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DESCRIPCION
Identificacion de antigenos asociados a superficies para el diagnostico y la terapia de tumores

A pesar de los planteamientos interdisciplinarios y el uso exhaustivo de modalidades terapéuticas, las enfermedades
cancerosas siguen perteneciendo a las causas principales de muerte. Los nuevos conceptos terapéuticos apuntan a
influir el sistema inmune propio del paciente en el concepto terapéutico general usando vacunas de tumor
recombinantes y otras medidas especificas como terapias de anticuerpos. Un prerrequisito para el éxito de una
estrategia tal es el reconocimiento de antigenos o epitopos especificos de un tumor o asociados a un tumor por el
sistema inmune del paciente, cuyas funciones efectoras deben intensificarse mediante intervencion. Las células
tumorales difieren biolégicamente, de manera sustancial, de sus células no malignas de origen. Estas diferencias se
deben a modificaciones genéticas adquiridas durante el desarrollo del tumor y también dan lugar, entre otras, a la
formacion de estructuras moleculares, modificadas cualitativa o cuantitativamente en las células cancerosas. Sitales
estructuras asociadas con un tumor son reconocidas por el sistema inmune especifico del hospedero que porta el
tumor, se habla de antigenos asociados a tumor.

En el reconocimiento especifico de antigenos asociados a tumor se involucran mecanismos celulares y humorales,
los cuales representan dos unidades funcionalmente interconectadas: linfocitos T CD4" y CD8" reconocen antigenos
procesados que existen en las moléculas del MHC (Major Histocompatibility complex o complejo principal de
histocompatibilidad = antigenos de histocompatibilidad) clases Il y I, respectivamente, mientras que los linfocitos B
producen moléculas de anticuerpo circulantes, las cuales se enlazan directamente con antigenos no procesados.

El significado clinico-terapéutico potencial de los antigenos asociados a tumor resulta del hecho que el
reconocimiento de antigenos en células neoplésicas por el sistema inmune conduce a la iniciacion de mecanismos
efectores citotoxicos, y en presencia de células auxiliares T puede causar la eliminacion de las células cancerosas
(Pardoll, Nat. Med. 4:525-31, 1998). Por consiguiente, un objetivo central de la inmunologia de tumor es definir
molecularmente estas estructuras. La naturaleza molecular de estos antigenos ha sido enigmética por mucho
tiempo. Solamente después de desarrollar técnicas de clonacion correspondientes ha sido posible cribar librerias de
expresion de ADNc de tumores de manera sistematica para antigenos asociados a tumor analizando las estructuras
diana de linfocitos T citotoxicos (CTL) (van der Bruggen et al., Science 254:1643-7, 1991) usando autoanticuerpos
circulantes (Sahin et al., Curr. Opin. Immunol. 9:709-16, 1997) en calidad de sondas. Para este propdsito se
prepararon librerias de expresion de ADNc a partir de tejido fresco de tumor y se expresaron de manera
recombinante como proteinas en sistemas adecuados. Immunoefectores aislados de pacientes, mas precisamente
clones de CTL con patrones de lisis especificos para tumor, autoanticuerpos circulantes se utilizaron para clonar los
antigenos respectivos.

Por medio de estos planteamientos, en los ultimos afios se ha definido una gran cantidad de antigenos en diferentes
neoplasias. La clase de los antigenos de testiculo/cancer (CTA). CTA y los genes que los codifican (genes de
testiculo/cancer o CTG) se definen por su patrén de expresion caracteristico (Tureci et al., Mol. Med. Today 3:342-9.
1997). Estos no se encuentran en tejidos normales, excepto testiculos y células germinales, pero se expresan en un
numero de malignomas humanos de modo no especifico para el tipo de tumor sino con diferente frecuencia en
entidades tumorales de origenes muy diferentes (Chen & Old, Cancer J. Sci. Am. 5:16-7. 1999). Las actividades de
suero contra CTA tampoco se encuentran en controles sanos sino sélo en pacientes con tumor. Esta clase de
antigenos, principalmente debido a su distribucion de tejido, es particularmente valiosa para proyectos
inmunoterapéuticos y se ensaya en estudios clinicos actuales sobre pacientes (Marchand et al., Int. J. Cancer
80:219-30, 1999; Knuth et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 46: pp. 46-51, 2000).

Sin embargo, para la identificacion de antigenos, los procedimientos clasicos presentados antes utilizan
inmunoefectores (autoanticuerpos circulantes o clones CTL) de pacientes regularmente con cancer ya avanzado en
calidad de sondas. De una serie de datos se desprende que los tumores, por ejemplo para la induccion de tolerancia
y de anergia de células T y que durante el transcurso de la enfermedad se pierden del repertorio inmunoefector,
pierden aquellas especificidades que pueden provocar un inmunorreconocimiento efectivo. Los estudios actuales en
pacientes aun no han producido una evidencia soélida de accion real de los antigenos asociados a tumor previamente
encontrados y utilizados. Por consiguiente, no puede excluirse que las proteinas que evocan respuestas inmunes
espontaneas son estructuras diana equivocadas.

El objetivo de la presente invencién fue proporcionar estructuras diana para diagndstico y terapia de enfermedades
cancerosas.

Este objetivo se logra de acuerdo con la invencion por medio del objeto de las reivindicaciones.

De acuerdo con la invencion, se persiguié una estrategia para identificar y proporcionar antigenos expresados en
asociacion con un tumor y los acidos nucleicos que los codifican. Esta estrategia se basa en evaluar bases de datos
de proteina y acidos nucleicos humanos con respecto a antigenos potenciales, especificos del cancer, que son
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accesibles sobre la superficie celular. La definicion de los criterios de filtro necesarios para esto, junto con una
metodologia de alto rendimiento para analizar todas las proteinas, si es posible, forman la parte central de la
invencion. Por medio de la mineria de datos primeros se produce una lista, tan completa como sea posible, de todos
los genes conocidos que se examinan de acuerdo con el principio basico “gen a ARNm a proteina” para establecer
la presencia de uno o mas dominios transmembrana. Esto es seguido por una blsqueda de homologia, una
clasificacion de los aciertos en grupos especificos de tejido (entre otros, tejidos tumorales) y una inspeccion de la
existencia real del ARNm. Finalmente, las proteinas que se identifican de esta manera se evalGan en su activacién
aberrante en tumores, por ejemplo mediante analisis de expresion y procedimientos quimicos de proteina.

La mineria de datos es un método conocido para identificar genes asociados a tumor. En las estrategias
convencionales, sin embargo, usualmente se sustraen electronicamente los transcriptomas de las librerias de tejidos
tumorales suponiendo que los genes que permanecen son especificos de tumor (Schmitt et al., Nucleic Aeids Res.
27:4251-60, 1999; Vasmatzis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95:300-4, 1998; Scheurle et al., Cancer Res.
60:4037-43, 2000).

El concepto de acuerdo con la invencion, que ha demostrado ser mucho mas exitoso, se basa, no obstante, en
utilizar mineria de datos para extraer electronicamente todos los genes que codifican antigenos especificos de
cancer, los cuales son accesibles en la superficie celular, y luego evaluar dichos genes en expresion ectopica en
tumores.

De esta manera, la invencién se basa en una estrategia para identificar genes expresados en tumores de manera
diferencial. Esta estrategia combina mineria de datos de librerias pulblicas de secuencias ("in silico”) con
subsiguientes investigaciones experimentales en laboratorio de evaluacién ("wet bench" o banco de trabajo para
ensayos por via humeda).

Una estrategia combinada con base en diferentes textos bioinforméticos hizo posible de acuerdo con la invencién la
identificacion del gen descrito en el ejemplo 1, el cual codifica un antigeno disponible en la superficie celular,
especifico de cancer. La identificacion y la provision de este gen asociado a tumor y del producto génico codificado
de esta manera se efectuaron de modo independiente de su accidn inmunogénica.

Tal como se representa detalladamente en el ejemplo 1, el antigeno asociado a tumor de la invencién puede usarse
debido a su expresion especifica de tumor como marcador diagnéstico para enfermedades cancerosas en el area de
la cabeza-cuello y para leucemias. La solicitud PCT W02005/021793 describe marcadores fetales de ARN en
sangre materna que pueden emplearse para diagndéstico prenatal del sindrome de Down. En este contexto también
se describe la secuencia de acido nucleico denominada "SEQ ID NO: 13", la cual es idéntica a la secuencia de acido
nucleico de la invencién segin SEQ ID NO: 13. Ademas, la solicitud PCT W098/37094 describe la clonacion de los
mas diversos ADNcs y especula que estos ADNcs y los productos de traduccion derivados de estos podrian tener
una importancia diagnostica y terapéutica. En este contexto también se menciona el clon de ADNc denominado
como "DA306_ 4", el cual contiene un marco de lectura abierta que codifica una secuencia de aminoacidos idéntica
a la secuencia de aminoacidos de la invencion segin SEQ ID NO: 14. En la W098/37094 no pueden deducirse
indicaciones de que una proteina correspondiente se exprese de una manera especifica al tumor en el caso de
enfermedades tumorales en el area de la cabeza-cuello y en leucemias. Finalmente, en efecto la solicitud PCT
W02005/030250 menciona que el antigeno asociado a tumor de la invencion se expresa en tejidos especificos de
tumor. Sin embargo, en la WO2005/030250 no se encuentra indicacién alguna de que las enfermedades tumorales
del area cabeza-cuello y las leucemias se caractericen por una expresion o sobreexpresion del antigeno asociado a
tumor de la invencién.

El antigeno asociado a tumor, identificado de acuerdo con la invencion, presenta una secuencia de aminoacidos que
se codifican por un acido nucleico, el cual comprende una secuencia de acido nucleico segun la SEQ ID NO: 13 del
protocolo de secuencias. El antigeno asociado a tumor, identificado de acuerdo con la invencién tiene una secuencia
de aminoacidos segun SEQ ID NO: 14 del protocolo de secuencias.

La presente invencion se refiere en general al uso del antigeno asociado a tumor descrito detalladamente en el
ejemplo 1, del acido nucleico que lo codifica o de acidos nucleicos que estan dirigidos contra los acidos nucleicos
codificantes, o de anticuerpos que estan dirigidos contra el antigeno asociado a tumor, identificado segun la
invencion, para el diagnostico. Esta utilizacion se refiere, por ejemplo, a métodos para el diagnoéstico y el control del
desarrollo de carcinomas en el area de cabeza-cuello o de leucemias.

La propiedad del antigeno asociado a tumor, identificado segun la invencién, que se localiza sobre o en la superficie
celular, lo caracteriza como estructura diana adecuada para el diagnéstico. Principalmente adecuada para esto es
una parte del antigeno asociado a tumor, identificado segun la invencién, que corresponde a la fracciéon de no
transmembrana, principalmente a la fraccion extracelular del antigeno o estd comprendida por ésta. De esta manera,
de acuerdo con la invencién, se prefiere una parte de los antigenos asociados a tumor, identificados segun la
invencién que corresponden a la fraccion de no transmembrana de los antigenos o estd comprendida por ésta, 0 una
parte correspondiente de los acidos nucleicos que codifican los antigenos identificados segin la invencién para un
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diagnostico. De manera similar se prefiere el uso de anticuerpos que estan dirigidos contra una parte del antigeno
asociado a tumor, identificado segin la invencion, el cual corresponde a la fraccion de no transmembrana del
antigeno o esta comprendido por la misma.

Las variantes de empalme pueden utilizarse como dianas para el diagndstico de enfermedades tumorales.
Mecanismos muy diferentes pueden causar que se produzcan variantes de empalme, por ejemplo:

- la utilizacién de sitios variables de iniciacién de transcripcién

- la utilizacion de exones adicionales

- el empalme completo o incompleto de un Gnico exén o de varios exones,

- secuencias reguladoras de empalme modificadas por medio de mutacion (supresion o generacion de
nuevas secuencias de donantes/aceptoras),

- laeliminacién incompleta de secuencias de intron.

El empalme modificado de un gen da lugar a una secuencia de transcripcion modificada (variante de empalme). La
traduccion de una variante de empalme en la regién de su secuencia modificada da lugar a una proteina modificada
que puede distinguirse claramente en estructura y funciéon de la proteina original. Las variantes de empalme
asociadas a tumor pueden producir transcripciones asociadas a tumor y proteinas/antigenos asociados a tumor.
Estos pueden utilizarse como marcadores moleculares para detectar células tumorales. La deteccion de células
tumorales, por ejemplo en la sangre, suero, médula 6sea, esputo, lavado bronquial, secreciones corporales y
biopsias de tejidos, puede llevarse a cabo de acuerdo con la invencion, por ejemplo, después de extraer acidos
nucleicos por amplificacion de PCR con oligonucleétidos especificos de variante de empalme.

Para la deteccion, todos los sistemas de deteccion dependientes de secuencia son adecuados de acuerdo con la
invencién. Aparte de PCR, estos son, por ejemplo, sistemas de chip génico/microarreglo, Northem-Blot, ensayos de
proteccion de ARNsa (RDA) y otros. Todos los sistemas de deteccion tienen en comun que la deteccion se basa en
una hibridacién especifica con al menos una secuencia de acido nucleico especifica de variante de empalme. La
deteccion de células tumorales también puede efectuarse de acuerdo con la invencion, sin embargo, por medio de
anticuerpos que reconocen un epitopo especifico codificado por la variante de empalme. Para la preparacion de los
anticuerpos pueden usarse péptidos para inmunizar, los cuales son especificos para esta variante de empalme. La
deteccion de células tumorales también puede efectuarse mediante anticuerpos que reconocen variantes de
glicosilacion modificadas de modo especifico para el tumor. Para la generacién de anticuerpos de este tipo pueden
utilizarse regiones peptidicas que se distinguen en células tumorales y las células sanas dependiendo de la
glicosilacion. Mediante deglicosilacién enddgena de residuos de azlcar N-acoplados la asparagina se transforma en
acido aspartico. De acuerdo con la invencién, las proteinas descritas en la presente pueden modificarse en
secuencia de una manera especifica para el tumor y de esta manera tienen diferentes propiedades bioguimicas y de
enlazamiento al anticuerpo. Para la inmunizacién son adecuados particularmente los aminoacidos que presentan
claras diferencias de epitope con la/las variante(s) del producto genético que se forma(n) preferiblemente en células
sanas. La deteccion de las células tumorales con anticuerpos puede llevarse a cabo aqui sobre una muestra aislada
del paciente o0 como imagenes con anticuerpos administrados por via intravenosa.

Ademas de la utilidad diagnostica, las variantes de empalme que tienen epitopos nuevos o modificados son dianas
atractivas para la inmunoterapia. Los epitopos pueden utilizarse para apuntar a anticuerpos monoclonales
terapéuticamente activos o linfocitos T. En inmunoterapia pasiva, los anticuerpos o linfocitos T que reconocen
epitopos especificos para variante de empalme se transfieren aqui de manera adoptiva. La generacion de
anticuerpos, tal como en el caso de otros antigenos, también puede efectuarse utilizando tecnologias estandar
(inmunizacion de animales, estrategias panoramicas para aislar anticuerpos recombinantes) utilizando polipéptidos
gue incluyen estos epitopos. De manera alternativa, para la inmunizacion pueden usarse acidos nucleicos que
codifican oligo- o polipéptidos que incluyen estos epitopos. Diferentes técnicas para la generacion in vitro o in vivo
de linfocitos T especificos de epitopos se conocen y se describen detalladamente (por ejemplo, Kessler JH, et al.
2001, Sahin et al., 1997) y se basan igualmente en la utilizaciéon de oligo- o polipéptidos que contienen los epitopos
especificos para variantes de empalme, o acidos nucleicos que los codifican. Los oligo- o polipéptidos que contienen
los epitopos especificos para variante de empalme o los acidos nucleicos que codifican estos polipéptidos, también
pueden usarse para aprovecharse como sustancias farmacéuticamente activas en el caso de la inmunoterapia activa
(vacunacion, terapia de vacunas).

La expresion aberrante de genes en células tumorales puede basarse en modelos de metilacion modificados de sus
promotores (De Smet C. et al., Mol. Cell Biol. 24:4781-90,2004; De Smet C., et al., Mol. Cell Biol. 19:7327-35, 1999;
De Smet C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:7149-53, 1996). Estas diferencias en metilacion pueden usarse

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 253731913

como marcadores indirectos para el estado del gen respectivo modificado en el tumor. Por consiguiente, el
incremento o el decrecimiento de metilaciones de base dentro de la region promotora pueden usarse para propositos
de diagnéstico.

En el presente caso también se describen dominios de proteina modificados post-traslacionales, tales como por
ejemplo glicosilaciones o miristilaciones. Este tipo de modificaciones puede conducir a un modelo diferencial de
reconocimiento de un antigeno mediante, por ejemplo, un anticuerpo y reconocer diferentes estados asociados a la
enfermedad segln las circunstancias. Ante todo esta diferenciacién de un antigeno también puede utilizarse
empleando anticuerpos tanto de modo diagnéstico como también terapéutico. Para células tumorales se ha
publicado que la degeneracién celular asociada a un tumor puede dar lugar a modificaciones cambiadas post-
traslacionales (Durand & Seta, Clin. Chem. 46:795-8052000; Granovsky et al.,, Nat. Med. 6:306-312, 2000).
Principalmente los modelos de glicosilacion se modifican fuertemente en las células tumorales. Estos epitopos
especiales pueden diferenciar células tumorales de células no carcinégenos a modo diagnéstico. Si un epitopo
modificable de modo post-traslacional se glicosila en células normales, no degeneradas y se desglicosila en células
tumorales, esta situacion permite el desarrollo de un anticuerpo terapéutico especifico para el tumor.

El andlisis de modificaciones de proteina puede efectuarse en el Western-Blot. Ante todo, las glicosilaciones que
regularmente tienen un tamafio de varios kDa conducen a una masa total mayor de la proteina diana de lo que
puede separarse en la SDS-PAGE. Para detectar enlaces O- y N-glicosidicos especificos, se incuban lisados de
proteina con O- y N-glicosilasas (de acuerdo con las instrucciones del fabricante, por ejemplo PNgasa,
endoglicosidasa F, endoglicosidasa H, Roche Diagnostics) antes de la desnaturalizacion utilizando SDS. A
continuacion se efectia un Western Blot. Al disminuir el tamafio de una proteina diana, después de la incubacion
con una glicosidasa puede detectarse una glicosilacion especifica y de esta manera también se analizan la
especificidad para el tumor de una modificacion. Son de interés particular las areas de proteina que se glicolisan de
manera diferencial en células tumorales células sanas. Diferencias de este tipo en la glicosilacién han sido descritas
hasta ahora, no obstante, para pocas proteinas de superficie celular (por ejemplo, Muc1l).

Ademas, la invencién se refiere a métodos para el diagndstico o el control, es decir para la determinacion de la
regresion, del desarrollo y/o del inicio de una enfermedad cancerosa que se distingue por la expresion o expresion
anormal de uno o de varios antigenos asociados a tumor.

Los métodos de diagnostico y/o métodos para el control segun la invencion se refieren en general al uso de medios
para la deteccién y/o la determinacion o control de la cantidad de (i) un acido nucleico que codifica el antigeno
asociado al tumor, o de una parte del mismo y/o de (ii) el antigeno asociado al tumor o de una parte del mismo, en
una muestra biolégica aislada de un paciente.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para el diagnostico o el control de una enfermedad cancerosa
gue se caracteriza porque se sobreexpresa un antigeno asociado a tumor en tejido tumoral en comparaciéon con
tejidos sanos comparables, el cual comprende

(i) la deteccion de un &cido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor, y/o
(ii) la deteccién del antigeno asociado al tumor,

en una muestra biolégica aislada de un paciente, en cuyo caso el antigeno asociado al tumor presenta una
secuencia que se codifica por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico segun SEQ ID NO:
13 del protocolo de secuencias, en cuyo caso la enfermedad cancerosa es un carcinoma en el area de la cabeza-
cuello o una leucemia.

A manera de ejemplo, el método (i) puede comprender la puesta en contacto de la muestra biolégica con un medio
gue se enlaza especificamente al acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor, o al antigeno asociado
al tumor, y (ii) la deteccion de la formacién de complejo entre el medio y el &cido nucleico, o el antigeno asociado al
tumor.

Métodos de diagnoéstico pueden utilizar el antigeno asociado al tumor, identificado segun la invencion, incluso como
marcador de prondéstico a fin de predecir una metéastasis, por ejemplo ensayando la conducta de migracion de
células y de ahi un desarrollo empeorado de la enfermedad, mediante lo cual se hace posible, entre otras, una
terapia mas agresiva.

De esta manera, la invencion se refiere a un método para determinar la regresion, la progresion o el inicio de una
enfermedad cancerosa que se distingue por la expresion o la expresién anormal del antigeno asociado al tumor,
identificado segun la invencion, que comprende el control de una muestra de un paciente que presenta la
enfermedad o la sospecha de que contrajo la enfermedad.
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Una deteccién de un acido nucleico o de una parte del mismo, o una determinacién o control de la cantidad de un
acido nucleico o de una parte del mismo, pueden efectuarse de acuerdo con la invenciéon con una sonda de
polinucleétido que se hibrida especificamente con el acido nucleico o la parte del mismo, o puede efectuarse
mediante amplificacién selectiva del acido nucleico o de la parte del mismo. La sonda de polinucleétido comprende,
por ejemplo, una secuencia de 6-50, principalmente 10-30,15-30 o 20-30 nucleétidos contiguos del acido nucleico.

En el contexto del método de diagnéstico se efectlia, por ejemplo, una amplificacién selectiva del area promotora o
de una parte de un acido nucleico que codifica el antigeno asociado a tumor y se presenta en forma de ADN
gendmico después de tratar con un reactivo que contiene bisulfito. Antes de un tratamiento con el reactivo que
contiene bisulfito, el acido nucleico puede aislarse de una muestra de un paciente que va a investigar. Los
oligonucleétidos usados en una amplificacion de este tipo presentan una secuencia que se enlaza al acido nucleico
tratado con el reactivo que contiene bisulfito, que preferentemente son completamente complementarios al mismo.
Los oligonucledtidos se adaptan preferentemente a un grado diferente de una metilacion del acido nucleico y
producen productos de amplificacion diferenciables.

Una deteccion del antigeno asociado a tumor o de una parte del mismo, o una determinacion o control de la cantidad
de un antigeno asociado a tumor o de una parte del mismo puede efectuarse con un anticuerpo que se enlaza
especificamente al antigeno asociado al tumor o a una parte del mismo.

El antigeno asociado a tumor que va a detectarse, o una parte del mismo, puede existir en un complejo con una
molécula de MHC, principalmente una molécula de HLA.

La sonda de polinuclettido, o el anticuerpo, usada para una deteccién o para una determinacion o control, esta
marcada, por ejemplo, de manera detectable, en cuyo caso el marcador detectable puede ser, por ejemplo, un
marcador radioactivo o marcador enzimatico.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de un anticuerpo que esta acoplado con un medio de diagndéstico para
la preparacion de una composicion farmacéutica para el diagnostico o el control de una enfermedad cancerosa, el
cual se caracteriza porque el antigeno asociado a tumor se sobreexpresa en el tejido tumoral en comparacion con
tejidos sanos comparables, y el antigeno asociado a tumor presenta una secuencia que se codifica por un acido
nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico segiin SEQ ID NO: 13 del protocolo de secuencias; la
enfermedad cancerosa es un carcinoma en el area de cabeza-cuello o una leucemia. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo monoclonal. En otras modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico o humanizado o un
fragmento de un anticuerpo natural.

El experto en la materia puede usar los reconocimientos de los procesos de la invencion incluso en conexion con
procedimientos de tratamiento.

Métodos de tratamiento concebibles son métodos para el tratamiento de un paciente que tiene un enfermedad
cancerosa, la cual se caracteriza por la expresion o expresion anormal de un antigeno asociado a tumor, los cuales
comprenden (i) la identificacion de un &cido nucleico que codifica una antigeno asociado a tumor, identificado segun
la invencion, y dicho acido nucleico se expresa por células que se asocian con la enfermedad, (ii) la transfeccion de
una célula hospedera con el acido nucleico o una parte del mismo, (iii) el cultivo de las células hospederas
transfectadas para un expresién del acido nucleico (esto no es obligatorio para alcanzar una alta tasa de
transfeccién) (iv) la introduccion de las células hospederas o de un extracto de las mismas en el paciente en una
cantidad adecuada para aumentar la inmuno-reaccion contra las células del paciente que se asocian con la
enfermedad. Un método asi puede comprender ademas la identificacion de una molécula de MHC que presenta el
antigeno asociado a tumor o una parte del mismo, en cuyo caso la célula hospedera expresa la molécula de MHC
identificada y presenta el antigeno asociado a tumor o una parte del mismo. La inmuno-reaccion puede comprender
una reaccion de células B o una reaccién de células T. Ademas, una reaccion de células T puede comprender la
produccién de células T citoliticas y/o células T auxiliares, las cuales son especificas para las células hospederas
que presentan el antigeno asociado a tumor o una parte del mismo o son especificas para células del paciente que
expresan el antigeno asociado a tumor o una parte del mismo.

Otro método de tratamiento concebible es un método para el tratamiento de una enfermedad cancerosa que se
caracteriza por la expresién o la expresion anormal del antigeno asociado a tumor, identificado de acuerdo con la
invencion, y el cual comprende (i) la identificacion de células del paciente que expresan cantidades anormales del
antigeno asociado al tumor, (ii) el aislamiento de una muestra de las células, (iii) el cultivo de las células y (iv) la
introduccion de las células en el paciente, en una cantidad adecuada para iniciar una inmuno reaccion contra las
células.

Oligonucledtidos que se hibridan con el acido nucleico identificado segun la invencién pueden usarse como sondas
genéticas. Moléculas de acido nucleico en la forma de cebadores de oligonucleétido o sondas competentes que se
hibridan con el acido nucleico identificado segun la invencidon pueden usarse para encontrar acidos nucleicos que
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son homologos de los acidos nucleicos identificados segun la invencién. Para encontrar acidos nucleicos homélogos
pueden emplearse: amplificacién PCR, hibridacion Southern y Northern. La hibridacion puede efectuarse en
condiciones de baja severidad, mejor en condiciones de media severidad y en el mejor de los casos en condiciones
de alta severidad. El término "condiciones severas" se refiere a condiciones segun la invencién que permiten una
hibridacién especifica entre polinucleétidos.

Fragmentos inmunogénicos del antigeno asociado a tumor, identificado de acuerdo con la invencion, pueden
enlazarse a un receptor humano de HLA o a anticuerpos humanos. Un fragmento tal tiene, por ejemplo, una
secuencia de al menos 6, principalmente de al menos 8, de al menos 10, de al menos 12, de al menos 15, de al
menos 20, de al menos 30 o de al menos 50 aminoacidos.

En el ejemplo 1 se describen péptidos que pueden utilizarse para la preparacion de anticuerpos y presentan una
secuencia seleccionada del grupo compuesto de SEQ ID NOs: 287-290.

En otro aspecto, los métodos y las utilizaciones segun la invencién se refieren a un medio que se enlaza al antigeno
asociado a tumor, identificado segun la invencion. En una modalidad preferida, el medio es un anticuerpo. En otras
modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un fragmento de un anticuerpo.
Un anticuerpo segun la invencion puede ser un anticuerpo monoclonal. En otras modalidades, el anticuerpo es un
anticuerpo quimérico o humanizado o un fragmento de un anticuerpo.

Por otra parte, las utilizaciones segun la invencion se refieren a un conjugado entre un medio de la invencion que se
enlaza al antigeno asociado a tumor identificado segun la invencion, o un anticuerpo segun la invenciéon y un medio
o0 sustancia de diagnostico. A manera de ejemplo, el medio de diagnéstico es una toxina.

En otro aspecto, la invencién se refiere al uso de un kit para detectar una enfermedad cancerosa que se caracteriza
porgue un antigeno asociado a tumor se sobreexpresa en tejido tumoral en comparacion con un tejido sano
comparable, en cuyo caso el que comprende medios para detectar

(i) el acido nucleico que codifica el antigeno asociado a tumor, y/o
(i) el antigeno asociado a tumor,

en cuyo caso el antigeno asociado a tumor presenta una secuencia que se codifica por un &cido nucleico que
comprende la secuencia de acido nucleico segun SEQ ID NO: 13 del protocolo de secuencias, y la enfermedad
cancerosa es un carcinoma en el area de cabeza-cuello o una leucemia. En una modalidad, los medios para
detectar el acido nucleico son moléculas de &acido nucleico para la amplificacion selectiva del acido nucleico que
comprenden por ejemplo una secuencia de 6-50, principalmente 10-30 15-30 o 20-30 nucledtidos contiguos del
acido nucleico.

Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con la invencion se describe un gen que se expresa de manera selectiva 0 se expresa de manera
aberrante en células tumorales y representa un antigeno asociado a tumor.

Este gen y/o sus productos genéticos y/o sus derivados y/o partes pueden ser estructuras dianas para enfoques
terapéuticos. Conceptualmente, los enfoques terapéuticos apuntan a una inhibiciéon de la actividad del producto
genético asociado a tumor, expresados selectivamente. Esto es practico en el caso de que una expresion aberrante
selectiva, respectiva sea funcionalmente de importancia patogenética tumoral y su supresién va acompafiada con un
dafio selectivo de las células correspondientes. Otros conceptos terapéuticos consideran los antigenos asociados a
tumor como marcaciones que reclutan selectivamente mecanismos efectores que tienen potencial dafiino para las
células tumorales. En este caso, la funcidon de la misma molécula diana y su rol en la generaciéon de tumores es
completamente irrelevante.

Por "derivado” de un acido nucleico se entiende que se presentan sustituciones, supresiones y/o adiciones de
nucleétidos, individuales o multiples, en el acido nucleico. Ademas, el término "derivado” también comprende una
derivatizacion quimica de un acido nucleico en una base de nucleétido, en azicar o fosfato de un nucleétido. El
término "derivado" también comprende acidos nucleicos que no contienen nucleétidos y analogos de nucle6tidos que
se presenten en la naturaleza.

Un &cido nucleico es, por ejemplo, acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN). Los acidos nucleicos
comprenden, por ejemplo, ADN genémico, ADNc, ARNm, moléculas producidas de manera recombinante y
guimicamente sintetizadas. Un &cido nucleico puede presentarse como una molécula monocatenaria o bicatenario y
lineal o circular cerrada de modo covalente.
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Los acidos nucleicos descritos pueden estar presentes aislados. La expresion "acido nucleico aislado" significa de
acuerdo con la invencion que el acido nucleico (i) ha sido amplificado in vitro, por ejemplo mediante reaccion en
cadena de polimerasa (PCR), (ii) ha sido producido de modo recombinante mediante clonacién, (iii) ha sido
purificado, por ejemplo mediante disociacién y separacion electroforética en gel, o (iv) ha sido sintetizado, por
ejemplo mediante sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es un acido nucleico que esta disponible para una
manipulacion mediante técnicas recombinantes de ADN.

Un acido nucleico es "complementario” a otro acido nucleico cuando ambas secuencias hibridan entre si y pueden
acompafiarse con una molécula duplex estable, en cuyo caso la hibridacion se efectia preferentemente en
condiciones que permiten una hibridacién especifica entre polinucledtidos (condiciones severas). Se describen
condiciones severas, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., editores, 2.
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., editores, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York y se refieren, por ejemplo, a la
hibridacion a 65°C en amortiguador de hibridacién (3,5 x SSC, 0,02% Ficoll, 0,02% polivinilpirrolidona, 0,02%
albumina de suero bovino, 2,5 mM NaH,PO4 (pH 7), 0,5% SDS, 2 mM EDTA). SSC es una solucion con 0,15 M de
cloruro de sodio y citrato de sodio, respectivamente, pH 7. Después de la hibridacién se lava la membrana a la cual
ha sido trasladado el ADN, por ejemplo en 2 x SSC a temperatura ambiente y luego en 0,1 - 0.5 x SSC/ 0,1 x SDS a
temperaturas hasta 68°C.

Acidos nucleicos complementarios presentan, por ejemplo, al menos 40%, principalmente al menos 50%, al menos
60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90% y preferentemente al menos 95%, al menos 98% o al menos
99% de identidad de los nucledétidos.

Acidos nucledtidos que codifican antigenos asociados a tumor pueden existir solos 0 en combinacién con otros
acidos nucleicos, principalmente acidos nucleicos heter6logos. Un &cido nucleico puede existir funcionalmente en
conexién con secuencias de control de expresién o secuencias regulatorias, las cuales pueden ser homélogas o
heterdlogas con respecto al &cido nucleico. Una secuencia codificante y una secuencia regulatoria se enlazan
"funcionalmente” entre si, si se ligan una con otra de modo covalente de tal manera que la expresion o la
transcripcion de la secuencia codificante esté bajo el control o la influencia de la secuencia regulatoria. Si la
secuencia codificante debe traducirse a una proteina funcional, en el caso de un compuesto funcional de una
secuencia regulatoria con la secuencia codificante, una induccién de la secuencia regulatoria conduce a una
transcripcion de la secuencia codificante sin que se llegue a un desplazamiento del marco de lectura en la secuencia
codificante 0 a una incapacidad de la secuencia codificante para traducirse a la proteina o al péptido deseados.

El término "secuencia de control de expresion" o "secuencia regulatoria" comprende promotores, potenciadores y
otros elementos de control que regulan la expresion de un gen. La estructura exacta de secuencias regulatorias
puede variar dependiendo de la especie y del tipo de célula, pero generalmente comprende secuencias 5'-no-
transcritas y 5'-no-traducidas, las cuales participan en el inicio de la transcripcion y la traduccion, respectivamente
tales como una caja TATA, secuencia de cobertura, secuencia CAAT, y similares. Las secuencias de regulacion 5’-
no-transcritas comprenden principalmente una regidon promotora que incluye una secuencia promotora para un
control transcripcional del gen enlazado funcionalmente. Las secuencias regulatorias también pueden comprender
secuencias potenciadoras 0 secuencias activadoras ubicadas en direccion ascendente.

En teoria pueden usarse acidos nucleicos que codifican un antigeno asociado a tumor, identificado de acuerdo con
la invencion para una transfeccion de células hospederas. Por acidos nucleicos se entiende en este caso tanto ADN
recombinante como también ARN recombinante. ARN recombinante puede producirse por medio de transcripcién in
vitro de una matriz de ADN. Ademas, ésta puede modificarse antes de la aplicacion por medio de secuencias
estabilizantes, capping (cobertura) y poliadenilacién.

El término "célula hospedera" se refiere a cada célula que puede transformarse o transfectarse con un acido nucleico
exogeno. El término "células hospederas" comprende células procariotas (por ejemplo, E. coli) o células eucariotas
(por ejemplo, células dendriticas, células B, células CHO, células COS, células K562, células de levaduras y células
de insectos) y principalmente también células de mamiferos tales como células de ser humano, ratén, hamster,
cerdo, cabro y primates. Las células pueden derivarse de una gran cantidad de tipos de tejido y comprenden células
primarias y lineas celulares. Ejemplos especificos comprenden queratinocitos, leucocitos sanguineos periféricos,
células madre de la médula 6sea y células madre embrionarias. En otras modalidades, la célula hospedera es una
célula que presenta antigeno, principalmente una célula dendritica, un monocito o macréfago. Un acido nucleico
puede existir en la célula hospedera en una Unica copia 0 en varias copias y en una modalidad se expresa en la
célula hospedera.

El término "expresién" se usa en su significado mas general y comprende la produccién de ARN o de ARN y
proteina. También comprende una expresion parcial de acidos nucleicos. Ademas, la expresién puede efectuarse de
manera transitoria o estable. Ejemplos de sistemas de expresion en células de mamiferos comprenden pcDNA3.1y
pRc/CMV (Invitrogen, Carlsbad, CA), que contienen un marcador seleccionable como un gen que confiere
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resistencia frente a G418 (y de esta manera habilita una seleccién de lineas celulares transfectadas de modo
estable) y las secuencias de potenciador-promotor de citomegalovirus (CMV).

Los kits de acuerdo con la invencién comprenden, por ejemplo, un par de cebadores de amplificacion que hibridan
en el acido nucleico que codifica el antigeno asociado a tumor. Los cebadores comprenden preferentemente una
secuencia de 6-50 principalmente 10-30, 15-30 o 20-30 nucleétidos contiguos del acido nucleico y no se solapan a
fin de impedir la formacién de cebadores dimeros. Uno de los cebadores se hibridara en una hebra del acido
nucleico que codifica el antigeno asociado a tumor, y el otro cebador se hibridara en la hebra complementaria en
una disposicién que permita una amplificacién del acido nucleico que codifica el antigeno asociado a tumor.

Las moléculas "antisentido" o acidos nucleicos "antisentido" pueden usarse para la regulacién, principalmente la
reduccion de la expresién de un acido nucleico. El término "molécula antisentido” o "acido nucleico antisentido" se
refiere a un oligonucleétido que es un oligorribonucledtido, oligodesoxirribonucledtido, oligorribonucleétido
modificado u oligo desoxirribonucle6tido modificado y que en condiciones fisiolégicas se hibrida en ADN que
comprende un gen determinado o en ARNm de este gen, por lo cual se inhibe la transcripciéon de este gen y/o la
traduccion de este ARNm. Una "molécula antisentido" comprende también un constructo que contiene un acido
nucleico o una parte del mismo en orientacién inversa con respecto a su promotor natural. Un transcripto antisentido
de un acido nucleico o de una parte del mismo puede formar una molécula duplex con el ARNm de ocurrencia
natural que especifica la enzima y de esta manera impedir una acumulaciéon de o la traduccion del ARNm a la
enzima activa. Otra posibilidad es el uso de ribozimas para desactivar un acido nucleico. Los oligonucleétidos tienen,
por ejemplo, una secuencia de 6-50, en particular 10-30,15-30 o 20-30 nucleétidos contiguos del acido nucleico
diana y pueden ser totalmente complementarios al &cido nucleico diana o a una parte del mismo. Los
oligonucleétidos antisentido pueden hibridar, por ejemplo, con un sitio en N-terminal o dispuesto en 5’-direccion
ascendente, tal como un sitio de iniciacion de traduccion, sitio de iniciacién de transcripcion o sitio promotor o con
una region 3’- no traducida o un sitio de empalme de ARN.

Un oligonucledtido de la invencidon puede estar compuesto de ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos o de una
combinacién de los mismos. En este caso el extremo 5’ de un nucleétido y el extremo 3’ de otro nucleétido estan
ligados entre si mediante un enlace de fosfodiéster. Estos oligonucledtidos pueden sintetizarse de manera
convencional o producirse de modo recombinante.

De modo alternativo, un oligonucleétido segun la invencién puede ser un oligonucleétido "modificado”. En tal caso, a
fin de incrementar su estabilidad, por ejemplo, el oligonucleétido puede modificarse de las maneras mas diferentes
sin que se afecte su capacidad de enlazarse a su diana. El término "oligonucleétido modificado” significa segun la
invencién un oligonucledtido en el cual (i) al menos dos de sus nucleétidos estan ligados entre si mediante un enlace
de internucledsido sintético (es decir un enlace de internucledsido que no es un enlace de fosfodiéster) y/o (i) un
grupo quimico, que normalmente no aparece en &cidos nucleicos, se enlaza de modo covalente con el
oligonucledtido. Enlaces de internucledsidos sintéticos son fosforotioatos, alquilfosfonatos, fosforoditioatos, ésteres
fosfatos, alquilo fosfonotioatos, fosforoamidatos, carbonatos, triésteres fosfatos, acetamidatos, ésteres de
carboximetilo y péptidos.

El término "oligonucleétido modificado" también comprende oligonucleétidos que tienen un azicar y/o una base
modificada de modo covalente. "Oligonucledtidos modificados" comprenden, por ejemplo, oligonucleétidos con
residuos de azlcar que estan enlazados de modo covalente a grupos organicos de bajo peso molecular que no son
un grupo hidroxilo en la posicién 3’ ni un grupo fosfato en la posicién 5°. Los oligonucleétidos modificados pueden
comprender, por ejemplo, un residuo de ribosa 2’-O-alquilada u otro aztcar en lugar de ribosa, tal como arabinosa.

Las proteinas y polipéptidos descritos segun la invencion pueden existir aislados. Los términos "proteina aislada" o
"polipéptido aislado” significan que la proteina o el polipéptido estan separados de su ambiente natural. Una proteina
0 polipéptido aislados pueden existir en estado esencialmente purificado. El término "esencialmente purificado"
significa que la proteina o el polipéptido existen esencialmente libres de otras sustancias con las cuales se
presentan en la naturaleza o in vivo.

Tales proteinas y polipéptidos sirven, por ejemplo, para preparar anticuerpos y son empleables en un ensayo
inmunolégico o diagnéstico. Las proteinas y los polipéptidos descritos segun la invencién pueden aislarse de
muestras bioldgicas tales como muestras homogeneizadas de tejidos o de células y también pueden expresarse de
modo recombinante en una cantidad de sistemas de expresion procariotas o eucariotas.

"Derivados" de una proteina o de un polipéptido o de una secuencia de aminoacidos comprenden variantes de
insercién de aminoéacidos, variantes de supresion de aminoacidos y/o variantes de sustitucion de aminoéacidos.

Las variantes de insercidon de aminoacidos comprenden fusiones amino- y/o carboxiterminales, asi como inserciones
de aminoacidos, individuales o miltiples, en una determinada secuencia de aminoacidos. En el caso de variantes de
secuencia de aminoacidos con una insercion se introducen uno o varios residuos de amino&cidos en un sitio
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predeterminado en una secuencia de aminoacidos, aunque también es posible una insercion aleatoria con cribado
adecuado del producto resultante. Las variantes de supresion de aminoacidos se caracterizan por la eliminacion de
uno o de varios aminoacidos de la secuencia las variantes de sustitucion de aminoacidos se distinguen porque se
elimina al menos un residuo en la secuencia y se inserta otro residuo en su lugar. Las modificaciones se encuentran
preferentemente en posiciones de la secuencia de aminoacidos que no se conservan entre proteinas y polipéptidos
homologos. Los aminoacidos se reemplazan preferentemente por otros con propiedades similares tales como
hidrofobicidad, hidrofilidad, electronegatividad, volumen de la cadena lateral, y similares (sustitucién conservadora).
Las sustituciones conservadoras se refieren, por ejemplo, al intercambio de un aminoéacido por otro, en cuyo caso
ambos aminoacidos son listados en el mismo grupo que el aminoacido a continuacion:

1. Pequefios residuos alifaticos, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly)
2. Residuos cargados negativamente y sus amidas: Asn, Asp, Glu, GIn

3. Residuos cargados positivamente: His, Arg, Lys

4. Grandes residuos alifaticos, no polares: Met, Leu, lle, Val (Cys)

5. Grandes residuos aromaticos: Phe, Tyr, Trp.

Debido a su papel particular en la arquitectura de la proteina, se ponen tres residuos en paréntesis. Gly es el Unico
residuo sin una cadena lateral y de esta manera confiere flexibilidad a la cadena. Pro posee una geometria peculiar
que restringe fuertemente la cadena. Cys puede formar un puente de disulfuro.

"Derivados" de proteinas o polipéptidos también comprenden sustituciones, supresiones y/o adiciones individuales o
multiples de moléculas de cualquier tipo las cuales se asocian con la enzima tal como carbohidratos, lipidos y/o
proteinas o polipéptidos. Ademas, el término “derivados” también se extiende a todos los equivalentes quimicos
funcionales de las proteinas o de los polipéptidos.

Una parte o fragmento del antigeno asociado a tumor puede tener una propiedad funcional del polipéptido del cual
se deriva. Tales propiedades funcionales comprenden la interaccidon con anticuerpos, la interaccién con otros
polipéptidos o proteinas, el enlace selectivo de &cidos nucleicos y una actividad enzimatica. Una propiedad
importante es la capacidad de formar un complejo con HLA y opcionalmente generar una inmuno-reaccion. Esta
inmuno reacciona puede basarse en la estimulacion de células T citotoxicas o auxiliares. Una parte o fragmento de
un antigeno asociado a tumor comprende, por ejemplo, una secuencia de al menos 6, principalmente de al menos 8,
de al menos 10, de al menos 12, de al menos 15, y al menos 20, de al menos 30 o de al menos 50 aminoacidos
consecutivos del antigeno asociado a tumor. Una parte o un fragmento de un antigeno asociado a tumor es, por
ejemplo, una parte del antigeno asociado a tumor que corresponde a la parte de no- transmembrana, principalmente
a la fraccion extracelular del antigeno, o que est4 comprendida por la misma.

Una parte o un fragmento de un &cido nucleico que codifica un antigeno asociado a tumor se refieren segun la
invencion a la parte del acido nucleico que codifica al menos el antigeno asociado a tumor y/o una parte o un
fragmento del antigeno asociado a tumor, tal como se definié6 previamente. De manera preferida, una parte o
fragmento de un &cido nucleico que codifica un antigeno asociado a tumor es aquella parte que corresponde al
marco de lectura abierto, principalmente como se indica en el protocolo de secuencias.

El aislamiento y la identificacion de genes que codifican los antigenos asociados a tumor también habilitan el
diagnostico de una enfermedad que se caracteriza por la expresion de uno o de varios antigenos asociados a tumor.
Estos métodos comprenden la determinacién de uno o de varios &cidos nucleicos que codifican un antigeno
asociado a tumor, y/o la determinacién de los antigenos asociados a tumor codificados y/o de los péptidos derivados
de los mismos. Una determinacion del &cido nucleico puede efectuarse de manera convencional incluso mediante
reaccion en cadena de polimerasa o hibridacion con una sonda marcada. Una determinacion de antigenos
asociados a tumor o de péptidos derivados de los mismos puede efectuarse mediante un cribado de antisueros de
pacientes con respecto a un reconocimiento del antigeno y/o de los péptidos. También pueden determinarse
mediante cribado de células T del paciente para seleccionar especificidad para el correspondiente antigeno asociado
a tumor.

Los anticuerpos empleados en el contexto de los métodos y utilizaciones de la invencion pueden reconocer
proteinas en estado nativo y/o desnaturalizado (Anderson et al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J.
Immunol. Methods 234: 107-116,2000; Kayyem et al., Eur. J. Biochem. 208: 1-8, 1992; Spiller et al., J. Immunol.
Methods 224: 51-60, 1999).

Los antisueros que contienen anticuerpos especificos que se enlazan especificamente a la proteina diana, pueden
producirse mediante diferentes métodos estandar; cf. por ejemplo "Monoclonal Antibodies: A Practical Approach” de
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Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9, "Antibodies: A Laboratory Manual" de Ed Harlow, David
Lane ISBN: 0879693142 y "Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO" de Edward Harlow, David
Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447. En este caso también es posible generar anticuerpos afines y especificos que
reconocen proteinas complejas de membrana en su forma nativa (Azorsa et al., J. Immunol. Methods 229: 35-48,
1999; Anderson et al., J. Immunol. 143: 1899-] 904, 1989; Gardsvoll, J. Immunol. Methods. 234: 107-116, 2000).
Esto es de importancia ante todo para la preparacioén de anticuerpos que se emplean en el marco de aplicaciones
diagnosticas. Para este propdsito, tanto con la proteina completa, las secuencias parciales extracelulares, como
también las células que expresan la molécula diana en su forma plegada fisiolégicamente pueden inmunizarse.

Tradicionalmente se producen anticuerpos monoclonales con ayuda de la tecnologia de hibridoma (detalles técnicos:
véase "Monoclonal Antibodies: A Practical Approach" de Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9;
"Antibodies: A Laboratory Manual" de Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142, "Using Antibodies: A Laboratory
Manual: Portable Protocol NO" de Edward Hadow, David Laue, Ed Harlow ISBN: 0879695447).

Se sabe que Unicamente una pequefia parte de una molécula de anticuerpo, el paratopo, participa en el enlace del
anticuerpo a su epitopo (cf. Clark, W.R. (1986), The Experimental Foundations of Modern Immunology, Wiley &
Sons, Inc., Nueva York; Roitt, 1. (1991), Essential Immunology, 7. Edicion, Blackwell Scientific Publications, Oxford).
Las regiones pFc' y Fc son, por ejemplo, efectores de la cascada de complemento, aunque no participan en el
enlace de antigeno. Un anticuerpo del cual se ha disociado enzimaticamente la region pFc’ o el cual se ha producido
sin la region pFc’, denominada como fragmento de F(ab’),, lleva ambos sitios de enlace de antigeno de un
anticuerpo completo. De manera similar, un anticuerpo del cual se ha disociado enziméaticamente la region Fc o que
se ha producido sin la regiéon Fc, denominada como fragmento de Fab, porta un sitio de enlace de antigeno de una
molécula intacta de anticuerpo. Ademas, los fragmentos de Fab se componen de una cadena ligera, enlazada de
modo covalente, de un anticuerpo o una parte de la cadena pesada del anticuerpo, denominada como Fd. Los
fragmentos Fd son los determinantes principales de la especificidad del anticuerpo (un fragmento Unico Fd puede
asociarse hasta con diez cadenas ligeras diferentes, sin modificar la especificidad del anticuerpo) y en el caso de un
aislamiento los fragmentos Fd mantiene la capacidad de enlazar un epitopo.

Dentro de la parte del anticuerpo que enlaza el antigeno se encuentran regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), que interactian directamente con el epitopo del antigeno, y regiones de armazon
(FRs), las cuales mantienen la estructura terciaria del paratopo. Tanto en el fragmento Fd de la cadena pesada
como también en la cadena ligera de inmunoglobulinas 1gG se encuentran cuatro regiones de armazén (FR1 a FR4),
las cuales estan separadas respectivamente por tres regiones determinantes de complementariedad (CDR 1 a
CDR3). Las CDRs principalmente las regiones CDR3 y aun mas particularmente la region CDR3 de la cadena
pesada son responsables en gran medida de la especificidad de los anticuerpos.

Se sabe que las regiones que no son CDR de un anticuerpo de mamifero pueden reemplazarse por regiones
similares de anticuerpos con la misma especificidad o una distinta, en cuyo caso permanece retenida la
especificidad para el epitopo del anticuerpo original. Esto hizo posible el desarrollo de anticuerpos llamados
"humanizados", en los cuales CDRs no humanos estan enlazados de modo covalente con regiones FR y/o Fc/pFc'
humanas para producir un anticuerpo funcional.

Esto se usa en la llamada tecnologia "SLAM". En este caso, las células B se aislan de sangre integra y las células
se hacen monoclonales. A continuacion se analizan el sobrenadante de las células B aisladas para su especificidad
de anticuerpo. En contraste con la tecnologia de hibridoma, a continuacion la region variable del gen de anticuerpo
se amplifica mediante PCR de célula individual y se clona a un vector adecuado. De esta manera se acelera la
obtencion de anticuerpos monoclonales (de Wildt et al. J. Immunol. Methods 207:61-67, 1997).

Como otro ejemplo, la WO 92/04381 describe la produccion y el uso de anticuerpos humanizados RSV de ratén, en
los cuales al menos una parte de las regiones FR de raton han sido reemplazadas por regiones FR de un origen
humano. Tales anticuerpos, incluidos fragmentos de anticuerpos intactos con una capacidad de enlazamiento de
antigeno con frecuencia se denominan anticuerpos "quiméricos".

De acuerdo con la invencion también se proporcionan fragmentos F(ab')z, Fab. Fv y Fd de anticuerpos, anticuerpos
quiméricos, en los cuales han sido reemplazadas las regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o regiones CDR3 de
cadena ligera con secuencias homologas, humanas o no humanas, anticuerpos de fragmento F(ab'), quiméricos en
los cuales las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o regiones CDR3 de cadena ligera han sido reemplazadas por
secuencias homoélogas humanas o no humanas; anticuerpos de fragmento Fab quiméricos en los cuales las
regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o regiones CDR3 de cadena ligera han sido reemplazadas por secuencias
homélogas humanas o no humanas, y anticuerpos de fragmento Fd quiméricos en los cuales las regiones FR y/o
CDRI y/o CDR2 han sido reemplazadas por secuencias homélogas, humanas o no humanas. De acuerdo con la
invencién, también estan comprendidos los llamados anticuerpos de cadena Unica.

Preferentemente un anticuerpo usado de acuerdo con la invencién esta dirigido contra una secuencia segun SEQ ID
NO. 14 del protocolo de secuencias.
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En el presente caso también se describen sustancias enlazantes tales como, por ejemplo, polipéptidos los cuales se
enlazan especificamente a antigenos asociados a tumor. A manera de ejemplo, tales sustancias de enlace,
polipéptidos, pueden prepararse mediante librerias de péptidos degenerados las cuales pueden producirse
sencillamente en solucion en una forma inmovilizada o como librerias de indicacion de fagos. También pueden
producirse librerias combinatorias de péptidos con uno o varios aminoacidos. Ademas, pueden producirse
bibliotecas de péptidos y de residuos sintéticos no peptidicos. La indicacién (display) de fagos puede ser
particularmente efectiva en la identificacion de péptidos de enlace segun la invencién. En este caso se produce, por
ejemplo, una libreria de fagos (usando por ejemplo el fago m13, fd o lambda) que presenta insertos de una longitud
de 4 hasta aproximadamente 80 residuos de aminoacidos. Luego se seleccionan fatuos que portan insertos los
cuales se enlazan al antigeno asociado a tumor. Este proceso puede repetirse por varios ciclos de una re-seleccion
de fagos que se enlazan al antigeno asociado a tumor. Ronda repetidas conducen a una concentracion de fagos que
portan determinadas secuencias. Un analisis de secuencias de ADN puede llevarse a cabo a fin de identificar las
secuencias de los polipéptidos expresados. Puede determinarse la porcién lineal mas pequefia de la secuencia que
se enlaza al antigeno asociado a tumor. El "sistema dos-hibrido" de levadura también pueden emplearse para la
identificacion de polipéptidos que se enlazan a un antigeno asociado a tumor. Los antigenos asociados a tumor,
descritos de acuerdo con la invencion, o los fragmentos de los mismos, pueden emplearse para cribar librerias de
péptidos, incluidas librerias de indicacion de fagos, con el fin de identificar y seleccionar socios de enlace de péptido
de los antigenos asociados a tumor. Tales moléculas pueden usarse, por ejemplo, para ensayos de cribado,
protocolos de purificacion, para una interferencia con la funcion del antigeno asociado a tumor y para otros
propésitos que son conocidos por el experto en la materia.

Los anticuerpos descritos antes y otras moléculas de enlace pueden usarse, por ejemplo, para la identificacion de
tejidos que expresan un antigeno asociado a tumor. Los anticuerpos pueden también acoplarse a sustancias
especificas de diagnéstico para una representacion de células y tejidos que expresan los antigenos asociados a
tumor. Ademas pueden acoplarse a sustancias terapéuticamente Utiles. Las sustancias de diagndstico comprenden,
de una manera no limitante, sulfato de bario, acido iocetamico, acido iopanoico, ipodato de calcio, diatrizoato de
sodio, diatrizoato de meglumina, metrizamida, tiropanoato de sodio y materiales de radiodiagnostico que incluyen
emisores de positrones tales como fltior-18 y carbono-11, emisores de rayos gamma tales como yodo-123, tecnecio-
99m, yodo-131 e indio-111, nuclidos para resonancia nuclear magnética como flior y gadolinio.

El término "paciente" significa de acuerdo con la invencién una persona humana, un primate no humano u otro
animal, principalmente mamifero tal como vaca, caballo, cerdo, oveja, cabrén, perro, gato o roedor tal como ratén y
rata. En una modalidad particularmente preferida el paciente es un ser humano.

El término "enfermedad" se refiere de acuerdo con la invencién a cada Estado patoldgico en el cual los antigenos
asociados a tumor se expresan o0 se expresan de manera anormal. "Expresién anormal” significa segin la invencion
gue se modifica la expresion frente al estado en el caso de un individuo sano, preferiblemente se incrementa. Un
incremento de la expresion se refiere a un incremento en al menos 10%, principalmente al menos 20%, al menos
50% o al menos 100%. En una modalidad, el antigeno asociado a tumor se expresa solamente en tejido de un
individuo enfermo, mientras que la expresién se reprime en el caso de un individuo sano. Un ejemplo de una
enfermedad asi es cancer, en cuyo caso el término "cancer" comprende seguln la invencion leucemias, seminomas,
melanomas, teratomas, gliomas, cancer de intestino, rectal, colorrectal, de estomago, gastrointestinal, de eséfago,
de oido nariz garganta (ONG), renal, adrenal, de tiroides, de nédulo linfatico, de mama, de préstata, uterino, de
ovarios, endometrial, de higado, de pancreas, de piel, de cerebro y de pulmones, y sus metastasis.

Una muestra biologica puede ser segun la invencion una muestra de tejido y/o de células y puede obtenerse de
manera convencional para una utilizacién en los diferentes métodos aqui descritos, tal como mediante biopsia de
tejido, incluida la biopsia por puncion toma de sangre, aspirado bronquial, orina, heces u otros fluidos corporales.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion se administran en general en cantidades farmacéuticamente
tolerables y en composiciones farmacéuticamente tolerables. El término "farmacéuticamente tolerable" se refiere a
un material no téxico que no interactia con el efecto del componente activo de la composicion farmacéutica. Tales
preparaciones pueden contener habitualmente sales, sustancias amortiguadoras, sustancias conservantes, soportes
y opcionalmente otros principios activos terapéuticos. Al utilizarse en medicina, las sales deben ser
farmacéuticamente tolerables. Sales farmacéuticamente no tolerables pueden usarse, no obstante, para la
preparacion de sales farmacéuticamente tolerables de las mismas y se encuentran comprendidas segun la
invencion. Tales sales farmacolégicamente y farmacéuticamente tolerables comprenden, de una manera no
limitante, aquellas que se preparan de los siguientes acidos: acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulftrico,
acido nitrico, acido fosforico, &cido maleico, &cido acético, acido salicilico, &cido citrico, acido férmico, &cido
malonico, acido succinico y similares. Sales farmacéuticamente tolerables también pueden prepararse como sales
de metal alcalino o de metal alcalinotérreo, tales como sales de sodio, de potasio o de calcio.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién puede comprender vehiculo farmacéuticamente
compatible. El término "vehiculo farmacéuticamente compatible" se refiere segin la invencién a uno o varios
materiales de carga, diluyentes o sustancias de capsula, compatibles, sdlidos o liquidos, que son adecuados para
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una administracién a una persona. El término "vehiculo" se refiere a un componente organico o inorganico, de
naturaleza natural o sintética, en el cual se combina el componente activo a fin de facilitar una aplicacion. Los
componentes de la composicién farmacéutica de la invencién son habitualmente de tal forma que no se presente
una interaccion que perjudique esencialmente la efectividad farmacéutica deseada.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden contener sustancias amortiguadoras adecuadas tales
como acido acético en una sal, acido citrico en una sal, acido bérico en una sal y acido fosférico en una sal.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener opcionalmente sustancias conservantes tales como
cloruro de benzalconio, clorobutanol, parabenos y timerosal.

Las composiciones farmacéuticas se ofrecen habitualmente en una forma posolégica uniforme y pueden producirse
de una manera conocida per se. Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden existir, por ejemplo, en
forma de capsulas, tabletas, pastillas para chupar, soluciones, suspensiones, jarabes, elixires o0 como emulsion.

Las composiciones que son adecuadas para una administracion parenteral habitualmente comprenden una
preparacion estéril, acuosa o no acuosa, del principio activo, la cual es preferiblemente isotonica con la sangre del
receptor. Los vehiculos y solventes compatibles son, por ejemplo, solucion de Ringer y solucion isoténica de cloruro
de sodio. Adicionalmente se emplean aceites estériles, fijos como medios de solucion o de suspensién.

La presente invencion se describe detalladamente por medio de las siguientes ilustraciones y los siguientes
ejemplos.

llustraciones:
Figura 1a, b: analisis gPCR de la expresion especifica para LOC90625 en tejidos normales y tumorales.

la: andlisis cuantitativo de expresion de LOC90625 en tejidos normales (izquierda) y tejidos tumorales (acumulados
respectivos de 3-5 pruebas individuales, derecha). Representacion lineal de la expresion relativa (activacion
multiple).

1b: Representacion logaritmica de la expresion en tejidos normales y tumorales.
1c: Analisis de expresion RT-PCR de LOC90625 en A: leucemias (n=14) y B: carcinomas de cabeza/cuello (n=5).

Fig. 2a: Tintura de transfectantes LOC90625 con anticuerpos especificos. Se han transfectado células con el gen
especifico como constructor de fusion con eGFP (A) y se han tinturado con un anticuerpo especifico contra este
producto genético (B). Se detecta especificidad mediante la superimposicion (C) de los tintes usando
inmunofluorescencia.

Fig. 2b: Tintura de transfectantes LOC90625 con anticuerpos especificos en Western Blot. Se transfectaron vestigios
1 & 6: células 293, vestigios 2 & 7: células 293 con LOC90625 y han sido etiquetadas con GFP, vestigios 3,4, 9 & 8:
células 293, trasnfectados solamente con LOC90625.

Fig. 2c: Inmunohistoquimica en cortes de tejidos con anticuerpos LOC90625. Los gametos del testiculo son las
Unicas células normales que expresan este producto genético. Los tumores como el carcinoma de prostata
representado a cabo también expresan.

Ejemplos:
Material y métodos

Los términos "in silico" y "electrénicamente” se refieren puramente a la utilizacion de métodos basados en bases de
datos, con los cuales pueden simularse procesos experimentales en laboratorio.

Todos los otros conceptos y términos son utilizados, si no se definen explicitamente de otra manera, tal como el
experto en la materia los entiende. Las técnicas y métodos mencionados se efectian de una manera conocida per
se y estan descritos, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ediciéon (1989),
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor. N.Y. Todos los métodos que incluyen el uso de equipos y
reactivos se realizan de conformidad con los datos de los fabricantes.

A. Estrategia con base en mineria de datos para la identificacion de antigenos asociados a tumor

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 253731913

De acuerdo con la invencién se investigaron bases de datos publicas de proteinas y acidos nucleicos humanos en
relacion a antigenos especificos de cancer los cuales son accesibles en la superficie celular. La definicién de los
criterios de filtro necesarios para esto, junto con una metodologia de alto rendimiento para el andlisis de todas las
proteinas, en lo posible, formaron el componente central de esta estrategia.

El punto de partida fue formado por los genes potenciales predichos principalmente a partir del proyecto de genoma
humano, los cuales fueron depositados como solamente entradas de proteina ejemplar (XP) o ARNm (XM) en la
base de datos "RefSeq" (Pruitt et al., Trends Genet. enero;16(1):44-47, 2000) del "National Center for Biotechnology
Information” (NCBI). En otro enfoque, las entradas de proteina validadas (NP) y, respectivamente, los ARNms (NM)
de la misma base de datos se analizaron también de la misma manera. Siguiendo el principio fundamental
(hipotético) de gen a ARNm a proteina, las proteinas se estudiaron primero para la presencia de dominios de
transmembrana combinando una pluralidad de programas de prediccién para analisis de proteina. Se analizaron un
total de 19 544 entradas de la fraccién de XP humana de la base de datos "RefSeq", en cuyo caso 2025 proteinas
hipotéticas satisficieron los criterios de filtro. La fraccion NP humana proporcioné un total de 19 110 entradas con
una proporcion de 4 634 proteinas filtradas.

El ARNm correspondiente de cada una de estas 2025 o 4634 proteinas se sometié a continuacién a una busqueda
de homologia en la base de datos EST (Boguski et al., Nat. Genet. 4(4):332-333, 1993) del NCBI con ayuda del
algoritmo "BLAST" (Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, 1997). Los criterios de filtro se establecieron
rigurosos en esta busqueda. En total 1270 ARNms hipotéticos lograron en este caso al menos un acierto en la base
de datos EST, y la cantidad de aciertos en casos individuales fue méas de 1000.

A continuacion, se determind el origen especifico para tejido de la libreria de ADNc subyacente, asi como también el
nombre de la libreria, para cada uno de estos aciertos validos. Los tejidos resultantes de esto se dividieron en cuatro
grupos diferentes: desde 6rganos prescindibles (grupo 3) hasta 6rganos absolutamente esenciales para la vida
(grupo 0). Otro grupo, el grupo 4, estaba compuesto de todas las muestras que habian sido obtenidas de tejidos
cancerosos. La distribucion de aciertos en los cinco grupos se registré en una tabla que se clasificé de acuerdo con
la mejor proporcién de la suma de los grupos 3y 4 frente a la suma de los grupos 0-2. En tal caso, aquellos ARNms
cuyos aciertos de EST se originaron exclusivamente de tejido canceroso, alcanzaron una posicion de punta, seguido
de aquellos que también podian encontrarse adicionalmente en tejidos de drganos prescindibles del grupo 3. Otro
criterio para la importancia de esta distribucion es el nimero de librerias de ADNc independientes a partir de las
cuales se obtuvieron los ESTs y las cuales se muestran en una columna separada de la tabla.

Puesto que las transcripciones determinadas en el primer planteamiento y las proteinas correspondientes son
primero constructos hipotéticos, se usaron otros criterios de cribado con la intencion de probar la existencia real de
ARNmMS y, por consiguiente, también de las proteinas. Para este propdsito, cada ARNm fue comparado con el lugar
de gen predicho usando el programa "Spidey" (Wheelan et al., Genome Res. 11(11):1952-1957, 2001). Solamente
aquellas transcripciones que tienen al menos un proceso de empalme, es decir que se extienden por al menos 2
exones, fueron usados para analisis mas detallados.

La aplicacién secuencial de todos los filtros mencionados condujo a los antigenos asociados a tumor de la invencion
gue pueden considerarse accesibles a nivel extracelular debido a un dominio de transmembrana predicho y a la
topologia relacionada con la misma. El perfil de expresion derivado de los datos de EST indica en todos los casos la
expresion especifica para el cancer que puede extenderse a lo sumo a los 6rganos descartables.

B. Estrategia de validacion de los antigenos asociados a tumor identificados mediante andlisis in silico

Para utilizar las dianas para propésitos inmunoterapéuticos (terapias de anticuerpos por medio de anticuerpos
monoclonales, vacunacion, enfoques terapéuticos mediados por receptor de células T; cf. EP-B-0 879 282) u otros
enfoques dirigidos a la diana (compuestos pequefios, ARNsi, etc.) en terapia de cancer asi como también para
diagnosticar problemas, la validacion de las dianas identificadas segun la invencién es de importancia central. En
este caso, la validacion se lleva a cabo mediante andlisis de expresion tanto a nivel de ARN como a nivel de la
proteina.

1. Examen de la expresion de ARN

La primera caracterizacion de los antigenos tumorales identificados se efectlia con ayuda de ARN, el cual se obtiene
de diferentes tejidos o de lineas celulares especificas para tejido. Debido a que en el patrén de expresion diferencial
de tejido sano en comparaciéon con tejido tumoral es de importancia decisiva para la aplicacion terapéutica
subsiguiente, los genes dianas se caracterizan preferiblemente con la ayuda de estas muestras de tejido.

El aislamiento del ARN total de las muestras de tejido nativo o de las lineas celulares tumorales se efectia con
métodos que son estandar en la biologia molecular. Dicho aislamiento puede llevarse a cabo, por ejemplo, con la
ayuda del kit RNeasy Maxi (Qiagen, cat. No. 75162) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este método de
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aislamiento se basa en el uso de isotiocianato de guanidinio como reactivo caotrépico. De modo alternativo el
aislamiento puede realizarse con fenol acido (Chomczynski & Sacchi, Anal. Biochem. 162: 156-159, 1987). Después
de procesar el tejido por medio de isotiocianato de guanidinio se extrajo ARN con fenol acido, a continuacién se
precipitd con isopropanol y se llevé a agua tratada con DEPC.

2-4 ng del ARN aislado de esta manera se transcribieron a continuacién a ADNc, por ejemplo mediante Superscript
Il (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La imprimacién de la sintesis de ADNc se efectud en tal
caso con ayuda de hexameros aleatorios (por ejemplo, Roche Diagnostics) de acuerdo con protocolos estandar del
fabricante respectivo. Para control de calidad se amplifican los ADNcs con cebadores en 30 ciclos, que son
especificos para el gen p53 que se expresa solamente un poco. Solamente sondas de ADNc positivas de p53 se
usaran para los otros pasos de reaccion.

Para el andlisis detallado de la diana se realiza a base de un archivo de ADNc, que habia sido aislado de tejidos
normales y tumorales asi como de lineas tumorales, un analisis de expresién por medio de PCR o de PCR
cuantitativo (QPCR). Para este propoésito se amplifican 0.5 pl de ADNc de la mezcla de reaccién de arriba con una
polimerasa de ADN (por ejemplo, 1 U de HotStarTaq DNA Polymerase, Qiagen) de acuerdo con los protocolos del
respectivo fabricante (volumen total de la mezcla de reaccién: 25-50 pl). Ademas de la polimerasa, la mezcla de
amplificacion contiene 0,3 mM dNTPs, amortiguador de reaccion (concentracion final 1 x, dependiendo del fabricante
de la polimerasa de ADN) y cada caso de a 0,3 mM de los cebadores "sentido" y "anti- sentido" especificos para
genes.

Los cebadores especificos del gen diana se seleccionan en tanto sea posible de tal manera que se localicen en dos
exones diferentes para que las contaminaciones gendémica sino conduzcan a resultados falsos positivos. En un PCR
de punto final no cuantitativo, el ADNc se incuba normalmente a 95 °C por 15 minutos a fin de desnaturalizar el ADN
y de activar la enzima HotStart. A continuacion se amplifica el ADN por 35 ciclos (1 minuto a 95 °C, 1 minuto a la
temperatura de hibridacion especifica para el cebador (aproximadamente 55-65 °C), 1 minuto a 72 °C para alargar
los amplificados). A continuacion se aplican 10 ul de la mezcla de PCR a los geles de agarosa y se separan en el
campo eléctrico. EI ADN se hace visible en los geles mediante tintura de bromuro de etidio y el resultado de PCR se
documenta por medio de una fotografia.

Como alternativa a PCR convencional, la expresion de un gen diana también puede analizarse mediante PCR
cuantitativo en tiempo real. Entretanto se encuentran disponibles diversos sistemas analiticos para este andlisis, de
los cuales los mas conocidos son el sistema de deteccion de secuencia ABI PRISM Sequence detection system
(TagMan, Applied Biosystems), el iCycler (Biorad) asi como el Light cycler (Roche Diagnostics). Tal como se ha
descrito, una mezcla de PCR especifica se somete a una corrida en los instrumentos en tiempo real. Adicionando un
tinte de intercalacion de ADN (por ejemplo, bromuro de etidio, CybrGreen), el ADN recién sintetizado se hace visible
por la excitacion de luz especifica (de acuerdo con la informacion del fabricante del tinte). Una multiplicidad de
puntos medidos durante la amplificacion permite que el proceso entero sea monitoreado y la concentracion de acido
nucleico del gen diana sea determinada cuantitativamente. La normalizacion de la mezcla de PCR se efectla
midiendo un "housekeeping gen" (gen de labor doméstica) (por ejemplo, 18S ARN, R-actina). Estrategias alternativas
mediante sondas de ADN etiquetadas con fluorescencia permiten asimismo la determinacién cuantitativa del gen
diana de una muestra tisular especifica (véase aplicaciones TagMan de la empresa Applied Biosystems).

2. Clonacién

La clonacién de todo el gen diana que se requiere para seguir caracterizando el antigeno tumoral se efectda de
acuerdo con métodos corrientes de biologia molecular (por ejemplo, en "Current Protocols in Molecular Biology",
John Wiley & Sons Ltd., Wiley InterScience). Para clonar el gen diana o para analizar su secuencia, dicho gen se
amplifica primero mediante una polimerasa de ADN que tiene una funciéon de lectura de prueba ("proof reading
function") (por ejemplo, pfu, Roche Diagnostics). El amplificado se liga luego a un vector de clonacion mediante
métodos estandar. Mediante secuencia de analisis se identifican clones positivos y a continuaciéon se caracterizan
con ayuda de programas de prediccién y algoritmos conocidos.

3. Prediccidn de la proteina

Muchos de los genes encontrados de acuerdo con la invencion (principalmente aquellos del dominio XM de RefSeq)
son genes recientemente descubiertos para los cuales el gen de longitud completa debe clonarse, el marco de
lectura abierto debe determinarse y la secuencia de la proteina debe deducirse y analizarse.

A fin de clonar la secuencia de longitud completa hemos usado protocolos comunes para la rapida amplificacion de
extremos de ADNc ("Rapid amplification of cDNA ends") y el cribado de librerias de expresién de ADNc con sondas
especificas del gen (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Edicién (1989), Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Barbor, N.Y.). Después de componer los fragmentos encontrados de esta
manera se predijeron marcos de lectura abierta potenciales (ORF por open reading frames) usando programas
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corrientes de prediccion. Puesto que la posicion de la cola poliA y de los motivos de poliadenilacién predetermina la
orientacion del producto genético potencial, solamente los 3 marcos de lectura de aquella orientacién respectiva
permanecen de 6 marcos de lectura posibles. Con frecuencia esto produce solamente un marco de lectura abierto
suficientemente grande que puede codificar una proteina, mientras que otros marcos de lectura tienen demasiados
codones de parada (stop-codones) y no codificarian una proteina real. En el caso de marcos abiertos de lectura,
alternativos, tomar en cuenta los criterios de Kozak para la iniciacién de transcripcion 6ptima asi como para el
analisis de las secuencias de proteina deducidas, potencialmente resultantes, apoya la identificacion del ORF
auténtico. Este sigue verificandose generando inmunosueros contra proteinas deducidas de los ORFs potenciales y
su analisis para reconocer una proteina real en tejidos y lineas celulares.

4. Produccion de anticuerpos

La caracterizacion de los antigenos asociados a tumor, identificado segun la invencién, se efectta, por ejemplo,
usando anticuerpos. Ademas, la invencién comprende el uso diagndéstico de anticuerpos. Los anticuerpos pueden
reconocer proteinas en el estado nativo y/o desnaturalizado (Anderson et al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989;
Gardsvoll, J. Immunol. Methods 234: 107-116,2000; Kayyem et al., Eur. J. Biochem. 208: 1-8, 1992; Spiller et al., J.
Immunol. Methods 224: 51-60, 1999).

Los antisueros que comprenden anticuerpos especificos los cuales se enlazan especificamente a la proteina diana,
pueden prepararse mediante diversos métodos estandar; cf., por ejemplo, "Monoclonal Antibodies: A Practical
Approach" de Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9, "Antibodies: A Laboratory Manual" de Ed
Harlow, David Lane ISBN: 0879693142 y "Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO" de Edward
Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447. También es posible generar anticuerpos afines y especificos
gue reconocen proteinas de membrana compleja en su forma nativa (Azorsa et al., J. Immunol. Methods 229: 35-48,
1999; Anderson et al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J. Immunol. Methods. 234: 107-116, 2000).
Esto es ante todo de especial importancia en la preparacién de anticuerpos que van a usarse terapéuticamente,
aunque también para muchas aplicaciones diagndsticas. Para este proposito, tanto la proteina completa como
también las secuencias parciales extracelulares pueden usarse para inmunizacion.

Inmunizacién y produccion de anticuerpos monoclonales

Se han publicado los més diversos protocolos de inmunizacion. Se inmuniza una especie (por ejemplo, conejos,
ratones) mediante una primera inyeccion de la proteina diana deseada. La respuesta inmune del animal al
inmundgeno puede reforzarse mediante una segunda o una tercera inmunizacién dentro de un periodo definido de
tiempo (aproximadamente 2-4 semanas después de la Ultima inmunizacién). Una vez més, después de diferentes
lapsos de tiempo definidos (el primer sangrado después de 4 semanas, después cada 2-3 semanas, hasta 5 tomas),
se toma sangre de dichos animales y se obtiene inmunosuero. Los inmuno sueros tomados de esta manera
comprenden anticuerpos policlonal es que pueden usarse para detectar y caracterizar la proteina diana en Western
Blot, mediante citometria de flujo, inmunofluorescencia o inmunohistoquimica.

La inmunizacion de los animales efectia por lo regular mediante uno de cuatro métodos bien establecidos, pero
también existen otros métodos. La inmunizacion puede realizarse usando péptidos especificos para la proteina
diana, usando la proteina completa, usando secuencias parciales extracelulares de una proteina que puede
identificarse experimentalmente o por medio de programas de prediccion. Puesto que los programas de prediccion
no siempre funcionan perfectamente, también es posible emplear dos dominios separados uno de otro por un
dominio de transmembrana. En este caso, uno de los dos dominios tiene que ser extracelular, lo cual puede
probarse experimentalmente luego (véase mas adelante). La inmunizacion se ofrece comercialmente por diferentes
proveedores de servicio.

(1) en el primer caso, se sintetizan péptidos (longitud: 8-12 aminoacidos) mediante métodos in vitro (mediante un
servicio comercial en lo posible) y estos péptidos se utilizan para la inmunizacién. Por lo regular se efectian 3
inmunizaciones (por ejemplo, con una concentracion de 5-100 pg/inmunizacion).

(2) de modo alternativo, la inmunizacion puede efectuarse por medio de proteinas recombinantes. Para este
proposito, el ADN clonado del gen diana se clona en un vector de expresién y la proteina diana se sintetiza, por
ejemplo, libre de células in vitro, en bacterias (por ejemplo, E. coli), en levadura (por ejemplo, S.pompe) por ejemplo
en células de insecto o en células de mamifero, de manera analoga a las condiciones del fabricante respectivo (por
ejemplo, Roche Diagnostics, Invitrogen, Clontech, Qiagen). También es posible sintetizar la proteina diana con la
ayuda de sistemas de expresion viral (por ejemplo, baculovirus, vacciniavirus, adenovirus). Después de haber sido
sintetizada en uno de dichos sistemas, la proteina diana se purifica, normalmente empleando métodos
cromatograficos. En este contexto, para la inmunizacion también es posible usar proteinas que tengan un ancla
molecular como una ayuda para purificacién (por ejemplo, His-Tag, Qiagen; FLAG-tag, Roche Diagnostics; GST-
proteinas de fusién). Puede encontrarse una gran cantidad de protocolos, por ejemplo, en "Current Protocols in
Molecular Biology", John Wiley & Sons Ltd., Wiley InterScience. Después de la purificacién de la proteina diana, se
lleva a cabo una inmunizacién tal como se ha descrito antes.
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(3) Si esta disponible una linea celular que sintetiza la proteina deseada de manera endégena, también es posible
usar esta linea celular directamente para preparar el antisuero especifico. En este caso, la inmunizacion se lleva a
cabo mediante 1-3 inyecciones cada una respectivamente con aproximadamente 1-5x10 células.

(4) La inmunizacién también puede efectuarse por inyeccion de ADN (inmunizaciéon de ADN). Para este propdsito, el
gen diana primero se clona en un vector de expresion, de modo que la secuencia diana esté bajo el control de un
promotor eucariota fuerte (por ejemplo, promotor CMV). A continuacion, se transfiere ADN (por ejemplo, 1-10 pg por
inyeccion) como inmundgeno usando un "gene gun" (cafidon de genes) a regiones capilares con un flujo sanguineo
fuerte en un organismo (por ejemplo, ratén, conejo). EI ADN transferido es asimilado por células del animal, se
expresa el gen diana y el animal desarrolla finalmente una respuesta inmune contra la proteina diana (Jung et al.,
Mol. Cells 12: 41-30 49, 2001; Kasinrerk et al., Hybrid Hybridomics 21: 287-293, 2002).

Produccién de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales tradicionalmente se producen con ayuda de la tecnologia de hibridoma (detalles
técnicos, véanse "Monoclonal Antibodies: A Practical Approach" de Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-
963722-9; "Antibodies: A Laboratory Manual" de Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142, "Using Antibodies: A
Laboratory Manual: Portable Protocol NO" de Edward Harlow, David Lane. Ed Harlow ISBN: 0879695447). También
se emplea un nuevo método en la llamada tecnologia "SLAM". En este caso, las células B se aislan de la sangre
entera y las células se hacen monoclonales. A continuacion, el sobrenadante de las células B aisladas se analiza
para su especificidad de anticuerpo. En contraste con la tecnologia de hibridoma, la region variable del gen de
anticuerpo se amplifica luego mediante PCR de célula individual y se clona en un vector adecuado. De esta manera
se acelera la produccion de anticuerpos monoclonales (de Wildt et al. J. Immunol. Methods 207:61-67, 1997).

5. Validacioén de las dianas mediante métodos quimicos de proteina usando anticuerpos

Los anticuerpos que pueden producirse tal como se describié antes, pueden usarse para hacer un namero de
afirmaciones importantes acerca de la proteina diana. En particular, siguientes andlisis con practicos para la
validacion de la proteina diana:

Especificidad del anticuerpo

Con el fin de mostrar que un anticuerpo se enlaza solamente a la proteina diana deseada, los ensayos a base de
cultivos celulares con Western Blot a continuacion son los mas adecuados (diferentes variaciones se describen, por
ejemplo, en "Current Protocols in Proteinchemistry”, John Wiley & Sons Ltd., Wiley InterScience). Para la deteccion
se transfectan células con un ADNc para la proteina diana, la cual esta bajo el control de un promotor eucariota
fuerte (por ejemplo, promotor de citomegalovirus; CMV). Para transfeccion de las lineas celulares con ADN, se han
establecido bien los méas diversos métodos (por ejemplo, electroporacién, transfeccion a base de liposoma,
precipitacion de fosfato de calcio) (por ejemplo, Lemoine et al., Methods Mol. Biol. 75: 441-7, 1997). Como una
alternativa, también es posible usar lineas celulares que expresan el gen diana de modo enddgeno (deteccion por
medio de RT-PCR especifico para el gen diana). Como control, en el caso ideal, los genes homdlogos son
transfectados conjuntamente en el experimento a fin de poder comprobar en el siguiente Western Blot la
especificidad del anticuerpo analizado.

En el subsiguiente Western Blot las células del cultivo de células o de las muestras tisulares que pueden contener la
proteina diana son lisadas en una solucion de SDS al 1%, y las proteinas son desnaturalizadas en el proceso. Los
lisados se separan de acuerdo con el tamafio mediante electroforesis sobre geles de poliacrilamida
desnaturalizantes al 8-15% (contienen 1% de SDS) (electroforesis de gel de SDS-poliacrilamida, SDS-PAGE (por
sus siglas en inglés)). A continuacion las proteinas se transfieren mediante uno de una pluralidad de métodos
blotting (por ejemplo, electroblot semiseco; Biorad) a una membrana especifica (por ejemplo, nitrocelulosa,
Schleicher & Schiill). La proteina deseada puede hacerse visible sobre esta membrana. Para este propdsito, la
membrana primero se incuba con el anticuerpo que reconoce la proteina diana (dilucién aproximada de 1:20-1:200,
dependiendo de la especificidad del anticuerpo), durante 60 minutos. Después de un paso de lavado, la membrana
se incuba con un segundo anticuerpo que se acopla a un marcador (por ejemplo, enzimas tales como peroxidasa o
fosfatasa alcalina) y el cual reconoce el primer anticuerpo. En una reaccién de color o quimioluminiscente, la
proteina diana puede hacerse visible a continuacion sobre la membrana (por ejemplo, ECL, Amersham Bioscience).
Un anticuerpo con una alta especificidad por la proteina diana debe reconocer solamente la proteina deseada
misma, en el caso ideal.

Localizacion de la proteina diana

Para confirmar la localizacion de membrana de la proteina diana, identificada en el enfoque "in silico", se utilizan
diferentes métodos. Un método importante y bien establecido usando los anticuerpos descritos antes es la
inmunofluorescencia (IF). Para este proposito se utilizan células de lineas celulares establecidas que o bien
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sintetizan la proteina diana (deteccion del ARN mediante RT- PCR o de la proteina mediante Western Blot), o si no
son transfectadas con ADN de plasmido. Para la transfeccién de lineas celulares con ADN se han establecido los
mas diversos métodos (por ejemplo, electroporacion, transfeccion a base de liposomas, precipitacion de fosfato de
calcio) (por ejemplo, Lemoine et al., Methods Mol. Biol. 75: 441-7, 1997). El plasmido transfectado a las células en la
inmunofluorescencia puede codificar la proteina no modificada, aunque también acoplar diferentes marcadores de
aminoacido a la proteina diana. Los marcadores mas importantes son, por ejemplo, la proteina fluorescente "green
fluorescent protein" (GFP) en sus diversas formas fluorescentes de modo diferencial, secuencias cortas de péptidos
de 6-12 aminoacidos, para las cuales se encuentran disponibles anticuerpos de alta afinidad y especificos, por la
secuencia corta de aminoacidos Cys-Cys-X-X-Cys-Cys, la cual puede enlazar sustancias fluorescentes especificas
por medio de sus cisteinas (Invitrogen). Las células que sintetizan la proteina diana se fijan, por ejemplo, con
paraformaldehido o metanol. A continuacion, las células pueden impermeabilizarse, si se requiere, por incubacion
con detergentes (por ejemplo, 0,2% Triton X-100). A continuacion las células se incuban con un anticuerpo primario
el cual esté contra la proteina diana contra uno de los marcadores acoplados. Después de un paso de lavado, la
mezcla se incuba con un segundo anticuerpo acoplado a un marcador fluorescente (por ejemplo, fluoresceina,
Texas Red, Dako), el cual se enlaza al primer anticuerpo. Las células etiquetadas de esta manera se recubren con
glicerina y se analizan con la ayuda de un microscopio de fluorescencia de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. En este caso se logran emisiones especificas de florescencia mediante excitacion especifica que
depende de las sustancias empleadas. El analisis por lo regular permite una localizacion confiable de la proteina
diana, en cuyo caso, para confirmar la calidad de anticuerpo y la proteina diana en tinturados dobles, adicional a la
proteina diana también se tinturan los marcadores acoplados de aminoacidos u otros marcadores cuya localizacion
ya se haya descrito en la bibliografia. Un caso especial representa GFP y sus derivados, los cuales pueden excitarse
directamente y dar florescencia por si mismos. La permeabilidad de membrana que puede controlarse mediante el
uso de detergentes, en la inmunofluorescencia, permite demostrar si un epitopo inmunogénico esté localizado dentro
o afuera de la célula. La prediccion de las proteinas seleccionadas puede apoyarse experimentalmente de esta
manera. Como alternativa, la deteccion de dominios extracelulares puede efectuarse mediante citometria de flujo.
Para este proposito se fijan células en condiciones no permeabilizantes (por ejemplo, con PBS/azida de Na/2% FCS/
5 mM EDTA) y se analizan en el citbmetro de flujo segun indicaciones del fabricante. Solamente epitopos
extracelulares pueden reconocerse por el anticuerpo que va analizarse en este método. A diferencia de la
inmunofluorescencia, usando, por ejemplo, yoduro de propidio o azul de tripano, puede distinguirse entre células
muertas y vivas y de esta manera evitar resultados falsos positivos.

Otra deteccion importante es mediante inmunohistoquimica (IHC) en muestras tisulares especificas. El objetivo de
este método es identificar la localizacién de una proteina en un agregado tisular funcionalmente intacto. La IHC sirve
en particular para (1) poder hacer un estimativo de la cantidad de proteina diana en los tejidos tumorales y normales,
(2) para analizar cuantas células se sintetizan en tejidos tumorales y sanos, y (3) definir el tipo de célula en un tejido
(células tumorales, sanas) en el cual es detectable la proteina diana. Como alternativa, pueden cuantificarse las
cantidades de proteina de un gen diana mediante inmunofluorescencia de tejido usando una camara digital y
software adecuado (por ejemplo, Tillvision, Till-photonics, Alemania). La tecnologia ha sido publicada con frecuencia
y, por lo tanto, los detalles de tinturado y de microscopia pueden encontrarse, por ejemplo, en "Diagnostic
Immunohistochemistry" de David J., MD Dabbs ISBN: 0443065667 o en "Microscopy, Immunohistochemistry, and
Antigen Retrieval Methods: For Light and Electron Microscopy” ISBN: 0306467704. Debe notarse que, debido a las
propiedades de los anticuerpos, tienen que usarse diferentes protocolos (un ejemplo se describe mas adelante) a fin
de obtener un resultado con valor informativo.

Por lo regular en la IHC se emplean tejidos tumorales histolégicamente definidos y, como referencia, tejidos sanos
comparables. Como controles positivos y negativos en este caso también pueden servir lineas celulares en las
cuales se conoce la presencia del gen diana mediante andlisis de RT- PCR. Siempre tiene que incluirse un control
de fondo.

Piezas tisulares fijadas en formalina (también es posible otro método de fijacion, por ejemplo, con metanol) e
incrustadas en parafina con un espesor de 4 um se aplican a un soporte de vidrio y se desparafinan con xileno, por
ejemplo. Las muestras se lavan con TBS-T y se bloguean en suero. A continuacion la incubacion se efectta con el
primer anticuerpo (dilucién: 1:2 a 1:2000) durante 1-18 horas, y normalmente se utilizan anticuerpos purificados por
afinidad. Después de un paso de lavado se efectia una incubacion de aproximadamente 30-60 minutos con un
segundo anticuerpo el cual esta acoplado a una fosfatasa alcalina (alternativa: peroxidasa, por ejemplo) y se
direccion a contra el primer anticuerpo. A continuacion se efectia una reacciéon de color usando fosfatasa alcalina
(cf., por ejemplo, Shi et al., J. Histochem. Cytochem. 39: 741-748, 1991; Shin et al., Lab.Invest. 64: 693-702, 1991).
Para comprobar la especificidad de anticuerpo, la reaccién puede bloquearse mediante adicion previa del
inmundégeno.

Analisis de modificaciones de proteina

Modificaciones secundarias de proteina tales como, por ejemplo, N- y O-glicosilaciones o miristilaciones pueden
obstaculizar la accesibilidad de epitopos inmunogénicos o incluso impedirla por completo y de esta manera
cuestionar la efectividad de terapias con anticuerpos. Por otra parte, frecuentemente se ha demostrado que el tipo y
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la cantidad de modificaciones secundarias difieren en tejidos normales y tumorales (por ejemplo, Durand & Seta,
2000; Clin. Chern. 46: 795-805; Hakomori, 1996; Cancer Res. 56: 5309-18). El analisis de estas modificaciones es,
por lo tanto, es esencial para el éxito terapéutico de un anticuerpo. Los sitios de enlazamiento potencial pueden
predecirse por medio de algoritmos especificos.

El analisis de modificaciones de proteina normalmente se efectia en Western Blot (véase previamente). Ante todo
glicosilaciones que por lo regular tienen un tamafio de varios kDa, conducen a una masa total mayor de la proteina
diana, la cual puede separarse en la SDS-PAGE. Para detectar enlaces O- y N- glicosidicos especificos se incuban
lisados de proteina antes de la desnaturalizacion por SDS con O- o0 N-glicosilasas (segun indicaciones del respectivo
fabricante, por ejemplo PNgasa, endoglicosidasa F, endoglicosidasa H, Roche Diagnostics). A continuacién se
efectia un Western Blot tal como se ha descrito previamente. De esta manera, en caso de una disminucion del
tamafio de una proteina diana después de la incubacion con una glicosidosa, es posible detectar una glicosilacion
especifica y, de esta manera, analizar también la especificidad de tumor de una modificacion.

Analisis funcional del gen diana

La funcién de la molécula Diana puede ser decisiva para su utilidad terapéutica de modo que los analisis funcionales
son un componente importante en la caracterizacion de moléculas terapéuticamente utilizables. Los analisis
funcionales pueden efectuarse en células, en experimentos de cultivos celulares, o bien in vivo con ayuda de
modelos animales. En este caso, se elimina el gen de la molécula diana mediante mutacién ("knockout"), o bien la
secuencia diana se inserta en la célula o en el organismo ("knockin"). De esta manera es posible analizar
modificaciones funcionales en un contexto celular, por una parte mediante la pérdida de funcién del gen que se esta
analizando ("loss of function"). En el segundo caso, pueden analizarse modificaciones causadas por complemento
del gen analizado ("gain of function").

a. Analisis funcional en células

Transfeccion. A fin de analizar la "gain of function" (adquisicién de funcién), el gen de la molécula diana tiene que
transferirse a la célula. Para este propdsito son transfectadas con un ADN las células que permiten la sintesis de la
molécula diana. Por lo regular, el gen de la molécula diana aqui se encuentra bajo el control de un promotor
eucariota fuerte (por ejemplo, promotor de citomegalovirus; CMV). Esta bien establecida una amplia variedad de
métodos (por ejemplo, electroporacion, transfeccién con base en liposoma, precipitacion de fosfato de calcio) para
transfectadas lineas celulares con ADN (por ejemplo, Lemoine et al., Methods Mol. Biol. 75: 441-7, 1997). El gen
puede sintetizarse de manera transitoria, sin integracién genémica, o sino establemente con integracion genémica
después de una seleccion con neomicina, por ejemplo.

Interferencia de ARN (ARNSsi). Una inhibicién de expresion del gen diana, que puede inducir una pérdida completa
de funcién de la molécula diana en las células, puede generarse en las células mediante tecnologia de interferencia
de ARN (ARNSsi) (Hannon, GJ. 2002. RNA interference. Nature 418: 244-51; Czaudema et al. 2003. Nucl. Acid Res.
31: 670-82). Para este proposito, las células son transfectadas con moléculas cortas de ARN bicatenario de
aproximadamente 20-25 nucleodtidos de longitud, las cuales son especificas para la molécula diana. Un proceso
enzimatico da lugar luego a una degradacién del ARN especifica del gen diana y de esta manera a una expresion
reducida de la proteina diana y con esto hace posible que se analice funcionalmente el gen diana.

Ejemplo 1: identificacion de LOC90625 como diana diagnéstica y terapéutica de cancer

El gen LOC90625 (secuencia de acido nucleico: SEQ ID NO: 13) es un gen hasta ahora no caracterizado en el
cromosoma 21 (21g22.3). Este codifica una proteina (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 14) con un dominio de
transmembrana pero de otra manera sin homologias con proteinas conocidas previamente.

De acuerdo con la invencion, la cantidad de transcripciones especificas del gen en tejido sano y muestras de
carcinoma fue investigada después de establecer un RT-PCR especifico para LOC90625 (par cebador SEQ ID NO:
15y 16) (figuras 1a, b, c). LOC90625 se expresa de manera muy selectivamente en tejido sano, las transcripciones
especificas son detectables ante todo en el testiculo. En todos los otros tejidos sanos analizados, la expresion
especifica de LOC90625 fue detectable solamente a un nivel bajo, o no fue detectable del todo (figuras 1a, b). De
manera sorprendente, hemos detectado sobreexpresion especifica de LOC90625 en diferentes tipos de tumor.
Principalmente en carcinomas de préstata, de eséfago, de cabeza-cuello y de pancreas y en leucemias, LOC90625
estaba fuertemente sobre expresado en comparacion con las muestras tisulares sanas respectivas (figuras 1a, b, c).

LOC90625 es un antigeno expresados selectivamente que obviamente se expresa de manera creciente en tejidos
proliferantes. Esta sobreexpresion selectiva en tumores es (til desde el punto de vista diagnostico y terapéutico.

El dominio extracelular de LOC90625 puede utilizarse de acuerdo con la invencion como estructura diana de
anticuerpos monoclonales. Esta estructura pueden ser, por ejemplo, 1-19 (SEQ ID NO: 287) o pueden ser los
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aminoacidos 40-160 (SEQ ID NO: 288). Para la produccién de anticuerpos especificos de LOC203413 se utilizaron
los péptidos segun SEQ ID NO: 289 y 290.

Nosotros pudimos demostrar que un anticuerpo asi es capaz de tefiir especificamente células que son transfectadas
con el producto genético mencionado y expresan dicho producto (figura 2a). Este anticuerpo también detecta
claramente en Western Blot una proteina con el tamafio correcto (figura 2b). Las pinturas inmunohistoquimicas de
testiculos como controles positivos, aunque también de tumores de prostata (figura 2¢c) mostraron que este producto
genético recientemente encontrado estd de hecho traducido a la proteina, lo cual no es detectable en tejidos
normales aparte de los testiculos, aunque si en tumores, y las células tumorales de un paciente de hecho se tifien
en la superficie. Por otra parte, estos datos corroboran que este producto genético con su selectividad extraordinaria
para células tumorales o de servir como estructura diana para un anticuerpo que puede usarse desde el punto de
vista terapéutico y diagnostico, asi como también que en teoria pueden generarse tales anticuerpos contra este
producto genético.

También son concebibles desde el punto de vista terapéutico otros enfoques orientados a una diana, tales como
vacunas Yy terapias con compuestos pequefios ("small compounds"), los cuales tienen solamente este gen como
estructura diana y de esta manera no afectan células sanas. También desde el punto de vista diagndéstico, este gen
puede utilizarse gracias a su selectividad por células tumorales.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ganymed Pharmaceuticals AG
<120> Identificacién de antigenos asociados a superficies para el diagnostico y terapia de tumores
<130> 342-26PCTEP

<150> DE 10 2005 013 846.2

<151> 2005-03-24

<160> 8

<170> Patent In version 3.3

<210> 13

<211> 2761

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
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ctaggecctca
ctocgtgttgt
ccctgaaace
gggaasgcag
tgcatgecaca
accctcacaa
caactgcagt
ccecocaagge
ctcctaccaa
aaccacgtge
accaaaagte
ctgctgteca
ggggagatge
ttaatcgagg
tgtggeagte
attggacaat
gccaaagccea
toctttatac
gtagatctag
gagctttatg

atcccaaaac

gtctgtectge
ctgttggege
tgcgaggggce
gccacageag
teggtcactyg
aaagctacea
gagagtccga
agcttcottee
gtttaaatta
ttccaggaat
ttaatatggg
cagcageccc
aacaatactt
aatgtgttga
gtaatggggc
ggggagtaaa
aagcctcaaa
aaaaactata
gagaaccatt
agtgaacagt

cccagactca

ES 253731913

atccaggtge
getetecgag
ttcegtecac
ccggacaaaqg
atetegecta
cegaagtgga
ggactcccca
tccaaaacat
accaacattt
ggcectgtate
aatateccte
tecgagetge
tacttaccat
atcaggaaag
tatttgccee
cactcaggtyg
accaacaact
agcagatgeca
gtgcttacca
ggctgtggga

ctttcactce

ttattaaaac
ttccaaccaa
gtceccagtyg
gaagctecte
ctggcacaga
caggccecta
actggatcea
taacagctaa
ttttcttaaa
tacccaacca
accacgatee
cgtgagtgtt
actcatatag
agttattata
agagggaagc
cttgaggaca
ccccctgaaa
tecetibceta
tgaatgtgte
cgggatagac

tcaggaatge

22

agktgtgttge
tgcaagagec
gacctaccac
agectectagt
cgtgtttate
cactgtgata
tecgecacecagg
gtgtttgtet
accaaaacac
ctttectatac
taatactgte
atcagtcttt
aaagateoeotyg
aagtaaagaa
agtggcttty
taaagagaga
atcgeccgeg
agcoccaggaaa
caattgttgyg
attcccocott

ccgcagtcocet

tocacaccoge
ttggggetgg
ccctecatcet
egectcteotyg
ggccaaactyg
ctcagecacac
gtcaagecteca
gggocaattt
aaggaagact
ctctcttcca
agtagetgte
gcactacaga
ttatggaaac
tctaggagta
ctEcaccaaa
acagattata
gcatttccat
aaatctgttt
gtatgcgggyg
acttacaggc

ggacacttac

60
120
180
240
aoo
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
200
960

1c20
10840
1140
1200

1260
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caacccagta tgagggacgg tgtgcatate cogcaagtgg actgatamaa cccatcgoge 1320
cgtaggtgaa aacccgtcac caaaccctaa cagtcaatgc ctccatagcect gagtggtgge 1380
caaggttacc ccctggagec tggtctcctt ctaacttaag ctacctcaat tgbgtettgt 1440
caaaaaaggc ctggtactgt acgaacacca ctaacccetta tgocgecatac ctecgectaa 1500
gtgtactatg cgacaatcct aggaacaceca gotgacaatg gactgecact gacggattec 1560
tgtggatatg gggaacccag gottactcac agetacctta tcactggcaa ggtacttget 1620
tcctaggecac aattcaacct ggatbctttt tacttccgaa gcaggcggge aacaccctceca 1680
gagtccetgt gtatgataac cagagaaaaa tgatccttgg aggtaggagg gagccaaaga 1740
ttgtgagagg acgagtggce toctgcaacgg atcattgaat actatggtcc tgocactbgg 1800
gcagaggatg gttcatgggy ttatecgocact ccocatatata tgocaaatag agogattaga 1860
ctacaagetg ttctagagat aatcactaac caaactgect cagcecctaga aatgetegeg 1920
caacaicaaa accahatgceyg cgoggcaatt tatcaaaaca ggcoctggeocct agactactta 1980
ttagcagaag agggtgcggy ctgtggtaag tttaacatcet ccaattgetg tcocttaacata 2040
ggeaataatg gagaagaggt tctggaaate gottcaaaca tcagaaaagt agocegtgta 2100
ccagtccaaa cctgggaggg atgggaccca goaaaccttc taggagggtyg gttctctaat 2160
ttaggaggat ttaaaatgct ggtggggaca gtcatttteca tcactggggt cctcocctgtte 2220
ctcoccctgty gtatcoccatt asaactcttg ttgaaactac agttaacctc ctgacaatcec 2280
agatgatgct cctgcoctacag cggcacgatg gataccaacc cgtctcoctcaa gaatacceca 2340
Aaaaattaagt ttttctittbtt ccaaggtgcocc cacgeoccacco ctatgtcacg cctgaagtag 2400
ttattgagaa agtcgtcect tteoecetttt ctataaccaa atagacagga atggaagatt 2460
cteocteogggyg cctgaaaget tgeogggatga ataactcocte ctectcagge ccagtoccaa 2520
ggtacaaact tgcaccagca gcaagatagce agaggcagga agagagctgg ctggaagaca 2580
cgtaccccot gaagatcaag agggaggtceg ccocctggtact acatagcagt cacgttbagge 2640
tgggacaatt cctgtttaca gaggactata aaacccctge ceccatcectca cttggggetg 2700
atgcecatttt aggcctcage ctgtctgcat gecaggogete attaaaacag eatgttgete 2760
c 2761

<210> 14

<211> 160

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Met Ala Cys Ile Tyr Pro Thr Thr Phe Tyr Thr Ser Leu Pro Thr Lys

1

Ser Leu

Ala Val

Gln Ser
50

Thr His
65

Glu Ser

Ser Arg

Thr Lys

Lys Arg
130

Pro Pro
145

<210> 15
<211>21

<212> ADN

Asn Met Gly Ile Ser Leu
20

Leu Leu Ser Thr Ala Ala
35 40

Leu His Tyr nrg Gly Glu
55

Ile Glu Arg Ser Cys Tyxr
70

Gly Lys Ser Tyr Tyr Lys
8s

Asn Gly Ala Ile Cys Pro
100

Ile Gly Gln Trp Gly Val
115 . 120

Glu Gln Ile Ile Ala Lys
135

Glu Asn Arg Pro Arg His
150

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 15

cctetagteg cctetetgtg ©

<210> 16

<211> 17

<212> ADN

10

1s

Thr Thr Ile Leu Ile Leu Ser

25

Pro Pro Ser Cys

Met Gln Gln Tyr
E0

Gly Asn Leu Ile
75

Val Lys Asn Leu
20

Arg Gly Lys Gln
105

Asn Thr Gln Val

Ala Lys Ala Ser
140

Phe His Ser Phe
155

24

Fhe

Glu

Gly

Trp

Leu

125

Lys

Ile

30

Glu Cyan

Thr Tyr

Glu Cys

Val Cys

a5

Leu Cys

110

Glu Asp

Pro Thr

Gln Lys

Val

His

Val

ao

Gly

Fhe

Ile

Thx

Leu
1s0
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<213> secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<400> 16

accctggtgc gatggat 17
<210> 287

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 287

Met Ala Cys Ile Tyr Pro Thr Thr Fhe Tyr Thr Ser Leu Pro Thr Lys
1 5 10 15
Ser Leu Asn

<210> 288

<211>121

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 288
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Ala Pro Pro

Glu Met Gln

Tyr Gly Asn
35

Lys Val Lys
50

Pro Arg Gly

Val Asn Thr

Lys Ala Lys

His Phe His
118

<210> 289

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 289

ES 253731913

Ser Cys Arg Glu Cys Tyr Gln Ser Leu His Tyr Arg Gly
10 1is

Gln Tyr Phe Thr Tyr His Thr His Ile Glu Arg Ser Cys
20 25 3o

Leu Ile Glu Glu Cys Val Glu Sexr Gly Lys Ser Tyr Tyr
40 45

Asn Leu Gly Val Cys Gly Ser Arg Asn Gly Ala Ile Cys
55 60

Lys Gln Trp Leu Cys Phe Thr Lys Ile Gly Gln Trp Gly
70 75 a0 .

Gln Val Leu Glu Asp Ile Lys Arg Glu Gln Ile Ile Ala
as 90 95

Ala Ser Lys Pro Thr Thr Pro Pro Glu Asn Arg Pro Arg
100 105 110

Ser Phe Ile Gln Lys Leu
120

Cys Glu Asn Arg Pro Arg His Phe Hig Ser Fhe Ile Gln Lys Leu

1

<210> 290

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 290

L 10 1s

Cys Ile Tyr Pro Thr Thr Phe Tyr Thr Ser Leu Pro Thr

1

] 10
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REIVINDICACIONES

1. Método para el diagnéstico o el control de una enfermedad cancerosa que se caracteriza porque se sobreexpresa
un antigeno asociado a tumor en un tejido tumoral, en comparaciéon con un tejido sano comparable, y el método
comprende

(i) la deteccion de un &cido nucleico que codifica el antigeno asociado a tumor, y/o
(ii) la deteccién del antigeno asociado a tumor
en una muestra bioldgica aislada de un paciente,

en cuyo caso el antigeno asociado a tumor presenta una secuencia que es codificada por un acido nucleico que
comprende la secuencia de acido nucleico segin SEQ ID NO: 13 del protocolo de secuencias, y la enfermedad
cancerosa es un carcinoma en el &rea de cabeza-cuello o una leucemia.

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual la deteccidn del acido nucleico se efectlia con una sonda de
polinucleétido que se hibrida especificamente con el &cido nucleico o se efectla mediante amplificacion selectiva del
acido nucleico.

3. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual la deteccion del antigeno asociado a tumor se efectia con
un anticuerpo que se enlaza especificamente al antigeno asociado a tumor.

4. Utilizacién de un anticuerpo que se enlaza a un antigeno asociado a tumor y se acopla con un medio de
diagndstico para la preparacion de una composicion farmacéutica para el diagnéstico o el control de una enfermedad
cancerosa, y la utilizacion se caracteriza porque el antigeno asociado a tumor se sobreexpresa en tejido tumoral en
comparacion con tejido sano comparable, en cuyo caso el antigeno asociado a tumor presenta una secuencia
codificada por un &cido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico segin SEQ ID NO: 13 del protocolo
de secuencias, y la enfermedad cancerosa es un carcinoma en el area de cabeza-cuello o una leucemia.

5. Método de acuerdo con la reivindicacién 3 o utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 4, donde el anticuerpo es
un anticuerpo monoclonal, quimérico o humanizado.

6. Método o utilizacién de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-5, donde el antigeno asociado a tumor
comprende la secuencia de aminoacidos segin SEQ 10 NO: 14 del protocolo de secuencias.

7. Utilizacién de un kit para detectar una enfermedad cancerosa que se caracteriza porque se sobreexpresa un
antigeno asociado a tumor en tejido tumoral en comparacion con tejido sano comparable, en cuyo caso el kit
comprende medios para detectar

(i) el acido nucleico que codifica el antigeno asociado a tumor, y/o
(1) el antigeno asociado a tumor,

y el antigeno asociado a tumor presenta una secuencia que se codifica por un acido nucleico que comprende la
secuencia de acido nucleico segin SEQ ID NO: 13 del protocolo de secuencias, y la enfermedad cancerosa es un
carcinoma en el area de cabeza-cuello o una leucemia.

8. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacién 7, donde los medios para detectar el acido nucleico que codifica el
antigeno asociado a tumor son moléculas de acido nucleico para la amplificacion selectiva del acido nucleico.
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Fig. 1b
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