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Composiciones para el tratamiento e imagenes de células de cancer estomacales y de es6fago
Descripcion
AREA DEL INVENTO

[0001] Este invento se relaciona con métodos de diagndstico in vivo para detectar cancer primario y metastasico
estomacal y del eséfago, y los equipos y reactivos para realizar aquellos métodos. Este invento se relaciona a los
compuestos y métodos para la toma de imagenes in vivo de tumores primarios y metastasicos del estémago y del
esofago.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

[0002] Existe una necesidad de reactivos, equipos y métodos para detectar, diagnosticar y monitorear a individuos
con cancer que se origina en el canal alimentario, particularmente cancer primario y metastasico estomacal y del
esofago. Existe una necesidad de reactivos, equipos y métodos para identificar y confirmar que un cancer de origen
desconocido se esté originando en el canal alimentario y para analizar tejidos y muestras de cancer para identificar y
confirmar que el cancer que se origina en el canal alimentario y para determinar el nivel de migraciéon de aquellas
células cancerigenas. Existe una necesidad de composiciones que pueden usar como objetivo especificamente a las
células cancerigenas del estomago y del es6fago. Existe una necesidad de reactivos para la toma de imagenes que
pueden enlazar especificamente a las células cancerigenas estomacales y del es6fago. Existe una necesidad para
meétodos mejorados para la toma de imagenes de células cancerigenas estomacales y del eséfago. Existe una
necesidad para reactivos terapéuticos que puedan enlazarse especificamente a células cancerigenas estomacales y
del esdfago. Existe una necesidad para métodos mejorados para el tratamiento de individuos que se sospecha
sufren de cancer primario y/o metastasico estomacal o del es6fago. Existe una necesidad para una composicion tipo
vacuna para tratar el cancer estomacal y del es6fago. Existe una necesidad para una composicion tipo vacuna para
tratar y prevenir el cancer estomacal y del eséfago. Existe una necesidad para reactivos terapéuticos que pueden
entregar especificamente las terapias genéticas, los compuestos antisentido y otros medicamentos a las células
cancerigenas estomacales y del esofago.

RESUMEN DEL INVENTO

[0003] Esta descripcion es relacionada a métodos in vitro para determinar si un individuo tiene o no tiene cancer
primario y metastasico estomacal y del es6fago. También se presentan métodos in vitro para examinar muestras de
tejidos no colorrectales y fluidos corporales de un individuo para determinar si es que GCC, que es expresado por
las células normales del colon y por células de tumores colorrectales, estomacales y del es6fago, esta siendo
expresado por las células en muestras que no son del colon. La presencia de la proteina GCC o de la transcripcién
del gen GCC en muestras que no son de la senda del colon es una indicacion de la expresion de GCC y es
evidencia de que un individuo puede estar padeciendo de cancer diseminado del colon o cancer primario o
metastasico del estdbmago y/o del eséfago. En pacientes que se sospecha padecen de cancer colorrectal, la
presencia de la proteina GCC o de la transcripcion genética GCC en muestras que estan afuera de la senda
colorrectal apoya la conclusion de que el individuo esta padeciendo un cancer metastasico colorrectal. El diagndstico
de cancer metastasico colorrectal puede hacerse o confirmarse. En pacientes que se sospecha del padecimiento de
cancer estomacal o del eséfago, la presencia de la proteina GCC o de la transcripcion genética de GCC en muestras
que provienen de afuera del sendero colorrectal apoya la conclusion que el individuo parece de cancer primario y/o
metastasico estomacal o del eséfago. La diagnosis de cancer primario y/o metastasico estomacal o del eséfago
puede ser hecha o confirmada.

[0004] También se presentan métodos in vitro para determinar si es que células de tumores que se sospecha que
son de cancer estomacal o del eséfago son de origen estomacal o del es6fago. Adicionalmente se presenta métodos
in vitro para diagnosticar si es que un individuo que se sospecha que padece de cancer estomacal o del es6fago
esta padeciendo de cancer estomacal o del es6fago. También se presentan métodos in vitro para examinar
muestras de tumores de un individuo para determinar si es que la proteina GCC, que es expresada por las células
de tumores colorrectales, estomacales o del eséfago, esta siendo expresada por las células del tumor. La presencia
de una proteina GCC o de la transcripcion genética de GCC en una muestra de un paciente que se sospecha que
tiene cancer estomacal o del eséfago es una indicacion de la expresion de GCC y es evidencia de que el individuo
podria estar padeciendo cancer estomacal o del eséfago. En tumores de los cuales se sospecha que son tumores
estomacales o del eséfago, la presencia de una proteina GCC o la transcripcién genética de GCC apoya la
conclusion de que los tumores son de cancer estomacal o del eséfago y la diagnosis de cancer estomacal o del
esofago.

[0005] También se presentan equipos in vitro para practicar los métodos del invento y reactivos y composiciones
Utiles como componentes de aquellos equipos in vitro del invento.

[0006] También se presenta un método para tomar imagenes de tumores metastasicos estomacales y del eséfago y
métodos para tratar a un individuo que se sospecha padece de tumores primarios y metastasicos estomacales y del
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esofago que comprende los pasos para administrar a aquel individuo composiciones farmacéuticas de acuerdo al
invento, donde las composiciones o compuestos conjugados estan presentes en un monto efectivo para su uso
terapéutico o diagndstico en humanos que sufren de tumores primarios y/o metastasicos estomacales o del es6fago.

[0007] También se presenta un método para entregar un reactivo a células de tumores estomacales y del es6fago
primarias y metastasica que comprende los pasos para administrar a un individuo que tiene tumores primarios y/o
metastasicos estomacales o del es6fago, una composicion farmacéutica que comprende a un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable, y una composicion que no ha sido conjugada que comprende un liposoma que incluye
ligandos GCC en su superficie y un componente activo alli encapsulado.

[0008] También se presentan células desactivadas de tumores estomacales o del es6fago que tienen una proteina
que contiene por lo menos un epitope de una proteina GCC; y las vacunas que la contienen. En algunas secciones,
las particulas o células eliminadas o desactivadas comprende una proteina GCC. En algunas secciones, las células
o particulas eliminadas o desactivadas son haptenizadas.

[0009] También se presentan métodos para tratar a individuos que sufren de cancer estomacal o del eséfago y los
métodos de tratamiento para individuos que son susceptibles al cancer estomacal o del eséfago. EI método
suministra la administracion a aquellos individuos de un monto efectivo de aquellas vacunas. El invento se relaciona
ademas al uso de aquellas vacunas como terapias inmunoldgicas.

DESCRIPCION DE LAS SECCIONES IMPORTANTES
Definiciones

[0010] Tal como se utiliza aqui, el término “GCC” tiene el propdsito de referirse a la proteina celular expresada por
células colorrectales normales, asi como células cancerigenas metastasicas colorrectales, estomacales y del
esofago. En individuos normales, la GCC se encuentra exclusivamente en células del intestino, en particular en
células del duodeno, del intestino delgado (yeyuno y el ileon), el intestino grueso, el colon (el ciego, el colon
ascendente, el colon transversal, el colon descendente y el colon sigmoide) y el recto.

[0011] Tal como se utiliza aqui, el término “fragmento funcional” tal como se utiliza en el término “fragmento
funcional de una transcripcion genética GCC” tiene el propdsito de referirse a fragmentos de transcripciones
genéticos de GCC que son funcionales con respecto a las moléculas de acidos nucleicos con secuencias completas.
Por ejemplo, un fragmento funcional podria ser util como una sonda de oligonucledétidos o de acidos nucleicos, un
iniciador, un oligonucleoétido antisentido o una molécula de acido nucleico o una secuencia de codificacion. La
secuencia de nucledtidos que codifican a una proteina GCC humana son presentados en F.J. Sauvage et al. 1991 J.
Biol. Chem. 266:17912-17918.

[0012] Tal como se utiliza aqui, el término “fragmento funcional” es utilizado en el término “fragmento funcional de
una proteina GCC” significa fragmentos de la proteina GCC que funcionan de la misma forma que la proteina GCC
con secuencias completas. Por ejemplo, un fragmento inmunégenamente funcional de una proteina GCC comprende
un epitope reconocido por un anticuerpo anti-GCC. Un fragmento funcional que enlaza a ligandos de GCC
comprende una secuencia que forma una estructura que puede enlazarse a un ligando que reconoce y se enlaza a
una proteina GCC.

[0013] Tal como se utiliza aqui, el término “epitope reconocido por un anticuerpo proteinico anti-GCC” se refiere a
aquellos epitopes reconocidos especificamente por un anticuerpo proteinico anti-GCC.

[0014] Tal como se utiliza aqui, el término “anticuerpo” se refiere a anticuerpos, completos e intactos y a fragmentos
Fab y a sus fragmentos F(ab)2 correspondientes. Anticuerpos completos e intactos incluyen anticuerpos
monoclonales tales como los anticuerpos monoclonales murinos, anticuerpos quiméricos y anticuerpos
humanizados.

[0015] Tal como se utiliza aqui, el término “ligando GCC” se refiere a compuestos que se enlazan especificamente a
una proteina GCC. Los anticuerpos que se enlazan a GCC son ligandos GCC. Un ligando GCC podria ser una
proteina, un péptido o un no péptido.

[0016] Tal como se utiliza aqui, el término “reactivo” se refiere a compuestos que son reactivos terapéuticos o
reactivos de tomas de imagenes.

[0017] Tal como se utiliza aqui, el terminé “radio estable” se refiere a compuestos que no experimentan un declive
radiactivo; es decir, compuestos que no son radiactivos.

[0018] Tal como se utiliza aqui, el término “activo terapéutico” se refiere a reactivos quimioterapéuticos, toxinas,
elementos radio terapéuticos o radio sensibilizadores.
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[0019] Tal como se utiliza aqui, el término “quimioterapéutico” se refiere a compuestos que, cuando se contactan y/o
se incorporan a una célula, producen un efecto en la célula incluyendo la muerte de la célula, la inhibicién de la
division de la célula o inducir su diferenciacion.

[0020] Tal como se utiliza aqui, el término “toxinas” se refiere a compuestos que, cuando se contactan con, y/o se
incorporan a una célula, producen la muerte de esa célula.

[0021] Tal como se utiliza aqui, el término “radioterapéutico” se refiere a radiontclidos que cuando se contactan con,
y/o se incorporan a una célula, producen la muerte de la célula.

[0022] Tal como se utiliza aqui, el término “reactivo de direcciéon” se refiere a compuestos que pueden estar
enlazados por, y/o reaccionar con otros compuestos. Los reactivos de direccion pueden ser utilizados para entregar
anticuerpos o reactivos quimioterapéuticos, toxinas, enzimas, elementos radio - terapéuticos o para tomar imagenes
a células que tienen reactivos de direccion asociados con ellas y/o para convertir o transformar de otra forma o
mejorar a reactivos que se han administrado en conjunto. Un reactivo de direccion podria incluir una particula que
constituye un primer reactivo que esta localizado en la célula que cuando se contacta con un 2° reactivo se convierte
en un 3er reactivo que tiene una actividad deseada o causa la conversion del 2° reactivo en un reactivo que tiene
una actividad deseada. El resultado es que el reactivo localizado facilita la exposicién de un reactivo con una
actividad deseada a la célula del cancer.

[0023] Tal como se utiliza aqui, el término “reactivo radio sensibilizador” se refiere a reactivos que incrementan la
susceptibilidad de las células a los efectos dafiinos de la radiacién de ionizacién. Un reactivo radio sensibilizador
permite dosis mas bajas de radiacion para que sean administradas y suministrar una dosis terapéuticamente
efectiva.

[0024] Tal como se utiliza aqui, el término “reactivo para tomar imagenes” se refiere a compuestos que pueden ser
detectados.

[0025] Tal como se utiliza aqui, el término “particula enlazadora de GCC” se refiere a la porcion de un compuesto
conjugado que constituye un ligando GCC.

[0026] Tal como se utiliza aqui, el término “porcidn activa” se refiere a la parte de un compuesto conjugado que
constituye un reactivo.

[0027] Tal como se utilizan aqui, los términos “compuesto conjugado” y “composicién conjugada” son utilizados
intercambiablemente y se refieren a un compuesto que comprende una porcién enlazadora de GCC y una porcién
activa que es capaz de enlazarse a la GCC. Los compuestos conjugados, de acuerdo a este invento, comprender
una porcion que constituye un ligando GCC y una porcién que constituye un reactivo. Por lo tanto, los compuestos
conjugados, de acuerdo a este invento, son capaces de enlazarse especificamente de a la GCC e incluyen una
porcién que es un reactivo terapéutico para tomar imagenes. Las composiciones conjugadas pueden incluir
reticuladoras y/o moléculas que sirven como espaciadores entre las porciones.

[0028] Tal como se utiliza aqui, los términos “reticulador”, “reactivo reticulador”, “reactivo conjugador”, “reactivo de
acoplamiento”, “reactivo de condensacioén” y “reticulador disfuncional” son utilizados intercambiablemente y se
refieren a grupos moleculares que son utilizados para adherir al ligando GCC vy al reactivo para formar un compuesto
conjugado.

[0029] Tal como se utiliza aqui, el termind “cancer colorrectal” tiene el propdsito de incluir la definicion médica
correctamente aceptada que define al cancer colorrectal como una condicién médica caracterizada por células
cancerigenas de la senda intestinal debajo del intestino delgado (es decir, el intestino grueso (colon), incluyendo el
ciego, el colon ascendente, el colon transversal, el colon descendente y el colon sigmoide y el recto).
Adicionalmente, tal como se utiliza aqui, el término “cancer colorrectal” tiene el propdsito de incluir condiciones
médicas que son caracterizadas por las células cancerigenas del duodeno y del intestino delgado (el yeyuno y el
ileon). La definicion de cancer colorrectal, tal como se utiliza aqui, es mas amplio que la definicion médica comun
pero se hace de esa forma puesto que las células del duodeno y del intestino delgado también contienen GCC.

[0030] Tal como se utiliza aqui, el término “cancer estomacal” tiene el propdsito de incluir la definicién médica
aceptada que define a cancer estomacal como una condicién médica caracterizada por células cancerigenas del
estomago.

[0031] Tal como se utiliza aqui, el término “cancer del eséfago” tiene el propdsito de incluir la definicion médica bien
aceptada que define a cancer del es6fago como una condicién médica caracterizada por células cancerigenas del
esofago.

[0032] Tal como se utiliza aqui, el término “metastasis” tiene el propdsito de referirse al proceso en el cual las células
cancerigenas que se originan en un 6rgano o parte del cuerpo se reubican en otra parte del cuerpo y contindan
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replicandose. Las células que han sido producto de metastasis forman subsiguientemente tumores que pueden
experimentar otra vez mas metastasis. Metastasis, por lo tanto, se refiere al espesamiento del cancer de una parte
del cuerpo donde ocurre originalmente que se transmite a otras partes del cuerpo.

[0033] Tal como se utiliza aqui, el término “células cancerigenas colorrectales producto de metastasis” se refiere a
células cancerigenas colorrectales que han experimentado metastasis. Las células cancerigenas colorrectales que
han experimentado metastasis en una parte del cuerpo diferente al duodeno, intestino delgado (el yeyuno y el ileon),
el intestino grueso (colon), incluyendo el ciego, el colon ascendente, el colon transverso, el colon descendente y el
colon sigmoide y el recto.

[0034] Tal como se utiliza aqui, el término “células cancerigenas del estbmago que han experimentado metastasis”
se refiere a células cancerigenas del estobmago que han experimentado metastasis. Las células cancerigenas del
estdmago que han experimentado metastasis ubicadas en una parte del cuerpo que no sea del estdbmago.

[0035] Tal como se utiliza aqui, el término “células cancerigenas del es6fago que han experimentado metastasis” se
refiere a células cancerigenas del es6fago que han experimentado metastasis. Las células cancerigenas del esé6fago
que han experimentado metastasis ubicadas en una parte del cuerpo que no sea el eso6fago.

[0036] Tal como se utiliza aqui, el término “muestra no colorrectal” y “muestra extra intestinal” son utilizadas
intercambiablemente y se refieren a una muestra de tejido o fluido corporal de una fuente que no sea el tejido
colorrectal. En algunas secciones importantes, la muestra no colorrectal es una muestra de tejidos tales como
ganglios linfaticos. En algunas secciones importantes, la muestra no colorrectal es una muestra de un tejido extra
intestinal que es un adenocarcinoma de un origen no confirmado. En algunas secciones importantes, la muestra no
colorrectal es una muestra sanguinea.

[0037] Tal como se utiliza aqui, “un individuo que padece de un adenocarcinoma de origen no confirmado” tiene el
propésito de referirse a un individuo que tiene un tumor en el cual el origen no ha sido identificado definitivamente.

[0038] Tal como se utiliza aqui, “un individuo que se sospecha que es susceptible al cancer estomacal o del
esofago” se refiere a un individuo que tiene un riesgo particular de desarrollar cancer estomacal o del esofago.
Ejemplos de individuos que tienen un riesgo particular de desarrollar cancer estomacal o del es6fago son aquellos
cuya historia médica familiar indica una incidencia que supera al promedio de cancer del estomago o del eséfago
entre miembros familiares y/o aquellos que ya han desarrollado cancer estomacal o del es6fago y que han sido
tratados efectivamente y quienes, por lo tanto, enfrentan un riesgo de relapso y de recurrencia.

[0039] Tal como se utiliza en este documento, el término “composicion antisentido” y “moléculas antisentido” son
utilizadas intercambiablemente y se refieren a compuestos que regulan la transcripcion o la traduccion por medio de
hibridacién de ADN o ARN e inhiben y/o evitan que se lleve a cabo la transcripcion o la traduccién. Las moléculas
antisentido incluyen moléculas de acidos nucleicos y sus derivados y analogos. Moléculas antisentido hibridan al
ADN o al ARN en la misma forma que las secuencias de nucledtidos complementarias lo hacen sin importar si las
moléculas antisentido son moléculas de acidos nucleicos o sus derivados o analogos. Las moléculas antisentido
podrian inhibir o evitar la transcripcion otra deduccién de genes cuyas expresiones estan vinculadas al cancer.

[0040] Tal como se utiliza aqui, el término “inmundgeno GCC” se refiere a la proteina GCC o a uno de sus
fragmentos o una proteina que tiene el mismo producto o uno de sus productos hapnetizados, células y particulas
que muestran lo menos un epitope GCC, y células hapnetizadas y particulas hapnetizadas que muestran por lo
menos un epitope GCC.

[0041] Tal como se utiliza aqui, el término “vector de expresion recombinante” se refiere a un plasmido, un fago, una
particula viral u otro vector que, cuando se introduce en un anfitrién apropiado, contiene los elementos genéticos
necesarios para dirigir la expresion de la secuencia de codificacion que codifica a la proteina. La secuencia de
codificacion esta vinculada operacionalmente a las secuencias necesarias regulatorias. Los vectores de expresion
son bien conocidos y estan disponibles facilmente. Ejemplos de vectores de expresion incluyen plasmidos, fagos,
vectores virales y otras moléculas de acidos nucleicos o moléculas de acidos nucleicos que contienen vehiculos
utiles para transformar a células anfitrionas y facilitar la expresion de la secuencia de codificacion.

[0042] Tal como se utiliza aqui, el término “transcripcion ilegitima” se refiere a la expresion de bajo nivel o de fondo
de los genes especificos de tejidos en las células de otros tejidos. El fendmeno de transcripcion ilegitima, por lo
tanto, suministra copias de ARNm para una transcripcion especifica de tejidos en otros tejidos. Si las técnicas de
deteccion utilizadas para detectar expresiones genéticas son lo suficientemente sensibles para detectar una
transcripcion ilegitima, el nivel de expresion de la transcripcion en las muestras negativas debido a la transcripcion
ilegitima deben descontinuarse utilizando ensayos de control y/o cuantitativos y/u otros medios para eliminar la
incidencia de positivos falsos debido a transcripciones ilegitimas. Alternamente, la deteccion de evidencia de la
expresion genética GCC en una muestra se logra sin detectar transcripciones genéticas GCC presentes debido a
restricciones ilegitimas. Esto se logra usando técnicas que no son lo suficientemente sensibles para detectar la
transcripcion genética GCC debido a una transcripcion ilegitima de fondo que esta presente.
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[0043] La patente de Estados Unidos niumero 5,518,888, emitida el 21 de mayo de 1996, la patente de Estados
Unidos numero 5,601,990 emitida el 11 de febrero de 1997, la patente de Estados Unidos numero 6,060,037 emitida
el 26 de abril de 2000, la patente de Estados Unidos numero 5,962,220 emitida el 5 de octubre de 1999, la patente
de Estados Unidos numero 5,879,656 emitida el 9 de marzo de 1999, relacionadas a la direcciéon hacia receptores
ST para tratar, tomar imagenes, detectar y vacunar en contra del cancer colorrectal que ha experimentado
metastasis. Ahora se ha descubierto que las células cancerigenas estomacales y del eséfago metastasicas expresan
receptores ST (GCC). Asimismo, las composiciones y métodos descritos en las patentes y aplicaciones que se
acaban de listar pueden ser utilizadas para tratar, tomar imagenes, detectar y vacunar en contra del cancer
estomacal y del es6fago primario y metastasico. Este invento adapta los inventos anteriores puesto que se relaciona
al cancer colorrectal que experimentado metastasis para tratar, tomar imagenes, detectar y vacunar en contra del
cancer estomacal y del eséfago primario y metastasico.

GCC

[0044] Los carcinomas derivados de las células colorrectales, del estdbmago o del eséfago expresan GCC. La
expresion de GCC por parte de aquellos tumores permite a esta proteina y a su ARNm el servir como un
biomarcador especifico para la presencia de células cancerigenas en tejidos extra intestinales y en la sangre. En
efecto, esta caracteristica permite la deteccion de ARNm de GCC por medio de analisis RT-PCR utilizado como una
prueba diagndstica para pacientes con cancer colorrectal, estomacal o del es6fago y hacer seguimiento a pacientes
después de la cirugia en busca de evidencia de una enfermedad recurrente en su sangre, asi como para detectar
canceres colorrectales, estomacales y del eséfago. Ademas, la GCC puede ser usada como objetivo con un ligando
conjugado a un reactivo para entregar al reactivo a las células del tumor in vivo.

[0045] La patente de Estados Unidos nimero 5,518,888 emitida el 21 de mayo de 1996 para Waldman, la aplicacion
PCT PCT/US94/12232 completada el 26 de octubre de 1994, la aplicacion de Estados Unidos con el numero de
serie 08/467,920 completada el 6 de junio de 1995, y la aplicacion de Estados Unidos con el numero de serie
08/583,447 completada el 5 de enero de 1996, informan que los tumores colorrectales que han experimentado
metastasis pueden ser utilizados como objetivos para la entrega de compuestos activos por parte de receptores ST
de direccion (también referidos, como guanilina ciclasa C o GCC. La presencia de receptores ST en células afuera
del sendero intestinal como un marcador para cancer colorrectal permite la examinacion, identificacion y el
tratamiento de individuos con tumores colorrectales que han experimentado metastasis. Los receptores ST también
pueden ser utilizados para dirigir la entrega de compuestos terapéuticos genéticos y de antisentido a células
colorrectales.

[0046] La patente de Estados Unidos niumero 5,601,990 emitida el 11 de febrero de 1997 para Waldman, la
aplicacion PCT PCT/US94/12232 completada el 26 de octubre de 1994 y la aplicacion PCT PCT/US97/07467
completada el 2 de mayo de 1997, presentan que la deteccion de evidencia de expresion de receptores ST en
muestras de tejidos y en fluidos corporales provenientes de afuera del sendero intestinal indican un cancer
colorrectal con metastasis.

[0047] La aplicacion PCT PCT/US97/07565 completada el 2 de mayo de 1997, presenta que inmundgenos con
epitopes que pueden ser utilizados como objetivos por anticuerpos que reaccionan con receptores ST pueden ser
utilizados en composiciones de vacunas utiles como composiciones cancerigenas colorrectales profilacticas y
terapéuticas anti metastasis.

[0048] Se ha descubierto que, adicionalmente a células normales del colon, las células de carcinoma con metastasis
del colon, estomacales y del eséfago también expresan GCC. Las células normales estomacales y del eso6fago no
expresan GCC. Por lo tanto, este invento suministra el uso de GCC como un marcador de diagnosis molecular
especifico para la diagnosis, examenes y vigilancia post operativa de pacientes con cancer estomacal y del es6fago
primario y con metastasis.

[0049] La deteccion de la expresion de GCC utilizando técnicas moleculares, incluyendo, pero sin limitarse a, RT-
PCR, puede utilizarse para diagnosticar y examinar pacientes, hacer seguimiento del desarrollo de la recurrencia
después de la cirugia y/o remision, y, potencialmente, examinar gente normal en busca del desarrollo de cancer
colorrectal, estomacal o del eséfago.

[0050] La GCC es Unica en que es expresada Unicamente en células intestinales normales. Las células de la
mucosa que revisten al intestino se mantienen juntas por uniones apretadas que forman una barrera en contra del
paso de los contenidos intestinales a la corriente sanguinea y los componentes de la corriente sanguinea al lumen
intestinal. Por lo tanto, la ubicacién apical de las células que expresan GCC resulta en el aislamiento de aquellas
células del sistema circulatorio de tal forma que se puede considerar que estan separadas del resto del cuerpo; en
esencia “afuera” del cuerpo. Por lo tanto, el resto del cuerpo es considerado “afuera” de la senda intestinal.
Composiciones administradas “afuera” de la senda intestinal se mantienen aparte y segregadas de las Unicas células
que expresan normalmente a GCC. En contraste, las muestras de tejidos tomadas de tejidos afuera de la senda
intestinal normalmente no contienen células que expresan GCC.
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[0051] En individuos que padecen de cancer colorrectal, las células cancerigenas a menudo se derivan de células
que producen y que muestran el GCC y estas células cancerigenas contindan produciendo GCC. Se ha observado
que el GCC se expresa por las células cancerigenas colorrectales. Asimismo, GCC es expresado por células
cancerigenas estomacales y del esofago.

[0052] La expresion de GCC por células de tumores colorrectales suministra un objetivo detectable para
examinaciones, pruebas y monitoreo in vitro, asi como un objetivo para la entrega in vivo de composiciones
conjugadas que comprenden reactivos para la toma de imagenes y tratamientos. Las GCC también pueden servir
como blanco para vacunas que podrian ser utilizadas para proteger en contra del cancer colorrectal con metastasis o
para tratar a individuos con cancer colorrectal con metastasis.

[0053] La expresion de GCC por células de tumores estomacales y del eséfago suministran un objetivo detectable
para examinaciones, monitoreos y pruebas in vitro asi como un blanco para la entrega in vivo de composiciones
conjugadas que comprenden reactivos para la toma de imagenes y tratamientos. Las GCC también sirven como
blancos para vacunas que pueden ser utilizados para proteger en contra de canceres estomacales y del es6fago
primarios y metastasicos o para el tratamiento de individuos con canceres estomacales y del es6fago primarios y
metastasicos.

Diagnosis In vitro

[0054] De acuerdo a ciertas secciones del invento, las composiciones son provistas para examinar, diagnosticar y
analizar pacientes y muestras de pacientes para detectar evidencia de expresiones GCC por células que estan
afuera del sendero intestinal donde la expresién de GCC podria sugerir un cancer estomacal o del es6fago primario
o metastasico. En pacientes que se sospecha que tienen cancer estomacal o del es6fago primario o metastasico, la
evidencia de expresiones GCC por células que estan afuera de la senda intestinal es una indicaciéon de cancer
estomacal o del eséfago primario o metastasico y puede ser utilizado para la diagnosis, monitoreo y pruebas de
aquellos pacientes.

[0055] También se presentan métodos, composiciones y equipos utilizados en la examinacion y analisis in vitro de
pacientes y muestras de pacientes para detectar evidencia de expresiones GCC por células de tumores afuera de la
senda intestinal donde la presencia de células que expresan GCC sugieren o confirman que un tumor es de origen
de cancer colorrectal o estomacal o del eséfago. En un aspecto adicional del invento, se suministran composiciones
que son utiles para visualizar células cancerigenas estomacales o del es6fago primarias o metastasicas.

[0056] Composiciones, métodos y equipos de examinaciones y diagnosis in vitro pueden ser utilizados para
monitorear a individuos que se ubican en un grupo de riesgo alto para cancer de estémago o del eséfago tales como
aquellas personas que han sido diagnosticadas con una enfermedad localizada y/o una enfermedad con metastasis
y/o aquellos que estan vinculados genéticamente a la enfermedad. Composiciones, métodos y equipos para la
examinacion y el diagndstico in vitro pueden ser utilizados para monitorear a individuos que estan experimentando
y/o han sido tratados para el cancer estomacal o del es6fago para determinar si el cancer ha experimentado
metastasis. Las composiciones, métodos y equipos para la examinacién y diagnéstico in vitro pueden ser utilizados
en el monitoreo de individuos que de otra forma son susceptibles, es decir, individuos a quienes se ha identificado
como predispuestos genéticamente por medio de una examinacion genética y/o historial médico familiar. Avances en
la comprension genética y los desarrollos tecnoldgicos asi como la epidemiologia permiten la determinacion de una
evaluacion de probabilidad y de riesgo para un individuo para desarrollar cancer estomacal o del eséfago. Utilizando
los historiales de salud familiar y/o examinaciones genéticas, es posible el estimar |la probabilidad para que un
individuo en particular pueda desarrollar ciertos tipos de cancer incluyendo el cancer estomacal o del eséfago.
Aquellos individuos que han sido identificados como predispuestos para desarrollar una forma particular de cancer
pueden ser monitoreados o examinados para detectar evidencia de cancer estomacal o del eséfago. Cuando se
descubra tal evidencia, un tratamiento temprano puede tomarse para combatir a la enfermedad. Asimismo,
individuos que tienen el riesgo de desarrollar cancer estomacal o del eséfago podrian ser identificados y se podrian
aislar muestras de aquellos individuos. Es particularmente util para monitorear a individuos que han sido
identificados por tener historiales médicos familiares que incluyen parientes que han padecido de cancer estomacal
o del eséfago. Asimismo, es particularmente util para monitorear a individuos que han sido diagnosticados con
cancer estomacal o del es6fago y, particularmente aquellos que han sido tratados y a quienes se les removio
tumores y/o que estan experimentando de otra forma una remision incluyendo aquellos que han sido tratados para
cancer estomacal o del eséfago.

[0057] Las composiciones, métodos y equipos para la examinacion y diagnosis in vitro pueden ser utilizados para el
analisis de tumores. La expresion de GCC es un marcador para el tipo celular y sugiere el origen de adenocarcinoma
de origen no confirmado que se sospecha que son de origen gastrico o del es6fago pudiendo ser tumores
estomacales o del esdfago. La deteccidn de la expresion GCC también puede ser utilizada para asistir en una
diagnosis inicial de cancer estomacal o del eséfago o para confirmar a aquellos diagndsticos. Los tumores que se
creen que son de origen estomacal o del es6fago pueden confirmarse como tales utilizando las composiciones,
métodos y equipos aqui descritos.
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[0058] Las composiciones, equipos y métodos para la examinacion y diagnodstico in vitro pueden ser utilizados para
analizar muestras de tejidos del estomago o del es6fago para identificar canceres estomacales o del eséfago
primarios.

[0059] De acuerdo al invento, se presentan compuestos que enlazan a la transcripcion o a la proteina genética de
GCC. Tejidos normales en el cuerpo no tienen transcripciones o proteinas GCC excepto las células de la senda
intestinal. La expresién de GCC es un marcador para tipos celulares y es Util en la identificacion de cancer estomacal
o del eso6fago en muestras extra intestinales.

[0060] Muestras de tejidos y de fluidos no colorrectales o muestras de tumores pueden ser examinadas para
identificar la presencia o la ausencia de la proteina GCC. Técnicas tales como ensayos ELISA y Western blots
pueden realizarse para determinar si existe GCC en una muestra.

[0061] Muestras de tejidos y fluidos no colorrectales o muestras de tumores pueden examinarse para identificar si se
esta expresando GCC en células afuera de la senda colorrectal al detectar la presencia o ausencia de
transcripciones genéticas GCC. La presencia de transcripciones genéticas GCC o cDNA generado a partir de estas
puede determinarse utilizando técnicas tales como la amplificacion PCR, tecnologia de oligonucleétidos ramificados,
Northern Blots (ARNm), Southern Blots (cADN), o hibridacién de oligonucleétidos. Células

[0062] Las células de muestras de tejidos no colorrectales o muestras de tumores pueden examinarse para
identificar la presencia o ausencia de proteinas GCC. Técnicas tales como blots de inmunohistoquimica pueden
realizarse en secciones de tejidos para determinar si existen GCC en una muestra.

[0063] Las células de muestras de tejidos no colorrectales o muestras de tumores pueden examinarse para
determinar si se esta expresando GCC en células afuera de la senda colorrectal al detectar la presencia o ausencia
de la transcripcion genética de GCC. La presencia de la transcripcion genética de GCC o el cDNA generado a partir
de estas en células de secciones de tejidos puede determinarse utilizando técnicas tales como hibridacion in situ.

[0064] La presencia de GCC en tejidos no colorrectales y en muestras de fluidos o en células de muestras de tejidos
no colorrectales sugiere un posible cancer estomacal o del es6fago. La presencia de GCC en una muestra de
tumores o en células de tumores sugiere que el tumor puede ser de un origen estomacal o del es6fago. La presencia
de la transcripcion genética de GCC en muestras de tejidos no colorrectales y de fluidos corporales o en células de
muestras de tejidos no colorrectales sugieren la posibilidad de cancer estomacal o del es6fago. La presencia de la
transcripcion genética de GCC en muestras de tumores y en células de tumores sugiere que el tumor podria ser de
origen estomacal o del eso6fago.

[0065] Se pueden obtener muestras de tejido extirpado o material de biopsia incluyendo biopsia por medio de
agujas. La preparacion del tejido para su extirpacion para la patologia quirdrgica puede incluir la preparacion del
tejido para ser congelado y preparado utilizando técnicas estandar. Ensayos para enlaces de inmunohistoquimica e
hibridacién in situ en secciones de tejidos se realizan en células fijadas. Muestras extra intestinales pueden ser
homogeneizadas por medio de técnicas estandar tales como la sonicacion, interrupcion mecanica o lisis quimica
tales como lisis por medio de detergentes. También se contempla que muestras de tumores en fluidos corporales
tales como la sangre, orina, liquidos linfaticos, fluidos espinales cerebrales, fluidos amniéticos, fluidos de la vagina,
semen y muestras de heces también pueden ser examinadas para determinar si aquellos tumores son de origen
colorrectal, estomacal o del eséfago.

[0066] Muestras de tejidos no colorrectales pueden obtenerse de cualquier tejido excepto de aquellos de la senda
intestinal abajo del intestino delgado (es decir, el intestino grueso (colon), incluyendo la ciega, el colon ascendente,
el colon transversal, el colon descendente y el colon sigmoide, y el recto) y adicionalmente el duodeno y el intestino
delgado (el yeyuno y el ileon). Las células normales de todos los tejidos excepto aquellas de la senda colorrectal no
expresan GCC. Por lo tanto, si la proteina GCC de la transcripcion genética GCC es detectada en muestras no
colorrectales, esto sugiere la presencia de cancer colorrectal, estomacal o del eséfago. En algunas secciones
importantes, las muestras de tejidos son ganglios linfaticos.

[0067] Las muestras de tejidos pueden obtenerse por medio de técnicas quirurgicas estandar incluyendo la
utilizacion de jeringas de biopsia. Una persona con conocimiento en la industria apreciara facilmente la variedad de
muestras de prueba que pueden ser examinadas para detectar GCC y reconocera métodos para obtener las
muestras de tejidos.

[0068] Las muestras de tejidos pueden ser homogeneizadas y preparadas de otra forma para la examinacion de la
presencia de GCC por técnicas muy conocidas tales como la sonicacion, la interrupciéon mecanica, lisis quimica tal
como lisis mediante detergentes o sus combinaciones.

[0069] Ejemplos de muestras de fluidos corporales incluyen sangre, orina, fluido linfatico, fluido espinal cerebral,
fluido amnidtico, fluido vaginal y semen. En algunas secciones importantes, la sangre es utilizada como una muestra
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de fluidos corporales. Las células pueden aislarse de la muestra de fluidos utilizando métodos como por ejemplo, la
centrifugacién. Una persona con conocimiento en la industria apreciara facilmente la variedad de muestras de
prueba que pueden ser examinadas para detectar GCC. Muestras de prueba pueden ser obtenidas por métodos
tales como el retiro de fluido con una jeringa o con un algodén. Una persona con conocimiento en la industria
reconocera facilmente otros métodos para obtener las muestras de prueba.

[0070] En un ensayo utilizando una muestra sanguinea, el plasma sanguineo puede ser separado de las células
sanguineas. El plasma sanguineo puede ser examinado para detectar GCC incluyendo proteinas truncadas que son
liberadas en la sangre cuando uno o mas GCC son divididas o desprendidas de sus células tumorales. En algunas
secciones, las fracciones de células sanguineas son examinadas para detectar la presencia de células tumorales
estomacales o del es6fago. En algunas secciones, los linfocitos que se encuentran presentes en la fraccion de
células sanguineas son examinados al utilizar las células y detectar la presencia de la proteina GCC o la
transcripcion genética de GCC que pueden estar presentes como resultado de la existencia de células tumorales
estomacales o del es6fago que pueden haberse sumergido en las células sanguineas. En algunas secciones
importantes, las células CD34+ son removidas antes del aislamiento de ARNm de las muestras utilizando columnas
inmunolégicas que estan disponibles comercialmente.

[0071] Aspectos de esta presentacion incluyen varios métodos para determinar si una muestra contiene células que
expresan GCC por medio de un analisis molecular que se basa en secuencias de nucleétidos para detectar la
transcripcion genética de GCC. Varios métodos diferentes estan disponibles para hacerlo de esa forma incluyendo
aquellos que utilizan tecnologias de Reaccion de Cadenas de Polimerasas (PCR - Polymerase Chain Reaction),
tecnologia de oligonucledtidos ramificados, tecnologia de Northern blot, tecnologia de hibridacion de oligonucledétidos
y tecnologia de hibridacion in situ.

[0072] También se presentan sondas de oligonucleétidos e iniciadores usados en los métodos para identificar a la
transcripcion genética de GCC y equipos de diagndstico que comprenden aquellos componentes.

[0073] Los métodos que se basan en la secuencia de ARNm para detectar la transcripcién genética de GCC
incluyen, pero no se limitan a, la tecnologia de reacciéon de cadenas de polimerasas, tecnologia de oligonucleétidos
ramificados, la tecnologia de Northern y Southern blot, la tecnologia de hibridacién in situ y la tecnologia de
hibridacion de oligonucleétidos.

[0074] Los métodos aqui descritos tienen el propodsito de plantear ejemplos de cémo este invento puede ser utilizado
y no tienen el propésito de limitar el alcance del invento. Se contempla que otra metodologia que se base en
secuencias para detectar la presencia de la transcripcion genética de GCC en muestras no colorrectales puede
utilizarse de acuerdo al invento.

[0075] Un método preferido para detectar la transcripcion genética de GCC en el material genético derivado de
muestras no colorrectales utiliza la tecnologia de reaccidon de cadenas de polimerasas (PCR - polymerase chain
reaction). La tecnologia PCR estratificada rutinariamente por aquellas personas que tienen un conocimiento normal
en la industria y se utiliza para diagnosticos que son bien conocidos y aceptados. Los métodos para aplicar la
tecnologia PCR se muestran en “PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications" (“Protocolos PCR: Una Guia
para Métodos y Aplicaciones”, Innis, M.A., et al. Eds. Academic Press, Inc. San Diego, CA (1990). Aplicaciones para
tecnologias PCR se presentan en "Polymerase Chain Reaction" (“Reacciones de Cadenas de Polimerasas”) Erlich,
H.A., et al., Eds. Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1989) la cual es incorporada en este documento
en referencia. La patente de Estados Unidos nimero 4,683,202, la patente de Estados Unidos numero 4,683,195, la
patente de Estados Unidos nimero 4,965,188 y la patente de Estados Unidos niumero 5,075,216, describen métodos
para realizar PCR. Los PCR pueden ser practicados rutinariamente utilizando el equipo Perkin EImer Cetus GENE
AMP RNA PCR, parte nimero N808-0017.

[0076] La tecnologia PCR permite la rapida generacion de varias copias de secuencias de ADN al suministrar
iniciadores 5’ y 3’ que hibridan las secuencias presentes en una molécula de ARN o de ADN, y suministran ademas
nucleodtidos libres y una enzima que llena las bases complementarias de la secuencia de nucledtidos entre los
iniciadores con nucleétidos libres para producir una cepa complementaria de ADN. La enzima completara a las
secuencias complementarias que se encuentran adyacentes a los iniciadores. En ambos, en el iniciador 5’ y 3’ se
divisan las secuencias de nucleétidos en el mismo fragmento pequefio del acido nucleico, resultando en la
amplificacion exponencial de un producto de tamafno especifico de doble cepa. Si un solo iniciador hibrida al
fragmento de acido nucleico, la amplificacion lineal produce productos de una sola cepa de variables grandes.

[0077] Los iniciadores PCR pueden designarse rutinariamente por aquellas personas que tienen conocimiento en la
industria utilizando informacion secuencial. La secuencia de nucleétidos de la transcripcion genética GCC es
establecida en la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1. Para realizar este método, se extrae ARN de
células en una muestra y se le hace pruebas o se utiliza para hacer un cDNA utilizando métodos conocidos y
materiales que se encuentran facilmente. Aquellas personas que tienen un conocimiento normal en la industria
pueden preparar facilmente iniciadores PCR. Un conjunto de iniciadores generalmente contiene a 2 iniciadores.
Cuando se llevan a cabo PCR en ARNm o cDNA extraidos de aquel ARNm, si la transcripcion genética de GCC o el
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cDNA ahi generado, si la transcripcion genética de GCC o el cDNA de ahi generado esta presente, varias copias de
ARNmM o cDNA seran realizadas. Si no estan presentes, el PCR no generara un producto detectable discreto. Los
iniciadores son generalmente de 8-50 nucleétidos, preferiblemente alrededor de 15-35 nucleétidos, mas
preferiblemente de 18-28 nucledtidos, que son idénticos o complementarios para, y por lo tanto, hibridar a la
transcripcion genética de GCC o al cDNA de ahi generado. En secciones importantes, los iniciadores tienen cada
uno de 15-35 nucledtidos, mas preferiblemente de 18-28 fragmentos de nucledétidos de la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 1. El iniciador debe hibridar a la secuencia que debe ser amplificada. Los iniciadores
tipicos tienen 18-28 nucledtidos de largo y generalmente tienen una composicion de un 50 por ciento a 60 por ciento
de G + C. Todo el iniciador es preferiblemente complementario a la secuencia que debe hibridar. Preferiblemente,
los iniciadores generan productos PCR de 100 parejas base a 2000 parejas base. Sin embargo, es posible generar
productos de 50 hasta 10 kb y mas. Si el ARNm es utilizado como una plantilla, los iniciadores deben hibridar a las
secuencias de ARNm. Si el cDNA es utilizado como una plantilla, los iniciadores deben hibridar a las secuencias de
cDNA.

[0078] El ARNm o cDNA es combinado con los iniciadores, los nucleétidos libres y las enzimas siguiendo protocolos
PCR estandar. La mezcla experimenta una serie de cambios de temperatura. Si la transcripcion genética de GCC o
la cDNA de ahi generada esta presente, eso es, si ambos iniciadores hibridan a las secuencias en la misma
molécula, la molécula que contiene a los iniciadores y a las secuencias complementarias que intervienen seran
amplificadas exponencialmente. EI ADN amplificado puede ser detectado facilmente con una variedad de medios
bien conocidos. Sin ninguna transcripcion genética de GCC o el cDNA de ahi generado no esta presente, ningin
producto PCR sera amplificado exponencialmente. La tecnologia PCR, por lo tanto, suministra un método
extremadamente sencillo, facil y confiable para detectar a la transcripcion genética de GCC en la muestra.

[0079] El producto PCR puede ser detectado por medio de varias formas bien conocidas. El método preferido para
detectar la presencia de ADN amplificado es el separar el material de reacciéon PCR por medio de electroforesis de
gel y colorando el gel con bromuro de etidio para visualizar el ADN amplificado si estuviera presente. Un estandar
del tamafio con el tamario esperado del ADN amplificado es ejecutado preferiblemente de en el gel cémo control.

[0080] En algunas instancias, tales como cuando se recuperan montos inusualmente pequefios de ARN y solamente
montos pequefios de cDNA son generados, es deseable o necesario el realizar una reaccion PCR en el primer
producto de reaccién PCR. Eso es, si fuese dificil el detectar cantidades de ADN amplificado que son producidas por
la primera reaccién, una 22 PCR puede ser realizada para realizar varias copias de secuencias de ADN del primer
ADN amplificado. Un conjunto anidado de iniciadores son utilizados en la 22 reaccion PCR. El conjunto anidado de
iniciadores hibridan a la secuencia corriente abajo del iniciador 5’ y corriente arriba del iniciador 3’ utilizados en la
primera reaccion.

[0081] También se presentan oligonucleétidos que son utiles como iniciadores para realizar métodos PCR para
amplificar la transcripcion genética de GCC o el cDNA de ahi generado.

[0082] De acuerdo a la presentacion, equipos de diagnéstico pueden ser ensamblados los cuales son Utiles para
practicar los métodos para detectar la presencia de la transcripcion genética de GCC o el cDNA de ahi generado en
muestras no colorrectales. Aquellos equipos de diagndstico comprenden oligonucleétidos que son utiles como
iniciadores para realizar los métodos PCR. Es preferido que los equipos de diagndstico tengan un contenedor que
posea un marcador de tamafio para ser ejecutado como un estandar en un gel utilizado para detectar la presencia
de ADN amplificado. El marcador de tamafio tiene el mismo tamafio que el ADN generado por el iniciador en la
presencia de la transcripcion genética de GCC o el cDNA de alli generado. Componentes adicionales en algunos
equipos incluyen instrucciones para ejecutar el ensayo. Adicionalmente el equipo puede comprender opcionalmente
imagenes o fotografias que representan la apariencia de resultados positivos y negativos. Los controles positivos y
negativos también son provistos.

[0083] Los ensayos PCR son utiles para detectar la transcripcion genética de GCC en muestras y células de tejido
homogeneizado en muestras de fluidos corporales. Se contempla que el PCR en la porciéon del plasma de una
muestra de fluidos podria ser Util para detectar la transcripcion genética de GCC.

[0084] Otro método para determinar si una muestra contiene células que expresan GCC es por medio del analisis de
hibridacion de oligonucleétidos de cadenas ramificadas del ARNm extraido de una muestra. La hibridacion de
oligonucleétidos de cadenas ramificadas podria realizarse tal como se describio en la patente de Estados Unidos
numero 5,597,909, la patente de Estados Unidos numero 5,437,977 y la patente de Estados Unidos numero
5,430,138. Los reactivos pueden ser disefiados siguiendo las ensefianzas de aquéllas patentes y aquella secuencia
de la transcripcion genética de GCC.

[0085] Otro método para determinar si una muestra contiene células que expresan a GCC es por medio del analisis
de Northern blot del ARNm extraido de una muestra no colorrectal. Las técnicas para realizar los analisis de
Northern blot son bien conocidos por aquellas personas que tienen un conocimiento normal en la industria y se
describen en Sambrook, J. et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Clonacién Molecular: Un Manual
de Laboratorio), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. La extraccion de ARNm, la
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separacion electroforética de ARNm, la absorcidn, la preparacién de sondas y la hibridacién son técnicas muy
conocidas que pueden ser realizadas rutinariamente utilizando materiales de inicio que se pueden encontrar
facilmente.

[0086] EI ARNm es extraido usando columnas poli dT y el material es separado por medio de electroforesis, por
ejemplo, transferido a papel de nitrocelulosa. Las sondas marcadas hechas de un fragmento o varios fragmentos
especificos aislados pueden ser utilizadas para visualizar la presencia de fragmentos complementarios fijados en el
papel. Las sondas que son utiles para identificar al ARNm en un Northern blot tienen una secuencia de nucleétidos
que es complementaria a la transcripcion genética de GCC. Aquellas personas con conocimiento normal en la
industria podrian utilizar la informacion secuencial en la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: para disefiar
aquellas sondas o para aislar y clonar la transcripcion genética de GCC o el cDNA de ahi generado para ser
utilizados como una sonda. Aquellas sondas tienen por lo menos a 15 nucledétidos, preferiblemente de 30-200, mas
preferiblemente de 40-100 fragmentos de nucledtidos y podrian ser toda la transcripcion genética de GCC.

[0087] Equipos de diagnodstico pueden ser ensamblados los cuales son utiles para practicar los métodos para
detectar la presencia de la transcripcién genética GCC en muestras no colorrectales por medio del analisis de
Northern blot. Tales equipos de diagndstico comprenden oligonucleétidos que son Utiles como sondas para hibridar
el ARNm. Las sondas pueden ser radio marcadas. Es preferible que los equipos de diagndstico tengan un
contenedor con un marcador de tamafo para ser ejecutado como un estandar en un gel. Es preferible que los
equipos de diagndstico tengan un contenedor con el control positivo que hibride a la sonda. Componentes
adicionales en algunos equipos incluyen instrucciones para ejecutar el ensayo. Adicionalmente, el equipo podria
comprender opcionalmente descripciones o fotografias que representa la apariencia de los resultados positivos y
negativos.

[0088] El analisis de Northern blot es util para la transcripcion genética de GCC por medio de tecnologia de
hibridacién de oligonucleétidos. Se contempla que el PCR en la porcién de plasma de una muestra de fluidos podria
usarse para detectar la transcripcion genética de GCC.

[0089] Otro método para detectar la presencia de la transcripcion genética de GCC por medio de tecnologias de
hibridacion de oligonucleétidos. La tecnologia de hibridacion de oligonucleotidos es bien conocida para aquellas
personas que tienen un conocimiento normal en la industria. Brevemente, sondas detectables que contienen una
secuencia de nucledtidos especifica que hibridan a la secuencia de nucleétidos de la transcripcion genética de GCC.
ARN o cDNA hecho de ARN de una muestra se fijan, usualmente a un papel filtro o algo similar. Las sondas son
agregadas y mantenidas bajo condiciones que permitan la hibridacion sélo si las sondas complementan enteramente
al material genético que ha sido fijado. Las condiciones son lo suficientemente exigentes como para lavar y
desprender las sondas en las cuales sélo una porciéon de la sonda hibrida al material fijo. La deteccién de la sonda
en el filtro lavado indica la presencia de secuencias complementarias.

[0090] Las sondas que son utiles en los ensayos de oligonucleétidos de por lo menos 18 nucleétidos de ADN
complementario y pueden ser tan largas como una secuencia complementaria completa a la transcripcion genética
de GCC. Las sondas pueden tener de 30-200 nucleétidos, preferiblemente de 40-100 nucledtidos.

[0091] Una persona con un conocimiento normal en la industria, utilizando la informacién secuencial presentada en
la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1 puede disefiar sondas utiles para los métodos aqui descritos. Las
condiciones de hibridacion pueden ser optimizadas rutinariamente para minimizar la sefal de fondo por parte de la
hibridacion complementaria no completa. Las sondas pueden ser colones de una longitud completa. Las sondas
tienen por lo menos 15 nucleétidos, preferiblemente 30-200, mas preferiblemente 40 - 100 fragmentos de
nucledtidos y pueden tener toda la transcripcion genética de GCC.

[0092] También se presentan oligonucledtidos marcados que son utiles como sondas para realizar hibridacion de
oligonucleotidos. Las sondas marcadas son etiquetadas con nucleétidos radio-marcados o son detectables de otra
forma por medio de sistemas de deteccion radiactivos que se pueden conseguir facilmente.

[0093] Equipos de diagnostico pueden ser armados los cuales son Utiles para practicar los métodos de hibridacion
de oligonucledtidos. Aquellos equipos de diagnosis comprenden un oligonucledtido marcado que codifica porciones
de la transcripcion genética de GCC. Es preferido que las sondas marcadas de los equipos de diagnéstico de
oligonucleétidos sean marcadas con un radio - nucledtido. Los equipos de diagndstico que se basan en hibridacion
de oligonucledtidos preferiblemente comprenden muestras de ADN que representan controles positivos y negativos.
Una muestra de ADN de control positivo es una que contiene una molécula de acido nucleico que tiene una
secuencia de nucleétidos que es enteramente complementaria a las sondas del equipo de tal forma que las sondas
hibridan a la molécula bajo condiciones de ensayo. Una muestra de ADN de control negativo es una que contiene
por lo menos una molécula de acido nucleico, la secuencia de nucleétidos de la cual es parcialmente
complementaria a la muestra de ADN de control negativo. Componentes adicionales en algunos equipos incluyen
instrucciones para ejecutar el ensayo. Adicionalmente, el equipo puede comprender opcionalmente descripciones o
fotografias que representan la apariencia de los resultados positivos y negativos.
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[0094] Las técnicas de hibridacion de oligonucledtidos son utiles para detectar la transcripcion genética de GCC en
muestras y células de tejidos homogeneizadas en muestras de fluidos corporales. Se contempla que PCR en la
porcion de plasma de una muestra de fluidos podria ser utilizada para detectar la transcripcion genética de GCC.

[0095] Esta presentacion se relaciona a equipos in vitro para evaluar muestras de tumores para determinar si es que
tienen un origen estomacal o del eséfago y a reactivos y composiciones utiles para su practica. Muestras tumorales
pueden aislarse de individuos que estan experimentando o que se estan recuperando de cirugias para remover
tumores en el estdmago o el eséfago, tumores en otros érganos o material de biopsia. La muestra tumoral es
analizada para identificar la presencia o ausencia de la transcripcion genética de GCC. Técnicas tales como ensayos
de inmunohistoquimica pueden realizarse para determinar si es que GCC esta presente en las células en la muestra
tumoral. La presencia de ARNm que codifica a la proteina GCC o el cDNA de ahi generado puede determinarse
utilizando técnicas tales como hibridacion in situ, inmunohistoquimica y ensayos de enlaces de ST in situ.

[0096] La tecnologia de hibridacion in situ es bien conocida por aquellas personas con conocimiento normal en la
industria. Brevemente, las células son fijadas y sondas detectables que contienen una secuencia de nucledtidos
especifica son agregadas a las células fijadas. Si las células contienen secuencias de nucleétidos complementarias,
las sondas, que pueden ser detectadas, las hibridaran.

[0097] Las sondas utiles en ensayos oligonucledétidos tienen por lo menos 18 nucledtidos de ADN complementario y
pueden ser tan largas como una secuencia complementaria completa para la transcripcion genética de GCC. En
algunas secciones importantes, las sondas del invento tienen 30-200 nucledétidos, preferiblemente 40-100
nucledtidos.

[0098] Una persona con conocimiento normal en la industria, utilizando la informacion secuencial establecida en la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERQO: puede disefiar sondas Utiles en la tecnologia de hibridacién in situ para
identificar células que expresan a GCC. Las sondas hibridan preferiblemente a una secuencia de nucleétidos que
corresponde a la transcripcion genética de GCC. Las condiciones de hibridacion pueden ser optimizadas
rutinariamente para minimizar sefiales de fondo por medio de hibridacién complementaria no completa. Las sondas
hibridan preferiblemente a la transcripcion genética de GCC de longitud completa. Las sondas tienen por lo menos
15 nucledtidos, preferiblemente de 30-200, mas preferiblemente de 40-100 fragmentos de nucledtidos y pueden ser
la transcripcion genética de GCC, mas preferiblemente de 18-28 fragmentos de nucledtidos de la transcripcion
genética de GCC.

[0099] Las sondas son completamente complementarias y no hibridan bien a secuencias parcialmente
complementarias. Para hibridacion in situ de acuerdo al invento, es preferido que las sondas sean detectables por
fluorescencia. Un procedimiento comun es el marcar las sondas con nucleétidos modificados de biotina y entonces
detectar con avidina marcada fluorescentemente. Por lo tanto, la sonda no tiene que ser marcada en si con
fluorescencia pero puede ser detectada subsiguientemente con un marcador fluorescente.

[0100] Esta presentacion incluye oligonucleétidos marcados que son Utiles como sondas para realizar hibridacion de
oligonucledtidos. Es decir, son completamente complementarios con secuencias de ARNm pero no con secuencias
genomicas. Las sondas marcadas de este invento son etiquetadas con nucledtidos radio - marcados o son
detectables de otra forma por medio de sistemas de deteccion no radiactivos que son disponibles facilmente.

[0101] Este invento se relaciona a las sondas utiles para hibridacion in situ para identificar células que expresan
GCC.

[0102] Las células son fijadas y las sondas son agregadas al material genético. Las sondas hibridaran a secuencias
de acidos nucleicos complementarios presentes en la muestra. Utilizando un microscopio fluorescente, las sondas
pueden ser visualizadas por sus marcadores fluorescentes.

[0103] Equipos de diagnostico pueden ser ensamblados los cuales son utiles para practicar métodos de hibridacion
in situ de la intervencién que son completamente complementarios con secuencias de ARNm pero no con las
secuencias genémicas. Por ejemplo, la secuencia de ARNm incluye diferentes secuencias de exones. Es preferible
que las sondas marcadas de los equipos de diagnostico in situ de acuerdo a este invento sean marcadas con un
marcador fluorescente.

[0104] Las técnicas de inmunohistoquimica pueden ser utilizadas para identificar y marcar esencialmente células
con GCC. Tal “marcacion” permite un analisis de la migracion metastasica. Anticuerpos anti-GCC tales como
aquellos descritos anteriormente de células contactadas con células fijadas y el GCC presente en las células
reaccionadas con los anticuerpos. Los anticuerpos son marcados en una forma detectable o detectados utilizando
anticuerpos o proteinas A marcados como segundos para manchar a las células.

[0105] Las técnicas aqui descritas para evaluar secciones tumorales también pueden ser utilizadas para analizar
secciones de tejidos para muestras de ganglios linfaticos asi como otros tejidos para identificar la presencia de
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células que expresan GCC. Las muestras pueden ser preparadas y “manchadas” para detectar la expresion de
GCC.

[0106] Métodos de inmuno-ensayos pueden ser utilizados en la diagnosis de individuos que padecen de cancer
estomacal o del eséfago al detectar la presencia de GCC en muestras de tejidos no colorrectales o fluidos corporales
de un individuo que se sospecha tiene o es susceptible a cancer estomacal o del eséfago utilizando anticuerpos que
fueron producidos en respuesta a la exposicion a aquella proteina GCC. Ademas, los métodos de inmuno - ensayos
pueden ser utilizados para identificar a individuos que padecen de cancer estomacal o del eséfago al detectar la
presencia de GCC en muestras de tumores utilizando anticuerpos que fueron producidos en respuesta a la
exposicion de aquella proteina GCC.

[0107] Los anticuerpos son preferiblemente anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos son preferiblemente
generados en contra de GCC hechos en células humanas. Los inmuno - ensayos son bien conocidos y su disefio
puede ser hecho rutinariamente por aquellas personas que tengan un conocimiento normal en la industria. Aquellas
personas que tienen un conocimiento normal en la industria pueden producir anticuerpos monoclonales con enlaces
especificos a GCC y son utiles en métodos y equipos del invento utilizando técnicas estandar y materiales de inicio
que son disponibles faciimente. Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales son sefialadas en Harlow, E. y
D. Lane, (1988) ANTIBODIES: A Laboratory Manual (Anticuerpos: Un Manual de Laboratorio), Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor NY, suministra un guia detallada para la produccion de hibridomas y anticuerpos
monoclonales que se enlazan especificamente a proteinas objetivo. Esta dentro del alcance de este invento el incluir
a Fabs, Fabs recombinantes, F(Ab)2s, F(Ab)2s recombinantes que se enlazan especificamente a productos de
traduccion de GCC en lugar de anticuerpos.

[0108] Brevemente, la proteina GCC es inyectada en ratones. El vaso del raton es removido, las células del vaso
son aisladas y fusionadas con células inmortalizadas de raton. Las células hibridas o hibridomas, son cultivados y
aquellas células que secretan anticuerpos son seleccionadas. Los anticuerpos son analizados y, si se encuentra que
se enlazan especificamente a los GCC, el hibridoma que los produce es cultivado para producir un suministro
continuo de anticuerpos especificos anti-GCC.

[0109] Los anticuerpos son preferiblemente anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos son preferible en generados
en contra de GCC hechos en células humanas.

[0110] Los medios para detectar la presencia de una proteina en una muestra de prueba son de rutina y una
persona que tenga un conocimiento normal en la industria puede detectar la presencia o ausencia de una proteina o
un anticuerpo utilizando métodos bien conocidos. Un método bien conocido para detectar la presencia de una
proteina es un inmuno - ensayo. Una persona con conocimiento normal en la industria puede apreciar facilmente de
la multitud de formas para practicar un inmuno - ensayo para detectar la presencia de una proteina GCC en una
muestra.

[0111] De acuerdo a algunas secciones, inmuno - ensayos comprenden el permitir a proteinas en la muestra
enlazarse a un soporte de fase solida tal como una superficie de plastico. Anticuerpos detectables son agregados
entonces los cuales se enlazan selectivamente con el GCC. La deteccién del anticuerpo detectable indica la
presencia de GCC. El anticuerpo detectable puede ser un anticuerpo marcado o no marcado. Anticuerpos marcados
pueden ser detectados utilizando un 2° anticuerpo marcado que se enlaza especificamente al primer anticuerpo o un
2° anticuerpo no marcado que puede ser detectado utilizando una proteina A marcada, una proteina que tiene
complejos con anticuerpos. Varios procedimientos de inmuno — ensayos son descritos en Immunoassays for the 80’s
(Inmuno - ensayo para la Década de los Ochentas) A. Voller et al., Eds., University Park, 1981.

[0112] Inmuno ensayos simples pueden ser realizados en los cuales un soporte de fase solida es contactado con la
muestra de prueba. Cualquier proteina presente en la muestra de prueba se enlaza al soporte de fase sélida y puede
ser detectado por medio de una preparacion de anticuerpos detectable especifica. Un ejemplo claro de esto es la
esencia del dot blot, Western blot y cualquier otro ensayo similar.

[0113] Otros inmuno - ensayos podrian ser mas complicados pero suministrarian realmente resultados excelentes.
Ensayos inmuno - métricos tipicos y preferidos incluyen ensayos “hacia adelante” para la deteccion de una proteina
en la cual un primer anticuerpo anti-proteina enlazado a un soporte de fase sélida es contactado con la muestra de
prueba. Después de un periodo de incubacion adecuado, el soporte de fase sélida es lavado para remover las
proteinas no enlazadas. Un 2° anticuerpo anti-proteina distinto es agregado el cual es especifico para una porcion
de la proteina especifica no reconocida por el primer anticuerpo. El 2° anticuerpo es preferiblemente detectable.
Después de un 2° periodo de incubacion para permitir al anticuerpo detectable establecer un complejo con la
proteina especifica enlazada al soporte de fase sélida a través del primer anticuerpo, el soporte de fase sélida es
lavado una 22 vez para remover al anticuerpo detectable no enlazado. Alternamente, el 2° anticuerpo podria no ser
detectable. En este caso, un 3er anticuerpo detectable, que enlaza al 2° anticuerpo es agregado al sistema. Este tipo
de ensayo “tipo emparedado hacia adelante” podria ser un ensayo simple de si/no para determinar si es que el
enlace ha ocurrido o podria ser hecho cuantitativamente al comparar el monto total de anticuerpos detectables con
los que se obtuvieron en un control. Ensayos como estos “de 2 lugares” o “tipo emparedados” son descritos por
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Wide, Radioimmune Assay Method (Método de Ensayos Radio - Inmunoldgicos), Kirkham, Ed., E. & S. Livingstone,
Edinburgh, 1970, pp. 199-206.

[0114] Otros tipos de ensayos inmuno - métricos son los denominados ensayos “simultaneos” y “en reversa”. Un
ensayo simultaneo involucra un solo paso de incubacion donde el primer anticuerpo enlazado al soporte de fase
solida, el 2° anticuerpo detectable y la muestra de prueba son agregados al mismo tiempo. Después de que se haya
completado la incubacién, el soporte de la fase solida es lavado para remover a las proteinas no enlazadas. La
presencia de anticuerpos detectables asociados con el soporte sélido se determina como si fuera un ensayo
convencional “tipo emparedado hacia adelante”. El ensayo simultaneo también podria ser adaptado en una forma
similar para la deteccién de anticuerpos en una muestra de prueba.

[0115] El ensayo “en reversa” comprende una adicion de pasos de una solucion de anticuerpos detectables a la
muestra de prueba seguida por un periodo de incubacion y la adicion de anticuerpos enlazados a un soporte de fase
solida después de un periodo adicional de incubacion. El soporte de fase soélida es lavado en forma convencional
para remover complejos proteinicos/de anticuerpos enlazados y anticuerpos detectables que no han reaccionado. La
determinacion de los anticuerpos detectables asociados con el soporte de fase sélida es determinado como en los
ensayos “simultaneos” y “hacia adelante”. El ensayo en reversa también podria ser adaptado en una forma similar
para la deteccién de anticuerpos en una muestra de prueba.

[0116] El primer componente del ensayo inmuno - métrico podria ser agregado en nitrocelulosa u otro soporte de
fase soélida que sea capaz de inmovilizar a las proteinas. El primer componente para determinar la presencia de
GCC en la muestra de prueba es un anticuerpo anti-GCC. EIl término “soporte de fase sélida” o “soporte” se refiere a
cualquier material capaz de enlazar a las proteinas. Soportes de fase so6lida bien conocidos incluyen vidrio,
poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon, amilasas, celulosa natural y modificada, poliacrilamidas,
agarosas y magnetita. La naturaleza del soporte puede ser soluble hasta cierto grado o insoluble para propositos de
este invento. La configuracidn del soporte puede ser esférica, tal como en una esfera, o cilindrica, como la superficie
interior de un tubo de ensayo o la superficie externa de una vara. Alternamente, la superficie podria ser plana tal
como una lamina, una zona de pruebas, etcétera aquellas personas con conocimiento en la industria conoceran
muchos otros “soportes adecuados de fase solida” para enlazar proteinas o podran determinar los mismos por medio
de experimentacion rutinaria. Un soporte de fase sélida preferido es un plato de micro titulacién de 96 pozos.

[0117] Para detectar la presencia de GCC, se utiliza anticuerpos anti-GCC detectables. Algunos métodos son bien
conocidos para deteccién de anticuerpos.

[0118] Un método en el cual los anticuerpos pueden ser marcados en forma detectable es al vincular los anticuerpos
a una enzima y subsiguientemente utilizar los anticuerpos en un inmuno - ensayo enzimatico (EIS - enzyme
immunoassay) o un ensayo inmuno - absorbente enlazado con enzimas (ELISA - enzyme-linked immunosorbent
assay), tal como una captura ELISA. La enzima, cuando se expone subsiguientemente a su sustrato, reacciona con
el substrato y genera una porciéon quimica que puede ser detectada, por ejemplo, por medio de espectrofotometria,
fluorometria o medios visuales. Las enzimas que pueden ser utilizadas para marcar detectablemente anticuerpos
incluyen, pero no se limitan a deshidrogenasa de malato, nucleasa de estafilococos, isomerasa de delta-5-esteroide,
deshidrogenasa de alcohol de levadura, deshidrogenasa de alfa-glicerofosfato, isomerasa de fosfato de triosa,
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, asparaginasa, oxidasa de glucosa, beta-galactosidasa,
ribonucleasa, ureasa, catalasa, deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato, glucoamilasa y acetilcolinesterasa. Una
persona con conocimiento en la industria reconocera facilmente otras enzimas que también podria ser utilizadas.

[0119] Otro método en el cual anticuerpos pueden ser marcados en forma detectable es por medio de is6topos
radiactivos y el uso subsiguiente en un ensayo radio inmunolégicos (RIA - radioimmunoassay) (refiérase, por
ejemplo, a Work, T.S. et al., Laboratory Techniques and Biochemistry in Molecular Biology (Técnicas de Laboratorio
y Bioguimica en Biologia Molecular), North Holland Publishing Company, N.Y., 1978. El is6topo radiactivo puede ser
detectado por medios tales como el uso de un contador de gama o un contador de centelleo o por auto radiografia.
Isotopos que son particularmente Utiles para el propdsito de este invento son 3R, 129, 3 g, y 'C. Preferiblemente

| como is6topo. Una persona con conocimiento en la industria reconocera fachente otros radiois6topos que
podrian ser utilizados.

[0120] También es posible el marcar el anticuerpo con un compuesto fluorescente. Cuando el anticuerpo marcado
de forma fluorescente es expuesto a la luz de la longitud de onda apropiada, su presencia esdetectada debido a su
florescencia. Entre los compuestos de marcacion fluorescente mas utilizados se encuentran isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina. Una persona con
conocimiento en la industria reconocera facilmente otros compuestos fluorescentes que podrian ser utilizados.

[0121] Los anticuerpos tamblen pueden ser marcados en forma detectable utilizando metales que emiten
fluorescencia tales como "2Eu u otros de las series de lantanida. Estos metales pueden estar adheridos al
anticuerpo de la proteina especifica utilizando tales grupos quelantes como el acido dietilentriaminapentaacético
(DTPA) o el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Una persona con conocimiento en la industria reconocera
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facilmente otros metales emisores de fluorescencia asi como otros grupos quelantes de metales que también
podrian ser utilizados.

[0122] Un anticuerpo también puede ser marcado en forma detectable al acoplarse a un compuesto
quimioluminiscente. La presencia del anticuerpo marcado en forma quimioluminiscente es determinada al detectar la
presencia de luminiscencia que surge durante el transcurso de una reaccion quimica. Ejemplos de compuestos de
marcacién quimioluminiscente que son particularmente utiles son luminol, isoluminol, éster de acridinio teromatico,
imidazol, sal de acridinio y éster de oxalato. Una persona con conocimiento en la industria reconocera facilmente
otros compuestos de quimioluminiscencia que también podrian ser utilizados.

[0123] Asimismo, un compuesto bioluminiscente podria ser utilizado para marcar anticuerpos. Bioluminiscencia es
un tipo de quimioluminiscencia que se encuentra en sistemas biolégicos en los cuales una proteina catalizadora
incrementa la eficiencia de la reaccion de quimioluminiscencia. La presencia de una proteina bioluminiscente se
determina al detectar la presencia de luminiscencia. Compuestos bioluminiscentes importantes para propésitos de
marcaciones son luciferina, luciferasa y aequorina. Una persona con conocimiento en la industria reconocera
facilmente de otros compuestos bioluminiscentes que también podrian ser utilizados.

[0124] La deteccion del anticuerpo especifico a la proteina, fragmento o derivado puede lograrse por medio de un
contador de centelleo si, por ejemplo, la marcacién detectable es un emisor radiactivo de gama. Alternamente, la
deteccion podria lograrse por medio de un fluorémetro si, por ejemplo, la marcacién es un material fluorescente. En
el caso de una marcacion enzimatica, la deteccion puede lograrse por medio de métodos clorométricos que utilizan
un sustrato para la enzima. La deteccion también puede ser lograda por medio de una comparacion visual de la
magnitud de luz de la reaccién enzimatica de un sustrato en comparacion con estandares preparados similarmente.
Una persona con conocimiento en la industria reconocera facilmente otros métodos apropiados para la deteccién
que también podrian ser utilizados.

[0125] La actividad de enlaces a un lote especifico de anticuerpos podria determinarse de acuerdo a métodos muy
conocidos. Aquellas personas con conocimiento en la industria podran determinar condiciones operativas y 6ptimas
de ensayos para cada determinacion al utilizar experimentacion rutinaria.

[0126] Controles positivos y negativos pueden ser realizados en los cuales puntos conocidos de proteinas GCC y
proteinas no GCC, respectivamente, son agregadas a los ensayos que se estan realizando en forma paralela con el
ensayo de prueba. Una persona con conocimiento en la industria tendra el conocimiento necesario para realizar los
controles apropiados. Adicionalmente, el equipo podria incluir instrucciones para realizar el ensayo. Adicionalmente,
el equipo opcionalmente incluiria descripciones o fotografias que representan la apariencia de resultados positivos y
negativos.

[0127] GCC podria ser producido como un reactivo para controles positivos rutinariamente. Una persona con
conocimiento en la industria apreciara las formas diferentes en las cuales la proteina GCC puede ser producida y
aislada.

[0128] La composicion de anticuerpos se refiere al anticuerpo o anticuerpos requeridos para la deteccion de la
proteina. Por ejemplo, la composicién de anticuerpos utilizada para la deteccidon de un GCC en una muestra de
prueba comprende un primer anticuerpo que enlaza al GCC, asi como un 2° o 3er anticuerpo detectable que enlaza
al primero o el 2° anticuerpo, respectivamente.

[0129] Para examinar una muestra de prueba para detectar la presencia de un GCC, se puede realizar un ensayo
inmuno - métrico estandar tal como el que se describe mas adelante. Un primer anticuerpo anti-GCC, que reconoce
una porcién especifica de GCC, es agregado a un plato de micro - titulacion de 96 pozos en un volumen de
amortiguacion. El plato es incubado durante un periodo de tiempo suficiente para que ocurran los enlaces y
subsiguientemente es lavado con PBS para remover los anticuerpos enlazados. El plato es bloqueado entonces con
una solucién PBS/BSA para evitar que proteinas de la muestra se enlacen no especificamente al plato de micro
titulacion. La muestra de prueba es agregada subsiguientemente a los pozos y el plato es incubado durante un
periodo de tiempo suficiente para que ocurran los enlaces. Los pozos son lavados con PBS para remover proteinas
no enlazadas. Los anticuerpos anti-GCC marcados, que reconocen porciones de GCC no reconocidas por el primer
anticuerpo, son agregadas a los pozos. El plato es incubado durante un periodo de tiempo suficiente para que
ocurran los enlaces y subsiguientemente lavado con PBS para remover anticuerpos anti-GCC marcados no
enlazados. Los anticuerpos anti-GCC marcados, que reconocen porciones de GCC no reconocidas por el primer
anticuerpo, son agregados a los pozos. El plato es incubado durante un periodo de tiempo suficiente para que
ocurran los enlaces y subsiguientemente se lava con PBS para remover los anticuerpos anti-GCC marcados no
enlazados. El monto de anticuerpos anti-GCC enlazados y marcados es determinado subsiguientemente por medio
de técnicas estandar.

[0130] Los equipos que son Utiles para la deteccion de GCC en una muestra de prueba tienen un contenedor con
anticuerpos anti-GCC y un contenedor o contenedores con controles. Los controles incluyen una muestra de control
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que no contiene GCC y/u otra muestra de control que contiene los GCC. Los anticuerpos anti-GCC utilizados en el
equipo son detectables tales como los que fueron marcados una forma detectable. Si el anticuerpo anti-GCC
detectable no es marcado, podria ser detectado por segundos anticuerpos o una proteina A por ejemplo, lo cual
también podria ser provisto en algunos equipos en contenedores separados. Componentes adicionales en algunos
equipos incluyen un soporte solido, un amortiguador e instrucciones para ejecutar el ensayo. Adicionalmente, el
equipo podria incluir descripciones o fotografias que representan la apariencia de los resultados positivos y
negativos.

[0131] Los ensayos inmunoldgicos son utiles para detectar GCC en muestras de tejidos homogeneizadas y en
muestras de fluidos corporales incluyendo la porcion de plasma o células en la muestra de fluidos.

[0132] Los Western blots podrian ser utiles para ayudar a la diagnosis de individuos que padecen de cancer
estomacal o del es6fago para detectar la presencia de GCC de tejidos no colorrectales o fluidos corporales. Western
blots también pueden ser utilizados para detectar la presencia de GCC en una muestra de un tumor de un individuo
que sufre de cancer. Los Western blots utilizan anticuerpos anti-GCC detectables para enlazarse a cualquier GCC
presente en una muestra y por lo tanto indica la presencia del receptor en la muestra.

[0133] Las técnicas del Western blot, que son descritas en Sambrook, J. et al., (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory

Manual (Clonacion Molecular: Un Manual de Laboratorio), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY, son similares a ensayos inmunoldégicos con la diferencia esencial de que antes de exponer a la muestra a los
anticuerpos, las proteinas en las muestras o separadas por medio de electroforesis de gel y las proteinas separadas
son sondeadas con anticuerpos. En algunas secciones importantes, la matriz es una matriz de gel SDS-PAGE y las
proteinas separadas en la matriz son transferidas a un portador tal como un papel filtro antes de sondear con
anticuerpos. Los anticuerpos anti-GCC descritos anteriormente son Utiles en los métodos de Western blot.

[0134] Generalmente, las muestras son homogeneizadas y las células son realizadas usando detergente tal como
Tritén-X. El material es separado entonces por medio de técnicas estandar de acuerdo a Sambrook, J. et al., (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Clonaciéon Molecular: Un Manual de Laboratorio), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

[0135] Los equipos son utiles para la deteccion de GCC en una muestra de prueba por medio de Western Blot tienen
un contenedor con anticuerpos anti-GCC y un contenedor o contenedores con controles. Los controles incluyen una
muestra de control que no contiene GCC y/u otra muestra de control que contiene GCC. Los anticuerpos anti-GCC
utilizados en el equipo son detectables tales como los marcados para ser detectables. Si el anticuerpo anti-GCC no
es marcado, podria ser detectado por segundos anticuerpos o proteinas A, por ejemplo, lo cual podria ser provisto
en algunos equipos en contenedores separados. Componentes adicionales en algunos equipos incluyen
instrucciones para ejecutar el ensayo. Adicionalmente el equipo podria contener descripciones o fotografias que
representan la apariencia de resultados positivos y negativos.

[0136] Los Western Blots son utiles para detectar GCC en muestras de tejidos homogeneizadas y muestras de
fluidos corporales incluyendo la porcién o células de plasma en una muestra de fluidos.

Toma de imagenes y terapias in vivo

[0137] De acuerdo a algunas secciones del invento, composiciones y métodos in vivo son suministrados para
detectar, tomar imagenes o tratar tumores estomacales o del eséfago primarios y/o metastasicos en un individuo.

[0138] Cuando las composiciones conjugadas de este invento analizadas fuera del senda intestinal tal como cuando
son administradas en el sistema circulatorio, estas permanecen segregadas de las células que se alinean con la
senda intestinal y s6lo se enlazaran a células afuera de la senda intestinal que expresan a GCC. Las composiciones
conjugadas no se enlazaran a las células normales pero se enlazaran a las células estomacales o del esofago
primarias y/o metastasicas. Por lo tanto, las porciones activas de composiciones conjugadas administradas afuera
de la senda intestinal son entregadas a las células que expresan GCC tales como las células cancerigenas
estomacales o del eséfago primarias y/o metastasicas.

[0139] Composiciones farmacéuticas terapéuticas y de diagnodstico Utiles para este invento incluyen compuestos
conjugados que se dirigen especificamente a células que expresan GCC. Estos compuestos conjugados incluyen
porciones que se enlazan a GCC que no se enlazan a células de tejidos normales en el cuerpo excepto a células de
la senda intestinal puesto que las células de otros tejidos no expresan a GCC.

[0140] En contraste con las células colorrectales, las células cancerigenas que expresan GCC son accesibles a
sustancias administradas afuera de la senda intestinal, por ejemplo, administradas en el sistema circulatorio. Los
unicos GCC en tejidos normales existen en las membranas apicales de las células de la mucosa intestinal y por lo
tanto estan aisladas efectivamente de los reactivos quimioterapéuticos y de toma de imagenes dirigidos al cancer
administrados afuera de la senda intestinal debido a la barrera de mucosa intestinal. Por lo tanto, las células
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cancerigenas estomacales o del eséfago primarias y/o metastasicas pueden ser un objetivo para los compuestos
conjugados de este invento al introducir aquellos compuestos fuera de la senda intestinal de tal forma, por ejemplo,
al administrar las composiciones farmacéuticas que contienen a los compuestos conjugados en el sistema
circulatorio.

[0141] Una persona con conocimiento normal en la industria puede identificar individuos que se sospecha padecen
de cancer estomacal o del es6fago primario y/o metastasico. En aquellos individuos diagnosticados con cancer
estomacal o del esdfago, no es inusual y en algunos casos la terapia estandar es sospechar metastasis e intentar
agresivamente el erradicar las células productos de metastasis. Este invento suministra composiciones y métodos
farmacéuticos para tomar imagenes y gracias a estos diagnosticar mas definitivamente una enfermedad primaria y
metastasica. Ademas, este invento suministra composiciones farmacéuticas que contienen reactivos terapéuticos
para dirigir especificamente y eliminar células cancerigenas estomacales o del es6fago primarias y/o metastasicas.
Ademas, este invento suministra composiciones farmacéuticas que contienen elementos terapéuticos para eliminar
especificamente células cancerigenas estomacales o del es6fago primarias y/o metastasicas.

[0142] Las composiciones farmacéuticas que contienen composiciones conjugadas de este invento podrian ser
utilizadas para diagnosticar o tratar a individuos que padecen de tumores estomacales o del eséfago primarios y/o
metastasicos.

[0143] Este invento se basa en el uso de porciones que se enlazan con GCC en una composiciéon conjugada. Las
porciones que se enlazan con GCC son en esencia una porcion de la composicién conjugada que actia como un
ligando para un GCC y por lo tanto se enlaza especificamente a este. La composicién conjugada también incluye
una porcion activa que es asociada con la porcién de enlaces a GCC; la porciéon activa es un reactivo que es Uutil
para tomar imagenes, para direccidon para neutralizacién o para eliminar a la célula.

[0144] La porcion que enlaza a la GCC es una porcién con un ligando GCC de una composicion conjugada. De
acuerdo a la presentacion, el ligando GCC podria ser un anticuerpo.

[0145] Los compuestos conjugados contienen porciones enlazadoras de GCC que contienen un anticuerpo anti-
GCC también son presentadas en este documento.

[0146] Preferiblemente, el ligando GCC utilizado como la porcién enlazadora de GCC es lo mas pequefia posible.
Por lo tanto, es preferido que el ligando GCC sea una molécula pequefia que no sea un péptido o un péptido
pequefo, preferiblemente con menos de 25 aminoacidos, mas preferiblemente menos de 20 aminoacidos. En
algunas secciones, el ligando GCC que constituye en la porcién enlazadora de GCC de una composicion conjugada
que es menor a 15 aminoacidos. El péptido enlazador de GCC comprende menos de 10 aminoacidos y péptidos
enlazadores de GCC menores a 5 aminoacidos pueden ser utilizados como porciones enlazadoras de GCC de
acuerdo a este invento. Esta dentro del alcance de este invento el incluir moléculas mas grandes que sirvan como
porciones enlazadoras de GCC, incluyendo, pero sin limitarse a, moléculas tales como anticuerpos que se enlazan
especificamente a GCC.

[0147] Ligandos GCC utiles como porciones enlazadoras de GCC pueden identificarse utilizando varias tecnologias
de examinacion de bibliotecas combinatorias tales como aquellas establecidas en el Ejemplo 1 en este documento.

[0148] Un ensayo puede ser utilizado para probar a las composiciones de péptidos y de no péptidos para determinar
si es que éstas son ligandos GCC o, para probar composiciones conjugadas para determinar si estas poseen
actividades de enlazamiento a GCC. Tales composiciones que se enlazan especificamente a GCC pueden
identificarse por medio de un ensayo de enlaces competitivos utilizando anticuerpos que se conocen por enlazar a
GCC. Un ensayo de enlaces competitivos es una técnica estandar en farmacologia que puede ser realizada
facilmente por aquellas personas que tienen conocimiento normal en la industria utilizando materiales de inicio que
pueden ser encontrados facilmente.

[0149] Las GCC pueden ser producidas sintéticamente, recombinantemente o aisladas de fuentes naturales.

[0150] Utilizando una sintesis de fase sdélida como un ejemplo, el aminoacido protegido o derivado es adherido a un
soporte solido inerte por medio de su carboxilo no protegido o un grupo amino. El grupo protector de aminos o el
grupo de carboxilos es removido selectivamente y el préximo aminoacido en la secuencia que tiene el grupo
complementario (amino o carboxilo) protegido adecuadamente de es agregado y mezclado y reaccionado con el
residuo ya adherido al soporte soélido. El grupo protector del grupo de aminos o de carboxilos es removido entonces
de este residuo de aminoacidos agregado recientemente, y el proximo aminoacido (protegido adecuadamente) es
agregado entonces, y asi sucesivamente. Después de que todos los aminoacidos deseados han sido enlazados en
la secuencia apropiada, cualquier grupo terminal o lateral remanente que esté protegiendo a los grupos (y el soporte
solido) son removidos secuencialmente o concurrentemente, para suministrar el péptido final. El péptido es
preferiblemente desprovisto de aminoacidos bencilados o metilbencilados. Aquellas porciones de los grupos
protectores pueden ser utilizadas en el transcurso de la sintesis, pero éstas son removidas antes de que los péptido
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sean utilizados. Reacciones adicionales podrian ser necesarias, tal como se describe en otras secciones, para
formar vinculaciones intra - moleculares para restringir la conformacion.

[0151] Anticuerpos en contra de GCC pueden ser producidos rutinariamente y utilizados en ensayos competitivos
para identificar ligandos GCC o como materiales de inicio para compuestos conjugados.

[0152] De acuerdo a este invento, la porcidn activa podria ser un reactivo terapéutico o un reactivo de toma de
imagenes. Una persona con conocimiento normal en la industria podra reconocer facilmente las ventajas de poder
dirigir especificamente a las células cancerigenas con un ligando GCC y conjugar aquel ligando con muchos
reactivos diferentes.

[0153] Elementos quimioterapéuticos utiles como porciones activas que cuando se conjugan a porciones
enlazadoras de GCC son entregadas especificamente a las células que expresan GCC tales como células
cancerigenas estomacales o del esofago, son comunmente entidades quimicas pequefias producidas por medio de
sintesis quimica. Los elementos quimioterapéuticos incluyen medicamentos citotdxicos y citostaticos. Los elementos
quimioterapéuticos pueden incluir aquellos que tienen otros efectos en células tales como la marcha atras del estado
transformado a un estado diferenciado o aquellos que inhiben a la replicacion de células. Ejemplos de elementos
quimioterapéuticos incluyen medicamentos comunes citotoxicos o citostaticos tales como por ejemplo: metotrexato
(ametopterina), doxorrubicina (adrimicina), daunorrubicina, citosinarabinésido, etopdsido 5-4 fluorouracilo, melfalan,
clorambucilo, y otras mostazas de nitrégeno (por ejemplo, ciclofosfamida), cis-platino, vindesina (y otros alcaloides
de la vinca), mitomicina y bleomicina. Otros agentes quimioterapéuticos incluyen: purotionina (oligopéptido de harina
de cebada), macromomycin, derivados de 1,4-benzoquinona y trenimén.

[0154] Las toxinas son utiles como porciones activas. Cuando una toxinas conjugada con una porcion enlazadora de
GCC, la composicion conjugada, es entregada especificamente a una célula que expresa GCC tal como las células
cancerigenas estomacales o del es6fago por medio de la porcion enlazadora de GCC y la porcién toxica mata a las
células. Las toxinas son generalmente productos téxicos complejos de varios organismos que incluyen bacterias,
plantas, etcétera. Ejemplos de toxinas incluyen, pero no se limitan a: ricino, cadena de ricino A (toxina de ricino),
Exotoxina de Pseudomonas (PE - Pseudomonas exotoxin), toxina de la difteria (DT - diphtheria toxin), Clostridium
perfringens fosfolipasa C (PLC - phospholipase C), ribonucleasa pancreatica bovina (BPR - bovine pancreatic
ribonuclease), proteina antiviral de fitolaca (PAP - pokeweed antiviral protein), abrina, cadena de abrina A (toxina
abrina), factor de veneno de cobra (CVF - cobra venom factor) , gelonina (GEL), saporina (SAP), modecina,
viscumina y volkensina. Tal como se menciond anteriormente, cuando toxinas proteinicas son utilizadas con
péptidos enlazadores de GCC, composiciones conjugadas podrian ser producidas utilizando técnicas de ADN
recombinantes. Brevemente, una molécula de ADN recombinante puede ser construida y ésta codifica al ligando
GCC y a la toxina en el gen quimérico. Cuando el gen quimérico es expresado, una proteina de fusion es producida
que incluye a una porcion enlazadora de GCC y una porciodn activa. Las toxinas proteinicas también son utiles para
formar compuestos conjugados con péptidos enlazadores de GCC por medio de enlaces no peptidilos.

[0155] Adicionalmente, existen otros métodos para utilizar reactivos para el tratamiento del cancer. Por ejemplo,
composiciones conjugadas pueden ser producidas que incluyen una porcion enlazadora de GCC y una porcion
activa que es una enzima activa. La porcién enlazadora de GCC localiza especificamente a la composicién
conjugada a las células tumorales. Un pro-medicamento inactivo que puede ser convertido por la enzima a un
medicamento activo es administrado al paciente. El pro-medicamento es convertido solamente en un medicamento
activo por la enzima que se localiza en el tumor. Un ejemplo de una pareja encima/pro-medicamento incluye a
fosfatasa alcalina / etoposidefosfato. En un caso como estos, la fosfatasa alcalina es conjugada a un ligando
enlazador de GCC. El compuesto conjugado es administrado y localiza a la célula del cancer. Cuando exista
contacto con el etoposidefosfato (el pro-medicamento), el etoposidefosfato es convertido en etopdsido, un
medicamento quimioterapéutico que es absorbido por la célula cancerigena.

[0156] Reactivos radiosensibilizadores son sustancias que incrementa la sensibilidad de las células a la radiacion.
Ejemplos de reactivos radio - sensibilizadores incluyen a nitroimidazoles, metronidazol y misonidazol (refiérase a:
DeVita, V.T. Jr. en Harrison’s Principles of Internal Medicine (Principios de Harrison de Medicina Interna), p.68,
McGraw-Hill Book Co., N.Y. 1983. El compuesto conjugado que comprende un reactivo radio - sensibilizador como la
porcién significativa es administrado y localiza a la célula cancerigena estomacal o del esofago primaria y/o
metastasica. Cuando existe una exposicion del individuo a la radiacion, el reactivo radio- sensibilizador es “activado”
y causa la muerte de la célula.

[0157] Radionuclidos podrian ser utilizados en composiciones farmacéuticas que son utiles para procedimientos de
radioterapia o de toma de imagenes.

;01 581 EJempIos de radionuclidos utiles como toxmas en terapias de radiacion incluyen: 43¢, ¥cu, 2y, "%pq, 2|

', ®°Re, "®Re, *°Au, 2"'At, "Pb y . Otros radlo nucleotldos gue han sido utlllzados por aquellas
personas con conOC|m|ento normal enla |ndustr|a |ncluyen p y ¥p, "Ge, %pyp, 195Rp, Ag, "95p, g,
31cs, "3pr, °'Tb, Lu, *'0s, "*MPt, 197Hg, todos emisores negativos y/o de barrena Algunos radio nucleétidos
preferidos incluyen: *°Y, 131I 211Atyme/mBl
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[0159] De acuerdo a este invento, las porciones activas podrian ser reactivos de toma de imagenes. Los residuos de
toma de imagenes son utiles para procedimientos de diagndstico asi como para procedimientos utilizados para
identificar la ubicacién de las células cancerigenas. La toma de imagenes puede realizarse con muchos
procedimientos bien conocidos para aquellas personas con conocimiento normal en la industria y el reactivo de toma
de imagenes apropiado util en aquellos procedimientos puede ser conjugado a un ligando de GCC por medio de
métodos bien conocidos. Las imagenes pueden ser realizadas, por ejemplo, por medio de radioescintigrafia, toma de
imagenes con resonancia magnética (MRI - magnetic resonance imaging) nuclear o tomografia computarizada
(deteccion CT - computed tomography). Los reactivos de tomas de imagenes de radio nucledtidos mas utilizados
comunmente incluyen yodo e indio radiactivos. La toma de imagenes por medio de una deteccion CT podria utilizar
un metal pesado tal como quelantes de hierro. Una deteccién MRI podria utilizar quelantes de gadolinio o
manganeso. Adicionalmente, en una tomografia de emision de positrones (PET - positron emission tomography)
podria ser posible utilizar emisores de positrones de oxigeno, nitrégeno, hierro, carbono o galio. E&emplos de radio
nucleoétidos utiles para los Procedimientos de toma de imagenes incluyen: 43K, 52Fe, 57Co, 67Cu, 7Ga, 68Ga, 77Br,
81Rb/81MKr, 87MSr, QQMTC, 1 1In, 113Mln, 123) 125|, 127Cs, 129CS, 131|’ 132|, 19 Hg, 203pp y206Bi.

[0160] Es preferido que las composiciones conjugadas sean no inmunogénicas o inmuno - génicas en un nivel muy
bajo. Asimismo, es preferible que la porcion enlazadora de GCC sea un péptido o un no péptido pequefo no
inmunogénico o inmunogénico con un nivel muy bajo. La porcion enlazadora de GCC puede ser un anticuerpo
humanizado o primatizado o un anticuerpo de humanos.

[0161] Los ligandos de GCC son conjugados para activar reactivos por medio de una variedad de técnicas bien
conocidas realizadas facilmente sin experimentacion indebida para aquellas personas con conocimiento normal en la
industria. La técnica utilizada para conjugar el ligando de GCC al reactivo depende de la naturaleza molecular del
ligando GCC y el reactivo. Después de que el ligando de GCC vy el reactivo son conjugados para formar una sola
molécula, se pueden realizar ensayos para asegurar que la molécula conjugada retiene las actividades de las
porciones. El ensayo de enlaces competitivos descrito anteriormente puede ser utilizado para confirmar que la
porcién enlazadora de GCC retiene su actividad enlazadora como un compuesto conjugado. Similarmente, la
actividad de la porcion activa puede ser probada utilizando varios ensayos para cada tipo respectivo de reactivo. Los
radio nucledtidos retienen su actividad, es decir, su radiactividad, sin importar la conjugacion. En referencia a los
reactivos que son toxinas, medicamentos y reactivos de direccion, ensayos estandar para demostrar la actividad de
las formas no conjugadas de estos compuestos pueden ser utilizadas para confirmar que la actividad haya sido
retenida.

[0162] La conjugacion puede ser lograda directamente entre el ligando GCC y el reactivo, o vinculando grupos
moleculares intermedios que pueden ser provistos entre el ligando de GCC y el reactivo. Reticuladores son
particularmente Utiles para facilitar la conjugacion al suministrar lugares de adherencia para cada porcion. Los
reticuladores pueden incluir grupos adicionales moleculares que sirven como espaciadores para separar a las
porciones entre si para evitar que interfieran con la actividad de sus contrapartes.

[0163] Una persona con conocimiento normal en la industria podria conjugar un ligando de GCC a un medicamento
quimioterapéutico utilizando técnicas muy conocidas. Por ejemplo, Magerstadt, M. Antibody Conjugates and
Malignant Disease (Conjugaciones de Anticuerpos y Enfermedades Malignas). (1991) CRC Press, Boca Raton,
Estados Unidos, pp. 110-152) ensefa la conjugacion de varios medicamentos citostaticos a aminoacidos de
anticuerpos. Tales reacciones podrian aplicarse para conjugar medicamentos quimioterapéuticos a ligandos de
GCC, incluyendo anticuerpos anti-GCC, con un reticulador apropiado. La mayoria de los reactivos
quimioterapéuticos que se usan actualmente en tratamiento de cancer poseen grupos funcionales que son dociles
para la reticulacion quimica directa con proteinas. Por ejemplo, grupos de aminos libres estan disponibles en
metotrexato, doxorrubicina, daunorrubicina, citosinarabindsido, cis-platino, vindesina, mitomicina y bleomicina
mientras que los grupos de acidos carboxilicos libres estan disponibles en metotrexato, melfalan y clorambucil. Estos
grupos funcionales, eso es, aminos libres y acidos carboxilicos, son objetivos para una variedad de reactivos
reticuladores quimicos o homobifuncionales y heterobifuncionales que pueden reticular a estos medicamentos
directamente al grupo de aminos libres de un anticuerpo. Por ejemplo, un procedimiento para reticular los ligandos
de GCC que tienen un grupo de aminos libres a reactivos que tienen un grupo de aminos libres tales como el
metotrexato, doxorubicina, daunorubicina, citosinarabindsido, cis-platino, vindesina, mitomicina y bleomicina, o
fosfatasa alcalina, o toxinas en proteinas o toxinas basadas en péptidos que utiliza ésteres de succinimidilo
homobifuncionales, preferiblemente con espaciadores de cadenas de carbono tales como suberato de
disuccinimidilo (Pierce Co, Rockford, IL). En caso de que se requiera un compuesto conjugado divisible, el mismo
protocolo seria utilizado usando 3,3'- ditiobis (sulfosuccinimidilpropionato; Pierce Co.).

[0164] Para conjugar un ligando de GCC que es un péptido o una proteina a un reactivo que se basa en un péptido
tal como una toxina, el ligando GCC y la toxina pueden ser producidos como una sola proteina fusionada ya sea por
una sintesis estandar de péptidos o por medio de tecnologia de ADN recombinante, las cuales pueden ser
realizadas rutinariamente por aquellas personas que tienen un conocimiento normal en la industria. Alternamente,
dos péptidos, el péptido ligando de GCC y la toxina que se basa en péptidos pueden ser producidos y/o aislados
como péptidos separados y ser conjugados utilizando reticuladores. Tal como con las composiciones conjugadas
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que contienen medicamentos quimioterapéuticos, la conjugacion de péptidos enlazadores de GCC y toxinas pueden
explotar la habilidad de modificar el grupo de aminos libres individual de un péptido enlazador de GCC mientras se
preserva la funcién enlazadora de receptores de esta molécula.

[0165] Una persona con conocimiento ordinario en la industria podria conjugar un ligando de GCC a un
radionucleoétido utilizando técnicas muy conocidas. Por ejemplo, Magerstadt, M. (1991) Antibody Conjugates And
Malignant Disease (Conjugaciones de Anticuerpos y Enfermedades Malignas), CRC Press, Boca Raton, FLA,; y
Barchel, S. W. y Rhodes, B. H., (1983) Radioimaging and Radiotherapy (Toma de Imagenes Radiactivas y
Radioterapia), Elsevier, NY, NY ensefian la conjugacion de varios radionucleétidos terapéuticos y diagndsticos para
aminoacidos de anticuerpos.

[0166] Esta presentacion suministra composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos conjugados del
invento y portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables. La composicion farmacéutica puede ser formulada
por una persona con conocimiento normal de la industria. Portadores farmacéuticamente adecuados son descritos
en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Ciencias Farmacéuticas de Remington), A. Osol, un texto referencial
estandar en este campo. Cuando se ejecuten los métodos aqui presentados, los compuestos conjugados pueden
ser utilizados individualmente o en combinacion con otros reactivos de diagnéstico, terapéuticos o adicionales.
Aquellos reactivos adicionales incluyen excipientes tales como colorantes, agentes estabilizadores, agentes
osmoticos y agentes antibacterianos. Las composiciones farmacéuticas son preferiblemente estériles y libres de
pirégenos.

[0167] Las composiciones conjugadas pueden ser, por ejemplo, formuladas como una solucién, una suspension o
una emulsién en asociacién con un vehiculo parenteral farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de aquellos
vehiculos son agua, sustancias salinas, la solucidon de Ringer, solucion de dextrosa, y 5 por ciento de albumina
sérica humana. Liposomas también pueden ser utilizados. El vehiculo puede contener aditivos que mantienen la
isotonicidad (por ejemplo, cloruro de sodio, manitol) y la estabilidad quimica (por ejemplo, amortiguadores y
conservantes). La formulacion es esterilizada por técnicas usadas cominmente. Un ejemplo, una composicion
parenteral adecuada para la administracion por medio de inyeccién se prepara al disolver 1.5 por ciento de la masa
de un ingrediente activo en un 0.9 por ciento de solucién de cloruro de sodio.

[0168] Las composiciones farmacéuticas pueden ser administradas ya sea como una sola dosis o con multiples
dosis. Las composiciones farmacéuticas pueden ser administradas ya sea como reactivos terapéuticos individuales o
en combinacioén con otros reactivos terapéuticos. Los tratamientos de este invento pueden ser combinados con
terapias convencionales, que podrian ser administradas secuencialmente o simultaneamente.

[0169] Las composiciones farmacéuticas pueden ser administradas por medio de cualquier método que permite a la
composicidn conjugada el alcanzar a las células objetivo. En algunas secciones, rutas de administracion incluyen
aquellas seleccionadas de un grupo que consiste de administracion intravenosa, intra - arterial, intra - peritoneal,
administracion local al suministro de sangre del drgano en el cual el tumor reside o directamente en el tumor en si.
La administracién intravenosa es la modalidad preferida de administracion. Puede lograrse con la ayuda de una
bomba de infusion. Adicionalmente a un spray intra - operativo, los compuestos conjugados pueden ser entregados
en forma intratecal, intraventricularmente, estereotacticamente, intrahepaticamente tal como a través de la vena
porta, por medio de inhalacién e intrapleuralmente.

[0170] La dosis administrada varia dependiendo de factores tales como: la naturaleza de la porcidon activa; la
naturaleza de la composicién conjugada; las caracteristicas farmacodinamicas; su modalidad y ruta de
administracion; edad, salud y masa del receptor; naturaleza y magnitud de los sintomas; tipo de tratamiento
concurrente; y la frecuencia del tratamiento.

[0171] Puesto que los compuestos conjugados son dirigidos especificamente a las células con una o mas moléculas
GCC, compuestos conjugados que comprenden elementos quimioterapéuticos o toxinas son administrados en dosis
menores que aquellas que son utilizadas cuando los elementos quimioterapéuticos o toxinas son administrados
como reactivos no conjugados, preferiblemente en dosis que contienen hasta 100 veces menos reactivos. En
algunas secciones, compuestos conjugados que comprenden elementos quimioterapéuticos y toxinas son
administrados en dosis que contienen de 10-100 veces menos reactivos como una porcion activa que la dosis de un
elemento quimioterapéutico o toxina administrado como reactivos no conjugados. Para determinar la dosis
apropiada, el monto del compuesto es medido preferiblemente en moles en vez de por masa. En esta forma, la masa
variable de diferentes porciones enlazadoras de GCC no afecta al calculo. Asumiendo una tasa de uno a uno de la
porcién enlazadora de GCC a la porcién activa en composiciones conjugadas del invento, menos moles de
compuestos conjugados podrian ser administrados en comparacion con los moles de los compuestos no conjugados
administrados, preferiblemente hasta 100 veces menos moles.

[0172] Comunmente, las conjugaciones y terapéuticas son administradas intravenosamente en varias dosis
divididas.
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[0173] Hasta 20 gramos |V/dosis de metotrexato es administrado comunmente en una forma no conjugada. Cuando
el metotrexato es administrado como una porcion activa en un compuesto conjugado del invento, existe una
reduccion de dosis de 10 a 100 veces. Por lo tanto, asumiendo que cada compuesto conjugado incluye una molécula
de metotrexato conjugada a una porcién enlazadora de GCC, del monto total del compuesto conjugado
administrado, hasta alrededor de 0.2-2.0 gramos de metotrexato esta presente y por lo tanto es administrado. En
algunas secciones, el monto total de compuesto conjugado administrado esta presente y por lo tanto administrado
hasta alrededor de 200 miligramos-2 gramos de metotrexato.

[0174] Para dosificar a las sesiones conjugadas que contienen porciones de enlaces de GCC enlazados a porciones
activas que son radiois6topos en composiciones farmacéuticas utiles como reactivos de tomas de imagenes, se
asume que cada porcion enlazadora de GCC esta enlazada a una porcion activa radiactiva. El monto del
radioisétopo a ser administrado depende del radiois6topo. Aquellas personas con un conocimiento normal en la
industria podran formular facilmente del monto del compuesto conjugado a ser administrado basandose en la
actividad especifica y la energia del radionuclido especifico utilizado como una porcion activa. Tipicamente, 0.1-100
milicurios por dosis de reactivo de toma de imagenes, preferiblemente 1-10 milicurios, mas a menudo 2-5 milicurios
son administrados.

[0175] Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas utiles como reactivos de toma de imagenes que comprenden
composiciones conjugadas contienen una porcion de enlace de GCC y una porcion radiactiva que contiene 0.1-100
milicurios, en algunas secciones preferiblemente 1-10 milicurios, en algunas secciones Preferiblemente de 2-5
milicurios, en algunas secciones preferiblemente 1-5 milicurios. Ejemplos de dosis incluyen: ¥1| = entre alrededor de
0.1-100 milicurios por dosis, en algunas secciones preferiblemente de 1-10 milicurios, en algunas secciones 2-5
milicurios, y en algunas secciones alrededor de 4 milicurios; "n = entre alrededor de 0.1-100 milicurios por dosis,
en algunas secciones preferiblemente de 1-10 milicurios, en algunas secciones 1-5 milicurios, y en algunas
secciones alrededor de 2 milicurios; %MT¢ = entre alrededor de 0.1-100 milicurios por dosis, en algunas secciones
preferiblemente 5-75 milicurios, en algunas secciones 10-50 milicurios, y en algunas secciones alrededor de 27
milicurios. Wessels B.W. y R.D. Rogus (1984) Med. Phys. 11:638 y Kwok, C.S. et al. (1985) Med. Phys. 12:405
presentan calculos de dosis detalladas para conjugaciones diagndsticas y terapéuticas que pueden ser utilizadas en
la preparacion de composiciones farmacéuticas que incluyen compuestos conjugados radiactivos.

[0176] También se presenta un método para el tratamiento de individuos que se sospecha padecen de cancer
estomacal o del eséfago primario y/o metastasico. Aquellos individuos pueden ser tratados por medio de la
administracién al individuo de una composicién farmacéutica que comprende un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable y un compuesto conjugado que comprende una porcidn enlazadora de GCC y una
porciodn activa donde la porcién activa es un reactivo terapéutico radio-estable. En algunas secciones, la composicion
farmacéutica comprende un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable y un compuesto conjugado que
comprende una particula enlazadora de GCC y una porcién activa donde la porcion activa es un reactivo radio-
estable y la porcién enlazadora de GCC es un anticuerpo. En algunas secciones, la composicion farmacéutica
comprende un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable y un compuesto conjugado que comprende una
porcién enlazadora de GCC y una porcion reactiva donde la porcién activa es un reactivo terapéutico radio-estable.
En algunas secciones, la composicién farmacéutica comprende un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable y un compuesto conjugado que contiene una porcién enlazadora de GCC y una porcién activa donde la
porcion activa es un reactivo radio - estable seleccionado de un grupo que consiste de: metotrexato, doxorrubicina,
daunorrubicina, citosinarabinésido, etopésido, 5-4 fluorouracilo, melfalan, clorambucilo, cis-platino, vindesina,
mitomicina, bleomicina, purotionina, macromomycin, derivados de 1,4-benzoquinona, trenimén, ricina, cadena A de
ricina, exotoxina de Pseudomonas, toxina de la difteria, fosfolipasa de Clostridium perfringens C, ribonucleasa
pancreatica bovina, proteina antiviral de hierba carmin, abrina, cadena A de abrina, factor de veneno de cobra,
gelonina, saporina, modecina, viscumina, volkensina, fosfatasa alcalina, nitroimidazol, metronidazol y misonidazol. El
individuo que esta siendo tratado puede ser diagnosticado como portador de cancer estomacal con metastasis o
puede ser diagnosticado como portador de cancer estomacal o del eséfago primario y puede ser sujeto al
tratamiento proactivamente en caso de que existiese alguna metastasis que no ha sido detectada. La composicion
farmacéutica contiene un monto terapéuticamente efectivo de la composicién conjugada. Un monto
terapéuticamente efectivo es un monto que es efectivo como para causar un efecto citotéxico o citostatico en las
células cancerigenas sin causar efectos colaterales letales en el individuo.

[0177] También se presenta un método para tratar a individuos que se sospecha padecen de cancer estomacal o del
esofago primario y/o metastasico. Aquellos individuos pueden ser tratados por medio de la administracién al
individuo de una composicién farmacéutica que comprende un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable y
un compuesto conjugado que comprende una porcioén enlazadora de GCC y una porcion activa donde la porcion
activa es radiactiva. En algunas secciones, la composicion farmacéutica comprende un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable y un compuesto conjugado que comprende una porcidn enlazadora de GCC y una
porcién activa donde la porcién activa es radiactiva y la porcion enlazadora de GCC es un anticuerpo. En algunas
instancias, la composicién farmacéutica comprende un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable y un
compuesto conjugado que comprende una porcion enlazadora de GCC}/ una J)orcién activa donde la gorcic’m activa
es un reactivo radiactivo seleccionado de un grupo que consiste de 7Sc, 7Cu, 90Y, 109Pd, 123I, 12 l, 131I, 186Re,
188Re’199Au’ 211 p 212Pb, 2128, 2p y 33P, 71Ge, 77AS, 103Pb, 105Rh, 111Ag, 1193b, 121Sn, 131Cs, 143Pr, 161-|-b’ 177Lu, 19103’
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193MPt, 197Hg, 2p y 33P, 71Ge, 77AS, 103Pb, 105Rh, 111Ag, 1193b, 121Sn, 131CS, 143Pr, 161-|—b, 177Lu, 19103‘ 193MPt, 197Hg,
todos emisores negativos y/o de barrena beta. El individuo que esta siendo tratado puede ser diagnosticado como
portador de cancer con metastasis o puede ser diagnosticado como portador de cancer localizado y podria ser sujeto
al tratamiento proactivamente en el caso de que existiese metastasis que no ha sido detectada. La composicion
farmacéutica contiene un monto terapéuticamente efectivo de la composicion conjugada. Un monto
terapéuticamente efectivo es un monto que ese efectivo para causar un efecto citotdxico o citostatico en las células
cancerigenas estomacales o del esdéfago primarias y/o metastasicas sin causar efectos colaterales letales al
individuo. La composicion puede ser inyectada intratumuralmente en los tumores principales.

[0178] También se presenta un método para detectar células cancerigenas estomacales o del eséfago primarias y/o
metastasicas en un individuo que se sospecha padece de cancer estomacal o del es6fago primario o con metastasis
por medio de toma de imagenes radiactivas. Se puede sospechar que individuos tienen tumores estomacales o del
esofago primarios y la diagnosis puede ser confirmada administrando al individuo, un reactivo de toma de imagenes
que se enlaza a GCC. Se puede tomar imagenes de los tumores al detectar la localizacion en el eséfago o el
estomago. A individuos se les puede diagnosticar como que padecen de cancer estomacal o del es6fago con
metastasis y las células cancerigenas estomacales o del es6fago con metastasis pueden ser detectadas
administrando al individuo, preferiblemente por medio de administracion intravenosas, una composicién farmacéutica
que comprende un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable y un compuesto conjugado que comprende
una porcion enlazadora de GCC y una porcién activa donde la porcidn activa es radiactiva y detecta la presencia de
una acumulacion localizada o un aglutinamiento de radiactividad, indicando la presencia de las células con GCC. En
algunas secciones de este invento, la composicion farmacéutica comprende un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable y un compuesto conjugado que contiene una porcion enlazadora de GCC y una
porcién activa donde la porcion significativa es un elemento reactivo y la porcién enlazadora de GCC es un
anticuerpo. En algunas secciones, la composicion farmacéutica comprende un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable y un compuesto conjugado que contiene una porcién enlazadora de GCC y una
porcion activa donde la porcidn activa es un reactivo radiactivo seleccionado de un grupo que consiste de: metales
pesados reactivos tales como quelantes de hierro, quelantes radloactlvos de gadollnlo 0 manganeso, emisores de
Egosnrones de OX|geno 3n|t1r29ge1nzc7) hlerro ca1r§)10n%20 ggyo 2{53 ’Fe 2060 "Cu, “Ga, ®Ga, ""Br, ¥ Rb'MKr, ¥Msr,

MTc, "In, "*Min, ¥, Cs, *°Cs, I, ""Hg, ©"Pby “"Bi. El individuo que esta siendo tratado se le
puede diagnosticar como portador de cancer estomacal o del eséfago con metastasis o se le puede diagnosticar
como portador de cancer estomacal o del es6fago localizado y podria ser expuesto al tratamiento de una forma
proactiva en el caso de que existiese una metastasis que todavia no ha sido detectada. La composicion farmacéutica
contiene un monto diagndsticamente efectivo de la composicion conjugada. Un monto diagndsticamente efectivo es
un monto que puede ser detectado en un lugar en el cuerpo donde las células con GCC estan ubicadas sin causar
efectos colaterales letales en el individuo.

Toma de imagenes foto dinamicas y terapia

[0179] De acuerdo algunas secciones del invento, las porciones enlazadoras de GCC son conjugaciones para
reactivos o elementos terapéuticos fotoactivados de toma de imagenes. Maier A. et al. Lasers in Surgery and
Medicine (Laseres en Cirugia y Medicina) 26:461-466 (2000) presenta un ejemplo de terapia fotodinamica. QLT, Inc
(Vancouver, BC) distribuye comercialmente reactivos fotosensibles que pueden ser vinculados a ligandos de GCC.
Aquellos compuestos conjugados pueden ser utilizados en terapias foto - dinamicas y protocolos de toma de
imagenes para activar a los reactivos conjugados enlazados con GCC que se usan como blancos en las células
tumorales. En algunas secciones, los compuestos conjugados son aplicados a un aerosol intraoperativo el cual es
expuesto subsiguientemente a la luz para activar a compuestos enlazados a células que expresan GCC.

[0180] En algunas secciones, los reactivos foto - dinamicos son fluoréforo o porfirina. Ejemplos de porfirina incluyen:
derivados de hematoporfirina (HPD - hematoporphyrin derivative) y porfimero sédico (Photofrin®). Una 22 generacion
de fotos - sensibilizadores es la verteporfin BPD. En algunas secciones el fluoréforo es tetrametilrotamina. Laseres
son generalmente la fuente principal de luz utilizada para activar a las porfirinas. Diodos Emisores de Luz (LEDs -
Light Emitting Diodes) y fuentes de luz fluorescente también podrian ser utilizados en algunas aplicaciones.

[0181] En algunas secciones, el reactivo foto - dinamico es ligado al GCC de la terminal N del GCC.

[0182] Adicionalmente al aerosol intra - operativo, compuestos conjugados pueden derivarse en forma intratecal,
intraventrical, estereotactica, intrahepatica tal como a través de la vena porta, por medio de inhalacién o en forma
intrapleural.

Entrega de medicamentos dirigida en forma general a las células cancerigenas estomacales o del es6fago

[0183] Otro aspecto del invento se relaciona a las composiciones no conjugadas y conjugadas que comprenden un
ligando de GCC utilizado para entregar reactivos terapéuticos a células que comprenden un GCC tal como células
cancerigenas estomacales y del es6fago primarias y/o metastasicas. En algunas secciones, el reactivo es un
medicamento o una toxina tal como: metotrexato, doxorrubicina, daunorrubicina, citosinarabindsido, etopdsido 5-4
fluorouracilo, melfalan, clorambucilo, cis-platino, vindesina, mitomicina, bleomicina, purotionina, macromomicina,
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derivados de 1,4-benzoquinona, trenimoén, ricina, cadena de ricina A, exotoxina de Pseudomonas , toxina de la
difteria, fosfolipasa de Clostridium perfringens C, ribonucleasa pancreatica bovina, proteina antiviral de fitolaca,
abrina, cadena A de abrina, factor de veneno de cobra, gelonina, saporina, modecina, viscumina, volkensina,
fosfatasa alcalina, nitroimidazol, metronidazol y misonidazol. Material genético es entregado a las células
cancerigenas para producir un antigeno que puede ser utilizado como objetivo para el sistema inmunolégico o para
producir una proteina que mate a la célula o inhiba su proliferacién. En algunas secciones, el ligando de GCC es
utilizado para entregar acidos nucleicos que codifican las moléculas de acidos nucleicos que reemplazan genes
endogenos defectuosos o que codifican proteinas terapéuticas. En algunas secciones, las composiciones son
utilizadas en protocolos de terapia genética para entregar a individuos, el material genético necesitado y/o deseado
para contrarrestar una deficiencia genética.

[0184] En algunas secciones, el ligando es combinado con o incorporado a un vehiculo de entrega convirtiendo por
lo tanto al vehiculo de entrega en un vehiculo de entrega dirigido especificamente. Por ejemplo, un péptido
enlazador de GCC puede ser integrado a la porcién exterior de una particula viral haciendo que el virus sea un virus
especifico de células que portan a GCC. Asimismo, la proteina de un virus puede ser disefiada para que sea
producida como una proteina de fusion que incluye un péptido enlazador de GCC activo que esta expuesto o es
accesible de otra forma en la parte exterior de la particula viral haciendo que el virus sea un virus especifico de
células que portan a GCC. En algunas secciones, un ligando GCC puede ser integrado o incorporado de otra forma
en los liposomas donde el ligando de GCC esta expuesto o es accesible de otra forma a la parte exterior del
liposoma haciendo que aquellos liposomas se dirijan especificamente a las células portadoras de GCC.

[0185] EI reactivo en composiciones conjugadas o no conjugadas de acuerdo a este aspecto del invento es un
medicamento, una toxina o una molécula de acido nucleico. El acido nucleico puede ser un ARN o preferiblemente
un ADN. En algunas secciones, la molécula de acido nucleico es una molécula antisentido o codifica una secuencia
antisentido cuya presencia en la célula inhibe la produccién de una proteina no deseada. En algunas secciones, la
molécula de acido nucleico codifica a una ribozima cuya presencia en la célula inhibe la produccion de proteinas no
deseadas. En algunas secciones, la molécula de acido nucleico codifica una proteina o un péptido que es producido
en una forma deseable en la célula. En algunas secciones, la molécula de acido nucleico codifica una copia
funcional de un gen que es defectuoso en la célula objetivo. Preferiblemente, la molécula de acido nucleico es
vinculada operativamente a los elementos regulatorios necesarios para expresar la secuencia de codificacion en la
célula.

[0186] Los liposomas son vesiculas pequefias compuestas de lipidos. Estructuras genéticas que codifican a las
proteinas que se desea que se expresen las en las células portadoras de GCC introducidas al centro de estas
vesiculas. La carcasa exterior de estas vesiculas comprenden un ligando de GCC. Liposomes (Liposomas)
volumenes 1, 2 y 3 CRC Press Inc. Boca Raton FLA, presentan la preparacion de reactivos encapsulados con
liposomas que incluyen anticuerpos en la cascara exterior. En este invento, un ligando de GCC tal como por
ejemplo, anticuerpos anti-GCC son asociados con la carcasa exterior. Composiciones no conjugadas que
comprenden un ligando de GCC en la matriz de un liposoma con un reactivo adentro incluyen aquellas
composiciones en las cuales el ligando de GCC es preferiblemente un anticuerpo

[0187] En una seccion, la entrega de copias normales del gen supresor tumoral p53 para las células cancerigenas
se logra utilizando un ligando de GCC para dirigir la terapia genética. Las mutaciones del gen supresor de tumores
p53 parece jugar un rol importante en el desarrollo de muchos canceres. Un método para combatir esta enfermedad
es la entrega de copias normales de este gen a las células cancerigenas que expresan formas de mutaciones de
este gen. Estructuras fisicas que comprenden los genes supresores de tumores normales p53 son incorporados a
liposomas que comprenden un ligando de GCC. La composicidn es entregada al tumor. Los ligandos de GCC
orientan y dirigen especificamente a los liposomas que contienen el gen normal para corregir la lesion creada por €l
gen supresor p53. La preparacion de estructuras genéticas puede ser realizada por personas que tienen un
conocimiento normal en la industria. Este invento permite que aquellas estructuras sean dirigidas especificamente al
usar los ligandos de GCC. Las composiciones aqui descritas incluyen un ligando de GCC tal como el anticuerpo
anti-GCC asociado con un vehiculo de entrega y una estructura genética que comprende una secuencia de
codificacion para una proteina cuya produccion es deseada en las células de la senda intestinal ligadas a las
secuencias regulatorias necesarias para su expresion en las células. Para la absorcion por parte de las células de la
célula intestinal, las composiciones son administradas oralmente o por medio de un enema donde estas entraran a la
senda intestinal y contactan a las células que contienen GCC. Los vehiculos de entregas se asocian con la GCC por
virtud del ligando de GCC y el vehiculo es internalizado a las células o el reactivo/estructura genética es absorbido
de otra forma por las células. Una vez internalizada, la estructura puede suministrar un efecto terapéutico al
individuo.

Antisentido
[0188] También se presentan equipos y métodos que son Utiles para prevenir y tratar a las células cancerigenas

estomacales o del es6fago al suministrar los medios para entregar especificamente compuestos antisentido a las
células cancerigenas del estbmago o del eséfago y por lo tanto detener la expresion de genes en aquellas células en
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las cuales expresiones genéticas no deseables estan ocurriendo 100 tener efectos negativos en las células en las
que no ocurre aquella expresion.

[0189] Las composiciones conjugadas son Utiles para establecer como objetivo a las células que expresan GCC
incluyendo las células cancerigenas estomacales o del es6fago. Las composiciones conjugadas no se enlazaran a
las células derivadas no colorrectales. Las células no colorrectales, que no tienen GCC, no absorben a las
composiciones conjugadas. Las células colorrectales normales tienen GCC y absorberan a las composiciones. Esta
presentacion cubre a las composiciones y métodos para entregar composiciones antisentido a las células
cancerigenas estomacales o del eséfago.

[0190] Esta presentacion suministra un método celular especifico en el cual solamente células colorrectales
normales y cancerigenas y células cancerigenas estomacales o del es6fago primarias y/o metastasicas estan
expuestas a la porcion activa del compuesto y sélo aquellas células sufren efectos por el compuesto conjugado. La
porcion enlazadora de GCC se vincula a células colorrectales cancerigenas y normales y a células cancerigenas
estomacales o del esofago primarias y/o metastasicas. En el momento en el que estas células enlazan, el
compuesto conjugado es internalizado y la entrega del compuesto conjugado incluyendo la porcién antisentido de la
molécula tiene efecto. La presencia del compuesto conjugado en las células colorrectales normales no tiene efecto
en aquellas células porque el gen asociado con el cancer para el cual la molécula antisentido que compone a la
porcién activa del compuesto conjugado que es complementario no se esta expresando. Sin embargo, en las células
cancerigenas colorrectales, el gen cancerigeno para el cual la molécula antisentido compone a la porcion activa del
compuesto conjugado es complementario y esta siendo expresado. La presencia del compuesto conjugado en las
células cancerigenas colorrectales sirve para prevenir o evitar la transcripcion o traduccién del gen cancerigeno y
por lo tanto reducir o eliminar al fenotipo transformado.

[0191] EI compuesto conjugado puede ser utilizado para combatir el cancer colorrectal, estomacal o del es6fago
primario y/o con metastasis asi como para evitar la aparicion del fenotipo transformado en las células normales del
colon. Por lo tanto puede ser utilizado terapéuticamente asi como profilacticamente.

[0192] Una persona con conocimiento formal en la industria puede identificar facilmente individuos que se sospecha
padecen de cancer estomacal o del eséfago. En aquellos individuos diagnosticados con cancer estomacal o del
esofago, es terapia estandar es sospechar metastasis e intento dar agresivamente el erradicar a las células con
metastasis. Esta presentacion suministra composiciones y métodos farmacéuticos para utilizar como objetivo
especificamente y eliminar células cancerigenas estomacales o del eso6fago primarias y/o metastasicas. Ademas,
este invento suministra composiciones farmacéuticas que comprenden elementos terapéuticos y métodos para
eliminar especificamente células cancerigenas estomacales o del eséfago primarias y/o metastasicas.

[0193] Esta presentacion se basa en el uso de una porcion enlazadora de GCC en una composicion conjugada. La
porciones enlazadora de productos GCC son esencialmente una porcién de la composicidn conjugada que actua
como un ligando a la GCC y por lo tanto se enlaza especificamente a esto los receptores. La composicién conjugada
también incluye una porcion activa que es asociada con la porcidon enlazadora de GCC; la porcion activa puede ser
una composicion antisentido util para inhibir o evitar la transcripcidon o traduccién de la expresién de genes cuya
expresion es asociada con el cancer.

[0194] Aqui se presenta la una porcidn activa donde la porcidn activa es una composicion antisentido. En particular,
la molécula antisentido que compone a la porcién significativa de un compuesto conjugado hibrida al ADN o al ARN
en una célula cancerigena estomacal o del es6fago e inhibe y/o evita la transcripcion o traduccion del ADN o del
ARN para que estos no ocurran. Las composiciones antisentido pueden ser una molécula de acido nucleico, un
derivado o un analogo. La naturaleza unica de la composiciéon antisentido puede ser aquella de una molécula de
acido nucleico o una molécula de acido nucleico modificada o una molécula que no es de acido nucleico que posee
grupos funcionales que mimetizan a una molécula de ADN o de ARN que es complementaria a la molécula de ADN
o de ARN cuya expresion debe ser inhibida o prevenida de otra forma. Las composiciones antisentido inhiben o
evitan la transcripcion o traduccidn de genes cuya expresion esta vinculada al cancer estomacal o del eséfago, es
decir genes asociados con el cancer.

[0195] Inserciones y eliminaciones de mutaciones de puntos en K-ras y H-ras han sido identificados en los tumores.
Las caracteristicas, rejas de las alteraciones de los oncogenes HER-2/ERBB-2, HER-1/ERBB-1, HRAS-1, C-MYC y
anti-oncogenes p53, RB1.

[0196] La carcinogénesis quimica en un modelo de rata demostré mutaciones de puntos en fos, un oncogén que
media la regulacion y proliferacion de transcripciones. Refiérase a: Alexander, RJ, et al. Oncogene alterations in rat
colon tumors induced by N-methyl-N-nitrosourea (alteraciones oncogénicas en tumores de colones de rata por medio
de N-metil-N-nitrosourea). American Journal of the Medical Sciences (Revista Americana de Ciencias Médicas).
303(1):16-24, 1992, enero.

[0197] La carcinogénesis quimica en un modelo de rata demostré mutaciones de puntos en la abl. oncogénica.
Refiérase a: Alexander, RJ, et al. Oncogene alterations in rat colon tumors induced by N-methyl-N-nitrosourea
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(alteraciones oncogénicas en tumores de colones de rata por medio de N-metil-N-nitrosourea). American Journal of
the Medical Sciences (Revista Americana de Ciencias Médicas). 303(1):16-24, 1992, enero.

[0198] MYC es un oncogén que juega un rol en la regulacion de transcripciones y de proliferacion. Un
oligonucledtido antisentido de base 15 para myc complementario a la region de iniciacion de traduccion de exon |l
fue incubado con células cancerigenas colorrectales. Esta molécula antisentido inhibié la proliferacion de las células
cancerigenas colorrectales en una forma dependiente de dos. Interesantemente, la absorcion de este oligonucledtido
fue baja (0.7 por ciento). También, la transferencia de un cromosoma normal 5 a las células cancerigenas
colorrectales resultd en la regulacion de la expresion de myc y la perdida de proliferacion. Esta informacion sugiere
que un gen supresor tumoral importante en la regulacion de myc esta contenido en este cromosoma.

[0199] Una fosfatasa de tirosina proteinica nueva, G1, ha sido identificada. La examinacion de ARNm que codifica a
esta proteina en las células tumorales colorrectales reveld que esta experiencia mutaciones y eliminaciones de punto
en estas células y podria jugar un rol en las caracteristicas de proliferacion de estas células. Takekawa, M. et al.
Chromosomal localization of the protein tyrosine phosphatase G1 gene and characterization of the aberrant
transcripts in human colon cancer cells (localizacion cromosémica del gen G1 de fosfatasa de tirosina proteinica y la
caracterizacion de transcripciones aberrantes en células cancerigenas del colon humanas). FEBS Letters.
339(3):222-8, 1994 Feb. 21.

[0200] La gastrina regula el crecimiento de las células cancerigenas del colon por medio de un mecanismo ciclico
dependiente de AMP mediado por PKA. Los oligodeoxinucleétidos de la subunidad regulatoria de una clase
especifica de PKA inhibi6 los efectos promotores de crecimiento del AMP ciclico en las células de carcinoma del
colon. Refiérase a: Bold, RJ, et al. Experimental gene therapy of human colon cancer (terapia genética experimental
de cancer de colon humano). Surgery (cirugia). 116(2):189-95; discusion 195-6, 1994 Aug. y Yokozaki, H., et al. An
antisense oligodeoxynucleotide that depletes RI alpha subunit of cyclic AMP-dependent protein kinase induces
growth inhibition in human cancer cells (oligodeoxinuclettidos antisentido que agotan la subunidad alfa RI de la
quinasa proteinica ciclica que depende de AMP que inducen la inhibicion de crecimiento en las células cancerigenas
humanas). Cancer Research (Investigacion del Cancer). 53(4):868-72, 1993 Feb 15.

[0201] CRIPTO es un gen relacionado con el factor de crecimiento epidérmico expresado en la mayoria de tumores
cancerigenos colorrectales. Los oligodeoxinucleétidos fosforotioatos antisentido del extremo 5° de ARNm de CRIPTO
redujeron significativamente la expresion de CRIPTO e inhibieron el crecimiento celular tumoral colorrectal in vitro e
in vivo. Ciardiello, F. et al. Inhibition of CRIPTO expression and tumorigenicity in human colon cancer cells by
antisense RNA and oligodeoxynucleotides (inhibicion de la expresion CRIPTO en tumorigenicidad en células
cancerigenas del colon humanas por medio de ARN vy oligodeoxinucledtidos antisentido) Oncogene (Oncogén).
9(1):291-8, 1994 enero.

[0202] Muchas células de carcinoma secretan el factor alfa de crecimiento transformante. Un oligonucleétido
antisentido del nucleotido 23 al ARNm alfa de TGF inhibio la sintesis y la proliferacion del ADN de las células
cancerigenas colorrectales. Sizeland, AM, Burgess, AW. Antisense transforming growth factor alpha oligonucleotides
inhibit autocrine stimulated proliferation of a colon carcinoma cell line (oligonucleétidos alfa del factor de crecimiento
transformante antisentido que inhiben la proliferaciéon estimulada autocrina de una linea celular de carcinoma de
colon). Molecular Biology of the Cell (Biologia Molecular de la Célula). 3(11):1235-43, 1992 Nov.

[0203] Las composiciones antisentido que incluyen oligonucledtidos, derivados y sus analogos, protocolos de
conjugacion, y estrategias antisentido para la inhibicion de la transcripcion y traduccion son descritas en general en:
Antisense Research and Applications (Investigacion y Aplicaciones Antisentido), Crooke, S. y B. Lebleu, eds. CRC
Press, Inc. Boca Raton FLA 1993; Nucleic Acids in Chemistry and Biology (Acidos Nucleicos en Quimica y Biologia
Blackburn), G. y M.J. Gait, eds. IRL Press at Oxford University Press, Inc. New York 1990; y Oligonucleotides and
Analogues: A Practical Approach (Oligonucleétidos y Analogos: Un Método Practico), Eckstein F. ed., IRL Press at
Oxford University Press, Inc. Nueva York 1991.

[0204] Las moléculas antisentido comprenden una secuencia complementaria a un fragmento de un gen
cancerigeno colorrectal. Refiérase a Ullrich et al., EMBO J., 1986, 5:2503.

[0205] Las composiciones antisentido que pueden componer a una porcion activa en compuestos conjugados del
invento incluyen oligonucleétidos formados de homopirimidinas que pueden reconocer estiramientos locales de
homopurinas en la hélice doble de ADN y vincularse a estas en la ranura mayor para formar una hélice triple.
Refiérase a: Helen, C y Toulme, JJ. Specific regulation of gene expression by antisense, sense, and antigene nucleic
acids (regulacion especifica de la expresion genética por parte de los acidos nucleicos antisentido, sentido, y
antigenas). Biochem. Biophys Acta, 1049:99-125, 1990. La formacién de hélices triples interrumpiria la capacidad del
gen especifico para experimentar la transcripcion por parte de la polimerasa del ARN. La formacion de hélices triples
utilizando oligonucledtidos especificos de myc ha sido observada. Refiérase a: Cooney, M, et al. Science (Ciencia)
241:456-459.
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[0206] Los oligonucledtidos antisentido del ADN o del ARN complementarios a las secuencias en los limites entre los
intrones y exones pueden ser utilizados para evitar la maduracién de las transcripciones de ARN nucleares generada
recientemente de genes especificos en el ARNm para la transcripcion.

[0207] EI ARN antisentido complementario a genes especificos puede hibridarse con el ARNm para ese gen y
prevenir su traduccién. EI ARN antisentido puede ser provisto a las células como un ARN “listo para ser utilizado”
sintetizado in vitro o como un gen antisentido transfectado establemente a células que generan el ARN antisentido
en el momento de la transcripcion. La hibridacion con el ARNm resulta en una degradacion de la moléculas
hibridadas por la RNasa H y/o inhibicion de la formacién de complejos de traduccion. Ambos resultan en una falla
para producir el producto del gen original.

[0208] Las secuencias antisentido de ADN o de ARN pueden ser entregadas a las células. Varias modificaciones
quimicas han sido desarrolladas para prolongar la estabilidad y mejorar la funcion de estas moléculas sin interferir en
la estabilidad para reconocer secuencias especificas. Esto incluye incrementar su resistencia a la degradacion por
medio de ADNasas, incluyendo fosfotriésteres, metilfosfonatos, fosforotioatos, anémeros alfa, que incrementan su
afinidad para su objetivo por medio de enlaces covalentes a varios agentes intercalados tales como psoralenos, y
una absorcion que se incrementa por las células por la conjugacion a varios grupos incluyendo la polilisina. Estas
moléculas reconocen secuencias especificas codificadas en el ARNm y su hibridacién previene la traduccion de, y
los incrementos de, la degradacion de estos mensajes.

[0209] Las composiciones conjugadas de la presentacion suministran un medio especifico y efectivo para terminar la
expresion de los genes que causan la transformacion neoclasica. Las GCC experimentan una endocitosis inducida
por ligandos y puede entregar a los compuestos conjugados al citoplasma de las células.

[0210] Las porciones enlazadoras de GCC son conjugadas directamente a las composiciones antisentido tales como
los acidos nucleicos que estan activos para inducir una respuesta. Por ejemplo, los oligonucleétidos antisentido para
MYC son conjugados directamente a un anticuerpo anti-GCC. Esto ha sido realizado utilizando péptidos que se
enlazan al receptor CD4. Refiérase a: Cohen, JS, ed. Oligodeoxynucleotides: Antisense Inhibitors of Gene
Expression (Oligodesoxinucledtidos: Inhibidores Antisentido de Expresiones Genéticas). Topics in Molecular and
Structural Biology (Temas en Biologia Molecular y Estructural). CRC Press, Inc., Boca Raton, 1989. El esqueleto
preciso y su sintesis no son especificados y pueden ser seleccionados de técnicas bien establecidas. La sintesis
involucraria una conjugacion quimica o una sintesis directa de la molécula quimérica por medio de sintesis de fases
solidas utilizando quimica FMOC. Refiérase a: Haralambidis, J, et al. (1987) Tetrahedron (Tetraedro) Lett. 28:5199-
5202. Alternamente, la conjugacién de péptidos-acidos nucleicos puede sintetizarse directamente por medio de
sintesis de fases solidas como una quimera de péptidos-acidos nucleicos de péptidos por medio de una sintesis de
fases solidas. Nielsen, PE, et al. (1994) Sequence-specific transcription arrest by peptide nucleic acid bound to the
DNA template strand (paro de transcripciones secuenciales especificas por medio de acidos nucleicos de péptidos
enlazados a cepas de plantillas de ADN). Gene (gen) 149:139-145.

[0211] En algunas secciones, la polilisina puede ser disefiada para conjugar composiciones del invento en una forma
no covalente para acidos nucleicos y utilizada para mejorar la entrega de estas moléculas al citoplasma de las
células. Adicionalmente, los péptidos y proteinas pueden conjugarse a la poli lisina en una forma covalente y esta
conjugacion con complejos con acidos nucleicos en una forma no covalente para mejorar ain mas la especificidad y
eficiencia de absorcion de los acidos nucleicos a las células. Por lo tanto, el ligando de GCC es conjugado
quimicamente a la poli lisina por medio de técnicas establecidas. La conjugacion de ligandos de productos de
traducciones polilisina-GCC-1 pueden tener complejos con los acidos nucleicos que se escojan. Por lo tanto, las
conjugaciones de polilisina- orosomucoide fueron utilizadas para plasmidos especificamente que contienen genes a
ser expresados para células de hepatomas que expresan al receptor orosomucoide. Este método puede ser utilizado
para la entrega de genes u oligonucleotidos completos. Por lo tanto, tiene el potencial de terminar la expresion de un
gen no deseado (por ejemplo, MYC, ras) o reemplazar la funcién de un gen perdido o eliminado (por ejemplo,
hMSH2, hMLH1, hPMS1, y hPMS2).

[0212] De acuerdo a una seccién importante, Myc sirve como un gen cuya expresion es inhibida por una molécula
antisentido dentro de una composicion conjugada. Las porciones enlazadoras de GCC son utilizadas para entregar
un oligonucledtido antisentido que se basa en 15 al myc complementario a la regién de iniciacion de traduccion del
exon Il. El oligonucleétido antisentido de base 15 para el MYC es sintetizado tal como se reporté por Collins, JF,
Herman, P, Schuch, C, Bagby GC, Jr. Journal of Clinical Investigation (Revista de Investigacion Clinica). 89(5):1523-
7, 1992 May. En algunas secciones, la composicion conjugada se conjuga a polilisina tal como ha sido reportado
previamente. Wu, GY, y Wu, CH. (1988) Evidence for ed gene delivery to Hep G2 hepatoma cells in vitro (evidencia
para la entrega genética de ed para las células de hepatomas G2 in vitro). Biochem. 27:887-892.

[0213] Las composiciones conjugadas pueden ser sintetizadas como una molécula quimérica directamente por

medio de la sintesis de la fase sélida. Concentraciones pmolares y nanomolares para esta conjugacion suprimen la
sintesis de MYC en las células cancerigenas colorrectales in vitro.
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[0214] Las moléculas antisentido se inutilizan preferiblemente a, es decir, son complementarias a, una secuencia de
nucledtidos que tiene de 5-50 nucledtidos de largo, mas preferiblemente de 5-25 nucledtidos y en algunas secciones
desde 10-15 nucledtidos.

[0215] Adicionalmente, emparejamientos equivocados dentro de las secuencias identificadas anteriormente, que
logran los métodos del invento, de tal forma que las secuencias mal emparejadas son sustancialmente
complementarias a las secuencias genéticas de cancer también son consideradas dentro del alcance de la
presentacion. Los emparejamientos equivocados que permiten una complementariedad sustancial a las secuencias
genéticas de cancer seran conocidas por aquellas personas con conocimiento en la industria una vez que estén
armadas con esta presentacion. Los oligos también pueden ser no modificados o modificados.

[0216] Las composiciones y métodos terapéuticos pueden ser utilizados para combatir el cancer estomacal o del
esofago en casos donde el cancer esta localizado y/o estd acompafiado de metastasis. Se les administra a los
individuos un monto terapéuticamente efectivo de compuestos conjugados. Un monto terapéuticamente efectivo es
un monto que es efectivo para causar un efecto citotdxico o citostatico en las células cancerigenas sin causar
efectos colaterales letales en el individuo. Un individuo a quien se le ha administrado un monto terapéuticamente
efectivo de una composicion conjugada tiene una probabilidad incrementada de la eliminacion del cancer estomacal
o del eso6fago en comparacion al riesgo si el individuo no hubiera recibido el monto terapéuticamente efectivo.

[0217] Para tratar el cancer estomacal o del eséfago localizado, un monto terapéuticamente efectivo de un
compuesto conjugado es administrado de tal forma que entre en contacto con el tumor localizado. Por lo tanto, el
compuesto conjugado puede ser administrado oralmente o en forma intra - tumoral. La formulacion oral y rectal son
ensefiadas en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Ciencias Farmacéuticas de Remington), 18va edicion, 1990,
Mack Publishing Co., Easton PA.

[0218] Las composiciones farmacéuticas pueden ser administradas por medio de una sola dosis o en multiples
dosis. Las composiciones farmacéuticas pueden ser administradas como agentes terapéuticos individuales o en
combinacion con otros agentes terapéuticos. Los tratamientos pueden ser combinados con terapias convencionales,
que pueden ser administradas secuencialmente o simultaneamente.

[0219] Esta presentacién es dirigida a un método de entrega de compuestos antisentido a células colorrectales
cancerigenas y normales y las células cancerigenas estomacales o del eso6fago e inhiben la expresion de genes
cancerigenos en mamiferos. Los métodos comprenden la administracién a un mamifero de un monto efectivo de una
composicion conjugada que comprende una porcién enlazadora de GCC conjugada a un oligonucleétido antisentido
que tiene una secuencia que es complementaria a una regiéon de ADN o de ARNm de un gen cancerigeno.

[0220] Los compuestos conjugados pueden ser administrados a mamiferos en una mezcla con un portador
farmacéuticamente aceptable, seleccionado en referencia a la ruta deseada de administracién y la practica
farmaceéutica estandar. Las dosis pueden ser establecidas en relacién a la masa, y condicidn clinica del paciente.
Las composiciones conjugadas de este invento seran administradas durante un tiempo suficiente para qué los
mamiferos se liberen de células no diferenciadas y/o células que dan un fenotipo anormal. En métodos terapéuticos
el tratamiento se extiende durante un periodo suficiente tiempo para inhibir la proliferacion células transformadas y
las composiciones conjugadas pueden ser administradas en conjunto con otros agentes quimioterapéuticos para
administrar y combatir el cancer del paciente.

[0221] Los compuestos conjugados pueden ser utilizados en el método individualmente o en combinacion con otros
compuestos. El monto a ser administrado dependera de tales factores como la edad, la masa y la condicién clinica
del paciente. Refiérase a Gennaro, Alfonso, ed., Remington’s Pharmaceutical Sciences (Ciencias Farmacéuticas de
Remington), 18va edicién, 1990, Mack Publishing Co., Easton PA.

Vacunas terapéuticas y profilacticas

[0222] También se presenta vacunas didacticas y terapéuticas para proteger a individuos en contra de células
cancerigenas estomacales o del esd6fago primarias y/o metastasicas y para el tratamiento de individuos que padecen
de células cancerigenas estomacales o del eséfago primarias y/o metastasicas.

[0223] GCC sirve como un objetivo en contra del cual una respuesta inmunoldgica protectora y terapéutica puede
ser inducida. Especificamente, las vacunas son provistas las cuales inducen una respuesta inmunolégica en contra
de GCC. Las vacunas incluyen, pero no se limitan a, las siguientes tecnologias de vacunas:

1) Vacunas de ADN, es decir vacunas en las cuales el ADN codifica por lo menos un epitope de un GCC
y es administrado a células del individuo donde el epitope es expresado y sirve como un blanco para
una respuesta inmunoldégica;

2) Vacunas mediadas por un vector infeccioso que es un adenovirus, vaxinia virus, salmonella y BCG
recombinantes donde el vector contiene informacién genética que codifica por lo menos un epitope de
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una proteina de GCC de tal forma que cuando el vector infeccioso es administrado a un individuo, el
epitope es expresado y sirve como un objetivo para una respuesta inmunolégica;

3) Vacunas muertas o inactivas que a) comprenden células muertas o particulas virales inactivas que
muestran por lo menos un epitope de una proteina de GCC y b) cuando se administran a un individuo
sirven como un objetivo para una respuesta inmunolégica;

4) Vacunas haptenizadas muertas o desactivadas que a) se conforman de células muertas o particulas
virales desactivadas que muestran por lo menos un epitope de una proteina de GCC, b) son
haptenizadas para ser mas inmunogénicas y c¢) cuando son administradas a un individuo sirven como
un objetivo para una respuesta inmunoldgica;

5) Vacunas tipo subunidades que son vacunas que incluyen moléculas proteinicas que incluyen por lo
menos un epitope de una proteina de GCC;y

6) Vacunas tipo subunidades hapnetizadas que son vacunas que a) incluyen moléculas proteinicas que
incluyen por lo menos un epitope de una proteina de GCC y b) son hapneizadas para ser mas
inmunogénicas.

[0224] Esta presentacion se relaciona a la administracién a un individuo de una molécula proteinica o de acidos
nucleicos que comprenden o codifican, respectivamente, un epitope inmunogénico en contra del cual una respuesta
inmunoldgica terapéutica y profilactica puede inducirse. Aquellos epitopes son generalmente de por lo menos 6-8
aminoacidos de largo. Las vacunas por lo tanto comprenden proteinas que son por lo menos, o acido nucleétidos
que codifican por lo menos a de 6-8 aminoacidos de largo de una proteina de GCC. Las vacunas pueden
comprender proteinas que tienen por lo menos, o acidos nucleicos que codifican a por lo menos 10 a alrededor de
1000 aminoacidos de largo. Las vacunas pueden comprender proteinas que tienen por lo menos, o acidos nucleicos
que codifican a por lo menos, alrededor de 25 a 500 aminoacidos de largo. Las vacunas pueden comprender a
proteinas que tienen por lo menos, o acidos nucleicos que codifican a por lo menos, 50 alrededor de 400
aminoacidos de largo. Las vacunas pueden comprender a proteinas que tienen por lo menos, o acidos nucleicos que
codifican a por lo menos, alrededor de 100 a 300 aminoacidos de largo.

[0225] También se presenta composiciones para, y métodos para el tratamiento de individuos que se conoce que
portan células cancerigenas estomacales o del eséfago primarias y/o metastasicas. El cancer estomacal o del
esofago primario y/o metastasico puede ser diagnosticado.

[0226] por aquellas personas con conocimiento normal en la industria que utilizan los métodos aqui descritos o
protocolos patolégicos clinicos y de laboratorio aceptados en la industria. También se presenta una vacuna inmuno -
terapéutica para tratar a individuos a quienes se les ha diagnosticado que padecen cancer estomacal o del esofago
primario y/o metastasico. Las vacunas inmuno-terapéuticas pueden ser administradas en combinacion con otras
terapias.

[0227] También se presentan composiciones para y métodos para prevenir el cancer estomacal o del es6fago
primario y/o metastasico en individuos que se sospecha son susceptibles al cancer estomacal o del es6fago.
Aquellos individuos incluyen aquellas personas que su historial médico familiar indica una incidencia que supera al
promedio de cancer estomacal o del es6fago entre los miembros familiares y/o aquellas personas que ya han
desarrollado cancer estomacal o del es6fago y se les ha tratado efectivamente y por lo tanto enfrentan un riesgo de
relapso y de reincidencia. Aquellos individuos incluyen personas que han sido diagnosticadas o que tienen cancer
estomacal o del es6fago incluyendo cancer estomacal o del eséfago localizado solamente o localizado y con
metastasis que ha sido extirpado o tratado de otra forma. Las vacunas pueden ser administradas a individuos en una
forma profilactica para prevenir y combatir cancer estomacal o del eséfago primario y/o metastasico.

[0228] La presentacion se relaciona a composiciones las cuales son los componentes activos de aquellas vacunas o
son requeridas para hacer los componentes activos, a los métodos para hacer aquellas composiciones incluyendo
los componentes activos, y a los métodos para hacer y utilizar las vacunas.

[0229] Las secuencias de aminoacidos y de nuclettidos del GCC estan establecidas como la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 1.

[0230] También se presentan vectores recombinantes, incluyendo vectores de expresion, que comprenden a la
transcripcion genética de GCC o a uno de sus fragmentos. También se presentan vectores recombinantes,
incluyendo vectores de expresion que comprenden a las secuencias de nucleétidos que codifican a una proteina de
GCC o uno de sus fragmentos funcionales.

[0231] También se presentan células anfitrionas que comprenden aquellos vectores y métodos para hacer a la
proteina de GCC utilizando células recombinantes.
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[0232] También se presenta la transcripcion genética aislada de GCC y las proteinas aisladas de GCC y anticuerpos
aislados especificos para aquellas proteinas e hibridomas que producen aquellos anticuerpos.

[0233] También se presentan a GCC aislados y sus fragmentos funcionales. Asimismo, algunos aspectos de la
presentacion se relaciona a proteinas aisladas que comprenden por lo menos un epitope de una GCC.

[0234] Algunos aspectos de la presentacion se relacionan a las proteinas aisladas que se acaba de describir las
cuales son haptenizadas para que sean mas inmunogénicas. Eso es, algunos aspectos de la presentacion se
relaciona a proteinas hapnetizadas que comprenden por lo menos un epitope de GCC.

[0235] Asimismo, algunos aspectos de la presentacion se relacionan a moléculas de acidos nucleicos aisladas que
codifican proteinas que comprenden por lo menos un epitope de GCC.

[0236] Vacunas puras de ADN son descritas en PCT/US90/01515. Otros ensefian el uso de transferencias de ADN
mediadas por liposomas, entrega de ADN utilizando micro - proyectiles (patente de Estados Unidos numero
4,945,050 emitida el 31 de julio de 1990 por Sanford et al.), y la entrega de ADN utilizando electroporacion. En cada
caso, el ADN puede ser un ADN de plasmidos que es producido en bacterias, aislado y administrado al animal que
va a ser tratado. Las moléculas de ADN de plasmidos son absorbidas por las células del animal donde las
secuencias que codifican a la proteina de interés son expresadas. La proteina producida, por lo tanto, suministra un
efecto terapéutico o profilactico en el animal.

[0237] El uso de vectores incluyendo vectores virales y otros medios de entrega de moléculas de acidos nucleicos a
células de un individuo para producir un efecto inmunolégico terapéutico y/o profilactico en el individuo es una
practica muy conocida.

[0238] Las vacunas recombinantes que utilizan vectores de vaccinia son, por ejemplo, presentadas en la patente de
Estados Unidos numero 5,017,487 emitida el 21 de mayo de 1991 a Stunnenberg et al.

[0239] En algunos casos, las células tumorales del paciente son eliminadas o desactivadas y se las administra como
un producto de vacuna. Berd et al. May 1986 Cancer Research (Investigacion del Cancer) 46:2572-2577 y Berd et al.
May 1991 Cancer Research (Investigacion del Cancer) 51:2731-2734, describe la preparacién y utilizacion de
productos de vacunas que se basan en células tumorales.

[0240] De acuerdo a algunos aspectos de esta presentacion, los métodos y técnicas descritos en Berd et al. son
adaptados al utilizar células cancerigenas estomacales o del eséfago en vez de células de la melanoma.

[0241] La fabricacion y la utilizacion de productos de traduccion aislados y sus fragmentos Utiles para ejemplos como
reactivos de laboratorios 0 componentes de vacunas tipo subunidades es una practica muy conocida en la industria.
Una persona con conocimiento normal en la industria puede aislar la transcripcién genética de GCC o su porcion
especifica que codifica a la GCC o a uno de sus fragmentos. Una vez aislada, la molécula de acido nucleico puede
ser insertada en un vector de expresion utilizando técnicas estandar y materiales iniciales que se pueden encontrar
facilmente.

[0242] El vector de expresion recombina que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica a la molécula de
acidos nucleicos que codifica a la GCC o a uno de sus fragmentos o una proteina que comprende a la GCC o a uno
de sus fragmentos. Los vectores de expresion recombinantes del invento son Utiles para transformar a los anfitriones
para preparar sistemas de expresion recombinantes para preparar las proteinas aisladas.

[0243] Esta presentacion se relaciona a una célula anfitriona que comprende el vector de expresion recombinante
que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica a la proteina GCC o a uno de sus fragmentos o a una GCC o
a uno de sus fragmentos. Las células anfitrionas para su uso en sistemas de expresion recombinantes bien
conocidos para la produccion de proteinas son bien conocidas y faciles de conseguir. Ejemplos de células anfitrionas
incluyen a células bacterianas tales como el E. coli, células de la levadura tal como la S. cerevisiae, células de
insectos tales como la S. frugiperda, células de cultivos de tejidos de mamiferos no humanas tales como las células
de ovarios de hamster (CHO - chinese hamster ovary) y células de cultivos de tejidos humanos tales como las
células Hela.

[0244] Esta presentacion se relaciona a un mamifero no humano transgénico que comprende el vector de expresion
recombinante que tiene una secuencia de acidos nucleicos que codifica las proteinas del invento. Los mamiferos no
humanos transgénicos utiles para producir las proteinas recombinantes son bien conocidos asi como los vectores de
expresion necesarios y las técnicas para generar animales transgénicos. Generalmente, el animal transgénico
comprende un vector de expresion recombinante en el cual la secuencia de nucleétidos que codifica al GCC o a uno
de sus fragmentos o una proteina que comprende la GCC o uno de sus fragmentos vinculados operativamente a un
promotor especifico de células de mamiferos donde la secuencia codificadora sélo es expresada en células de
mamiferos y la proteina recombinante expresada de esa forma es recuperada de la leche del animal.
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[0245] En algunas secciones, por ejemplo, una persona con conocimiento normal en la industria puede, utilizando
técnicas muy conocidas, insertar aquellas moléculas de ADN en un vector de expresion que es comercialmente
disponible para su uso en sistemas de expresidon muy conocidos tales como aquellos aqui descritos.

[0246] El vector de expresion que incluye al ADN que codifica a la GCC o uno de sus fragmentos funcionales o una
proteina que comprende una GCC o uno de sus fragmentos funcionales es utilizado para transformar al anfitrion
compatible que es cultivado y mantenido bajo condiciones donde la expresion del ADN foraneo ocurre. La proteina,
por lo tanto, producida es recuperada del cultivo, ya sea al lisar las células o del medio de cultivo de acuerdo a como
sea apropiado y conocido para aquellas personas con conocimiento en la industria. Los métodos para purificar la
GCC o uno de sus fragmentos o una proteina que contiene los mismos anticuerpos a utilizarse que se enlazan
especificamente a la proteina son conocimientos comunes en la industria. Anticuerpos que se enlazan
especificamente de a una proteina en particular pueden ser utilizados para purificar la proteina de las fuentes
naturales utilizando técnicas muy conocidas y materiales de inicio que pueden encontrarse facilmente. Aquellos
anticuerpos también puede ser utilizados para purificar la proteina de materiales presentes cuando se produce la
proteina por medio de la metodologia de ADN recombinante. Esta presentacién se relaciona a anticuerpos que se
enlazan a un epitope que esta presente en uno o mas productos de traduccién de la GCC-1 o uno de sus
fragmentos o una proteina que posee el mismo contenido. Los anticuerpos que se enlazan a un epitope que esta
presente en la GCC son utiles para aislar y purificar a la proteina de fuentes naturales o de sistemas de expresion
recombinantes utilizando técnicas muy conocidas tales como la cromatografia de afinidad. Las técnicas de afinidad
generalmente son descritas en Waldman et al. 1991 Methods of Enzymol (Métodos de Enzimologia). 195:391-396.
Los anticuerpos son Utiles para detectar la presencia de aquella proteina en una muestra y para determinar si las
células estan expresando a la proteina. La produccion de anticuerpos y las estructuras proteinicas para completar,
anticuerpos intactos, fragmentos Fab y fragmentos F(ab), y la organizacién de secuencias genéticas que codifican a
aquellas moléculas son métodos conocidos y son descritos, por ejemplo, en Harlow, E. y D. Lane (1988)
ANTIBODIES: A Laboratory Manual (ANTICUERPOS: Un Manual de Laboratorio), Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, NY.

[0247] En algunas secciones animales no humanos transgénicos son generados. Los animales transgénicos
contienen nucledétidos que codifican a la GCC o a uno de sus fragmentos o una proteina que posee el mismo
contenido bajo el control regulatorio de un promotor especifico mamifero. Una persona con conocimiento normal en
la industria utilizando técnicas estandar, tales como aquellas ensefiadas en la patente de Estados Unidos numero
4,873,191 emitido el 10 de octubre de 1989 para Wagner y la patente de Estados Unidos nimero 4,736,866 emitida
el 12 de abril de 1988 para Leder, puede producir animales transgénicos que producen GCC o uno de sus
fragmentos o una proteina que tiene el mismo contenido. Los animales preferidos son cabras y roedores,
particularmente ratas y ratones.

[0248] Adicionalmente a producir estas proteinas por técnicas recombinantes, sintetizadores de péptidos
automatizados también pueden ser utilizados para producir GCC o uno de sus fragmentos o una proteina que tiene
el mismo contenido. Aquellas técnicas son muy conocidas para aquellas personas con conocimiento normal en la
industria y son Utiles si derivados que tienen sustituciones no son provistas en la produccion proteinica codificada
por ADN.

[0249] En algunas secciones, la proteina que compone una vacuna tipo subunidad o las células o particulas de una
vacuna desactivada pueden ser hapnetizadas para incrementar la inmunogenicidad. En algunos casos, la
hapnetizacion es la conjugacion de una estructura molecular mas grande para la GCC o uno de sus fragmentos o
una proteina que tiene el mismo contenido. En algunos casos, las células tumorales del paciente son eliminadas y
hapnetizadas como un medio para hacer un producto de vacuna efectivo. En casos donde otras células, tales como
células bacterianas o eucariotas que son provistas con la informacion genética para hacer y mostrar una GCC o uno
de sus fragmentos o una proteina con el mismo contenido, es eliminada y utilizada como él componente de vacuna
activo, aquellas células son hapnetizadas para incrementar la inmunogenicidad. La hapnetizacion es bien conocida y
puede realizarse facilmente.

[0250] Métodos para hapnetizar células en forma general y células tumorales en particular se describen en Berd et
al. May 1986 Cancer Research (Investigacion del Cancer) 46:2572-2577 y Berd et al. May 1991 Cancer Research
(Investigacion del Cancer) 51:2731-2734. Protocolos adicionales de haptenizacion son presentados en Miller et al.
1976 J. Immunol. 117(5:1):1591-1526.

[0251] Las composiciones y métodos de haptenizacion que pueden ser adaptados para ser utilizados para preparar
inmundgenos de GCC hapnetizados incluyen aquellos descritos en las siguientes patentes de Estados Unidos:
patente de Estados Unidos numero 5,037,645 emitida el 6 de agosto de 1991 a Strahilevitz; la patente de Estados
Unidos numero 5,112,606 emitida el 12 de mayo de 1992 a Shiosaka et al.; la patente de Estados Unidos numero
4,526716 emitida el 2 de julio de 1985 a Stevens; la patente de Estados Unidos nimero 4,329,281 emitida el 11 de
mayo de 1982 a Christenson et al.; y la patente de Estados Unidos nimero 4,022,878 emitida el 10 de mayo de 1977
a Gross. Las vacunas de péptidos y métodos para mejorar la inmunogenicidad de péptidos que pueden adaptarse
para modificar los inmunégenos de GCC también se describen en Francis et al. 1989 Methods of Enzymol (Métodos
de Enzimologia). 178:659-676. Sad et al. 1992 Immunolology (Inmunologia) 76:599-603, ensefia métodos para
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elaborar vacunas inmuno-terapéuticas al conjugar la hormona que libera a la gonadotropina al toxoide de la difteria.
Los inmunégenos de GCC pueden conjugarse similarmente para producir una vacuna inmuno-terapéutica. MacLean
et al. 1993 Cancer Immunol. Immunother (Inmunologia del Cancer. Otras Inmunologias). 36:215-222, describe
metodologias de conjugacion para producir vacunas inmuno-terapéuticas que pueden ser a adaptadas para producir
una vacuna inmuno-terapéutica de este invento. El hapteno es la hemocianina de lapa de ojo de cerradura que
puede conjugarse al inmunogeno de GCC.

[0252] Las vacunas como se las presenten este documento comprenden un portador farmacéuticamente aceptable
en combinacién con un inmundégeno de GCC.

[0253] Las formulaciones farmacéuticas son bien conocidas y composiciones farmacéuticas que contienen a
aquellas proteinas pueden ser formuladas rutinariamente por una persona con conocimiento normal en la industria.
Los portadores farmacéuticos apropiados son descritos en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Ciencias
Farmacéuticas de Remington), A. Osol, un texto referencial estandar en este campo. Esta presentacion se relaciona
a una composicion farmacéutica inyectable que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y un
inmundégeno GCC. El inmundégeno de GCC es preferiblemente estéril y combinado con un portador
farmacéuticamente estéril.

[0254] En algunos ejemplos, la GCC o uno de sus fragmentos o una proteina con el mismo contenido puede
formularse en forma de una solucién, una suspension, una emulsién o un polvo liofilizado en asociacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de aquellos vehiculos son agua, soluciones salinas, la solucién de
Ringer, la solucién de dextrosa, y un 5 por ciento de albumina sérica humana. Los liposomas y los vehiculos no
acuosos tales como aceites fijos también podrian ser utilizados. El vehiculo o el polvo liofilizado pueden contener
aditivos que mantienen la isotonicidad (por ejemplo, cloruro de sodio, manitol) y la estabilidad quimica (por ejemplo,
amortiguadores y conservantes). La formulacion es esterilizada por medio de técnicas usadas comunmente.

[0255] Una composicion inyectable podria comprender el inmundgeno de GCC en un agente diluyente tal como, por
ejemplo, agua estéril, electrolitos/dextrosa, aceites grasos de receptores vegetales con alta afinidad y especificidad
que no estan relacionados con el ligando natural de aquel receptor. Por lo tanto, es una tarea relativamente facil para
una persona con conocimiento normal en la industria para identificar grupos de aminoacidos que ocurren
naturalmente, aminoacidos naturales o compuestos organicos que pueden enlazarse especificamente y en una
forma segura a la GCC, que porta una relacion estructural aun anticuerpo anti-GCC.

[0256] Para identificar ligandos de GCC que son péptidos, aquellas personas con un conocimiento normal en la
industria pueden utilizar cualquiera de las metodologias muy conocidas para examinar bibliotecas de péptidos
aleatorias para identificar a péptidos que se enlazan a la GCC. En las metodologias mas basicas, los péptidos que
se enlazan al objetivo son aislados y secuenciados. En algunas metodologias, cada péptido aleatorio es vinculado a
una molécula de acido nucleico que incluye la secuencia codificadora para aquel péptido aleatorio particular. Los
péptidos aleatorios, cada uno con una secuencia codificadora adherida, son contactados con una GCC y los
péptidos que no estan enlazados a la GCC son removidos. La molécula de acido nucleico que incluye la secuencia
codificadora del péptido que se enlaza a la GCC puede entonces ser usadas para determinar la secuencia de
aminoacidos del péptido asi como para producir grandes cantidades del péptido. También es posible producir
bibliotecas de péptidos en soportes soélidos donde la ubicacion espacial en el soporte corresponde a una sintesis
especifica y por lo tanto a un péptido especifico. Aquellos métodos a menudo usan pasos similares a la fotolitografia
para crear diversas bibliotecas de péptidos en soportes soélidos en los cuales la direccion espacial en el soporte
permite la determinacioén de la secuencia.

[0257] La produccioén de bibliotecas de compuestos organicos en soportes soélidos también puede ser utilizada para
producir bibliotecas combinatorias de compuestos no péptidos tales como oligonucleétidos y azlcares, por ejemplo.
Como en el caso de las bibliotecas de péptidos en soportes solidos, la ubicacidn espacial en el soporte corresponde
a una sintesis especifica y, por lo tanto, a un compuesto especifico. Aquellos métodos a menudo usan pasos como
la fotolitografia para crear bibliotecas diversas de compuestos en soportes soélidos en los cuales la direccion espacial
en el soporte permite la determinacion del esquema de sintesis que produjo al compuesto. Una vez que el esquema
sintético es identificado, la estructura del compuesto se vuelve conocida.

[0258] Gallop et al. 1994 J. Medicinal Chemistry (quimica medicinal) 37:1233, suministra una revisién de varias
metodologias para examinar a bibliotecas aleatorias de péptidos e identificar péptidos de aquellas bibliotecas que se
enlazan a proteinas objetivo. Siguiendo estas ensefianzas, los ligandos especificos de GCC y que son péptidos y
que son utiles como porciones enlazadoras especificas de GCC pueden ser identificadas por aquellos con un
conocimiento normal en la industria.

[0259] Los péptidos y las proteinas mostrados en las particulas de fagos son descritas en Gallop et al., mencionado
anteriormente. Grupos aleatorios de acidos nucleicos pueden ser insertados en genes que codifican a proteinas
superficiales del bacteriéfago que son utilizadas para infectar a las bacterias, produciendo que los fagos que
expresan en los péptidos codificados por el grupo aleatorio de nucledtidos en su superficie. Estos fagos que
muestran al péptido pueden ser utilizados para determinar si es que aquellos péptidos se enlazan a proteinas,
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receptores, anticuerpos especificos, etcétera. La identidad del péptido puede determinarse al secuenciar el ADN
recombinante proveniente del fago que expresa al péptido. Este método tiene el potencial para producir muchas
agrupaciones de péptidos en una biblioteca (hasta 10° péptidos Unicos). Esta técnica ha sido utilizada para identificar
péptidos enlazadores nuevos al receptor fibrindgeno en plaquetas, que no portan ninguna homologia secuencial a
los ligandos que ocurren naturalmente de este receptor (Smith et al., 1993 Gene (Gen) 128:37). Asimismo, esta
técnica ha sido aplicada para identificar a péptidos que se enlazan al receptor de clase || MHC (Hammer et al., 1993
Cell (Célula) 74:197) y al receptor de chaperonina (Blond-Elguindi et al., 1993 Cell (Célula) 75:717).

[0260] Los péptidos mostrados en plasmidos son descritos en Gallop et al., mencionado anteriormente. En este
método, los oligonucledtidos aleatorios que codifican a la biblioteca de péptidos pueden ser expresados en un
plasmido especifico cuya expresién esta bajo el control de un promotor especifico, tal como el operén lac. Los
péptidos son expresados como proteinas de fusion acopladas a la proteina Lac |, bajo el control del operén lac. La
proteina de fusion se enlaza especificamente al operador lac en el plasmido y de esa forma el péptido aleatorio es
asociado con el elemento de ADN especifico que lo codifica. De esta forma, la secuencia del péptido puede ser
deducida, por medio del PCR del ADN asociado con la proteina de fusion. Estas proteinas pueden ser examinadas
en la fase de solucién para determinar si ellas enlazan a receptores especificos. Utilizando este método, sustratos
nuevos han sido identificados para enzimas especificas (Schatz 1993).

[0261] Una variacion de la técnica que se acaba de mencionar, también descrita en Gallop et al., mencionado
anteriormente, puede utilizarse en la cual los oligonucledtidos aleatorios que codifican a las bibliotecas de péptidos
en los plasmidos pueden expresarse en sistemas libres de células. En este método, una biblioteca de ADN
molecular puede construirse la cual contenga el grupo aleatorio de oligonucleoétidos, los cuales son expresados
entonces en un sistema de transcripcion/traduccion in vitro. La identidad del ligando es determinada al purificar el
complejo de péptidos /polisomas de cadenas nacientes que contienen al ARNm de interés en resinas de afinidad
compuestas del receptor y después de eso secuenciando después de la amplificacion con RT-PCR. Utilizando esta
técnica permite la generacion de grandes bibliotecas (hasta 10" recombinantes). Péptidos que reconocen:
anticuerpos dirigidos especificamente a dinorfinas han sido identificados utilizando esta técnica (Cull et al., 1992
Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 89:1865).

[0262] Bibliotecas de péptidos puede ser generadas al examinarse en contra de un receptor por medio de sintesis
quimica. Por ejemplo, la preparacion simultanea de grandes numeros de péptidos diversos se ha generado
utilizando el método de sintesis multiple de péptidos tal como se describié en Gallop et al., mencionado
anteriormente. En una aplicacion, los péptidos aleatorios son generados por medio de sintesis estandar de Merrifield
en fase sélida en placas de micro titulacion de poliacrilamida (sintesis de varios pines) la cual es subsiguientemente
examinada para determinar su habilidad para completar con el enlazamiento al receptor en un ensayo estandar de
enlazamiento competitivo (Wang et al., 1993 Bioorg. Med. Chem. Lett. 3:447). En efecto, este método ha sido
utilizado para identificar péptidos enlazadores nuevos al receptor de la sustancia P (Wang et al. mencionado
anteriormente. Asimismo, las bibliotecas de péptidos pueden ser construidas por medio de sintesis multiples de
péptidos utilizando el método “bolsa de té” en el cual bolsas de resina del soporte sélido son incubadas
subsiguientemente con varios aminoacidos para generar grupos de diferentes péptidos (Gallop et al. mencionado
anteriormente). Utilizando este método, péptidos que se enlazan al receptor de integrina (Ruggeri et al., 1986 Proc.
Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 83:5708) y el receptor del neuropéptido Y (Beck-Sickinger et al., 1990 Int. J. Peptide
Protein Res. (Res. Proteina de Péptido) 36:522) fueron identificados.

[0263] En general, la generacion y la utilidad de bibliotecas combinatorias depende de (1) un método para generar
grupos diversos de bloques de construccion, (2) un método para identificar miembros del grupo que producen la
funcion deseada, y (3) un método para la deduccion de la estructura de aquel miembro. Varios métodos para estas
limitaciones han sido definidos.

[0264] La siguiente es una descripcion de los métodos de generacion de bibliotecas que pueden ser utilizados en los
procedimientos para identificar ligandos de GCC de acuerdo al invento.

[0265] Las modificaciones de los métodos que se acaban de mencionar pueden ser utilizadas para generar
bibliotecas de diversidad molecular vasta al conectar y juntar a los miembros de un conjunto de bloques de
construccion quimicos, tales como aminoacidos, en todas las combinaciones posibles (Gallop et al. mencionado
anteriormente). En un método, las mezclas de mondmero activados son emparejadas a una cadena creciente de
aminoacidos en un soporte sélido en cada ciclo. Este es un sistema sintético multivalente.

[0266] Ademas, una sintesis dividida involucra el incubar la cadena creciente en reacciones individuales de
contienen solamente un solo bloque de construccion (Gallop et al. mencionado anteriormente). Después de la
adherencia, la resina de todas las reacciones es mezclada y puesta en porciones en reacciones individuales para el
proximo paso del emparejamiento. Estos métodos producen una coleccion estocastica de n* péptidos diferentes para
su examinacion, donde n es el numero de bloques de construccion y x es el nimero de ciclos de reaccion.

[0267] Alternamente, grupos de moléculas pueden ser generados en los cuales una o mas posiciones contengan
aminoacidos conocidos, mientras el resto son aleatorios (Gallop et al. mencionado anteriormente). Estos producen
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una biblioteca limitada que es examinada en busqueda de miembros con la actividad deseada. Estos miembros son
identificados, su estructura es determinada, y la estructura es regenerada con otra posicién que contiene
aminoacidos definidos y examinados. Este método iterativo produce finalmente péptidos que son 6ptimos para el
reconocimiento del bolsillo enlazador de conformacién de un receptor.

[0268] Adicionalmente, los grupos no son limitados a aminoacidos que forman péptidos, pero pueden ser extendidos
a agrupaciones lineales y no lineales de moléculas organicas (Gordon et al., 1994 J. Medicinal Chemistry (Quimica
Médica) 37:1385). En efecto, con la implementacion de este método para generar bibliotecas de bloques de
construccion inorganicos agrupados aleatoriamente, se identificaron ligandos que se enlazan a receptores de la
transmembrana 7 (Zuckermann et al., 1994 J. Med. Chem. 37:2678).

[0269] Se estan elaborando bibliotecas en la actualidad que pueden ser modificadas después de la sintesis para
alterar los grupos y enlaces laterales quimicos, para dar grupos “disefiadores” para probar su interaccion con
receptores (Osteresh et al., 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 91:11138). Esta técnica, generadora de
“bibliotecas a partir de bibliotecas”, fue aplicada para la permetilacion de una biblioteca de péptidos que produjo
compuestos con una actividad antimicrobiana selectiva en contra de bacterias gram positivas.

[0270] Las bibliotecas también estan siendo construidas para expresar grupos de motivos farmacolégicos, en vez de
grupos estructurales especificos de aminoacidos (Sepetov et al., 1995 Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos
92:5426). Esta técnica busca el identificar motivos estructurales que tienen afinidades especificas para receptores,
que pueden ser modificados en refinamientos mas detallados utilizando las bibliotecas para definir las relaciones
estructura-actividad. Implementando este método de busqueda de bibliotecas de motivos, la generacién de
“bibliotecas de bibliotecas”, reduce el nimero de miembros componentes requeridos para examinar en una fase
temprana de la examinacioén de la biblioteca.

[0271] La siguiente es una descripcion de los métodos para identificar ligandos de GCC de acuerdo al invento a
partir de bibliotecas de moléculas generadas aleatoriamente.

[0272] Componentes en la biblioteca que interactdan con los receptores pueden ser identificados por sus enlaces a
los receptores inmovilizados en un soporte solido (Gordon et al. mencionado anteriormente).

[0273] También podrian ser identificados por su habilidad para competir con ligandos naturales para enlazarse a
receptores afines en la fase de solucion (Gordon et al. mencionado anteriormente).

[0274] Los componentes pueden ser identificados por sus enlaces a receptores solubles cuando estos componentes
estan inmovilizados en soportes soélidos (Gordon et al. mencionado anteriormente).

[0275] Una vez que un miembro de una biblioteca que se enlaza a receptores ha sido identificada, la estructura de
aquel miembro debe ser deducida para identificar la estructura y generar grandes cantidades para trabajar con, o
desarrollar, mas analogos para estudiar las relaciones estructura-actividad. La siguiente es una descripcion de los
meétodos de deduccidon de la estructura de las moléculas identificadas como ligandos de GCC potenciales de
acuerdo al invento.

[0276] Las bibliotecas de péptidos pueden expresarse en la superficie de particulas bacteriéfagas (Gallop et al.
mencionado anteriormente). Una vez que el péptido que interactua con el receptor ha sido identificado, su estructura
puede ser deducida al aislar al ADN del fago y determinar secuencia por medio de PCR.

[0277] Las bibliotecas expresadas en plasmidos, bajo el control del operén Lac pueden ser reducidas puesto que
estos péptidos estan fusionados con la proteina Lac | que interactua especificamente con el operoén lac en el
plasmido que codifica al péptido (Gallop et al. mencionado anteriormente). La estructura puede ser deducida al aislar
a aquel plasmido adherido a la proteina de lac | y deducir la secuencia de nucleétidos y de péptidos por medio de
PCR.

[0278] Las bibliotecas expresadas en plasmidos también pueden ser expresadas en sistemas libres de células
utilizando sistemas de transcripcién/traduccion (Gallop et al. mencionado anteriormente). En este paradigma, la
secuencia del péptido es deducida por medio de RT-PCR del ARNm asociado.

[0279] La construccion de la biblioteca puede ser acoplada con fotolitografia, de tal forma que la estructura de
cualquier miembro de la biblioteca puede ser deducido al determinar su posicién dentro del grupo de sustratos
(Gallop et al. mencionado anteriormente). Esta técnica es denominada direcciones posicionales, puesto que la
informacién estructural puede ser deducida por medio de la posicién exacta del miembro.

[0280] Los miembros de una biblioteca también pueden ser identificados al marcar a la biblioteca con agrupaciones
identificables de otras moléculas (Ohimeyer et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 90:10922, y Gallop et
al., mencionado anteriormente). Esta técnica es una modificacion de la asociacion del péptido con el plasmido del
fago que codifica a la secuencia, descrita anteriormente. Algunos métodos utilizan agrupaciones de nucleétidos para
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codificar al historial sintético secuencial del péptido. Por lo tanto, los nucleétidos son adheridos al péptido que esta
creciendo secuencialmente, y pueden ser descodificados por medio de PCR para producir la estructura del péptido
asociado. Alternamente, agrupaciones de moléculas organicas pequefias pueden ser utilizadas como marcadores
secuenciales que codifican al historial sintético secuencial del péptido. Por lo tanto, los nucleétidos son adheridos al
péptido que esta creciendo secuencialmente, y pueden ser descodificados por medio de PCR para producir la
estructura del péptido asociado. Alternamente, los grupos de moléculas organicas pequefias pueden ser utilizados
como marcadores secuenciales que codifican al historial sintético secuencial del miembro de la biblioteca.

[0281] Finalmente, la estructura de un miembro de la biblioteca puede determinarse directamente por medio de un
analisis secuencial de aminoacidos.

[0282] Las siguientes patentes, describen métodos para elaborar bibliotecas de péptidos y de no péptidos aleatorias
y examinar tales bibliotecas para identificar compuestos que se enlacen a proteinas objetivos. Tal como se utiliza en
este invento, GCC pueden ser los objetivos utilizados para identificar a los ligandos de péptidos y de no péptidos
generados y examinados tal como se presenta en las patentes.

[0283] La patente de Estados Unidos numero 5,270,170 emitida a Schatz et al. el 14 de diciembre de 1993 y la
patente de Estados Unidos numero 5,338,665 emitida a Schatz et al. el 16 de agosto de 1994, se refieren a
bibliotecas de péptidos y métodos de examinacion que pueden ser utilizados para identificar a ligandos de GCC.

[0284] La patente de Estados Unidos numero 5,395,750 emitida a Dillon et al. el 7 de marzo de 1995, se refiere a
meétodos para producir proteinas que se enlaza a antigenos predeterminados. Aquellos métodos pueden ser
utilizados para producir ligandos de GCC.

[0285] La patente de Estados Unidos numero 5,223,409 emitida a Ladner et al. el 29 de junio de 1993, se refiere a la
evolucion dirigida de proteinas enlazadoras nuevas. Aquellas proteinas pueden ser producidas y examinadas tal
como se presenta y para identificar ligandos de GCC.

[0286] La patente de Estados Unidos niumero 5,366,862 emitida a Venton et al. el 22 de noviembre de 1994, se
refiere a métodos para generar y examinar péptidos Utiles. Los métodos ahi descritos pueden ser utilizados para
identificar ligandos de GCC.

[0287] La patente de Estados Unidos numero 5,340,474 emitida a Kauvar el 23 de agosto de 1994, asi como, la
patente de Estados Unidos numero 5,133,866,, la patente de Estados Unidos numero 4,963,263 y la patente de
Estados Unidos numero 5,217,869, pueden ser utilizadas para identificar a los ligandos de GCC.

[0288] La patente de Estados Unidos numero 5,405,783 emitida para Pirrung et al. el 11 de abril de 1995, se refiere
a sintesis en fases sélidas fotolitograficas a larga escala de un grupo de polimeros. Las ensefianzas de ese
documento pueden ser utilizadas para identificar a ligandos de GCC.

[0289] La patente de Estados Unidos numero 5,143,854 emitida a Pirrung et al. el primero de septiembre de 1992,
se refiere a una sintesis de fases sdlidas fotolitograficas a larga escala de polipéptidos y receptores incluyendo sus
enlaces y examinaciones.

[0290] La patente de Estados Unidos niumero 5,384,261 emitida a Winkler et al. el 24 de enero de 1995, se refiere a
la sintesis de polimeros inmovilizados a muy larga escala utilizando patrones de flujo dirigidos mecanicamente.
Aquellos métodos son Utiles para identificar a ligandos de GCC.

[0291] La patente de Estados Unidos numero 5,221,736 emitida para Coolidge et al. el 22 de junio de 1993, se
refiere a la sintesis de péptidos y oligonucleotidos secuencial utilizando técnicas de inmuno-afinidad. Aquellas
técnicas pueden ser utilizadas para identificar a los ligandos de GCC.

[0292] La patente de Estados Unidos nimero 5,412,087 emitida para McGall et al. el 2 de mayo de 1995, se refiere
a la inmovilizacion espacial de direcciones de oligonucleétidos y otros polimeros biolégicos en las superficies.
Aquellos métodos pueden ser utilizados para identificar a los ligandos de GCC.

[0293] La patente de Estados Unidos nimero 5,324,483 emitida para Cody et al. el 28 de junio de 1994, se refiere a
un aparato para sintesis simultaneas multiples. El aparato y el método ahi descritos pueden ser utilizados para
producir varios compuestos que pueden ser examinados para identificar a los ligandos de GCC.

[0294] La patente de Estados Unidos numero 5,252,743 emitida para Barrett et al. el 12 de octubre de 1993, se

refiere a la inmovilizacion espacial de direcciones de anti-ligandos en las superficies. Los métodos y composiciones
alli descritos pueden ser utilizados para identificar los ligandos de GCC.
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[0295] La patente de Estados Unidos nimero 5,424,186 emitida para Foder et al. el 13 de junio de 1995, se refiere a
una sintesis de polimeros inmovilizada a larga escala. El método para sintetizar oligonucleétidos aqui descrito puede
ser utilizado para identificar a los ligandos de GCC.

[0296] La patente de Estados Unidos numero 5,420,328 emitida para Campbell el 30 de mayo de 1995, se refiere a
métodos para la sintesis de ésteres de fosfonato. Los ésteres de fosfonato alli producidos pueden ser examinados
para identificar compuestos que sean ligandos de GCC.

[0297] La patente de Estados Unidos numero 5,288,514 emitida para Ellman el 22 de febrero de 1994, se refiere a la
sintesis combinatoria y en fase sélida de los compuestos de benzodiazepina en un soporte solido. Aquellos métodos
y compuestos pueden ser utilizados para identificar a ligandos de GCC.

[0298] Tal como se menciona anteriormente, los ligandos de GCC también pueden ser anticuerpos y sus
fragmentos. En efecto, los anticuerpos generados para determinantes Unicos de estos receptores reconoceran a
aquella proteina, y solo a aquella proteina y, consecuentemente, pueden servir como una molécula de direccion
especifica que puede ser utilizada para dirigir diagndsticos y terapias nuevas a este marcador Unico. Adicionalmente,

estos anticuerpos pueden ser utilizados para identificar la presencia de GCC o sus fragmentos en muestras
biologicas.

LISTA DE SECUENCIAS
[0299]
<110> Thomas Jefferson University Waldman, Scott A. Park, Jason Schulz, Stephanie

<120> Composiciones Y Métodos Para Identificar Y Usar Como Objetivo A Células Cancerigenas Originadas En El
Canal Alimentario

<130> TJU2469

<150> 60/192,229 <151> 2000-03-27
<160> 2

<170> Version de la patente 3.0
<210> 1

<211> 3787

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222>(118)..(3336)

<400> 1
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cta
Leu

cct
Pro

tce
Ser

gac
Asp
320

ctg
Leu

gct
Ala

acc
Thr

acc
Thr

cac

549

597

645

693

741

789

837

885

933

981

1029

1077

1125

1173

1221

1269 -

1317
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Ser
385

gta
Val

aac
Asn

atg
Met

gtc
Val

cag
Gln
465

acc
Thx

cga
Arg

gtg
vVal

cag
Gln

acc
Thr
545

ata
Ile

att
Ile

gtc
Val

aca
Thr

aga
Arg
625

cca
Pro

Val

aat
Asn

tct
Ser

att
Ile

gct
Ala
450

aaa
Lys

aat
Asn

gat
Asp

att
Ile

aag
Lys
530

aag
Lys

gaa
Glu

tce
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
610

atg
Met

aaa
Lys

Asp

aag
Lys

aaa
Lys

gca
Ala
435

ctc
Leu

aaa
Lys

gag
Glu

aca
Thr

ctc
Leu
515

ata
Ile

ttc
Phe

tac
Tyr

tac
Tyr

tat
Tyr
595

gtc
Val

gtg
val

aag
Lys

Thr

acc
Thx

ctt
Leu
420

gtc
Val

ctg
Leu

tgg
Trp

acc
Thr

atc
Ile
500

aaa
Lys

gaa
Glu

tac
Tyr

tgt
Cys

cct
Pro
580

gac
Asp

cat
His

gtg
Val

gac
Asp

Lys

tat
Tyr
405

cct
Pro

ttc
Phe

atg
Met

tce
Ser

aat
Asn
485

cag
Gln

gat
Asp

ttg
Leu

jefefe)
Gly

gag
Glu
565

gat
Asp

att
Ile

ggt
Gly

aag
Lys

ctg
Leu

Lys
390

cct
Pro

aat
Asn

acc
Thr

ctc
Leu

cac
His
470

cat
His

aga
Arg

ctc
Leu

aac
Asn

aca
Thr
550

aga
Arg

ggc
Gly

gct
Ala

cgt
Arg

atc
Ile
630

tgg
Trp

Tyzr

gtg
Val

gat
Asp

ctc
Leu

aga
Arg
455

att
Ile

gtt
Val

cta
Leu

aag
Lys

aag
Lys
535

gtg
Val

gga
Gly

aca
Thr

aag
Lys

ctg
Leu
615

act

Thr

aca
Thr
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Lys

gat
Asp

att
Ile

act
Thr
440

aaa
Lys

cct
Pro

agc
Ser

cga
Arg

cac
His
520

ttg
Leu

aaa
Lys

tece
Ser

ttc
Phe

gga
Gly
600

aaa

Lys

gat
Asp

gct
Ala

Val

atg
Met

aca
Thr
425

gga
Gly

tat
Tyr

cct
Pro

ctc
Leu

cag
Gln
505

aat
Asn

ctt
Leu

ctg
Leu

ctc
Leu

atg
Met
585

atg
Met

tct
Ser

ttt
Phe

cca
Pro

Leu

agc
Ser
410

ggc
Gly

gct
Ala

aga
Arg

gaa
Glu

aag
Lys
490

tgc
Cys

gat
Asp

cag
Gln

gat
Asp

cgg
Arg
570

gat
Asp

tca
Sex

acc
Thr

ggc
Gly

gag
Glu

38

Leu
395

cce
Pro

cgg
Arg

gtg
Val

aaa
Lys

aat
Asn
475

atc
Ile

aaa
Lys

ggt
Gly

att
Ile

acc
Thr
555

gaa
Glu

tgg
Trp

tat
Tyr

aac
Asn

tgc
Cys
635

cac
His

Thr

aca
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

gat
Asp
460

ate
Ile

gat
Asp

tac
Tyr

aat
Asn

gac
Asp
540

atg
Met

gtt
Val

gag
Glu

ctg
Leu

tgc
Cys
620

aat
Asn

ctc
Leu

Tyr

ttc
Phe

cct
Pro

ctg
Leu
445

tat
Tyr

ttt
Phe

gat
Asp

gtc
Val

ttc
Phe
525

tat
Tyr

atc
Ile

tta
Leu

ttt
Phe

cac
His
605

gta
val

tcc
Ser

cge
Arg

Asp

act
Thr

cag
Gln
430

ctc
Leu

gaa
Glu

cct
Pro

gac
Asp

aaa
Lys
510

act
Thr

tac
Tyr

ttc
Phe

aat
Asn

aag
Lys
590

tce

Ser

gtg
Val

att
Ile

caa
Gln

Thr

tgg
Trp
415

atc
Iie

ctg
Leu

ctt
Leu

ctg
Leu

aaa
Lys
495

aag

Lys

gaa
Glu

acc
Thr

gg9g9
Gly

gac
Asp
575

atc
Ile

agt
Ser

gac
Asp

ttg
Leu

gcc

Ala

His
400

aag
Lys

ctg
Leu

ctc
Leu

cgt
Arg

gag
Glu
480

aga
Arg

cga
Arg

aaa
Lys

cta
Leu

gtg
Val
560

aca
Thr

tct
Ser

aag
Lys

agt
Ser

cct
Pro
640

aac
Asn

1365

1413

1461

1509

1557

1605

1653

1701

1749

1797

1845

1833

1941

1989

2037

2085
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atc
Ile

atc
Ile

aat
Asn

cgc
Arg
705

tac
Tyr

gat
Asp

cat
His

cag
Gln

ctg
Leu
785

ctt
Leu

ccg
Pro

ttc
Phe

ctt
Leu

gtc
val
865

ttg

Leu

gce
Ala

tct
Sex

att
Ile

gag
Glu
690

cca
Pro

cta
Leu

ttc
Phe

gac
Asp

cta
Leu
770

tac
Tyr

cca
Pro

gaa
Gilu

act
Thr

aat
Asn
850

tac

Tyy

cct
Pro

ttg
Leu

cag
Gln

ctg
Leu
675

aag
Lys

gat
Asp

ctt
Leu

aaa
Lys

caa
Gln
755

tat
Tyxr

aag
Lys

agg
Arg

cta
Leu

act
Thr
835

gac

Asp

aag
Lys

aag
Lys

gaa
Glu

aaa
Lys
660

cgg
Arg

att
Ile

tta
Leu

gta
Val

aaa
Lys
740

aaa
Lys

tct
Ser

gca
Ala

cta
Leu

tat
Tyr
820

atc
Ile

atc
Ile

gtg
Val

aga
Arg

atc
Ile
900

645

gga
Gly

aaa
Lys

tte
Phe

ttc
Phe

aaa
Lys
725

att
Ile

aat
Asn

cga
Arg

gag
Glu

gtg
Val
805

gag
Glu

tgc
Cys

tat
Tyr

gaa
Glu

aat
Asn
885

ctc
Leu

gat
Asp

gaa
Glu

aga
Arg

ttg
Leu
710

aac
Asn

gag
Glu

gaa
Glu

aac
Asn

agg
Arg
790

gta
val

gaa
Giu

aaa
Lys

aag
Lys

acc
Thr
870

ggc
Gly

agc
Ser

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val
695

gaa
Glu

tgt
Cys

act
Thr

agc
Sex

ctg
Leu
775

gac
Asp

aag
Lys

gtt
val

tac
Tyr

agt
Ser
855

atc
Ile

aat
Asn

ttc
Phe
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tac
Tyr

ttc
Phe
680

gaa
Glu

aca
Thr

tgg
Trp

aca
Thr

tat
Tyr
760

gaa
Glu

agg
Arg

tct
Ser

aca
Thr

agc
Ser
840

Tttt
Phe

ggt
Gly

<99
Arg

atg
Met

agc
Ser
665

tac
Tyr

aat
Asn

gca
Ala

dag
Giu

ctt
Leu
745

atg
Met

cat
His

gct
Ala

ctg
Leu

atc
Ile
825

acc
Thr

gac
Asp

gat
Asp

cat
His

999
Gly
905

650

tat
Tyr

act
Thr

tce
Ser

gag
Glu

gaa
Glu
730

gcc
Ala

gat
Asp

ctg
Leu

gac
Asp

aag
Lys
810

tac

Tyx

ccc
Pro

cac
His

gcg
Ala

gca
Ala
890

acce
Thr

39

999
Gly

ttg
Leu

aat
Asn

gaa
Glu
715

gat
Asp

aag
Lys

acc
Thr

gta
Val

aga
Arg
795

gag
Glu

ttc
Phe

atg
Met

att
Ile

tac
Tyr
875

ata

Ile

ttt
Phe

atc
Ile

agc
Ser

gga
Gly
700

aaa
Lys

cca
Pro

ata
Ile

ttg
Leu

gag
Glu
780

ctt
Leu

aaa
Lys

agt
Ser

gaa
Glu

gtt
Val
860

atg
Met

gac
Asp

gag
Glu

atc
Ile

tgt
Cys
685

atg
Met

gag
Glu

gaa
Glu

ttt
Phe

atc
Ile
765

gaa
Glu

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

gtg
Val
845

gat
Asp

gtg
vVal

att
Ile

ctg
Leu

gca
Ala
670

cgg
Arg

aaa
Lys

cta
Leu

aag
Lys

gga
Gly
750

cga
Arg

agg
Arg

ttt
Phe

Tttt
Phe

att
Ile
830

gtg
val

cat
His

gct
Ala

‘gce

Ala

gag
Glu
910

655

cag
Gln

gac
Asp

cce
Pro

gaa
Glu

aga
Arg
735

ctt
Leu

cgt
Arg

aca
Thr

atg
Met

gtg
val
815

gta
Val

gac
Asp

cat
His

agt
Ser

aag
Lys
895

cat
His

gag
Glu

cgg
Arg

ttc
Phe

gtg
val
720

cca
Pro

£ttt
Phe

cta
Leu

cag
Gln

ttg
Leu
800

gag
Glu

ggt
Gly

atg
Met

gat
Asp

ggt
Gly
880

atg
Met

ctt
Leu

2133

2181

2229

2277

2325

2373

2421

2469

2517

2565

2613

2661

2709

2757

2805

2853
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ctc
Leu
915

cct
Pro

ggc
Gly

gct
Ala

gct
Ala
930

gga
Gly

gat
Asp
945

acg
Thx

gtc
Val

att
Ile

aga
Arg

cac
His

ttc
Phe

tgc
Cys

cag
Gln

aat
Asn

gga
Giy

gag
Glu
995

aac
Asn

ctg
Leu
1010

cc
Pr

tt
Ph

gca
Ala

gaa
Glu
1025

gca
Ala

gca
Ala
1040

g9
Gl

aaa
Lys

aaa
Lys
1055

99
Gl

ac
Th

gag
Glu

agc

Ser

1070
acagctgcac
atgaggcaga
aatcagatgt
gttccaggga
tttatcgttt

attatatttt

tatgctatat

<210>2

<211> 1073

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

ata t
Ile T

cca
Pro

gtt
Val

gtg g
vVal G

aac
Asn

aca g
Thr A
9

agt g
Ser G
965

gtg
Val

ctt
Leu
3880

tat g
Tyr G

act acc t
Thr Thr T

cct
Pro

a acc
o Thr

t tca
e Ser

gac
Asp

g ata
y Ile

aga
Arg

c act
y Thr

ctg
Leu

c tat
r Tyr

ttt

Phe

tgaggccagg
aatgtcttag
gttctcagtg
gcttctacct
ttgtttactg
aaatacccat

attaggcaag
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att
Ile

cgc
Arg
920

gg
rp

atc
Ile
935

ga
ly

aag
Lys

tet
Ser

ce
la
50

agg
Arg

acc
Thr

gc tcc
ly Ser

aa gtg
lu val

aga
Arg

ac
yr

ctg
Leu
1000

tgg
Trp

act
Thr
1015

cct
Pro

gt
Va

att
Ile
1030

atg
Met

gc
Al

caa
Gln
1045

agc aa

Ser

tt
Le

tac
Tyr
1060

gaa
Glu

Lys

att
Ile

gtt
Val

gga
Gly

cct
Pro

atg
Met

cgt
Arg

tee
Ser
955

atg
Met

gaa
Glu

atc
Ile

ata
Ile

gcc
Ala
970

aca
Thr

gga
Gly
985

gaa
Glu

act ggg atg aag gac

tct
Ser
925

cac
His

99
Gl

tat
Tyr
940

ct
Le

tgt
Cys

ct
Le

act
Thr

ggc
Gly

ctg aag
Leu Lys

ag
Ar

tta
Leu

tac
Tyr

aa

Ly
99

t ccc
y Pro

tgt
Cys

a ttt
u Phe

gga
Gly

¢ cct
u Pro

ttg
Leu
960

a act
g Thr
975

gag
Glu

g gga
s Gly
0

aga
Arg

- cag aaa ttc

Thr Gly Met Lys Asp Gln Lys Phe

aat
Asn

g gag
1 Glu

tct
Ser

c aac
a Asn

a ccc
Pro

aga
Arg

ctg
Leu

g cag
u Gln

caa
Gln

tta
Leu

cgg
Arg

aat
Asn

1005

cgt
Arg

cag
Gln
1020

aaa
Lys

cag
Gln
1035

gta
Val
1050

gcc
Ala

acc
Thr
1065

aca
Thr

ttg
Leu

caa
Gln

aga
Arg

cag
Gln

tat
Tyr

agc
Ser

gac aag
Asp Lys

taaacctaaa tgaggtataa ggactcacac aaattaaaat

caccctecagg
gcttggctgce
aaataactac
ggaaaagaaa
gctttccttc
cttcattaaa

aataaaagct

tgtcctgaaa
cctgtttgga
cttccactct
agaatttcat
tgtattcata
gtatatttaa

aaaggtttcc

40

gcttacttte
ccatggactt
ggaaccttat
ttattttttg
agatttttta
ctcataattt

Cagaaaaaaa

ctgagacctce
tctttgcatg
tccagcagtt
tttgtttatt
aattgtcata
ttgcagaaaa

a

2901
2949
2997
3045
3093
3141
3186
3231
3276
3321
3376
3436
3496
3556
3616
3676

3736

3787
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Met

Pro

Gly

Glu

Val

65

Thr

Ser

Gln

Phe

Gly

145

Met

Thr

Tyr

Leu

Val

225

Axrg

Gly

Ser

Pro

50

Arg

Phe

Ser

Arg

Gln

130

Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

210

Leu

Lys

Thr

Trp

Tyx

35

Leu

Gly

Met

Thr

Met

115

Met

Phe

Pro

Asp

Asn

195

Ala

Arg

Ser

Leu

Leu

20

Glu

Lys

Arg

Tyr

Cys

100

Tyr

Ala

Leu

180

Ser

Gln

Asn

Leu

Ser

Ile

Asn

Leu

Ser

85

Glu

Cys

Leu

Leu

Arg

165

Pro

Thr

Val

Asp

Val
245
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Leu

Phe

Ser

Leu

Gln

70

Asp

Gly

Val

Asp

Ser

150

Lys

Phe

Glu

Ser

Lys

230

Ile

Asp

Ser

Val

Glu

55

Asn

Gly

Leu

Leu

Thr

135

Cys

Leu

Lys

Thr

Tyr
215

Glu’

Ile

Leu

Ser

Leu

40

Asp

Ala

Leu

Asp

Ile

120

Glu

Asp

Met

Thr

Glu

200

Phe

Phe

Met

41

Ala

Gln

25

Met

Ala

Gly

Ile

Leu

105

Gly

Leu

Tyr

Tyr

Tyr

185

Asp

Ser

Gln

Cys

Leu

10

Val

Met

val

Leu

His

90

Leu

Pro

Ser

Lys

Phe

170

Ser

Cys

His

Asp

Gly
250

Trp

Ser

Gly

Asn

Asn

75

Asn

Arg

Ser

Tyr

Glu

155

Leu

Trp

Phe

Glu

Ile

235

Gly

Ser

Gln

Asn

Glu

60

Val

Ser

Lys

Cys

Pro

140

Thr

Val

Ser

Trp

Leu

220

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

45

Gly

Thx

Gly

Ile

Thr

125

Met

Leu

Asn

Thr

Tvr

205

Gly

Met

Glu

Leu

Cys

30

Ala

Leu

Val

Asp

Ser

110

Tyr

Ile

Thr

Phe

Ser

190

Leu

Phe

Asp

Phe

Phe

15

His

Phe

Glu

Asn

Cys

85

Asn

Ser

Ser

Arg

Trp

175

Tyr

Asn

Lys

His

Leu
255

Gln

Asn

Ala

Ile

Ala

Arg

Ala

Thr

Ala

Leu

160

Lys

val

Ala

Val

Asn

240

Tyr
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Lys

Val

Asp

Leu

305

Phe

Lys

His

Leu

Ser

385

Val

Asn

Met

Val

Gln

465

Thr

Arg

Leu

Asp

Tyr

290

Leu

Arg

Ile

Ala

Asp

370

Val

Asn

Ser

Ile

Ala

450

Lys

Asn

Asp

Lys

Leu

275

Met

Asn

Leu

Phe

Phe

355

Asp

Asp

Lys

Lys

Ala

435

Leu

Lys

Glu

Thr

Gly

260

Phe

Lys

Ser

BAla

Leu

340

Arg

Trp

Thrx

Thr

Leu

420

Val

Leu

Trp

Thr

Ile
500

Asp

Asn

Asn

Ser

Tyr

325

Glu

Asn

Gly

Lys

Tyr

405

Pro

Phe

Met

Ser

Asn

485

Gln
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Axrg

Ala

vVal

Asp Gln Tyr

Val

Phe

310

Leu

Asn

Leu

Asp

Lys

390

Pro

Asn

Thr

Leu

His

470

His

Arg

Leu

285

Ser

Asn

Gly

Thr

val

375

Tyr

Val

Asp

Leu

Arg

455

Ile

Val

Leu

280

Val

Arg

Gly

Glu

Phe

360

Asp

Lys

Asp

Ile

Thr

440

Lys

Pro

Ser

Arg

Ala

265

Leu

Leu

Asn

Ile

Asn

345

Glu

Ser

Val

Met

Thr

425

Gly

Tyr

Pro

Leu

Gln
505

42

Glu

Glu

Thr

Leu

Leu

330

Ile

Gly

Thr

Leu

Ser

410

Gly

Ala

Arg

Glu

Lys

490

Cys

Asp

Asp

Leu

Ser

315

Val

Thr

Tyr

Met

Leu

395

Pro

Arg

Val

Lys

Asn

475

Ile

Lys

Ile

Asn

Ser

300

Pro

Phe

Thr

Asp

Val

380

Thr

Thr

Gly

Val

Asp

460

Ile

Asp

Tyr

Val

Val

285

Pro

Thr

Gly

Pro

Gly

365

Leu

Tyr

Phe

Pro

Leu

445

Tyr

Phe

Asp

Val

Ile

270

Thr

Gly

Lys

His

Lys

350

Pro

Leu

Asp

Thr

Gln

430

Leu

Glu

Pro

Asp

Lys
510

Ile

Ala

Asn

Arg

Met

335

Phe

Val

Tyr

Thr

Trp

415

Ile

Leu

Leu

Leu

Lys

495

Lys

Leu

Pro

Ser

Asp

320

Leu

Ala

Thr

Thr

His

400

Lys

Leu

Leu

Arg

Glu

480

Arg

Arg
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Val

Gln

Thr

545

Ile

Ile

Val

Thr

Arqg

625

Pro

Ile

Ile

Asn

Arg

705

Tyr

Asp

His

Gln

Ile

Lys

530

Lys

Glu

Ser

Leu

Glu

610

Met

Lys

Ser

Ile

Glu

690

Pro

Leu

Phe

Asp

Leu

Leu

515

Ile

Phe

Tyr

Tyr

Tyr

585

Val

Val

Lys

Gln

Leu

675

Lys

Asp

Leu

Lys

Gln

755

Tyr

Lys

Glu

Tyx

Cys

Pro

580

Asp

His

Val

Asp

Lys

660

Arg

Ile

Leu

Val

Lys

740

Lys

Ser

Asp
Leu
Gly
Glu
565
Asp
Ile
Gly
Lys
Leu
645
Gly
Lys
Phe
Phe
Lys
725
Ile

Asn

Arg

Leu

Asn

Thr

550

Arg

Gly

Ala

Arg

Ile

630

Trp

Asp

Glu

Arg

Leu

710

Asn

Glu

Glu

Asn
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Lys

Lys

535

Val

Gly

Thr

Lys

Leu

615

Thr

Thr

Val

Thr

val

695

Glu

Cys

Thr

Ser

Leu

His

520

Leu

Lys

Ser

Phe

Gly

600

Lys

Asp

Ala

Tyr

Phe

680

Glu

Thr

Trp

Thx

Tyrxr

760

Glu

Asn

Leu

Leu

Leu

Met

585

Met

Ser

Phe

Pro

Ser

665

Tyr

Asn

Ala

Glu

Leu

745

Met

His

43

Asp

Gln

Asp

Arg

570

Asp

Ser

Thr

Gly

Glu

650

Tyr

Thy

Ser

Glu

Glu

730

Ala

Asp

Leu

Gly
Ile
Thr
555
Glu
Trp
Tyr
Asn
Cys
635

His

Leu
Asn
Glu
719
Asp
Lys

Thr

Val

Asn

Asp

540

Met

vVal

Glu

Leu

Cys

620

Asn

Leu

Ile

Ser

Gly

700

Lys

Pro

Ile

Leu

Glu

Phe

525

Tyr

Ile

Leu

Phe

His

605

Val

Ser

Arg

Ile

Cys

685

Met

Glu

Glu

Phe

Ile

765

Glu

Thr

Tyr

Phe

Asn

Lys

590

Ser

val

Ile

Gln

Ala

670

Arg

Lys

Leu

Lys

Gly

750

Arg

Arg

Glu

Thr

Gly

Asp

575

Ile

Ser

Asp

Leu

Ala

655

Gln

Asp

Pro

Glu

Arg

735

Leu

Arg

Thr

Lys

Leu

Val

560

Thr

Ser

Lys

Ser

Pro

640

Asn

Glu

Arg

Phe

Val

720

Pro

Phe

Leu

Gln
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Leu

785

Leu

Pro

Phe

Leu

Val

865

Leu

Pro

Ala

Asp

945

Arg

Cys

Gly

Asn

Ala

770

Tyr

Pro

Glu

Thr

Asn

850

Tyr

Pro

Leu

Gly

Ala

930

Thr

Ile

Gln

Asn

Leu

1010

Glu

Lys

Arg

Leu

Thr

835

Asp

Lys

Lys

Glu

Leu

915

Gly

Val

His

Phe

Glu
995

Pro Thr Pro Pro Thr

Phe Ser Asp Met Ile

1025

Ala

Leu

Tyr

820

Ile

Ile

Val

Arg

Ile

900

Pro

Val

Asn

Val

Leu

980

Thx

Glu

vVal

805

Glu

Cys

Tyr

Glu

Asn

885

Leu

Ile

Val

Thr

Ser

965

Tyr

Thr

Arg

780

val

Glu

Lys

Lys

Thr

870

Gly

Ser

Trp

Gly

Ala

950

Gly

Glu

Tyr
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775

Asp

Lys

Val

Tyr

Ser

855

Ile

Asn

Phe

Ile

Ile

935

Ser

Ser

val

Trp

Arg

Ser

Thr

Ser

840

Phe

Gly

Arg

Met

Arg

920

Lys

Arg

Thr

Arg

Leu Thr Gly Met Lys Asp Gln Lys Phe

1000

Ala

Leu

Ile

825

Thr

Asp

Asp

His

Gly

805

Ile

Met

Met

Ile

Gly
985

Asp

Lys

810

Tyr

Pro

His

Ala

Ala

890

Thr

Gly

Pro

Glu

Ala

970

Glu

Arg

795

Glu

Phe

Met

Ile

Tyr

875

Ile

Phe

val

Arg

Ser

955

Ile

Thr

780

Leu

Lys

Ser

Glu

Val

860

Met

Asp

Glu

His

Tyr

940

Thr

Leu

Tyr

Asn

Gly

Asp

Val

845

Asp

Val

Ile

Leu

Ser

925

Cys

Gly

Lys

Leu

Phe

Phe

Ile

830

Val

His

Ala

Ala

Glu

910

Gly

Leu

Leu

Arg

Lys
990

1005

Val Glu Asn Gln Gln
1020

1015

Ala Asn Ser Leu Gln

1030

44

1035

Met

val

815

Val

ASp

His

Ser

Lys

895

His

Pro

Phe

Pro

Thr

975

Gly

Leu

800

Glu

Gly

Met

Asp

Gly

880

Met

Leu

Cys

Gly

Leu

960

Glu

Arg

Arg Leu Gln

Lys Arg Gln
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Ala Ala Gly Ile Arg Ser Gln Lys Pro Arg Arg Val Ala Ser Tyr
1040 1045 1050

Lys Lys Gly Thr Leu Glu Tyr Leu Gln Leu Asn Thr Thr Asp Lys
1055 1060 1065

Glu Ser Thr Tyr Phe
1070
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Reivindicaciones

1.

Un ligando de GCC conjugado a un reactivo para su uso en el tratamiento de cancer estomacal o del
esofago primario y/o metastasico, donde el ligando de GCC es un péptido que tiene menos de 25
aminoacidos de largo, y donde el reactivo es seleccionado de un grupo que consiste de: una enzima activa,
un elemento quimioterapéutico, una toxina, un elemento radioterapéutico y un reactivo radio -
sensibilizador.

El ligando de GCC para tratar cancer estomacal o del es6fago primario y/o metastasico de la reivindicacion
uno, donde el ligando de GCC es un ligando con menos de 20 aminoacidos de largo.

El ligando de GCC para tratar un cancer estomacal o del eséfago primario y/o metastasico de la
reivindicacion uno, donde aquel reactivo es seleccionado de un grupo que consiste de: metotrexato,
doxorrubicina, daunorrubicina, citosinarabindsido, etopdsido, 5-4 fluorouracilo, melfalan, clorambucilo, cis-
platino, vindesina, mitomicina, bleomicina, purotionina, macromomicina, derivados de 1,4-benzoquinona,
trenimon, ricina, cadena A de ricina, exotoxina de Pseudomonas, toxina de la difteria, fosfolipasa C de
Clostridium perfringens, ribonucleasa pancreatica bovina, proteina antiviral de fitolaca, abrina, cadena A de
abrina, factor de veneno de cobra, gelonlna sagorlna modecina, viscumina, volkensma fosfatasa alcalina,
nitroimidazol, metronidazol, misonidazol, Sc 90Y 109Pd 123I 131I 186 Re, Re 199A Mg me

?liBls 32P, 33P, 71Ge, 77AS, 103Pb, 105Rh, 111 g 11QSb 121S 131C 143 161Tb, 177 u, 1910 193MPt 197Hg y
.

El ligando de GCC para tratar cancer estomacal o del es6fago primario y/o metastasico de las
reivindicaciones 1 a la 3, donde el reactivo es una agente quimioterapéutico que causa la muerte celular,
inhibe la division celular o induce diferenciacion.

Un ligando de GCC vinculado a un agente detectable para su uso en un método in vivo para la toma de
imagenes de radio de las células cancerigenas estomacales o del eséfago primarias y/o metastasicas,
donde el ligando de GCC es un péptido de menos de 20 aminoacidos de largo.

El Iigando de GCC vinculado a un reactivo detectable para su uso en un método in vivo para la toma de

imagenes de radio de células cancerigenas estomacales o del es6fago primarias y/o metastasmas de la

re|V|nd|caC|on 5, donde el reactlvo detectable es seleccmnado eI grupo que con3|ste de **K, *%Fe, *"Co,

ZOgB', "Ga, ®®Ga, "'Br, 'Rb/*'MKr, ®Msr, ®MTc, "'In, "*Min, 129 127cg 1B, B 132 197Hg, 2°3Pb y
i.
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