G S G T P F T L

|

ACC ATC AGC AGC CTG CAG CCT GAA GAT TTT GCA ACT TAT TAC 'I'GC; CTA CAG TAT
T I § 8 L Q P E D F AT Y Y C L QY

 aEE——

AGT ACT TAC CCT ATC ACC TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTG GAG ATC AAA CGA
S T Y P I T F G G G T K vV E I K R

CDR 3(L) 1'
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FIGURA 2

VB1-050

Vu (SEC ID Nos: 10y 9)

GAG GTG CAGCTG TTG GAG TCT GGG GGA GAC TTG GTA CAG CCT GGG GGG TCG CTG
E VQ L L E S GGDILV QP G G S L

AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC ACC TTC AGC AAC TAT GCC ATG AGC TGG
R L §S C A A S GF TF S N Y A M S W
CDR 1 (H)

GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTC TCA GCG ATT ACT CCT AGT
vV RRQ A P G K G L E WYV S A I TUP S

GGT GGT AGT ACA AAT TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGG TTC ACC ATC TCC AGA
G G §$ T NY A DS YV K GRVPF T 1 8§ R
CDR 2 (H) :

GAC AAT TCC CAG AAT ACA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GTC GAG GAC
D N S Q NT L YL Q MN S L R V E D

ACG GCC GTA TAT TAC TGT GGG AGA GTC CCA TAT AGA AGC ACT TGG TAC CCT TTA
T A V. Y Y C G RV P Y R § T WY P L
: CDR 3 (H)

TAT TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCC TCA
Y WG Q 6 T L VvV T VvV § S

_|
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FIGURA 3
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FIGURA 4

Visualizacion del zoom (100%) Canal (1) Visualizacion del zoom (100%
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FIGURA 5

FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11

TOF MS — VB1-050_HepG2 .
+TOF MS: 53 exploraciones MCA de inse! HepGZ.wiff - Max. 788,0 recuentos
823,564432775597623500-004, 10=-7 ¢

oo 45,0728

250 xrome 2131547

74 B WP
2004 m
1504 1ag,39 \ =Y ]m
100, %3 02}

i '5&11 TR W -

I Y
150 2o Z0 30 450 N R B A B B B DR
uma

:

)
¥

i#

Reconstruccién de masa de VB1-050_HepG2

Reconstruccién de masa de +TOF MS: 53 exploraciones MCA de Insol_HepG2 wiff

445,0598

Max. 2787,0 cps

a‘nJ‘_ a1
i‘ 1304 971 AT24, 5744 ——y VEI0ASEYT ——y
1000 1100 1200 7300 | 1400 | 1800 1600 1700 4600 1800

64



ES 2421558 T3

FIGURA 12

TOF MS para VB1-050_Panc-1
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FIGURA 13

TOF-MS VB1-050_MCF-7
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FIGURA 14

TOF MS-VB1-050_C-33A
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FIGURA 15
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FIGURA 16

Probabilidad basada en puntuacién Mowse
La puntuacién de iones es -10*Log(P), en la que P es la probabilidad en la que la
coincidencia observada es un acontecimiento aleatorio.
Las puntuaciones de las proteinas mayores de 64 se consideran significativas (p<0,05).
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FIGURA 17
Registro Masa | Puntuacion Descripcion
1 gi|7018306 50858 83 transportador de glucosa 8 [Homo sapiensl|
2 gi|7688146 50792 61 transportador de glucosa 8 [Homo sapiens]
3 qi|21361449 | 50818 61 soporte de solutos familia 2, (transportador de glucosa facilitado) miembro 8 [Homo
sapiens]
4 gi|55665089 | 43470 52 soporte de solutos familia 2, (transportador de glucosa facilitado) miembro 8 [Homo
sapiens]
5 gi|55665088 | 27790 40 soporte de solutos familia 2, (transportador de glucosa facilitado) miembro 8 [Homo
sapiens]
6 qi|22749173 | 31126 35 proteina hipotética LOC157983 [Homo sapiens]
7 gi|62860046 | 123247 34 dedo de cinc, dominio de unién-RAN contiene 3 [Homo sapiens]
8 gi|l42657033 | 13184 34 PREVISTO: proteina hipotética XP_ 379299 [Homo sapiensl|
9 gi|21754605 | 42167 34 producto proteico sin nombre [Homo sapiens]
10  |gi|913281 9360 29 receptor de dopamina D4, DRD4 [Homo sapiensl
11 gil4100821 35815 29 proteina de interaccion WASP [Homo sapiens]
12 [qi|[10863977 [ 10834 28 homologo LSM2, asociado a ARN pequeiio nuclear U6 [Homo sapiens]
13 |gil54695676 | 22023 28 claudina 11 (proteina transmembrana oligodendrocitica) [Homo sapiens]
14 [qi|10938016 [ 21993 28 claudina 11 [Homo sapiens]
15 |qi|20372496 | 12576 28 anti-receptor de acetilcolina region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
[Homo sapiens]
16 |gil3283415 23363 28 proteina especifica de oligodendrocitos [Homo sapiensl|
17  |qi|609455 14106 28 Esta caracteristica CDS se incluye para mostrar la traduccion de la region V
correspondiente
18  |gil55957504 | 26342 27 nueva proteina similar a las semaforinas [Homo sapiens]
19 |qil47077813 | 59197 27 producto proteico sin nombre [Homo sapiensl|
20 |gi|57208269 | 35223 27 fase de lectura abierta 160 del cromosoma 20 [Homo sapiens]
FIGURA 18
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FIGURA 19
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Masa monoisotropica del péptido neutro Mr(calc): 1070,63 Puntuacion de iones: 68
Esperada: 5,6e+02 Coincidencias (Rojo intenso): iones fragmentados 7/86 usando 36 picos mas intensos

FIGURA 20
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FIGURA 21
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