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DESCRIPCION
Objetivo terapéutico y de diagndstico
Introduccion

La presente invencion se refiere a la identificacion de proteina de membrana asociada con leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfocitica cronica de células B, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de rifién, cancer de cabeza
y cuello, cancer de pulmén y cancer de pancreas que tiene utilidad como objetivo terapéutico para el tratamiento del
cancer o como marcador para tales canceres. Particularmente, la proteina representa un objetivo bioldgico contra el cual
pueden prepararse reactivos de afinidad que incluyen anticuerpos terapéuticos u otros agentes farmacéuticos. La
invencion se refiere también al uso de tales reactivos de afinidad para el tratamiento o diagnéstico del cancer tales como
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica cronica de células B, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer
de rifidn, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén o cancer pancreatico. La descripcion se refiere también a la
reduccion de la expresion celular inmune de la proteina usando por ejemplo, anticuerpos monoclonales para tratar
enfermedades inflamatorias.

Antecedentes de la invencion

Los principales retos en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (AML), la leucemia linfocitica crénica de células B,
el cancer de mama, el cancer colorrectal, el cancer de rifién, el cancer de cabeza y cuello, el cancer de pulmén y el
cancer de pancreas son mejorar las tasas de deteccion temprana, para encontrar nuevos marcadores no invasivos que
pueden usarse para seguir la progresion de la enfermedad e identificar la recaida y para encontrar terapias mejoradas y
menos toxicas, especialmente para las enfermedades mas avanzadas donde la supervivencia a 5 afios sigue siendo
poca. Existe una gran necesidad de identificar objetivos que sean mas especificos para las células cancerosas, por
ejemplo, que se expresan en la superficie de las células tumorales para que puedan ser atacados por nuevos enfoques
prometedores como inmunoterapéuticos y toxinas orientadas.

La solicitud de patente de Estados Unidos num. US2009/232822 describe métodos para diagnosticar y detectar
enfermedades asociadas con el pulmon. Proporciona una o mas proteinas o fragmentos, péptidos o moléculas de acido
nucleico que se expresan diferencialmente en la enfermedad pulmonar (LCAT) y los anticuerpos que se unen a las
LCAT. Se proporcionan ademas, los métodos para tratar la enfermedad asociada con el pulmoén.

La patente de Estados Unidos num. US6,414,113 describe los péptidos capaces de unirse a BST-1 y los péptidos
capaces de unirse a BST-1 e inhibir la actividad de ADP-ribosil ciclasa y actividad de cADP-ribosa hidrolasa. Los
péptidos son Uutiles para el tratamiento de la artritis reumatoide y del mieloma muiltiple.

Ortolan, E., y ofros, (2010), J Natl Cancer Inst, Vol.102, pags.1160-1177, describe la funcién de CD157 en el control de
la migracion de células de cancer ovarico y la invasion peritoneal y que puede ser Util como herramienta prondstica y
objetivo terapéutico.

El inventor ha mostrado que BST1 se expresa en monocitos y granulocitos, los cuales pueden asociarse y activarse en
enfermedades tales como asma, gota, crohns, lupus y diabetes. Los monocitos estan implicados también en el
desarrollo de las placas ateroscleréticas. No se ha informado previamente que BST1 se origina a partir de las
membranas celulares de la leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica crénica de células B, cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de rifién, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén o cancer de pancreas y representa
una proteina de nuevo valor terapéutico y diagnostico.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion describe la deteccion de la ADP-ribosil ciclasa 2, de aqui en lo adelante denominada como BST1,
en extractos de membrana de diversos tejidos patologicos, por ejemplo, la leucemia mieloide aguda (AML), la leucemia
linfocitica cronica de células B, el cancer de mama, el cancer colorrectal, el cancer de rifion, el cancer de cabeza y
cuello, el cancer de pulmoén y el cancer de pancreas, de aqui en lo adelante denominadas 'las enfermedades de la
invencion', pero no en los extractos de membranas de tejidos normales.

La expresion diferencial de BST1 en diversos canceres permite que la proteina sea focalizada como la base para el
reactivo de afinidad, por ejemplo, las terapias basadas en anticuerpos, para tales canceres. Por lo tanto, BST1 asociado
al cancer puede usarse en la generacion de reactivos de afinidad, incluyendo anticuerpos, que se unen especificamente
a BST1 y pueden orientarse por tales reactivos de afinidad como base del tratamiento. En el tratamiento del cancer
pueden emplearse reactivos de afinidad, incluyendo anticuerpos, que se dirigen a una proteina en la superficie celular
de células cancerosas, a través de una diversidad de mecanismos, que incluyen (i) la lisis por citotoxicidad celular
dependiente del anticuerpo o mediada por complemento (ADCC) (ii) lisis por farmacos o toxinas conjugadas a tales
anticuerpos o (iii) inhibicion de la funcién fisioldgica de dicha proteina, que puede estar impulsando el crecimiento de las
células cancerosas, por ejemplo a través de las vias de sefializacion. Un aspecto importante de este tratamiento basado
en anticuerpos es que el perfil de expresion normal de la proteina objetivo, en términos de distribucién en el tejido y nivel
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de expresion, es tal que cualquier orientacion del anticuerpo sobre la proteina objetivo en los tejidos normales no da
lugar a efectos adversos a través de la unioén a tejidos normales.

La variante humana de longitud completa de BST1 se muestra en la sec. con nim. de ident.: 1.

La presente invencion demuestra la asociacion de BST1 con diversos canceres y la generacion de los anticuerpos
especificos para BST1. Tales anticuerpos se han utilizado para verificar el perfil de expresién de BST1 mediante
inmunohistoquimica y analisis de citometria de flujo, lo que revela la presencia, a través union especifica, de BST1 en la
superficie celular de diversos tejidos cancerigenos y la ausencia de BST1 en tejidos normales. Ademas, se ha
demostrado que tales anticuerpos cumplen los requisitos de los agentes anticancerigenos citoliticos a través de su
unién a la superficie celular de las lineas celulares de cancer, la internalizacion tras la unién a lineas celulares de
cancer, la union ex-vivo de las células vivas a las células malignas y, crucialmente, su capacidad de matar las células
cancerosas mediante la internalizaciéon de una toxina.

La invencion proporciona un reactivo de afinidad que se une a BST1 para uso en el tratamiento o profilaxis del cancer
en donde la BST1 se expresa en dicho cancer.

El cancer es preferentemente una de las enfermedades de la invencion.

La invencién proporciona también un reactivo de afinidad como se define en las reivindicaciones que se une a BST1
para uso en el tratamiento o profilaxis de un cancer como se describié anteriormente.

La invencion proporciona también el uso de un reactivo de afinidad que se define en las reivindicaciones que se une a
BST1 en la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de un cancer como se describid
anteriormente.

Los reactivos de afinidad para su uso en la invencién se unen preferentemente especificamente a BST1.

El reactivo de afinidad es un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo completo, o un fragmento funcional del mismo o un
anticuerpo mimético. Los reactivos de afinidad preferidos incluyen anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales.

El reactivo de afinidad puede ser un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo de simple cadena, un anticuerpo defucosilado o un anticuerpo biespecifico.

Los fragmentos de anticuerpos funcionales incluyen un Unicuerpo, un dominio del anticuerpo o un Nanocuerpo.

Los miméticos de anticuerpos incluyen un Afficuerpo, una DARPina, una Anticalina, un Avimero, un Versacuerpo o una
Duocalina.

Los reactivos de afinidad para su uso en la invencién pueden contener o conjugarse con una porcion terapéutica, tal
como una porcion citotoxica o un isétopo radiactivo. El reactivo de afinidad puede ser un anticuerpo conjugado a
farmaco o un inmunoconjugado.

En el uso de la invencién, el reactivo de afinidad puede inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
o puede provocar citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). El reactivo de afinidad puede inducir la apoptosis
de las células tumorales, matar o reducir el nimero de células madre cancerosas y/o matar o reducir el nimero de
células tumorales circulantes. Los reactivos de afinidad pueden modular la funcién fisiolégica de BST1, que inhibe la
union al ligando y/o inhibe las vias de transduccion de sefales.

Se describe también en la presente descripcion un método para el tratamiento o profilaxis del cancer en donde la BST1
se expresa en dicho cancer, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente
eficaz de un agente hibridante capaz de hibridar con el acido nucleico que codifica BST1.

Se describe también un agente hibridante capaz de hibridarse con el acido nucleico que codifica BST1 para su uso en el
tratamiento o profilaxis de un cancer como se describié anteriormente.

Se describe también el uso de un agente hibridante capaz de hibridarse con el acido nucleico que codifica BST1 en la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de un cancer como se describié anteriormente.

Los agentes hibridantes se unen preferentemente especificamente al acido nucleico que codifica la BST1.
El agente hibridante adecuado para su uso incluye el ARN inhibidor, el ARN pequefio de interferencia (siARN), el ARN
de horquilla pequefia (shARN), el microARN (miARN), y el acido nucleico antisentido o el ADN complementario (ADNc),

oligonucledtidos y ribozimas.

La invencion proporciona también un método para detectar, diagnosticar y/o tamizar de cancer en donde la BST1 se
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expresa en dicho cancer, o para controlar el efecto de un farmaco o terapia de cancer en donde la BST1 se expresa en
dicho cancer, en un sujeto que comprende detectar la presencia o nivel de BST1, o uno o mas de sus fragmentos, o
que comprende detectar un cambio en su nivel en dicho sujeto.

Tal método puede comprender detectar la presencia de BST1, o uno o mas de sus fragmentos, en los cuales o bien (a)
la presencia de un nivel elevado de BST1 o uno o mas de sus fragmentos en el sujeto en comparacion con el nivel en
un sujeto sano, o (b) la presencia de un nivel detectable de BST1 o uno o mas de dichos fragmentos en el sujeto en
comparacion con un nivel indetectable correspondiente en un sujeto sano es indicativo de la presencia de cancer en
donde la BST1 se expresa en dicho cancer, en dicho sujeto.

La invencién proporciona también un método para detectar, diagnosticar y/o tamizar el cancer en donde la BST1 se
expresa en dicho cancer, o para controlar el efecto de un farmaco o terapia de cancer en donde la BST1 se expresa en
dicho cancer, en un sujeto que comprende detectar la presencia o nivel de anticuerpos capaces de unirse
inmunoespecificamente a BST1, o uno o mas de sus fragmentos.

En los métodos de diagndstico de conformidad con la descripcion, la presencia de BST1, o uno o mas de sus
fragmentos, o la presencia o nivel de anticuerpos capaces de unién inmunoespecifica a BST1, o uno o mas de sus
fragmentos, se detecta mediante el analisis de una muestra bioldgica Obtenido del sujeto.

La presencia de BST1, o uno o mas de sus fragmentos, puede detectarse usando un reactivo de afinidad que se une a
BST1. El reactivo de afinidad puede ser cualquier reactivo de afinidad adecuado como se mencioné anteriormente. El
reactivo de afinidad puede contener o estar conjugado con un marcador detectable.

En cualquiera de los aspectos de la invencion mencionados anteriormente, el sujeto puede ser un ser humano.

Se describe también un método para identificar un agente para el tratamiento o profilaxis de cancer en donde la BST1
se expresa en dicho cancer, en donde el método comprende (a) poner en contacto a BST1, o uno o mas de sus
fragmentos, con un agente candidato; y (b) determinar si el agente se une a BST1, o uno o mas de sus fragmentos. El
método puede comprender también la etapa de probar la capacidad de un agente que se une a BST1, o uno o mas de
sus fragmentos, para inhibir el cancer en donde la BST1 se expresa en dicho cancer.

Los agentes identificados que utilizan el método son preferentemente para el tratamiento o profilaxis de las
enfermedades de la invencion.

Los agentes identificados usando tales métodos pueden ser moléculas pequefias y pueden modular la actividad de
BST1, reducir la union del ligando a BST1.

En las diversas modalidades de la invencién descritas en la presente descripcion, los tipos de cancer particulares que
pueden mencionarse son una de las enfermedades de la invencion.

En una modalidad, el cancer que se detecta, previene o trata es la leucemia mieloide aguda (AML).
En otra modalidad, el cancer que se detecta, previene o trata es el cancer de mama.

En otra modalidad, el cancer que se detecta, previene o trata es el cancer colorrectal.

En otra modalidad, el cancer que se detecta, previene o trata es el cancer de rifién.

En otra modalidad, el cancer que se detecta, previene o trata es el cancer de cabeza y cuello.

En otra modalidad, el cancer que se detecta, previene o trata es cancer de pulmon, por ejemplo cancer de pulmoén de
células no pequefas y/o cancer de pulmén de células pequefias.

En otra modalidad, el cancer que se detecta, previene o trata es el cancer de pancreas.
Otros aspectos de la presente invencion se exponen mas abajo y en las reivindicaciones de la presente invencion.
Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1a, 1b, 1c, 1d y 1e muestran la secuencia de aminoacidos de la proteina de la descripcion. Se subrayan los
péptidos en tandem experimentalmente detectados por LCMS estan subrayados.

Las Figuras 2 muestran la secuencia de aminoacidos de la proteina de la descripcion. Se subrayan los péptidos en
tandem experimentalmente detectados por iTRAQ en cancer de pulmoén de células no pequefias estan subrayados.

Las Figuras 3a y 3b muestran los resultados del analisis de perfil de ARN de BST1. La Figura 3c muestra los resultados
del perfil comparativo de RT-PCR en un conjunto de tejidos normales que muestran expresion de BST1 junto con CD33.
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La Figura 4a muestra los resultados del analisis de citometria de flujo de BST1 en pacientes con AML. La Figura 4b
muestra los resultados del analisis de citometria de flujo de BST1 y CD33 en un subconjunto de leucocitos humanos. La
Figura 4c muestra los resultados del analisis por citometria de flujo de BST1 en las células A549 y H226.

Las Figuras 5a a 5b muestran la internalizacion de los anticuerpos monoclonales anti-BST1 en las células A549 y H226,
usando el ensayo de MabZAP.

Figura 6a y 6b.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona métodos y composiciones para su uso en el tamizaje, diagndstico y terapia de las
enfermedades de la invencion, estratificacion de los pacientes, para controlar la efectividad de las enfermedades del
tratamiento de la invencién, se describen también los métodos para el desarrollo de farmacos para el tratamiento de las
enfermedades de la invencion.

La invencion descrita en detalle mas abajo, abarca la administracion de composiciones terapéuticas a un sujeto, por
ejemplo un sujeto mamifero, para tratar o prevenir el cancer, por ejemplo, las enfermedades de la invencion. La
invencion proporciona también métodos y composiciones para el tamizaje clinico y el diagndstico de cancer, por
ejemplo, las enfermedades de la invenciéon en un sujeto mamifero para identificar los pacientes mas propensos a
responder a un tratamiento terapéutico en particular, para controlar los resultados del cancer, por ejemplo, las
enfermedades de la terapia de la invencion, para el tamizaje de farmacos y el desarrollo de farmacos.

En un aspecto, la invencién proporciona un agente capaz de unirse especificamente a BST1, o su fragmento, o un
agente capaz de detectar la actividad de BST1 para su uso en el tratamiento, tamizaje, deteccion y/o diagnoéstico de las
enfermedades tales como cancer, y especialmente las enfermedades de la invencion.

Se describe también, un reactivo de afinidad capaz de unirse especifico a BST1 o su fragmento, por ejemplo, un
reactivo de afinidad que contiene o se conjuga con un marcador detectable o contiene o se conjuga con una porcion
terapéutica tal como una porcion citotdxica. El reactivo de afinidad puede, por ejemplo, ser un anticuerpo.

Los reactivos de afinidad para uso en la invencion pueden unirse a un epitopo de BST1 que comprende una o mas de
las porciones de la sec. con num. de ident.: 13.

Se describe también una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
reactivo de afinidad capaz de unirse especificamente a BST1 o su fragmento.

Se describe también el uso de un polipéptido BST1, o uno o mas de sus fragmentos o derivados, para el tratamiento o
profilaxis de, por ejemplo, las enfermedades de la invencion.

Se describe también el uso de un polipéptido de BST1, o uno o mas de sus fragmentos o derivados, en la elaboracion
de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de, por ejemplo, las enfermedades de la invencion.

Se describe también un método de tratamiento que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un
polipéptido de BST1, uno o mas de sus fragmentos o derivados, o uno o mas de sus fragmentos o derivados del mismo,
para el tratamiento o profilaxis de, por ejemplo, las enfermedades de la invencion.

Se describe también un método para el tratamiento o profilaxis de, por ejemplo, las enfermedades de la invencién en un
sujeto, o para vacunar un sujeto, contra por ejemplo las enfermedades de la invencion, que comprende la etapa de
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un polipéptido de BST1 y/o uno o mas de sus fragmentos antigénicos o
inmunogénicos, por ejemplo, como una vacuna.

El sujeto mamifero puede ser un mamifero no humano, pero generalmente es humano, tal como un humano adulto, es
decir, un sujeto humano de al menos 21 (por ejemplo, al menos 35, al menos 50, al menos 60, al menos 70, o al menos
80) afios de edad.

Se describe también una composicién capaz de inducir una respuesta inmune en un sujeto, cuya composicion
comprende un polipéptido BST1 y/o uno o mas de sus fragmentos antigénicos o inmunogénicos y uno o mas
adyuvantes adecuados (se discuten adyuvantes adecuados mas abajo).

La composicién capaz de inducir una respuesta inmune puede proporcionarse, por ejemplo, como una vacuna que
comprende un polipéptido de BST1 o sus derivados, y/o uno o mas de sus fragmentos antigénicos o inmunogénicos.

Para claridad de la descripcién, y no a modo de limitacion, la invencion se describira con respecto al analisis de tejido
mieloide, mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico. Sin embargo, como apreciara una persona con
experiencia en la técnica, los ensayos y técnicas descritos mas abajo pueden aplicarse a otros tipos de muestras de
pacientes, que incluyen fluidos corporales (por ejemplo sangre, orina o saliva), una muestra de tejido de un paciente en
riesgo de tener las enfermedades de la invencion (por ejemplo, una biopsia tales como una biopsia mieloide, mamaria,
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colorrectal, renal, pulmonar o pancreatica) o un homogenado de la misma. Los métodos y composiciones de la presente
invencion son especialmente adecuados para el tamizaje y diagndstico de un sujeto vivo, pero pueden usarse también
para el diagnostico postmortem en un sujeto, por ejemplo, para identificar miembros de la familia en riesgo para
desarrollar la misma enfermedad.

Se describe en la presente invencién un método para preparar un anticuerpo anti-BST1, dicho método que comprende
las etapas de: obtener una célula huésped que contiene una o mas moléculas de acido nucleico que codifican el
anticuerpo de la descripcion; cultivar la célula huésped en un cultivo de células huésped; proporcionar las condiciones
de cultivo de las células huésped en donde se expresan una o mas moléculas de acido nucleico; y recuperar el
anticuerpo de la célula huésped o del cultivo de células huésped.

Otras descripciones se refieren a métodos para preparar los anticuerpos de la descripcion, que comprenden las etapas
de: inmunizar un animal transgénico que comprende los genes de la inmunoglobulina humana con un péptido BST1;
recuperar las células B de dicho animal transgénico; preparar hibridomas a partir de dichas células B; seleccionar los
hibridomas que expresan anticuerpos que se unen a BST1; y recuperar dichos anticuerpos que se unen a BST1 de
dichos hibridomas seleccionados.

En otros ejemplos, el método para preparar anticuerpos anti-BST1, comprende las etapas de:

(a) inmunizar un animal transgénico que comprende genes de inmunoglobulina humana con un péptido BST1;

(b) recuperar el ARNm de las células B de dicho animal transgénico;

(c) convertir dicho ARNm en ADNC;

(d) expresar dicho ADNc en fagos tal que los anticuerpos anti-BST1 codificados por dicho ADNc se presenten en la
superficie de dichos fagos;

(e) seleccionar los fagos que presentan anticuerpos anti-BST1;

(f) recuperar las moléculas de acido nucleico de dichos fagos seleccionados que codifican dichas inmunoglobulinas anti-
BST1;

(g) expresar dichas moléculas de acido nucleico recuperadas en una célula huésped; y

(h) recuperar de dicha célula huésped los anticuerpos que se unen a BST1.

Se describe también el uso de un polipéptido BST1, o uno o mas de sus fragmentos o derivados inmunogénicos, para el
tratamiento o profilaxis de, por ejemplo, las enfermedades de la invencion.

Se describen ademas métodos para tratar, por ejemplo las enfermedades de la invencién, que comprenden administrar
a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que modula (por ejemplo, sobrerregula o regula
negativamente) o complementa la expresion o la actividad bioldégica (o ambas) de la proteina de la descripcion en
pacientes que tienen, por ejemplo, las enfermedades de la invencion, para (a) prevenir el inicio o desarrollo de, por
ejemplo, las enfermedades de la invencion; (b) prevenir la progresion de, por ejemplo las enfermedades de la invencion;
o (c) mejorar los sintomas de, por ejemplo las enfermedades de la invencion.

De conformidad con otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para detectar, diagnosticar y/o tamizar las
enfermedades de la invencion o para controlar el efecto de, por ejemplo un farmaco anticancerigeno o terapia dirigida
hacia las enfermedades de la invencién en un sujeto que comprende detectar la presencia o el nivel de BST1, o uno o
mas de sus fragmentos o la presencia o nivel de actividad de BST1 o que comprende detectar un cambio del nivel de la
misma en dicho sujeto.

De conformidad con otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para detectar, diagnosticar y/o seleccionar,
por ejemplo las enfermedades de la invencion en un sujeto candidato que comprende detectar la presencia de BST1, o
uno o mas de sus fragmentos o la presencia de la actividad de BST1 en dicho sujeto candidato, en el que ya sea (a) la
presencia de un nivel elevado de BST1 o uno o mas de dichos fragmentos o la presencia de un nivel elevado de
actividad BST1 en el sujeto candidato en comparacién con el nivel en un sujeto sano o (b) la presencia de un nivel
detectable de BST1 o uno o mas de dichos fragmentos o la presencia de un nivel detectable de actividad BST1 en el
sujeto candidato en comparacion con un nivel indetectable correspondiente de un sujeto sano indica la presencia de, por
ejemplo, las enfermedades de la invencion en dicho sujeto.

Ademas, en la presente invencion se describe un método para controlar la progresion de, por ejemplo las enfermedades
de la invencion en un sujeto o para controlar el efecto de, por ejemplo un farmaco anticancerigeno o terapia dirigida
hacia las enfermedades de la invencion que comprende detectar la presencia de BST1, o uno o mas de sus fragmentos,
o la presencia del acido nucleico que codifica BST1 o la presencia de la actividad de BST1 en dicho sujeto candidato en
un primer intervalo de tiempo y en un intervalo de tiempo posterior, la presencia de un nivel elevado o reducido de BST1
o uno o mas de dichos fragmentos o un nivel elevado o reducido del acido nucleico que codifica BST1 o la presencia de
un nivel elevado o reducido de la actividad de BST1 en el sujeto en el intervalo de tiempo posterior en comparacion con
el nivel en el sujeto en dicho primer intervalo de tiempo, lo que indica la progresion o regresion de, por ejemplo las
enfermedades de la invencién o lo que indica el efecto o no efecto de, por ejemplo el farmaco anticancerigeno o terapia
dirigida hacia las enfermedades de la invencién en dicho sujeto.

De conformidad con otro aspecto, la descripcion se refiere a un método para detectar, diagnosticar y/o tamizar las
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enfermedades de la invencion o para controlar el efecto de un farmaco anticancerigeno o terapia dirigida hacia las
enfermedades de la invencion en un sujeto, que comprende detectar la presencia o el nivel de anticuerpos capaces de
unirse inmunoespecificamente a BST1, o uno o mas de sus fragmentos que contienen epitopos o que comprende
detectar un cambio en el nivel de los mismos en dicho sujeto.

De conformidad con otro aspecto, la descripcion se refiere a un método para detectar, diagnosticar y/o tamizar las
enfermedades de la invencion en un sujeto, que comprende detectar la presencia de anticuerpos capaces de unirse
inmunoespecificamente a BST1, o uno o mas de sus fragmentos que contienen epitopos en dicho sujeto, en el que (a)
la presencia de un nivel elevado de anticuerpos capaces de unirse inmunoespecificamente a BST1 o uno o mas de
dichos fragmentos que contienen epitopos en dicho sujeto en comparacion con el nivel en un sujeto sano o (b) la
presencia de un nivel detectable de anticuerpos capaces de unirse inmunoespecificamente a BST1 o uno o mas de
dichos fragmentos que contienen epitopos en dicho sujeto en comparacién con un nivel indetectable correspondiente en
un sujeto sano indica la presencia de dicho cancer en dicho sujeto.

Un método particular para detectar, diagnosticar y/o tamizar el cancer, por ejemplo las enfermedades de la invencion
comprende:

poner en contacto BST1, o uno o mas de sus fragmentos que contienen epitopos con una muestra biolégica que se
prueba; y

detectar en el sujeto la presencia de anticuerpos capaz de unir inmunoespecificamente a BST1, o uno o mas de sus
fragmentos que contienen epitopos.

Se describe ademas en la presente descripcion un método para controlar la progresion del cancer, por ejemplo, las
enfermedades de la invencion o para controlar el efecto de un farmaco anticancerigeno o terapia dirigida hacia las
enfermedades de la invencion en un sujeto, que comprende detectar la presencia de anticuerpos capaces de unirse
inmunoespecificamente a BST1 o uno o mas de sus fragmentos que contienen epitopos en dicho sujeto en un primer
intervalo de tiempo y en un intervalo de tiempo posterior, la presencia de un nivel elevado o reducido de anticuerpos
capaces de unirse inmunoespecificamente a BST1, o uno o mas de sus fragmentos que contienen epitopos en dicho
sujeto en el intervalo posterior en comparacion con el nivel en dicho sujeto en dicho primer intervalo de tiempo, lo que
indica la progresion o regresion de dicho cancer, o el efecto o no efecto de dicho farmaco o terapia anticancerigena en
dicho sujeto.

La presencia de anticuerpos capaces de unirse inmunoespecificamente a BST1, o uno o mas de sus fragmentos que
contienen epitopos, se detecta tipicamente mediante el analisis de una muestra biologica obtenida a partir de dicho
sujeto (muestras bioldgicas ilustrativas se mencionan anteriormente, por ejemplo, la muestra es una muestra de tejido
mieloide, mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico, o bien una muestra de sangre o saliva). EIl método incluye
tipicamente la etapa de obtener dicha muestra bioldgica para el analisis de dicho sujeto.

Los anticuerpos que pueden detectarse incluyen anticuerpos IgA, IgM e IgG.

En cualquiera de los métodos anteriores, el nivel que puede detectarse en el sujeto candidato que tiene cancer, por
ejemplo las enfermedades de la invencion son 2 o mas veces superiores que el nivel en el sujeto sano.

En un aspecto de la invencion, se usa electroforesis unidimensional u otros métodos apropiados para analizar muestras
de tejido mieloide, mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico de un sujeto, preferentemente un sujeto vivo,
para medir la expresion de la proteina de la invencion para el tamizaje o diagndstico de, por ejemplo, las enfermedades
de la invencién, para controlar la efectividad de las enfermedades de la invencion, o para el desarrollo de farmacos.

Como se usa en la presente, el término "proteina de la descripcién" o "BST1" se refiere a la proteina ilustrada en la
Figura 1 detectada experimentalmente por cromatografia liquida-espectrometria de masas de muestras de tejido de
cancer y la Figura 2 detectada experimentalmente por marcado isotdpico para la cuantificacion absoluta y relativa. Los
derivados proteicos de esta secuencia pueden ser Utiles también para los mismos propdsitos que se describen en la
presente descripcion.

Esta proteina se ha identificado en los extractos de proteinas de membrana de muestras de tejido de cancer de
pacientes con cancer, a través de los métodos y aparatos de la tecnologia preferida descrita en los Ejemplos 1y 2 (por
ejemplo, mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas y marcado isotdpico para la cuantificacion absoluta y
relativa de los extractos proteicos de membrana de la digestion triptica). Las secuencias de péptidos se compararon con
las bases de datos SWISS-PROT y trEMBL (del Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB) y el Instituto Europeo de
Bioinformatica (EBI), que estan disponibles en www.expasy.com) y la siguiente entrada: Q10588, se identific6 ADP-
ribosil ciclasa 2. La secuencia de nucledtidos que codifica esta proteina se encuentra en el nimero de acceso NM
004334.2.

La ADP-ribosil ciclasa 2 (conocida también como antigeno 1 del estroma de la médula ésea (BST1) o CD157) es una
ectoenzima bifuncional anclada en lipidos que cataliza la ciclaciéon e hidrdlisis de los ribonucleétidos. Genera los
segundos mensajeros nucleotidicos ADP-ribosa ciclica y ADP-ribosa que son capaces de activar la liberacion de calcio
y la fosforilacion proteica (FEBS Lett. 1994, 356(2-3):244-8). Es capaz de soportar el crecimiento de células pre-B de
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una forma paracrina, posiblemente a través de la generacion de metabolitos NAD+ (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994,
91:5325-5329; J Biol Chem. 2005, 280:5343-5349).

Los experimentos de inmunohistoquimica (ver Ejemplo 3) mostraron tincién fuerte en el cancer de pulmén de células no
pequenas.

Se realizaron también experimentos de perfil de ARN y citometria de flujo y mostraron que BST1 se expresa a niveles
altos en células cancerosas circulantes de pacientes con leucemia mieloide aguda (AML). A estos niveles, un anticuerpo
con ADCC mejorada por ingenieria genética puede ser terapéuticamente eficaz.

Se demostré6 que BST1 internaliza mediante el ensayo de MabZAP (ver Ejemplo 9), lo que ilustra un conjugado
anticuerpo-farmaco (ADC), que puede ser terapéuticamente eficaz.

La proteina descrita en la presente descripcion es util como son los fragmentos, particularmente los fragmentos que
contienen epitopos, por ejemplo los fragmentos antigénicos o inmunogénicos de los mismos y sus derivados. Los
fragmentos que contienen epitopos incluyendo fragmentos antigénicos o inmunogénicos tendran tipicamente una
longitud de 12 aminoacidos o mas, por ejemplo 20 aminoacidos o mas, por ejemplo 50 o 100 aminoacidos o mas. Los
fragmentos pueden ser 95 % o mas de la longitud de la proteina completa, por ejemplo 90 % o mas, por ejemplo 75 % o
50 % 025 % 0 10 % o mas de la longitud de la proteina completa.

Alternativamente, la proteina/polipéptido que se emplea o refiere en la presente descripcion puede limitarse a aquellos
especificamente indicados/descritos en la presente especificaciéon o una porcion 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98 0 99% idéntica o similar a él.

Los fragmentos que contienen epitopo incluyendo fragmentos antigénicos o inmunogénicos seran capaces de inducir
una respuesta inmune relevante en un paciente. El ADN que codifica la proteina descrita en la presente descripcién es
util también como son sus fragmentos, por ejemplo los fragmentos que codifican el ADN de la proteina descrita en la
presente descripcion, tales como los fragmentos inmunogénicos de la misma. Los fragmentos del acido nucleico (por
ejemplo, ADN) que codifica descritos en la presente descripcion pueden ser 95 % o mas de la longitud de la region
codificante completa, por ejemplo 90 % o mas, por ejemplo 75 % o0 50 % o0 25 % o 10 % o mas de la longitud de la
region codificante completa. Los fragmentos del acido nucleico (por ejemplo, ADN) pueden ser de 36 nucleétidos o mas,
por ejemplo 60 nucleétidos o mas, por ejemplo 150 6 300 nucleétidos o mas de longitud.

Los derivados de la proteina descrita en la presente descripcion incluyen variantes de la secuencia en las que se
realizaron una o mas deleciones, inserciones o sustituciones (por ejemplo, 1-20 tal como 15 aminoacidos, o hasta 20 %
tal como hasta 10 % o0 5 % o 1% en numero de aminoacidos basados en la longitud total de la proteina). Las
sustituciones pueden ser tipicamente sustituciones conservadoras. Los derivados tipicamente tendran en esencia la
misma funcién biolégica que la proteina de la que se derivan. Los derivados seran tipicamente antigénicos o
inmunogénicos en comparacion con la proteina de la que se derivan. Los derivados tipicamente tendran o bien la
actividad de unioén al ligando, o la capacidad activa de formacion del complejo receptor, o preferentemente ambas, de la
proteina de la que se derivan.

Los derivados de las proteinas incluyen también la proteina quimicamente tratada tales como proteinas
carboximetiladas, carboxiamidadas, acetiladas, por ejemplo tratadas durante la purificacion.

Para BST1, el nivel detectado se obtiene después de analizar el tejido de sujetos que tienen, por ejemplo, las
enfermedades de la invencidn con respecto al nivel detectado que se obtiene al analizar el tejido de sujetos libres de,
por ejemplo las enfermedades de la invencion dependera del protocolo analitico en particular y de la técnica de
deteccion que se utiliza. Como consecuencia, la presente invencién contempla que cada laboratorio establecera un
intervalo de referencia en sujetos libres de, por ejemplo, las enfermedades de la invencién de conformidad con el
protocolo analitico y la técnica de detecciébn en uso, como es convencional en la técnica de diagnostico.
Preferentemente, al menos una muestra de tejido positivo de control de un sujeto conocido por tener, por ejemplo Las
enfermedades de la invencién o al menos una muestra de tejido negativo de control de un sujeto conocido por estar libre
de, por ejemplo, Las enfermedades de la invencion (y mas preferiblemente muestras de control positivas y negativas) se
incluyen en cada lote de muestras de ensayo analizadas.

BST1 puede usarse para la deteccion, diagnéstico o control de por ejemplo, las enfermedades de la invencién o para el
desarrollo de farmacos. En una modalidad de la invencion, el tejido de un sujeto (por ejemplo, un sujeto que se
sospecha que tiene las enfermedades de la invencion) se analiza por cromatografia liquida-espectrometria de masas
para la deteccion de BST1. Una abundancia aumentada de BST1 en el tejido del sujeto con respecto al tejido de un
sujeto o sujetos libres de las enfermedades de la invencion (por ejemplo, una muestra de control) o un intervalo de
referencia previamente determinado indica la presencia de las enfermedades de la invencion.

En otra modalidad de la invencion, el tejido de un sujeto (por ejemplo, un sujeto que se sospecha que tiene las

enfermedades de la invencion) se analiza mediante el marcado isotopico para la cuantificacion absoluta y relativa para
la deteccion de BST1. Una abundancia aumentada de BST1 en el tejido del sujeto con respecto al tejido de un sujeto o
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sujetos libres de las enfermedades de la invencién (por ejemplo, una muestra de control) o un intervalo de referencia
previamente determinado indica la presencia de las enfermedades de la invencion.

Con respecto a los fragmentos, fragmentos que contienen epitopos, fragmentos inmunogénicos o fragmentos
antigénicos de BST1:

para las aplicaciones relevantes de cancer, en un aspecto de la invencion estas comprenden las secuencias
identificadas como secuencias tripticas en los Ejemplos 1y 2.

Como se usa en la presente descripcion, BST1 se "aisla" cuando esta presente en una preparacion que esta
sustancialmente libre de proteinas contaminantes, es decir, una preparacion en la que menos del 10 % (por ejemplo
menos del 5 %, tal como menos de 1 %) de la proteina total presente es proteinas contaminantes. Una proteina
contaminante es una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos significativamente diferente a BST1 aislado,
segun se determina por andlisis espectral de masas. Como se usa en la presente descripcion, una secuencia
"significativamente diferente" es aquella que permite que la proteina contaminante se resuelva a partir de la BST1
mediante andlisis espectral de masas, realizado de conformidad con el Protocolo de Referencia descrito en la presente
descripcion en los Ejemplos 1y 2.

Se describe también en la presente descripcidon, una composicion farmacéutica para el tratamiento de, por ejemplo las
enfermedades de la invencidon que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido BST1
(particularmente aquellos definidos anteriormente) o un fragmento inmunogénico del mismo y un adyuvante.

BST1 puede ensayarse por cualquier método conocido por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a,
las tecnologias preferidas descritas en la presente invencion, ensayos de quinasa, ensayos enzimaticos, ensayos de
union y otros ensayos funcionales, inmunoensayos y transferencia en membranas de Western.

Alternativamente, puede detectarse BST1 en un inmunoensayo. En una modalidad, se realiza un inmunoensayo
poniendo en contacto con una muestra de un sujeto que se prueba con un anticuerpo anti-BST1 (u otro reactivo de
afinidad) bajo condiciones tales que se pueda ocurrir la unidn (por ejemplo, unién inmunoespecifica) si esta presente
BST1 y detectar o medir la cantidad de cualquier unién (por ejemplo, unidén inmunoespecifica) con el agente. Los
agentes de union a BST1 pueden producirse mediante los métodos y técnicas ensefiados en la presente descripcion.
En una modalidad particular, BST1 se analiza mediante inmunohistoquimica.

BST1 puede detectarse en virtud de la deteccion de un fragmento del mismo, por ejemplo, un fragmento que contiene
el epitopo de la misma (por ejemplo, uno inmunogénico o antigénico). Los fragmentos pueden tener una longitud de al
menos 10, mas tipicamente de al menos 20 aminoacidos, por ejemplo, al menos 50 6 100 aminoacidos, por ejemplo, al
menos 150 6 200 aminoacidos; por ejemplo, al menos 300 6 500 aminoacidos; por ejemplo, al menos 700 o 900
aminoacidos.

En una modalidad, la unién de un reactivo de afinidad (por ejemplo, un anticuerpo) en secciones de tejido puede usarse
para detectar la localizacion aberrante de BST1 o un nivel aberrante de BST1. En una modalidad especifica, puede
usarse un anticuerpo (u otro reactivo de afinidad) para BST1 para ensayar un tejido de paciente (por ejemplo, un tejido
mieloide, mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico) para el nivel de BST1 donde un nivel aberrante de BST1
es indicativo de las enfermedades de la invencion. Como se usa en el presente documento, un "nivel aberrante" significa
un nivel aumentado en comparacion con el nivel en un sujeto libre de las enfermedades de la invencidon o un nivel de
referencia.

Cualquier inmunoensayo adecuado puede usarse, e incluye, sin limitarse a, sistemas de ensayo competitivos y no
competitivos usando técnicas tales como transferencias en membranas de western, radioinmunoensayos,
inmunohistoquimica, ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas), inmunoensayos "sandwich", ensayos de
inmunoprecipitacion, reacciones de precipitacion, reacciones de precipitacion de difusion en gel, ensayos de
inmunodifusion, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion del complemento, ensayos inmunorradiométricos,
inmunoensayos fluorescentes e inmunoensayos de proteina A.

Por ejemplo, BST1 puede detectarse en una muestra de fluido (por ejemplo, sangre, orina o saliva) mediante un ensayo
en sandwich de dos etapas. En la primera etapa, se utiliza un reactivo de captura (por ejemplo, un anticuerpo anti-BST1
u otro reactivo de afinidad) para capturar BST1. El reactivo de captura puede ser opcionalmente inmovilizado sobre una
fase solida. En la segunda etapa, se utiliza un reactivo de deteccién marcado directo o indirecto para detectar la BST1
capturada. En una modalidad, el reactivo de detecciéon es una lectina. Puede usarse cualquier lectina para este
propésito que se une preferentemente a BST1 en lugar de a otras isoformas que tienen el mismo nucleo proteico que
BST1 o a ofras proteinas que comparten el determinante antigénico reconocido por el anticuerpo. En una modalidad
preferida, la lectina escogida se une a BST1 con al menos 2 veces mayor afinidad, con mayor preferencia al menos 5
veces mayor afinidad, aun con mayor preferencia al menos 10 veces mayor afinidad, que a dichas otras isoformas que
tienen el mismo nucleo proteico como BST1 o a dichas otras proteinas que comparten el determinante antigénico
reconocido por el reactivo de afinidad. Basandose en la presente descripcidn, una lectina que es adecuada para
detectar BST1 puede identificarse facilimente por los métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo después de
probar una o mas lectinas enumeradas en la Tabla | en las paginas 158-159 de Sumar y otros, Lectins as Indicators of
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Disease-Associated Glycoforms, En: Gabius H-J & Gabius S (eds.), 1993, Lectins and Glycobiology, en las pags. 158-
174. En una modalidad alternativa, el reactivo de deteccién es un anticuerpo (u otro reactivo de afinidad), por ejemplo un
anticuerpo que detecta especificamente (por ejemplo inmunoespecificamente) otras modificaciones postraduccionales,
tal como un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a aminoacidos fosforilados. Ejemplos de tales anticuerpos
incluyen los que se unen a fosfotirosina (BD Transduction Laboratories, niumeros de catalogo: P11230-050 / P11230-
150, P11120, P38820, P39020), los que se unen a fosfoserina (Zymed Laboratories Inc., San Francisco Sur, California,
numero de catalogo 61-8100) y los que se unen a fosfotreonina (Zymed Laboratories Inc., San Francisco Sur, California,
numeros de catalogo 71-8200, 13-9200).

Si se desea, puede usarse también un gen que codifica BST1, un gen relacionado, o secuencias o subsecuencias de
acidos nucleicos relacionados, incluyendo secuencias complementarias, en los ensayos de hibridacion. Puede usarse
como sonda de hibridacién un nucleétido que codifica BST1, o sus subsecuencias que comprenden al menos 8
nucledtidos, preferentemente al menos 12 nucleétidos y con maxima preferencia al menos 15 nucleétidos. Los ensayos
de hibridacion pueden usarse para la deteccion, diagndstico o control de las condiciones, trastornos o estados
patoldgicos, asociados con la expresion aberrante del gen que codifica la BST1, o para el diagnéstico diferencial de
sujetos con signos o sintomas sugestivos de, por ejemplo, las enfermedades de la invencién. Particularmente, dicho
ensayo de hibridacion puede llevarse a cabo mediante un método que comprende poner en contacto la muestra de un
sujeto que contiene acido nucleico con una sonda de acido nucleico capaz de hibridar con un ADN o ARN que codifica
para BST1, bajo condiciones tales que pueda producirse la hibridacion y detectar o medir cualquier hibridacion
resultante.

Por lo tanto, puede detectarse el acido nucleico que codifica la BST1 (por ejemplo, ADN o mas adecuadamente ARN),
por ejemplo, usando un agente hibridante capaz de hibridar con el acido nucleico que codifica la BST1.

Uno de tales procedimientos ilustrativos comprende:

poner en contacto una o mas sondas de oligonucledtidos que comprenden 10 o mas nucledtidos consecutivos
complementarios a una secuencia de nucleétidos que codifica BST1, con un ARN obtenido a partir de una muestra
bioldégica del sujeto o con el ADNc copiado del ARN, donde dicho contacto ocurre en condiciones que permiten la
hibridacién de la sonda con la secuencia de nucleétidos si esta presente;

detectar la hibridacion, si existe, entre la sonda y la secuencia de nucleétidos; y

comparar la hibridacion, si existe, detectada en la etapa (b) con la hibridacion detectada en una muestra control, o con
un intervalo de referencia previamente determinado.

Se describen también, los kits de diagndstico, que comprenden un anticuerpo anti-BST1 (u otro reactivo de afinidad).
Adicionalmente, dicho kit puede comprender opcionalmente uno o mas de los siguientes: (1) instrucciones para el uso
del reactivo de afinidad anti-BST1 para el diagnéstico, control terapéutica o cualquier combinacién de estas
aplicaciones; (2) una pareja de unién marcada al reactivo de afinidad; (3) una fase sdlida (tal como una tira reactiva)
sobre la que se inmoviliza el reactivo de afinidad anti-BST1; y (4) una etiqueta o inserto que indique la aprobacion
reglamentaria para el uso diagnéstico, pronostico o terapéutico o cualquiera de sus combinaciones. Si no se proporciona
una pareja de uniéon marcada al reactivo de afinidad, el propio reactivo de afinidad anti-BST1 puede marcarse con un
marcador detectable, por ejemplo, una porcién quimioluminiscente, enzimatica, fluorescente o radiactiva.

La descripcion proporciona también un kit que comprende una sonda de acido nucleico capaz de hibridarse con el acido
nucleico, adecuadamente ARN, que codifica BST1. En un ejemplo, un kit comprende uno o mas recipientes de un par
de iniciadores (por ejemplo, cada uno en el intervalo de tamafio de 6-30 nucledtidos, con mayor preferencia 10-30
nucledtidos y aun con mayor preferencia 10-20 nucledtidos) que bajo condiciones de reaccién apropiadas puede iniciar
la amplificacién de al menos una porcién de un acido nucleico que codifica BST1, tal como por la reaccién en cadena de
la polimerasa (ver, por ejemplo, Innis y ofros, 1990, PCR Protocols, Academic Press, Inc., San Diego, California),
reaccion en cadena de la ligasa (ver el documento de patente num. EP 320,308) uso de la Qp replicasa, reaccién con
sonda ciclica, u otros métodos conocidos en la técnica.

Un kit puede comprender opcionalmente ademas una cantidad predeterminada de BST1 o un acido nucleico que
codifica BST1, por ejemplo para uso como estandar o control.

La muestra bioldgica usada puede ser de cualquier fuente tales como una muestra de suero o una muestra de tejido,
por ejemplo mieloide, mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico. Por ejemplo, al buscar evidencia de las
enfermedades metastasicas de la invencion, pueden examinarse los sitios principales de las enfermedades de la
invencion, metastasis, por ejemplo, el higado, los pulmones y los huesos para el cancer de mama; el higado, la cavidad
peritoneal, la pelvis, el retroperitoneo y los pulmones para el cancer colorrectal; los huesos, los pulmones y el higado
para el cancer de rifidn; el cerebro, el higado, los huesos y las glandulas suprarrenales para el cancer de pulmon y el
higado para el cancer de pancreas.

Alternativamente, la presencia de BST1, o uno o mas de sus fragmentos, o la presencia de acido nucleico que codifica
BST1 o la presencia de la actividad de BST1 pueden detectarse por analisis in situ.
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En ciertas modalidades, los métodos de diagndstico descritos en la presente descripcion pueden realizarse, al menos
parcial o totalmente, in vitro.

Adecuadamente, la presencia de BST1, o uno o mas fragmentos o la presencia de la actividad de BST1 se detecta
cuantitativamente.

Por ejemplo, la deteccién cuantitativa puede comprender:

poner en contacto una muestra bioldgica con un reactivo de afinidad que es especifico para BST1, dicho reactivo de
afinidad que se conjuga opcionalmente con un marcador detectable; y

detectar si se ha producido unién entre el reactivo de afinidad y al menos una especie en la muestra, realizandose dicha
deteccion ya sea directa o indirectamente.

Alternativamente, la presencia de BST1, o uno o mas de sus fragmentos, o la presencia de la actividad de BST1 pueden
detectarse cuantitativamente por medios que implican el uso de una tecnologia de imagimatica.

En otra modalidad, el método de la invencion implica el uso de inmunohistoquimica sobre por ejemplo secciones de
tejidos mieloide, mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico para determinar la presencia de BST1, o uno o mas
de sus fragmentos, o la presencia del acido nucleico que codifica BST1 o la presencia de la actividad de BST1 y, por
tanto, localizar por ejemplo, las enfermedades de las células de la invencion.

En una modalidad, se detecta la presencia de BST1 o uno o mas de sus fragmentos que contienen epitopos, por
ejemplo, usando un reactivo de afinidad capaz de unir especificamente a BST1 o uno o mas de sus fragmentos, tal
como un anticuerpo.

En otra modalidad se detecta la actividad de BST1. La ADP-ribosil ciclasa 2 y su homoélogo, CD38, parecen actuar como
receptores, generando segundos metabolitos mensajeros que inducen la liberacién de Ca2+ intracelular a través del
receptor de rianodina (Biochem Biophys Res Commun. 1996, 228(3):838-45). Puede actuar también, a través de la
integrina CD11b para efectuar la liberacion de Ca2+ a través de la via quinasa de PI-3 (J Biol Regul Homeost Agents.
2007;21(1-2):5-11).

Uso en Estudios Clinicos

Los métodos y composiciones de diagnostico de la presente invencion pueden ayudar a controlar un estudio clinico, por
ejemplo para evaluar farmacos para la terapia de las enfermedades de la invenciéon. En un ejemplo, las moléculas
candidatas se prueban en cuanto a su capacidad para restaurar los niveles de BST1 en un sujeto que tiene, por
ejemplo, las enfermedades de la invencién a niveles encontrados en sujetos libres de las enfermedades de la invencion
0, en un sujeto tratado, para preservar los niveles de BST1 en o cerca de sin leucemia mieloide aguda, sin cancer
mamario, sin cancer colorrectal, sin cancer renal, sin cancer pulmonar o sin cancer pancreatico.

En otro ejemplo, los métodos y composiciones de la presente invencion se usan para seleccionar candidatos para un
estudio clinico para identificar individuos que tienen, por ejemplo, las enfermedades de la invencion; tales individuos
pueden excluirse del estudio después o pueden colocarse en una cohorte separada para el tratamiento o analisis.

Produccion de proteina de la descripcion y del acido nucleico correspondiente

Se describe en la presente invencion, un método para tratar o prevenir, por ejemplo la enfermedad de la invencion, que
comprende administrar a un sujeto con necesidad de tal tratamiento o prevencion, una cantidad terapéuticamente eficaz
de acido nucleico que codifica BST1 o uno o mas de sus fragmentos o derivados, por ejemplo en forma de una vacuna.

Se describe un método para tratar o prevenir, por ejemplo las enfermedades de la invencion, que comprende
administrar a un sujeto con necesidad de tal tratamiento o prevencion, una cantidad terapéuticamente eficaz de acido
nucleico que inhibe la funcién o expresion de BST1.

Los métodos (y/u otros aspectos de ADN descritos en la presente descripcion) descritos pueden, por ejemplo, incluir en
donde el acido nucleico es un acido nucleico antisentido BST1 o ribozima.

Asi, la descripcion proporciona el uso del acido nucleico que codifica BST1 o uno o mas de sus fragmentos o derivados,
en la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir, por ejemplo las enfermedades de la invencion.

Se proporciona también el uso de acido nucleico que inhibe la funciéon o expresién de BST1 en la fabricaciéon de un
medicamento para tratar o prevenir, por ejemplo las enfermedades de la invencion.

Un ADN empleado en los procedimientos descritos puede obtenerse mediante el aislamiento como un fragmento de

ADNc de las genotecas de ADNc que utilizan los ARNm como materiales comerciales de partida y determina e
identificando sus secuencias de nucleétidos. Es decir, especificamente, los clones se aislan aleatoriamente a partir de
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las genotecas de ADNc, que se preparan de conformidad con el método de Ohara y ofros (DNA Research Vol.4, 53-59
(1997)). A continuacion, a través de la hibridacion, se eliminan los clones duplicados (que aparecen repetidamente) y
después se llevan a cabo la transcripcion y traduccion in vitro. Se determinan las secuencias de nucledtidos de ambos
extremos de los clones, para las cuales se confirman los productos de 50 kDa o mas.

Ademas, se buscan las bases de datos de genes conocidos para homologia usando como consultas las secuencias de
nucleotidos terminales asi obtenidas.

Adicionalmente del método de tamizaje anterior, las secuencias terminales 5 'y 3' de ADNc se relacionan con una
secuencia de genoma humano. Después se confirma un gen de cadena larga desconocido en una region entre las
secuencias, y se analiza la el ADNc de longitud completa. De esta manera, un gen desconocido que no puede
obtenerse mediante un método de clonacién convencional que depende de genes conocidos puede clonarse
sistematicamente.

Ademas, todas las regiones de un gen derivado de un ser humano que contiene un ADN de la presente descripcion
pueden prepararse también usando un método de PCR, tal como RACE, mientras que se preste suficiente atencion
para evitar que se produzcan errores artificiales en fragmentos cortos o secuencias obtenidas. Como se describid
anteriormente, pueden obtenerse clones que tienen ADN de la presente descripcion.

En otros medios para la clonacion de ADN de la descripcion, se produce un iniciador de ADN sintético que tiene una
secuencia de nucleétidos apropiada de una porcion de un polipéptido de la descripcion, seguido por la amplificacion por
el método de PCR usando una genoteca apropiada. Alternativamente, la seleccion puede llevarse a cabo por hibridacion
del ADN de la descripcion con un ADN que se ha incorporado en un vector apropiado y se ha marcado con un
fragmento de ADN o un ADN sintético que codifica algunas o todas las regiones del polipéptido de la descripciéon. La
hibridacion puede llevarse a cabo por, por ejemplo, el método descrito en Current Protocols in Molecular Biology
(editado por Frederick M. Ausubel y otros, 1987). EI ADN de la descripcion puede ser cualquier ADN, siempre que
contengan secuencias de nucleotidos que codifiquen los polipéptidos de la descripcién como se describié anteriormente.
Tal ADN puede ser un ADNc identificado y aislado a partir de las genotecas de ADNc o similares que se derivan del
tejido mieloide, mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico. Tal ADN puede ser también un ADN sintético o
similar. Los vectores para uso en la construccion de las genotecas pueden ser cualquiera de bacteriéfagos, plasmidos,
coésmidos, fargémidos o similares. Ademas, mediante la uso de una fraccion de ARN total o de una fraccion de ARNm
preparada a partir de las células y/o tejidos anteriores, la amplificacion puede llevarse a cabo mediante una reaccién en
cadena de polimerasa acoplada a la transcripcion inversa directa (abreviadamente de aqui en lo adelante como "método
de RT-PCR").

El ADN que codifica el polipéptido anterior que consiste en una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente
idéntica a la secuencia de aminoacidos de BST1 o el DNA que codifica el polipéptido anterior que consiste en una
secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos de BST1 por delecion, sustitucion, o adicion de uno
0 mas aminoacidos que componen una porcion de la secuencia de aminoacidos puede producirse facilmente mediante
una combinacién apropiada de, por ejemplo, un método de mutagénesis dirigida a un sitio, un método de recombinacion
homologa de genes, un método de elongacién de iniciadores y el método de PCR conocido por los expertos en la
técnica. Adicionalmente, en este momento, un posible método para hacer que un polipéptido tenga actividad biolégica
sustancialmente equivalente es la sustituciéon de aminoacidos homologos (por ejemplo, aminoacidos polares y no
polares, aminoacidos hidréfobos e hidréfilos, aminoacidos cargados positivamente y cargados negativamente, y
aminoacidos aromaticos) entre los aminoacidos que componen el polipéptido. Ademas, para mantener una actividad
bioldgica sustancialmente equivalente, los aminoacidos dentro de los dominios funcionales contenidos en el polipéptido
de la presente descripcion preferentemente se conservan.

Ademas, los ejemplos de ADN de la descripcion incluyen el ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica la secuencia de aminoacidos de BST1 y el ADN que hibrida en condiciones rigurosas al ADN y que codifica un
polipéptido (proteina) que tiene actividad bioldgica (funcidn) equivalente a la funcion del polipéptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de BST1. En tales condiciones, un ejemplo de dicho ADN capaz de hibridarse con ADN que
comprende la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de BST1 es el ADN que comprende
una secuencia de nucledétidos que tiene un grado de homologia media total con la secuencia de nucleétidos completa
del ADN, tal como aproximadamente 80 % o mas, preferentemente aproximadamente 90 % o mas, y con mayor
preferencia aproximadamente 95 % o mas. La hibridacion puede llevarse a cabo de conformidad con un método
conocido en la técnica tal como un método descrito en Current Protocols in Molecular Biology (editado por Frederick M.
Ausubel y otros, 1987) o un método de conformidad con este. En la presente, "condiciones rigurosas" son, por ejemplo,
condiciones de aproximadamente "1*SSC, 0.1% SDS, y 37°C, condiciones mas rigurosas de aproximadamente
"0.5*SSC, 0.1% SDS, y 42°C, o incluso condiciones aun mas rigurosas de aproximadamente "0.2*SSC, 0.1% SDS, y
65°C. Con condiciones de hibridaciéon mas rigurosas, puede esperarse el aislamiento de un ADN que tiene una alta
homologia con una secuencia de la sonda. Las combinaciones anteriores de SSC, SDS y condiciones de temperatura
se proporcionan con fines ilustrativos. La rigurosidad similar a la anterior puede conseguirse por los expertos en la
técnica usando una combinacion apropiada de los factores anteriores u otros factores (por ejemplo, concentracion de la
sonda, la longitud de la sonda y el tiempo de reaccion para la hibridacién) para determinar la rigurosidad de la
hibridacion.
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Un ADN clonado de la descripcion puede usarse directamente o usarse, si se desea, después de la digestion con una
enzima de restriccién o adicion de un enlazador, en dependencia de los propésitos. EI ADN puede tener ATG como
codon de iniciacion de la traduccion en el sitio terminal 5' y tener TAA, TGA o TAG como codén de terminacion de la
traduccion en el sitio terminal 3'. Estos codones de terminacion de la traduccién e iniciacién de la traducciéon pueden
afiadirse también usando un adaptador de ADN sintético apropiado.

En los métodos/usos de la descripcion, BST1 puede proporcionarse, por ejemplo, en forma aislada, tal como cuando el
polipéptido BST1 se ha purificado al menos hasta cierto punto. El polipéptido BST1 puede proporcionarse en forma
sustancialmente pura, es decir libre, en una extension sustancial, de otras proteinas. El polipéptido BST1 puede
producirse también usando métodos recombinantes, producidos sintéticamente o producidos mediante una combinacion
de estos métodos. BST1 puede prepararse facilmente por cualquier método conocido por los expertos en la técnica, que
implica producir un vector de expresion que contiene ADN apropiado de la descripcion o un gen que contiene un ADN
de la descripcidn, cultivar un transformante transformado usando el vector de expresidon, generar y acumular un
polipéptido relevante de la presente descripcion o una proteina recombinante que contiene el polipéptido y, después,
recoger la resultante.

El polipéptido BST1 recombinante puede prepararse mediante procedimientos bien conocidos en la técnica a partir de
células huésped disefiadas mediante ingenieria genética que comprende los sistemas de expresion. Como
consecuencia, la descripcién se refiere también a los sistemas de expresion que comprenden un polipéptido BST1 o
acido nucleico, a células huésped que se disefian mediante ingenieria genética con tales sistemas de expresion y a la
produccién de polipéptido BST1 por técnicas recombinantes. Para la produccién de un polipéptido BST1 recombinante,
las células huésped pueden modificarse mediante ingenieria genética para incorporar sistemas de expresion o
porciones de los mismos a los acidos nucleicos. Una incorporacion de este tipo puede realizarse usando métodos bien
conocidos en la técnica, tales como transfeccién con fosfato de calcio, transfeccién mediada por DEAD-dextrano,
transveccion, microinyeccion, transfeccion mediada por lipidos catidnicos, electroporacion, transduccion, carga por
raspado, introduccion balistica o infeccion (ver, por ejemplo, Davis y otros, Basic Methods in Molecular Biology, 1986 y
Sambrook y ofros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2da Ed., Cold Spring Harbour laboratory Press, Cold Spring
Harbour, Nueva York, 1989).

Como células huésped, por ejemplo, se usan bacterias del género Escherichia, Streptococci, Staphylococci,
Streptomyces, bacterias del género Bacillus, levadura, Aspergillus células, células de insecto, insectos y células
animales. Ejemplos especificos de bacterias del género Escherichia, que se usan en la presente descripcion, incluyen
Escherichia coli K12 y DH1 (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 60, 160 (1968)), JM103 (Nucleic Acids Research, Vol. 9,
309 (1981)), JA221 (Journal of Molecular Biology, Vol. 120, 517 (1978)), y HB101 (Journal of Molecular Biology, Vol. 41,
459 (1969)). Como bacterias del género Bacillus se utilizan, por ejemplo, Bacillus subtilis MI114 (Gene, Vol. 24, 255
(1983)) y 207-21 (Journal of Biochemistry, Vol. 95, 87 (1984)). Como levadura se usan, por ejemplo, Saccaromyces
cerevisiae AH22, AH22R-, NA87-11A, DKD-5D, y 20B-12, Schizosaccaromyces pombe NCYC1913 y NCYC2036, y
Pichia pastoris. Como células de insecto, por ejemplo, se utilizan las células Drosophila S2 y Spodoptera Sf9. Como
células animales, por ejemplo, se utilizan las células de mono COS-7 y Vero, células CHO de hamster chino (abreviadas
de aqui en adelante como células CHO), células CHO deficientes en gen dhfr, células L de ratén, células AtT-20 de
raton, células de mieloma de ratén, células de GH3 de rata, células FL humanas, COS, HelLa, C127,3T3, HEK 293, BHK
y células de melanoma Bowes.

Pueden emplearse también los sistemas de traduccion libres de células para producir polipéptidos recombinantes (por
ejemplo, lisado de reticulocitos de conejo, lisado de gérmen de trigo, kits de transcripcion y traduccion SP6/T7 in vitro
T&T y RTS 100 E. Coli HY de Roche Diagnostics Ltd., Lewes, Reino Unido y el sistema de transcripcién/traduccion
rapido acoplado TNT de Promega Reino Unido, Southampton, Reino Unido).

El vector de expresion puede producirse de conformidad con un método conocido en la técnica. Por ejemplo, el vector
puede producirse mediante (1) excisién de un fragmento de ADN que contiene un ADN de la presente descripciéon o un
gen que contiene un ADN de la presente descripcion y (2) ligaciéon del fragmento de ADN corriente abajo del promotor
en un vector de expresion apropiado. Puede usarse una amplia variedad de sistemas de expresion, tales como, y sin
limitacién, sistemas cromosémicos, episdmicos y derivados de virus, por ejemplo, plasmidos derivados de Escherichia
coli (por ejemplo pBR322, pBR325, pUC18 y pUC118), plasmidos derivados de Bacillus subtilis (por ejemplo, pUB110,
pTP5 y pC194), de bacteriéfagos, de transposones, de episomas de levadura (por ejemplo pSH19 y pSH15), de
elementos de insercién, de elementos cromosdmicos de levadura, de virus tales como baculovirus, virus papova tales
como SV40, virus vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar, virus de la pseudorrabia y retrovirus, y vectores
derivados de combinaciones de los mismos, tales como los derivados del plasmido y del bacteriéfago (tales como fago
[lambda]) elementos genéticos, tales como césmidos y fagémidos. Los sistemas de expresion pueden contener
regiones de control que regulan, asi como engendran expresion. Los promotores que se utilizan en la descripcion
pueden ser cualquiera de los promotores siempre y cuando sean apropiados para que los huéspedes que se utilizan
para la expresion génica. Por ejemplo, cuando un huésped es Escherichia coli, se prefiere un promotor trp, un promotor
lac, un promotor recA, un promotor pL, un promotor Ipp y similares. Cuando un huésped es Bacillus subtilis, se prefiere
un promotor SPO1, un promotor SPO2, un promotor penP, y similares. Cuando un huésped es levadura, se prefiere un
promotor PHO5, un promotor PGK, un promotor GAP, un promotor ADH y similares. Cuando se utiliza una célula animal
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como huésped, los ejemplos de promotores para su uso incluyen en este caso un promotor SRa, un promotor SV40, un
promotor LTR, un promotor CMV y un promotor HSV-TK. Generalmente, puede usarse cualquier sistema o vector que
sea capaz de mantener, propagar o expresar un acido nucleico para producir un polipéptido en un huésped.

La secuencia de acido nucleico apropiada puede insertarse en un sistema de expresion mediante cualquier variedad de
técnicas bien conocidas y de rutina, tales como las expuestas en Sambrook y otros, arriba. Pueden incorporarse sefiales
de secrecion apropiadas en el polipéptido BST1 para permitir la secrecion de la proteina traducida en el lumen del
reticulo endoplasmico, el espacio periplasmico o el entorno extracelular. Estas sefiales pueden ser enddgenas al
polipéptido BST1 o pueden ser sefales heterdlogas. La transformacion de las células huésped puede llevarse a cabo
segun los métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede hacerse referencia a los siguientes documentos: Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 69, 2110 (1972); Gene, Vol. 17, 107 (1982); Molecular & General Genetics, Vol. 168, 111
(1979); Methods in Enzymology, Vol. 194, 182-187 (1991); Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.), Vol. 75, 1929 (1978); Cell
Technology, separata volumen 8, New Cell Technology, Protocolo experimental. 263-267 (1995) (emitido por
Shujunsha); y Virology, Vol. 52, 456 (1973). Por lo tanto, el transformante obtenido, transformado con un vector de
expresion que contiene un ADN de la descripcion o un gen que contiene un ADN de la descripcion puede cultivarse de
conformidad con un método conocido en la técnica. Por ejemplo, cuando los huéspedes son bacterias del género
Escherichia, las bacterias se cultivan generalmente a aproximadamente 15°C a 43°C durante aproximadamente 3 a 24
horas. Si es necesario, puede afadirse también, aireacion o agitacion. Cuando los huéspedes son bacterias del género
Bacillus, las bacterias generalmente se cultivan a aproximadamente 30°C a 40°C durante aproximadamente 6 a 24
horas. Si es necesario, puede afnadirse también, aireacion o agitacion. Cuando se cultivan los transformantes cuyos
huéspedes son las levaduras, el cultivo se lleva a cabo generalmente a aproximadamente 20°C a 35°C durante
aproximadamente 24 a 72 horas usando medios con pH ajustado de aproximadamente 5 a 8. Si es necesario, puede
afiadirse también, aireacion o agitaciéon. Cuando se cultivan los transformantes cuyos huéspedes son las células
animales, las células se cultivan generalmente a aproximadamente 30°C a 40°C durante aproximadamente 15 a 60
horas usando medios con un pH ajustado de aproximadamente 6 a 8. Si es necesario, puede afadirse también,
aireacion o agitacion.

Si se ha de expresar un polipéptido BST1 para su uso en ensayos de tamizaje basados en células, se prefiere que el
polipéptido se produzca en la superficie celular. En este caso, las células pueden cosecharse antes de su uso en el
ensayo de tamizaje. Si el polipéptido BST1 se secreta en el medio, el medio puede recuperarse para aislar dicho
polipéptido. Si se produce intracelularmente, las células primero deben lisarse antes de que se recupere el polipéptido
BST1.

El polipéptido BST1 puede recuperarse y purificarse a partir de los cultivos de células recombinantes o de otras fuentes
biolégicas mediante métodos bien conocidos, que incluyen la precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccion
con acido, cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de afinidad,
cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de hidroxilapatita, cromatografia de tamizado molecular, métodos
de centrifugacion, métodos de electroforesis y cromatografia de lectina. En un ejemplo, se utiliza una combinacion de
estos métodos. En otro ejemplo, se utiliza la cromatografia liquida de alto rendimiento. En un ejemplo adicional, puede
usarse un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido BST1 para agotar una muestra que comprende un
polipéptido BST1 de dicho polipéptido o para purificar dicho polipéptido.

Para separar y purificar un polipéptido o una proteina de la descripcion de los productos de cultivo, por ejemplo,
después del cultivo, los cuerpos o células microbianas se recogen mediante un método conocido, se suspenden en un
tampoén apropiado, los cuerpos o células microbianas se rompen, por ejemplo, mediante ondas ultrasodnicas, lisozimas,
y/o congelacion-descongelacion, el resultante se somete entonces a centrifugacion o filtracion, y después puede
obtenerse un extracto crudo de la proteina. El tampén puede contener también un agente de desnaturalizacion de
proteinas tal como urea o clorhidrato de guanidina o un agente tensioactivo tal como Tritén X-100 (TM). Cuando la
proteina se secreta en una solucion de cultivo, los cuerpos o células microbianas y un sobrenadante se separan por un
método conocido después de completar el cultivo y después se recoge el sobrenadante. La proteina contenida en el
sobrenadante de cultivo o el extracto asi obtenido puede purificarse mediante una combinacion apropiada de métodos
conocidos de separacion y purificacion. El polipéptido (proteina) de la descripcion asi obtenido puede convertirse en una
sal mediante un método conocido o un método de conformidad con el mismo. Por el contrario, cuando el polipéptido
(proteina) de la descripcion se obtiene en forma de una sal, puede convertirse en una proteina o péptido libre u ofra sal
mediante un método conocido o un método de conformidad con el mismo. Ademas, se activa una enzima apropiada de
modificacién de proteinas tal como ftripsina o quimotripsina, para actuar sobre una proteina producida por un
recombinante antes o después de la purificacion, de manera que puede afadirse arbitrariamente la modificaciéon o
puede eliminarse parcialmente un polipéptido. La presencia de un polipéptido (proteina) de la descripcion o una sal del
mismo puede medirse mediante diversos ensayos de unién, inmunoensayos enzimaticos usando anticuerpos
especificos, y similares.

Pueden usarse técnicas bien conocidas en la técnica para la renaturalizacion que regenera conformaciones nativas o
activas del polipéptido BST1 cuando el polipéptido se ha desnaturalizado durante el aislamiento y/o purificacion. En el
contexto de la descripcion, el polipéptido BST1 puede obtenerse a partir de una muestra bioldgica de cualquier fuente,
tal como, y sin limitacion, una muestra de sangre o una muestra de tejido, por ejemplo, una muestra de tejido mieloide,
mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico.
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El polipéptido BST1 puede estar en forma de una "proteina madura" o puede ser parte de una proteina mas grande tal
como una proteina de fusion. ES frecuentemente ventajoso incluir una secuencia de aminoacidos adicional que contiene
secuencias secretoras o lider, una secuencia pre, pro o preproproteina, o una secuencia que ayuda en la purificacion tal
como una etiqueta de afinidad, por ejemplo, pero sin limitacion, mdltiples residuos de histidina, una etiqueta FLAG, una
etiqueta HA o etiqueta myc.

BST1 puede fusionarse, por ejemplo, con un par heterélogo de fusion tal como la proteina de superficie, conocida como
proteina D de Haemophilus Influenza B, una proteina no estructural del virus influenza tal como NS1, el antigeno S de
Hepatitis B o0 una proteina conocido como LYTA tal como el terminal C del mismo.

Puede usarse también una secuencia adicional que puede proporcionar estabilidad durante la produccién recombinante.
Tales secuencias pueden eliminarse opcionalmente cuando se requiera, incorporando una secuencia escindible como
una secuencia adicional o parte de la misma. Por lo tanto, un polipéptido BST1 puede fusionarse con otras porciones
que incluyen otros polipéptidos o proteinas (por ejemplo, glutation S-transferasa y proteina A). Tal proteina de fusion
puede escindirse usando una proteasa apropiada, y separase después en cada proteina. Tales secuencias adicionales
y marcadores de afinidad son bien conocidos en la técnica. Adicionalmente a lo anterior, pueden afadirse las
caracteristicas conocidas en la técnica, tales como un potenciador, una sefial de empalme, una sefial de adiciéon de
poliA, un marcador de seleccién y un origen de replicacion de SV40 a un vector de expresion, si se desea.

Produccion de reactivos de afinidad a BST1

De conformidad con los expertos en la técnica, hay tres tipos principales de reactivos de inmunoafinidad: anticuerpos
monoclonales, anticuerpos de presentacion de fagos y moléculas derivadas de anticuerpos mas pequefas tales como
afficuerpos, dominio de anticuerpos (dAbs), nanocuerpos, unicuerpos, DARPinas, Anticalinas, Duocalinas, Avimeros o
Versacuerpos. Generalmente, en aplicaciones segun la presente invencion donde se indica el uso de anticuerpos,
pueden emplearse otros reactivos de afinidad (por ejemplo, Afficuerpos, Dominio de Anticuerpos, Nanocuerpos,
Unicuerpos, DARPinas, Anticalinas, Duocalinas, Avimeros o Versacuerpos). Puede decirse que tales sustancias son
capaces de unirse inmunoespecificamente a BST1. Cuando sea apropiado, el término "agente de afinidad" se
interpretara en el sentido de que incluye reactivos de inmunoafinidad y ofras sustancias capaces de unirse
especificamente a BST1 incluyendo, pero sin limitarse a, ligandos, lectinas, estreptavidinas, miméticos de anticuerpos y
agentes sintéticos de union.

Produccion de anticuerpos contra BTS1

De conformidad con la BST1 de la descripcion, un analogo BST1, una proteina relacionada con BST1 o un fragmento o
derivado de cualquiera de los anteriores, puede usarse como un inmundgeno para generar anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a tal inmundégeno. Estos inmundgenos pueden aislarse por cualquier medio conveniente,
incluyendo los métodos descritos anteriormente. El término anticuerpo tal como se usa en la presente descripcion se
refiere a un péptido o polipéptido derivado de, modelado después o codificado sustancialmente por un gen de
inmunoglobulina o genes de inmunoglobulina, o sus fragmentos, capaz de unirse especificamente a un antigeno o
epitopo. Ver por ejemplo, Fundamental Immunology, 3ra Ediciéon, W.E. Paul, ed., Raven Press, Nueva York (1993);
Wilson (1994) J. Immunol. Methods 175:267-273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-97. El término
anticuerpo incluye porciones de unién al antigeno, es decir, "sitios de union al antigeno" (por ejemplo, fragmentos,
subsecuencias, regiones determinantes de complementariedad (CDR)) que retienen capacidad para unirse al antigeno,
incluyendo (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un
fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados por un puente disulfuro en la
region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los
dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward y otros, (1989) Nature 341:544-546),
que consiste en un dominio VH; y (vi) una regidon de determinante de complementariedad (CDR) aislada. Los
anticuerpos de cadena Unica se incluyen también como referencia en el término "anticuerpo”. Los anticuerpos de la
descripcion incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales, biespecificos, humanizados o
quiméricos, anticuerpos de cadena Unica, fragmentos Fab y fragmentos F(ab'),, fragmentos producidos por una
genoteca de expresion Fab, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-ld), y fragmentos de unién a epitopos de cualquiera de los
anteriores. Las moléculas de inmunoglobulina de la descripcién pueden ser de cualquier clase (por ejemplo 1gG, IgE,
IgM, IgD e IgA tal como IgG) o subclase de molécula de inmunoglobulina.

El término "se une especificamente" (o "se une inmunoespecificamente") no pretende indicar que un anticuerpo se une
exclusivamente a su objetivo deseado. Mas bien, un anticuerpo "se une especificamente" si su afinidad por su objetivo
pretendido es tipicamente aproximadamente 5 veces mayor cuando se compara con su afinidad por una molécula no
objetivo. Convenientemente no hay reaccién cruzada o unidn cruzada significativa con sustancias no deseadas,
especialmente proteinas o tejidos de origen natural de una persona o animal sano. Preferentemente, la afinidad del
anticuerpo sera al menos aproximadamente 5 veces, preferentemente 10 veces, con mayor preferencia 25 veces,
incluso con mayor preferencia 50 veces, y con maxima preferencia 100 veces o mas, mayor para una molécula objetivo
que su afinidad por una molécula no objetivo. En algunas modalidades, la unién especifica entre un anticuerpo u otro
agente de union y un antigeno significa una afinidad de unién de al menos 108 M-'. Los anticuerpos pueden unirse, por
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ejemplo, con afinidades de al menos aproximadamente 107 M-, y preferentemente entre aproximadamente 108 M a
aproximadamente 10°M-', aproximadamente 10° M a aproximadamente 10 M-, o aproximadamente 10" M a
aproximadamente 10"" M,

La afinidad se calcula como Ky =koi/kon (Koff €S la constante de velocidad de disociacion, ko, es la constante de velocidad
de asociacion y Ky es la constante de equilibrio. La afinidad puede determinarse en equilibrio midiendo la fraccion unida
(r) del ligando marcado a diversas concentraciones (c). Los datos se representan graficamente usando la ecuacion de
Scatchard: r/c = K(n-r):

donde

r = moles de ligando unido/mol de receptor en equilibrio;

¢ = concentracion de ligando libre en equilibrio;

K = constante de asociacion de equilibrio; y

n = numero de sitios de unién al ligando por molécula receptora

En el analisis grafico, r/c se grafica en el eje Y versus r en el eje X, produciendo por lo tanto, un grafico de Scatchard. La
afinidad es la pendiente negativa de la recta. ko puede determinarse mediante la competencia del ligando marcado
unido con el ligando no marcado en exceso. (ver, por ejemplo patente de los Estados Unidos num. 6,316,409). La
afinidad de un agente objetivo para su molécula objetivo es, por ejemplo, al menos aproximadamente 1 x 106
moles/litro, tal como al menos aproximadamente 1 x 107 moles/litro, tal como al menos aproximadamente 1 x 108
moles/litro, especialmente al menos aproximadamente 1 x 10° moles/litro, y particularmente aproximadamente 1 x 10-1°
moles/litro. La medicion de la afinidad de los anticuerpos mediante el analisis de Scatchard es bien conocida en la
técnica. Ver, por gjemplo van Erp y otros, J. Immunoassay 12: 425-43, 1991; Nelson y Griswold, Comput. Methods
Programs Biomed. 27: 65-8, 1988.

En una modalidad, los anticuerpos que reconocen los productos génicos de genes que codifican BST1 estan
publicamente disponibles. En otra modalidad, los métodos conocidos por los expertos en la técnica se utilizan para
producir anticuerpos que reconocen BST1, un analogo de BST1, un polipéptido relacionado con BST1, o un fragmento o
derivado de cualquiera de los anteriores. Un experto en la técnica reconocera que existen muchos procedimientos
disponibles para la produccién de anticuerpos, por ejemplo, como se describe en Antibodies, A Laboratory Manual, Ed
Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988), Cold Spring Harbor, Nueva York. Un experto en la técnica
apreciara también que fragmentos de unién o fragmentos Fab que mimetizan anticuerpos pueden prepararse también a
partir de la informacién genética mediante diversos procedimientos (Antibody Engineering: A Practical Approach
(Borrebaeck, C., ed.), 1995, Oxford University Press, Oxford; J. Immunol. 149, 3914-3920 (1992)).

En una modalidad de la descripcién, se producen anticuerpos para un dominio especifico de BST1. En una modalidad
especifica, se utilizan fragmentos hidréfilos de BST1 como inmundgenos para la produccion de anticuerpos.

En la producciéon de anticuerpos, el tamizaje para el anticuerpo deseado puede llevarse a cabo mediante técnicas
conocidas en la técnica, por ejemplo ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima). Por ejemplo, para
seleccionar anticuerpos que reconocen un dominio especifico de BST1, pueden ensayarse hibridomas generados para
un producto que se une a un fragmento BST1 que contiene dicho dominio. Para la seleccion de un anticuerpo que se
une especificamente a un primer homologo de BST1, pero que no se une especificamente a (o se une menos
avidamente a) un segundo homologo de BST1, puede seleccionarse sobre la base de la union positiva al primer
homologo de BST1 y la carencia de unién (o union reducida) al segundo homélogo de BST1. Similarmente, para la
seleccion de un anticuerpo que se une especificamente a BST1 pero que no se une especificamente a (o se une menos
avidamente a) una isoforma diferente de la misma proteina (tal como una glicoforma diferente que tiene el mismo
péptido nucleo que BST1), puede seleccionarse sobre la base de la union positiva a BST1 y la carencia de unién a (o
union reducida a) la isoforma diferente (por ejemplo, una glicoforma diferente). Por lo tanto, la presente descripcion
proporciona un anticuerpo (tal como un anticuerpo monoclonal) que se une con mayor afinidad (por ejemplo al menos 2
veces, tal como al menos 5 veces, particularmente al menos 10 veces con mayor afinidad) a BST1 que a una isoforma o
isoformas diferentes (por ejemplo glicoformas) de BST1.

Los anticuerpos policlonales que pueden usarse en los métodos de la invencion son poblaciones heterogéneas de
moléculas de anticuerpo derivadas del suero de animales inmunizados. Puede usarse también el suero inmune no
fraccionado. Pueden usarse diversos procedimientos conocidos en la técnica para la produccién de anticuerpos
policlonales contra BST1, un fragmento de BST1, un polipéptido relacionado con BST1, o un fragmento de un
polipéptido relacionado con BST1. Por ejemplo, una forma es purificar polipéptidos de interés o sintetizar los
polipéptidos de interés usando, por ejemplo los métodos de sintesis de péptidos en fase solida bien conocidos en la
técnica. Ver, por ejemplo Guide to Protein Purification, Murray P. Deutcher, ed., Meth. Enzymol. Vol 182 (1990); Solid
Phase Peptide Synthesis, Greg B. Fields ed., Meth. Enzymol. Vol 289 (1997); Kiso y otros, Chem. Pharm. Bull. (Tokyo)
38: 1192-99, 1990; Mostafavi y otros, Biomed. Pept. Proteins Nucleic Acids 1: 255-60, 1995; Fujiwara y otros, Chem.
Pharm. Bull. (Tokyo) 44: 1326-31, 1996. Los polipéptidos seleccionados pueden usarse después para inmunizar
diversos animales huésped mediante inyeccion, incluyendo, pero sin limitarse a, conejos, ratones, ratas, etc., para
generar anticuerpos policlonales o monoclonales. Si BST1 se purifica por electroforesis en gel, puede usarse BST1 para
la inmunizacion con o sin extraccion previa del gel de poliacrilamida. Pueden usarse diversos adyuvantes (es decir,
inmunoestimulantes) para mejorar la respuesta inmunoldgica, dependiendo de la especie huésped, que incluyen, pero

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2615256 T3

sin limitarse a, adyuvante completo o incompleto de Freund, un gel mineral tal como hidroxido de aluminio, una
sustancia tensioactiva tal como lisolecitina, poliol plurénico, un polianién, un péptido, una emulsién de aceite, una
hemocianina de lapa con hendidura, dinitrofenol y un adyuvante tal como BCG (bacilo Calmette-Guerin) o
corinebacterium parvum. Los adyuvantes adicionales son también bien conocidos en la técnica.

Para la preparacion de los anticuerpos monoclonales (mAbs) dirigidos hacia BST1, un fragmento de BST1, un
polipéptido relacionado con BST1, o un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1, puede usarse cualquier
técnica que proporcione la produccién de moléculas de anticuerpos en lineas de células continuas en cultivo. Por
ejemplo, la técnica del hibridoma desarrollada originalmente por Kohler y Milstein (1975, Nature 256:495-497), asi como
la técnica del trioma, la técnica del hibridoma de células B humanas (Kozbor y otros, 1983, Immunology Today 4:72), y
la técnica del hibridoma de EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole y otros, 1985, in Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pags. 77-96). Tales anticuerpos pueden ser de cualquier clase de
inmunoglobulina incluyendo IgG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier subclase de las mismas. El hibridoma de la descripcion
que produce los mAbs puede cultivarse in vitro o in vivo. En una modalidad adicional de la descripcion, pueden
producirse anticuerpos monoclonales en animales libres de gérmenes usando tecnologia conocida.

Los anticuerpos monoclonales incluyen pero no se limitan a anticuerpos monoclonales humanos y anticuerpos
monoclonales quiméricos (por ejemplo, quimeras de ratén y humano). Un anticuerpo quimérico es una molécula en la
que diferentes porciones se derivan de diferentes especies animales, tales como las que tienen una region constante de
inmunoglobulina humana y una regién variable derivada de un mAb murino. (Ver, por ejemplo Cabilly y otros, patente de
los Estados Unidos num. 4,816,567; y Boss y otros, patente de los Estados Unidos nim. 4,816,397.) Los anticuerpos
humanizados son moléculas de anticuerpo de una especie no humana que tiene una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de la especie no humana y una regiéon marco de una molécula de inmunoglobulina humana.
Ver, por ejemplo Queen, patente de Estados Unidos num. 5,023,252.)

Pueden producirse anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados mediante técnicas de ADN recombinante
conocidas en la técnica, por ejemplo usando los métodos descritos en publicacion PCT num. WO 87/02671; solicitud de
patente europea 184,187; solicitud de patente europea 171,496; solicitud de patente europea 173,494; publicacién PCT
nuam. WO 86/01533; patente de los Estados Unidos num. 4,816,567; solicitud de patente europea 125,023; Better y
otros, 1988, Science 240:1041-1043; Liu y otros, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu y otros, 1987, J.
Immunol. 139:3521-3526; Sun y otros, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; Nishimura y otros, 1987, Canc.
Res. 47:999-1005; Wood y ofros, 1985, Nature 314:446-449; y Shaw y otros, 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559;
Morrison, 1985, Science 229:1202-1207; Oi y ofros, 1986, BioTechniques 4:214; la patente de los Estados Unidos
5,225,539; Jones y otfros, 1986, Nature 321:552-525; Verhoeyan y otros (1988) Science 239:1534; y Beidler y ofros,
1988, J. Immunol. 141:4053-4060.

Los anticuerpos completamente humanos son particularmente deseables para el tratamiento terapéutico de los sujetos
humanos. Estos anticuerpos pueden producirse usando ratones transgénicos que son incapaces de expresar genes de
la cadena pesada y ligera de la inmunoglobulina enddgena, pero que pueden expresar genes de la cadena pesada y
ligera de la inmunoglobulina humana. Los ratones transgénicos se inmunizan de manera normal con un antigeno
seleccionado, por ejemplo, todo o una porcion de BST1. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno
pueden obtenerse usando tecnologia de hibridoma convencional. Los transgenes de inmunoglobulina humana
contenidos en los ratones transgénicos se reordenan durante la diferenciacion de células B, y posteriormente
experimentan el cambio de clase y la mutacién somatica. Por lo tanto, usando una técnica de ese tipo, es posible
producir anticuerpos 1gG, IgA, IgM e IgE terapéuticamente utiles. Para una vision general de esta tecnologia para
producir anticuerpos humanos, ver Lonberg y Huszar (1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93). Para una discusion detallada
de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales humanos y protocolos para producir
tales anticuerpos, ver, por ejemplo la patente de los Estados Unidos 5,625,126; la patente de los Estados Unidos
5,633,425; la patente de los Estados Unidos 5,569,825; la patente de los Estados Unidos 5,661,016; y la patente de los
Estados Unidos 5,545,806. Adicionalmente, companfias tales como Abgenix, Inc. (Freemont, California), y Genpharm
(San José, California) pueden contratarse para proporcionar anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno
seleccionado usando la tecnologia similar a la que se describié anteriormente.

Anticuerpos completamente humanos que reconocen un epitopo seleccionado pueden generarse usando una técnica
referida como "seleccion guiada". En este enfoque un anticuerpo monoclonal no humano seleccionado, por ejemplo, un
anticuerpo de ratén, se utiliza para guiar la seleccion de un anticuerpo completamente humano que reconoce el mismo
epitopo. (Jespers y otros (1994) BioTechnology 12:899-903).

Los anticuerpos de la presente descripcion pueden generarse también mediante el uso de la tecnologia de presentacion
en fagos para producir y tamizar genotecas de polipéptidos para la unién a un objetivo seleccionado. Ver por ejemplo,
Cwirla y ofros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 6378-82, 1990; Devlin y ofros, Science 249, 404-6, 1990, Scott y Smith,
Science 249, 386-88, 1990; y Ladner y otros, patente de los Estados Unidos num. 5,571,698. Un concepto basico de los
métodos de presentacion en fagos es el establecimiento de una asociacion fisica entre el ADN que codifica un
polipéptido a ser tamizado y el polipéptido. Esta asociacion fisica se proporciona por la particula fagica, que muestra un
polipéptido como parte de una capsida que encierra el genoma del fago que codifica el polipéptido. El establecimiento
de una asociacion fisica entre los polipéptidos y su material genético permite la detecciéon masiva simultanea de un gran
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numero de fagos que portan diferentes polipéptidos. Los fagos que muestran un polipéptido con afinidad a un objetivo
unido al objetivo y estos fagos se enriquecen mediante el tamizaje de afinidad al objetivo. La identidad de los
polipéptidos mostrados a partir de estos fagos puede determinarse a partir de sus respectivos genomas. Usando estos
métodos, un polipéptido identificado como que tiene una afinidad de unién para un objetivo deseado puede ser
sintetizado en crudo por los medios convencionales. Ver, por ejemplo patente de Estados Unidos nim. 6,057,098.)
Particularmente, tal fago puede usarse para mostrar los dominios de union al antigeno expresado a partir de un
repertorio o genoteca de anticuerpo combinatoria (por ejemplo, humano o murino). Los fagos que expresan un dominio
de unién al antigeno que se une al antigeno de interés pueden seleccionarse o identificarse con el antigeno, por
ejemplo, usando el antigeno marcado o antigeno unido o capturado a una superficie solida o perla. Los fagos utilizados
en estos métodos son tipicamente fagos filamentosos que incluyen dominios de unién fd y M13 expresados a partir de
fagos con dominios de anticuerpo Fa, Fv o Fv estabilizados con disulfuro fusionados de forma recombinante ya sea con
el gen del fago Il o con la proteina del gen VIII. Los métodos de presentacion de fagos que pueden usarse para
preparar los anticuerpos de la presente descripcion incluyen los descritos en Brinkman y otros, J. Immunol. Methods
182:41-50 (1995); Ames y ofros, J. Immunol. Methods 184:177-186 (1995); Kettleborough y ofros, Eur. J. Immunol.
24:952-958 (1994); Persic y otros, Gene, 187:9-18 (1997); Burton y ofros, Advances in Immunology, 57:191-280 (1994);
las publicaciones del PCT num. WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO
95/15982; WO 95/20401; y las patentes de Estados Unidos nums. 5,698,426; 5,223,409; 5,403,484; 5,580,717;
5,427,908; 5,750,753; 5,821,047; 5,571,698; 5,427,908; 5,516,637; 5,780,225; 5,658,727; 5,733,743 y 5,969,108.

Como se describe en las referencias anteriores, después de la seleccion de fagos, las regiones que codifican el
anticuerpo a partir del fago pueden aislarse y usarse para generar anticuerpos completos, que incluyen anticuerpos
humanos, o cualquier otros fragmento de unién al antigeno deseado, y expresar en cualquier huésped deseado, que
incluyen células de mamifero, células de insecto, células de planta, levaduras y bacterias por ejemplo, como se describe
en detalle mas abajo. Por ejemplo, pueden emplearse también técnicas para producir de manera recombinante
fragmentos Fab, Fab' y F(ab'), usando los procedimientos conocidos en la técnica, tales como los descritos en la
publicacion de PCT WO 92/22324; Mullinax y otros, BioTechniques 12(6):864-869 (1992); y Sawai y otros, AJRI 34:26-
34 (1995); y Better y otros, Science 240:1041-1043 (1988).

Ejemplos de técnicas que pueden usarse para producir Fvs y anticuerpos de cadena simple incluyen los descritos en las
patentes de los Estados Unidos 4,946,778 y 5,258,498; Huston y ofros, Methods in Enzymology 203:46-88 (1991); Shu y
otros, PNAS 90:7995-7999 (1993); y Skerra y otros, Science 240:1038-1040 (1988).

La invencioén proporciona ademas el uso de anticuerpos biespecificos, que pueden fabricarse por los métodos conocidos
en la técnica. La produccion tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la coexpresion de
dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen especificidades
diferentes (Millstein y otros, 1983, Nature, 305:537-539). Debido a la distribucion aleatoria de las cadenas pesada y
ligera de inmunoglobulinas, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de
anticuerpo diferentes, de las cuales soélo uno tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula
correcta, que se realiza habitualmente mediante las etapas de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa, y los
rendimientos del producto son bajos. Procedimientos similares se describen en WO 93/08829, publicado el 13 de Mayo
de 1993, y en Traunecker y otros, 1991, EMBO J., 10:3655-3659.

De conformidad con un enfoque diferente y con mayor preferencia, los dominios variables del anticuerpo con
especificidades de unién deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) se fusionan con secuencias del dominio
constante de la inmunoglobulina. La fusion preferentemente es con un dominio constante de la cadena pesada de la
inmunoglobulina, que comprende al menos parte de la bisagra, regiones CH2, y CH3. Se prefiere tener la primera region
constante de la cadena pesada (CH1) que contiene el sitio necesario para la unién de la cadena ligera, presente en al
menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de la cadena pesada de la inmunoglobulina y, si se
desea, la cadena ligera de la inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresiones separados, y se cotransfectan en
un organismo huésped adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los tres
fragmentos de polipéptido en modalidades mientras que las relaciones desiguales de las tres cadenas de polipéptido
usadas en la construccion proporcionan los rendimientos optimos. Es posible, sin embargo, insertar las secuencias
codificantes de dos o las tres cadenas de polipéptido en un vector de expresion, cuando la expresion de al menos dos
cadenas de polipéptido en relaciones iguales resulta en altos rendimientos o cuando las relaciones no son de particular
importancia.

En una modalidad preferida de este enfoque, los anticuerpos biespecificos se componen de un hibrido de cadena
pesada de la inmunoglobulina con una primera especificidad de unién en un brazo, y un hibrido del par cadena pesada-
cadena ligera de la inmunoglobulina (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Se
encontré que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado de combinaciones de
cadenas de inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de la inmunoglobulina en sélo la
mitad de la molécula biespecifica proporciona una forma facil de separacion. Este enfoque se describe en WO 94/04690
publicado el 3 de Marzo de 1994. Para detalles adicionales sobre la generacion de anticuerpos biespecificos ver, por
ejemplo, Suresh y otros, Methods in Enzymology, 1986, 121:210.

La descripcion se refiere a fragmentos, derivados o analogos funcionalmente activos de las moléculas de
inmunoglobulina anti-BST1. Funcionalmente activo significa que el fragmento, derivado o analogo es capaz de inducir
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anticuerpos anti anti-idiotipo (es decir, anticuerpos terciarios) que reconocen el mismo antigeno que se reconoce por el
anticuerpo del que se deriva el fragmento, derivado o andlogo. Especificamente, en una modalidad preferida, la
antigenicidad del idiotipo de la molécula de inmunoglobulina puede potenciarse por delecién de secuencias de marco y
CDR que son C-terminales a la secuencia CDR que reconoce especificamente el antigeno. Para determinar qué
secuencias CDR se unen al antigeno, pueden usarse péptidos sintéticos que contienen las secuencias CDR en los
ensayos de unioén con el antigeno por cualquier método de ensayo de unién conocido en la técnica.

La presente descripcion se refiere a los fragmentos de anticuerpos tales como, pero sin limitarse a, fragmentos F(ab'), y
fragmentos Fab. Los fragmentos de anticuerpo que reconocen los epitopos especificos pueden generarse por técnicas
conocidas. Los fragmentos F(ab'), consisten en la region variable, la regidon constante de la cadena ligera y el dominio
CH1 de la cadena pesada y se generan por digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo. Los fragmentos Fab se
generan al reducir los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab'),. La descripcion se refiere también a dimeros de
cadena pesada y cadena ligera de los anticuerpos de la descripcion, o a cualquier fragmento minimo de los mismos,
tales como Fvs o anticuerpos de cadena simple (SCAs) (por ejemplo, como se describe en la patente de Estados
Unidos 4,946,778; Bird, 1988, Science 242:423-42; Huston y otros, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; y
Ward y otros, 1989, Nature 334:544-54), o cualquier otra molécula con la misma especificidad que el anticuerpo de la
invencion. Los anticuerpos de cadena simple se forman al unir los fragmentos de cadena pesada y ligera de la region Fv
a través de un puente de aminoacidos, que resulta en un polipéptido de cadena simple. Las técnicas para el ensamblaje
de los fragmentos Fv funcionales en E. coli pueden usarse (Skerra y otros, 1988, Science 242:1038-1041).

En otras modalidades, la descripcion se refiere a las proteinas de fusion de las inmunoglobulinas de la invencion (o a
fragmentos funcionalmente activos de las mismas), por ejemplo, en las que la inmunoglobulina se fusiona a través de un
enlace covalente (por ejemplo, un enlace peptidico), ya sea el extremo N terminal o C terminal a una secuencia de
aminoacidos de otra proteina (o porcion de la misma, preferentemente al menos 10, 20 6 50 porciones de aminoacidos
de la proteina) que no es la inmunoglobulina. Preferentemente, la inmunoglobulina, o su fragmento, estd unida
covalentemente a la otra proteina en el extremo N terminal del dominio constante. Como se indicé anteriormente, dichas
proteinas de fusion pueden facilitar la purificacion, aumentar la vida media in vivo, y mejorar la entrega de un antigeno a
través de una barrera epitelial al sistema inmune.

Las inmunoglobulinas de la descripcion incluyen analogos y derivados que se modifican, es decir, mediante la union
covalente de cualquier tipo de molécula, siempre y cuando dicha unidon covalente no perjudique la unién
inmunoespecifica. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, los derivados y analogos de las inmunoglobulinas
incluyen los que se han modificado adicionalmente, por ejemplo, por glicosilacion, acetilacion, pegilacion, fosforilacion,
amidacion, derivatizacion por grupos protectores/bloqueadores conocidos, escision proteolitica, enlace a un ligando
celular u otra proteina, etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas puede llevarse a cabo por técnicas
conocidas, que incluyen, pero sin limitarse a, la escision quimica especifica, acetilacion, formilacion, etc.
Adicionalmente, el analogo o derivado puede contener uno o mas aminoacidos no clasicos.

Los anticuerpos anteriores pueden usarse en los procedimientos conocidos en la técnica relativos a la localizacion y
actividad de BST1, por ejemplo, para la formacion de imagenes de esta proteina, la medicion de sus niveles en
muestras fisioldgicas apropiadas, en métodos de diagnostico, etc.

Produccion de Afficuerpos a BST1

Las moléculas Afficuerpos representan una nueva clase de proteinas de afinidad basadas en un dominio de la proteina
del residuo de 58 aminoacidos, que se deriva de uno de los dominios de unién a IgG de la proteina A estafilocdcica.
Este dominio de haz de tres hélices se ha utilizado como una estructura para la construccién de genotecas de
fagémidos combinatorias, a partir de las cuales pueden seleccionarse variantes de Afficuerpos que se orientan a las
moléculas deseadas usando tecnologia de presentacion de fagos (Nord K, Gunneriusson E, Ringdahl J, Stahl S, Uhlen
M, Nygren PA, Binding proteins selected from combinatorial libraries of an a-helical bacterial receptor domain, Nat
Biotechnol 1997;15:772-7. Ronmark J, Gronlund H, Uhlen M, Nygren PA, Human immunoglobulin A (IgA)-specific
ligands from combinatorial engineering of protein A, Eur J Biochem 2002;269:2647-55.). La estructura simple y robusta
de las moléculas Afficuerpos en combinacion con su bajo peso molecular (6 kDa), las hace adecuadas para una amplia
variedad de aplicaciones, por ejemplo, como reactivos de deteccion (Ronmark J, Hansson M, Nguyen T, y otros,
Construction and characterization of Affibody-Fc chimeras produced in Escherichia coli, J Immunol Methods
2002;261:199-211) y para inhibir las interacciones del receptor (Sandstorm K, Xu Z, Forsberg G, Nygren PA, Inhibition of
the CD28-CD80 co-stimulation signal by a CD28-binding Affibody ligand developed by combinatorial protein engineering,
Protein Eng 2003;16:691-7). Detalles adicionales de los Afficuerpos y sus métodos de produccion pueden obtenerse
mediante referencia a la patente de Estados Unidos nim. 5,831,012.

Los Afficuerpos marcados pueden ser Utiles también en aplicaciones de imagenes para determinar la abundancia de las
isoformas.

Produccion de Anticuerpos de Dominio para BST1
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Las referencias a los anticuerpos en la presente descripcion incluyen las referencias a los Anticuerpos de Dominio. Los
Anticuerpos de Dominio (dAbs) son las unidades de union funcional mas pequefias de los anticuerpos, correspondientes
a las regiones variables ya sea de las cadenas pesadas (VH) o ligeras (VL) de los anticuerpos humanos. Los
Anticuerpos de dominio tienen un peso molecular de aproximadamente 13 kDa. Domantis ha desarrollado una serie de
genotecas grandes y altamente funcionales de los dAb de VH y VL completamente humanos (mas de diez mil millones
de secuencias diferentes en cada genoteca), y utiliza estas genotecas para seleccionar los dAb que son especificos a
objetivos terapéuticos. A diferencia de muchos anticuerpos convencionales, los Anticuerpos de dominio se expresan
bien en los sistemas de células bacterianas, de levadura y de mamiferos. Detalles adicionales de los anticuerpos de
dominio y sus métodos de produccion pueden obtenerse mediante referencia a la Patente de los Estados Unidos num.
6,291,158; 6,582,915; 6,593,081; 6,172,197; 6,696,245; |la serie de los Estados Unidos 2004/0110941; la aplicacion de
la patente Europea num. 1433846 y las patentes Europeas 0368684 y 0616640; el documento de patente nim. WO
05/035572, el documento de patente num. WO 04/101790, el documento de patente nim. WO 04/081026, el documento
de patente num. WO 04/058821, el documento de patente num. WO 04/003019 y el documento de patente nim. WO
03/002609.

Produccion de Nanocuerpos a BST1

Los nanocuerpos son proteinas terapéuticas que se derivan de los anticuerpos que contienen las propiedades
estructurales y funcionales Unicas de los anticuerpos de cadena pesada de origen natural. Estos anticuerpos de cadena
pesada contienen un dominio variable simple (VHH) y dos dominios constantes (Ch2 y Cn3). Es importante destacar,
que el dominio VHH clonado y aislado es un polipéptido perfectamente estable que alberga la capacidad completa de
union al antigeno del anticuerpo de cadena pesada original. Los Nanocuerpos tienen una alta homologia con los
dominios V4 de los anticuerpos humanos y pueden humanizarse ademas sin ninguna pérdida de la actividad. Es
importante destacar, que los Nanocuerpos tienen un potencial inmunogénico bajo, lo que se ha confirmado en estudios
de primates con compuestos lideres de los nanocuerpos.

Los nanocuerpos combinan las ventajas de los anticuerpos convencionales con caracteristicas importantes de los
farmacos de moléculas pequefias. Similar a los anticuerpos convencionales, los nanocuerpos muestran alta
especificidad, alta afinidad por su objetivo y baja toxicidad inherente. Sin embargo, similar a los farmacos de moléculas
pequefias, pueden inhibir las enzimas y acceder faciimente a las hendiduras de los receptores. Ademas, los
nanocuerpos son extremadamente estables, pueden administrarse por distintos medios de inyeccion (ver, por ejemplo,el
documento num. WO 04/041867) y son faciles de fabricar. Otras ventajas de los nanocuerpos incluyen reconocer
epitopos poco comunes u ocultos como resultado de su pequefio tamaio, que se unen en cavidades o sitios activos de
objetivos proteicos con alta afinidad y selectividad debido a su flexibilidad Unica en formato de farmaco tridimensional,
adaptacion a la vida media y la facilidad y la velocidad de descubrimiento de farmacos.

Los nanocuerpos se codifican por genes Unicos y se producen eficientemente en casi todos los huéspedes procarioticos
y eucariotas, por ejemplo, E. coli (ver, por ejemplo, el documento de patente nim. EE.UU. 6,765,087), mohos (por
ejemplo, Aspergillus o Trichoderma) y levadura (por ejemplo Saccharomyces, Kluyveromyces, Hansenula o Pichia) (ver,
por ejemplo la patente de los Estados Unidos num. 6,838,254). El proceso de produccion es escalable y se han
producido cantidades de varios kilogramos de nanocuerpos. Debido a que los nanocuerpos exhiben una estabilidad
superior en comparacion con los anticuerpos convencionales, pueden formularse como una solucién de larga vida util,
lista para usar.

El método de Nanoclon (ver, por ejemplo el documento de patente num. WO 06/079372) es un método patentado para
generar Nanocuerpos contra un objetivo deseado, basado en la seleccion optimizada automatica de células B.

Produccion de unicuerpos contra BST1

Los Unicuerpos son otra tecnologia de fragmentos de anticuerpos; sin embargo, ésta se basa en la eliminacion de la
region bisagra de los anticuerpos IgG4. La delecién de la region bisagra resulta en una molécula que es esencialmente
la mitad del tamafio de los anticuerpos IgG4 tradicionales y tiene una region de unién univalente en lugar de la region de
union bivalente de los anticuerpos IgG4. Se conoce bien ademas, que los anticuerpos IgG4 son inertes y, por lo tanto,
no interactian con el sistema inmune, lo que puede ser ventajoso para el tratamiento de enfermedades en las que no se
desea una respuesta inmunitaria y esta ventaja se transmite a los unicuerpos. Por ejemplo, los unicuerpos pueden
funcionar para inhibir o silenciar, pero no para matar, a las células a las que se unen. Ademas, la unién de unicuerpos a
las células cancerosas no estimula su proliferacion. Ademas, debido a que los unicuerpos tienen aproximadamente la
mitad del tamafo de anticuerpos IgG4 tradicionales, pueden mostrar una mejor distribucion sobre tumores sélidos mas
grandes con una eficacia potencialmente ventajosa. Los unicuerpos se eliminan del cuerpo a una velocidad similar a los
anticuerpos IgG4 enteros y son capaces de unirse con una afinidad similar a sus antigenos que los anticuerpos enteros.
Detalles adicionales de unicuerpos pueden obtenerse mediante la referencia al documento de la patente
WO02007/059782.

Produccion de darpinas contra BST1
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Las darpinas (Proteinas de Repeticion de Anquirina Disefiadas) son un ejemplo de una tecnologia de anticuerpos
miméticos DRP (Proteina de Repeticion Disefiada) que se ha desarrollado para explotar las capacidades de unién de
polipéptidos no anticuerpos. Las proteinas de repeticion, como la anquirina o las proteinas repetidas ricas en leucina,
son moléculas de unién ubicuas, que ocurren, a diferencia de los anticuerpos, intra y extracelularmente. Su arquitectura
modular tnica presenta unidades estructurales repetitivas (repeticiones), que se apilan juntas para formar dominios de
repeticion alargados que muestran superficies de unién al objetivo variables y modulares. Basado en esta modularidad,
pueden generarse genotecas combinatorias de polipéptidos con especificidades de unién altamente diversificadas. Esta
estrategia incluye el disefio consenso de repeticiones autocompatibles que muestran residuos de superficie variables y
su ensamblado aleatorio en dominios repetitivos.

Las darpinas pueden producirse en sistemas de expresion bacteriana con rendimientos muy elevados y pertenecen a
las proteinas mas estables que se conoce. Se han seleccionado darpinas de alta afinidad, muy especificas a un amplio
intervalo de proteinas objetivo, que incluyen receptores humanos, citoquinas, quinasas, proteasas humanas, virus y
proteinas de membrana. Pueden obtenerse las darpinas que tienen afinidades en el intervalo nanomolar a picomolar de
un solo digito.

Las darpinas se han utilizado en un amplio intervalo de aplicaciones, que incluyen el ELISA, ELISA sandwich, analisis
de citometria de flujo (FACS), immunohistoquimica (IHC), aplicaciones de chips, purificacion por afinidad o transferencia
en membrana de tipo Western. Las darpinas demostraron también ser altamente activas en el compartimento
intracelular por ejemplo como proteinas marcadoras intracelulares fusionadas con la proteina fluorescente verde (GFP).
Las darpinas se usaron ademas para inhibir la entrada viral con IC50 en el intervalo pM. Las darpinas no sélo son
ideales para bloquear las interacciones proteina proteina, sino ademas para inhibir las enzimas. Las proteasas,
quinasas y transportadores se han inhibido con éxito, mas frecuentemente en un modo de inhibicion alostérica. Los
enriquecimientos muy rapidos y especificos en el tumor y las relaciones muy favorables del tumor con respecto a la
sangre hacen que las darpinas sean adecuados para diagndsticos in vivo o enfoques terapéuticos.

La informacién adicional sobre las darpinas y otras tecnologias de DRP puede encontrarse en la publicacion de la
solicitud de patente de los Estados Unidos nim. 2004/0132028, y en la publicacion de la solicitud de patente
internacional num.WO02/20565.

Produccion de Anticalinas contra BST1

Las anticalinas son una tecnologia adicional de mimetismo de anticuerpos, sin embargo en este caso la especificidad de
union se deriva de lipocalinas, una familia de proteinas de bajo peso molecular que se expresan natural y
abundantemente en los tejidos humanos y fluidos corporales. Las lipocalinas han evolucionado para desempefiar una
variedad de funciones in vivo asociadas con el transporte fisioldgico y el almacenamiento de compuestos quimicamente
sensibles o insolubles. Las lipocalinas tienen una estructura intrinseca robusta que comprende un barril R altamente
conservado que soporta cuatro lazos en un extremo de la proteina. Estos lazos forman la entrada a un bolsillo de unién
y las diferencias conformacionales en esta parte de la molécula explican la variacién en la especificidad de unién entre
las lipocalinas individuales.

Aunque la estructura completa de los lazos hipervariables apoyados por un marco de hoja B conservada es
reminiscente de las inmunoglobulinas, las lipocalinas difieren considerablemente de los anticuerpos en términos de
tamafio, estan compuestas por una Unica cadena polipeptidica de 160 a 180 aminoacidos que es marginalmente mayor
que un simple dominio de la inmunoglobulina.

Las lipocalinas se clonan y sus lazos se someten a ingenieria genética para crear las anticalinas. La genotecas de
anticalinas estructuralmente diversas se han generado y la anticalina permite mostrar la selecciéon y tamizaje de la
funcién de union, seguido por la expresion y la produccion de la proteina soluble para analisis adicional en los sistemas
de procariotes o eucariotes. Los estudios han demostrado con éxito que pueden desarrollarse anticalinas que son
especificas para virtualmente cualquier proteina humana objetivo; pueden aislarse y obtenerse afinidades de unién en el
intervalo nanomolar o superior.

Las anticalinas pueden formatearse ademas como proteinas de doble orientaciéon, denominadas duocalinas. Una
duocalina se une a dos objetivos terapéuticos separados en una proteina monomérica de facil produccion usando
procesos de fabricacion estandar, mientras se conserva la especificidad y afinidad del objetivo a pesar de la orientacion
estructural de sus dos dominios de union.

La modulacién de mudltiples objetivos a través de una sola molécula es particularmente ventajosa en las enfermedades
conocidas que involucran mas de un simple factor causal. Ademas, los formatos de unién bi o multivalentes como las
duocalinas tienen un potencial significativo en orientar las moléculas a la superficie celular en la enfermedad, mediar los
efectos agonistas en las vias de transduccion de sefiales o inducir efectos de internalizacion mejorados a través de la
union y el agrupamiento de los receptores de la superficie celular. Ademas, la alta estabilidad intrinseca de las
duocalinas es comparable a las anticalinas monoméricas, lo que ofrece una formulacién flexible y un potencial de
entrega para las duocalinas.
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La informacién adicional sobre las anticalinas puede encontrarse en la patente de los Estados Unidos num. 7,250,297,
y en la publicacion de la solicitud de patente internacional num. WO 99/16873.

Produccion de avimeros contra BST1

Los avimeros se desarrollan a partir de una gran familia de dominios de receptores extracelulares humanos mediante el
reordenamiento del exon in vitro y la presentacion de fagos, lo que genera proteinas multidominios con propiedades de
union e inhibicion. La union de multiples dominios de uniéon ha mostrado crear avidez y resulta en una afinidad y una
especificidad mejoradas en comparacion con las proteinas de union a un solo epitopo convencional. Otras ventajas
potenciales incluyen la produccion simple y eficiente de las moléculas especificas multiobjetivos en Escherichia coli,
termoestabilidad mejorada y resistencia a proteasas. Los avimeros con afinidades subnanomolares se han obtenido
contra una variedad de objetivos.

La informacién adicional sobre los avimeros puede encontrarse en la publicacién de la solicitud de patente de los
Estados Unidos nums. 2006/0286603, 2006/0234299, 2006/0223114, 2006/0177831, 2006/0008844, 2005/0221384,
2005/0164301, 2005/0089932, 2005/0053973, 2005/0048512, 2004/0175756.

Produccion de versacuerpos contra BST1

Los Versacuerpos son pequefias proteinas de 3 a 5 kDa con >15 % de cisteinas, que forman un alto patrén de densidad
de disulfuro, que reemplazan al ndcleo hidrofébico que tienen las proteinas tipicas. La sustitucién de un gran nimero de
aminoacidos hidréfobos, que comprenden el nlcleo hidréfobo, con un ndmero pequefio de disulfuros que resulta en una
proteina que es mas pequefia, mas hidréfila (de menor agregacion y uniéon no especifica), mas resistente a las
proteasas y al calor, y tiene una menor densidad de epitopos de células T, debido a que los residuos que mas
contribuyen a la presentacion del MHC son hidrofébicos. Estas cuatro propiedades se conocen bien que afectan la
inmunogenicidad, y juntas se espera que causen una gran disminucion en la inmunogenicidad.

La inspiracion para los versacuerpos proviene de los productos biofarmacéuticos inyectables naturales producidos por
las sanguijuelas, serpientes, arafias, escorpiones, caracoles y anémonas, que se sabe exhiben inesperadamente baja
inmunogenicidad. A partir de las familias de proteinas naturales seleccionadas, mediante el disefio y la seleccion del
tamafio, la hidrofobicidad, el procesamiento del antigeno proteolitico y la densidad del epitopo se minimizan a niveles
muy por debajo del promedio de las proteinas naturales inyectables.

Dada la estructura de los versacuerpos, estos miméticos de anticuerpos ofrecen un formato versatil que incluye la
multivalencia, multiespecificidad, una diversidad de mecanismos de vida util, médulos de orientacion a tejidos y la
ausencia de la region Fc del anticuerpo. Ademas, los Versacuerpos se fabrican en E. coli con altos rendimientos, y
debido a su hidrofilicidad y tamafio pequefio, los versacuerpos son altamente solubles y pueden formularse a altas
concentraciones. Los versacuerpos son excepcionalmente estables al calor (pueden hervirse) y ofrecen una vida util
prolongada.

La informacion adicional sobre los versacuerpos puede encontrarse en la publicacién de la solicitud de patente de los
Estados Unidos num. 2007/0191272.

Expresion de Reactivos de Afinidad
Expresion de anticuerpos

Los anticuerpos de la descripciéon pueden producirse por cualquier método conocido en la técnica para la sintesis de
anticuerpos, particularmente, por sintesis quimica o por expresidon recombinante, y se producen preferentemente
mediante las técnicas de expresion recombinante.

La expresion recombinante de anticuerpos, o sus fragmentos, derivados o analogos, requiere la construccion de un
acido nucleico que codifica el anticuerpo. Si se conoce la secuencia de nucleétidos del anticuerpo, puede ensamblarse
un acido nucleico que codifica el anticuerpo a partir de los oligonucleétidos sintetizados quimicamente (por ejemplo,
como descrito en Kutmeier y otfros, 1994, BioTechniques 17:242), lo que brevemente, implica la sintesis de los
oligonucledtidos que se solapan y contienen las porciones de la secuencia que codifica el anticuerpo, hibridacion y unién
de los oligonucledtidos, y después la amplificacion de los oligonucleétidos unidos por RCP.

Alternativamente, el acido nucleico que codifica el anticuerpo puede obtenerse clonando el anticuerpo. Si no se dispone
de un clon que contiene el acido nucleico que codifica el anticuerpo particular, pero se conoce la secuencia de la
molécula de anticuerpo, puede obtenerse un acido nucleico que codifica el anticuerpo a partir de una fuente adecuada
(por ejemplo, una genoteca de ADNc de anticuerpos, o una genoteca de ADNc que se genera de cualquier tejido o
células que expresan el anticuerpo) mediante amplificacién por PCR usando iniciadores sintéticos que hibridan a los
extremos 3' y 5' de la secuencia o mediante la clonacién usando una sonda oligonucleotidica especifica para la
secuencia génica particular.
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Si no se dispone de una molécula de anticuerpo que reconozca especificamente un antigeno particular (o una fuente
para una genoteca de ADNc para clonar un acido nucleico que codifica dicho anticuerpo), pueden generarse
anticuerpos especificos para un antigeno particular por cualquier método que se conoce en la técnica, por ejemplo,
mediante la inmunizacién de un animal, tal como un conejo, para generar anticuerpos policlonales o, por ejemplo,
mediante la generacion de anticuerpos monoclonales. Alternativamente, puede obtenerse un clon que codifica al menos
la porcion Fab del anticuerpo mediante el tamizaje en genotecas de expresion de Fab (por ejemplo, como se describe
en Huse y ofros, 1989, Science 246:1275-1281) para clones de fragmentos Fab que se unen al antigeno especifico o
mediante la seleccion de las genotecas de anticuerpos (ver, por ejemploClackson y otros, 1991, Nature 352:624; Hane y
otros, 1997 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4937).

Una vez que se obtiene un acido nucleico que codifica al menos el dominio variable de la molécula de anticuerpo, puede
introducirse en un vector que contiene la secuencia de nucleétidos que codifica la region constante de la molécula de
anticuerpo (ver, por ejemplo, la publicacion PCT WO 86/05807; la publicacion PCT WO 89/01036; y la patente de los
Estados Unidos num. 5,122,464). Los vectores que contienen la cadena completa ligera o pesada para la coexpresion
con el acido nucleico que permiten la expresiéon de una molécula completa de anticuerpo estan disponibles también.
Después, el acido nucleico que codifica el anticuerpo puede usarse para introducir las sustituciones o deleciones
nucleotidicas necesarias para sustituir (o eliminar) uno o mas residuos de cisteina de la region variable que participan
en un enlace de disulfuro intracadena con un residuo de aminoacido que no contiene un grupo sulfidrilo. Modificaciones
de este tipo pueden llevarse a cabo por cualquier método conocido en la técnica para la introducciéon de mutaciones o
deleciones especificas en una secuencia de nucledtidos, por ejemplo, pero sin limitarse a, mutagénesis quimica,
mutagénesis dirigida in vitro (Hutchinson y ofros, 1978, J. Biol. Chem. 253:6551), métodos basados en PCT, etc.

Adicionalmente, pueden usarse técnicas desarrolladas para la produccion de "anticuerpos quiméricos" (Morrison y otros,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:851-855; Neuberger y ofros, 1984, Nature 312:604-608; Takeda y otros, 1985,
Nature 314:452-454) mediante empalme de genes de una molécula de anticuerpo de raton de especificidad de antigeno
apropiada junto con genes de una molécula de anticuerpo humano de actividad biolégica apropiada. Como se describié
arriba, un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes porciones se derivan de diferentes especies de
animales, tales como aquellas que tienen una regioén variable derivada de un mAb murino y una region constante de
anticuerpo humano, por ejemplo, anticuerpos humanizados.

Una vez que se obtiene la secuencia del acido nucleico que codifica la molécula del anticuerpo de la invencion, el vector
para la produccion de las moléculas puede producirse por tecnologia de ADN recombinante usando metodologias que
se conocen bien en la técnica. Por lo tanto, se describen en la presente descripcion los métodos para preparar la
proteina de la descripcion mediante la expresion del acido nucleico que contiene las secuencias de moléculas de
anticuerpo. Los métodos que se conocen bien por los expertos en la técnica pueden usarse para construir vectores de
expresion que contienen las secuencias que codifican la molécula del anticuerpo y sefiales de control adecuadas para la
transcripcion y traduccion. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas
sintéticas, y recombinacion genética in vivo. Ver, por ejemplo, las técnicas que se describen en Sambrook y otros (1990,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2da Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York) y
Ausubel y otros (eds., 1998, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York).

El vector de expresion se transfiere a una célula huésped por técnicas convencionales y las células transfectadas se
cultivan después mediante técnicas convencionales para producir un anticuerpo de la descripcion.

Las células huésped usadas para expresar los anticuerpos recombinantes de la invencion pueden ser ya sea células
bacterianas tales como Escherichia coli, o, preferentemente, células eucariotas, especialmente para la expresion de una
molécula completa de inmunoglobulina recombinante. Particularmente, las células de mamifero tal como las células de
ovario de hamster Chino (CHO), junto con un vector tal como el elemento promotor temprano del gen intermedio
principal del citomegalovirus humano es un sistema de expresion eficaz para anticuerpos (Foecking y otros, 1986, Gene
45:101; Cockett y otros, 1990, BioTechnology 8:2).

Una variedad de sistemas de vectores de expresion del huésped pueden usarse para expresar una molécula de
anticuerpo de la invencion. Dichos sistemas de expresion de huésped representan vehiculos mediante los cuales
pueden producirse y purificarse posteriormente las secuencias codificantes de interés, pero ademas representan las
células que pueden transformarse o transfectarse con las secuencias codificantes de nucleétidos apropiadas,
expresando la molécula de anticuerpo de la descripcion in situ. Estos incluyen pero no se limitan a microorganismos
tales como las bacterias (por ejemplo, E. coli, B. subtilis) transformadas con ADN recombinante de bacteriéfago, ADN
plasmidico o vectores de expresion de ADN cosmidico que contienen secuencias que codifican anticuerpos; levadura
(por ejemplo, Saccharomyces, Pichia) transformada con vectores de expresion recombinante de levadura que
contienen secuencias codificadoras de anticuerpos; sistemas de células de insectos infectados con vectores de
expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen las secuencias que codifican el anticuerpo;
sistemas de células vegetales infectadas con vectores de expresion del virus recombinante (por ejemplo, virus del
mosaico de la coliflor, CaMV, virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresion de
plasmidos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen secuencias codificantes de anticuerpos; o sistemas
de células de mamifero (por ejemplo células COS, CHO, BHK, 293, 3T3) que albergan los constructos de expresion
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recombinante que contienen promotores derivados del genoma de células de mamifero (por ejemplo, promotor de
metalotioneina) o de virus de mamiferos (por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus; promotor del virus vaccinia de
7,5K).

En sistemas bacterianos, un numero de vectores de expresion puede seleccionarse ventajosamente en dependencia del
uso previsto para la molécula que se expresa. Por ejemplo, cuando una gran cantidad de una proteina de este tipo, que
se produce por la generacion de composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula de anticuerpo, puede ser
deseable que se purifiquen facilmente los vectores que dirigen la expresion de altos niveles de los productos de la
proteina de fusion. Tales vectores incluyen, pero no se limitan, al vector de expresion de E. coli pUR278 (Ruther y ofros,
1983, EMBO J. 2:1791), en el que la secuencia que codifica el anticuerpo puede unirse individualmente al vector en el
marco con la regién codificante lac Z de manera que se produce una proteina de fusion; vectores pIN (Inouye & Inouye,
1985, Nucleic Acids Res. 13:3101-3109; Van Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 24:5503-5509); y similares. Los
vectores pGEX pueden usarse ademas para expresar polipéptidos foraneos como las proteinas de fusion con glutation
S-transferasa (GST). Generalmente, tales proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de
células lisadas por adsorcion y unién a una matriz de perlas de agarosa y glutation seguido por la elucién en presencia
de glutation libre. Los vectores pGEX se disefian para incluir sitios de escisién para trombina o proteasa factor Xa tal
que el producto génico objetivo clonado puede liberarse de la porcion GST.

En un sistema de insecto, Autographa californica el virus de la poliedrosis nuclear (AcNPV) se utiliza como un vector
para expresar genes foraneos. El virus crece en las células de Spodoptera frugiperda. La secuencia codificante de
anticuerpo puede clonarse individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen polihedrina) del virus y
colocarse bajo el control de un promotor AcNPV (por ejemplo, el promotor de la polihedrina). En células huésped de
mamiferos, pueden usarse un nimero de sistemas de expresion a base de virus (por ejemplo, un sistema de expresion
de adenovirus).

Como se discutid anteriormente, puede elegirse una cepa de célula huésped que modula la expresion de las
secuencias insertadas o modifica y procesa el producto génico de la manera especifica deseada. Estas modificaciones
(por ejemplo, la glicosilacién) y procesamiento (por ejemplo, la escision) de los productos proteicos pueden ser
importantes para la funcién de la proteina.

Para la produccion de anticuerpos recombinantes de alto rendimiento, a largo plazo, se prefiere la expresion estable.
Por ejemplo, las lineas celulares que expresan de forma estable un anticuerpo de interés pueden producirse
transfectando las células con un vector de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos del anticuerpo y la
secuencia de nucledtidos de una seleccionable (por ejemplo, neomicina o higromicina) y seleccionando para la
expresion del marcador seleccionado. Estas lineas celulares disefiadas por ingenieria genética pueden ser
particularmente Utiles en el tamizaje y la evaluacion de los compuestos que interactian directamente o indirectamente
con la molécula de anticuerpo.

Los niveles de expresion de una molécula de anticuerpo pueden incrementarse mediante la amplificacion del vector
(para una revision, ver Bebbington y Hentschel, The use of vectors based on gene amplification for the expression of
cloned genes in mammalian cells en DNA cloning, Vol.3. (Academic Press, New York, 1987). Cuando un marcador en
el sistema vector que expresa un anticuerpo es amplificable, el incremento del nivel de inhibidor presente en el cultivo
de la célula huésped incrementara el nimero de copias del gen marcador. Dado que la regiéon amplificada esta asociada
con el gen del anticuerpo, la produccion del anticuerpo se incrementara también (Crouse y otros, 1983, Mol. Cell. Biol.
3:257).

La célula huésped puede cotransfectarse con dos vectores de expresion de la invencion, el primer vector que codifica
un polipéptido derivado de la cadena pesada y el segundo vector que codifica un polipéptido derivado de la cadena
ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables idénticos, lo cual permite la expresion similar de
polipéptidos de cadena pesada y ligera. Alternativamente, un Unico vector puede usarse, que codifica los polipéptidos
tanto de cadena pesada como ligera. En tales situaciones, la cadena ligera debe situarse antes de la cadena pesada
para evitar un exceso de cadena pesada libre de toxico (Proudfoot, 1986, Nature 322:52; Kohler, 1980, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:2197). Las secuencias codificantes para las cadenas pesada y ligera pueden comprender ADNc o ADN
gendmico.

Una vez que la molécula de anticuerpo de la invencién se expresd de forma recombinante, puede purificarse mediante
cualquier método que se conoce en la técnica para la purificacion de una molécula de anticuerpo, por ejemplo, mediante
cromatografia (por ejemplo, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia por afinidad como con la proteina A o
antigeno especifico y cromatografia en columna de separaciéon por tamafo), centrifugacion, solubilidad diferencial o
mediante cualquier otra técnica estandar para la purificacién de proteinas.

Alternativamente, cualquier proteina de fusiéon puede purificarse facilmente mediante el uso de un anticuerpo especifico
para la proteina de fusién que se expresa. Por ejemplo, un sistema descrito por Janknecht y otros permite la purificacion
rapida de proteinas de fusidon no desnaturalizadas que se expresan en las lineas celulares humanas (Janknecht y otros,
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8972-897). En este sistema, el gen de interés se subclona en un plasmido de
recombinacién de vaccinia tal que el marco de lectura abierto del gen se fusiona de forma traduccional a una etiqueta
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amino terminal que consiste en seis residuos de histidina. La etiqueta sirve como un dominio de unién a la matriz para la
proteina de fusion. Los extractos de células infectadas con virus vaccinia recombinante se cargan sobre columnas de
agarosa y acido nitriloacético Ni%* y las proteinas marcadas con histidina se eluyen selectivamente con tampones que
contienen imidazol.

Los anticuerpos que se generan mediante estos métodos pueden seleccionarse ademas mediante un primer tamizaje
por afinidad y especificidad con el polipéptido purificado de interés y, si es necesario, se comparan los resultados con la
afinidad y la especificidad de los anticuerpos con los polipéptidos que se desean excluir de la unién. El procedimiento de
seleccion puede implicar la inmovilizacién de los polipéptidos purificados en pocillos separados en las placas de
microtitulacion. La solucion que contiene un anticuerpo potencial o grupos de anticuerpos se coloca después en los
respectivos pocillos de microtitulacion y se incuba durante aproximadamente 30 minutos a 2 h. Los pocillos de
microtitulacion se lavan después y se afiade un anticuerpo secundario marcado (por ejemplo, un anticuerpo anti raton
conjugado con fosfatasa alcalina si los anticuerpos originados son anticuerpos de ratén) a los pocillos y se incuba
durante aproximadamente 30 minutos y se lavan después. Se afiade un sustrato a los pocillos y aparecera una reaccion
de color donde esta presente el anticuerpo frente a los polipéptidos inmovilizados.

Los anticuerpos asi identificados pueden analizarse posteriormente por afinidad y especificidad en el disefio de ensayo
seleccionado. En el desarrollo de inmunoensayos para una proteina objetivo, la proteina objetivo purificada actia como
un estandar con el que se juzga la sensibilidad y especificidad del inmunoensayo usando los anticuerpos que se
seleccionaron. Debido a que la afinidad de unién de diversos anticuerpos puede diferir; ciertos pares de anticuerpos (por
ejemplo, en ensayos en sandwich) pueden interferir uno con otro estéricamente, etc., el rendimiento del ensayo de un
anticuerpo puede ser una medida mas importante que la afinidad absoluta y la especificidad de un anticuerpo.

Los expertos en la técnica reconoceran que pueden adoptarse muchos enfoques para producir anticuerpos o
fragmentos de unién y tamizar y seleccionar para la afinidad y especificidad de los diversos polipéptidos, pero estos
enfoques no cambian el alcance de la descripcion.

Para aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos (particularmente, anticuerpos monoclonales) pueden adecuadamente
ser anticuerpos humanos o de animales humanizados (por ejemplo, ratén). Pueden producirse anticuerpos animales
usando la proteina humana (por ejemplo, BST1) como inmunégeno en animales. La humanizacién tipicamente implica
el injerto de las CDR que se identifican de ese modo en las regiones del marco de lectura humano. Normalmente se
requiere una posterior retromutacion para optimizar la conformaciéon de cadenas. La persona experta en la técnica
conoce los procesos de este tipo.

Expresion de Afficuerpos.

La construccion de afficuerpos se ha descrito en otra parte (Ronnmark J, Gronlund H, Uhlen, M., Nygren P.A, Human
immunoglobulin A (IgA)-specific ligands from combinatorial engineering of protein A, 2002, Eur. J. Biochem. 269, 2647-
2655.), que incluye la construccion de genotecas de presentacion de fagos Afficuerpos (Nord, K., Nilsson, J., Nilsson, B.,
Uhlen, M. & Nygren, P.A, A combinatorial library of an a-helical bacterial receptor domain, 1995, Protein Eng. 8, 601-
608. Nord, K., Gunneriusson, E., Ringdahl, J., Stahl, S., Uhlen, M. & Nygren, P.A, Binding proteins selected from
combinatorial libraries of an a-helical bacterial receptor domain, 1997, Nat. Biotechnol. 15, 772-777.)

Los analisis de biosensor para investigar las variantes éptimas de Afficuerpos que usan estudios de unién a biosensores
se han descrito también en otra parte (Ronnmark J, Gronlund H, Uhlen, M., Nygren P.A, Human immunoglobulin A (IgA)-
specific ligands from combinatorial engineering of protein A, 2002, Eur. J. Biochem. 269, 2647-2655.).

Modificaciones de Reactivos de Afinidad.

En una modalidad preferida, los reactivos de afinidad anti BST1 tales como los anticuerpos o sus fragmentos se
conjugan con una porcion diagndstico (tal como un marcador detectable) o una porcién terapéutica. Los anticuerpos
pueden usarse para el diagndstico o para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. La deteccion puede
facilitarse acoplando el anticuerpo a una sustancia detectable (marcador). Los ejemplos de sustancias detectables
incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales emisores de positrones (para el uso en tomografia de emision de
positrén), e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. Ver generalmente la patente de los Estados Unidos ndm.
4,741,900 para iones metalicos que pueden conjugarse a anticuerpos para el uso como diagndstico de conformidad con
la presente invencidon. Las enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa, o acetilcolinesterasa; los grupos protésicos adecuados incluyen estreptavidina, avidina y biotina; los
materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
fluoresceina de diclorotriazinilamina, cloruro de dansilo y ficoeritrina; los materiales luminiscentes adecuados incluyen
luminol; materiales bioluminiscentes adecuados incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y nucleidos radiactivos
adecuados incluyen 1'%, '3 In'"" y Tc®, Ga puede emplearse ademas.

Como se indicé anteriormente, los reactivos de afinidad, tales como anticuerpos para usar en la invencién, pueden
conjugarse con una porcion terapéutica, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un inmunosupresor) o una
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radiotoxina. Los conjugados de este tipo se denominan en la presente como "immunoconjugados". Los
inmunoconjugados que incluyen una o mas citotoxinas que se denominan como "inmunotoxinas". Las citotoxinas o
agentes citotoxicos incluyen cualquier agente que es perjudicial para las células (por ejemplo, matan). Los ejemplos
incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina
D, 1-dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y sus analogos u
homologos. Los agentes terapéuticos incluyen, pero sin limitarse a, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina,
clorambucil tioepa, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C, y platino cisdiclorodiamina (Il) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo,
daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente
actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)), y agentes antimitéticos (por ejemplo, vincristina y
vinblastina).

Otros ejemplos preferidos de citotoxinas terapéuticas que pueden conjugarse con un anticuerpo de la descripcion
incluyen duocarmicinas, caliqueamicinas, maitansinas y auristatinas, y sus derivados. Un ejemplo de un conjugado de
anticuerpo de caliceamicina esta disponible en el comercio (Mylotarg®; American Home Products).

Las citotoxinas pueden conjugarse con anticuerpos de la descripcion al usar la tecnologia de ligando disponible en la
técnica. Ejemplos de tipos de ligandos que se han usado para conjugar una citotoxina con un anticuerpo incluyen, pero
no se limitan a, hidrazonas, tioéteres, ésteres, disulfuros y ligandos que contienen péptidos. Puede seleccionarse un
ligando que sea, por ejemplo, susceptible a la escision mediante pH bajo dentro del compartimento lisosémico o
susceptible a la escision por proteasas, tales como proteasas preferentemente expresadas en el tejido tumoral tales
como catepsinas (por ejemplo, catepsinas B, C, D).

Ejemplos de citotoxinas se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos nims 6,989,452, 7,087,600, y
7,129,261, y en la solicitud PCT W02006/110476, y en la solicitud de patente de Estados Unidos nim. 60/891,028. Para
informacion adicional sobre los tipos de citotoxinas, ligandos y métodos para conjugar los agentes terapéuticos con
anticuerpos, ver ademas Saito, G. y otros (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail, P.A. y otros (2003) Cancer
Immunol. Immunother. 52:328-337; Payne, G. (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, T.M. (2002) Nat. Rev. Cancer 2:750-
763; Pastan, I. y Kreitman, R. J. (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091; Senter, P.D. y Springer, C.J. (2001)
Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

Los reactivos de afinidad pueden conjugarse ademas con un isétopo radiactivo para generar radiofarmacos citotoxicos,
ademas denominados como radioimmunoconjugados. Ejemplos de isétopos radiactivos que pueden conjugarse con
anticuerpos para uso diagndstico o terapéutico incluyen, pero no se limitan a, yodo131, indio111, itrio90 y lutecio177.
Los métodos para preparar los radioimmunoconjugados se establecen en la técnica. Ejemplos de
radioinmunoconjugados estan disponibles en el comercio, que incluyen Zevalin® (IDEC Pharmaceuticals) y Bexxar®
(Corixa Pharmaceuticals), y pueden usarse métodos similares para preparar radioimmunoconjugados usando los
anticuerpos de la descripcion.

Los conjugados pueden usarse para modificar una respuesta biolégica dada, y la porcidon del farmaco no debe
interpretarse como limitado para agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, la porcién de farmaco puede ser
una proteina o polipéptido que posee una actividad bioldgica deseada. Tales proteinas pueden incluir, por ejemplo, una
toxina enzimaticamente activa, o su fragmento activo, tales como abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas o toxina
diftérica; una proteina tales como factor de necrosis tumoral o interferén-y; o, modificadores de la respuesta biolégica
tales como, por ejemplo, linfoquinas, interleuquina-1 ("IL-1"), interleuquina 2 ("IL-2"), interleuquina 6 ("IL-6"), factor de
estimulacion de colonias de macréfagos granulocitos ("GM-CSF"), factor de estimulacién de colonias de granulocitos
("G-CSF"), u otros factores de crecimiento. Senter P.D. (2009) Curr. Opin. Chem. Biol. 13(3):235-244; Kovtun y otros
(2010) Cancer Res. 70(6):2528-2537.

Las técnicas para la conjugacion de tales porciones terapéuticas con anticuerpos se conocen bien, ver, por ejemplo,
Arnon y otros, "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy," en Monoclonal Antibodies
And Cancer Therapy, Reisfeld y otros (eds.), pags. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom y otros, "Antibodies For
Drug Delivery," en Controlled Drug Delivery (2da Ed.), Robinson y otros (eds.), pags. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987);
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review," en Monoclonal Antibodies '84: Biological
And Clinical Applications, Pinchera y ofros (eds.), pags. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of
The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy," en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection
And Therapy, Baldwin y otros (eds.), pags. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe y otros, Immunol. Rev., 62:119-58,
1982.

Alternativamente, un anticuerpo puede conjugarse a un segundo anticuerpo para formar un heteroconjugado de
anticuerpo como se describe por Segal en la patente de Estados Unidos num. 4,676,980.

Un anticuerpo con o sin la conjugacion de una porcion terapéutica, puede usarse como un agente terapéutico que se
administra sélo o en combinacion con factores citotdxicos y/o citoquinas.
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La descripcion se refiere a anticuerpos totalmente humanos, o humanizados que inducen citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC). Un anticuerpo totalmente humano es aquel en el que las secuencias de proteinas
se codifican por secuencias de inmunoglobulinas humanas naturales, ya sea de linfocitos B humanos productores de
anticuerpos aislados, o de linfocitos B murinos transgénicos de ratones en los que las regiones cromosémicas que
codifican la inmunoglobulina murina se han reemplazado por secuencias humanas ortélogas. Los anticuerpos
transgénicos del ultimo tipo incluyen, pero no se limitan a, HuMab (Medarex, Inc, California) y XenoMouse (Abgenix Inc.,
California). Un anticuerpo humanizado es aquel en el que la regidon constante de una molécula de anticuerpo no humano
de especificidad de antigeno apropiada, se reemplaza por la regiéon constante de un anticuerpo humano,
preferentemente del subtipo IgG, con funciones efectoras apropiadas (Morrison y otros, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci.
81:851-855; Neuberger y otros, 1984, Nature 312:604-608; Takeda y ofros, 1985, Nature 314:452-454). Las funciones
efectoras apropiadas incluyen ADCC, que es un proceso natural por el cual anticuerpos totalmente humanos o
anticuerpos humanizados, cuando se unen a objetivos sobre la superficie de células cancerosas, activan las
propiedades de muerte celular de los linfocitos que forman parte del sistema inmune normal. Estos linfocitos activos,
denominados células Asesinas Naturales (NK), usan un proceso citotéxico para destruir las células vivas a las que se
unen los anticuerpos. La actividad de ADCC puede detectarse y cuantificarse midiendo la liberacion de Europio (Eu®*)
de Eu®* marcado, en células vivas en presencia de un anticuerpo especifico de antigeno y células mononucleares de
sangre periférica que se extraen de un sujeto humano vivo inmunocompetente. El proceso ADCC se describe en detalle
en Janeway Jr. C.A. y otros, Immunobiology, 5ta ed., 2001, Garland Publishing, ISBN 0-8153-3642-X; Pier G.B. y otros,
Immunology, Infection, and Immunity, 2004, pags. 246-5; Albanell J. y otros, Advances in Experimental Medicine and
Biology, 2003, 532:pags.2153-68 y Weng, W.-K. y otros, Journal of Clinical Oncology, 2003, 21:pags. 3940-3947. Los
métodos adecuados para la deteccion y cuantificacion de la ADCC pueden encontrarse en Blomberg y otros, Journal of
Immunological Methods. 1986, 86:pags.225-9; Blomberg et al, Journal of Immunological Methods. 1986,
21;92:pags.117-23 y Patel & Boyd, Journal of Immunological Methods. 1995, 184:p29-38.

La ADCC tipicamente implica la activacion de células NK y depende del reconocimiento de células recubiertas de
anticuerpo por receptores Fc en la superficie de la célula NK. Los receptores Fc reconocen la porcion Fc (cristalina) de
anticuerpos tales como la 1gG, unidos especificamente a la superficie de una célula objetivo. El receptor Fc que
desencadena la activacion de la célula NK se denomina CD16 o FcyRllla. Una vez que el receptor FcyRllla se une a la
Fc de la IgG, la célula NK libera citoquinas tales como IFN-y, y granulos citotéxicos que contienen perforina y granzimas
que entran en la célula objetivo y promueven la muerte celular desencadenando la apoptosis.

La induccidon de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) por un anticuerpo puede mejorarse
mediante modificaciones que alteran las interacciones entre la region constante del anticuerpo (Fc) y diversos
receptores que estan presentes en la superficie de las células del sistema inmune. Modificaciones de este tipo incluyen
la reduccion o la ausencia de porciones de fucosa unidas a alfa 1,6 en las cadenas complejas de oligosacaridos que se
afiaden normalmente al Fc de anticuerpos durante la sintesis natural o recombinante en las células de mamiferos. En
una modalidad preferida, se producen reactivos de afinidad antiBST1 no fucosilados tales como anticuerpos o
fragmentos de estos para mejorar su capacidad de inducir la respuesta de ADCC.

Las técnicas para reducir o suprimir las porciones de fucosa unidas a alfa 1,6 en las cadenas de oligosacaridos de la Fc
estan bien establecidas. En un ejemplo, el anticuerpo recombinante se sintetiza en una linea celular que esta alterada
en su capacidad para afadir fucosa en un enlace alfa 1,6 unido a la N-acetilglucosamina mas interna de los
oligosacaridos Fc del tipo biantenario unidos a N. Estas lineas celulares incluyen, pero no se limitan a, el hibridoma de
rata YB2/0, que expresa un nivel reducido del gen de la 1,6-fucosiltransferasa-alfa, FUT8. Preferentemente, el
anticuerpo se sintetiza en una linea celular que es incapaz de afiadir las porciones de fucosil unidas a alfa-1,6 a
cadenas de oligosacaridos complejas, debido a la delecion de ambas copias del gen FUT8. Lineas celulares de este tipo
incluyen, pero no se limitan a, lineas celulares FUT8-/- CHO/DG44. Las técnicas para sintetizar anticuerpos
parcialmente fucosilados o no fucosilados y reactivos de afinidad se describen en Shinkawa y otros, J. Biol. Chem.
278:3466-34735 (2003); Yamane-Ohnuki y oftros, Biotechnology and Bioengineering 87: 614-22 (2004) y en los
documentos de patentes niums. WO00/61739 A1, WO02/31140 A1 yWOO03/085107 A1. En un segundo ejemplo, la
fucosilacion de un anticuerpo recombinante se reduce o suprime mediante la sintesis en una linea celular que se
modifica genéticamente para sobreexpresar una glicosil transferasa modificadora de glucoproteinas a un nivel que
maximiza la produccion de oligosacaridos complejos unidos a N que portan N-acetilglucosamina bisectantes. Por
ejemplo, el anticuerpo se sintetiza en una linea celular de Ovario de Hamster Chino que expresa la enzima N-acetil
glucosamina transferasa Ill (GnT Ill). Las lineas celulares transfectadas de forma estable con glucosil transferasas
modificadoras de la glucoproteina adecuada, y los métodos para sintetizar anticuerpos que usan estas células se
describen en el documento de patente nim. W099/54342.

Un anticuerpo no fucosilado o reactivo de afinidad puede usarse como un farmaco terapéutico que se administra solo o
en combinacion con factores citotdxicos y/o citoquinas.

En una modificacion adicional, las secuencias de aminoacidos del anticuerpo Fc se alteran de una manera que mejora
la activacion de ADCC, sin afectar la afinidad del ligando. Ejemplos de tales modificaciones se describen en Lazar y
otros, Proceedings of the National Academy of Sciences 2006, 103: pags.4005-4010; el documento de patente num.
WO03/074679 y el documento de patente num. W0O2007/039818. En estos ejemplos, la sustitucion de aminoacidos en
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el anticuerpo Fc, tal como aspartato por serina en la posicion 239, e isoleucina por glutamato en la posiciéon 332, alteré
la afinidad de unién de un anticuerpo para receptores Fc, dando lugar a un aumento en la activacion de ADCC.

Un reactivo de anticuerpo con activacion de ADCC mejorada debido a sustituciones de aminoacidos puede usarse como
un terapéutico que se administra solo o en combinacién con factores citotdxicos y/o citoquinas.

La descripcion ademas se refiere a moléculas biespecificas que comprenden al menos una primera especificidad de
union para un primer epitopo objetivo (es decir, BST1) y una segunda especificidad de unién para un segundo epitopo
objetivo. El segundo epitopo objetivo puede estar presente en la misma proteina objetivo que la unida por la primera
especificidad de unién; o en el segundo epitopo objetivo puede estar presente de una proteina objetivo diferente a la
unida por la primera proteina a la que esta unida por la primera especificidad de unién. El segundo epitopo objetivo
puede estar presente en la misma célula que el primer epitopo objetivo (es decir, BST1); o el segundo epitopo objetivo
puede estar presente en un objetivo que no se muestra por la célula que muestra el primer epitopo objetivo. Como se
utiliza en la presente, el término "especificidad de union" se refiere a una porcién que comprende al menos un dominio
variable de anticuerpo.

Estas moléculas biespecificas dirigen las células que expresan BST1 hacia las células efectoras que expresan CD3 o
CD5 (por ejemplo, células T citotoxicas que expresan CD3 o CD5) e inducen actividades de células efectoras mediadas
por CD3 o CD5, tales como la expansion clonal de células T y la citotoxicidad de células T. Los anticuerpos
biespecificos de la descripcién pueden tener un total de dos o tres dominios variables de anticuerpo, en donde la
primera porcion del anticuerpo biespecifico es capaz de reclutar la actividad de una célula efectora inmune humana por
la union especifica a un antigeno efector localizado en la célula efectora inmune humana, en la que el antigeno efector
es el antigeno CD3 o CD5 humano, dicha primera porcidon consiste en un anticuerpo de dominio variable, y una
segunda porcion del anticuerpo biespecifico es capaz de unirse especificamente a un antigeno objetivo distinto del
antigeno efector, por ejemplo, BST1, dicho antigeno objetivo esta situado en una célula objetivo distinta de dicha célula
efectora inmune humana, y dicha segunda porcién comprende uno o dos dominios variables de anticuerpo.

Diagnéstico de cancer que incluye las enfermedades de la invencion.

De conformidad con la presente invencion, las muestras de prueba de, por ejemplo, un tejido mieloide, mamario,
colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico, suero, plasma u orina que se obtiene de un sujeto sospechoso de tener o que
se sabe que tiene las enfermedades de la invencion, pueden usarse para el diagnéstico o el seguimiento. En una
modalidad, un cambio en la abundancia de BST1 en una muestra de prueba con respecto a una muestra de control (de
un sujeto o sujetos libres de las enfermedades de la invencion) o un intervalo de referencia previamente determinado,
indica la presencia de las enfermedades de la invencion. En otra modalidad, la abundancia relativa de BST1 en una
muestra de prueba en comparacién con una muestra de control o un intervalo de referencia determinado previamente,
indica un subtipo de las enfermedades de la invencion (por ejemplo, cancer de mama inflamatorio, cancer colorrectal
familiar o esporadico, carcinoma de células renales, carcinoma de pulmén de células escamosas, carcinoma de células
pequefias o tumores endocrinos del pancreas). En aun otra modalidad, la abundancia relativa de BST1 en una muestra
de prueba con relacion a una muestra de control o un intervalo de referencia previamente determinado indica el grado o
la gravedad de las enfermedades de la invencién (por ejemplo, la probabilidad de metastasis). En cualquiera de los
métodos antes mencionados, la deteccion de BST1 puede combinarse opcionalmente con la deteccién de uno o mas
biomarcadores adicionales para las enfermedades de la invencion. Cualquier método adecuado puede emplearse en la
técnica para medir el nivel de BST1, que incluye pero sin limitarse, a las tecnologias preferidas descritas en la presente,
ensayos de quinasa, inmunoensayos para detectar y/o visualizar el BST1 (por ejemplo, transferencia en membrana de
tipo Western, inmunoprecipitacion seguido de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio,
inmunocitoquimica, etc.). En una modalidad adicional, un cambio en la abundancia del ARNm que codifica BST1 en una
muestra de prueba con respecto a una muestra de control o un intervalo de referencia previamente determinado indica
la presencia de las enfermedades de la invencion. Cualquier ensayo de hibridacion adecuado puede usarse para
detectar la expresion de BST1 mediante la deteccién y/o visualizacion del ARNm que codifica BST1 (por ejemplo,
ensayos de Northern, dot blots, hibridacion in situ, etc.).

En otra modalidad de la invencion, pueden usarse anticuerpos marcados (u otros reactivos de afinidad), derivados y
analogos de éstos, que se unen especificamente a BST1 con fines de diagndstico, para detectar, diagnosticar o
supervisar las enfermedades de la invencion. Preferentemente, las enfermedades de la invencion se detectan en un
animal, con mayor preferencia en un mamifero y con la maxima preferencia en un ser humano.

Ensayos de tamizaje

La descripcion proporciona métodos para identificar agentes (por ejemplo, compuestos candidatos o compuestos de
prueba) que se unen a BST1 o tienen un efecto estimulador o inhibidor sobre la expresion o la actividad de BST1. La
descripcion proporciona también métodos para identificar agentes, compuestos candidatos o compuestos de prueba que
se unen al polipéptido relacionado con BST1 o la proteina de fusién a BST1 o tienen un efecto estimulador o inhibidor
sobre la expresion o actividad del polipéptido relacionado con BST1 o de la proteina de fusion a BST1. Ejemplos de
agentes, compuestos candidatos o compuestos de prueba incluyen, pero no se limitan a, acidos nucleicos (por ejemplo,
ADN y ARN), carbohidratos, lipidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos, moléculas pequefias y otros farmacos. Los

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2615256 T3

agentes pueden obtenerse usando cualquiera de los numerosos enfoques en métodos de genoteca combinatoria
conocidos en la técnica, que incluyen: genotecas biolégicas; genotecas de fase solida paralela espacialmente
direccionable o fase en solucion; métodos de genoteca sintética que requieren deconvolucion; el método de genoteca
"una perla un compuesto"; y métodos de genoteca sintética que utilizan la seleccidon por cromatografia de afinidad. El
enfoque de la genoteca bioldgica se limita a las genotecas de péptidos, mientras que los otros cuatro enfoques se
aplican a genotecas de compuestos de oligobmeros no peptidicos o de moléculas pequefias (Lam, 1997, Anticancer
Drug Des. 12:145; la patente de los Estados Unidos num. 5,738,996; y la patente de los Estados Unidos num.
5,807,683).

Ejemplos de métodos para la sintesis de genotecas moleculares pueden encontrarse en la técnica, por ejemplo en:
DeWitt y otros, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909; Erb y ofros, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11422;
Zuckermann y otros, 1994, J. Med. Chem. 37:2678; Cho y otros, 1993, Science 261:1303; Carrell y otros, 1994, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell y otros, 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061; y Gallop y otros, 1994, J. Med.
Chem. 37:1233.

Las genotecas de compuestos pueden presentarse, por ejemplo, en solucién (por ejemplo, Houghten, 1992,
BioTechniques 13:412-421), o sobre perlas (Lam, 1991, Nature 354:82-84), chips (Fodor, 1993, Nature 364:555-556),
bacteria (la patente de los Estados Unidos num. 5,223,409), esporas (los documentos de patentes nums. 5,571,698;
5,403,484; y5,223,409), plasmidos (Cull y otros, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1865-1869) o fagos (Scott y Smith,
1990, Science 249:386-390; Devlin, 1990, Science 249:404-406; Cwirla y ofros, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:6378-6382; y Felici, 1991, J. Mol. Biol. 222:301-310).

En un ejemplo, los agentes que interaccionan con (es decir, se unen a) BST1, a un fragmento BST1 (por ejemplo, un
fragmento funcionalmente activo), un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con
BST1, o una proteina de fusiéon a BST1 se identifican en un sistema de ensayo basado en células. De conformidad con
este ejemplo, las células que expresan BST1, un fragmento de un BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un
fragmento del polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusion BST1 estan en contacto con un compuesto
candidato o un compuesto de control y se determina la capacidad del compuesto candidato para interactuar con BST1.
Si se desea, este ensayo puede usarse para examinar una pluralidad (por ejemplo, una genoteca) de compuestos
candidatos. La célula, por ejemplo, puede ser de origen procariético (por ejemplo, E. coli) u origen eucariotico (por
ejemplo, levadura o mamifero). Ademas, las células pueden expresar BST1, un fragmento de BST1, un polipéptido
relacionado con BST1, un fragmento del polipéptido relacionado con BST1, o una proteina de fusion BST1 enddégena o
ser modificadas genéticamente para expresar BST1, un fragmento de BST1, un fragmento BST1 , un fragmento del
polipéptido relacionado con BST1, o una proteina de fusiéon BST1. En ciertos casos, BST1, un fragmento de BST1, un
polipéptido relacionado con BST1, un fragmento del polipéptido relacionado con BST1, o una proteina de fusion BST1 o
el compuesto candidato, se marca, por ejemplo, con un marcador radioactivo (tal como P32, S% e 1'5) o un marcador
fluorescente (tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido o
fluorescamina) para permitir la deteccién de una interaccion entre BST1 y un compuesto candidato. La capacidad del
compuesto candidato para interactuar directa o indirectamente con BST1, un fragmento de un BST1, un polipéptido
relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusion BST1 puede
determinarse por métodos conocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo, la interaccion entre un compuesto
candidato y BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1, o una
proteina de fusion BST1 puede determinarse mediante citometria de flujo, un ensayo de escintilacion,
inmunoprecipitacion o analisis de transferencia en membrana de tipo Western.

En otro ejemplo, los agentes que interactian con (es decir, se unen a) BST1, a un fragmento BST1 (por ejemplo, un
fragmento funcionalmente activo), un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con
BST1, o una proteina de fusiéon BST1 se identifican en un sistema de ensayo libre de células. De conformidad con este
ejemplo, BST1 nativo o recombinante o su fragmento, o un polipéptido relacionado con BST1 nativo o recombinante o
su fragmento, o una proteina de fusion a BST1 o su fragmento, se pone en contacto con un compuesto candidato o un
compuesto de control y se determina la capacidad del compuesto candidato para interactuar con BST1 o un polipéptido
relacionado, o una proteina de fusion a BST1. Si se desea, este ensayo puede usarse para examinar una pluralidad (por
ejemplo, una genoteca) de compuestos candidatos. Preferentemente, se inmoviliza primero, BST1, un fragmento BST1,
un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusion a
BST1, mediante, por ejemplo, poner en contacto a BST1, un fragmento de BST1, un polipéptido relacionado con BST1,
un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1, o una proteina de fusién a BST1 con un anticuerpo inmovilizado
(u otro reactivo de afinidad) que lo reconoce especificamente y lo une, o mediante el contacto de una preparacion
purificada de BST1, un fragmento BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido
relacionado con BST1, o una proteina de fusion a BST1 con una superficie disefiada para unir proteinas. BST1, un
fragmento BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1, o una
proteina de fusién BST1 pueden purificarse parcialmente o completamente (por ejemplo, parcial o totalmente libres de
otros polipéptidos) o parte de un lisado celular. Ademas, BST1, un fragmento BST1, un polipéptido relacionado con
BST1 o un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1 puede ser una proteina de fusiéon que comprende BST1 o
una porcion biolégicamente activa de la misma o un polipéptido relacionado con BST1 y un dominio tal como glutation
S- transferasa. Alternativamente, BST1, un fragmento BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un
polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusién BST1 pueden biotinilarse usando técnicas que se conocen
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bien por los expertos en la técnica (por ejemplo, estuche de biotinilaciéon, Pierce Chemicals; Rockford, lllinois). La
capacidad del compuesto candidato para interaccionar con BST1, un fragmento de un BST1, un polipéptido relacionado
con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusién BST1 puede determinarse
por los métodos que se conocen por un experto en la técnica.

En otro ejemplo, se usa un sistema de ensayo basado en células para identificar agentes que se unen o modulan la
actividad de una proteina, tal como una enzima, o su porcion bioldgicamente activa, que es responsable de la
produccion o degradacion de BST1 o es responsable de la modificacion postraduccional de BST1. En una seleccion
primaria, se ponen en contacto una pluralidad (por ejemplo, una genoteca) de compuestos con las células que expresan
natural o recombinantemente: (i) BST1, una isoforma de BST1, un homdlogo de BST1, un polipéptido relacionado con
BST1, una proteina de fusion BST1 , o cualquier fragmento activo biolégicamente de los anteriores; y (ii) una proteina
que es responsable del procesamiento de BST1, una isoforma de BST1, un homologo de BST1, un polipéptido
relacionado con BST1, una proteina de fusién BST1, o un fragmento para identificar compuestos que modulan la
produccion, degradacion, o modificacion post translacional de BST1, una isoforma de BST1, un homodlogo de BST1, un
polipéptido relacionado con BST1, una proteina o fragmento de fusion BST1. Si se desea, los compuestos identificados
en el tamizaje primario pueden ensayarse en un tamizaje secundario frente a las células que expresan a BST1 natural o
de forma recombinante. La capacidad del compuesto candidato para modular la produccion, degradacion o modificacion
postraduccional de BST1, isoforma, homdlogo, polipéptido relacionado con BST1 o proteina de fusion BST1 puede
determinarse por métodos que se conocen por los expertos en la técnica, que incluyen sin limitarse, citometria de flujo,
un ensayo de escintilacion, inmunoprecipitacion y analisis de transferencia en membrana de tipo Western.

En otro ejemplo, los agentes que interactuan competitivamente con (es decir, se unen a) BST1, a un fragmento BST1,
un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1, o una proteina de fusion a
BST1 se identifican en un ensayo de uniéon competitiva. De conformidad con este ejemplo, las células que expresan
BST1, un fragmento de BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con
BST1 o una proteina de fusiéon a BST1 se ponen en contacto con un compuesto candidato y un compuesto que se
conoce que interactda con BST1, un fragmento de BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un
polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusion a BST1; después se determina la capacidad del compuesto
candidato para interactuar preferentemente con BST1, un fragmento BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un
fragmento de un polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusién a BST1. Alternativamente, los agentes que
interactuan preferentemente (es decir, se unen a) BST1, un fragmento de BST1, un polipéptido relacionado con BST1 o
un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1 se identifican en un sistema de ensayo libre de células mediante
el contacto con BST1, un fragmento de BST1, un polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido
relacionado con BST1, o una proteina de fusién a BST1 con un compuesto candidato y un compuesto que se conoce
que interactia con BST1, un polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusién a BST1. Como se indicod
anteriormente, la capacidad del compuesto candidato para interactuar con BST1, un fragmento de un BST1, un
polipéptido relacionado con BST1, un fragmento de un polipéptido relacionado con BST1 o una proteina de fusiéon a
BST1 puede determinarse por los métodos que se conocen por un experto en la técnica. Estos ensayos, ya sean
celulares o libres de células, pueden usarse para tamizar una pluralidad (por ejemplo, una genoteca) de compuestos
candidatos.

En otro ejemplo, los agentes que modulan (es decir, sobrerregulan o regulan negativamente) la expresion o la actividad
de BST1 o un polipéptido relacionado con BST1 se identifican poniendo en contacto las células (por ejemplo, células de
origen procariota u origen eucariético) que expresan BST1 o un polipéptido relacionado con un compuesto candidato o
un compuesto control (por ejemplo, solucién salina regulada con fosfato (PBS)) y que determinan la expresion de BST1,
un polipéptido relacionado con BST1, o una proteina de fusién BST1, o el ARNm que codifica el polipéptido relacionado
con BST1. El nivel de expresion de BST1, el polipéptido relacionado con BST1, el ARNm que codifica BST1, o el ARNm
que codifica el polipéptido relacionado con BST1 en presencia del compuesto candidato se compara con el nivel de
expresion de BST1, el polipéptido relacionado con BST1, el ARNm que codifica BST1, o el ARNm que codifica el
polipéptido relacionado con BST1 en ausencia del compuesto candidato (por ejemplo, en presencia de un compuesto
control). El compuesto candidato puede identificarse después como un modulador de la expresion de BST1, o el
polipéptido relacionado con BST1 basado en esta comparacion. Por ejemplo, cuando la expresion de BST1 o el ARNm
es significativamente mayor en presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se
identifica como un estimulador de expresiéon de BST1 o del ARNm. Alternativamente, cuando la expresion de BST1 o el
ARNm es significativamente menor en presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato
se identifica como un inhibidor de la expresion de BST1 o del ARNm. El nivel de expresiéon de BST1 o el ARNm que lo
codifica puede determinarse por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la expresion de ARNm
puede evaluarse mediante analisis de transferencia de tipo Northern o RT-PCR, y los niveles de proteina pueden
evaluarse mediante el analisis de transferencia en membranas de tipo Western.

En otro ejemplo, los agentes que modulan la actividad de BST1 o un polipéptido relacionado con BST1 se identifican
poniendo en contacto una preparacion que contiene BST1 o un polipéptido relacionado con BST1 (por ejemplo, células
procariéticas o eucariotas) que expresan BST1 o polipéptido relacionado con BST1 con un compuesto de prueba o un
compuesto de control y determinan la capacidad del compuesto de prueba para modular (por ejemplo, estimular o
inhibir) la actividad del BST1 o del polipéptido relacionado con BST1. La actividad de BST1 o un polipéptido relacionado
con BST1 puede evaluarse mediante la deteccion de la induccion de una via celular de transduccién de sefales de
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BST1 o un polipéptido relacionado con BST1 (por ejemplo, Ca?* intracelular, diacilglicerol, IP3, etc.), la deteccion de
actividad catalitica o enzimatica del objetivo en un sustrato adecuado, la deteccién de la induccion de un gen reportero
(por ejemplo, un elemento regulador que es responsable del BST1 o un polipéptido relacionado con BST1 y que esta
operativamente unido a un acido nucleico que codifica un marcador detectable, por ejemplo, luciferasa), o la deteccion
de una respuesta celular, por ejemplo, la diferenciacién celular, o la proliferacién celular. Basado en la presente
descripcion, pueden usarse técnicas conocidas por los expertos en la técnica para medir estas actividades (ver, por
ejemplo,la patente de los Estados Unidos num. 5,401,639). El compuesto candidato puede identificarse después como
un modulador de la actividad de BST1 o un polipéptido relacionado con BST1 al comparar los efectos del compuesto
candidato con el compuesto de control. Los compuestos de control adecuados incluyen solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) y solucion salina normal (NS).

En otro ejemplo, los agentes que modulan (es decir, sobrerregulan o regulan negativamente) la expresion, la actividad o
tanto la expresién como la actividad de BST1 o un polipéptido relacionado con BST1 se identifican en un modelo animal.
Ejemplos de animales adecuados incluyen, pero no se limitan a, ratones, ratas, conejos, monos, conejillos de indias,
perros y gatos. Preferentemente, el animal que se usa representa un modelo de las enfermedades de la invencion (por
ejemplo, xenoinjertos de lineas celulares de cancer de mama tales como MCF-7 (Ozzello L, Sordat M., Eur J Cancer.
1980;16:553-559) y MCF10AT (Miller y otros, J Natl Cancer Inst. 1993;85:1725-1732) en ratones desnudos o SCID;
xenoinjertos de lineas celulares de cancer colorrectal humano tales como MDA-MB-345 en ratones SCID privados de
estrogenos, Eccles y otros 1994 Cell Biophysics 24/25, 279; xenoinjertos de lineas celulares de cancer de rifion tales
como CAKI-1 (Matthews PN, Grant AG, Hermon-Taylor J. Br J Cancer. 1984 febrero; 49(2): 193-198), 786-O (G. J.
STREWLER y otros Endocrinology Vol. 119, No. 1 303-310) y ACHN (Zeng J, Mei W, Huang H, Li X, Kong P.; J
Huazhong Univ Sci Technolog Med Sci. 2002;22(4):331-3) en ratones desnudos; xenoinjertos de lineas celulares de
cancer de pulmon de células no pequefias tales como A549 y H460 y xenoinjertos de lineas celulares de cancer de
pulmén de células pequefias tales como NCI-H345 o xenoinjertos de lineas celulares de cancer pancreatico tales como
MIA PaCa-2 en ratones desnudos, Marincola y otros, J Surg Res 1989 Diciembre;47(6):520-9). Estos pueden usarse
para probar los compuestos que modulan los niveles de BST1, ya que la patologia que se exhibe en estos modelos es
similar a la de, por ejemplo, las enfermedades de la invencion. De conformidad con este ejemplo, se administra el
compuesto de prueba o un compuesto de control (por ejemplo, por via oral, rectal o parenteral, tales como
intraperitoneal o intravenosa) a un animal adecuado y se determina el efecto sobre la expresion, la actividad o tanto la
expresion como la actividad de BST1 o el polipéptido relacionado con BST1. Los cambios en la expresion de BST1 o
de un polipéptido relacionado con BST1 pueden evaluarse por los métodos descritos anteriormente.

Aun en otro ejemplo, BST1 o un polipéptido relacionado con BST1 se utiliza como una "proteina de cebo" en un ensayo
de dos hibridos o ensayo de tres hibridos para identificar otras proteinas que se unen o interactian con BST1 o un
polipéptido relacionado con BST1 (ver, por ejemplo la patente de los Estados Unidos nim. 5,283,317; Zervos y otros
(1993) Cell 72:223-232; Madura y otros (1993) J. Biol. Chem. 268:12046-12054; Bartel y otros (1993) BioTechniques
14:920-924; Iwabuchi y otros (1993) Oncogene 8:1693-1696; y la publicacion PCT nim. WO 94/10300). Como
apreciaran los expertos en la técnica, tales proteinas de uniéon estaran probablemente implicadas también en la
propagacion de sefiales por BST1 como, por ejemplo, elementos corriente arriba o corriente abajo de una via de
sefalizacion que involucra BST1.

Esta descripcion proporciona ademas nuevos agentes que se identifican mediante los ensayos de tamizaje descritos
anteriormente y sus usos para tratamientos como se describen en la presente descripcion. Adicionalmente, la
descripcion se refiere también al uso de un agente que interactda con, o modula la actividad de, BST1 en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de las enfermedades de la invencion.

Uso terapéutico de BST1

La invencion se refiere al tratamiento o prevencion de diversas enfermedades y trastornos mediante la administracion de
un anticuerpo, su fragmento funcional o un mimético de anticuerpo que se une a BST1. Otros compuestos terapéuticos
descritos incluyen pero no se limitan a: BST1, analogos de BST1, polipéptidos y derivados relacionados con BST1 (que
incluyen sus fragmentos); u otros reactivos de afinidad para los anteriores; acidos nucleicos que codifican BST1,
analogos de BST1, polipéptidos relacionados con BST1 y sus fragmentos; acidos nucleicos antisentido a un gen que
codifica BST1 o un polipéptido relacionado con BST1; y un modulador (por ejemplo agonistas y antagonistas) de un gen
que codifica BST1 o a un polipéptido relacionado con BST1. Una caracteristica importante de la descripcion es la
identificacion de genes que codifican la variante iénica de BST1 implicada en canceres tales como las enfermedades de
la invencion. Las enfermedades de la invencion, por ejemplo, pueden tratarse (por ejemplo, para mejorar los sintomas o
para retrasar el inicio o la progresion) o prevenir mediante la administracién de un compuesto terapéutico que reduce la
funcién o expresion de BST1 en el suero o tejido de sujetos que tienen las enfermedades de la invencion.

En una modalidad, uno o mas anticuerpos (u otros reactivos de afinidad) que se unen especificamente a BST1 se
administran solos o en combinacién con uno o mas compuestos terapéuticos o tratamientos adicionales.

Un producto bioldgico tal como un anticuerpo (u otro reactivo de afinidad) es alogénico para el sujeto al que se le
administra. En una modalidad, un anticuerpo (u otro reactivo de afinidad) a un BST1 humano o un polipéptido
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relacionado con BST1 humano, se administra a un sujeto humano para la terapia (por ejemplo, para mejorar los
sintomas o para retardar el inicio o la progresion) o profilaxis.

Sin estar limitado por la teoria, se concibe que la actividad terapéutica de los anticuerpos (u otros reactivos de afinidad)
que se unen especificamente a BST1 puede lograrse a través del fendmeno de citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC) (ver, por ejemplo, Janeway Jr. C.A. y otros, Immunobiology, 5ta ed., 2001, Garland
Publishing, ISBN 0-8153-3642-X; Pier G.B. y ofros, Immunology, Infection, and Immunity, 2004, pags. 246-5; Albanell J.
y otros, Advances in Experimental Medicine and Biology, 2003, 532:pags.2153-68 y Weng, W.-K. y ofros, Journal of
Clinical Oncology, 2003, 21:pags 3940-3947).

Tratamiento y prevencion de las enfermedades de la invencion

Las enfermedades de la invencion, por ejemplo, se tratan o se previenen mediante la administracion a un sujeto que se
sospecha que tiene o se sabe que tiene las enfermedades de la invencion o que esta en riesgo de desarrollar las
enfermedades de la invencion, de un compuesto que modula (es decir, aumenta o disminuye) el nivel o la actividad (es
decir, funcion) de BST1 que esta diferencialmente presente en el suero o tejido de sujetos que tienen las enfermedades
de la invencién en comparacion con el suero o tejido de sujetos libres de las enfermedades de la invencion. En un
ejemplo, las enfermedades de la invencién se tratan o se previenen mediante la administracion a un sujeto que se
sospecha que tiene o se sabe que tiene las enfermedades de la invencion o que esta en riesgo de desarrollar las
enfermedades de la invenciéon un compuesto que sobrerregula (es decir, incrementa) el nivel o la actividad (es decir,
funcion) de BST1 que estan disminuidos en el suero o tejido de sujetos que tienen las enfermedades de la invencion.
Ejemplos de tales compuestos incluyen, pero no se limitan a, oligonucleétidos antisentido de BST1, ribozimas,
anticuerpos (u otros reactivos de afinidad) dirigidos contra BST1, y compuestos que inhiben la actividad enzimatica de
BST1. Otros compuestos utiles, por ejemplo, los antagonistas de BST1 y los antagonistas de BST1 de molécula
pequefia, pueden identificarse usando ensayos in vitro.

El cancer, por ejemplo, las enfermedades de la invencién ademas, se tratan o se previenen mediante la administracion a
un sujeto que se sospecha que tiene o que se sabe que tiene tal cancer, o que esta en riesgo de desarrollar dicho
cancer, de un compuesto que regula negativamente el nivel o la actividad (es decir, la funcion) de BST1 que se
incrementan en el suero o tejido de los sujetos que tienen tal cancer. Ejemplos del compuesto de este tipo incluyen,
pero no se limitan a: BST1, fragmentos BST1 y polipéptidos relacionados con BST1; acidos nucleicos que codifican
BST1, un fragmento BST1 y un polipéptido relacionado con BST1 (por ejemplo, para uso en terapia génica); y, para
aquellos BST1 o polipéptidos relacionados con BST1 con actividad enzimatica, compuestos o moléculas conocidos para
modular esa actividad enzimatica. Otros compuestos que pueden usarse, por ejemplo, agonistas de BST1, pueden
identificarse usando ensayos in vitro.

En otro ejemplo, la terapia o profilaxis se adapta a las necesidades de un sujeto individual. Por lo tanto, en ejemplos
especificos, los compuestos que promueven el nivel o la funcién de BST1 se administran terapéutica o profilacticamente
a un sujeto que se sospecha que tiene o se sabe que tiene cancer, por ejemplo, las enfermedades de la invencion,
cuyos niveles o funciones de BST1 estan ausentes o disminuidas con relacion a un intervalo de referencia normal o de
control. En ejemplos adicionales, los compuestos que promueven el nivel o la funcion de BST1 se administran
terapéutica o profilacticamente a un sujeto que se sospecha que tiene o se sabe que tiene cancer, por ejemplo, las
enfermedades de la invencion, cuyos niveles o funciones de BST1 se aumentan con relacion a un intervalo de
referencia normal o de control. En ejemplos adicionales, los compuestos que disminuyen el nivel o la funcién de BST1
se administran terapéutica o profilacticamente a un sujeto que se sospecha que tiene o se sabe que tiene cancer, por
ejemplo, las enfermedades de la invencion, cuyos niveles o funciones de BST1 se aumentan con relacion a un intervalo
de referencia normal o de control. En ejemplos adicionales, los compuestos que disminuyen el nivel o la funciéon de
BST1 se administran terapéutica o profilacticamente a un sujeto que se sospecha que tiene o se sabe que tiene cancer,
por ejemplo, las enfermedades de la invencion, cuyos niveles o funciones de BST1 se disminuyen con relaciéon a un
control o a un intervalo de referencia. El cambio en la funcién o el nivel de BST1 debido a la administracion de tales
compuestos puede detectarse facilmente, por ejemplo, mediante la obtencién de una muestra (por ejemplo, sangre u
orina) y el ensayo in vitro de los niveles o actividades de BST1, o los niveles de los ARNm que codifican BST1, o
cualquier combinacién de los anteriores. Tales ensayos pueden realizarse antes y después de la administracion del
compuesto como se describe en la presente descripcion.

Los compuestos de la descripcion incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, una molécula organica pequefia, proteina,
péptido, anticuerpo (u otro reactivo de afinidad), acido nucleico, etc., que restaura el perfil BST1 hacia lo normal. Los
compuestos de la descripcion pueden administrarse en combinacién con cualquier otro de los farmacos
quimioterapéuticos.

Terapia con vacuna
En la presente se describe ademas, una composicién inmunogénica, adecuadamente una composicién vacunal, que

comprende BST1 o un fragmento que contiene un epitopo de éste, o acido nucleico que codifica BST1 o su fragmento,
opcionalmente junto con un inmunoestimulante.
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Ademas se proporciona un método para aumentar una respuesta inmune que comprende administrar a un sujeto tales
composiciones y un método para tratar o prevenir el cancer, por ejemplo, las enfermedades de la invencidon que
comprenden administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de tales composiciones y
para el uso de tales composiciones en la prevencion o el tratamiento de las enfermedades de la invencion.

Por lo tanto, BST1 puede ser util como material antigénico, y puede usarse en la produccion de vacunas para el
tratamiento o la profilaxis del cancer, por ejemplo, las enfermedades de la invencién.  Tal material puede ser
"antigénico" y/o "inmunogénico". Generalmente, se entiende por "antigénico" que la proteina es capaz de usarse para
producir anticuerpos (u otros reactivos de afinidad) o, de hecho, es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos en un
sujeto o animal experimental. Se entiende por "inmunogénico" que la proteina es capaz de provocar una respuesta
inmune tal como una respuesta inmune protectora en un sujeto o animal experimental. Por lo tanto, en este ultimo caso,
la proteina no solo debe ser capaz de generar una respuesta de anticuerpos sino, ademas, respuestas inmunitarias sin
base de anticuerpos. "Inmunogénico" abarca ademas si la proteina puede inducir una respuesta de tipo inmune en un
arreglo in vitro, por ejemplo, un ensayo de proliferaciéon de células T. La generacién de una respuesta inmune apropiada
puede requerir la presencia de uno o mas adyuvantes y/o la presentacion apropiada de un antigeno.

El experto en la técnica apreciara que los homdlogos o derivados de BST1 encontraran ademas uso como material
antigénico/inmunogénico. Por lo tanto, por ejemplo, las proteinas que incluyen una o mas adiciones, deleciones,
sustituciones o similares se abarcan en la presente descripcién. Adicionalmente, puede ser posible reemplazar un
aminoacido por otro de "tipo" similar, por ejemplo, que reemplaza un aminoacido hidrofébico por otro. Puede usarse un
programa como el programa CLUSTAL para comparar secuencias de aminoacidos. Este programa compara las
secuencias de aminoacidos y encuentra el alineamiento 6ptimo mediante la insercion de espacios en cualquier
secuencia segun sea apropiado. Es posible calcular la identidad o similitud de aminoacidos (identidad mas conservacion
del tipo de aminoacido) para un alineamiento 6ptimo. Un programa como el BLASTx alineara el tramo mas largo de
secuencias similares y asignara un valor al ajuste. Por lo tanto, es posible obtener una comparacion donde se
encuentran varias regiones de similitud, cada una con una puntuacion diferente. Ambos tipos de analisis se contemplan
en la presente descripcion.

En el caso de homodlogos y derivados, el grado de identidad con una proteina como se describe en la presente
descripcion es menos importante que el homdlogo o derivado conserven su antigenicidad y/o inmunogenicidad. Sin
embargo, se proporcionan, adecuadamente, homologos o derivados que tienen al menos 60 % de similitud (como se
discutié anteriormente) con las proteinas o polipéptidos descritos en la presente, por ejemplo, se proporcionan
homologos o derivados que tienen al menos 70 % de similitud, tal como al menos 80 % de similitud. Particularmente, se
proporcionan homologos o derivados que tienen al menos 90 % o incluso 95 % de similitud. Convenientemente, los
homologos o derivados tienen al menos un 60 % de identidad de secuencia con las proteinas o polipéptidos descritos en
la presente descripcion. Preferentemente, los homoélogos o derivados tienen al menos 70 % de identidad, con mayor
preferencia al menos 80 % de identidad. Con la maxima preferencia, homologos o derivados que tienen al menos 90 %
o incluso 95 % de identidad.

En un enfoque alternativo, los homdlogos o derivados podran ser proteinas de fusién, que incorporan porciones que
facilitan la purificacion, por ejemplo mediante el etiquetado eficaz de la proteina o el polipéptido deseado. Puede ser
necesario eliminar la "etiqueta” o puede ser el caso que la propia proteina de fusion retenga antigenicidad suficiente
para ser util.

Se conoce bien que es posible tamizar una proteina o polipéptido antigénico para identificar regiones epitopicas, es
decir, las regiones que son responsables de la antigenicidad o inmunogenicidad del polipéptido o de la proteina. Los
métodos que se conocen bien por el experto en la técnica pueden usarse para probar fragmentos y/o homadlogos y/o
derivados de la antigenicidad. Por lo tanto, los fragmentos de la descripcién deben incluir una o mas de dichas regiones
epitopicas o ser suficientemente similares a dichas regiones para retener sus propiedades antigénicas/inmunogénicas.
Por lo tanto, de conformidad con la descripcion, el grado de identidad para los fragmentos es tal vez irrelevante, puesto
que pueden ser 100 % idénticos a una parte particular de una proteina o polipéptido, homdlogo o derivado como se
describe en la presente descripcidon. La cuestion clave, una vez mas, es que el fragmento conserva las propiedades
antigénicas/inmunogénicas de la proteina de la que se deriva.

Lo que es importante para homologos, derivados y fragmentos es que poseen al menos un grado de la antigenicidad/
inmunogenicidad de la proteina o polipéptido del que se derivan. Por lo tanto, en un aspecto adicional de la descripcion,
se proporcionan fragmentos antigénicos/o inmunogénicos de BST1, o sus homologos o derivados.

BST1, o sus fragmentos antigénicos, pueden proporcionarse solos, como una preparacion purificada o aislada. Pueden
proporcionarse como parte de una mezcla con una o mas proteinas de la descripcion, o sus fragmentos antigénicos. En
una descripcion adicional se proporciona una composicion de antigeno que comprende BST1 y/o uno o mas de sus
fragmentos antigénicos. Tal composicion puede usarse para la deteccion y/o el diagndstico de cancer, por ejemplo, las
enfermedades de la invencion.
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Las composiciones vacunales de conformidad con la descripcion pueden ser una composicion de vacuna profilactica o
terapéutica.

Las composiciones vacunales de la descripcién pueden incluir uno o mas adyuvantes (inmunoestimulantes). Ejemplos
que se conocen bien en la técnica incluyen geles inorganicos, tales como hidréxido de aluminio, y emulsiones de agua
en aceite, tales como el adyuvante incompleto de Freund. Otros adyuvantes Utiles se conoceran bien por el experto en
la técnica.

Adyuvantes adecuados para usar en las composiciones vacunales para el tratamiento de cancer incluyen: el lipido A
monofosforil 3De-O-acilado (que se conoce como 3D-MPL o simplemente MPL ver documento de la patente ndm.
W092/116556), una saponina, por ejemplo QS21 o QS7, y TLR4, agonistas tales como una molécula que contiene
CpG, por ejemplo como se describe en el documento de la patente nim. W0O95/26204. Los adyuvantes que se emplean
pueden ser una combinacién de componentes, por ejemplo MPL y QS21 o MPL, QS21 y una porcién que contiene CpG.
Los adyuvantes pueden formularse como emulsiones de aceite en agua o formulaciones liposdmicas. Tales preparados
pueden incluir otros vehiculos.

En otro ejemplo, se usa una preparacion de oligonucleétidos que comprende 10 o mas nucleétidos complementarios
consecutivos a una secuencia de nucledtidos que codifica BST1 o fragmentos de péptido BST1 como vacunas para el
tratamiento del cancer, por ejemplo, las enfermedades de la invencién. Tales preparados pueden incluir adyuvantes u
otros vehiculos.

Inhibiciéon de BST1 para tratar las enfermedades de la invencion

En un ejemplo, el cancer, por ejemplo, las enfermedades de la invencién, se tratan o previenen mediante la
administracion de un compuesto que antagoniza (inhibe) el nivel y/o la funciéon de BST1 que esta elevado en el suero o
tejido de sujetos que tienen tal cancer en comparacion con el suero o tejido de sujetos libres de dicho cancer.

Los compuestos utiles para este propdsito incluyen pero no se limitan a, anticuerpos anti BST1 (u otros reactivos de
afinidad, y sus fragmentos y derivados que contienen la region de unién), acidos nucleicos ribosomales o antisentido de
BST1 y acidos nucleicos que codifican BST1 disfuncional que puede usarse para "suprimir genes" de la funcion BST1
enddgena por recombinacion homadloga (ver, por ejemplo, Capecchi, 1989, Science 244:1288-1292). Otros compuestos
que inhiben la funcion de BST1 pueden identificarse mediante el uso de ensayos in vitro conocidos, por ejemplo,
ensayos para la capacidad de un compuesto de prueba para inhibir la unién de BST1 a otra proteina o un par de unién,
o para inhibir una funcién conocida de BST1.

Tal inhibicién puede, por ejemplo, ensayarse in vitro o en cultivo celular, pero pueden emplearse también en ensayos
genéticos. Las tecnologias preferidas pueden usarse ademas para detectar niveles de BST1 antes y después de la
administracion del compuesto. Ensayos in vitro o in vivo adecuados pueden usarse para determinar el efecto de un
compuesto especifico y si su administracion se indica para el tratamiento del tejido afectado, como se describe
detalladamente mas abajo.

En un ejemplo especifico, se administra terapéutica o profilacticamente un compuesto que inhibe la funcién (actividad)
de BST1 a un sujeto en el que se detecta un aumento del nivel en suero o tejido o de la actividad funcional de BST1 (por
ejemplo, mayor que el nivel normal o el nivel deseado) en comparacion con el suero o tejido de sujetos con, por
ejemplo, las enfermedades de la invencién que no reciben tratamiento de conformidad con la descripcién o para llevar el
nivel o actividad que se enconiré en sujetos libres de tal cancer, o un intervalo de referencia predeterminado. Los
métodos estandar en la técnica pueden emplearse para medir el aumento en el nivel o funcién de BST1, como se indicé
anteriormente. Las composiciones inhibidoras de BST1 adecuadas pueden, por ejemplo, incluir moléculas pequefas, es
decir, moléculas de 1000 daltons o menos. Tales moléculas pequefias pueden identificarse por los métodos de tamizaje
descritos en la presente descripcion.

Ensayos para compuestos profilacticos o terapéuticos

La presente descripcion proporciona ademas ensayos para usar en el descubrimiento de farmacos para identificar o
verificar la eficacia de compuestos para el tratamiento o la prevencion de canceres que expresan el dominio extracelular
de BST1, por ejemplo, las enfermedades de la invencion.

Por lo tanto, se describe un método de tamizaje de compuestos que modulan la actividad de BST1, el método que
comprende: (a) poner en contacto BST1 o su porcion biolégicamente activa con un compuesto candidato; y (b)
determinar si la actividad de BST1 se modula de ese modo. Tal proceso puede comprender (a) poner en contacto a
BST1 o su porcion bioldgicamente activa con un compuesto candidato en una muestra; y (b) comparar la actividad de
BST1 o su porcién biolégicamente activa en dicha muestra después del contacto con dicho compuesto candidato con la
actividad de BST1 o su porciéon bioldgicamente activa en dicha muestra antes del contacto con dicho compuesto
candidato, o con un nivel de referencia de la actividad.
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El método de tamizaje puede ser un método de tamizaje para compuestos que inhiben la actividad de BST1.

La BST1 o su parte biolégicamente activa puede, por ejemplo, expresarse sobre o mediante una célula. La BST1 o su
parte biolégicamente activa puede, por ejemplo, aislarse a partir de células que la expresan. La BST1 o su porcion
bioldgicamente activa puede, por ejemplo, inmovilizarse sobre una fase sdlida.

Se describe ademas un método de tamizaje para compuestos que modulan la expresion de BST1 o del acido nucleico
que codifica BST1, el método que comprende: (a) poner en contacto las células que expresan BST1 o el acido nucleico
que codifica BST1 con un compuesto candidato; y (b) determinar si la expresion de BST1 o el acido nucleico que
codifica BST1 se modula de ese modo. Tal procedimiento puede comprender (a) poner en contacto células que
expresan BST1 o el acido nucleico que codifica BST1 con un compuesto candidato en una muestra; y (b) comparar la
expresion de BST1 o el acido nucleico que codifica BST1 en las células en dicha muestra después de poner en contacto
dicho compuesto candidato con la expresion de BST1 o el acido nucleico que codifica BST1 en células en dicha muestra
antes del contacto con dicho compuesto candidato, o con un nivel de expresion de referencia.

El método puede ser un método de tamizaje para compuestos que inhiben la expresion de BST1 o del acido nucleico
que codifica BST1.

En la presente descripcion se describe también: un compuesto que se obtiene mediante un método de tamizaje antes
mencionado, un compuesto que modula la actividad o la expresion de BST1 o del acido nucleico que codifica BST1, por
ejemplo, un compuesto que inhibe la actividad o la expresion de BST1 o del acido nucleico que codifica BST1.

Dicho compuesto se describe para usarlo en el tratamiento o la prevencién del cancer, por ejemplo, las enfermedades
de la invencion. Se describe también un método para tratar o prevenir el cancer, por ejemplo, las enfermedades de la
invencion, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho
compuesto.

Los compuestos de prueba pueden ensayarse para determinar su capacidad de restaurar los niveles de BST1 en un
sujeto que tiene, por ejemplo, las enfermedades de la invencion, hacia niveles encontrados en sujetos libres de dichos
canceres o para producir cambios similares en modelos animales experimentales de dichos canceres. Los compuestos
pueden restaurar los niveles de BST1 en un sujeto que tiene, por ejemplo, las enfermedades de la invencion, hacia
niveles encontrados en sujetos libres de dichos canceres o para producir cambios similares en modelos experimentales
de animales de dichos canceres pueden usarse como compuestos lideres para la descubierta de farmacos adicionales,
0 usarse terapéuticamente. La expresion de BST1 puede ensayarse por las tecnologias preferidas, inmunoensayos,
electroforesis en gel seguido por la visualizacion, deteccion de la actividad BST1, o cualquier otro método descrito en la
presente descripcidon o conocido por los expertos en la técnica. Tales ensayos pueden usarse para detectar farmacos
candidatos, en el control clinico o en el desarrollo de farmacos, donde la abundancia de BST1 puede servir como
marcador sustituto para la enfermedad clinica.

En varios ejemplos especificos, pueden realizarse ensayos in vitro con células representativas de tipos de células
implicadas en el trastorno de un sujeto, para determinar si un compuesto tiene un efecto deseado sobre tales tipos de
células.

Los compuestos para su uso en la terapia pueden probarse en los sistemas de modelos animales adecuados antes de
probarlos en humanos, incluyendo, pero sin limitarse a, ratas, ratones, pollos, vacas, monos, conejos, etc. Para probar
in vivo, antes de administrar a los humanos, puede usarse cualquier sistema de modelo animal conocido en la técnica.
Ejemplos de modelos animales de las enfermedades de la invencion incluyen, pero no se limitan a, xenoinjertos de
lineas celulares de cancer de mama tales como MCF-7 (Ozzello L, Sordat M., Eur J Cancer. 1980;16:553-559) y
MCF10AT (Miller y otros, J Natl Cancer Inst. 1993;85:1725-1732) en ratones desnudos o SCID; xenoinjertos de lineas
celulares de cancer colorrectal humano tales como MDA-MB-345 en ratones SCID carentes de estrogenos, Eccles y
otros 1994 Cell Biophysics 24/25, 279; xenoinjertos de lineas celulares de cancer de rifion tales como CAKI-1 (Matthews
PN, Grant AG, Hermon-Taylor J. Br J Cancer. 1984 Febrero; 49(2): 193-198), 786-O (G. J. STREWLER vy otros
Endocrinology Vol. 119, No. 1 303-310) y ACHN (Zeng J, Mei W, Huang H, Li X, Kong P.; J Huazhong Univ Sci
Technolog Med Sci. 2002;22(4):331-3) en ratones desnudos; xenoinjertos de lineas celulares de cancer de pulmén de
células no pequefias tales como A549 y H460 y xenoinjertos de lineas celulares de cancer de pulmén de células
pequefias tales como NCI-H345 o xenoinjertos de lineas celulares de cancer pancreatico tales como MIA PaCa-2 en
ratones desnudos, Marincola y otros, J Surg Res 1989 Diciembre;47(6):520-9. Estos pueden usarse para probar los
compuestos que modulan los niveles de BST1, ya que la patologia que se exhibe en estos modelos es similar a la de,
por ejemplo, las enfermedades de la invencion. Es evidente también para el experto en la técnica que, basandose en la
presente descripcion, pueden producirse animales transgénicos con mutaciones "knock-out" del gen o genes que
codifican BST1. Una mutacién "knock-out" de un gen es una mutaciéon que provoca que el gen mutado no se exprese, o
se exprese en una forma aberrante o en un nivel bajo, de manera que la actividad asociada con el producto génico esta
casi o totalmente ausente. Preferentemente, el animal transgénico es un mamifero; con mayor preferencia, el animal
transgénico es un raton.
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En un ejemplo, se identifican compuestos de prueba que modulan la expresion de BST1 en animales no humanos (por
ejemplo, ratones, ratas, monos, conejos y cobayas), preferentemente modelos animales no humanos para las
enfermedades de la invencion que expresan BST1. De conformidad con este ejemplo, se administra un compuesto de
prueba o un compuesto de control a los animales, y se determina el efecto del compuesto de prueba sobre la expresion
de BST1. Puede identificarse un compuesto de prueba que altera la expresion de BST1 comparando el nivel de BST1 (o
ARNmM que codifica el mismo) en un animal o grupo de animales tratados con un compuesto de prueba con el nivel de
BST1 o ARNm en un animal o grupo de animales tratados con un compuesto de control. Pueden usarse técnicas
conocidas por los expertos en la técnica para determinar los niveles de ARNm y proteina, por ejemplo, hibridacion in
situ. Los animales pueden o no pueden ser sacrificados para ensayar los efectos de un compuesto de prueba.

En otro ejemplo, se identifican compuestos de prueba que modulan la actividad de BST1 o una porcion biolégicamente
activa de los mismos en animales no humanos (por ejemplo ratones, ratas, monos, conejos y cobayas), preferentemente
modelos animales no humanos para las enfermedades de la invencién que expresan BST1. De conformidad con este
ejemplo, se administra un compuesto de prueba o un compuesto de control a los animales, y se determina el efecto de
un compuesto de prueba en la actividad de BST1. Puede identificarse un compuesto de prueba que altera la actividad
de BST1 ensayando animales tratados con un compuesto de control y animales tratados con el compuesto de prueba.
La actividad de BST1 puede evaluarse detectando la induccion de un segundo mensajero celular de BST1 (por ejemplo
Ca?, intracelular, diacilglicerol, IP3, etc.), detectando la actividad catalitica o enzimatica de BST1 o su pareja de union,
detectando la induccion de un gen reportero (por ejemplo, un elemento regulador que responde a BST1 operativamente
unido a un acido nucleico que codifica un marcador detectable, tal como luciferasa o proteina fluorescente verde), o
detectando una respuesta celular (por ejemplo, diferenciacién celular o proliferacion celular). Pueden usarse técnicas
conocidas por los expertos en la técnica para detectar cambios en la actividad de BST1 (ver, por ejemplo, la patente de
los Estados Unidos num. 5,401,639).

Aun en otro ejemplo, los compuestos de prueba que modulan el nivel o la expresion de BST1 se identifican en los
sujetos humanos que tienen por ejemplo las enfermedades de la invencion, preferentemente los que tienen por ejemplo
las enfermedades graves de la invencién. De conformidad con este ejemplo, se administra un compuesto de prueba o
un compuesto de control al sujeto humano y el efecto de un compuesto de prueba en la expresion de BST1 se
determina analizando la expresién de BST1 o el ARNm que codifica el mismo en una muestra biolégica (por ejemplo,
suero, plasma u orina). Puede identificarse un compuesto de prueba que altera la expresion de BST1 comparando el
nivel de BST1 o ARNm que codifica el mismo en un sujeto o grupo de sujetos tratados con un compuesto de control con
el de un sujeto o grupo de sujetos tratados con un compuesto de prueba. Alternativamente, las alteraciones en la
expresion de BST1 pueden identificarse comparando el nivel de BST1 o ARNm que codifica el mismo en un sujeto o
grupo de sujetos antes y después de la administracion de un compuesto de prueba. Pueden usarse técnicas conocidas
por los expertos en la técnica para obtener la muestra bioldgica y analizar la expresion de proteina o ARNm. Por
ejemplo, las tecnologias preferidas descritas en la presente descripciéon pueden usarse para evaluar cambios en el nivel
de BST1.

En otro ejemplo, se identifican compuestos de prueba que modulan la actividad de BST1 en sujetos humanos que
tienen, por ejemplo, las enfermedades de la invencion (preferentemente aquellos con, por ejemplo, las enfermedades
graves de la invencion). En este ejemplo, se administra un compuesto de prueba o un compuesto de control al sujeto
humano, y se determina el efecto de un compuesto de prueba sobre la actividad de BST1. Puede identificarse un
compuesto de prueba que altera la actividad de BST1 comparando muestras biolégicas de sujetos tratados con un
compuesto de control con muestras de sujetos tratados con el compuesto de prueba. Alternativamente, las alteraciones
en la actividad de BST1 pueden identificarse comparando la actividad de BST1 en un sujeto o grupo de sujetos antes y
después de la administracién de un compuesto de prueba. La actividad de BST1 puede evaluarse detectando en una
muestra bioldgica (por ejemplo, suero, plasma u orina) la induccién de una ruta de transduccion de sefiales celulares de
BST1 (por ejemplo, Ca?* intracelular, diacilglicerol, IP3, etc.), actividad catalitica o enzimatica de BST1 o de una pareja
de unién de la misma, o una respuesta celular, por ejemplo, diferenciacion celular o proliferacion celular. Pueden usarse
técnicas conocidas por los expertos en la técnica para detectar los cambios en la induccién de un segundo mensajero
de BST1 o cambios en una respuesta celular. Por ejemplo, la RT-PCR puede usarse para detectar cambios en la
induccion de un segundo mensajero celular.

En otro ejemplo, se selecciona un compuesto de prueba que cambia el nivel o la expresion de BST1 hacia niveles
detectados en sujetos control (por ejemplo seres humanos libres de, por ejemplo, las enfermedades de la invencion)
para prueba adicional o uso terapéutico. En otro ejemplo, se selecciona un compuesto de prueba que cambia la
actividad de BST1 hacia la actividad encontrada en sujetos control (por ejemplo, seres humanos libres de, por ejemplo,
las enfermedades de la invencion) para prueba adicional o uso terapéutico.

En otro ejemplo, los compuestos de prueba que reducen la gravedad de uno o mas sintomas asociados con, por
ejemplo, las enfermedades de la invencion se identifican en sujetos humanos que tienen, las enfermedades de la
invencion, preferentemente sujetos con las enfermedades graves de la invencion. De conformidad con este ejemplo, se
administra un compuesto de prueba o un compuesto de control a los sujetos, y se determina el efecto de un compuesto
de prueba sobre uno o mas sintomas de por ejemplo las enfermedades de la invencién. Puede identificarse un
compuesto de prueba que reduce uno o mas sintomas comparando los sujetos tratados con un compuesto de control
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con los sujetos tratados con el compuesto de prueba. Técnicas conocidas por médicos familiarizados con por ejemplo,
las enfermedades de la invencion pueden usarse para determinar si un compuesto de prueba reduce uno o mas
sintomas asociados con, por ejemplo, las enfermedades de la invencion. Por ejemplo, un compuesto de prueba que
reduce la carga tumoral en un sujeto que tiene, por ejemplo, las enfermedades de la invencién sera beneficioso para tal
sujeto.

En otro ejemplo, un compuesto de prueba que reduce la gravedad de uno o mas sintomas asociados con cancer, por
ejemplo las enfermedades de la invencién, en un ser humano que tiene una de las enfermedades de la invencion se
selecciona para prueba adicional o uso terapéutico.

Composiciones terapéuticas y profilacticas y su uso

La descripcion proporciona métodos de tratamiento (y profilaxis) que comprenden administrar a un sujeto una cantidad
efectiva de un compuesto de la descripcion.

En un ejemplo particular, el compuesto se purifica esencialmente (por ejemplo esencialmente libre de sustancias que
limitan su efecto o producen efectos secundarios no deseados). El sujeto es por ejemplo un animal, que incluye pero no
se limita a animales tales como vacas, cerdos, caballos, pollos, gatos, perros, etc., y es por ejemplo, un mamifero, tal
como un ser humano. En un ejemplo especifico, el sujeto es un mamifero no humano.

Las formulaciones y métodos para la administracion que pueden emplearse cuando el compuesto comprende un acido
nucleico se describieron anteriormente; se describen mas abajo las formulaciones y vias de administracion adicionales
adecuadas.

Se conocen varios sistemas de entrega y pueden usarse para administrar un compuesto de la descripcion, por ejemplo
la encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes capaces de expresar el
compuesto, endocitosis mediada por receptores (ver, por ejemplo Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432),
construcciéon de un acido nucleico como parte de un vector retroviral u otro, etc. Los métodos de introduccién pueden
ser entéricos o parenterales e incluyen, pero no se limitan a, vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural y oral. Las composiciones pueden administrarse por cualquier via
adecuada, por ejemplo, mediante infusidn o inyeccion en bolo, mediante absorcion a través de recubrimientos epiteliales
0 mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros
agentes bioldgicamente activos. La administracion puede ser sistémica o local. Adicionalmente, puede ser deseable
introducir las composiciones farmacéuticas de la descripcion en el sistema nervioso central por cualquier via adecuada,
que incluyen la inyeccion intraventricular e intratecal; la inyeccion intraventricular puede facilitarse por un catéter
intraventricular, por ejemplo, unido a un depésito, tal como un depdsito de Ommaya. La administracion pulmonar puede
emplearse ademas, por ejemplo mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y la formulacion con un agente de
atomizacion.

En un ejemplo, un acido nucleico empleado en la descripcion puede administrarse en la dermis, por ejemplo empleando
administracion epidérmica mediada por particulas.

En una modalidad especifica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la descripcion
localmente en la zona que necesita tratamiento; esto puede lograrse mediante, por ejemplo, y no como limitacion,
mediante infusion local durante la cirugia, aplicacion topica, por ejemplo, mediante inyeccion o por medio de un catéter o
por medio de un implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, que incluyen
membranas, tales como membranas silasticas o fibras. En una modalidad, la administracion puede ser mediante
inyeccion directa en, por ejemplo, tejido mieloide, mamario, colorrectal, renal, pulmonar o pancreatico o en el sitio (o sitio
anterior) de un tumor maligno o de un tejido neoplasico o pre-neoplasico.

En otra modalidad, el compuesto activo puede suministrarse en una vesicula, en particular un liposoma (ver Langer,
1990, Science 249:1527-1533; Treat y otros, en Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-
Berestein y Fidler (eds.), Liss, Nueva York, pags. 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., pags. 317-327; ver
generalmente ibid.)

En aun otra modalidad, el compuesto puede suministrarse en un sistema de liberacién controlada. En una modalidad,
puede usarse una bomba (ver Langer, arriba; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201; Buchwald y ofros,
1980, Surgery 88:507; Saudek y otros, 1989, N. Engl. J. Med. 321:574). En otra modalidad, pueden usarse materiales
poliméricos (ver Medical Applications of Controlled Release, Langer y Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Florida
(1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen y Ball (eds.), Wiley, Nueva York
(1984); Ranger y Peppas, J., 1983, Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61; ver ademas Levy y otros, 1985,
Science 228:190; During y ofros, 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howard y ofros, 1989, J. Neurosurg. 71:105). En aun otra
modalidad, puede colocarse un sistema de liberacion controlada en la proximidad del objetivo terapéutico, por ejemplo la
vejiga, mama, colon, cabeza y cuello, rifidén, higado, pulmoén, ovario, pancreas, piel o tiroides, requiriéndose asi sélo una
fraccion de la dosis sistémica (ver, por ejemplo Goodson, in Medical Applications of Controlled Release, arriba, vol. 2,
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pags. 115-138 (1984)). Otros sistemas de liberacion controlada se discuten en la revisiéon por Langer (1990, Science
249:1527-1533).

En un ejemplo especifico donde el compuesto es un acido nucleico que codifica una proteina, el acido nucleico puede
administrarse in vivo para promover la expresion de su proteina codificada, construyéndolo como parte de un vector de
expresion de acido nucleico adecuado y administrandolo de manera que se vuelva intracelular, por ejemplo, mediante el
uso de un vector retroviral (ver la patente de los Estados Unidos nim. 4,980,286), o mediante la inyeccion directa o
mediante el uso de bombardeo de microparticulas (por ejemplo, una pistola génica; Biolistica, Dupont) o el
recubrimiento con lipidos o receptores de superficie celular o agentes de transfeccion, administrandolo enlazado a un
péptido de tipo caja homedtica que se conoce que entra en el nucleo (ver, por ejemplo, Joliot y otros, 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:1864-1868), etc. Alternativamente un acido nucleico puede introducirse intracelularmente e
incorporarse dentro del ADN de la célula huésped para la expresion, mediante la recombinacién homéloga.

La presente descripcidon proporciona ademas composiciones farmacéuticas. Tales composiciones comprenden una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto, y un portador farmacéuticamente aceptable. En un ejemplo
especifico, el término "farmacéuticamente aceptable" significa, adecuado para la aprobacion por una agencia regulatoria
del gobierno Federal o estatal o listado en la Farmacopea de los Estados Unidos u otra farmacopea generalmente
reconocida para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. El término "portador" se refiere a un
diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el cual se administra el agente terapéutico. Tales portadores
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, como agua y aceites, incluyendo aquellos de petréleo, de origen animal,
vegetal o sintético tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua
es un portador preferido cuando la composiciéon farmacéutica se administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y
las soluciones de dextrosa y glicerina acuosas pueden emplearse también como portadores liquidos, particularmente
para soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos aceptables incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa,
gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerina, talco, cloruro de sodio,
leche desnatada seca, glicerina, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se desea, puede contener
también cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes amortiguadores de pH. Estas
composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras, capsulas, polvos,
formulaciones de liberacién sostenida y similares. La composicién puede formularse como un supositorio, con
aglutinantes tradicionales y portadores tales como los ftriglicéridos. La formulacion oral puede incluir portadores
estandares tales como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sédica,
celulosa, carbonato magnésico, etc. Los ejemplos de los portadores farmacéuticos adecuados se describen en
"Remington's Pharmaceutical Sciences" por E.W. Martin. Tales composiciones contendran una cantidad
terapéuticamente efectiva del compuesto, por ejemplo en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de portador
para proporcionar la forma de administracion adecuada al sujeto. La formulacion debe adecuarse al modo de
administracion.

En una modalidad, por ejemplo donde uno o mas anticuerpos se emplean, la composicion se formula de conformidad
con procedimientos de rutina como una composicion farmacéutica adaptada para la administracién intravenosa a seres
humanos. Tipicamente, las composiciones para la administraciéon intravenosa son soluciones en tampdn acuoso
isotonico estéril. Cuando sea necesario, la composicion farmacéutica puede incluir ademas un agente solubilizante y un
anestésico local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. Generalmente, los ingredientes se
proporcionan separadamente, o mezclados conjuntamente, en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, como polvo
liofilizado seco o concentrado libre de agua en un recipiente herméticamente sellado como un ampolleta o bolsita,
indicando la cantidad de agente activo. Cuando la composiciéon se administra por infusion, ésta puede dispensarse con
una botella de infusién que contiene agua o solucién salina de grado farmacéutico estéril. Cuando la composicion se
administra por inyeccion, una ampolleta de agua estéril para inyeccion o solucion salina puede proporcionarse de
manera que los ingredientes pueden mezclarse antes de la administracion.

Los compuestos de la descripcion pueden formularse como formas salinas o neutras. Las sales farmacéuticamente
aceptables, donde es adecuado, incluyen las que se forman con grupos amino libres tales como los derivados de los
acidos clorhidrico, fosforico, acético, oxalico, tartarico, etc., y las que se forman con grupos carboxilos libres tales como
los derivados de hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio, férrico, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol,
histidina, procaina, etc.

La cantidad del compuesto de la descripcion que sera efectiva en el tratamiento del cancer, por ejemplo, las
enfermedades de la invencion, puede determinarse mediante técnicas clinicas estandares. Adicionalmente, los ensayos
in vitro pueden emplearse, opcionalmente, para ayudar a identificar los intervalos 6ptimos de dosificacion. La dosis
precisa que se emplea en la formulacion dependera también de la via de administracion, y la seriedad de la enfermedad
o trastorno, y debe decidirse de conformidad con el criterio del médico y de las circunstancias de cada individuo. Sin
embargo, los intervalos de dosificacion adecuados para la administracion intravenosa son generalmente de
aproximadamente 20-500 microgramos de compuesto activo por kilogramo de peso corporal. Los intervalos de
dosificacion adecuados para la administracion intranasal son generalmente de aproximadamente 0,01 pg/kg de peso
corporal a aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal. Dosis efectivas pueden extrapolarse a partir de las curvas de
dosis-respuesta derivadas de los sistemas de prueba del modelo animal o in vitro.
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Los supositorios generalmente contienen ingrediente activo en el intervalo de 0,5 % a 10 % en peso; las formulaciones
orales contienen preferentemente de 10 % a 95 % de ingrediente activo.

La invencioén proporciona, ademas, un paquete o kit del producto farmacéutico que comprende uno o mas contenedores
llenos con uno o mas de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la descripcion. Opcionalmente, puede
haber un aviso asociado con tales contenedores en la forma prescrita por una agencia gubernamental reguladora de la
fabricacion, uso o venta de los productos farmacéuticos o biolégicos, donde el aviso refleja (a) aprobacion por la agencia
de la fabricacion, uso o venta para la administracion humana (b) orientaciones para su uso, o ambas.

Por lo tanto, en un ejemplo, el kit comprende anticuerpos empleados en la invencion, por ejemplo, los anticuerpos
pueden liofilizarse para la reconstitucién antes de su administracion o uso. Cuando el kit es para su uso en
terapia/tratamiento tal como cancer el anticuerpo o anticuerpos pueden reconstituirse con una solucidon acuosa
isotonica, que puede proporcionarse opcionalmente con el kit. En un ejemplo, el kit puede comprender un polipéptido tal
como un polipéptido inmunogénico empleado en la descripcion, que puede por ejemplo, liofilizarse. Este ultimo kit puede
comprender ademas un adyuvante para reconstituir el polipéptido inmunogénico.

La descripcion se extiende también a una composicién como la descrita en la presente descripcion, por ejemplo, una
composicion farmacéutica y/o composicion de vacuna para su uso en la induccién de una respuesta inmune en un
sujeto.

Determinacion de la abundancia de BST1 por tecnologia de imagimatica

Una ventaja de determinar la abundancia de BST1 mediante la tecnologia de imagimatica puede ser que un método de
ese tipo sea no invasivo (con la salvedad de que pueda necesitar que se administren los reactivos) y no exista
necesidad de extraer una muestra del sujeto.

Las tecnologias de imagimatica adecuadas incluyen la tomografia por emisiéon de positrones (PET) y la tomografia
computarizada de emisién de fotones unicos (SPECT). La visualizacién de BST1 usando tales técnicas requiere la
incorporacion o union de un marcador adecuado, por ejemplo un radiotrazador tal como F'8 C'' e '3 (ver, por ejemplo,
NeuroRx - The Journal of the American Society for Experimental NeuroTherapeutics (2005) 2(2), 348-360 e idem
paginas 361-371 para detalles adicionales de las técnicas). Los radiotrazadores u otros marcadores pueden
incorporarse a BST1 mediante administracion al sujeto (por ejemplo, por inyeccién) de un ligando especifico marcado
adecuadamente. Alternativamente, pueden incorporarse a un reactivo de afinidad de unién (por ejemplo, anticuerpo)
especifico para BST1 que puede administrarse al sujeto (por ejemplo, mediante inyeccioén). Para la discusion del uso de
los Afficuerpos para la imagimatica, ver, por ejemplo, Orlova A, Magnusson M, Eriksson TL, Nilsson M, Larsson B,
Hoiden-Guthenberg |, Widstrom C, Carlsson J, Tolmachev V, Stahl S, Nilsson FY, Tumor imaging using a picomolar
affinity HER2 binding Affibody molecule, Cancer Res. 2006 Abril 15;66(8):4339-48).

Diagnéstico y tratamiento del cancer incluyendo las enfermedades de la invencion usando inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una excelente técnica de deteccion y por lo tanto puede ser muy util en el diagndstico y
tratamiento del cancer, que incluyen las enfermedades de la invencion. La inmunohistoquimica puede usarse para
detectar, diagnosticar o controlar canceres tales como los mencionados anteriormente, a través de la localizacién de
antigenos BST1 en secciones de tejido mediante el uso de anticuerpos marcados (u otros reactivos de afinidad),
derivados y analogos de estos, los cuales se unen especificamente a BST1, como reactivos especificos a través de
interacciones antigeno-anticuerpo que se visualizan mediante un marcador tal como tinte fluorescente, enzima,
elemento radiactivo u oro coloidal.

El avance de la tecnologia del anticuerpo monoclonal ha sido de gran importancia para asegurar el lugar de la
inmunohistoquimica en el diagndstico microscépico preciso moderno de las neoplasias humanas. La identificacion de
las células diseminadas transformadas neoplasticamente mediante la inmunohistoquimica permite una imagen mas
clara de la invasion y metastasis del cancer, asi como la evolucion del inmunofenotipo asociado a células tumorales
hacia la malignidad aumentada. Los futuros enfoques terapéuticos antineoplasicos pueden incluir una variedad de
inmunoterapias individualizadas, especificas para el patréon inmunofenotipico particular asociado con la enfermedad
neoplasica de cada paciente individual. Para mayor discusion, ver por ejemplo Bodey B, The significance of
immunohistochemistry in the diagnosis and therapy of neoplasms, Expert Opin Biol Ther. 2002 Abril; 2(4):371-93.

Las caracteristicas preferidas de cada aspecto de la invencidon son como para cada uno de los otros aspectos mutatis
mutandis. La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: Identificacion de bst1 expresada en tejido de leucemia linfocitica crénica, cancer de mama, cancer

colorrectal, cancer de rifién, cancer de pulmén y cancer de pancreas usando cromatografia liquida-espectrometria de
masas (LC/MS)Y{ut}
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Usando el siguiente Protocolo de Referencia, las proteinas de membrana extraidas de muestras de tejido de cancer de
mama, cancer colorrectal, cancer de rifion, cancer de pulmén y cancer de pancreas se digirieron y los péptidos
resultantes se secuenciaron mediante espectrometria de masas en tandem.

1.1 Materiales y Métodos
1.1.1 Fraccionamiento de la membrana plasmatica

Todos los procedimientos se llevaron a cabo a 4°C. Las células recuperadas de tejido de leucemia linfocitica cronica,
cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de rifidn, cancer de pulmén y cancer de pancreas se homogeneizaron y se
sometieron a centrifugacion a 1000G. Se recogi6 el sobrenadante y se centrifugé a 49500G en una ultracentrifuga. El
sedimento resultante se recuperd y se puso en un cojin de sacarosa de 1,4 M. La membrana de microsoma/plasmatica
se recuperd en el borde de fase y recambié en tampén PBS y después se sometié de nuevo a la centrifugaciéon a
49500G. El sedimento (fraccion de membrana plasmatica) se analizd después mediante cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LC/MS) (ver la seccién 2.1.2 mas abajo).

1.1.2 Metodologia de la cromatografia liquida-espectrometria de masa(LC/MS)

Las fracciones de la membrana plasmatica suspendidas en PBS de muestras de tejidos de leucemia linfocitica crénica,
cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de rifién, cancer de pulmén y cancer de pancreas se centrifugaron a 12-
14°C durante 45 min a una velocidad maxima de 21460G en una centrifuga de mesa. Se eliminé el sobrenadante y se
afiadié de nuevo al sedimento la cantidad requerida de sobrenadante para dar una concentracion de 4 mg/ml. Se afadié
después la cantidad equivalente de SDS al 1% p/v. Las muestras se agitaron después con vortice a temperatura
ambiente y se centrifugaron después a 21460G durante 30 minutos a 12-15°C. La muestra se recuper6 dejando el
sedimento atras. A un volumen de cada solucién de proteina equivalente a 50ug, se afiadié 150pl de solucion 0,5 M de
bicarbonato de trietilamonio (TEAB). A cada muestra, se afiadié 3 pl de 50 mM de tris-(2-carboxietil)fosfina y la mezcla
se incubé a 60°C durante 1 hora. Después se anadidé 1 ul de reactivo bloqueador de cisteina, 200 mM de
metanotiosulfonato de metilo (MMTS) en isopropanol. Después de la incubacién a temperatura ambiente durante 10
min, se afadié 15ul de 1ug/ul de tripsina a cada muestra, seguido de incubacién a 37°C durante toda la noche. Las
muestras digeridas se secaron bajo vacio y se afiadio 40ul de acido férmico acuoso al 0,1% seguido de suficiente acido
trifluoroacético (TFA) para reducir el pH de la solucién a <3 antes del fraccionamiento por intercambio iénico.

1.1.3 Fraccionamiento y analisis de péptidos marcados

La muestra se fraccion6 mediante cromatografia de intercambio catiénico fuerte usando un cromatografo Agilent 1200
(Agilent, Santa Clara, California, Estados Unidos). Las muestras se eluyeron de una columna Agilent Zorbax Bio-SCXII
(3,5um; 50 x 0,8 mm) usando un gradiente de 20ul/min de 0-100 mM de acetato de sodio durante 20 min, después a 1M
durante 10 min y después se mantuvo a 1 M durante 25 min. Se recogieron fracciones de 1 min durante 40 min. A cada
fraccion se afiadid 2ul de solucion de TFA al 1%. Las fracciones se almacenaron después a -80°C. Cada fraccion se
analizé6 mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas usando un cromatégrafo Ekigent Tempo equipado con
una columna PepMap 100 C 18, 3um, 100A, 150 mm x 75 mm (LC Empaques/Dionex) y un Instrumento Q-Star Elite
cuadrupolo-tiempo de vuelo (Applied Biosystems/MDS Sciex). Se eluyeron los péptidos con un gradiente creciente de
300 nl/min de 5 % a 40 % de acetonitrilo durante 60 min. Los datos se adquirieron en modo automatico MS/MS de
manera que se seleccionaron hasta 3 iones precursores por encima del umbral de intensidad y se acumularon espectros
de iones del producto para facilitar la secuenciacion de los péptidos. Se realizaron tres pases, cada uno en modo
automatico MS/MS, con la segunda y tercera corridas, excluyendo también las masas ya detectadas en una corrida
anterior.

1.1.4 Analisis de la secuencia de aminoacidos del péptido marcado

Los datos sin procesar generados de QSTAR se procesaron a través del programa Piloto de Proteinas (Applied
Biosystems/MDS Analytical Technologies) que utiliza el algoritmo Paragon™ para inferir secuencias de aminoacidos de
las listas de picos mediante la busqueda en una base de datos de secuencias que consiste en IPl Versién 3.58
(www.ebi.ac.uk/IPl/IPlhuman.html) y secuencias de tripsina contaminantes. Los criterios para la identificacion de
péptidos incluyeron digestion con tripsina y varias modificaciones biolégicas y quimicas (metionina oxidada, modificacion
de cisteina por MMTS o yodoacetamida y fosforilacion de serina, treonina vy tirosina). Los péptidos con una puntuacion
de confianza del 60 % o mayor se procesaron en grupos de proteinas con el criterio de que si sélo se identificd un
péptido de un grupo de proteinas, el puntaje debe ser 80 % o mayor.

1.1.5 Discriminacién de las proteinas asociadas a la leucemia linfocitica crénica, cancer de mama, cancer colorrectal,
cancer de rifién, cancer de pulmon, cancer pancreatico

El proceso para identificar BST1 usa las secuencias peptidicas obtenidas experimentalmente mediante espectrometria

de masas descritas anteriormente de proteinas humanas de origen natural para identificar y organizar los exones
codificantes en la secuencia del genoma humano publicada.
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Estas secuencias determinadas experimentalmente se compararon con la base de datos OGAP® que se compild
mediante el procesamiento e integracion de las masas peptidicas, firmas de péptidos, las EST y datos de secuencias
gendmicas de dominio publico como se describe en la Solicitud de Patente Internacional W02009/087462. El proceso
se uso para generar aproximadamente 1 millén de secuencias peptidicas para identificar los genes codificantes de
proteinas y sus exones resultaron en la identificacion de secuencias de proteinas para 18083 genes a través de 67
tejidos diferentes y 57 enfermedades que incluyen 506 genes en cancer de Vejiga, 4.713 genes en cancer de Mama,
766 genes en el linfoma de Burkitt, 1.371 genes en cancer de Cuello uterino, 949 genes en cancer Colorrectal, 1.782
genes en carcinoma Hepatocelular, 2.424 genes en CLL, 978 genes en cancer de pulmén, 1.764 genes en Melanoma,
1.033 genes en Cancer de Ovario, 2.961 genes en Cancer de Pancreas y 3.307 genes en cancer de Proéstata.

1.2 Resultados

Estos experimentos identificaron BST1, como se describié adicionalmente en la presente descripcion. El BST1 de
longitud completa se detectd en la membrana plasmatica de muestras de leucemia linfocitica crénica, cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de rifion, cancer de pulmén, cancer de ovario y cancer de pancreas y no se detecto en el
citosol (Figuras 1a y 1g). La comparacion de las secuencias determinadas experimentalmente con secuencias en la
base de datos OGAP®, indicé que BST1 mostré un alto grado de especificidad para el cancer de mama (Tabla 1a),
cancer colorrectal (Tabla 1b), cancer de rifidn (Tabla 1c), cancer de pulmén 1d), cancer de pancreas (Tabla 1e), cancer
de cabeza y cuello (Tabla 1f), cancer de ovario (Tabla 1g) y leucemia linfocitica cronica (Tabla 1h) indicativo de la
naturaleza prondstica y diagnostica de esta proteina.

Tabla 1a - Cancer de mama LC/MS

Num. de lote de |Experimento Tripticos identificados [Sec. con num. de ident.:]
muestra. nam.
Muestra 1 Experimento 1 Sec. con num. de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR
Muestra 2 Experimento 1 Sec. con num. de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR

Sec. con num. de ident.: 8 - LLQCVDHSTHPDCALK
Muestra 3 Experimento 1 Sec. con num. de ident.: 4 - DMGFQYSCINDYRPVK

Sec. con num. de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR
Sec. con num. de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK
Sec. con num. de ident.: 9 - SLFWENSHLLVNSFADNTR
Sec. con ndm. de ident.: 10 - VADFLSWCR
Muestra 4 Experimento 1 Sec. con num. de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR
Sec. con num. de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK

Tabla 1b - Cancer colorrectal LC/MS

Num. de lote de muestra. E()j(g]erlmento Tripticos identificados [Sec. con nim. de ident.:]
Sec. con nim. de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK
Muestra 1 Experimento 1

Sec. con num. de ident.: 8 - LLQCVDHSTHPDCALK

Sec. con num. de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR
Muestra 2 Experimento 1 Sec. con num. de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK

Sec. con nim. de ident.: 10 - VADFLSWCR
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Sec. con num.

Sec. con num.

Muestra 3 |Experimento 1

Sec. con num.

Sec. con num.

Sec. con num.

Muestra 3 |Experimento 2 |Sec. con num.

Sec. con num.

Sec. con num.

Sec. con num.

Muestra 3 |Experimento 3 |Sec. con num.

Sec. con num.

Sec. con num.

Tabla 1c - Cancer de rifién LC/MS

Num. de lote
muestra.

Muestra 1

Muestra 1

de |Experimento
nam.

Experimento 1

Experimento 2

Tabla 1d - Cancer de pulmén LC/MS

NUm. de lote de muestra.

Muestra 1

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Experimento
nam.

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 1

Experimento 1

de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR

de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK

de ident.: 9 - SLFWENSHLLVYNSFADNTR
de ident.: 10 - VADFLSWCR

de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK

de ident.: 8 - LLQCVDHSTHPDCALK

de ident.: 9 - SLFWENSHLLVYNSFADNTR
de ident.: 2 - ALLSPEQR

de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR

de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK

de ident.: 8 - LLQCVDHSTHPDCALK

de ident.: 10 - VADFLSWCR

Tripticos identificados [Sec. con nim. de ident.:]

Sec.
Sec.
Sec.
Sec.

Sec.

con num. de ident.:
con num. de ident.:
con num. de ident.:
con num. de ident.:

con num. de ident.:

7 - GFFADYEIPNLQK

8 - LLQCVDHSTHPDCALK
10 - VADFLSWCR

7 - GFFADYEIPNLQK

10 - VADFLSWCR

Tripticos identificados [Sec. con nim. de ident.:]

Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.
Sec. con num.

Sec. con num.
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de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:

5- FMPLSDVLYGR

5- FMPLSDVLYGR

7 - GFFADYEIPNLQK

10 - VADFLSWCR

11 - SLFWENSHLLVN

10 - VADFLSWCR

5- FMPLSDVLYGR

10 - VADFLSWCR

5- FMPLSDVLYGR

7 - GFFADYEIPNLQK

8 - LLQCVDHSTHPDCALK
10 - VADFLSWCR

7 - GFFADYEIPNLQK

8 - LLQCVDHSTHPDCALK



Sec.

Muestra 5 Experimento 1

Sec.

Muestra 6 Experimento 1 | Sec.
Sec.
Muestra 7 Experimento 1 | Sec.
Sec.
Sec.
Sec.
Sec.
Muestra 8 Experimento 1 | Sec.
Sec.
Sec.
Sec.
Sec.
Sec.
Muestra 9 Experimento 1 | Sec.
Sec.
Sec.
Sec.

Muestra 10 Experimento 1

Tabla 1e - Cancer Pancreatico LC/MS

ES 2615256 T3

con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.
con num.

con nuam.

de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:
de ident.:

7 - GFFADYEIPNLQK

10 - VADFLSWCR

10 - VADFLSWCR

7 - GFFADYEIPNLQK

8 - LLQCVDHSTHPDCALK
10 - VADFLSWCR
3-DIFLGR

: 4 - DMGFQYSCINDYRPVK

5- FMPLSDVLYGR

7 - GFFADYEIPNLQK

8 - LLQCVDHSTHPDCALK
10 - VADFLSWCR

12 - LKDMGFQYSCINDYRPVK
2 - ALLSPEQR

5- FMPLSDVLYGR

7 - GFFADYEIPNLQK

8 - LLQCVDHSTHPDCALK
10 - VADFLSWCR

7 - GFFADYEIPNLQK

Num. de lote de muestra. |Experimento num. | Tripticos identificados [Sec. con nim. de ident.:]
con num. de ident.: 2 - ALLSPEQR

con num. de ident.: 3 - DIFLGR

con num. de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR
con num. de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK
con num. de ident.: 10 - VADFLSWCR
con num. de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK

Muestra 1 Experimento 1

Muestra 2 Experimento 1

Tabla 1f - Cancer de cabeza y cuello LC/MS

NUm. de lote de muestra.

Muestra 1

Muestra 2

Sec.
Sec.
Sec.
Sec.
Sec.

Sec.

Experimento nim.

Experimento 1

Experimento 1

Tripticos identificados [Sec. con num. de ident.:]

Sec.
Sec.
Sec.
Sec.
Sec.

Sec.
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con num. de ident.:
con num. de ident.:
con num. de ident.:
con num. de ident.:
con num. de ident.:

con num. de ident.:

2 - ALLSPEQR

5- FMPLSDVLYGR

8 - LLQCVDHSTHPDCALK
10 - VADFLSWCR

8 - LLQCVDHSTHPDCALK
10 - VADFLSWCR
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Tabla 1g - Cancer de Ovario LC/MS

Num. de lote de muestra. E()j(g]erlmento Tripticos identificados [Sec. con nim. de ident.:]
Sec. con nim. de ident.: 2 - ALLSPEQR

Muestra 1 Experimento 1
Sec. con ndm. de ident.: 8 - LLQCVDHSTHPDCALK
Sec. con nim. de ident.: 2 - ALLSPEQR
Sec. con num. de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR
Sec. con num. de ident.: 6 - GEGTSAHLR

Muestra 2 Experimento 1

Sec. con nim. de ident.: 7 - GFFADYEIPNLQK
Sec. con nim. de ident.: 8 - LLQCVDHSTHPDCALK
Sec. con num. de ident.: 10 - VADFLSWCR

Tabla 1h - Leucemia linfocitica crénica

Muestra nim. Experimento nim. | Péptidos identificados
Muestra 1 Experimento 1 Sec. con num. de ident.: 2 - ALLSPEQR
Sec. con num. de ident.: 5 - FMPLSDVLYGR
Sec. con num. de ident.: 8 - LLQCVDHSTHPDCALK

Ejemplo 2: Identificacion de proteinas de membrana expresadas en muestras de tejidos de cancer de pulmén mediante
etiquetado isotopico para la cuantificacion absoluta y relativa (iTRAQ)

Usando el siguiente Protocolo de Referencia, se digirieron proteinas de membrana extraidas de tejidos de cancer
colorrectal, cancer de rifidn o cancer de pulmoén y muestras de tejido adyacentes normales, marcadas con reactivos del
Etiquetado isotopico para la cuantificacion absoluta y relativa (iTRAQ, Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados
Unidos) y los péptidos resultantes se secuenciaron por espectrometria de masas en tandem.

2.1 Materiales y métodos
2.1.1 Fraccionamiento de la membrana plasmatica

Las células recuperadas de un tejido de cancer de pulmén y adyacente normal de pulmoén se lisaron y se sometieron a
centrifugacion a 1000G. Se tomé el sobrenadante, y posteriormente se centrifugé a 3000G. Una vez mas, se tomé el
sobrenadante, y después se centrifugd a 100 000G. El sedimento resultante se recuperd y se puso en un gradiente de
sacarosa al 15-60 %. Se utilizé6 una transferencia en membrana de tipo Western para identificar marcadores
subcelulares, y se mezclaron las fracciones de la Membrana Plasmatica. La solucion mezclada se analizé directamente
después por iTRAQ (ver la seccién 2.1.2 mas abajo).

2.1.2 Metodologia iTRAQ

Se solubilizaron los sedimentos de proteina de membrana de tejidos de cancer de pulmoén y tejidos adyacentes
normales de pulmén en tampdn de muestra (2-4 pg/ul en SDS al 0,5 %) mediante la adicion de tampdn y calentando
después a 95°C durante 3 min. A un volumen de cada solucidon de proteina equivalente a 50ug, se afiadié 150ul de
solucion 0,5 M de bicarbonato de trietlamonio (TEAB). A cada muestra, se afiadi6 3 yl de 50 mM de tris-(2-
carboxietil)fosfina y la mezcla se incubd a 60°C durante 1 hora. Se afiadid después 1 pl de reactivo bloqueador de
cisteina, 200 mM de metanotiosulfonato de metilo (MMTS) en isopropanol. Después de la incubacion a temperatura
ambiente durante 10 min, se afiadié 15ul de 1ug/ul de tripsina a cada muestra, seguido de incubacién a 37°C durante
toda la noche. Las muestras digeridas se secaron bajo vacio y se reconstituyeron con 30 yl o 0,5 M de solucion TEAB.
Se afiadié 70ul de etanol a cada uno de los cuatro reactivos iTRAQ (114/115/116/117) y se afadio6 un reactivo a cada
una de las cuatro muestras analizadas (cada muestra que comprende dos muestras de tejido cancerigeno y dos
muestras de tejido adyacente normal correspondiente) y se dej6 a temperatura ambiente durante 1 h. Se registro el
reactivo especifico afiadido a cada muestra. Se combinaron las cuatro muestras marcadas y se agitaron con voértice. Las
muestras combinadas se redujeron hasta sequedad bajo vacio y se desalinizaron cargando sobre una columna de espin
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C18, lavando con disolvente acuoso y después eluyendo con acetonitrilo al 70 %. La fraccion de la muestra se redujo de
nuevo hasta sequedad y se volvio a disolver después en 40 pl de disolvente A (97,9 de agua, acetonitrilo al 2%, acido
férmico al 0,1%) antes del fraccionamiento por intercambio iénico.

2.1.3 Fraccionamiento y analisis de los péptidos marcados

La muestra se fraccion6 mediante cromatografia de intercambio catiénico fuerte usando un cromatografo Agilent 1200
(Agilent, Santa Clara, California, Estados Unidos). Las muestras se eluyeron de una columna Agilent Zorbax Bio-SCXII
(3,5um, 50 x 0,8 mm) usando un gradiente de 20ul/min de 0-100 mM de acetato de sodio durante 20 min y después a 1
M durante 10 min. Se recogieron fracciones de 1 min durante la corrida de 30 min.

Cada fraccion se analizé mediante cromatografia liquida/espectrometria de masas usando un cromatoégrafo Agilent 1200
equipado con un instrumento Zorbax 300SB-C18 (150mm x 75um) y un Agilent 6510 cuadrupolo - tiempo de vuelo
(Agilent, Santa Clara, California, Estados Unidos). Los péptidos se eluyeron con un gradiente creciente de 300 nl/min de
15 % a 45 % de acetonitrilo en 60 min. Los datos se adquirieron en modo automatico MS/MS de manera que se
seleccionaron hasta 3 iones precursores por encima del umbral de intensidad y se acumularon espectros de iones del
producto para facilitar la secuenciacion de los péptidos marcados. El crudo se procesé para crear listas de picos usando
el programa Spectrum Mill (Agilent, Santa Clara, California, Estados Unidos).

2.1.4 Analisis de la secuencia de aminoacidos de los péptidos marcados

Para la secuenciacion parcial de aminoacidos y la identificacion de ADP-ribosil ciclasa 2 (BST1; CD157), se investigaron
espectros de masa en tdndem no interpretados de péptidos tripticos usando el programa de busqueda SEQUEST (Eng
y otros, 1994, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 5:976-989). Los criterios para la identificacion de la base de datos
incluyeron: la especificidad de la escisién de la tripsina; la deteccion de una serie de iones a, b, y en péptidos devueltos
de la base de datos, y un aumento de la masa para todos los residuos de cisteina para tener en cuenta la modificacion
con metilmetanotiosulfonato y la adicion de etiquetas iTRAQ a aminas libres (N-terminal y lisina). Los datos se buscaron
a través de IPI Humano v3.23 (www.ebi.ac.uk/IPI/IPlhuman.html).

2.1.5 Discriminacion de las proteinas asociadas a los tejidos del cancer de pulmoén

El proceso para identificar BST1 us6 las secuencias peptidicas obtenidas experimentalmente mediante espectrometria
de masas, como se describié anteriormente, de proteinas humanas naturales para identificar y organizar los exones
codificantes en la secuencia del genoma humano publicada. Estas secuencias determinadas experimentalmente se
compararon con la base de datos OGAP® que se compil6 mediante el procesamiento e integracion de las masas
peptidicas, firmas de péptidos, las EST y datos de secuencias gendmicas de dominio publico como se describe en la
Solicitud de Patente Internacional WO2009/087462.

2.2 Resultados

El experimento se identific6 BST1, como se describe adicionalmente en la presente descripcion (Tabla 2). BST1 se
detectd en la membrana plasmatica de muestras de cancer de pulmon de células no pequefas (Figura 2]. El analisis de
iTRAQ mostré que el nivel de BST1 en las muestras de cancer fueron mayores que en las muestras de tejido
adyacentes normales coincidentes.

Tabla 2 - iTRAQ de Cancer de pulmon

Muestra nim. Experimento nim. Péptidos identificados

Muestra 1 Experimento 1 Sec. con num. de ident.: 6 - GEGTSAHLR

Ejemplo 3: Inmunohistoquimica usando anticuerpo contra BST1

Usando el siguiente Protocolo de Referencia, se realizd6 inmunohistoquimica en tumores FFPE vy tejidos normales
usando un anticuerpo policlonal de carnero contra BST1 (R & D Systems Europe, Abingdon, Reino Unido).

3.1 Materiales y Métodos

3.1.1 Desparafinizacion y Rehidratacion

Los portaobjetos se calentaron durante 2 h a 60°C en los Falcon de 50 ml en un bafio de agua sin tampon. Cada Falcon
tuvo un portaobjetos o dos portaobjetos consecutivos con una punta larga cargando gel entre ellas para evitar que las

diapositivas se pegaran entre si. Se desparafinizaron los portaobjetos en EZ-DeWax (BioGenex, California, EE.UU.)
durante 5 minutos en un gradilla negra de portaobjetos, después se enjuagaron bien con la misma solucion DeWax
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usando pipeta de 1 ml, después se lavaron con agua. Los portaobjetos se colocaron en un vaso coplin lleno de agua
hasta que la olla a presién estuvo lista; el agua se cambid un par de veces.

3.1.2 Recuperacion del antigeno

Se intercambié agua por solucién de recuperacion de antigeno = tampon 1 x citrato, pH 6 (DAKO). El antigeno se
recuperé mediante el método de la olla a presion. Se colocaron los portaobjetos en el vaso coplin plastico en una
solucion de recuperacion de antigeno en una olla a presion que después se calenté hasta la posicion 6 (el ajuste mas
alto). 15-20 minutos en la incubacion, la temperatura se redujo a la posicion 3 y se dejo en esa (cuando la temperatura
dentro de la olla a presion fue 117 °C) durante otros 20-25 min. Después, la hornilla se desconecté y la olla se colocé en
la hornilla fria y la presion se liberé moviendo cuidadosamente el mango en la posicion entre "abierto" y "cerrado”. Todo
el sistema se dejo liberar la presion y enfriar durante otros 20 min. Se abrio la tapa y se tomaron muestras para reposar
en el banco. Los portaobjetos se lavaron Ix5 min con PBS-3T (0,5 L de PBS + 3 gotas de Tween-20) y los portaobjetos
se colocaron en PBS.

3.1.3 Tincién

Después de la recuperacion del antigeno, los portaobjetos se montaron en el sistema de cubreobjeto Shandon. El
atrapamiento de las burbujas de aire entre el portaobjeto y el cubreobjeto de plastico se evitd colocando el cubreobjeto
en el vaso coplin lleno con PBS y deslizando suavemente el portaobjetos con las secciones de tejido en el cubreobjeto.
El portaobjeto se sacd del vaso coplin mientras que se mantenia unida fuertemente junto con el cubreobjeto. El
portaobjeto ensamblado se colocé en la gradilla, dejando el PBS atrapado en el embudo para correr todo entre el
portaobjeto y el cubreobjeto. Los portaobjetos se lavaron con 2x2 ml (o 4x1 ml) de PBS-3T y 1x2 ml de PBS, esperando
hasta que todo el PBS hubiera pasado a través del portaobjeto y practicamente no quedara PBS en el embudo

El bloqueo de peroxido endogeno se realizdé usando el reactivo bloqueador de peroxidasa (S2001, DAKO). Se us6 1-4
gotas de solucion de perdxido por portaobjetos y se incubd durante 5 minutos. Los portaobjetos se lavaron con agua y
después una vez con 2 ml de PBS-3T y una vez con 2 ml de PBS; fue importante esperar hasta que practicamente no
quedara liquido en el embudo antes de anadir una nueva porcién de tampén de lavado.

El anticuerpo primario se diluyé con un reactivo diluyente de anticuerpo (DAKO). Se determind que la dilucién 6ptima es
1:100. Se aplicé 50-200 pl de anticuerpo primario diluido a cada seccién y/o micromatriz de tejido; teniendo cuidado de
cubrir todo el tejido. Se deslizd suavemente el portaobjeto para distribuir el anticuerpo uniformemente sobre la seccion o
se us6 una punta de pipeta sobre la parte superior de la seccion. El portaobjeto se incubd durante 45 min en una
camara humeda a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron con 2x2 ml (o 4x1 ml) de PBS-3T y después 1x2
ml de PBS, esperando hasta que todo el PBS hubiera pasado a través del portaobjeto y practicamente no quedara PBS
en el embudo. Se aplico el correspondiente anti-lgG de carnero en burro:HRP (OBT1500P, 1 mg/ml, Serotec) a 1:1000 y
se incubd durante 35 min a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron como anteriormente. El sustrato DAB se
preparé en tampon de dilucion; 2 ml que contienen 2 gotas de sustrato fue suficiente para 10 portaobjetos. Se aplico el
reactivo DAB a los portaobjetos aplicando unas cuantas gotas a la vez. Todo el DAB se distribuy6 entre los portaobjetos.
Los portaobjetos se incubaron durante 10 min. Los portaobjetos se lavaron 1x2 ml (o 2x1 ml) con PBS-3T y 1x2 ml (o
2x1 ml) con PBS, esperando hasta que todo el PBS hubiera pasado a través del portaobjeto y practicamente no quedara
PBS en el embudo. Se aplico hematoxilina (DAKO); 1 ml fue suficiente para 10 portaobjetos y los portaobjetos se
incubaron durante 1 min a temperatura ambiente. Los embudos del sistema de cubreobjetos Shandon se llenaron con 2
ml de agua y se dejaron correr todo. Cuando los portaobjetos estaban libres del exceso de hematoxilina, se desmonté el
sistema, se lavaron las secciones de tejido y/o matrices con agua de la botella de lavado y se colocaron en una gradilla
negra de portaobjetos. Los tejidos se rehidrataron incubando en EZ-DeWax durante 5 min y después en etanol al 95 %
durante 2-5 min. Los portaobjetos se dejaron secar en el banco y después se montaron en medios de montaje y
cubrieron con cubreobjetos.

3.2 Resultados

El analisis inmunohistoquimico reveld tincion especifica de células tumorales en secciones de tejido de cancer de
pulmoén. En una matriz de tejido pulmonar que representan 59 pacientes con cancer de pulmén, se observé una tincion
elevada de BST1 en células cancerosas en 28 pacientes (47%). Asi los anticuerpos dirigidos a BST1 pueden tener
utilidad como terapéutico y diagnoéstico en este cancer y otros tipos de cancer que muestran expresion de BST1.
Ejemplo 4: Perfilamiento de ARN de bst1

4.1 Materiales y métodos

Varios tejidos normales y cancerosos se tamizaron para la expresiéon de ARNm de BST1 usando la reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa (RT-PCR).

4.2 Resultados
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La Figura 3a muestra los resultados de RT-PCR para BST1 para una variedad de tejidos normales y cancerosos. El eje
vertical muestra la copia # /5 ng de ADNc de BST1. El perfil de¢ ARNm reveld un nivel de expresion sorprendentemente
alto del objetivo en NPB-monocitos y células CD33+, en contraste con el perfil de expresién muy bajo en la mayoria de
los tejidos normales. La expresion de ARNm es indicativa de la expresion de la proteina BST1. La Figura 3b muestra los
resultados del andlisis adicional de la expresion de ARNm que muestra de nuevo niveles elevados de expresion de
BST1 en monocitos y células CD33+. Se observd que los niveles de  NPB-monocitos y células CD33 + fueron 20-30
veces mas altos que cualquier otro tipo de tejido/célula.

La Figura 3c muestra los resultados del perfil de RT-PCR comparativo que se realizé6 sobre un conjunto de tejidos
normales que muestran expresion de BST1 junto con CD33, un receptor transmembrana expresado en células de linaje
mieloide y el objetivo de gemtuzumab ozogamicina (Mylotarg) un tratamiento basado en anticuerpos monoclonales para
la leucemia mieloide aguda. Se encontré que BST1 tiene un perfil de expresion normal altamente restringido en
comparacion con CD33.

Ejemplo 5: construccion de una genoteca de presentacion en fagos.

Una proteina recombinante compuesta de los aminoacidos 29-292 de BST1 (sec. con num. de ident.:13) se sintetizd
eucariéticamente por medio de métodos recombinantes estandar y se us6 como antigeno para la inmunizacion.

Inmunizacion y aislamiento de ARNm

Una genoteca de presentacion en fagos para la identificacion de las moléculas de uniéon a BST1 se construyé como
sigue. Se inmunizaron intraperitonealmente ratones A/J (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine) con el antigeno
BST1 recombinante (el dominio extracelular), usando 100 ug de proteina en adyuvante completo de Freund, el dia 0 y
con 100 pg de antigeno el dia 28. Se obtuvieron sangrados de prueba de ratones a través de la puncién del seno retro-
orbital. Si, al probar los titulos, se los consider6 altos mediante ELISA usando el antigeno BST1 biotinilado inmovilizado
mediante placas de poliestireno recubiertas con neutravidina (Reacti-BindTM) NeutrAvidin™, Pierce, Rockford, Ill), se
reforzaron los ratones con 100 ug de proteina el dia 70, 71 y 72, con posterior sacrificio y esplenectomia el dia 77. Si los
titulos de anticuerpo no se consideraron satisfactorios, los ratones se reforzaron con 100 yg de antigeno el dia 56 y un
sangrado de prueba tomado el dia 63. Si se obtuvieron titulos satisfactorios, los animales se estimularon con 100 ug de
antigeno en los dias 98, 99 y 100 y los bazos se cosecharon el dia 105.

Se recogieron los bazos en una cabina de flujo laminar y se transfirieron a una placa petri, recortando y descartando
grasa y tejido conectivo. Se maceraron rapidamente los bazos con el émbolo de una jeringa estéril de 5 cc en presencia
de 1,0 ml de solucién D (25,0 g de tiocianato de guanidina (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana), 29,3 ml de
agua estéril, 1,76 ml de 0,75 M de citrato de sodio pH 7,0, 2,64 ml de sarkosil al 10 % (Fisher Scientific, Pittsburgh,
Pensilvania), 0,36 ml de 2-mercaptoetanol (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pensilvania). Esta suspension de bazo se
extrajo a través de una aguja de calibre 18 hasta que todas las células se lisaron y la solucion viscosa se transfirié a un
tubo de microcentrifuga. La placa Petri se lavd con 100 ul de solucién D para recuperar cualquier bazo restante. Esta
suspension se empujoé después a través de una aguja de calibre 22 unas 5-10 veces adicionales.

La muestra se dividiéd uniformemente entre dos tubos de microcentrifuga y se afiadio lo siguiente, para, mezclar por
inversion después de cada adicion: 50 yl de 2 M de acetato de sodio pH 4,0, 0,5 ml de fenol saturado con agua (Fisher
Scientific, Pittsburgh, Pensilvania), 100 uyl de cloroformo/alcohol isoamilico 49:1 (Fisher Scientific, Pittsburgh,
Pensilvania). La solucién se agitd con vortice durante 10 segundos y se incubd en hielo durante 15 min. Después de la
centrifugacion a 14 krpm durante 20 min a 2-8 °C, la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo. Se afiadié un volumen
igual de fenol saturado con agua:cloroformo:alcohol isoamilico (50:49:1) y el tubo se agité con voértice durante diez
segundos. Después de 15 min de incubacioén en hielo, la muestra se centrifugé durante 20 min a 2-8°C y la fase acuosa
se transfirié a un tubo nuevo y se precipité con un volumen igual de isopropanol a -20°C durante un minimo de 30 min.
Después de la centrifugacion a 14 krpm durante 20 min a 4°C, el sobrenadante se aspird, los tubos se centrifugaron
brevemente y se eliminaron todos los restos de liquido del sedimento de ARN.

Los sedimentos de ARN se disolvieron cada uno en 300 ul de solucién D, se combinaron y se precipitaron con un
volumen igual de isopropanol a -20°C durante un minimo de 30 min. La muestra se centrifugdé 14 krpm durante 20 min a
4°C, el sobrenadante se aspiré6 como antes, y la muestra se lavé con 100 yl de etanol al 70 % enfriado con hielo. La
muestra se centrifugd de nuevo a 14 krpm durante 20 min a 4°C, se aspir6 la solucién de etanol al 70 %, y el sedimento
de ARN se sec6 a vacio. El sedimento se resuspendio en 100 ul de agua tratada con pirocarbonato de dietilo estéril. La
concentracion se determind mediante A260 usando una absorbancia de 1,0 para una concentracion de 40 pg/ml. Los
ARN se almacenaron a -80°C.

Preparacion de ADN complementario (ADNCc)
El ARN total purificado de bazos de ratén como se describié anteriormente se usé directamente como molde para la
preparacion de ADNc. Se diluyé ARN (50 ug) hasta 100 pL con agua estéril y se afiadieron 10 pL de 130 ng/uL de oligo

dT12 (sintetizado en el sintetizador de ADN Applied Biosystems Modelo 392). La muestra se calenté durante 10 min a
70°C, después se enfrio en hielo. Se afiadio cuarenta pL de 5* tampdn de primera cadena (Gibco/BRL, Gaithersburg,
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Md.), junto con 20 ul de 0,1 M de ditiotreitol (Gibco/BRL, Gaithersburg, Maryland), 10 yl de 20 mM de desoxinucledsido
trifosfatos (dNTP, Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana), y 10 ul de agua sobre hielo. La muestra se incubd
después a 37°C durante 2 min. Diez pl de transcriptasa inversa (Superscript™) Il, Gibco/BRL, Gaithersburg, Maryland)
se afiadié y se continud la incubacién a 37°C durante 1 h. Los productos de ADNc se usaron directamente para la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Amplificacion de genes del anticuerpo por PCR

Para amplificar esencialmente todos los genes de cadena H y L usando PCR, se escogieron iniciadores que
correspondian a esencialmente todas las secuencias publicadas. Debido a que las secuencias de nucleétidos de los
amino terminales de H y L contienen diversidad considerable, se sintetizaron 33 oligonucledtidos para servir como
iniciadores 5' para las cadenas H, y se sintetizaron 29 oligonucleétidos para servir como iniciadores 5' para las cadenas
L kappa como se describe en el documento de patente de EE.UU. 6,555,310. Las secuencias de nucleétidos de la
region constante para cada cadena requirieron solo un iniciador 3' para las cadenas H y un iniciador 3' para las cadenas
L kappa.

Se realiz6 una reaccion de 50 yL para cada par de iniciadores con 50 umol de iniciador 5', 50 ymol de iniciador 3', 0,25
puL de Tag ADN Polimerasa (5 unidades/pL, Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana), 3uL de ADNc (preparado
como se ha descrito), 5 yL de 2 mM de dNTP, 5 pL de 10*tampon de ADN-polimerasa Tag con MgCI2 (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, Indiana) y H.O hasta 50 yL. La amplificacion se realizé usando un ciclador térmico GeneAmp
(R) 9600 (Perkin Elmer, Foster City, California) con el siguiente programa de termociclo: 94°C durante 1 min; 30 ciclos
de 94°C durante 20 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos, 72°C durante 6 min; 4°C.

Los productos de ADNbc del proceso de PCR se sometieron después a PCR asimétrica usando sélo un iniciador 3' para
generar esencialmente solo la cadena antisentido de los genes objetivo. Se realizé una reaccion de 100 pL para cada
producto ADNbc con 200 umol de iniciador 3', 2 uL de producto ADNbc, 0,5 pl de Taq ADN polimerasa, 10 yL de 2 mM
de dNTP, 10 pL de tampdn 10*Tag ADN-polimerasa con MgCl, (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana), y H.O
hasta 100 yL. Se us6 el mismo programa de PCR que el descrito anteriormente para amplificar el ADN monocatenario
(mc).

Purificaciéon de ADN monocatenario mediante cromatografia liquida de alta eficacia y ADN monocatenario quinasante

Los productos de PCR mc de la cadena H y los productos de PCR monocatenarios de la cadena L se precipitaron en
etanol afiadiendo 2,5 volimenes de etanol y 0,2 volumen de 7,5 M de acetato de amonio e incubando a -20°C durante
al menos 30 min. El ADN se sedimenté por centrifugacion en una centrifuga Eppendorf a 14 krpm durante 10 min a 2-8
°C. El sobrenadante se aspir6 cuidadosamente, y los tubos se centrifugaron brevemente una segunda vez. La ultima
gota del sobrenadante se elimind con una pipeta. Se seco el ADN a vacio durante 10 minutos a calor medio. Los
productos de la cadena H se mezclaron en 210 pL de agua y los productos de la cadena L se mezclaron por separado
en 210 yL de agua. EI ADN monocatenario se purificé por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) usando una
columna de intercambio de aniones FAX Hewlett Packard 1090 HPLC y Gen-PakTM) (Millipore Corp., Milford,
Massachusetts). El gradiente usado para purificar el ADN monocatenario se muestra en la Tabla 3, y la temperatura del
horno fue de 60°C. La absorbancia se monitore6 a 260 nm. EI ADN monocatenario eluido de la HPLC se recogi6é en
fracciones de 0,5 min. Las fracciones que contienen ADN monocatenario se precipitaron con etanol, sedimentaron y
secaron como se describié anteriormente. Los sedimentos de ADN secos se mezclaron en 200 uL de agua estéril.
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Tabla 3 - Gradiente de HPLC para la purificacién de ADNmc

Tiempo (min) % de A % de B % de C |Flujo (ml/min)
0 70 30 0 0.75
2 40 60 0 0.75
17 15 85 0 0.75
18 0 100 0 0.75
23 0 100 0 0.75
24 0 0 100 0.75
28 0 0 100 0.75
29 0 100 0 0.75
34 0 100 0 0.75
35 70 30 0 0.75

Tampén A es 25 mM de Tris, 1 mM de EDTA, pH 8,0
Tampoén B es 25 mM de Tris, 1 mM de EDTA, 1 M NaCl, pH 8,0
Tampén C es 40 mm de acido fosférico

El ADN monocatenario estaba 5'-fosforilado en la preparacion para la mutagénesis. Se afiadié veinticuatro uL de
tampon 10*quinasa (United States Biochemical, Cleveland, Ohio), 10,4 pL de 10 mM de adenosina-5'-trifosfato
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana) y 2 pL de polinucledtido quinasa (30 unidades/pL, United States
Biochemical, Cleveland, Ohio) a cada muestra, y los tubos se incubaron a 37°C durante 1 h. Las reacciones se
detuvieron incubando los tubos a 70°C durante 10 min. EI ADN se purificd con una extraccién de fenol equilibrado con
Tris (pH>8,0, United States Biochemical, Cleveland, Ohio):cloroformo:alcohol isoamilico (50:49:1) y una extraccion con
cloroformo:alcohol isoamilico (49:1). Después de las extracciones, el ADN se precipité con etanol y sedimenté como se
describié anteriormente. Los sedimentos de ADN se secaron, después se disolvieron en 50 puL de agua estéril. La
concentracion se determind midiendo la absorbancia de una alicuota del ADN a 260 nm usando 33 ug/ml para una
absorbancia de 1,0. Las muestras se almacenaron a -20°C.

Preparacion de moldes de uracilo usados en la Generacion de Bibliotecas de Fago con Anticuerpos de Bazo

Un ml de E. coli CJ236 (BioRAD, Hercules, California) de cultivo de toda la noche se afiadio a 50 ml de 2*YT en un
matraz de agitacion de 250 ml. Se creci6 el cultivo a 37°C hasta OD600 = 0,6, se inoculé con 10 yL de una dilucién
1/100 de concentrado del fago vector BS45 (descrito en el documento de patente de EE.UU 6,555,310) y el crecimiento
continué durante 6 hr. Aproximadamente 40 ml del cultivo se centrifugd a 12 krpm durante 15 min a 4°C. El
sobrenadante (30 ml) se transfirid a un tubo de centrifugacién nuevo y se incub6 a temperatura ambiente durante 15 min
después de la adicion de 15 pl de 10 mg/ml de ARNasa A (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana). Los fagos se
precipitaron mediante la adicion de 7,5 ml de polietilenglicol 8000 al 20 % (Fisher Scientific, Pittsburgh,
Pensilvania)/3,5M de acetato de amonio (Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri) y la incubacién sobre hielo durante 30
min. La muestra se centrifugd a 12 krpm durante 15 minutos a 2-8 °C. El sobrenadante se descarté cuidadosamente y el
tubo se centrifugd brevemente para eliminar todos los restos de sobrenadante. El sedimento se resuspendié en 400 pl
de tampédn de alto contenido de sal (300 mM de NaCl, 100 mM de Tris, pH 8,0, 1 mM de EDTA) y se transfirié a un tubo
de 1,5 ml.

El concentrado de fago se extrajo repetidamente con un volumen igual de fenol equilibrado:cloroformo:alcohol isoamilico
(50:49:1) hasta que ningun resto de una interfase blanca fue visible y después se extrajo con un volumen igual de
cloroformo:alcohol isoamilico (49:1). EI ADN se precipité con 2,5 volumenes de etanol y 1/5 de volumen de 7,5 M de
acetato de amonio y se incubd durante 30 min a -20°C. El ADN se centrifugé a 14 krpm durante 10 min a 4°C, el
sedimento se lavo una vez con etanol frio al 70 % y se secé al vacio. EI ADN molde de uracilo se disolvié en 30 ul de
agua estéril y la concentracion se determiné mediante A260 usando una absorbancia de 1,0 para una concentracion de
40 pg/ml. El molde se diluyé hasta 250 ng/ul con agua estéril, se dividié en alicuotas y se almacené a -20°C.

Mutagénesis del molde de uracilo con ADNmc y Electroporacion en E. coli para generar Bibliotecas de Anticuerpos en
Fagos

Se generaron genotecas de presentacion de anticuerpos en fagos introduciendo de manera simultanea genes de

cadenas pesadas y ligeras monocatenarias en un molde de uracilo de vector de presentacion en fagos. Se realizd una
mutagénesis tipica en una escala de 2 pg mezclando lo siguiente en un tubo de reaccién de PCR de 0.2 ml: 8 ul de
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molde de uracilo (250 ng/ul), 8 ul de 10* tampon de hibridacion (200 mM de Tris, pH 7,0, 20 mM de MgCl2, 500 mM de
NaCl), 3,33 ul de inserto de cadena pesada monocatenaria quinasada (100 ng/pL), 3,1 yl de inserto de cadena ligera
monocatenaria quinasada (100 ng/ul) y agua estéril hasta 80 ul. El ADN se hibridd en un ciclador térmico GeneAmp (R)
9600 usando el siguiente perfil térmico: 20 segundos a 94°C, 85°C durante 60 segundos, 85°C a 55°C en rampa durante
30 min, manteniendo a 55°C durante 15 min. El ADN se transfirié al hielo después de que el programa terminé. La
extension/ligacion se llevo a cabo afadiendo 8 yl de 10* tampdn de sintesis (5 mM cada dNTP, 10 mM de ATP, 100 mM
de Tris pH 7,4, 50 mM de MgClI2, 20 mM de DTT), 8 ul de T4 ADN ligasa (1 U/uL, Boehringer Mannheim, Indianapolis,
Indiana), 8 pl de T7 ADN polimerasa diluida (1 U/ulL New England BioLabs, Beverly, Massachusetts) e incubando a
37°C durante 30 min. La reaccion se detuvo con 300 pl de tampdn de parada de mutagénesis (10 mM de Tris, pH 8,0,
10 mM de EDTA). El ADN de la mutagénesis se extrajo una vez con fenol equilibrado (pH> 8):cloroformo:alcohol
isoamilico (50:49:1), una vez con cloroformo:alcohol isoamilico (49:1) y el ADN se precipité con etanol a -20°C durante
al menos 30 min. El ADN se sedimentd y el sobrenadante se eliminé cuidadosamente como se describié anteriormente.
La muestra se centrifugd brevemente y se eliminaron todos los restos de etanol con un pipeteador. El sedimento se
seco al vacio. El ADN se resuspendio en 4 uL de agua estéril.

Se transfirié un yL de ADN de mutagénesis (500 ng) a 40 ul de E. colDH12S (Gibco/BRL, Gaithersburg, Maryland)
electrocompetente usando electroporacién. Las células transformadas se mezclaron con aproximadamente 1,0 ml de
células XL-1 durante toda la noche que se diluyeron con caldo 2*YT hasta un 60 % del volumen original. Esta mezcla se
transfirid después a un tubo de cultivo estéril de 15 ml y se afiadieron 9 ml de agar superior para recubrir en una placa
de agar LB de 150 mm. Las placas se incubaron durante 4 horas a 37°C y después se transfirieron a 20°C durante toda
la noche. Los anticuerpos en fagos de la primera ronda se prepararon eluyendo los fagos de estas placas en 10 ml de
2*YT, centrifugando los restos y tomando el sobrenadante. Estas muestras son las genotecas de presentacion de
anticuerpos en fagos usadas para seleccionar los anticuerpos contra el BST1. Se midi6 la eficiencia de las
electroporaciones mediante la siembra de 10 ul de una dilucién de 10 de células suspendidas en placas de agar LB,
seguido de incubacién durante toda la noche de las placas a 37°C. La eficiencia se calculé6 multiplicando el nimero de
placas en la placa de la dilucion 10“ por 106. Las eficiencias de electroporacion de la genoteca son tipicamente
mayores que 1*107 fagos bajo estas condiciones.

Transformacioén de E. coli mediante Electroporacion

Las células electrocompetentes de E. coli se descongelaron en hielo. EI ADN se mezcloé con 40 L de estas células
pipeteando suavemente las células arriba y abajo 2-3 veces, teniendo cuidado de no introducir una burbuja de aire. Las
células se transfirieron a una cubeta Gene Pulser (distancia de 0,2 cm, BioRAD, Hercules, California) que se habia
enfriado sobre hielo, teniendo cuidado de no introducir una burbuja de aire en la transferencia. La cubeta se colocé en el
E. coli Pulser (BioRAD, Hercules, California) y se electroporé con el voltaje establecido a 1,88 kV de conformidad con la
recomendacion del fabricante. La muestra transformada se resuspendié inmediatamente en 1 ml de caldo 2*YT o 1 ml
de una mezcla de 400 pl de 2*YT/600 pl de células XL-1 durante toda la noche y se procesé como los procedimientos
dictados.

Siembra en placas del Fago M13 o células transformadas con Reaccion de Mutagénesis del vector de presentacion de
anticuerpos en Fagos

Se afiadieron muestras de fago a 200 yL de un cultivo durante toda la noche de E. coli XL1-Blue cuando se sembraron
las placas de agar LB de 100 mm o a 600 pL de células durante toda la noche cuando se sembraron las placas de 150
mm en tubos de cultivo estériles de 15 ml. Después de afiadir agar superior LB (3 ml para placas de 100 mm o 9 ml para
placas de 150 mm, agar superior almacenado a 55°C (ver Apéndice A1, Sambrook y otros, arriba), la mezcla se
distribuyd uniformemente sobre una placa de agar LB que se habia precalentado (37°C-55°C) para eliminar cualquier
exceso de humedad sobre la superficie de agar. Las placas se enfriaron a temperatura ambiente hasta que el agar
superior se solidificd. Se invirtieron las placas y se incubaron a 37°C como se indicé.

Preparacion del Receptor BST1 de Transmembrana de Tirosina-Proteina Quinasa Biotinilado y Anticuerpos Biotinilados

El antigeno recombinante BST1 recombinante (dominio extracelular de longitud completa) se dializ6 extensamente en
BBS (20 mM de borato, 150 mM de NaCl, NaNs al 0,1%, pH 8,0). Después de la didlisis, se hizo reaccionar 1 mg de
BST1 (1 mg/ml en BBS) con un exceso molar de 15 veces de éster de biotina-XX-NHS (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, solucién concentrada a 40 mM en DMSOQO). La reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 90 min y
después se inactivo con taurina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri) a una concentracion final de 20 mM. Después
se dializé la mezcla de reaccion de biotinilacion contra BBS a 2-8°C. Después de la didlisis, la BST1 biotinilada se diluy6
en tampon de filtracion (40 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 20 mg/ml de BSA, Tween 20 al 0,1%, pH 7,5), se dividié en
alicuotas y se almacend a -80°C hasta que se necesitaron.

Se hicieron reaccionar los anticuerpos con 3- (N-maleimidilpropionil) biocitina (Molecular Probes, Eugene, Oregon)
usando una cisteina libre situada en el extremo carboxi de la cadena pesada. Se redujeron los anticuerpos afiadiendo
DTT a una concentracion final de 1 mM durante 30 min a temperatura ambiente. El anticuerpo reducido se hizo pasar a
través de una columna de desalinizaciéon Sephadex G50 equilibrada en 50 mM de fosfato de potasio, 10 mM de acido
bérico, 150 mM de NaCl, pH 7,0. Se afiadio 3-(N-maleimidilpropionil)-biocitina a una concentracion final de 1 mM y la
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reaccion se dejé proceder a temperatura ambiente durante 60 min. Las muestras se dializaron después extensamente
contra BBS y se almacenaron a 2-8°C.

Preparacion de latex magnético con avidina

El latex magnético (Estapor, 10 % de solidos, Bangs Laboratories, Fishers, Indiana) se resuspendié completamente y se
dividié en alicuotas de 2 ml en un tubo cénico de 15 ml. Se suspendi6 el latex magnético en 12 ml de agua destilada y
se separd de la solucion durante 10 min usando un iman (PerSeptive Biosystems, Framingham, Massachusetts). Al
mantener la separacion del latex magnético con el iman, el liquido se elimind cuidadosamente usando una pipeta estéril
de 10 ml. Este proceso de lavado se repitio tres veces mas. Después del lavado final, el latex se resuspendié en 2 ml de
agua destilada. En un tubo cénico de 50 ml separado, se disolvio 10 mg de avidina-HS (NeutrAvidina, Pierce, Rockford,
lllinois) en 18 ml de 40 mM de Tris, 0,15 M de cloruro de sodio, pH 7,5 (TBS). Mientras se agitaban en vértice, se afiadié
2 ml de latex magnético lavado a la avidina-HS diluida y la mezcla se mezcl6 durante 30 segundos mas. Esta mezcla se
incubd a 45°C durante 2 h, agitando cada 30 min. El latex magnético con avidina se separ6 de la soluciéon usando un
iman y se lavo tres veces con 20 ml de BBS como se describid anteriormente. Después del lavado final, el latex se
resuspendié en 10 ml de BBS y se almacend a 4°C.

Inmediatamente antes del uso, el latex magnético con avidina se equilibré en tampon de filtracion (40 mM de Tris, 150
mM de NaCl, 20 mg/ml de BSA, Tween 20 al 0,1%, pH 7,5). Se afiadi6 el latex magnético con avidina necesario para un
experimento de pasos de selecciéon (200 pl/muestra) a un tubo de centrifuga estéril de 15 ml y se llevé a 10 ml con
tampon para los pasos de seleccidn. El tubo se colocé en el iman durante 10 min para separar el latex. La solucién se
elimind cuidadosamente con una pipeta estéril de 10 ml como se describié anteriormente. El latex magnético se
resuspendié en 10 ml de tampdn para los pasos de seleccion para iniciar el segundo lavado. El latex magnético se lavo
un total de 3 veces con tampdn para los pasos de seleccion. Después del lavado final, el latex se resuspendié en
tampon para los pasos de seleccion hasta el volumen de partida.

Ejemplo 6: seleccién de anticuerpos policlonales recombinantes para al antigeno bst1

Los reactivos de unién que se unen especificamente al BST1 se seleccionaron de las genotecas de presentacion en
fagos creadas a partir de ratones hiperinmunizados como se describié en el Ejemplo 5.

Pasos de seleccion.

Se prepararon anticuerpos en fagos de la primera ronda como se describe en el Ejemplo 5 usando la plantilla de uracilo
BS45. Se realizaron electroporaciones de ADN de mutagénesis produciendo muestras de fagos derivadas de diferentes
ratones inmunizados. Para crear mas diversidad en la genoteca policlonal recombinante, cada muestra de fago se
selecciond por separado.

Antes de la primera ronda de pasos de seleccion funcional con el antigeno BST1 biotinilado, se seleccionaron las
genotecas de anticuerpos en fagos para el fago que muestra tanto cadenas pesadas como ligeras en su superficie
mediante los pasos de selecciéon con latex magnético 7F11 (como se describe en los Ejemplos 21 y 22 de US
6,555,310). Los pasos de seleccion funcional de estas genotecas enriquecidas se llevé a cabo en principio como se
describe en el Ejemplo 16 de US 6,555,310. Especificamente, se afiadieron 10 uL de antigeno BST1 biotinilado 1*10¢ M
a las muestras de fagos (aproximadamente 1*10® M de concentracion final de BST1), y se dejo que la mezcla alcanzara
el equilibrio durante toda la noche a 2-8°C.

Después de alcanzar el equilibrio, las muestras se seleccionaron con latex magnético con avidina para capturar el
anticuerpo en fago unido al BST1. El latex magnético con avidina equilibrado (Ejemplo 5), 200 pL de latex por muestra,
se incubd con el fago durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de 10 min, se afiadié aproximadamente 9
ml de tampon para los pasos de seleccion a cada muestra de fago y el latex magnético se separé de la soluciéon usando
un iman. Después de una separacion de diez minutos, el fago no unido se eliminé cuidadosamente usando una pipeta
estéril de 10 ml. Después, el latex magnético se resuspendié en 10 ml de tampédn para los pasos de seleccion para
comenzar el segundo lavado. El latex se lavé un total de tres veces como se describié anteriormente. Para cada lavado,
los tubos estuvieron en contacto con el iman durante 10 min para separar el fago no unido del latex magnético. Después
del tercer lavado, el latex magnético se resuspendié en 1 ml de tampdn para los pasos de seleccion y se transfirié a un
tubo de 1,5 ml. Después se recogié todo el volumen de latex magnético para cada muestra y se resuspendio en 200 pl
de 2*YT y se sembré en placas LB de 150 mm como se describié en el Ejemplo 1 para amplificar el fago unido. Las
placas se incubaron a 37°C durante 4 horas, después durante toda la noche a 20°C.

Las placas de 150 mm usadas para amplificar el fago unido se usaron para generar la siguiente ronda de anticuerpos en
fagos. Después de la incubacion durante toda la noche, el anticuerpo en fago de la segunda ronda se eluyé de las
placas de 150 mm pipeteando 10 mL de medio 2*YT en el césped y agitando suavemente la placa a temperatura
ambiente durante 20 min. Después, las muestras de fago se transfirieron a tubos de centrifuga estériles desechables de
15 ml con una tapa sellada con tapon y los restos de la placa de LB se sedimentaron por centrifugacion de los tubos
durante 15 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante que contiene el anticuerpo en fago de la segunda ronda se transfirié
entonces a un nuevo tubo.
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Se estableci6 una segunda ronda de pasos de seleccién funcional diluyendo 100 pL de cada concentrado de fagos en
900 pL de tampon para los pasos de seleccion en tubos de centrifugacion estériles desechables de 15 ml. Después se
afiadio el antigeno BST1 biotinilado a cada muestra como se describié para la primera ronda de pasos de seleccion, y
las muestras de fagos se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las muestras de fago se seleccionaron
después con latex magnético con avidina como se describié anteriormente. El progreso de los pasos de seleccion se
monitorizd en este punto sembrando las alicuotas de cada muestra de latex en placas de agar LB de 100 mm para
determinar el porcentaje de positivos a kappa. La mayoria del latex de cada seleccion (99%) se sembro sobre placas de
agar LB de 150 mm para amplificar el fago unido al latex. Las placas de agar LB de 100 mm se incubaron a 37°C
durante 6-7 h, después de lo cual las placas se transfirieron a temperatura ambiente y se cubrieron filtros de
nitrocelulosa (tamafio de poro 0,45 mm, BA85 Protran, Schleicher y Schuell, Keene, NH) sobre las placas.

Las placas con filtros de nitrocelulosa se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente y después se
desarrollaron con un conjugado de carnero anti-kappa de raton con fosfatasa alcalina para determinar el porcentaje de
positivos a kappa como se describe mas abajo. Las muestras de fago con porcentajes inferiores (<70 %) de positivos a
kappa en la poblacion se sometieron a una ronda de pasos de seleccion con latex magnético con 7F11 antes de realizar
una tercera ronda funcional de pasos de seleccion durante toda la noche a 2-8°C usando el antigeno BST1 biotinilado a
aproximadamente 2*10° M. Esta ronda de pasos de seleccion ademas se monitorizo para los positivos a kappa. Las
muestras de fago individuales que tuvieron porcentajes positivos a kappa mayores que 80 % se mezclaron y se
sometieron a una ronda final de pasos de seleccion durante toda la noche a 2-8°C a 5*10-° M. Los genes del anticuerpo
BST1 contenidos dentro del fago eluido a partir de esta cuarta ronda de pasos de seleccion funcional se subclonaron en
el vector de expresion, pBRncoH3.

El proceso de subclonacion se realizé generalmente como se describe en el Ejemplo 18 de US 6.555.310. Después de
subclonar, el vector de expresion se electropord en células DH10B y la mezcla crecié durante toda la noche en 2*YT
que contenia 1% de glicerol y 10 pg/ml de tetraciclina. Después de una segunda ronda de crecimiento y seleccion en
tetraciclina, se congelaron alicuotas de células a -80°C como fuente de la produccién de anticuerpos policlonales BST1.
Se seleccionaron anticuerpos monoclonales a partir de estas mezclas policlonales colocando una muestra de la mezcla
en placas de agar LB que contenian tetraciclina 10 ug/ml y se seleccionaron anticuerpos que reconocian la BST1.

Expresion y Purificacion de Anticuerpos Recombinantes contra BST1

Se generd un inéculo en matraz de agitacion durante toda la noche a partir un banco de células a -70°C en un agitador
de incubadora Innova 4330 (New Brunswick Scientific, Edison, Nueva Hampshire) ajustado a 37°C, 300 rpm. Se uso el
inéculo para sembrar un fermentador de 20 L (Applikon, Foster City, California) que contenia medio de cultivo definido
[Pack y otros. (1993) BioTechnology 11: 1271-1277] suplementado con 3 g/L de L-leucina, 3 g/L de isoleucina, 12 g/L de
digestion de caseina (Difco, Detroit, Michigan), 12,5 g/L de glicerol y 10 ug/ml de tetraciclina. La temperatura, el pH y el
oxigeno disuelto en el fermentador se controlaron a 26°C, 6,0-6,8 y 25 % de saturacion, respectivamente. La espuma se
control6 mediante la adicién de polipropilenglicol (Dow, Midland, Michigan). Se afiadié glicerol al fermentador en un
modo semicontinuo. La expresion de Fab se indujo por adicion de L(+)-arabinosa (Sigma, St. Louis, Misuri) a 2 g/L
durante la fase de crecimiento logaritmico tardio. La densidad celular se midié por densidad 6ptica a 600 nm en un
espectrofotometro UV-1201 (Shimadzu, Columbia, Maryland.). A continuacion de la terminacion de la operacion y el
ajuste del pH a 6,0, el cultivo se pasé dos veces a través de un Microfluidizador M-210B-EH (Microfluidics, Newton,
Massachusetts) a 17.000 psi. La homogeneizacion a alta presion de las células liberé el Fab en el sobrenadante del
cultivo.

La primera etapa en la purificacion fue la cromatografia de afinidad de metal inmovilizado en cama expandida (EB-
IMAC). La resina Streamline™ quelante (Pharmacia, Piscataway, Nueva Hamsphire) se cargé con 0,1 M de NiCl, y
después se expandié y se equilibré en 50 mM de tampdn de acetato, 200 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, NaNs, al
0,01%, pH 6,0 fluyendo hacia arriba. Se us6 una solucion madre para llevar el homogeneizado de cultivo a 10 mM de
imidazol, después de lo cual se diluyé dos veces o mas en tampon de equilibrio para reducir el contenido de solidos
himedos a menos del 5 % en peso. Se cargd después en la columna Streamline que fluye en direccion ascendente a
una velocidad superficial de 300 cm/hr. Los restos celulares pasaron sin obstaculos, pero el Fab se capturé por medio
de la interaccion de alta afinidad entre niquel y la etiqueta de hexahistidina en la cadena pesada Fab. Después de lavar,
el lecho expandido se convirtié en un lecho empacado y el Fab se eluy6é con un tampén 20 mM de borato, 150 mM de
NaCl, 200 mM de imidazol, NaNs, al 0,01%, pH 8,0, que fluye hacia abajo.

La segunda etapa en la purificacién usé la cromatografia de intercambio i6nico (IEC). Se equilibré la resina Q
Sepharose FastFlow (Pharmacia, Piscataway, Nueva Hamsphire) en 20 mM de borato, 37,5 mM de NaCl, NaNs al
0,01%, pH 8,0. La mezcla de elucién Fab de la etapa EB-IMAC se diluyé cuatro veces en 20 mM de borato, NaNzal
0,01%, pH 8,0 y se cargd en la columna IEC. Después del lavado, el Fab se eluyd con un gradiente de sal 37,5-200 mM
de NaCl. Las fracciones de elucion se evaluaron en cuanto a pureza usando un sistema SDS-PAGE Xcell II™ (Novex,
San Diego, California) antes de mezclar. Finalmente, la mezcla de Fab se concentré y diafiltré6 en tampdén 20 mM de
borato, 150 mM de NaCl, NaNs, al 0,01%, pH 8,0 de tampdn para el almacenamiento. Esto se logré en un sistema
Sartocon Slice™ equipado con un casete de 10.000 MWCO (Sartorius, Bohemia, Nueva York). Los rendimientos finales
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de purificacion fueron tipicamente del 50 %. La concentracién del Fab purificado se midié por absorbancia de UV a 280
nm, suponiendo una absorbancia de 1,6 para una solucion de 1 mg/ml.

Ejemplo 7: especificidad de anticuerpos monoclonales contra bst1 determinada por analisis de citometria de flujo

El analisis de citometria de flujo se realizd en células sanguineas periféricas CD33+ de pacientes con AML usando
anticuerpo policlonal de carnero sc7113 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, California). Ademas se realizaron estudios
FACS comparativos en un subconjunto de leucocitos humanos que comparaban BST1 con CD33.

La especificidad de los anticuerpos contra la BST1 seleccionada en el Ejemplo 6 ademas se ensay6 mediante citometria
de flujo. Para ensayar la capacidad de los anticuerpos para unirse a la proteina BST1 de la superficie celular, los
anticuerpos se incubaron con las células que expresan BST1, H226 (carcinoma escamoso pulmonar humano) y A549
(adenocarinoma pulmonar humano). Las células se lavaron en tampén FACS (DPBS, FBS al 2%), se centrifugaron y se
resuspendieron en 100 pl del anticuerpo BST1 primario diluido (ademas diluido en tampén FACS). El complejo de
anticuerpo-A549 y el complejo de anticuerpo-H226 se incubaron sobre hielo durante 60 min y después se lavaron dos
veces con tampén FACS como se describié anteriormente. El sedimento de anticuerpo celular se resuspendié en 100 ul
del anticuerpo secundario diluido (ademas diluido en tampén FACS) y se incubd sobre hielo durante 60 min en hielo. El
sedimento se lavo como antes y se resuspendié en 200 yL de tampoén FACS. Las muestras se cargaron en el citémetro
de flujo BD FACScanto Il y los datos se analizaron usando el programa BD FACSdiva. La unién de BST1_A1 y
BST1_A2 a BST1 expresada en células A549 y H226 se analizaron usando la citometria de flujo.

Resultados

La Figura 4a muestra el analisis citométrico de flujo de 6 muestras de AML. Muestra las células sanguineas periféricas
CD33+ de pacientes con AML, ya sea tefidas con anticuerpos anti-BST1 (area clara bajo la curva) o sin tefir (area gris).
Los resultados muestran tincién positiva con un anticuerpo anti-BST1 en 6 de los 6 pacientes con AML.

La Figura 4b muestra el analisis citométrico de flujo de BST1 y CD33 en un subconjunto de leucocitos humanos. Los
resultados revelaron un perfil de uniébn comparable para los dos objetivos en estas clases de células. Se observo fuerte
union de BST1 en granulocitos y monocitos, ambos de los cuales pueden asociarse y activarse en enfermedades tales
como asma, gota, crohns, lupus y diabetes. Los monocitos ademas se implican en el desarrollo de placas
aterosclerdticas.

Los resultados del analisis de citometria de flujo demostraron que 4 anticuerpos monoclonales designados BST1_A1y
BST1_A2 se unieron eficazmente a la BST1 humana de la superficie celular. La Figura 4c muestra las especificidades
de unién de BST1_A1 y BST1_A2 a BST1 en las células A549 y H226, respectivamente. Los resultados indican una
union fuerte de los anticuerpos contra BST1 en A549 y H226.

Ejemplo 8: Caracterizacion estructural de anticuerpos monoclonales contra el receptor transmembrana tirosina-proteina
quinasa bst1

Las secuencias de ADNc que codifican las regiones variables de cadena pesada y ligera de los anticuerpos
monoclonales BST1_A1 y BST1_A2 se obtuvieron usando técnicas estandar de PCR y se secuenciaron usando
técnicas estandar de secuenciacion de ADN.

Las secuencias de anticuerpos pueden mutagenizarse para volver a los residuos de la linea germinal en uno o mas
residuos.

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de BST1_A1 son las sec. con
num. de ident.: 18 y 14, respectivamente

Las secuencias de nucleotidos y aminoacidos de la region variable de la cadena ligera de BST1_A1 son las sec. con
num. de ident.: 19y 15, respectivamente

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de BST1_A2 son las sec. con
num. de ident.: 20 y 16, respectivamente

Las secuencias de nucleotidos y aminoacidos de la region variable de la cadena ligera de BST1_A2 son las sec. con
num. de ident.: 21y 17, respectivamente

Ejemplo 9: internalizaciéon y mabzap de bst1_a1 y bst1_a2 en las células a549 y h226.

La internalizacion de BST1_A1 y BST1_A2_por H226 y A549 se investigaron usando un ensayo de MabZap. El ensayo
MabZAP mostré la internalizacion de los anticuerpos monoclonales anti-BST1 mediante la unién de un anticuerpo
secundario anti-lgG humano conjugado con la toxina saporina. (Advanced Targeting System, San Diego, California, IT-
22-100). En primer lugar, el Fab de BST1 se uni6 a la superficie de las células. Después, los anticuerpos MabZAP se
unieron a los anticuerpos primarios. A continuacion, el complejo MabZAP se internalizé por las células. La entrada de
Saporina en las células result6 en la inhibicion de la sintesis de proteinas y la muerte celular eventual.

El ensayo MabZAP se llevé a cabo como sigue. Cada una de las células se sembré a una densidad de 5x10° células por
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pocillo. El anticuerpo monoclonal anti-BST1 o una IgG humana de control del isotipo se diluy6é en serie, después se
afiadio a las células y se incubd durante 15 min a 25°C. Después se afiadié el MabZAP y se incubd durante 72 horas a
37°C. La viabilidad celular en las placas se detecté mediante el kit del Ensayo de Viabilidad Celular Luminescente
(Promega, G7571) CellTiter-Glo® y las placas se leyeron y analizaron usando Promega Glomax. La muerte celular fue
proporcional a la concentracion de anticuerpos monoclonales anti-BST1. Las Figuras 5a y 5b muestran que los
anticuerpos monoclonales anti-BST1, BST1_A1 y BST1_A2 se interiorizaron eficientemente por las células H226 y
A549, en comparacion con el anticuerpo control de isotipo anti-IlgG humano.

Ejemplo 10: especificidad de los anticuerpos monoclonales contra bst1 determinado por el andlisis de citometria de flujo
en pacientes aml

La capacidad de BST_A2 de unirse a linfoblastos de pacientes con AML se probd mediante Andlisis de Citometria de
Flujo. Se tomd sangre de 20 pacientes con AML. Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 7, se demostré que
BST_A2 se une a blastos de AML de aproximadamente 80 % de los pacientes con AML.

Ejemplo 11 citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos mediada por mabs anti-bst1

En primer lugar se afiadieron 25 uL de anticuerpos anti-BST1 parentales y no fucosilados (BST1_A2 y BST1_A2_NF) a
concentraciones en el intervalo de 10nm/L a 0,1nm/L a pocillos separados de una placa de 96 pocillos de fondo v junto
con 50 pL de células A549 y U937 (células de linfoma histiocitico) que expresan BST1. Después se afhadié 25 uL de
células efectoras a los pocillos para producir una relacion final efector: objetivo (E: T) de 10:1 y 25:1. La placa se
centrifugd suavemente después a 1000 rpm durante 2 minutos, después de lo cual se incubé durante 4 horas en
incubadora de CO2 al 5 %, 37°C. Alas 3 h después de la incubacién, se afiadié 10 uL de solucion de lisis a cada uno
de los pocillos que contenian células que expresan BST1 solo para medir la maxima liberacién de LDH, y un conjunto de
pocillos que contenian solo medio para el control de la correccién volumétrica.

Después de la incubacion, las células se centrifugaron suavemente a 1000 rpm durante 2 minutos, después de lo cual
se transfirié 50 pyL de sobrenadante a una placa de 96 pocillos de fondo plano. Usando el Ensayo de Citotoxicidad No
Radioactiva CytoTox 96® disponible de Promega (ndim. de catalogo: G1780), los componentes del kit se reconstituyeron
de conformidad con las especificaciones del fabricante y después se afadié 50 pl de la mezcla de sustrato a cada
pocillo. Después se cubri6 la placa y se dejé incubar durante 30 minutos a 25°C protegido de la luz. Después de esto, se
afiadié 50 pL de soluciéon de parada a cada pocillo y se registro la absorbancia a 490 nm usando el lector de placas
varioskan.

Usando un anticuerpo conocido que incita la muerte celular a través de ADCC como control positivo y un control de
isotipo IgG1 humano como control negativo, los resultados muestran que BST1_A2 y BST1_A2_NF fueron capaces de
provocar ADCC en células A549 y U937 que expresan BST1. En las células A549 que expresan BST1, BST1_A2_NF se
mostraron aproximadamente 45 % de destruccion a 10nmol/L (Figura 6). En las células U937 que expresan BST1,
BST1_A2 se mostraron una destruccion de aproximadamente 20 % a 1nmol/L y BST1_A2_NF mostraron
aproximadamente 45 % de muerte a 1nmol/L (Figura 6b), mostrando por lo tanto que BST1_A2_NF puede tener un
efecto terapéutico en pacientes con AML y cancer de pulmén.
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Listado de Secuencia

Sec. con i

nim. de DESCRIPCION Secuencia

ident.:
MAAQGCAASRLLQLLLALLLLLLLLAAGGARARWRGEGTSAHLRDIFLGRCAEYRALL

ADP-ribosil iol 5 | SPEQRNKNCTAIWEAFKVALDKDPCSVLPSDYDLFINLSRHSIPRDKSLFWENSHLLYN
1 -ribosil  ciclasa SFADNTRRFMPLSDVLYGRVADFLSWCRAQKNDSGLDYQSCPTSEDCENNPYDSFWK
(BST1) RASIOYSKDSSGVIHVMLNGSEPTGAYPIKGFFADYEIPNLQKEKITRIEIWVYMHEIGGP

NVESCGEGSMKVLEKRLKDMGFQYSCINDYRPVKLLQCYDHSTHPDCALKSAAAATQ
RKAPSLYTEQRAGLIIPLFLVLASRTQL

2 Péptido 1 de BST1 ALLSPEQR

3 Péptido 2 de BST1 DIFLGR

4 Péptido 3 BST1 DMGFQYSCINDYRPVK

5 Péptido 4 BST1 FMPLSDVLYGR

6 Péptido 5 de BST1 GEGTSAHLR

7 Péptido 6 de BST1 GFFADYEIPNLQK

8 Péptido 7 de BST1 LLQCVDHSTHPDCALK

9 Péptido 8 de BST1 SLFWENSHLLVNSFADNTR

10 Péptido 9 de BST1 VADFLSWCR

11 Péptido 10 de BST1 SLFWENSHLLVN

12 Péptido 11 de BST1 LKDMGFQYSCINDYRPVK

GARARWRGEGTSAHLRDIFLGRCAEYRALLSPEQRNKNCTAWEAFKVALDKDPCSY

as 29 - 292 de ADP-ribosil | LPSDYDLFINLSRHSIPRDKSLFWENSHLLVNSFADNTRRFMPLSDVLYGRVADFLSW

13 . CRQKNDSGLDYQSCPTSEDCENNPYDSFWKRASIQYSKDSSGYIHYMLNGSEPTGA

ciclasa 2 (BST1) YPIKGFFADYEIPNLQKEKITRIEIWYMHEIGGPNVESC GEGSMKVLEKRLKDMGFQYS
CINDYRPVKLLQCVDHSTHPDCALKSAAAATQRK

MKQSTIALALLPLLFTPVAKAQVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSNSWINWY
KORPGQGLEWIGQIYPGDYDTNYNGKFKGKATLTADYSSSTAYMQLNSLTSEDSAVY

14 aminoacido de VH_A1 FCARGGSIYYGNLGFFDVWGAGTTVTVSSAKTTPPSYYPLAPGSAAQTNSMYTLGCL
VKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLOQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVA
HPASSTKVDKKIVPRDCHHHHHHH

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEMVLTQSPAIMSTSLGERVTMTCTASSRVSSSYLHW
YQQKPGSSPKLWIYSTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQYH

15 aminoacido de VK_A1 RSPYTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASYVCFLNNFYPKDINVKWKID
GSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKS
FNRNES

MKQSTIALALLPLLFTPVAKAQAYLQQSCPELVKAGASYKMSCKASCYSFIEYTINWYK
QSHGKSLEWIGNIDPYYGTTYYNQMFTGKATLTVDQSSNTAYMQLKSLTSEDSAVYF

16 aminoacido de VH_A2 CARGSAWFPYWGQGTLVTVSAAKT TPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPE
PVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETYTCNVAHPASSTK
VDKKIVPRDCHHHHHHH

17 aminoacido de VK_A2

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMADIVMSQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVTYMYWY
QQKPGSSPRLLIYDTSNLASGYPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDTATYYCQQWSN
YPLTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDG
SERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSF
NRNES
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ACGCTTTGTACATGGAGAAAATAAAGTGAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCT
TACCGCTCTTATTTACCCCTGTGGCAAAAGCCCAGGTGAAGCTTCAGCAGTCCGG
GGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGTCCTCAGTGAAGATTTCCTGCAAGGCTTCTGGC
TACGCATTCAGTAACTCCTGGATAAACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAGGGTC
TTGAGTGGATTGGACAGATTTATCCTGGAGATTATGATACTAACTACAATGGAAAAT
TCAAGGGTAAAGCCACACTGACTGCAGACTACTCCTCCAGCACAGCCTACATGCA
GCTCAACAGCCTAACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGGGGGGGA
TCGATCTACTATGGTAACCTCGGGTTCTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGG
TCACCGTCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGG
ATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTAT
TTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGC
ACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACT
GTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCG
GCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTCATCATCACC
ATCACCATCACTAATTGACAGCTTATCATCGATANGCT

GTTTTTTTGGATGGAGTGAAACGATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGA
TTGTTATTACTCGCTGCCCAACCAGCCATGGCCGAAATGGTTCTCACCCAGTCTCC
AGCAATCATGTCTACATCTCTAGGGGAACGGGTCACCATGACCTGCACTGCCAGC
TCACGTGTAAGTTCCAGTTACTTGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCTCCC
CCAAACTCTGGATTTATAGTACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCAGCTCGCTTC
AGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGCATGGAGGCTG
AAGATGCTGCCACTTATTACTGCCACCAGTATCATCGTTCCCCGTACACGTTCGGA
GGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCATCT
TCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTG
AACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACG
ACAAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTAC
AGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCT
ATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAAC
AGGAATGAGTCTTAAGTGATTAGCTAATTCTAGAACG

AAAACCCTGGCGTTACCCACGCTTTGTACATGGAGAAAATAAAGTGAAACAAAGCA
CTATTGCACTGGCACTCTTACCGCTCTTATTTACCCCTGTGGCAAAAGCCCAGGCT
TATCTACAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGGCTGGCGCTTCAGTGAAGATGT
CCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCATTGAGTACACCATAAACTGGGTGAAACAG
AGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAAATATTGATCCTTATTATGGAACCAC
TTATTACAATCAGATGTTCACGGGCAAGGCCACATTGACTGTAGACCAATCTTCCA
ACACTGCCTACATGCAGCTCAAGAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTTC
TGTGCAAGAGGCTCCGCCTGGTTTCCTTACTGGGGCCAGGGGACTCTAGTCACTG
TCTCTGCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCT
GCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTG
AGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTT
CCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCC
TCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGC
AGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTCATCATCACCATCACC
ATCACTAATTGACAGCTTATCATCGAT

ACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGATGGAGTGAAACGATGAAATACC
TATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCTGCCCAACCAGCCATGGE
CGACATCGTTATGTCTCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAG
GTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAACTTACATGTACTGGTACCAGCA
GAAGCCAGGATCCTCCCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAACCTGGCTTCTG
GAGTCCCTGTTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATC
AGCCGAATGGAGGCTGAAGATACTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAATTA
CCCACTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGGGCTGATGCTGE
ACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCT

CAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAG
ATTGATGGCAGTGAACGACAAAAT GGCGTCCTGAACAGTTGGACTGATCAGGACA

GCAAAGACAGCACCTACAGCATCGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTA
TGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCA
TTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTCTTAAGTGATTAGCTAATTCTAGAACGCG

TCACTTGGCACTGGCCGTCGTTTTA
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Reivindicaciones

1. Un anticuerpo, su fragmento funcional o un mimético de anticuerpo que se une a BST1 para su uso en el tratamiento
o profilaxis de una enfermedad seleccionada de la lista que consiste en leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfocitica cronica de células B, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de rifién, cancer de cabeza y cuello, cancer
de pulmdn o cancer pancreatico.

2. El anticuerpo, su fragmento funcional o mimético del anticuerpo para su uso de conformidad con la reivindicacion 1,
en donde dicha enfermedad es la leucemia mieloide aguda (AML).

3. El anticuerpo para su uso de conformidad con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal.

4. El anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo para su uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo es un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla, un anticuerpo
defucosilado o un anticuerpo biespecifico.

5. El anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo para su uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde el anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo contiene o se conjuga
con una porcién terapéutica; preferentemente, en donde la porcién terapéutica es una porcion citotdxica o un isétopo
radiactivo; opcionalmente en donde el anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo es un conjugado del
farmaco anticuerpo.

6. El anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo para su uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde el reactivo de afinidad provoca uno o mas de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y/o citotoxicidad de células T.

7. El anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo para su uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde el anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo induce la apoptosis de
células cancerosas, destruye o reduce el numero de células madre cancerosas y/o destruye o reduce el numero de
células cancerosas circulantes.

8. El anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo para su uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde el anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo modula una funcién
fisioldgica de BST1, inhibe la union del ligando a BST1 y/o inhibe una via de transduccion de sefial mediada por BST1.

9. Un método para detectar, diagnosticar y/o tamizar una enfermedad en donde BST1 se expresa en dicha enfermedad,
o para controlar el efecto de un farmaco o terapia en donde BST1 se expresa en dicha enfermedad, en una muestra
obtenida de un sujeto que comprende;

detectar la presencia o el nivel de BST1, o uno o mas de sus fragmentos, que comprende detectar un cambio en el nivel
de este en dicho sujeto;

en donde dicha enfermedad se selecciona del grupo que consiste en leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfocitica cronica de células B, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de rifién, cancer de cabeza y cuello, cancer
de pulmodn y cancer de pancreatico.

10. EI método de conformidad con la reivindicacion 9, que comprende detectar la presencia de BST1, o uno o mas de
sus fragmentos, en el que ya sea (a) la presencia de un nivel elevado de BST1 o uno o mas de sus dichos fragmentos
en el sujeto en comparacion con el nivel en un sujeto sano, o (b) la presencia de un nivel detectable de BST1 o uno o
mas de sus dichos fragmentos en el sujeto en comparacion con un nivel indetectable correspondiente en un sujeto sano
es indicativo de la presencia de cancer en donde se expresa BST1 en dicho cancer, en dicho sujeto.

11. El método de conformidad con la reivindicacion 9 6 10, en donde la presencia de BST1, o uno o mas de sus
fragmentos, se detecta usando un anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo que se une a BST1;
preferentemente el anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de anticuerpo es como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 3 6 4.

12. El método de conformidad con la reivindicacion 11, en donde el anticuerpo, su fragmento funcional o mimético de
anticuerpo contiene o se conjuga con un marcador detectable.

13. El uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o el método de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 9 a 12, en donde el sujeto es un ser humano.

57



ES 2615256 T3

Figura 1A
Fuente de Péptido: LC/MS de Cancer de Mama

BST1 (sec. con nim. de ident.:1)

HMARCGCAASRLLOLLIOLLLLLLLLAAGCARARWRGEGTSAHLRCLFLGRCAEYRALLSY
ECRNKNCTAINEAFKVALDKOPCSVL PSDY LY INLSRHSI PREKSLFRENSHLLYNSFA
DNTRREMPLSDVLYGRVADFLSNCRQKNDSGLDYQSCPTSEDTENNPVOSFWKRASZIQYS
KDSSGVIKVNLNGSEPTGAY FIKGEFFADYR I PNLOKEKI TRIE IWVMAL IGGPNVESCCR
GSMKVLEKRLKIMSFQYSCINOYRPVKLLOCVDHSTHPDCALKSARRATQREAPSLYTEQ

RAGLIIPLFLVLASRTQL

Péptidos en Tandem (subrayado):

sec.con nim. de ident.: 4- DMGFQYSCINDYRPVEK
sec.con nim. de ident.: 5- FMPLSDVLYGR

sec.con nim. de ident.: 7- GFFADYEIPNLQOK
sec.con nim. de ident.: 8- LLQCVDHSTHPDCALK
sec.con nim. de ident.; 3-SLFWENSHLLVNSFADNTR
sec.con nim. de ident.: 10- VADFLSWCR

Figura 1B

Fuente de Péptido: LC/MS de Cancer Colorectal

BST1 (sec.con num. de ident.:1)
MAAQGCAASRLLOLLLOULLLLLLLAAGGARARWRCEGTSAHLRDI FLGRCAEYRALLSP
EQRNENCTAINEAFKVALDKDPCSVLPSDYDLFTNLERKSI PR DKSLI‘H&HSH’LL\W!E
CNTRRFMPLSDVLYGRVADFLSKCROKNDSGLEYQSCPTSEDCENNPVDSFRKRASIQYS
XDSSGVIHVMLNGSE PTGAYP1XKGPFADYE I PNLOKRKI TRI BIWVMHE IGGPNVESCGE
GEMKVLEKRLKDMGFOYECT NB!RPUH‘%VN{!TRPWE’.E SAPMAATORKAPSLYTED
RAGLIIPLFLVLASRTQL

Péptidos en Tandem (subrayado):

sec.con nim. de ident.: 2- ALLSPEQR

sec.con num. de ident.; 5- FMPLSDVLYGR

sec.con nim. de ident.: 7- GFFADYEIPNLOK

sec.con nim. de ident.: 8- LLQCVDHSTHPDCALK
sec.con nim. de ident.: 9-SLFWENSHLLVNSFADNTR
sec.con num. de ident.: 10- VADFLSWCR

Figura 1C

- -

Fuente de Péptido: LC/MS de Céncer de Rifién

BST1 (sec. con nim. de ident:1)
MAAQGCAASALLOLLLOLLLLLLLLAAGSARARKRCEGTSAHLRDI PLGRCAE YRALLE P
EQRNKNCTATWEAFKVALOKDFCSVLPSDY DLY TNLERNSI PROKSLFWENSHLLVNSFA
ONYTRRFMPLSDVLYGRVAOFLSHCROKNDSGLOYQECPTSEOCENNPVDS PWKRASIQYS
KDS5GVIRVMLNGSEPTGAY PIKGTFADYE Y PNLOKEXITR I RINVMHE IGSENVESCGE
GSMXVLEXRLKPMGFQYSCINDYRPVKLLQCVDHSTHPDCALKSANMATORKAPSLYTED
RAGLI Y PLFLVLASRTOL

Péptidos en Tandem (subrayado):

sec.con num. de ident.: 7- GFFADYEIPNLQOK
sec.con num. de ident.: 8- LLQCVDHSTHPDCALK
sec.con nim. de ident.; 10- VADFLSWCR
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Figura 1D
Fuente de Péptido: LC/MS de Cancer de Pulmén

BST1 (sec. con num. de ident:.1)

MAAQGCAASRLLONLOQLLLLLLLLAAGGARARWAGEGTSAKLADI FLGACAE YRALLEP
BQENINCTAIWEAFKVALDKOPCSVLPSDYDLPINLSRHS I PROKSLEWENSHLLVNSFA
DNTRREMPLSDVLYGAVADFLSWCROKNDSGLOYQSCPTSEDCENNPVES FWARASIOYS
KDSSGVIHVMLNGSEPTGAY PLKGFFADYRIPNLCKEXITRIEI KVMHETICGANVESCGE

GEMXVLEKRLKDMGIQYSCINDYRPVILLOCVOHSTHEDCALKSARARTGRKAFSLYTED

RAGLITPLFLVLASRTOL

Péptidos en Tandem (subrayado):

sec.con nam. de ident.: 2- ALLSPEQR

sec.con nuim. de ident.: 3- DIFLGR

sec.con nim. de ident.: 5- FMPLSDVLYGR

sec.con nim. de ident.: 7- GFFADYEIPNLQK

sec.con num. de ident.: 8- LLQCVDHSTHPDCALK
sec.con nam. de ident.: 10- VADFLSWCR

sec.con ndm. de ident.: 11- SLFWENSHLLVMN

sec.con num. de ident.: 12- LKCMGFQYSCINDYRPVK

Figura 1E
Fuente de Péptido: LC/MS de Cancer Pancreatico

BST1 (sec. con num. de ident.:1)
MAAQGCAASRLLOLLLOLLLLLLLLAAGGARARK RGEGTCAHLR DI FLGRCAEYRALLER
BORNKNCTAIWEATKVALDKOPCSVLPSDYDLFINLSRHSI PROKSLTWENSHLLVNSFA
CNTRRFMPLSDVLYCRVADFLSKCROXKNDSGLOYOSCPTSRDCENNAVDSFWKRASIOYS
KDSSGVIHVMINGSEPTGAYPIKGE SADYEI PNLOKEXITRIZINVMNE IGGPNVESCGE
GSMKVLEXRLKDMGFOYSCINDYRPVALLOCVDESTHPRCALKSAAAATORKAPSLYTED
AAGLIIPLFLVLASRTQL

Péptidos en Tandem (subrayado):
sec.con ndm. de ident.: 2- ALLSPEQR
sec.con num. de ident.: 3- DIFLGR

sec.con num. de ident.: 5- FMPLSDVLYGR
sec.con ndm. de ident.: 7- GFFADYEIPNLQK
sec.con num. de ident.: 10- VADFLSWCR

Figura 1F

Fuente de Péptido: LC/MS de Céncer de Cabeza y Cuello.

BST1 (sec. con num. de ident.:1)
MARDGCAASRLLOLLLOLLLLLLLLARGGARARWRGEGTSAHLRDI FLGRCALYRALLSE
EQRNKNCTAINEAFKVALOKDPCSVLPSOYDLE INLERHST PROKSLFWENSHLLVNSFA
DNTRREMPLSDVLYGRVACFLSWCROKNOSSLDYQSCPTSEOCENNPVDS FRKRASIQYS
KDSSGVIHVMLNGSEPTGAYPTKGFFACYEI PNLOKEKITRIETNVMHEIGCPNVESCGE
GSMKVIEKRLKUMGFQYSCINDYRPVKLLOCVOHS THPDCALKSAAAATORKAPSLYTHD
RAGLITPLFLVLASRICL

Péptidos en Tandem (subrayado):

sec. con nim. de ident.: 2- ALLSPEQR

sec. con nim. de ident.: 5- FMPLSDVLYGR

sec. con nim. de ident.: 8- LLQCVDHSTHPDCALK
sec.con nim. de ident.: 10- VADFLSWCR
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Figura 1G
Fuente de Péptido: LC/MS de Cancer de Ovario

BST1 (sec. con num. de ident.:1)
MAAQGCAASRLLOLLLQLLLLLILLAAGGARARWRGEGTSANLRD]I FLGRCACYRALLSP
EQANKNCTAINSAFKVALDKCOCSVLPSDYDLPINLSRHSI PROKSLERENSHLLVNSFA
DNTRRFMPLSOVLYGRVALFLSWCROKNDSGLDYQSCPTSEDCENN BVDSFUWKRASIOYS
XDSSGVIHVMLNGSEPTGAYPIKGFFADYEY PNLOKEKITRISIWVMHETGGPNVESCSE
GSMKVLEXKRLKDMGPQYSCINDY RPVKLLGCVDRSTHPDCALKSAAAATORKAFSLYTEO
AAGLI IPLFLVLASRTOL

Péptidos en Tandem (subrayado):

sec.con nim. de ident.: 2- ALLSPEQR

sec.con nim. de ident.: 5- FMPLSDVLYGR
sec.con nim. de ident.; 6- GEGTSAHLR

sec.con nim. de ident.: 7- GFFADYEIPNLQK
sec.con nim. de ident.: 8- LLQCVDHSTHPDCALK
sec.con nim. de ident.; 10- VADFLSWCR

Figura 2
Fuente de Péptido: iTRAQ de Cancer de Pulmén

BST1 (sec. con nim. de ident.:1)
MAACGCAAERLLOLLLQLILLLLLLAAGGARARWRGEGTSANLROTFLGRCAEYRALLSP
EQANKNC T AINEAFRKVALDKDPCEVLPS DY DL INLERKSIPRDKSLEFWENSKELLVNSFA
DNTRREMPLSDVLYGRVADFLSWCRQIMNDSGLDYQSCPTSEDCENNPVDEFWKRASIQYS
KOSSGVIHVM NG S EPTGAY PIRCF P ADYEIPNLOXKEKITRIETWVMHEIGGPHNVESCGE
CSMEVLEKALKONSFOYSCINCYREPVKLLOCVIHSTHRLCALKSARAATORKAPSLYTEQ
RAGLIIPLFIVLASRTOL

Péptidos en Tandem (subrayado):
sec. con nim. de ident.: 6- GEGTSAHLR

60



ES 2615256 T3

u:“ w

m%mm

H.HHHHI.-.H

-

+£EQD SEeInj2D

ddN soH20UCy

11s

g 9p WNYY 3p ugjsaidx3

veE eansi4

g

§ § B 8§ B 8 8 B

-

(11sg) 2anvbug/eidod ap #

61



Figura 3B
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Figura 3C
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Figura 4A
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Figura 4B
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Figura 4C
FACS: Fabs de BSt1 vs H226, A549
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Figura 5A

Internalizacion: BST1_A2 vs H226
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Figura 6A
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