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DESCRIPCION
Productos génicos de expresion diferencial en tumores y su uso

[0001] Pese a los enfoques interdisciplinarios y al agotamiento de las modalidades de terapia clasicas, las
enfermedades de cancer siguen siendo una de las principales causas de muerte. Los conceptos terapéuticos mas
recientes tienen como objetivo incluir el sistema inmunitario propio del paciente en el concepto terapéutico general
utilizando vacunas tumorales recombinantes y otros procedimientos especificos, como la terapia con anticuerpos.
La condicidon para que una estrategia de este tipo sea satisfactoria es el reconocimiento de los antigenos
especificos de un tumor o asociados a un tumor, o epitopos, por el sistema inmunitario del paciente, cuyas
funciones efectoras se deben reforzar de forma intervencional. Las células tumorales presentan una diferencia
bioldgica esencial de sus células de origen no malignas. Estas diferencias estan causadas por las modificaciones
genéticas adquiridas durante el desarrollo del tumor y también dan lugar a, entre otros, la formacién de estructuras
moleculares modificadas cualitativa o cuantitativamente en las células cancerosas. Si las estructuras de este tipo
asociadas a un tumor son reconocidas por el sistema inmunitario especifico del huésped portador del tumor, se
habla de antigenos asociados a un tumor. En el reconocimiento especifico de los antigenos asociados a un tumor
participan mecanismos celulares y humorales que representan dos unidades conectadas funcionalmente entre si:
los linfocitos T CD4+ y CD8+ reconocen antigenos procesados que se presentan en las moléculas del MHC (Major
Histocompatibility complex = antigenos de histocompatibilidad) de las clases Il y |, respectivamente, mientras que
los linfocitos B producen moléculas de anticuerpos circulantes que se unen directamente a antigenos sin procesar.
La relevancia clinico-terapéutica potencial de los antigenos asociados a un tumor resulta del hecho de que el
reconocimiento de los antigenos en las células neoplasicas por parte del sistema inmunitario da lugar a la iniciacion
de mecanismos efectores citotoxicos y, en presencia de células T colaboradoras, puede provocar la eliminacion de
las células cancerosas (Pardoll, Nat. Med. 4:525-31, 1998). Por consiguiente, un objetivo principal de la
inmunologia tumoral es el de definir molecularmente estas estructuras. La naturaleza molecular de estos antigenos
fue un enigma durante mucho tiempo. Hasta que se desarrollaron las técnicas de clonacién correspondientes, no
se consiguio rastrear sistematicamente los bancos de expresion de ADNc en tumores en antigenos asociados a un
tumor mediante el analisis de las estructuras diana de los linfocitos T citotoxicos (CTL) (van der Bruggen et al.,
Science 254:1643-7, 1991) o con autoanticuerpos circulantes (Sahin et al., Curr. Opin. Immunol. 9:709-16, 1997)
como sondas. Para ello, se prepararon bancos de expresiéon de ADNc a partir de tejido tumoral fresco y se
expresaron como proteinas de forma recombinante en sistemas adecuados. Para clonar los respectivos antigenos,
se usaron efectores inmunitarios aislados de pacientes, en concreto, clones de CTL con un patrén de lisis
especifico del tumor o autoanticuerpos circulantes.

[0002] Mediante estos enfoques se ha definido una pluralidad de antigenos en distintas neoplasias en los ultimos
afos. No obstante, los métodos clasicos para identificar antigenos mostrados mas arriba utilizan como sondas
efectores inmunitarios (autoanticuerpos circulantes o clones de CTL) de pacientes con un cancer por lo general ya
avanzado. De una serie de datos se deduce que los tumores pueden dar lugar a, p. €j., la induccién de tolerancia y
la anergizacién de las células T, y que, precisamente en el transcurso de la enfermedad, se pierden los aspectos
especificos del repertorio de efectores inmunitarios que podrian provocar un reconocimiento inmunolégico efectivo.
De los estudios actuales en pacientes no se ha encontrado ninguna prueba definitiva de un efecto real de los
antigenos asociados a un tumor descubiertos y usados hasta la fecha. Por consiguiente, no se puede descartar
que las proteinas evocadas por las respuestas inmunitarias espontaneas sean las estructuras diana equivocadas.

[0003] La tarea de la presente invencion era proporcionar estructuras diana para un diagndstico y una terapia de
las enfermedades de cancer.

[0004] Esta tarea se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones segun la invencion.

[0005] Segun la invencion, se persiguié una estrategia para identificar y proporcionar antigenos expresados
asociados a tumores y los acidos nucleicos que los codifican. Esta estrategia se basa en el hecho de que
determinados genes que se expresan de forma especifica en 6rganos, p. €j., solo en el tejido del colon, de los
pulmones o de los rifiones, también son reactivados por células tumorales en los érganos correspondientes v,
ademas, en células tumorales de otros tejidos de forma ectdpica e indebida. En primer lugar, se elabora una lista lo
mas completa posible de todos los genes especificos de érganos conocidos mediante prospeccion de datos v,
después, esta se evalla respecto a su activacion aberrante en distintos tumores mediante analisis de expresion a
través de una RT-PCR especifica. La prospeccion de datos es un método conocido para identificar genes
asociados a un tumor. Sin embargo, en las estrategias convencionales, los transcriptomas de bancos de tejidos
normales se suelen restar electronicamente de los bancos de tejidos tumorales suponiendo que los genes
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restantes son especificos de tumores (Schmitt et al., Nucleic Acids Res. 27:4251-60, 1999; Vasmatzis et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 95:300-4, 1998; Scheurle et al., Cancer Res. 60:4037-43, 2000).

[0006] No obstante, el concepto segun la invencion, que ha mostrado ser mucho mas satisfactorio, se basa en
hacer uso de la prospeccion de datos para extraer electronicamente todos los genes especificos de un érgano v,
después, evaluarlos respecto a su expresion en tumores.

[0007] Asi, en un aspecto, la presente ensefianza se refiere a una estrategia para identificar genes especificos de
tejidos con expresion diferencial en tumores. Esta estrategia combina la prospeccion de datos de bancos de
secuencias publicos («in silico») con posteriores analisis experimentales de evaluacién en laboratorio («wet
bench»).

[0008] Una estrategia combinada que se basa en dos scripts bioinformaticos distintos permitié identificar nuevos
genes tumorales segun la invencion. Hasta el momento, estos se habian clasificado simplemente como especificos
de organos. La conclusion de que estos genes se activan de forma aberrante en las células tumorales permite
asignarles una calidad esencialmente nueva con implicaciones funcionales. La identificacion y provision de estos
genes asociados a un tumor y de los productos génicos codificados por los mismos se efectuaron sin depender de
un efecto inmundgeno.

[0009] Los antigenos asociados a un tumor identificados presentan una secuencia de aminoacidos que es
codificada por un acido nucleico que se selecciona del grupo formado por (a) un acido nucleico que comprende una
secuencia de acido nucleico que se selecciona del grupo formado por SEQ ID NO : 1-8, 41-44, 51-59, 84, 117, 119
y 138, una parte o un derivado de los mismos, (b) un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de (a) en
condiciones restrictivas, (c) un acido nucleico que es redundante con respecto al acido nucleico de (a) o de (b), y
(d) un acido nucleico que es complementario al acido nucleico de (a), (b) o (c). En una forma de realizacion
preferida, un antigeno asociado a un tumor identificado presenta una secuencia de aminoacidos que es codificada
por un acido nucleico que se selecciona del grupo formado por SEQ ID NO: 1-8, 41-44, 51-59, 84, 117, 119 y 138.
En otra forma de realizacion preferida, un antigeno asociado a un tumor identificado comprende una secuencia de
aminoacidos que se selecciona del grupo formado por SEQ ID NO: 9-19, 45-48, 60-66, 85, 90-97, 100-102, 105,
106, 111-116, 118, 120, 123, 124, 135-137, 139 y 142-150, una parte o un derivado de los mismos.

[0010] La presente divulgacion se refiere en general al uso de antigenos asociados a un tumor identificados segun
la divulgacion, o de partes o derivados de los mismos, de acidos nucleicos que los codifiquen o de acidos nucleicos
que estén dirigidos contra los acidos nucleicos codificantes, o de anticuerpos que estén dirigidos contra los
antigenos asociados a un tumor identificados o partes o derivados de los mismos para la terapia y el diagnostico.
Este uso puede referirse tanto a uno como a combinaciones de varios de estos antigenos, fragmentos funcionales,
acidos nucleicos, anticuerpos, etc., en una forma de realizacion, también en combinacién con otros genes
asociados a tumores para un diagndstico, una terapia y un seguimiento.

[0011] Las enfermedades preferidas para una terapia y/o un diagndstico son aquellas en las que se encuentra una
expresion selectiva o una expresion andmala de uno o varios de los antigenos asociados a tumores identificados
segun la invencion.

[0012] La divulgacion también se refiere a acidos nucleicos y productos génicos con expresion asociada a las
células tumorales.

[0013] Por otra parte, la presente ensefianza técnica se refiere a productos génicos, esto es, a acidos nucleicos y
proteinas o péptidos que se obtienen mediante el corte y empalme modificado (variantes de corte y empalme) de
genes conocidos o mediante la traduccién modificada utilizando marcos abiertos de lectura alternativos. En este
aspecto, se divulgan acidos nucleicos que comprenden una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo
formado por las secuencias segun las SEQ ID NO: 3-5 de la lista de secuencias. Ademas, en este aspecto, la
ensefianza divulgada se refiere a proteinas o péptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo formado por las secuencias segun las SEQ ID NO: 10 y 12-14 de la lista de secuencias.
Las variantes de corte y empalme divulgadas se pueden usar como objetivos para el diagnoéstico y el tratamiento
de las enfermedades tumorales.

[0014] Particularmente, la presente ensefianza se refiere a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 10
de la lista de secuencias, que es codificada por un marco abierto de lectura alternativo identificado segun la
invencion y se diferencia de la secuencia proteinica predeterminada (SEQ ID NO: 9) en 85 aminoacidos adicionales
en el extremo N-terminal de la proteina.
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[0015] Los mas diversos mecanismos pueden ser la causa de la aparicion de variantes de corte y empalme, por
ejemplo

— el uso de puntos variables de iniciacion de la transcripcion,

— el uso de exones adicionales,

— el corte y empalme completo o incompleto de uno o varios exones,

— las secuencias reguladoras de corte y empalme modificadas por mutacion (delecion o generacion de
nuevas secuencias donadoras/aceptadoras),

— la eliminacién incompleta de secuencias de intrones.

[0016] El corte y empalme modificado de un gen da lugar a una secuencia de transcripcion modificada (variante de
corte y empalme). Si una variante de corte y empalme se traduce en la zona de su secuencia modificada, se
obtiene como resultado una proteina modificada que se puede diferenciar claramente de la originaria en su
estructura y funciéon. En el caso de las variantes de corte y empalme asociadas a tumores, pueden surgir
transcripciones asociadas a tumores y proteinas/antigenos asociados a tumores. Estos se pueden usar como
marcadores moleculares, tanto para detectar células tumorales como para el tratamiento dirigido de tumores.
Segun la invencidn, la deteccion de las células tumorales, p. €j., en la sangre, el suero, la médula ésea, el esputo,
el lavado bronquial, las secreciones corporales y las biopsias de tejidos se puede efectuar, p. ej., mediante
amplificacion por PCR con oligonucledtidos especificos de variantes de corte y empalme después de la extraccion.
Particularmente se adectan como oligonucleétidos pares de cebadores, de los que al menos uno se une en
condiciones restrictivas a la region de la variante de corte y empalme que se asocia al tumor. Segun la divulgacion,
son adecuados los oligonucleétidos descritos en los ejemplos para este fin, particularmente, los oligonucleétidos
que presentan o comprenden una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO: 34-36, 39, 40 y 107-110 de la lista
de secuencias. Para la deteccién son adecuados todos los sistemas de deteccién dependientes de secuencias.
Ademas de la PCR, estos son, p. €j., los sistemas de genochip/micromatriz, el método Northern blot, los ensayos
de proteccion de RNAsa (RDA) y otros. Todos los sistemas de deteccion tienen en comun que la deteccion se basa
en una hibridacién especifica con al menos una secuencia de acido nucleico especifica de las variantes de corte y
empalme. Sin embargo, la deteccion de las células tumorales también se puede efectuar mediante anticuerpos que
reconocen un epitopo especifico codificado por la variante de corte y empalme. Para la preparacion de los
anticuerpos se pueden usar péptidos que sean muy especificos de esta variante de corte y empalme para la
inmunizaciéon. En este aspecto, la ensefianza divulgada se refiere particularmente a péptidos que presentan o
comprenden una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO: 17-19, 111-115, 120 y 137 de la lista de secuencias y
anticuerpos especificos dirigidos contra los mismos. La deteccion de las células tumorales también se puede
efectuar mediante anticuerpos que reconozcan las variantes de glucosilaciéon modificadas de forma especifica del
tumor. Para generar anticuerpos de este tipo se pueden usar regiones de péptidos que se diferencien en células
tumorales y células sanas a causa de la glucosilacion. En este aspecto, la divulgacion se refiere particularmente a
péptidos que presentan o comprenden una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO: 17-19, 111-115, 120, 137 y
142-145 de la lista de secuencias, y a anticuerpos especificos dirigidos contra los mismos. La asparagina se
transforma en acido aspartico mediante la desglucosilacion enddgena de residuos de azucar N-ligados. Por ello,
segun la invencion, se puede modificar las secuencias de las proteinas descritas en la presente memoria de forma
especifica al tumor y, con ello, presentar otras propiedades bioquimicas y de unién a un anticuerpo. En este
aspecto, la ensefianza divulgada se refiere particularmente a péptidos que presentan o comprenden una secuencia
seleccionada de las SEQ ID NO: 146-150 de la lista de secuencias y anticuerpos especificos dirigidos contra los
mismos. Para la inmunizacién son especialmente adecuados los aminoacidos que presentan claras diferencias de
epitopos con la o las variantes del producto génico que se forma o se forman preferiblemente en las células sanas.
Asi, la deteccion de las células tumorales con anticuerpos se puede efectuar en una muestra aislada del paciente o
en forma de adquisicion de imagenes con anticuerpos aplicados de forma intravenosa. Ademas de la utilidad
diagnéstica, las variantes de corte y empalme que presentan epitopos nuevos o modificados representan objetivos
atractivos para la terapia inmunitaria. Los epitopos se pueden usar para la manipulacién dirigida de los anticuerpos
monoclonales o linfocitos T eficaces desde un punto de vista terapéutico. En este sentido, en la inmunoterapia
pasiva se transfieren de forma adoptiva anticuerpos o linfocitos T que reconocen epitopos especificos de variantes
de corte y empalme. La generacién de anticuerpos, como en otros antigenos, también se puede efectuar utilizando
tecnologias estandares (inmunizacién de animales, estrategias de enriquecimiento para el aislamiento de
anticuerpos recombinantes) utilizando polipéptidos que contengan estos epitopos. De forma alternativa, para la
inmunizacién se pueden usar acidos nucleicos que codifiquen oligo- o polipéptidos que contengan estos epitopos.
Se conocen y se han descrito ampliamente distintas técnicas (cp., p. €j., Kessler JH, et al. 2001, Sahin et al., 1997)
para la generacion in vitro o in vivo de linfocitos T especificos de epitopos, y se basan igualmente en el uso de
oligo- o polipéptidos que contienen los epitopos especificos de las variantes de corte y empalme o de acidos
nucleicos que los codifican. Los oligo- o polipéptidos que contienen estos epitopos especificos de las variantes de
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corte y empalme o los acidos nucleicos que codifican estos polipéptidos también se pueden usar en la
inmunoterapia activa (vacunacion, vacunoterapia) como sustancias eficaces desde un punto de vista farmacéutico.

[0017] En el presente documento, también se describen proteinas que se diferencian en su clase y cantidad de sus
modificaciones secundarias en el tejido normal y el tumoral (p. ej., Durand & Seta, 2000; Clin. Chem. 46: 795-805;
Hakomori, 1996; Cancer Res. 56: 5309-18).

[0018] EI analisis de las modificaciones de las proteinas se puede efectuar en el método Western blot.
Especialmente, las glucosilaciones que tienen por lo general un tamafio de varios kDa dan lugar a una masa total
mayor de la proteina diana, que se puede separar en la SDS-PAGE. Para la deteccion de uniones O- o N-
glucosidicas especificas, antes de la desnaturalizacion se incuban lisados proteinicos mediante SDS con O- o N-
glucosilasas (segun las indicaciones del fabricante en cuestidon, p. ej, PNgasa, endoglucosidasa F,
endoglucosidasa H, Roche Diagnostics). Seguidamente, tiene lugar un método Western blot. En caso de una
reduccion del tamario de una proteina diana, se puede detectar de esta forma una glucosilacion especifica después
de la incubacion con una glucosidasa y, de este modo, analizar también la especificidad tumoral de una
modificacion. Las zonas de las proteinas que estan glucosiladas de forma distinta en las células tumorales y en las
células sanas son de un interés especial. Sin embargo, las diferencias de glucosilacion de este tipo solo se han
descrito para pocas proteinas de la superficie de las células (p. €j., Muc1) hasta el momento.

[0019] Segun la invencidén, ha sido posible detectar una glucosilacion diferencial en tumores para la claudina 18.
Los carcinomas gastrointestinales, los carcinomas de pancreas, los tumores de esdfago, los tumores de prostata,
asi como los tumores de pulmén presentan una forma menos glucosilada de la claudina 18. La glucosilacion en
tejidos sanos enmascara epitopos de proteinas de la claudina 18, que en las células tumorales estan expuestos
debido a una falta de glucosilaciéon. Por consiguiente, segun la divulgacion se pueden seleccionar ligandos y
anticuerpos que se unan a estos dominios. Segun la invencion, los ligandos y los anticuerpos de este tipo no se
unen a la claudina 18 en células sanas, puesto que, en ellas, los epitopos estan cubiertos por la glucosilacion.

[0020] De forma similar a como se ha descrito mas arriba en relacién con los epitopos proteinicos derivados de
variantes de corte y empalme asociadas a un tumor, la glucosilacion diferencial se puede usar de esta forma para
diferenciar entre células normales y tumorales con una intencién diagndstica, asi como terapéutica.

[0021] En un aspecto, la divulgacion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un agente que
reconoce el antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion y, preferentemente, es selectivo para
las células que presentan una expresion o una expresion anémala de un antigeno asociado a un tumor identificado
segun la divulgacion. En determinadas formas de realizacion, el agente puede provocar la inducciéon de la muerte
celular, la reduccion del crecimiento celular, el dafio de la membrana celular o la secrecion de citocinas, v,
preferentemente, presenta una actividad inhibidora del tumor. En una forma de realizacion, el agente es un acido
nucleico no codificante que hibrida de forma selectiva con el acido nucleico que codifica el antigeno asociado al
tumor. En otra forma de realizacion, el agente es un anticuerpo que se une de forma selectiva al antigeno asociado
al tumor, particularmente, un anticuerpo activado por el complemento o conjugado a una toxina que se une de
forma selectiva al antigeno asociado al tumor. En otra forma de realizacion, el agente comprende varios agentes
que reconocen respectivamente distintos antigenos asociados a un tumor de forma selectiva, de forma que, al
menos uno de los antigenos asociados a un tumor, es un antigeno asociado a un tumor identificado segun la
divulgacion. El reconocimiento no tiene que ir directamente acompafiado de una inhibicién de la actividad o de la
expresion del antigeno. En este aspecto de la ensefianza técnica divulgada, el antigeno limitado de forma selectiva
a los tumores sirve preferentemente como marcacion para reunir mecanismos efectores en este lugar especifico.
En una forma de realizacion preferida, el agente es un linfocito T citotéxico que reconoce el antigeno en una
molécula HLA y lisa las células marcadas de esta forma. En otra forma de realizacién, el agente es un anticuerpo
que se une de forma selectiva al antigeno asociado al tumor y, con ello, reine mecanismos efectores naturales o
artificiales en esta célula. En otra forma de realizacion, el agente es un linfocito T colaborador que potencia las
funciones efectoras de otras células que reconocen este antigeno de forma especifica.

[0022] En un aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un
agente que inhibe la expresion o la actividad de un antigeno asociado a un tumor identificado segun la invencion.
En una forma de realizacion preferida, el agente es un acido nucleico no codificante que hibrida de forma selectiva
con el acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor. En otra forma de realizacion, el agente es un
anticuerpo que se une de forma selectiva al antigeno asociado al tumor. En otra forma de realizacion, el agente
comprende varios agentes que inhiben respectivamente la expresion o la actividad de distintos antigenos
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asociados a un tumor de forma selectiva, de forma que, al menos uno de los antigenos asociados al tumor es un
antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion.

[0023] Por otra parte, la ensefianza divulgada se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un agente
que, en una administracion, aumenta de forma selectiva la cantidad de complejos entre una molécula HLA y un
epitopo de un péptido del antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgaciéon. En una forma de
realizacion, el agente comprende uno o varios componentes que se seleccionan del grupo formado por (i) el
antigeno asociado al tumor o una parte del mismo, (ii) un acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor
0 una parte del mismo, (iii) una célula huésped que expresa el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo, y
(iv) complejos aislados entre epitopos de péptidos del antigeno asociado al tumor y una molécula MHC. En una
forma de realizacion, el agente comprende varios agentes que aumentan respectivamente la cantidad de complejos
entre las moléculas del MHC y los epitopos de los péptidos de distintos antigenos asociados a tumores de forma
selectiva, de manera que al menos uno de los antigenos asociados a un tumor es un antigeno asociado a un tumor
identificado segun la divulgacion.

[0024] Por otra parte, la ensefianza divulgada se refiere a una composicién farmacéutica que comprende uno o
varios componentes que se seleccionan del grupo formado por (i) un antigeno asociado a un tumor identificado
segun la divulgacion o una parte del mismo, (ii) un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor
identificado segun la divulgacion o una parte del mismo, (iii) un anticuerpo que se une a un antigeno asociado a un
tumor identificado segun la divulgacién o a una parte del mismo, (iv) un acido nucleico no codificante que hibrida de
forma especifica con un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor identificado segun la
divulgacion, (v) una célula huésped que expresa un antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion
o una parte del mismo, y (vi) complejos aislados entre un antigeno asociado a un tumor identificado segun la
divulgacion o una parte del mismo, y una molécula HLA.

[0025] Un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion o una
parte del mismo puede encontrarse en la composicion farmacéutica en un vector de expresion y estar enlazado
funcionalmente con un promotor.

[0026] Una célula huésped contenida en una composicion farmacéutica puede secretar el antigeno asociado al
tumor o la parte del mismo, expresarlo en la superficie o expresar adicionalmente una molécula HLA que se una al
antigeno asociado al tumor o a la parte del mismo. En una forma de realizacion, la célula huésped expresa la
molécula HLA de forma enddgena. En otra forma de realizacion, la célula huésped expresa la molécula HLA y/o el
antigeno asociado al tumor o la parte del mismo de forma recombinante. Preferentemente, la célula huésped no es
proliferativa. En una forma de realizacion preferida, la célula huésped es una célula que presenta un antigeno,
particularmente, una célula dendritica, un monocito o un macréfago.

[0027] Un anticuerpo contenido en una composicién farmacéutica puede ser un anticuerpo monoclonal. En otras
formas de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico o humanizado, un fragmento de un anticuerpo
natural o un anticuerpo sintético, de los cuales todos se pueden preparar mediante técnicas combinatorias. El
anticuerpo puede estar ligado a un agente o a una sustancia util desde un punto de vista terapéutico o diagndstico.

[0028] Un acido nucleico no codificante contenido en una composicion farmacéutica puede comprender una
secuencia de 6-50, particularmente, de 10-30, 15-30 o 20-30 nucledtidos contiguos del acido nucleico que codifica
el antigeno asociado al tumor identificado segun la divulgacion.

[0029] En otras formas de realizacion, un antigeno asociado a un tumor proporcionado, bien directamente, o bien
mediante la expresidon de un acido nucleico por la composicidon farmacéutica segun la invenciéon o una parte del
mismo, se une a moléculas del MHC en la superficie de las células, de forma que la unién provoca preferentemente
una reaccion citolitica y/o induce una liberacion de citocina.

[0030] Una composicién farmacéutica puede comprender un vehiculo y/o un adyuvante farmacéuticamente
compatible. El adyuvante se puede seleccionar de entre saponina, GM-CSF, nucleétidos CpG, ARN, una citocina o
una quimiocina. Preferentemente, se emplea una composicién farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad
que se distingue por la expresion selectiva o la expresién anémala de un antigeno asociado a un tumor. En una
forma de realizacioén preferida, la enfermedad es el cancer.

[0031] Por ofra parte, la ensefianza divulgada se refiere a métodos para el tratamiento, el diagndstico y/o la
observacion de una enfermedad que se distingue por la expresion o la expresién andémala de uno o varios
antigenos asociados a un tumor. En una forma de realizacion, el tratamiento comprende la administracién de una
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composicion farmacéutica. Preferentemente, la enfermedad es el cancer, de forma que el término «cancer»
comprende de forma no limitativa leucemias, seminomas, melanomas, teratomas, gliomas, cancer de rifién, cancer
de glandulas suprarrenales, cancer de tiroides, cancer de intestino, cancer de higado, cancer de colon, cancer de
estdmago, cancer gastrointestinal, cancer de los ganglios linfaticos, cancer de es6fago, cancer colorrectal, cancer
de pancreas, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de utero, cancer de ovarios y
cancer de pulmon, asi como sus metastasis.

[0032] En un aspecto, la divulgacion se refiere a un método para diagnosticar una enfermedad que se distingue por
la expresion o la expresion andmala de un antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion. El
método comprende la deteccion de (i) un acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor o una parte del
mismo y/o (ii) la deteccion del antigeno asociado al tumor o de una parte del mismo, y/o (iii) la deteccion de un
anticuerpo contra el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo y/o (iv) la deteccién de linfocitos T
citotoxicos o colaboradores que son especificos del antigeno asociado al tumor o de una parte del mismo en una
muestra bioldgica aislada de un paciente. En determinadas realizaciones, la deteccién comprende (i) el contacto de
la muestra bioldgica con un agente que se une de forma especifica al acido nucleico que codifica el antigeno
asociado al tumor o a una parte del mismo, al antigeno asociado al tumor o a la parte del mismo, al anticuerpo o a
linfocitos T citotoxicos o colaboradores que son especificos del antigeno asociado al tumor o de las partes del
mismo, y (ii) la deteccidn de la formacion de un complejo entre el medio y el acido nucleico o la parte del mismo, el
antigeno asociado al tumor o la parte del mismo, el anticuerpo o los linfocitos T citotdxicos o colaboradores. En una
forma de realizacion, la enfermedad se distingue por la expresion o la expresion andmala de varios antigenos
distintos asociados a un tumor, y la detecciéon comprende la deteccién de varios acidos nucleicos que codifican los
varios antigenos distintos asociados a un tumor o las partes de los mismos, la deteccién de los varios antigenos
distintos asociados al tumor o de las partes de los mismos, la deteccién de varios anticuerpos que se unen a los
varios antigenos distintos asociados al tumor o a las partes de los mismos, o la deteccion de varios linfocitos T
citotoxicos o colaboradores que son especificos de los varios antigenos distintos asociados al tumor. En otra forma
de realizacion, la muestra bioldgica aislada del paciente se compara con una muestra biolégica normal comparable.

[0033] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un método para determinar la regresion, el desarrollo o
la apariciéon de una enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion andémala de un antigeno asociado
a un tumor identificado segun la divulgacion, que comprende la observacién de una muestra de un paciente que
presenta la enfermedad o del que se sospecha que puede contraer la enfermedad respecto a uno o varios
parametros que se seleccionan del grupo formado por (i) la cantidad de acido nucleico que codifica el antigeno
asociado al tumor o una parte del mismo, (ii) la cantidad del antigeno asociado al tumor o de una parte del mismo,
(iii) la cantidad de anticuerpos que se unen al antigeno asociado al tumor o a una parte del mismo, y (iv) la cantidad
de células T citoliticas o células T colaboradoras que son especificas de un complejo entre el antigeno asociado al
tumor o una parte del mismo y una molécula del MHC. Preferentemente, el método comprende la determinacion
del o de los parametros en una primera muestra en un primer momento y en otra muestra en un segundo
momento, de forma que el desarrollo de la enfermedad se obtiene de la comparaciéon de ambas muestras. En
determinadas formas de realizacion, la enfermedad se distingue por la expresion o la expresién anémala de varios
antigenos distintos asociados a un tumor, y la observacion comprende una observacion (i) de la cantidad de los
varios acidos nucleicos que codifican los varios antigenos distintos asociados al tumor o las partes de los mismos
y/o (ii) de la cantidad de los varios antigenos distintos asociados al tumor o de las partes de los mismos y/o (iii) de
la cantidad de los varios anticuerpos que se unen a los varios antigenos distintos asociados al tumor o a partes de
los mismos, y/o (iv) de la cantidad de las varias células T citoliticas o células T colaboradoras que son especificas
de los complejos entre los varios antigenos distintos asociados al tumor o las partes de los mismos y las moléculas
del MHC.

[0034] Segun la invencion se puede efectuar una deteccion de un acido nucleico o de una parte del mismo, o una
observacioén de la cantidad de un acido nucleico o de una parte del mismo, con una sonda de polinucleétidos que
hibrida especificamente con el acido nucleico o con la parte del mismo, o se puede efectuar amplificando
selectivamente el acido nucleico o la parte del mismo. En una forma de realizacion, la sonda de polinucleétidos
comprende una secuencia de 6-50, particularmente, de 10-30, 15-30 o 20-30 nucledtidos contiguos del acido
nucleico.

[0035] En determinadas formas de realizacion, el antigeno asociado al tumor que detectar o la parte del mismo se
encuentra de forma intracelular o en la superficie de la célula. Segun la invencion se puede efectuar una deteccion
de un antigeno asociado a un tumor o una parte del mismo, o una observaciéon de la cantidad de un antigeno
asociado a un tumor o de una parte del mismo, con un anticuerpo que se una de forma especifica al antigeno
asociado al tumor o a la parte del mismo.
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[0036] En otras formas de realizacion, el antigeno asociado al tumor que detectar o la parte del mismo se
encuentra en un complejo con una molécula del MHC, particularmente, con una molécula HLA.

[0037] Segun la invencién se puede efectuar una deteccion de un anticuerpo o la observacion de la cantidad de
anticuerpos con una proteina o un péptido que se una de forma especifica al anticuerpo.

[0038] Segun la invencion se puede efectuar una deteccion de células T citoliticas o células T colaboradoras, o la
observacion de la cantidad de células T citoliticas o células T colaboradoras que son especificas de complejos
entre un antigeno o una parte del mismo y las moléculas del MHC con una célula que presente el complejo entre el
antigeno o la parte del mismo y una molécula del MHC.

[0039] Preferentemente, la sonda de polinucleétidos usada para una deteccion o para una observacion, el
anticuerpo, la proteina o el péptido, o la célula estan marcados de forma que se pueden detectar. En determinadas
formas de realizacién, el marcador que se puede detectar es un marcador radioactivo o un marcador enzimatico.
De forma adicional, la deteccion de los linfocitos T se puede efectuar hallando su proliferacion, su produccion de
citocina, asi como su actividad citotoxica, que es provocada por la estimulacion especifica con el complejo de la
MHC vy el antigeno asociado al tumor o las partes del mismo. Asimismo, la deteccion de los linfocitos T puede
efectuarse por una molécula del MHC recombinante, o bien por un complejo de varias moléculas del MHC
cargadas con el fragmento inmundégeno respectivo de uno o de varios de los antigenos asociados al tumor, y por el
contacto del receptor especifico de la célula T, con lo que se pueden identificar linfocitos T especificos.

[0040] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un método para el tratamiento, el diagndstico y la
observacion de una enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion anémala de un antigeno asociado
a un tumor identificado segun la invenciéon, que comprende la administracién de un anticuerpo que se une al
antigeno asociado al tumor o a una parte del mismo, y esta ligado al agente o a la sustancia terapéuticos o
diagndsticos. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. En otras formas de realizacion, el anticuerpo es
un anticuerpo quimérico o humanizado, o un fragmento de un anticuerpo natural.

[0041] En algunas formas de realizacion, los métodos divulgados se efectuan para el diagndstico o la observacion
de una enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion anémala de un antigeno asociado a un tumor
identificado segun la divulgacion usando o mediante la deteccion de células tumorales diseminantes o de
metastasis tumorales. Una deteccion de células tumorales diseminantes se puede efectuar, por ejemplo, en la
sangre, el suero, la médula 6sea, el esputo, el aspirado bronquial y/o el lavado bronquial.

[0042] Igualmente, la ensefianza divulgada se refiere a un método para el tratamiento de un paciente con una
enfermedad que se distingue por la expresion o la expresiéon andmala de un antigeno asociado a un tumor
identificado segun la divulgacion, que comprende (i) la extraccion de una muestra de células inmunorreactivas del
paciente, (ii) el contacto de la muestra con una célula huésped que expresa el antigeno asociado al tumor o una
parte del mismo en condiciones que favorecen una produccion de células T citoliticas contra el antigeno asociado
al tumor o una parte del mismo, y (iii) la introduccion de las células T citoliticas en el paciente, en una cantidad que
es adecuada para lisar células que expresan el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo. Igualmente, la
presente ensefianza se refiere a la clonacion del receptor de célula T de las células T citoliticas contra el antigeno
asociado al tumor. Este se puede transferir a otras células T, que consiguen asi la especificidad deseada y se
pueden introducir en el paciente como se describe en (iii).

[0043] En una forma de realizacion, la célula huésped expresa una molécula HLA de forma enddgena. En otra
forma de realizacion, la célula huésped expresa una molécula HLA y/o el antigeno asociado al tumor o la parte del
mismo de forma recombinante. Preferentemente, la célula huésped no es proliferativa. En una forma de realizacién
preferida, la célula huésped es una célula que presenta un antigeno, particularmente, una célula dendritica, un
monocito o un macrofago.

[0044] En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar a un paciente con una
enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion andmala de un antigeno asociado a un tumor, que
comprende (i) la identificacion de un acido nucleico expresado por células asociadas con la enfermedad, el cual
codifica el antigeno asociado al tumor identificado segun la invencioén, (ii) la transfeccion de una célula huésped con
el acido nucleico o una parte del mismo, (iii) el cultivo de la célula huésped transferida para una expresion del acido
nucleico (esto no es obligatorio si se alcanza una tasa de transfeccion elevada) y (iv) la introduccion de las células
huésped o de una extraccion de las mismas en el paciente, en una cantidad que sea adecuada para aumentar la
reaccion inmunitaria contra las células del paciente que se asocian con la enfermedad. Asimismo, el método puede
comprender la identificacion de una molécula del MHC que presente el antigeno asociado al tumor o una parte del
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mismo, de forma que la célula huésped exprese la molécula del MHC identificada y presente el antigeno asociado
al tumor o una parte del mismo. La reacciéon inmunitaria puede comprender una reaccion de células B o una
reaccion de células T. Por otra parte, una reaccion de las células T puede comprender la produccion de células T
citoliticas y/o células T colaboradoras especificas de las células huésped que presenten el antigeno asociado al
tumor o una parte del mismo o que sean especificas de las células del paciente que expresan el antigeno asociado
al tumor o una parte del mismo.

[0045] La ensefianza divulgada también se refiere a un método para el tratamiento de una enfermedad que se
distingue por la expresion o la expresion anémala de un antigeno asociado a un tumor identificado segun la
invencion, que comprende (i) la identificacion de las células del paciente que expresan cantidades andémalas del
antigeno asociado al tumor, (ii) el aislamiento de una muestra de las células, (iii) el cultivo de las células y (iv) la
introduccion de las células en el paciente, en una cantidad adecuada para activar una reaccién inmunitaria contra
las células.

[0046] Preferentemente, las células huésped usadas segun la divulgacion no son proliferativas o se constituyen de
forma no proliferativa. Una enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion anémala de un antigeno
asociado a un tumor es en particular el cancer.

[0047] Por otra parte, la presente divulgacion se refiere a un acido nucleico que se selecciona del grupo formado
por (a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que se selecciona del grupo formado por
las SEQ ID NO: 3-5, una parte o un derivado del mismo, (b) un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de
(a) en condiciones restrictivas, (c) un acido nucleico que es redundante respecto al acido nucleico de (a) o (b), y (d)
un acido nucleico que es complementario al acido nucleico de (a), (b) o (c). Por otra parte, la divulgacion se refiere
a un acido nucleico que codifica una proteina o un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo formado por las SEQ ID NO: 10, 12-14 y 146-150, una parte o un derivado de los mismos.

[0048] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a secuencias promotoras de los acidos nucleicos segun
la divulgacion. Estas se pueden enlazar funcionalmente con otro gen, preferentemente, en un vector de expresion
y, con ello, garantizar la expresion selectiva de este gen en las células correspondientes.

[0049] En otro aspecto, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico recombinante, en particular, a una
molécula de ADN o ARN que comprende un acido nucleico segun la divulgacion.

[0050] La presente ensefianza también se refiere a células huésped que contienen un acido nucleico segun la
divulgacion o una molécula de acido nucleico recombinante que comprende un acido nucleico segun la divulgacion.

[0051] Asimismo, la célula huésped puede comprender un acido nucleico que codifique una molécula HLA. En una
forma de realizacion, la célula huésped expresa la molécula HLA de forma endégena. En otra forma de realizacion,
la célula huésped expresa la molécula HLA y/o el acido nucleico segun la divulgacién, o una parte del mismo, de
forma recombinante. Preferentemente, la célula huésped no es proliferativa. En una forma de realizacion preferida,
la célula huésped es una célula que presenta un antigeno, particularmente, una célula dendritica, un monocito o un
macrofago.

[0052] En otra forma de realizacién, la ensefianza divulgada se refiere a oligonucledtidos que hibridan con un acido
nucleico identificado segun la divulgaciéon y que se pueden usar como sondas genéticas o como moléculas no
codificantes. Las moléculas de acido nucleico en forma de cebadores de oligonucledtidos o las muestras
competentes que hibriden con un acido nucleico identificado segun la divulgacion o con partes del mismo se
pueden usar para encontrar acidos nucleicos que sean homodlogos al acido nucleico identificado segun la
divulgacion. Para encontrar acidos nucleicos homélogos se puede usar la amplificacion por PCR, asi como la
hibridaciéon tipo Northern o Southern. La hibridacion se puede efectuar en condiciones poco, o mejor,
moderadamente, o aiin mejor, muy restrictivas. El término «condiciones restrictivas» se refiere, segun la invencion,
a condiciones que permiten una hibridacion especifica entre los polinucleétidos.

[0053] En otro aspecto, la divulgacion se refiere a una proteina, un polipéptido o un péptido que son codificados por
un acido nucleico que se selecciona del grupo formado por (a) un acido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que se selecciona del grupo formado por la SEQ ID NO : 3-5, una parte o un derivado del mismo, (b)
un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de (a) en condiciones restrictivas, (c) un acido nucleico que es
redundante respecto al acido nucleico de (a) o (b), y (d) un acido nucleico que es complementario al acido nucleico
de (a), (b) o (c). En una forma de realizacion preferida, la divulgacion se refiere a una proteina o a un polipéptido o
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péptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por las SEQ ID NO: 10,
12-14 y 146-150, una parte o un derivado de los mismos.

[0054] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un fragmento inmundgeno de un antigeno asociado a
un tumor identificado segun la divulgacion. Preferentemente, el fragmento se une a un receptor de HLA humano o
a un anticuerpo humano. Preferentemente, un fragmento segun la divulgacion comprende una secuencia de al
menos 6, particularmente, al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 15, al menos 20, al menos 30 o al
menos 50 aminoacidos.

[0055] En este aspecto, la divulgacion se refiere particularmente a un péptido que presenta o comprende una
secuencia seleccionada del grupo formado por las SEQ ID NO: 17-19, 90-97, 100-102, 105, 106, 111-116, 120,
123, 124, 135-137, 139 y 142-150, una parte o un derivado de los mismos.

[0056] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un agente que se une a un antigeno asociado a un
tumor identificado segun la divulgacion o a una parte del mismo. En una forma de realizacion preferida, el agente
es un anticuerpo. En otras formas de realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humanizado o
preparado con técnicas combinatorias, o un fragmento de un anticuerpo. Por otra parte, la divulgacion se refiere a
un anticuerpo que se une de forma selectiva a un complejo de (i) un antigeno asociado a un tumor identificado
segun la divulgacion o una parte del mismo y (ii) una molécula del MHC, a la que se une al antigeno asociado al
tumor identificado segun la divulgacion o la parte de mismo, de forma que el anticuerpo no se une solo a (i) o (ii).
Un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. En otras formas de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo
quimérico o humanizado, o un fragmento de un anticuerpo natural.

[0057] Particularmente, la presente divulgacion se refiere a un agente de este tipo, particularmente, a un anticuerpo
que se une de forma especifica a un péptido que presenta o comprende una secuencia seleccionada del grupo
formado por las SEQ ID NO.: 17-19, 90-97, 100-102, 105, 106, 111-116, 120, 123, 124, 135-137, 139 y 142-150,
una parte o un derivado de los mismos.

[0058] En cuanto a la claudina 18, la invencién también se refiere a medios, particularmente, anticuerpos que se
unen de forma especifica a una variante de la claudina 18. En una forma de realizacién, el medio, particularmente,
un anticuerpo se une de forma especifica a la variante claudina 18A1 (SEQ ID NO: 118). En otra forma de
realizacion, el medio, particularmente, un anticuerpo se une, de forma especifica, a la variante claudina 18A2 (SEQ
ID NO: 16). Los anticuerpos especificos de este tipo se pueden obtener, por ejemplo, mediante una inmunizacion
con los péptidos descritos en el Ejemplo 4.

[0059] Por ofra parte, en cuanto a la claudina 18, la invencion se refiere a agentes, particularmente, anticuerpos,
que se unen de forma especifica a un tipo de claudina 18A2 que presenta un patrén de glucosilacion determinado.
En una forma de realizacion, el agente, particularmente, un anticuerpo, se une de forma especifica a un tipo de
claudina 18A2 que no esta glucosilado en uno o varios puntos posibles de glucosilacion. En otra forma de
realizacion, el agente, particularmente, un anticuerpo, se une de forma especifica a un tipo de claudina 18A2 que
esta glucosilado en uno o varios puntos posibles de glucosilacién. Preferentemente, un punto de glucosilacion
posible de este tipo se refiere a una o varias posiciones seleccionadas del grupo formado por las posiciones de
aminoacidos 37, 38, 45, 116, 141, 146 y 205 de la claudina 18A2. Por otra parte, una glucosilacién posible de este
tipo se refiere a, preferentemente, una N-glucosilacion.

[0060] En este contexto, un agente especifico de una variante o un tipo de claudina 18, particularmente, un
anticuerpo especifico de una variante o un tipo de claudina 18, quiere decir que el agente o el anticuerpo se unen
en mayor medida a la variante o al tipo del que es especifico que a ofra variante o tipo. Un agente, particularmente,
un anticuerpo, se une en mayor medida a una primera variante 0 a un primer tipo, 0 a un primer epitopo en
comparacion con una segunda variante o un segundo tipo, o un segundo epitopo, si se une a la primera variante o
al segundo tipo, o al primer epitopo, con una constante de disociacion (KD) que es mas reducida que la constante
de disociacion de la segunda variante o del segundo tipo, o del segundo epitopo. Preferentemente, la constante de
disociacion (KD) de la variante o del tipo, o del epitopo, a la/al que se une de forma especifica el agente,
particularmente, el anticuerpo, es 10 veces, preferentemente, 20 veces, mas preferiblemente, 50 veces, ain mas
preferiblemente, 100 veces vy, particularmente, 200 veces, 500 veces o 1000 veces mas reducida que la constante
de disociacion (KD) de la variante o la forma, o del epitopo, a la/al que se une el agente, particularmente, el
anticuerpo de forma no especifica. Preferentemente, un agente, particularmente, un anticuerpo, no se une o no se
une principalmente a la variante o al tipo, o al epitopo del que el agente, particularmente, el anticuerpo no es
especifico.
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[0061] Los agentes descritos anteriormente, particularmente, los anticuerpos y los derivados de los mismos como
se describen en la presente memoria que se unen de forma especifica a una variante o a un tipo de claudina 18
también estan previstos para su uso en las composiciones y los métodos segun la invencion.

[0062] Por otro lado, la invencion se refiere a un conjugado entre un agente segun la divulgacion, que se une a un
antigeno asociado al tumor identificado segun la invencion o a una parte del mismo, o un anticuerpo segun la
divulgacién, y un agente o una sustancia terapéuticos o diagnoésticos. En una forma de realizacién, el agente
terapéutico o diagndstico es una toxina.

[0063] En ofro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un kit para detectar la expresidon o la expresion
andmala de un antigeno asociado a un tumor identificado segun la invenciéon que comprende medios para detectar
(i) el acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo, (ii) el antigeno asociado al
tumor o una parte de mismo, (iii) los anticuerpos que se unen al antigeno asociado al tumor o a una parte del
mismo, y/o (iv) las células T que son especificas de un complejo entre el antigeno asociado al tumor o una parte
del mismo y una molécula del MHC. En una forma de realizacion, los agentes para detectar el acido nucleico o la
parte del mismo son moléculas de acido nucleico para la amplificaciéon selectiva del acido nucleico que
comprenden una secuencia de 6-50, particularmente, 10-30, 15-30 o 20-30 nucledtidos contiguos del acido
nucleico.

Descripcion detallada de la invenciéon

[0064] En la presente memoria se describen genes que se expresan de forma selectiva o de forma aberrante en las
células tumorales y que representan antigenos asociados al tumor.

[0065] Segun la divulgacion, estos genes y/o sus productos génicos y/o sus derivados y/o sus partes son
estructuras diana preferidas para técnicas terapéuticas. Desde el punto de vista conceptual, las férmulas
terapéuticas pueden estar orientadas a una inhibicion de la actividad del producto génico asociado al tumor
expresado de forma selectiva. Ello es util si la respectiva expresion aberrante selectiva es importante a nivel
funcional en cuanto a la patogénesis del tumor y su supresion va acompafiada de un dafo selectivo de las células
correspondientes. Otros conceptos terapéuticos consideran los antigenos asociados a tumores como marcaciones
que retnen de forma selectiva mecanismos efectores con potencial dafiino para las células en las células
tumorales. En este sentido, la funciéon de la propia molécula diana y su papel en la formacion del tumor son
totalmente insignificantes.

[0066] Segun la divulgacion, se entiende por «derivado» de un acido nucleico que, en el acido nucleico, se
encuentran una o multiples sustituciones, deleciones y/o adiciones de nucledtidos. Ademas, el término «derivado»
también comprende una obtencién quimica de derivados de un acido nucleico en una base nucleétida, en el azicar
o en el fosfato. El término «derivado» también comprende acidos nucleicos que incluyen nucleétidos y analogos de
nucleétidos que no estan presentes en la naturaleza.

[0067] Segun la divulgacion, un acido nucleico es preferentemente el acido desoxirribonucleico (ADN) o el acido
ribonucleico (ARN). Los acidos nucleicos comprenden, segun la invencion, los ADN, ADNc y ARNm gendmicos, asi
como las moléculas preparadas de forma recombinante y sintetizadas quimicamente. Segun la divulgacion, un
acido nucleico puede encontrarse en forma de molécula monocatenaria o bicatenaria, y lineal o cerrada de forma
circular covalente.

[0068] Preferentemente, los acidos nucleicos descritos segun la divulgacion estan aislados. Segun la invencion, el
término «acido nucleico aislado» significa que el acido nucleico (i) se ha amplificado in vitro, por ejemplo, por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (ii) se ha producido de forma recombinante mediante clonacion, (iii) se
ha purificado, por ejemplo, mediante escision y separacion por electroforesis en gel, o (iv) se ha sintetizado, por
ejemplo, mediante sintesis quimica. Un acido nucleico aislado en un acido nucleico que esta disponible para una
manipulacién mediante técnicas de ADN recombinante.

[0069] Un acido nucleico es «complementario» a otro acido nucleico si las dos secuencias hibridan entre si y
pueden constituir una secuencia doble estable, de forma que la hibridacién se efectla preferentemente en
condiciones que permiten una hibridacion especifica entre polinucledtidos (condiciones restrictivas). Las
condiciones restrictivas se han descrito, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et
al., eds. 2.2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989 o Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., New York y se refieren, por ejemplo, a la
hibridacién a 65 °C en tampones de hibridacion (3,5 x SSC, 0,02 % de Ficoll, 0,02 % de polivinilpirrolidona, 0,02 %
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de seroalbumina bovina, 2,5 mM de NaH2PO4 (pH7), 0,5 % de SDS, 2 mM de EDTA). EI SSC es 0,15 M de cloruro
de sodio/ 0,15 M de citrato de sodio, pH 7. Después de la hibridacién, la membrana a la que se ha transferido el
ADN se lava en, por ejemplo, 2 x SSC a temperatura ambiente y, después, en 0,1 - 0,5 x SSC/ 0,1 x SDS a
temperaturas de hasta 68 °C.

[0070] Segun la invencion, los acidos nucleicos complementarios presentan, al menos, un 40 %, particularmente, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % y, preferentemente, al
menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de los nucledtidos.

[0071] Segun la divulgacion, los acidos nucleicos que codifican los antigenos asociados a tumores pueden
encontrarse solos o en combinacion con otros acidos nucleicos, particularmente, con acidos nucleicos heterélogos.
En algunas formas de realizacion preferidas, un acido nucleico se encuentra enlazado funcionalmente con
secuencias controladoras de la expresion o secuencias reguladoras que pueden ser homdlogas o heterélogas
respecto al acido nucleico. Una secuencia codificante y una secuencia reguladora estan enlazadas entre si «de
manera funcional» si estan vinculadas entre si de forma covalente de tal manera que la expresién o la transcripciéon
de la secuencia codificante esta bajo el control o bajo la influencia de la secuencia reguladora. En el caso de que la
secuencia codificante se tenga que traducir a una proteina funcional, en un enlace funcional de una secuencia
reguladora con la secuencia codificante, una induccién de la secuencia reguladora da lugar a una transcripcion de
la secuencia codificante, sin que se provoque un desplazamiento del marco de lectura en la secuencia codificante o
una incapacidad de la secuencia codificante de ser traducida a la proteina o al péptido deseados.

[0072] Segun la invencién, el término «secuencia controladora de la expresién» o «secuencia reguladora»
comprende promotores, potenciadores y otros elementos controladores que dirigen la expresion de un gen. En
determinadas formas de realizacién, las secuencias controladoras de la expresion son regulables. La estructura
exacta de las secuencias reguladoras puede variar en funcion de la especie o del tipo de célula, pero comprende
en general secuencias 5' no transcritas y 5' no traducidas que participan en la iniciacion de la transcripcion o de la
traduccion, como la caja TATA, la secuencia de caperuza, la secuencia CAAT vy similares. Particularmente, las
secuencias reguladoras 5' no transcritas comprenden una regién promotora que incluye una secuencia promotora
para un control transcripcional del gen enlazado de forma funcional. Las secuencias reguladoras también pueden
comprender secuencias potenciadoras o secuencias activadoras situadas antes del extremo 5' del promotor.

[0073] Asi, los antigenos asociados al tumor mostrados en este caso pueden, por un lado, combinarse con
secuencias controladoras de la expresion y promotores de forma arbitraria. No obstante, por otro lado, los
promotores de los productos génicos asociados al tumor mostrados en este caso pueden combinarse con otros
genes de forma arbitraria. Ello permite aprovechar la actividad selectiva de estos promotores.

[0074] Por otra parte, segun la invencion, un acido nucleico puede encontrarse enlazado a otro acido nucleico que
codifique un polipéptido que dirija una secrecion desde una célula huésped de la proteina o del polipéptido
codificados por el acido nucleico. Un acido nucleico también puede encontrarse enlazado a otro acido nucleico que
codifique un polipéptido que cause una fijacion de la proteina o del polipéptido codificados en la membrana celular
de la célula huésped o su compartimentalizacién en determinados organulos de esta célula. Del mismo modo,
puede efectuarse una unién a un acido nucleico que muestre un gen identificador o un marcador cualquiera.

[0075] En una forma de realizacién preferida, una molécula de ADN recombinante es un vector, en su caso, con un
promotor, que dirige la expresion de un acido nucleico, p. €j., de un acido nucleico que codifica un antigeno
asociado al tumor segun la divulgacion. Asi, el término «vector» se usa en su sentido mas general y comprende
todo tipo de vehiculos intermediarios de un acido nucleico que hacen posible, p. €j., introducir el acido nucleico en
células procariotas y/o eucariotas y, en su caso, integrarlo en un genoma. Preferentemente, los vectores de este
tipo se duplican y/o se expresan en la célula. Se puede adaptar un vehiculo intermediario para, p. €j., su uso en la
electroporacion, el bombardeo con microproyectiles, la administracion liposomal, en la transferencia utilizando
bacterias Agrobacterium, o en la insercion mediante virus ADN o ARN. Los vectores comprenden plasmidos,
fagémidos o genomas virales.

[0076] Los acidos nucleicos que codifican un antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion se
pueden emplear para una transfeccion de las células huésped. Asi, se entiende por acidos nucleicos tanto el ARN
como el ADN recombinante. EI ARN recombinante se puede preparar por transcripcién in vitro de una plantilla de
ADN. Por otra parte, se puede modificar mediante secuencias estabilizantes, caperuzas y poliadenilacion antes de
la aplicacion.
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[0077] Segun la divulgacion, el término «célula huésped» se refiere a cada una de las células que se puede
transformar con o a la que se puede transferir un acido nucleico exdégeno. Segun la invencion, el término «células
huésped» comprende células procariotas (p. €j., E. coli) o eucariotas (p. €j., células dendriticas, células B, células
CHO, células COS, células K562, células de levadura y células de insectos). Especialmente preferidas son las
células de mamiferos, como las células del hombre, de ratones, hamsteres, cerdos, cabras y primates. Las células
pueden proceder de una pluralidad de tipos de tejido y comprenden células primarias y lineas celulares. Los
ejemplos especificos comprenden queratinocitos, leucocitos periféricos de la sangre, células madre de la médula
6sea y células madre embrionarias no humanas. En otras formas de realizacion, la célula huésped es una célula
que presenta un antigeno, particularmente, una célula dendritica, un monocito o un macréfago. Un acido nucleico
puede encontrarse en la célula huésped en una Unica o en varias copias, y se expresa en la célula huésped en una
forma de realizacion.

[0078] El término «expresion» se usa, segun la divulgacion, en su sentido mas general y comprende la produccion
de ARN o de ADN, y de proteinas. También comprende una expresion parcial de los acidos nucleicos. Por otra
parte, la expresion puede efectuarse de forma transitoria o estable. Los sistemas de expresion preferidos en las
células de mamiferos comprenden pcDNA3.1 y pRc/CMV (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), que incluyen un
marcador seleccionable, como un gen, que proporciona una resistencia frente a G418 (y, con ello, hace posible una
seleccion de lineas celulares transferidas de forma estable), y las secuencias promotoras potenciadoras del
citomegalovirus (CMV).

[0079] En los casos de la divulgacion en los que una molécula HLA presenta un antigeno asociado a un tumor o
una parte del mismo, un vector de expresion también puede comprender una secuencia de acido nucleico que
codifique la molécula HLA. La secuencia de acido nucleico que codifica la molécula HLA puede encontrarse en el
mismo vector de expresion que el acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor o la parte del mismo, o
bien los dos acidos nucleicos pueden encontrarse en distintos vectores de expresion. En el ultimo caso, los dos
vectores de expresion se pueden transferir de forma conjunta a una célula. En el caso de que una célula huésped
no exprese el antigeno asociado al tumor o la parte del mismo ni la molécula de HLA, los dos acidos nucleicos que
lo codifican se transfieren a la célula, bien en el mismo vector de expresién, o bien en distintos vectores de
expresion. En el caso de que la célula ya exprese la molécula HLA, solo se puede transferir a la célula la secuencia
de acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor o la parte del mismo.

[0080] Segun la divulgacion, se comprenden kits para la amplificacion de un acido nucleico que codifica un
antigeno asociado a un tumor. Los kits de este tipo comprenden, por ejemplo, un par de cebadores de
amplificacion que se hibridan en el acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor. Preferentemente, los
cebadores comprenden una secuencia de 6-50, particularmente, 10-30, 15-30 o 20-30 nucledtidos contiguos del
acido nucleico y no se solapan para evitar la formacion de dimeros cebadores. Uno de los cebadores hibridara en
una cadena del acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor, y el otro cebador hibridara en la cadena
complementaria en una disposicion que permite una amplificacion del acido nucleico que codifica el antigeno
asociado al tumor.

[0081] Las moléculas «no codificantes» o los acidos nucleicos «no codificantes» se pueden usar para regular,
particularmente, para reducir la expresién de un acido nucleico. Segun la invencion, el término «molécula no
codificante» o «nucledtido no codificante» se refiere a un oligonucleétido que es un oligorribonucleétido,
oligodesoxirribonucleétido, un oligorribonucledtido modificado o un oligodesoxirribonucledtido modificado, y que
hibrida en un ADN que comprende un gen determinado o en un ARNm de este gen en condiciones fisioldgicas, con
lo que se inhibe la transcripcion de este gen y/o la traduccion de este ARNm. Segun la divulgacion, una «molécula
no codificante» también comprende una construccion que incluye un acido nucleico o una parte del mismo en una
orientacion inversa respecto a su promotor natural. Una transcripcion no codificante de un acido nucleico o de una
parte del mismo puede constituir una transcripcion doble con el ARNm presente de forma natural que especifica la
enzima y, asi, impedir una acumulacién de ARNm o una traduccién del mismo a la enzima activa. Otra posibilidad
es el uso de ribozimas para inactivar un acido nucleico. Los oligonucleétidos no codificantes preferidos presentan
una secuencia de 6-50, particularmente, de 10-30, 15-30 o 20-30 nucledtidos contiguos del acido nucleico dianay,
preferentemente, son completamente complementarios al acido nucleico diana o a una parte del mismo.

[0082] En algunas formas de realizacion preferidas, el oligonucledtido no codificante hibrida con un punto N-
terminal o situado en direccién 5', como un punto de iniciacién de la traduccion, de iniciacién de la transcripcion o
un punto promotor. En otras formas de realizacion, el oligonucleétido no codificante hibrida con una regién 3' no
traducida o un punto de corte y empalme de ARNm.
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[0083] En una forma de realizacion, un oligonucleétido esta formado por ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos o
una combinacion de los mismos. En este caso, el extremo 5' de un nucleodtido y el extremo 3' de otro nucleétido
estan vinculados entre si por un enlace fosfodiéster. Estos oligonucledtidos se pueden sintetizar de manera
convencional o producir de forma recombinante.

[0084] En algunas formas de realizacion preferidas, un oligonucleétido es un oligonucledtido «modificado». En ese
caso, para, por ejemplo, aumentar su estabilidad o su eficacia terapéutica, el oligonucledtido puede estar
modificado de las formas mas diversas sin que se vea afectada su capacidad de unirse a su diana. El término
«oligonucledtido modificado» significa, segun la invencion, un oligonucleétido en el que (i) al menos dos de sus
nucledtidos estan vinculados entre si mediante un enlace internucledsido sintético (esto es, un enlace
internucledsido, que no es ningun enlace fosfodiéster) y/o (ii) un grupo quimico esta enlazado de forma covalente
con un oligonucleétido que normalmente no se da en los acidos nucleicos. Los enlaces internucledsidos sintéticos
preferidos son los fosforotioatos, alquilfosfonatos, fosforoditioatos, los ésteres de fosfato, los alquilfosfonotioatos,
fosforamidatos, carbamatos, carbonatos, triésteres de fosfato, acetamidas, ésteres de carboximetilo y los péptidos.

[0085] EI término «oligonucledtido modificado» también comprende oligonucleétidos con una base modificada de
forma covalente y/o azucar. Por ejemplo, los «oligonucledtidos modificados» comprenden oligonucleétidos con
restos de azlcar que se unen de forma covalente a grupos organicos con un peso molecular reducido que no son
ningun grupo hidroxilico en la posicion 3' ni ningun grupo de fosfato en la posiciéon 5'. Los oligonucledtidos
modificados pueden comprender, por ejemplo, un resto de ribosa 2'-O-alquilado u otro azucar en lugar de la ribosa,
como la arabinosa.

[0086] Preferentemente, las proteinas y los polipéptidos descritos segun la divulgacion estan aislados. Los términos
«proteina aislada» o «polipéptido aislado» significan que la proteina o el polipéptido estan separados de su entorno
natural. Una proteina aislada o un polipéptido aislado pueden encontrarse en un estado esencialmente purificado.
El término «esencialmente purificado» significa que la proteina o el polipéptido se encuentran esencialmente
exentos de otras sustancias con las que se encuentran en la naturaleza o in vivo.

[0087] Las proteinas y los polipéptidos de este tipo sirven, por ejemplo, para preparar anticuerpos y se pueden
emplear en un ensayo inmunoldgico o diagndstico, o como agentes terapéuticos. Segun la divulgacion, las
proteinas y los polipéptidos descritos se pueden aislar de muestras biolégicas, como homogeneizados de células o
de tejidos, y también se pueden expresar de manera recombinante en una pluralidad de sistemas de expresion
procariotas o eucariotas.

[0088] Los «derivados» de una proteina o de un polipéptido, o una secuencia de aminoacidos en el sentido de esta
invencion comprenden variantes de insercién de aminoacidos, variantes de delecion de aminoacidos y/o variantes
de sustitucion de aminoacidos.

[0089] Las variantes de insercion de aminoacidos comprenden fusiones amino- y/o carboxiterminales, asi como
inserciones de uno o varios aminoacidos en una secuencia de aminoacidos determinada. En el caso de las
variantes de secuencias de aminoacidos con una insercion, se introducen uno o varios restos de aminoacidos en
un punto predeterminado de una secuencia de aminoacidos, si bien también es posible una insercién casual con un
rastreo adecuado del producto resultante. Las variantes de delecién de aminoacidos se caracterizan por la
eliminacion de uno o varios aminoacidos de la secuencia. Las variantes de sustitucion de aminoacidos se
distinguen por que se elimina al menos un resto de la secuencia y se incorpora otro resto en su lugar.
Preferentemente, las modificaciones se sitlan en posiciones de la secuencia de aminoacidos que no se conservan
entre proteinas homologas o polipéptidos. Preferentemente, los aminoacidos se sustituyen por otros con
propiedades parecidas, como hidrofobia, hidrofilia, electronegatividad, volumen de la cadena lateral y similares
(sustitucion conservadora). Las sustituciones conservadoras se refieren, por ejemplo, al intercambio de un
aminoacido por otro. A continuacion, se muestran los aminoacidos del mismo grupo que el aminoacido sustituido:

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

3. Restos cargados positivamente: His, Arg, Lys

4. Restos grandes alifaticos, no polares: Met, Leu, lle, Val (Cys)

5. Restos aromaticos grandes: Phe, Tyr, Trp.

[0090] Tres residuos se han puesto entre paréntesis debido a su importante papel en la arquitectura proteinica. El
Gly es el unico resto sin cadena lateral y, por ello, proporciona flexibilidad a la cadena. El Pro cuenta con una
geometria inusual que limita en gran medida a la cadena. El Cys puede formar un puente disulfuro.
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[0091] Las variantes de aminoacidos descritas mas arriba se pueden preparar facilmente utilizando técnicas de
sintesis de péptidos conocidas, como p. ej., mediante «sintesis en fase solida» (Merrifield, 1964) y métodos
similares, o mediante una manipulacién del ADN recombinante. Las técnicas para incorporar mutaciones de
sustitucién en puntos predeterminados del ADN que cuenta con una secuencia conocida o parcialmente conocida
se conocen ampliamente y comprenden, p. €j., la mutagénesis mediante M13. La manipulacion de las secuencias
de ADN para preparar proteinas con sustituciones, inserciones o deleciones se describe detalladamente en, p. €j.,
Sambrook et al. (1989).

[0092] Los «derivados» de proteinas, polipéptidos o péptidos también comprenden sustituciones, deleciones y/o
adiciones individuales o multiples de las moléculas que estan asociadas con la enzima, como los hidratos de
carbono, los lipidos y/o las proteinas, los polipéptidos o los péptidos. Asimismo, el término «derivado» también se
extiende a todos los equivalentes quimicos funcionales de las proteinas, los polipéptidos o los péptidos.

[0093] Una parte o un fragmento de un antigeno asociado a un tumor presentan una propiedad funcional del
polipéptido del que deriva. Las propiedades funcionales de este tipo comprenden la interacciéon con anticuerpos, la
interaccion con otros polipéptidos o proteinas, el enlace selectivo de los acidos nucleicos y una actividad
enzimatica. Una propiedad importante es la capacidad de constituir un complejo con HLA y, en su caso, activar una
reaccion inmunitaria. Esta reaccién inmunitaria puede basarse en la estimulacién de las células T citotdxicas o
colaboradoras. Preferentemente, una parte o un fragmento de un antigeno asociado a un tumor segun la invencion
comprenden una secuencia de al menos 6, particularmente, al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 15, al
menos 20, al menos 30 o al menos 50 aminoacidos contiguos del antigeno asociado al tumor.

[0094] Segun la divulgacion, una parte o un fragmento de un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un
tumor se refiere a la parte del acido nucleico que codifica al menos el antigeno asociado al tumor y/o una parte o
un fragmento del antigeno asociado al tumor como se ha definido anteriormente.

[0095] EI aislamiento y la identificacion de los genes que codifican antigenos asociados al tumor también hacen
posible el diagndstico de una enfermedad que se distingue por la expresion de uno o varios antigenos asociados al
tumor. Estos métodos comprenden la determinacion de uno o varios acidos nucleicos que codifican un antigeno
asociado a un tumor y/o la determinacién de los antigenos asociados al tumor codificados y/o de los péptidos
derivados de los mismos. Una determinacién del acido nucleico se puede efectuar de manera convencional,
incluida mediante la reaccién en cadena de la polimerasa o la hibridacion con una sonda marcada. Una
determinacion de los antigenos asociados a un tumor o de los péptidos derivados de los mismos se puede efectuar
mediante un rastreo de los antisueros del paciente para reconocer el antigeno y/o los péptidos. También se puede
efectuar mediante un rastreo de las células T del paciente respecto a la especificidad del respectivo antigeno
asociado al tumor.

[0096] La presente ensefianza también hace posible aislar proteinas que se unen a los antigenos asociados a un
tumor descritos en la presente memoria, incluidos los anticuerpos y las parejas de enlace celulares de los
antigenos asociados a tumores.

[0097] En el presente documento también se proporcionan polipéptidos «dominantemente negativos» en
determinadas formas de realizacion, los cuales provienen de antigenos asociados a tumores. Un polipéptido
dominantemente negativo es una variante inactiva de una proteina que, mediante la interaccion con la maquinaria
celular, desplaza la interaccién de una proteina activa con la maquinaria celular o compite con la proteina activa,
con lo que se reduce el efecto de la proteina activa. Por ejemplo, un receptor dominantemente negativo que se une
a un ligando, pero que no produce ninguna sefial en reaccion al enlace del ligando, puede reducir el efecto
biolégico del ligando. De forma similar, una cinasa dominantemente negativa y cataliticamente inactiva que
interactia normalmente con proteinas diana, pero que no fosforila las proteinas diana, puede reducir la fosforilacion
de las proteinas diana en reaccion a una sefial celular. De forma similar, un factor de transcripcién dominantemente
negativo que se une a un punto promotor en la regién de control de un gen, pero que no aumenta la transcripcion
del gen, puede reducir el efecto de un factor de transcripcion normal ocupando puntos de unién del promotor sin
aumentar la transcripcion.

[0098] El resultado de la expresién en una célula de un polipéptido dominantemente negativo es una reduccion de
la funcién de las proteinas activas. El experto en la materia puede preparar variantes dominantemente negativas de
una proteina, por ejemplo, mediante métodos de mutagénesis convencionales y valorando el efecto
dominantemente negativo del polipéptido de la variante.
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[0099] La ensefianza divulgada también comprende sustancias, como polipéptidos, que se unen a antigenos
asociados a un tumor. Las sustancias de enlace de este tipo se pueden usar, p. €j., en ensayos de rastreo para
una deteccion de los antigenos asociados al tumor y de complejos de antigenos asociados a tumores con sus
parejas de enlace, asi como en una purificacion de los antigenos asociados al tumor y de los complejos de los
mismos con sus parejas de enlace. Las sustancias de este tipo también se pueden usar para una inhibicion de la
actividad de los antigenos asociados al tumor, p. €j., mediante un enlace a tales antigenos.

[0100] Por ello, segun la invencién, se comprenden sustancias de unién, como p. €j., anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos que presentan la capacidad de unirse de forma selectiva a antigenos asociados al tumor. Los
anticuerpos comprenden anticuerpos policlonales y monoclonales que se preparan de forma convencional.

[0101] Los anticuerpos de este tipo pueden reconocer proteinas en estado nativo y/o desnaturalizado (Anderson et
al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J. Immunol. Methods 234: 107-116, 2000; Kayyem et al., Eur. J.
Biochem. 208: 1-8, 1992; Spiller et al., J. Immunol. Methods 224: 51-60, 1999).

[0102] Los antisueros que incluyen anticuerpos especificos que se unen de forma especifica a la proteina diana se
pueden preparar mediante distintos métodos estandares, cp., por ejemplo, «Monoclonal Antibodies: A Practical
Approach» de Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9, «Antibodies: A Laboratory Manual» de Ed
Harlow, David Lane ISBN: 0879693142 y «Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO» de
Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447. Asi, también es posible generar anticuerpos afines y
especificos que reconozcan proteinas membranarias complejas en su forma nativa (Azorsa et al., J. Immunol.
Methods 229: 35-48, 1999; Anderson et al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J. Immunol. Methods.
234: 107-116, 2000). Ello es importante sobre todo para la preparacién de anticuerpos que se deban emplear de
forma terapéutica, pero también para muchos usos diagndsticos. Para ello, se puede inmunizar tanto con toda la
proteina, con secuencias parciales extracelulares, como con células que expresen la molécula diana de forma
fisioldgicamente plegada.

[0103] Tradicionalmente, los anticuerpos monoclonales se han construido utilizando la tecnologia de hibridomas
(para detalles técnicos, véase «Monoclonal Antibodies: A Practical Approach» de Philip Shepherd, Christopher
Dean ISBN 0-19-963722-9; «Antibodies: A Laboratory Manual» de Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142,
«Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO" de Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN:
0879695447).

[0104] Se sabe que solo una pequefa parte de una molécula de anticuerpo, el paratopo, participa en la union del
anticuerpo a su epitopo (cp. Clark, W.R. (1986), The Experimental Foundations of Modern Immunology, Wiley &
Sons, Inc., New York; Roaitt, I. (1991), Essential Immunology, 7.2 edicion, Blackwell Scientific Publications, Oxford).
Las regiones pFc’ y Fc son, p. ej., efectores de la cascada del complemento, pero no participan en la union al
antigeno. Un anticuerpo del que se ha separado enzimaticamente la region pFc' o que se ha preparado sin la
region pFc', denominado fragmento F(ab')2, contiene los dos puntos de enlace a antigenos de un anticuerpo
completo. De forma similar, un anticuerpo del que se ha separado enzimaticamente la regién Fc o que se ha
preparado sin la region Fc, denominado fragmento Fab, contiene un punto de unién a un antigeno de una molécula
de un anticuerpo intacta. Por otra parte, los fragmentos Fab estan formados por una cadena ligera de un anticuerpo
unida de forma covalente y una parte de la cadena pesada del anticuerpo, denominada Fd. Los fragmentos Fd son
los determinantes principales de la especificidad del anticuerpo (un Unico fragmento Fd se puede asociar con hasta
diez cadenas ligeras distintas, sin modificar la especificidad del anticuerpo) y, en caso de aislamiento, los
fragmentos Fd conservan la capacidad de unirse a un epitopo.

[0105] Dentro de la parte de un anticuerpo que se une a un antigeno se encuentran regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) que interactian directamente con el epitopo del antigeno y regiones de armazon (FR)
que mantienen la estructura terciaria del paratopo. Tanto en el fragmento Fd de la cadena pesada como en la
cadena ligera de las inmunoglobinas IgG se encuentran cuatro regiones de armazon (FR1 a FR4) que estan
separadas respectivamente por tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR1 a CDR3). Las CDR
y, particularmente, las regiones CDR3 y, aun mas, la regién CDR3 de la cadena pesada son las principales
responsables de la especificidad de los anticuerpos.

[0106] Se sabe que las regiones distintas de CDR de un anticuerpo de mamifero se pueden sustituir por regiones
parecidas de anticuerpos con la misma o con otra especificidad, de forma que se conserva la especificidad del
epitopo del anticuerpo original. Ello hizo posible el desarrollo de los denominados anticuerpos «humanizados», en
los que se enlazan de forma covalente CDR distintas de las humanas con regiones FR y/o Fc/pFc' humanas para
preparar un anticuerpo funcional.
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[0107] Ello utiliza la denominada tecnologia «SLAM». En este sentido, se aislan células B de sangre entera y las
células se monoclonan. A continuacion, el residuo de la célula B aislada se analiza respecto a su especificidad de
anticuerpo. Posteriormente, al contrario de la tecnologia de hibridomas, se amplifica la region variable del gen de
anticuerpo mediante una célula PCR aislada y se clona en un vector adecuado. De esta manera se acelera la
obtencién de anticuerpos monoclonales (de Wildt et al. J. Immunol. Methods 207:61-67, 1997).

[0108] Como otro ejemplo, WO 92/04381 describe la preparacion y el uso de anticuerpos de VSR humanizados de
ratones, en los que al menos una parte de las regiones FR del raton se sustituyé por regiones FR de origen
humano. Los anticuerpos de este tipo, incluidos los fragmentos de anticuerpos intactos con una capacidad de
unirse a antigenos, se suelen denominar «quimeras».

[0109] Segun la invencidén, también se proporcionan fragmentos F(ab')2, Fab, Fv, y Fd de anticuerpos, anticuerpos
quiméricos en los que se han sustituido las regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de la cadena ligera
por secuencias homologas humanas o no humanas; anticuerpos quiméricos de fragmento F(ab')2 en los que las
regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de la cadena ligera se han sustituido por secuencias homadlogas
humanas o no humanas; anticuerpos quiméricos de fragmento Fab en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2
y/o CDR3 de la cadena ligera se han sustituido por secuencias homélogas humanas o no humanas; y anticuerpos
quiméricos de fragmento Fd en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 se han sustituido por secuencias
homologas humanas o no humanas. Segun la divulgacion, también estdn comprendidos los denominados
anticuerpos monocatenarios.

[0110] Segun la divulgacion, también estan comprendidos los polipéptidos que se unen de forma especifica a los
antigenos asociados a un tumor. Por ejemplo, se pueden proporcionar sustancias de unién de polipéptidos de este
tipo mediante colecciones redundantes de péptidos que se pueden preparar sencillamente en solucién de forma
inmovilizada o como colecciones de expresion en la superficie de fagos. También se pueden preparar colecciones
combinatorias de péptidos con uno o varios aminoacidos. Asimismo, se pueden preparar colecciones de peptoides
y restos sintéticos no peptidicos.

[0111] La expresion en la superficie de fagos puede resultar especialmente eficaz en la identificacion de péptidos
de union segun la invencion. Asi, por ejemplo, se prepara una coleccion de fagos (utilizando, por ejemplo, el fago
m13, fd o lambda) que presenta inserciones de una longitud de 4 a, aproximadamente 80 restos de aminoacidos.
Después, se seleccionan fagos que soportan inserciones que se unen al antigeno asociado al tumor. Este proceso
se puede repetir en varios ciclos de una reseleccion de fagos que se unen al antigeno asociado al tumor. Las
rondas repetidas provocan una acumulacion de los fagos que soportan determinadas secuencias. Se puede
efectuar un analisis de las secuencias de ADN para identificar las secuencias de los polipéptidos expresados. Se
puede determinar la porcion lineal minima de la secuencia que se une al antigeno asociado al tumor. También se
puede usar el «sistema de doble hibrido» en levadura para identificar polipéptidos que se unen a un antigeno
asociado a un tumor. Segun la invencion, se pueden emplear los antigenos asociados a un tumor descritos o los
fragmentos de los mismos para un rastreo de las colecciones de péptidos, incluidas las colecciones de expresion
en la superficie de fagos, para identificar y seleccionar parejas de enlace de péptidos de los antigenos asociados a
tumores. Las moléculas de este tipo se pueden usar, por ejemplo para ensayos de rastreo, protocolos de
purificacion, para una interferencia con la funcion del antigeno asociado al tumor y para otros fines conocidos por el
experto en la materia.

[0112] Los anticuerpos descritos anteriormente y otras moléculas de unién se pueden usar, por ejemplo, para
identificar un tejido que exprese un antigeno asociado a un tumor. Los anticuerpos también se pueden ligar a
sustancias diagnosticas especificas para una representacion de las células y los tejidos que expresen antigenos
asociados a un tumor. Asimismo, se pueden ligar a sustancias Utiles desde un punto de vista terapéutico. Las
sustancias diagnosticas comprenden, de forma no limitativa, sulfato de bario, acido de iocetamina, acido iopanoico,
ipodato de calcio, diatrizoato de sodio, diatrizoato de meglumina, metrizamida, tiropanoato de sodio y productos
radioactivos para diagndstico, incluidos los emisores de positrones, como el flior 18 y el carbono 11, los emisores
de rayos gamma, como el yodo 123, el tecnecio 99m, el yodo 131 y el indio 111, asi como los nuclidos para la
resonancia magnética nuclear, como el flior y el gadolinio. El término «sustancia util desde un punto de vista
terapéutico» significa, segun la invencion, cualquier molécula terapéutica que, segin se desee, se conduce de
forma selectiva a una célula que exprese uno o varios antigenos asociados a un tumor, incluidos los agentes contra
el cancer, los enlaces provistos de yodo radioactivo, las toxinas, los farmacos citostaticos o citoliticos, etc. Los
agentes contra el cancer comprenden, por ejemplo, aminoglutetimida, | azatioprina, sulfato de bleomicina,
busulfano, carmustina, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, ciclosporina, citarabidina, dacarbazina,
dactinomicina, daunorubina, daunorubicina, taxol, etopésido, fluoruracilo, interferéon-a, lomustina, mercaptopurina,
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metotrexato, mitotano, procarbazina HCI, tioguanina, sulfato de vinblastina y sufato de vincristina. Otros agentes
contra el cancer se han descrito en, por ejemplo Goodman y Gilman, «The Pharmacological Basis of
Therapeutics», 8.2 edicion 1990, McGraw-Hill, Inc., particularmente, Capitulo 52 (Antineoplastic Agents (Paul
Calabresi y Bruce A. Chabner)). Las toxinas pueden ser proteinas, como la proteina antiviral de hierba camin, la
toxina colérica, la toxina pertussis, la ricina, la gelonina, la abrina, la exotoxina diftérica o la exotoxina de
Pseudomonas. Los restos de toxina también pueden ser radionuclidos emisores de alta energia, como el cobalto
60.

[0113] Segun la divulgacion, el término «paciente» significa un ser humano, un primate no humano u otro animal,
particularmente, un mamifero, como una vaca, un caballo, un cerdo, una oveja, una cabra, un perro un gato o un
roedor, como un ratén o una rata. En una forma de realizacién especialmente preferida, el paciente es un ser
humano.

[0114] Segun la invencion, el término «enfermedad» se refiere a cualquier estado patoldgico en el que se expresan
o se expresan de forma andémala antigenos asociados a un tumor. Segun la divulgacion, el término «expresion
anomala» significa que la expresion esta modificada, preferentemente, aumentada respecto al estado en un
individuo sano. Un aumento de la expresion se refiere a un aumento de al menos el 10 %, particularmente, al
menos el 20 %, al menos el 50 % o al menos el 100 %. En una forma de realizacion, el antigeno asociado al tumor
solo se expresa en el tejido de un individuo con la enfermedad, mientras que la expresion esta reprimida en un
individuo sano. Un ejemplo de una enfermedad de este tipo es el cancer, de forma que el término «cancer»
comprende, segun la invencioén, leucemias, seminomas, melanomas, teratomas, gliomas, cancer de rifién, cancer
de glandulas suprarrenales, cancer de tiroides, cancer de intestino, cancer de higado, cancer de colon, cancer de
estdmago, cancer gastrointestinal, cancer de los ganglios linfaticos, cancer de es6fago, cancer colorrectal, cancer
de pancreas, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de Utero, cancer de ovarios y
cancer de pulmon, asi como sus metastasis.

[0115] Segun la invencion, una muestra biolégica puede ser una muestra de tejido y/o celular, y se puede obtener
de forma convencional para usarla en los distintos métodos descritos en el presente documento, como mediante
biopsia de tejidos, incluida la biopsia con sacabocados, y la extraccion de sangre, aspirado bronquial, esputo, orina,
heces u otros fluidos corporales.

[0116] Segun la divulgacion, el término «célula inmunorreactiva» significa una célula que, con la estimulacion
adecuada, puede madurar hasta convertirse en una célula del sistema inmunitario (como una célula B, célula T
colaboradora o célula T citolitica). Las células inmunorreactivas comprenden células madre hematopoyéticas
CD34+, células T maduras y no maduras, asi como células B maduras y no maduras. En el caso de que se desee
preparar células T citoliticas o colaboradoras que reconozcan un antigeno asociado a un tumor, la célula
inmunorreactiva se pone en contacto con una célula que expresa un antigeno asociado a un tumor en condiciones
que favorecen una produccion, diferenciacion y/o seleccion de células T citoliticas y colaboradoras. En una
exposicién frente a un antigeno, la diferenciacion de las progenitoras de célula T en una célula T citolitica es
parecida a la seleccion clonal del sistema inmunitario.

[0117] Algunos métodos terapéuticos se basan en una reaccidon del sistema inmunitario de un paciente que
provoca una lisis de las células que presentan un antigeno, como las células cancerosas que presentan uno o
varios antigenos asociados al tumor. Asi, por ejemplo, los linfocitos T citotdxicos autélogos que son especificos de
un complejo de un antigeno asociado a un tumor y una molécula del MHC se administran a un paciente con una
anomalia celular. Se conoce la produccion in vitro de los linfocitos T citotdxicos de este tipo. Un ejemplo de un
método para la diferenciacion de las células T se encuentra en WO-A-9633265. En lineas generales, se extrae una
muestra de células, como células de la sangre, del paciente, y las células se ponen en contacto con una célula que
presenta el complejo y que puede activar una multiplicacion de los linfocitos T citotoxicos (p. ej., células
dendriticas). La célula diana puede ser una célula transferida, como una célula COS. Estas células transferidas
presentan el complejo deseado en su superficie celular y, en el caso de un contacto con los linfocitos T citotoxicos,
estimulan su multiplicacion. Después, los linfocitos T citotoxicos autélogos expandidos se administran al paciente.

[0118] En otro método para la seleccion de los linfocitos T citotoxicos especificos del antigeno se utilizan
tetrameros fluorégenos de complejos de moléculas del MHC de clase 1/péptidos para una deteccién de los clones
especificos de los linfocitos T citotoxicos (Altman et al., Science 274:94-96, 1996; Dunbar et al., Curr. Biol. 8:413-
416, 1998). Las moléculas del MHC de clase 1 solubles se pliegan in vitro en presencia de 32-microglobulina y un
antigeno peptidico que se une a la molécula de clase |. Después de la purificacion de los complejos de
MHC/péptidos, estos se marcan con biotina. Los tetrameros se forman mezclando los complejos MHC-péptidos
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biotinilados con avidina marcada (p. €j., ficoeritrina) en una relacién molar de 4:1. Después, los tetrameros se
ponen en contacto con linfocitos T citotoxicos, como la sangre periférica o los ganglios linfaticos. Los tetrameros se
unen a linfocitos T citotoxicos que reconocen el complejo de antigeno peptidico/MHC de clase I. Las células que se
unen a los tetrameros se pueden clasificar mediante clasificacion celular basada en fluorescencia para un
aislamiento de los linfocitos T citotdxicos reactivos. Después, los linfocitos T citotdxicos aislados se pueden
multiplicar in vitro.

[0119] En un método terapéutico conocido como transferencia adoptiva (Greenberg, J. Immunol. 136(5):1917,
1986; Riddel et al., Science 257:238, 1992; Lynch et al., Eur. J. Immunol. 21:1403-1410, 1991; Kast et al., Cell
59:603-614, 1989) se combinan las células que presentan el complejo deseado (p. €j., células dendriticas) con
linfocitos T citotoxicos del paciente que tratar, lo que da lugar a una multiplicacién de los linfocitos T citotoxicos
especificos. Después, los linfocitos T citotdxicos multiplicados se administran a un paciente con una anomalia
celular que se distingue por determinadas células anémalas que presentan el complejo especifico. Después, los
linfocitos T citotdxicos lisan las células anémalas, con lo que se consigue un efecto terapéutico deseado.

[0120] A menudo, solo se pueden multiplicar las células del repertorio de la célula T de un paciente con una
afinidad reducida frente a un complejo especifico de este tipo, puesto que las que tienen una afinidad elevada son
exterminadas por el desarrollo de la tolerancia. En este caso, una alternativa puede ser una transferencia del
propio receptor de la célula T. Para ello, se combinan igualmente células que presentan el complejo deseado (p.
€j., células dendriticas) con linfocitos T citotdxicos de personas sanas o de otra especie (p. €j., ratén). Ello da lugar
a una multiplicacion de linfocitos T citotoxicos especificos de alta afinidad si los linfocitos T proceden de un
organismo donante que no habia tenido ningun contacto hasta el momento con el complejo especifico. Se clona el
receptor de célula T de alta afinidad de estos linfocitos T especificos multiplicados. En el caso de que los
receptores de la célula T de alta afinidad hayan sido clonados de otra especie, estos se pueden humanizar en
distinta medida. En ese momento, los receptores de la célula T de este tipo se transducen a las células T del
paciente mediante transferencia génica, p. ej., con vectores retrovirales. En ese momento, se efectia la
transferencia adoptiva con estos linfocitos T modificados genéticamente (Stanislawski et al., Nat Immunol. 2:962-
70, 2001; Kessels et al., Nat Immunol. 2:957-61, 2001).

[0121] Los aspectos terapéuticos anteriores parten de que al menos algunas de las células anémalas del paciente
presentan un complejo de un antigeno asociado a un tumor y una molécula HLA. Una identificacion de las células
de este tipo se puede desarrollar de forma conocida. Nada mas identificarse las células que presentan el complejo
se pueden combinar con la muestra del paciente que incluye linfocitos T citotoxicos. En el caso de que las células
que presentan al complejo estén lisadas por los linfocitos T citotoxicos, se puede suponer que se presenta un
antigeno asociado a un tumor.

[0122] La transferencia adoptiva no es el Unico tipo de terapia que se puede aplicar segun la invencion. Los
linfocitos T citotoxicos también se pueden generar in vivo de forma conocida por si misma. En un método se usan
células no proliferativas que expresan el complejo. Las células que se usan en este caso seran aquellas que
expresan normalmente el complejo, como las células tumorales tratadas con radioterapia o células a las que se
han transferido uno o los dos genes que son necesarios para una presentacion del complejo (esto es, el péptido
antigeno y la molécula HLA presentadora). Se pueden emplear distintos tipos de células. Por otra parte, se pueden
usar vectores que contienen uno o los dos genes de interés. Se prefieren especialmente los vectores virales y
bacterianos. Por ejemplo, los acidos nucleicos que codifican un antigeno asociado a un tumor o una parte del
mismo se pueden vincular de forma funcional con secuencias promotoras y potenciadoras que dirigen una
expresion del antigeno asociado al tumor o un fragmento del mismo en determinados tejidos o tipos de células. El
acido nucleico se puede integrar en el sector de expresion. Los vectores de expresion pueden ser acidos nucleicos
extracromosomicos no modificados, plasmidos o genomas virales en los que es posible una insercion de acidos
nucleicos exdgenos. Los acidos nucleicos que codifican un antigeno asociado a un tumor también se pueden
insertar en un genoma retroviral, lo que hace posible la integracion del acido nucleico en el genoma del tejido diana
o de la célula diana. En estos sistemas, un microorganismo, como un virus de la vaccinia, un poxvirus, un virus del
herpes simple, un retrovirus o un adenovirus, soporta el gen de interés e «infecta» de facto a las células huésped.
Otra forma preferida es la introduccion del antigeno asociado al tumor en forma de ARN recombinante. Este se
puede incorporar en las células, p. €j., mediante transferencia liposémica o mediante electroporacion. Las células
resultantes presentan el complejo de interés y son reconocidas por los linfocitos T citotoxicos autdlogos que se
multiplican después.

[0123] Un efecto similar se puede alcanzar combinando el antigeno asociado al tumor o un fragmento del mismo
con un adyuvante para permitir una integracion in vivo en células que presenten un antigeno. El antigeno asociado
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al tumor o un fragmento del mismo se pueden representar en forma de proteina, de ADN (p. €j., dentro de un
vector) o en forma de ARN. El antigeno asociado al tumor se procesa para dar como resultado un compafiero
peptidico para la molécula HLA, mientras que un fragmento del mismo se puede presentar sin que sea necesario
ningun otro procesamiento. Esto Ultimo se da particularmente si estos se pueden unir a las moléculas HLA. Se
prefieren las formas de administracion en las que el antigeno in vivo es procesado en su conjunto por una célula
dendritica, puesto que, en este caso, también pueden surgir células T colaboradoras. Estas son necesarias para
una respuesta inmunitaria efectiva (Ossendorp et al., Immunol Lett. 74:75-9, 2000; Ossendorp et al., J. Exp. Med.
187:693-702, 1998). En general, una cantidad eficaz del antigeno asociado al tumor se puede administrar a un
paciente, p. ej., mediante una inyeccion intradérmica. No obstante, la inyeccion también se puede efectuar de
forma intraganglionar en un ganglio linfatico (Maloy et al., Proc Natl Acad Sci USA 98:3299-303, 2001). También se
puede efectuar en combinacion con reactivos que faciliten una aceptacion en las células dendriticas. Los antigenos
asociados a tumores preferidos comprenden aquellos que reaccionan con antisueros de cancer alégenos o con
células T de muchos pacientes de cancer. No obstante, son de especial interés aquellos contra los que no existe
ninguna respuesta inmunitaria espontanea. Contra estos se pueden inducir de forma detectable respuestas
inmunitarias que pueden lisar tumores (Keogh et al., J Immunol. 167:787-96, 2001; Appella et al., Biomed Pept
Proteins Nucleic Acids 1:177-84, 1995; Wentworth et al., Mol Immunol. 32:603-12, 1995).

[0124] Las composiciones farmacéuticas descritas segun la divulgacion también se pueden emplear como vacunas
para la inmunizacion. Los términos «inmunizacién» o «vacunacion» significan, segun la divulgacién, un aumento o
activacion de una reaccién inmunitaria frente a un antigeno. Se pueden emplear modelos de animales para probar
un efecto inmunizador frente al cancer usando un antigeno asociado a un tumor o un acido nucleico que lo
codifique. Por ejemplo, se pueden introducir células de cancer humanas en un ratén para crear un tumor y se
pueden administrar uno o varios acidos nucleicos que codifiquen los antigenos asociados al tumor. El efecto en las
células cancerosas (por ejemplo, la reduccion del tamafio del tumor) se puede medir mediante el acido nucleico
como medida de la eficacia de una inmunizacién.

[0125] Como parte de la composicion para la inmunizacion se administran uno o varios adyuvantes a uno o varios
antigenos asociados al tumor o fragmentos estimulantes de los mismos para una induccidon de una reaccion
inmunitaria o un aumento de una reaccion inmunitaria. Un adyuvante es una sustancia que se integra en el
antigeno o se administra junto con este y potencia la reacciéon inmunitaria. Los adyuvantes pueden potenciar la
reaccion inmunitaria proporcionando un depdsito de antigenos (extracelular o en macrofagos), activando
macrofagos y/o estimulando determinados linfocitos. Los adyuvantes son conocidos y comprenden, de forma no
limitativa, el monofosforil lipido A (MPL, SmithKline Beecham), las saponinas, como QS21 (SmithKline Beecham),
DQS21 (SmithKline Beecham; WO 96/33739), QS7, QS17, QS18 y QS-L1 (So et al., Mol. Cells 7:178-186, 1997),
el adyuvante de Freund incompleto, el adyuvante de Freund completo, la vitamina E, el Montanide, el alumbre, los
oligonucledtidos CpG (cp. Kreig et al., Nature 374:546-9, 1995) y distintas emulsiones del tipo agua en aceite que
se pueden preparar a partir de aceites degradables, como el escualeno y/o el tocoferol. Preferentemente, los
péptidos se administran en una mezcla con DQS21/MPL. Normalmente, la relacion de DQS21 a MPL es de,
alrededor de 1:10 a 10:1, preferentemente, de alrededor de 1:5 a 5:1 y, particularmente, de alrededor de 1:1.
Normalmente, para una administracion a los seres humanos, DQS21 y MPL se encuentran en una formulacion de
vacuna en un intervalo de alrededor de 1 ug hasta alrededor de 100 pm.

[0126] También se pueden administrar otras sustancias que estimulen una reaccién inmunitaria del paciente. Por
ejemplo, se pueden usar citocinas en una vacunacion debido a sus propiedades reguladoras en los linfocitos. Las
citocinas de este tipo comprenden, p. €j., la interleucina 12 (IL-12), de la que se ha demostrado que potencia los
efectos protectores de las vacunas (cp. Science 268:1432-1434, 1995), el GM-CSF y la IL-18.

[0127] Existe una serie de uniones que potencian una reaccién inmunitaria y que, por ello, se pueden emplear en
una vacunacion. Estas comprenden las moléculas coestimuladoras que se proporcionan en forma de proteinas o
acidos nucleicos. Las moléculas coestimuladoras de este tipo son, por ejemplo, B7-1 y B7-2 (CD80 y CD86), que
se expresan en células dendriticas (DC) e interactian con la molécula CD28 expresada en las células T. Esta
interaccion proporciona una coestimulacion (sefial 2) para una célula T estimulada por el antigeno/MHC/TCR
(sefial 1), con lo que se potencia la multiplicacion de la célula T y la funcion efectora. B7 también interactia con
CTLA4 (CD152) en las células T, y algunos analisis que incluyen los ligandos CTLA4 y B7 muestran que la
interaccion B7-CTLA4 puede potenciar una inmunidad contra un tumor y una multiplicacién de CTL (Zheng, P. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(11):6284-6289 (1998)).

[0128] Normalmente, B7 no se expresa en las células tumorales, de forma que estas no son células presentadoras
de antigeno (APC) eficaces para las células T. Una induccion de la expresion de B7 haria posible que las células
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tumorales estimularan de forma mas eficaz una multiplicacion de los linfocitos T citotdxicos y una funcién efectora.
Una coestimulacion mediante una combinacion de B7/IL-6/IL-12 mostré una induccion del perfil de IFN-gamma y
de las citocinas Th1 en una poblacion de células T, lo que da lugar a una actividad de las células T adun mas
potenciada (Gajewski et al., J. Immunol. 154:5637-5648 (1995)).

[0129] Una activacion completa de los linfocitos T citotoxicos y una funcion efectora completa requieren una
participacion de las células T colaboradoras mediante la interaccion entre el ligando CD40 en las células T
colaboradoras y la molécula CD40 que es expresada por las células dendriticas (Ridge et al., Nature 393:474
(1998), Bennett et al., Nature 393:478 (1998), Schonberger et al., Nature 393:480 (1998)). El mecanismo de esta
sefial coestimuladora se refiere, probablemente, al aumento de la produccion de B7 y de las IL-6/IL-12 asociadas
por las células dendriticas (células presentadoras de antigeno). Asi, la interaccion CD40-CD40L complementa las
interacciones de la sefal 1 (antigeno/MHC-TCR) y de la sefial 2 (B7-CD28).

[0130] Segun las expectativas, el uso de anticuerpos anti-CD40 para una estimulacion de las células dendriticas
potenciaria directamente una reaccion frente a los antigenos del tumor que, normalmente, se encuentran fuera del
alcance de una reaccion inflamatoria o son presentados por células presentadoras de antigenos no profesionales
(células tumorales). En estas situaciones no se proporcionan sefiales coestimuladoras de T colaboradoras y B7.
Este mecanismo se podria usar en el contexto de las terapias que se basan en las células dendriticas cargadas
con antigenos.

[0131] Segun la divulgaciéon también se prevé una administracion de acidos nucleicos, polipéptidos o péptidos. La
administracion de polipéptidos y péptidos se puede efectuar de una forma conocida por si misma. En una forma de
realizacion, la administracion de los acidos nucleicos se efectiia mediante métodos ex vivo, esto es, retirando las
células de un paciente, modificacion genética de las células para integrar un antigeno asociado a un tumor y
reintroduccion de las células modificadas en el paciente. En general, ello comprende la introduccion in vitro de una
copia funcional de un gen en las células de un paciente y la recirculacion de las células modificadas genéticamente
en el paciente. La copia funcional del gen se encuentra bajo el control funcional de elementos reguladores que
permiten una expresion del gen en las células modificadas genéticamente. Los métodos de transfecciéon y de
transduccion son conocidos por el experto en la materia. Segun la divulgacién se prevé también una administracion
in vivo de acidos nucleicos utilizando vectores, como virus y liposomas orientados.

[0132] En una forma de realizacion preferida, se selecciona un vector viral del grupo formado por adenovirus, virus
adeno-asociados, poxvirus, incluido el virus de la vaccinia y los poxvirus atenuados, el virus del bosque de Semliki,
los retrovirus, los virus Sindbis y las particulas similares al virus Ty para la administracion de un acido nucleico que
codifica un antigeno asociado a un tumor. Son especialmente preferidos los adenovirus y los retrovirus. Por lo
general, los retrovirus son de replicacion deficiente (es decir, son incapaces de generar particulas infecciosas).

[0133] Se pueden emplear distintos métodos para introducir acidos nucleicos, in vitro o in vivo, en células segun la
divulgacion. Los métodos de este tipo comprenden la transfeccion de precipitados de acido nucleico-CaPO4, la
transfeccién de acidos nucleicos asociados a DEAE, la transfeccion o la infeccién con los virus anteriores que
contienen los acidos nucleicos de interés, la transfeccion facilitada por liposomas y similares. En determinadas
formas de realizacion se prefiere dirigir el acido nucleico a determinadas células. En las formas de realizacion de
este tipo, un vehiculo que se emplee para administrar un acido nucleico a una célula (p. €j., un retrovirus o un
liposoma) puede presentar una molécula unida de manipulacién dirigida. Por ejemplo, una molécula en forma de un
anticuerpo que sea especifico de una proteina de la membrana superficial de la célula diana o un ligando se puede
integrar en el vehiculo del acido nucleico o se puede unir al mismo para un receptor de la célula diana. Los
anticuerpos preferidos comprenden anticuerpos que se unen de forma selectiva a un antigeno asociado a un
tumor. En el caso de que se desee una administracién de un acido nucleico mediante liposomas, se pueden
integrar proteinas que se unan a una proteina de la membrana superficial asociada con la endocitosis en la
formulacion de los liposomas para hacer posible una manipulacion dirigida y/o una aceptacioén. Las proteinas de
este tipo comprenden proteinas de la capside o fragmentos de las mismas que son especificas de un tipo
determinado de célula, los anticuerpos contra las proteinas que se internalizan, las proteinas que se dirigen a un
punto intracelular y similares.

[0134] Las composiciones terapéuticas segun la divulgacion se pueden administrar en preparaciones
farmacéuticamente compatibles. Las preparaciones de este tipo pueden contener concentraciones
farmacéuticamente compatibles de sales, tampones, conservantes, vehiculos, sustancias complementarias
aumentadoras de la inmunidad, como los adyuvantes, CpG y citocinas, y, en su caso, otros principios activos
terapéuticos.
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[0135] Los principios activos terapéuticos se pueden administrar de cualquier manera convencional, incluida la
inyeccion o la infusion. La administracion se puede efectuar, por ejemplo, por via oral, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea o transdérmica. Preferentemente, la administracion terapéutica de anticuerpos se
efectia mediante un aerosol pulmonar. Preferentemente, la administraciéon de acidos nucleicos no codificantes se
efectla mediante una administracion intravenosa lenta.

[0136] Las composiciones se administran en cantidades eficaces. Una «cantidad eficaz» se refiere a la cantidad
que, sola o en combinacion con otras dosis, hace que se logre una reaccion deseada o un efecto deseado. En el
caso de un tratamiento de una enfermedad determinada o de una afecciéon determinada que se distinga por la
expresion de uno o varios antigenos asociados a un tumor, la reaccién deseada se refiere a la inhibicion del
desarrollo de la enfermedad. Ello comprende la desaceleracion del avance de la enfermedad y, particularmente,
una interrupcion del avance de la enfermedad. La reaccién deseada en un tratamiento de una enfermedad o de
una afeccién también puede ser el retraso de la aparicion o un impedimento de la aparicion de la enfermedad o de
la afeccion.

[0137] Una cantidad eficaz de una composicion segun la invencion dependera de la afeccion que tratar, de la
severidad de la enfermedad, de los parametros individuales del paciente, incluidos la edad, el estado psicoldgico, la
altura y el peso, la duraciéon del tratamiento, el tipo de terapia complementaria (si se da el caso), la via de
administracion especifica y factores similares.

[0138] Preferentemente, las composiciones farmacéuticas son estériles y contienen una cantidad eficaz de la
sustancia terapéuticamente eficaz para la generacion de la reaccion deseada o del efecto deseado.

[0139] Las dosis de las composiciones que se administran pueden depender de distintos parametros, como el tipo
de administracion, el estado del paciente, el periodo de administraciéon deseado, etc. En el caso de que una
reaccion en el paciente sea insuficiente con una dosis inicial, se pueden emplear dosis mas elevadas (o dosis con
una efectividad mas elevada que se logren mediante otra via de administracion mas localizada).

[0140] En general, para el tratamiento o para la generacién o el aumento de una reaccién inmunitaria se formulan y
se administran dosis de 1 ng a 1 mg, preferentemente, de 10 ng a 100 pg del antigeno asociado al tumor. En el
caso de que se desee la administracion de acidos nucleicos (ADN y ARN) que codifiquen los antigenos asociados
al tumor, se formulan y administran dosis de 1 ng a 0,1 mg.

[0141] En general, las composiciones farmacéuticas se administran en cantidades farmacéuticamente compatibles
y en composiciones farmacéuticamente compatible. El término «farmacéuticamente compatible» se refiere a un
material no téxico que no interactia con el efecto del principio activo de la composicién farmacéutica.

[0142] Por lo comun, las composiciones de este tipo pueden incluir sales, tampones, conservantes, vehiculos y, en
su caso, otros principios activos terapéuticos. Para usarlas en medicina, las sales tienen que ser
farmacéuticamente compatibles. No obstante, se pueden usar sales que no sean farmacéuticamente compatibles
para preparar sales de las mismas farmacéuticamente compatibles y estan comprendidas segun la invencion. Las
sales farmacéutica y farmacologicamente compatibles de este tipo comprenden, de forma no limitadora, aquellas
que se han preparado partiendo de los siguientes acidos: acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico,
acido nitrico, acido fosférico, acido maleico, acido acético, acido salicilico, acido citrico, acido férmico, acido
maldnico, acido succinico y similares. Las sales farmacéuticamente compatibles también se pueden preparar como
sales de metales alcalinos o de metales alcalinotérreos, como las sales sédicas, potasicas o calcicas.

[0143] Una composicion farmacéutica segun la divulgacién puede comprender un vehiculo farmacéuticamente
compatible. Segun la divulgacion, el término «vehiculo farmacéuticamente compatible» se refiere a uno o mas
ingredientes de relleno, diluyentes o sustancias encapsuladas sdlidas o liquidas compatibles que sean adecuadas
para una administracion a un ser humano. El término «vehiculo» se refiere a un componente organico o inorganico,
de tipo natural o sintetizado, en el que el componente activo se combina para facilitar una aplicacién. Por lo comun,
los componentes de la composicion farmacéutica se conciben de forma que no se produzca ninguna interaccion
que afecte esencialmente a la eficacia farmacéutica deseada.

[0144] Las composiciones farmacéuticas pueden incluir tampones adecuados, como acido acético en una sal,
acido citrico en una sal, acido bérico en una sal y acido fosférico en una sal.

[0145] Las composiciones farmacéuticas también pueden, en su caso, contener conservantes adecuados, como
cloruro de benzalconio, clorobutanol, parabenos y timerosal.
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[0146] Habitualmente, las composiciones farmacéuticas se presentan en forma de dosis unitarias y se pueden
preparar de forma conocida. Las composiciones farmacéuticas segun la divulgacién se pueden encontrar, por
ejemplo, en forma de capsulas, comprimidos, pastillas para chupar, suspensiones, jarabes, elixires o en forma de
emulsion.

[0147] Habitualmente, las composiciones que son adecuadas para una administracién parenteral comprenden una
preparacion estéril acuosa o no acuosa del principio activo que, preferentemente, es isoténica respecto a la sangre
del receptor. Ejemplos de vehiculos y disolventes compatibles son una solucion de Ringer y una solucién de cloruro
sodico isotonica. Ademas, normalmente, se emplean aceites fijados estériles como medio de solucion o de
suspension.

[0148] La presente invencion se describe de forma detallada mediante las siguientes figuras y los siguientes
ejemplos meramente ilustrativos y que no deben entenderse como limitadores de la invencion. El experto en la
materia deducira otras formas de realizacion de la descripcion y los ejemplos.

Figuras:

Fig. 1. Expresion de la claudina 18A2.1 en el estdbmago y en el eséfago, asi como en los tumores de
estomago y de pancreas

[0149] El analisis de RT-PCR con cebadores especificos de claudina 18A2.1 (SEQ ID NO: 39, 40) mostré segun la
invencion una expresion pronunciada de la claudina 18A2.1 en 8/10 biopsias en tumor de estdmago asi como en
3/6 biopsias de tumor de pancreas. También se hall6 una expresion significativa en los tejidos normales de
estomago y esofago. Por el contrario, no se detectd ninguna expresion en el ovario ni en tumores de ovario.

Fig. 2. Representacion esquematica de conformaciones de claudina 18.

[0150] Segun la invencion, el polipéptido de la claudina 18A2 puede encontrarse en la célula en dos
conformaciones. En la conformacion 1, la proteina se encuentra en forma de molécula de membrana con 4
dominios transmembranarios (TM) y presenta dos dominios distintos, situados de forma extracelular. En la
conformacion 2, las dos zonas medias hidréfobas (h-fob) no ejercen ninguna funcién del dominio
transmembranario. De esta forma, en comparacién con la conformacién 1, en esta conformacién no se sitla
ninguna region peptidica adicional de forma extracelular. Ademas, de esta conformacioén resulta un punto de N-
glucosilacion adicional en la posicion 116 (flecha mas gruesa). En la parte inferior de la figura se enumeran todos
los dominios de glucosilacién previstos. Ex1: dominio extracelular 1, Ex2: dominio extracelular 2, TM: dominio
transmembranario, h-fob: regidn hidréfoba extracelular.

Fig. 3. Expresion cuantitativa de la claudina 18, variante A1

[0151] No se puede detectar la claudina 18A1 en ningun tejido normal, excepto en el tejido de pulmén y estémago.
La claudina 18A1 se expresa en gran medida en una pluralidad de tejidos tumorales. Se encuentra una expresion
especialmente fuerte en tumores de estémago, tumores de pulmoén, tumores de pancreas y tumores de esofago.

Fig. 4. Expresion cuantitativa de la claudina 18, variante A2

[0152] No se puede detectar la claudina 18A2 en ningun tejido normal, excepto en el tejido de estdmago. La
claudina 18A2 se expresa en una pluralidad de tejidos tumorales, particularmente, en tumores de estémago,
tumores de pulmédn, tumores de pancreas y tumores de estomago.

Fig. 5. Uso de anticuerpos especificos de la claudina 18A2 (dominio extracelular)
[0153]

A: Tincion de células de tumor de estdmago positivas en claudina 18A2 (SNU-16, fijadas con metanol) con un
anticuerpo que se preparé mediante inmunizacién con un péptido (SEQ ID NO: 17). Aparece una fuerte
tincion de la membrana en las zonas de interaccion célula/célula. La proteina se agrega en las zonas focales
de la membrana.

B, C, D: Deteccion de la especificidad del anticuerpo mediante analisis de colocalizaciéon en células T 293 de
claudina 18A2 con transferencia de GFP. B: fluorescencia de GFP; C: anti-claudina 18A2; D: superposicion.

Fig. 6. Uso de anticuerpos especificos de la claudina 18A2 (dominio extracelular)
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[0154] Tincién de la membrana de células de tumor de estdmago positivas en claudina 18A2 (SNU-16) con un
anticuerpo que se prepard mediante inmunizacion con un péptido (SEQ ID NO: 113, dominio extracelular situado
de forma N-terminal). Para la contratincién se utilizé un anticuerpo monoclonal que esta dirigido contra la E-
cadherina. A: anticuerpo de la claudina anticuerpo 18A2; B: contratincion de anti-E-cadherina; C: superposicion.

Fig. 7. Uso de anticuerpos contra el dominio extracelular C-terminal de la claudina 18

[0155] Imagenes de la izquierda: Tinciéon de la membrana de las células del tumor de pulmén positivas en claudina
18A2 (SNU-16) con un anticuerpo que se prepard mediante la inmunizacion con un péptido (SEQ ID NO: 116,
dominio extracelular situado de forma C-terminal). Para la contratincion se utilizé un anticuerpo monoclonal que
esta dirigido contra la E-cadherina (imagenes de la derecha).

Fig. 8. Uso de anticuerpos especificos de la claudina 18A1

[0156] Arriba: tincion débil a inexistente de las células de tumor de estémago (SNU-16, positivas en claudina 18A2)
con un anticuerpo que se preparé mediante inmunizaciéon con un péptido especifico de la claudina 18A1 (SEQ ID
NO: 115). A: anti-E-cadherina; B: anti-claudina 18A1; C: superposicion.

[0157] Abajo: deteccion de la especificidad del anticuerpo mediante analisis de colocalizacion en células T 293 de
la claudina 18A1 con transferencia de GFP. A: fluorescencia de GFP; B: anti-claudina 18A1; C: superposicion.

Fig. 9. Deteccion de la claudina 18A2 en el método Western blot.

[0158] Método Western blot con lisados de distintos tejidos sanos con un anticuerpo especifico de la claudina 18A2
dirigido contra el epitopo de SEQ ID NO: 17. 1: tejido normal gastrico; 2: testicular; 3: cutaneo; 4: pectoral; 5:
hepatico; 6: colonico; 7: pulmonar; 8: renal; 9: ganglionar.

Fig. 10. Método Western blot de la claudina 18A2 con muestras de estémago y de tumores de estomago, asi
como distintas lineas celulares.

[0159] Se transfirieron lisados de estdbmago y de tumores de estébmago (A, B) y lineas celulares tumorales (C, D), y
se analizaron con un anticuerpo especifico de la claudina 18A2 contra el epitopo de SEQ ID NO: 17. Los tumores
de estdbmago presentan una forma menos glucosilada de la claudina 18A2. Un tratamiento de lisados de estomago
con PNGase F provoca la formacion de la forma con glucosilacion baja.

A: 1: tejido normal gastrico #A; 2: tumor de estdmago #A; 3: tejido normal gastrico #B; 4: tumor de estémago
#B

B: 1: tejido normal gastrico #A, 2: tejido normal gastrico #B; 3: tejido normal gastrico #B + PNGase F; 4: tumor
de estdmago #C; 5: tumor de estdbmago #D; 6: tumor de estémago #D + PNGase F

C: 1: tejido normal gastrico; 2: MDA-MB-231; 3: SK-MEL-37; 4: AGS; 5: SNU-1; 6: SNU-16; 7: EFO27; 8:
TOV-112D; 9: OVCAR. Se observa que las lineas celulares tumorales expresan la variante desglucosilada de
la claudina 18A2.

D: Resumen en forma de tabla de los datos del método Western blot para una seleccién de lineas celulares
que se analizaron con el anticuerpo especifico de la claudina 18A2.

Fig. 11. Expresion de la claudina 18 en tumores de pulmén

[0160] Segun la Fig. 30, se efectué una deteccion de variantes de la claudina 18A2 con glucosilacion baja en
tumores de pulmén. 1: tejido normal gastrico; 2: tejido gastrico; 3 a 9: tumores de pulmén.

Fig. 12. Analisis inmunohistoquimico de la claudina 18 con anticuerpos especificos de la claudina 18A2 en
tejidos normales

[0161] En la mucosa gastrica, solo se tifien las células epiteliales diferenciadas tanto en la abertura como en la
base de las glandulas. No se puede detectar la claudina 18A2 en las células madre de estdmago. Todos los demas
tejidos normales analizados tampoco expresan este gen, como se representa, por ejemplo, en el caso del rifidn, del
pulmén y del colon.

Fig. 13. Resultados de la inmunohistologia con antisuero policlonal especifico de la claudina 18A2

[0162]
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A: Ejemplos de tinciones especificas de tejidos de tumor de pulmén. Se observa que el tejido normal
pulmonar que expresa la variante de la claudina 18A1 no es reconocido por el antisuero especifico de la
claudina 18A2.

B: Ejemplos de tincién tumoral especifica de tumores de eséfago Se observa que las células sanas del
entorno no se tifien.

C: Ejemplos de tincion tumoral especifica de epitelios de tumor de estdémago En este caso, tampoco se tifien
las células sanas del entorno.

D: Resumen ilustrativo en forma de tabla de los datos de la tincidon inmunohistoquimica con los anticuerpos
especificos de la claudina 18A2 AdenoCa: adenocarcinoma; SCC: carcinoma de epitelio pavimentoso; RCC:
carcinoma de células renales.

Fig. 14. Secuencias
[0163] Se muestran secuencias a las que se hace referencia en la presente memoria.
Fig. 15. Determinacion de zonas extracelulares de la claudina 18A2

[0164] Se prepararon tres construcciones que contenian respectivamente una secuencia de marcador (identificador
myc o HA) en uno de los dominios, EX1 (=dominio extracelular 1), EX2 (=dominio extracelular 2) o D3 (=dominio 3)
(arriba). Estas se transfirieron a lineas celulares y se analizaron para determinar si un anticuerpo dirigido contra
estas secuencias de marcador se unia a células no permeabilizadas. Ello requiere que la zona correspondiente de
la proteina sea topologicamente extracelular. En la citometria de flujo se demostré que las tres zonas de la
molécula eran accesibles para el anticuerpo (abajo).

Fig. 16. Topologia de la membrana de la claudina 18A2

[0165] Segun nuestros datos, la claudina 18A2 se puede encontrar en la conformacion 2, donde los dos dominios
hidréfobos internos no pueden pasar, de forma integral, a través de la membrana celular. Por ello, las zonas mas
grandes de esta molécula son extracelulares. En este caso también se encuentran los dominios de glucosilacion
que, segun nuestros datos, estan glucosilados en el tejido normal gastrico, pero no en los tumores. Con ello, se
obtienen epitopos meramente especificos del tejido del tumor.

Fig. 17. Analisis FACS para determinar la localizacién extracelular de la claudina 18

[0166] La figura muestra analisis por citometria de flujo en células no permeabilizadas a las que se transfirieron
claudina 18A1, claudina 18A2 y simulaciones, asi como secciones de claudina 18A2. Se puede observar que los
anticuerpos mAB1 y mAB2 reconocen de forma especifica la claudina 18A2 (columna izquierda) y los dominios
extracelulares 2 (Ex2, 3.2 columna) en la superficie celular, mientras que la claudina 18A1 (2.2 columna) y el control
negativo (ultima columna) son negativos. El anticuerpo mAB1 se une, a diferencia del mAB2, al dominio
extracelular 1 (Ex1, 4.2 columna) también de forma especifica.

Ejemplos:
Material y métodos

[0167] Los términos «in silico», «electronico» y «clonar de forma virtual» se refieren simplemente al uso de
métodos basados en bases de datos con los que se pueden simular operaciones experimentales de laboratorio.

[0168] Todos los demas términos y conceptos se usan, salvo que se especifique lo contrario, de la forma en la que
son conocidos por el experto en la materia. Las técnicas y los métodos nombrados se efectiian de forma conocida
y se han descrito, p. €j., en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.2 edicién (1989) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. Todos los métodos que implican el uso de kits y
reactivos se desarrollan segun las indicaciones del fabricante.

Estrategia para la determinacion de nuevos genes asociados a tumores basada en la prospeccion de datos

[0169] Se combinaron dos estrategias in silico, en concreto, la busqueda de palabras clave en GenBank y cDNA
xProfiler. Se realizé una busqueda de genes candidatos de los que se indica que se expresan de forma especifica
en determinados tejidos utilizando el sistema ENTREZ Search and Retrieval System del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Entrez) en la base de datos GenBank (Wheeler et al., Nucleic Acids Research 28:10-
14, 2000).
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[0170] Se extrajeron genes candidatos (GOI, genes of interest) de las bases de datos mediante consultas con
palabras clave como, por ejemplo, «colon-specific gene», «stomachspecific gene» o «kidney-specific gene». La
busqueda se limité a una parte de toda la informacion de estas bases de datos empleando como campos «homo
sapiens» para el organismo y «<ARNm» para el tipo de molécula.

[0171] La lista de los GOI encontrados se organizé identificando distintas denominaciones para la misma secuencia
y eliminando esas redundancias.

[0172] A su vez, todos los genes candidatos obtenidos de la busqueda de palabras clave se analizaron mediante el
método «electronic Northern» (eNorthern) respecto a su distribucion en el tejido. El método eNorthern se basa en
comparar la secuencia de un GOI con una base de datos EST (expressed sequence tag) (Adams et al., Science
252:1651, 1991) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Se puede determinar la procedencia del tejido de cada EST
obtenido como homélogo al GOl introducido y, de esta forma, mediante la suma de todos los EST se puede lograr
una estimacioén provisional de la distribucién del GOI en los tejidos. Solo se siguieron analizando los GOI que no
tenian ninguna homologia con los EST de los tejidos normales no especificos de 6rganos. Para esta valoracion
también se tuvo en cuenta que existen bancos de ADNc indicados incorrectamente en el dominio publico (Scheurle
et al., Cancer Res. 60: 4037-4043, 2000) (www.fau.edu/cmbb/publications/cancergenes6.htm). Como segundo
método de prospeccion de datos se utilizd el cDNA xProfiler del proyecto Cancer Genome Anatomy del NCBI
(http://cgap.nci.nih.gov/Tissues/xProfiler) (Hillier et al., Genome Research 6:807-828, 1996; Pennisi, Science
276:1023-1024, 1997). Este permite relacionar entre si conjuntos de transcriptomas archivados en bases de datos
mediante operadores logicos. En nuestro caso, definimos un conjunto A al que, por ejemplo se asignaron todas las
colecciones de expresion preparadas de colon, excluyendo las colecciones mixtas. Al conjunto B se le asignaron
todas las colecciones de ADNc que se habian preparado partiendo de tejido normal, a excepcion del colon. En
general, se utilizaron todos los bancos de ADNc, independientemente del método de preparacion subyacente
empleado, pero solo se admitieron aquellos con una cardinalidad de > 1000. A través del operador BUT NOT se
restd digitalmente el conjunto B del conjunto A. Igualmente, el grupo de los GOI encontrados de esta forma se
someti6 a estudios eNorthern y se verificd mediante una investigacion bibliografica.

[0173] Esta prospeccion de datos combinada incluye los aproximadamente 13.000 genes de cadena completa del
dominio publico y, a partir de estos, predice genes con una expresion especifica potencial de un érgano.

[0174] En primer lugar, se evaluaron todos los demas genes del tejido normal mediante una RT-PCR especifica.
Todos los GOI que se encontraron expresados en tejidos normales no especificos de 6rganos se consideraron
falsos positivos y se excluyeron de los analisis posteriores. Los restantes se analizaron en un gran grupo de los
mas diversos tejidos tumorales. Asi, los antigenos representados mas abajo mostraron estar activados en las
células tumorales.

Extraccion de ARN, preparacion de ADNc cebado con poli-d(T) y analisis RT-PCR convencional

[0175] Se extrajo todo el ARN del material de tejido nativo utilizando isotiocianato de guanidio como agente
caotropo (Chomczynski & Sacchi, Anal. Biochem. 162:156-9, 1987). Después de la extraccion con fenol acido y la
precipitacion con isopropanol, el ARN se disolvié en agua tratada con DEPC.

[0176] Se realiz6 una sintesis de ADNc de la primera cadena a partir de 2 a 4 ug de todo el ARN en una féormula de
reaccion de 20 pl a través del Superscript Il (Invitrogen) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Como
cebador se utilizé un oligonucleétido dT(18). Se comprobaron la integridad y la calidad del ADNc mediante la
amplificacion de p53 en una PCR de 30 ciclos (codificante CGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCG, no codificante
CCTAACCAGCTGCCCAACTGTAG, temperatura de hibridacion 67 °C).

[0177] Se elabord un archivo de ADNc de la primera cadena partiendo de una serie de tejidos normales y entidades
tumorales. Para los estudios de expresion se amplificaron 0,5 ul de estos ADNc en una féormula de reaccion con
cebadores especificos de GOl (véase mas abajo) y 1 U de ADN polimerasa HotStarTaq (Qiagen). La formula de
reaccion contenia respectivamente 0,3 mM de dNTP, por cada 0,3 uM de cada cebador, y 3 pl de 10 x tampdn de
reaccion.

[0178] Los cebadores se seleccionaron de forma que estuviesen en 2 exones distintos, y la eliminacion de la
interferencia mediante ADN gendmico contaminante se confirmé como la causa de los resultados falsos positivos
mediante una prueba del ADN transcrito no de forma inversa como plantilla. Después de 15 minutos a 95 °C para la
activacion de la ADN polimerasa HotStarTaq, se realizaron 35 ciclos de PCR (1 min 94 °C, 1 min temperatura de
hibridacion respectiva, 2 min 72 °C y alargamiento final a 72 °C durante 6 min).
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[0179] Se separaron 20 pl de esta reaccién en un gel de agarosa tefido con bromuro de etidio y se analizaron.

[0180] Se usaron los siguientes cebadores para los analisis de expresion de los antigenos correspondientes a la
temperatura de hibridacién indicada.

Claudina 18A1 (64 °C)

[0181]

Codificante: 5-GAGGCAGAGTTCAGGCTTCACCGA-3' (SEQ ID NO: 109)
No codificante: 5-TGTTGGCTTTGGCAGAGTCC-3' (SEQ ID NO: 110)

Claudina 18A2 (68 °C)

[0182]

Codificante1: 5-GGTTCGTGGTTTCACTGATTGGGATTGC-3' (SEQ ID NO: 39)
No codificante1: 5-CGGCTTTGTAGTTGGTTTCTTCTGGTG-3'  (SEQ ID NO: 40)
Codificante2: 5' -TGTTTTCAACTACCAGGGGC-3' (SEQ ID NO: 107)
No codificante2: 5' -TGTTGGCTTTGGCAGAGTCC-3' (SEQ ID NO: 108)

Preparacion de ADNc cebado con hexameros aleatorios y PCR cuantitativa a tiempo real

[0183] Se cuantifico la expresion de varios genes a través de la PCR a tiempo real. Asi, se detectaron productos de
PCR con SYBR-Green como tinte indicador. La fluorescencia indicadora del SYBR-Green se suprime en una
solucion y el tinte no se vuelve activo hasta que se produce una unién con fragmentos de ADN bicatenario. Para la
cuantificacion se usa el aumento de la fluorescencia del SYBR-Green como consecuencia de la amplificacion
especifica a través de cebadores especificos de GOl después de cada ciclo de PCR. La cuantificacién de la
expresion del gel diana se efectia de forma absoluta o relativa a la expresion de un gen de control con expresion
constante en los tejidos que analizar. La expresion se detectd tras la normalizacion de las muestras frente a ARN
18s como el denominado gen housekeeping a través del método AA-Ct (PE Biosystems, EE. UU.). Las reacciones
se desarrollaron en mezclas dobles y se determinaron en triplicados. Se utilizo el kit QuantiTect SYBR-Green PCR
(Qiagen, Hilden) segun las indicaciones del fabricante. La sintesis del ADNc se efectud con el High Capacity cDNA
Archive Kit (PE Biosystems, EE. UU.) usando cebadores hexameros segun las indicaciones del fabricante. Se
emplearon respectivamente 5 ul del ADNc diluido en 25 ul del volumen total para la PCR: cebador codificante 300
nM, cebador no codificante 300 nM; desnaturalizacion inicial 95 °C 15 min; 95 °C 30 s; hibridacion 30 s; 72 °C 30 s;
40 ciclos. Las secuencias de los cebadores usados se enumeran en los respectivos ejemplos.

Clonacion y analisis de la secuencia

[0184] Se efectud la clonacion de longitudes completas o de fragmentos génicos segun los métodos
convencionales. Para identificar la secuencia se amplificaron los antigenos correspondientes a través de la
polimerasa pfu para la correccion de errores (Stratagene). Tras finalizar la PCR, se ligé la adenosina a través de la
HotStarTaq DNA Polymerase en los extremos del amplicon para clonar los fragmentos en el vector TOPO TA
segun las indicaciones del fabricante. La secuenciacion se realizé a través de un servicio comercial. Las
secuencias se analizaron mediante programas de prediccion y algoritmos convencionales.

Método Western blot

[0185] Se lisan células de un cultivo celular (expresion enddégena del gen diana o sintesis de la proteina diana
segun la transfeccion de un vector de expresion que codifica la proteina diana) o muestras de tejidos que podrian
contener la proteina diana en una solucion de SDS al 1 %. Asi, el SDS desnaturaliza las proteinas incluidas en el
lisado. Los lisados de una féormula experimental se separan por electroforesis segun su tamafio, dependiendo del
tamafo de proteina esperado en geles de poliacrilamida (contenido de SDS del 1%) desnaturalizados del 8 al 15 %
(electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, SDS-PAGE). A continuacién, las proteinas se transfieren
mediante el método de electrotransferencia semiseca (Biorad) a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher &
Schdill) en la que se puede detectar la proteina deseada. Para ello, primero se bloquea la membrana (p. €j., con
leche en polvo) y, a continuacién, se incuba con el anticuerpo especifico en una disolucién de 1:20 a 1:200 (segun
la especificidad del anticuerpo) durante 60 minutos. Después de una etapa de lavado, la membrana se incuba con
un segundo anticuerpo ligado a un marcador (p. €j., una encima, como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina) que
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reconoce al primer anticuerpo. Después de otra etapa de lavado, a continuacion, la proteina diana se hace visible
en la membrana en una reaccién cromatica o de quimioluminiscencia a través de una reaccion enzimatica (p. €j.,
ECL, Amersham Bioscience). El resultado se documenta mediante capturas con una camara adecuada.

[0186] El analisis de las modificaciones proteinicas se efectia normalmente en el método Western blot. Las
glucosilaciones, que tienen normalmente un tamafio de varios kDa, dan lugar a una masa total mayor de la
proteina diana, que se puede separar en la SDS-PAGE. Para la deteccion de uniones O- o N-glucosidicas
especificas se incuban lisados de proteinas de tejidos o células antes de la desnaturalizacién mediante SDS con
O- o N-glucosidasas (segun las instrucciones del fabricante en cuestion, p. ej., PNgase, endoglucosidasa F,
endoglucosidasa H, Roche Diagnostics). A continuacion se efectia un método Western blot como se ha descrito
anteriormente. En el caso de una reduccién del tamafio de una proteina diana, se puede detectar asi una
glucosilacion especifica con una glucosidasa después de la incubacion y, de esta forma, analizar también la
especificidad tumoral de una modificacion. La posicion exacta de los aminoacidos glucosilados se puede predecir
con algoritmos y programas de prediccion.

Inmunofluorescencia

[0187] Se usan células de lineas celulares establecidas que, o bien sintetizan la proteina diana de forma endégena
(deteccion de ARN en la RT-PCR o de la proteina en el método Western blot), o bien se les ha transferido ADN
plasmidico antes de la IF. Para la transfeccion de ADN en lineas celulares estan bien establecidos los métodos
mas diversos (p. €j., electroporacion, transfeccion basada en liposomas, precipitacion con fosfato de calcio) (p. €j.,
Lemoine et al. Methods Mol. Biol. 1997; 75: 441-7). El plasmido transferido puede codificar la proteina no
modificada o ligar distintos marcadores de aminoacidos a la proteina diana en la inmunofluorescencia. Los
marcadores principales son, p. €j., la proteina fluorescente «green fluorescent protein» (GFP) en sus distintas
formas fluorescentes diferenciales y secuencias de péptidos cortas de 6-12 aminoacidos que disponen de
anticuerpos altamente afines y especificos. Las células que sintetizan la proteina diana se fijan con
paraformaldehido, saponina o metanol. A continuacién, en caso de que sea necesario, las células se pueden
permeabilizar mediante incubacion con detergentes (p. e€j., 0,2 % de Triton X-100). Después de la
fijacion/permeabilizacion, las células se incuban con un anticuerpo que se dirige contra la proteina diana o contra
uno de los marcadores ligados. Después de una etapa de lavado, la férmula se incuba con un segundo anticuerpo
ligado a un marcador fluorescente (p. €j., fluorescina, Texas Red, Dako) que se une a un primer anticuerpo. A
continuacion, las células marcadas de esta forma se recubren con glicerina y se analizan usando un microscopio
de fluorescencia segun las indicaciones del fabricante. Asi, las emisiones de fluorescencia especificas se obtienen
mediante excitaciones especificas, dependiendo de las sustancias empleadas. Normalmente, el andlisis permite
localizar la proteina diana de forma segura, de manera que, para determinar la calidad del anticuerpo y la proteina
diana en tinciones dobles, ademas de la proteina diana, también se tifien los marcadores de aminoacidos u otras
proteinas marcadoras, cuya localizacion ya se ha descrito en la bibliografia. La GFP y sus derivados representan
una excepcion, los cuales se pueden excitar directamente y son fluorescentes por si mismos, de forma que no es
necesario ningun anticuerpo para la deteccion.

Inmunohistoquimica

[0188] La IHC sirve en particular para (1) poder estimar la cantidad de proteina diana en tejidos tumorales y
normales, (2) analizar cuantas células sintetizan el gen diana en el tejido tumoral y sano, y/o (3) definir el tipo de
célula en un tejido (tumor, células sanas) en el que se puede detectar la proteina diana. Se deben usar distintos
protocolos en funcién del anticuerpo individual (p. ej., «Diagnostic Immunohistochemistry, de David J., MD Dabbs
ISBN: 0443065667» o en «Microscopy, Immunohistochemistry, and Antigen Retrieval Methods: For Light and
Electron Microscopy ISBN: 0306467704 »).

[0189] La inmunohistoquimica (IHC) en muestras de tejidos especificas sirve para detectar proteinas en el tejido
correspondiente. El objetivo de este método es identificar la localizacion de una proteina en un conjunto de tejidos
funcionalmente intacto. La IHC sirve en particular para (1) poder estimar la cantidad de proteina diana en tejidos
tumorales y normales, (2) analizar cuantas células sintetizan el gen diana en el tejido tumoral y sano, y (3) definir el
tipo de célula en un tejido (tumor, células sanas) en el que se puede detectar la proteina diana. De forma
alternativa, las cantidades de proteinas de un gen diana se pueden cuantificar mediante inmunofluorescencia del
tejido a través de una camara digital y un software adecuado (p. €j., Tillvision, Till-photonics, Alemania). Existen
frecuentes publicaciones sobre esta tecnologia, por ello, se pueden deducir detalles de la tincién y de la
microscopia de, p. ej., «Diagnostic Immunohistochemistry», de David J., MD Dabbs ISBN: 0443065667 o
«Microscopy, Immunohistochemistry, and Antigen Retrieval Methods: For Light and Electron Microscopy" ISBN:

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2675558 T3

0306467704. Se observa que, debido a las propiedades de los anticuerpos, se deben usar distintos protocolos (a
continuacioén se describe un ejemplo) para llegar a un resultado revelador.

[0190] En la IHC se suelen emplear tejidos tumorales definidos histolégicamente y tejidos sanos comparables como
referencia. En este aspecto, también pueden servir de controles positivos y negativos las lineas celulares en las
que se conoce la presencia del gen diana mediante analisis RT-PCR. Siempre se debe realizar un control de fondo
complementario.

[0191] El tejido fijado (p. €j., fijacion con sustancias con contenido de aldehido, formaldehido, paraformaldehido o
en soluciones alcohdlicas) o fragmentos de tejido ultracongelados con un espesor de 1 a 10 ym se colocan en un
soporte de vidrio. Las muestras embebidas en parafina se desparafinan con, p. €j., xileno. Las muestras se lavan
con TBS-T y se bloguean en suero. A continuacion, tiene lugar la incubacién con el primer anticuerpo (disolucion:
1:2 a 1:2000) durante 1 a 18 horas, de forma que, por lo general, se usan anticuerpos purificados por afinidad.
Después de una etapa de lavado, se efectda una incubacién de aprox. 30 a 60 minutos con un segundo anticuerpo
que esta ligado a la fosfatasa alcalina (de forma alternativa: p. ej., a la peroxidasa) y que esta dirigido contra el
primer anticuerpo. A continuacion, se efectia una reaccion cromatica usando sustratos cromaticos cuya reaccion
es causada por las enzimas unidas (cp., p. €j. Shi et al., J. Histochem. Cytochem. 39: 741-748, 1991; Shin et al.,
Lab. Invest. 64: 693-702, 1991). Para detectar la especificidad del anticuerpo, se puede preparar la competicion de
la reaccion afiadiendo previamente el inmundgeno.

Inmunizacion

[0192] (Véase también Monoclonal Antibodies: A Practical Approach, de Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN:
0-19-963722-9; Antibodies: A Laboratory Manual, de Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142; Using Antibodies:
A Laboratory Manual: Portable Protocol NO., de Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447).

A continuacién se describe brevemente el proceso de preparacion de anticuerpos; los detalles se pueden deducir
de las publicaciones citadas. En primer lugar, se inmunizan animales (p. €j., conejos) mediante una primera
inyeccion de la proteina diana deseada. La respuesta inmunitaria del animal al inmundgeno se puede potenciar
mediante una segunda o una tercera inmunizacion dentro de un periodo de tiempo definido (aprox., de 2 a 4
semanas desde la inmunizacion anterior). De nuevo, en distintos intervalos de tiempo definidos (1.2 obtencion de
sangre pasadas 4 semanas; a continuacion, aprox. cada 2 semanas con, en total, hasta 5 extracciones) se extrajo
sangre de los animales y, de ella, se obtuvo un suero inmune.

La inmunizacién de los animales se efectia normalmente por medio de uno de cuatro métodos bien establecidos,
aunque también se encuentran disponibles otros métodos. Asi, la inmunizaciéon se puede realizar con péptidos
especificos de la proteina diana, con toda la proteina o con secuencias parciales de una proteina que se puede
identificar de forma experimental o mediante programas de prediccion.

(1) En el primer caso, se sintetizan péptidos conjugados en KLH (keyhole limpet hemocyanin) (longitud: 8-12
aminoacidos) mediante un método in vitro estandarizado y se usan estos péptidos para la inmunizacién. Por
lo general, estas 3 inmunizaciones se efectian con una concentracion de 5 a 1000 pg/inmunizacioén. El
desarrollo de la inmunizacién también se puede efectuar a través de un proveedor de servicios.

(2) De forma alternativa, la inmunizacion se puede efectuar mediante proteinas recombinantes. Para ello el
ADN clonado del gen diana se clona en un vector de expresion y la proteina diana se sintetiza de forma
analoga a las condiciones del fabricante en cuestion (p. ej., Roche Diagnostics, Invitrogen, Clontech, Qiagen),
p. €j., in vitro sin células, en bacterias (p. €j., en E. coli), en levaduras (p. €j., pombe), en células de insectos o
en células de mamiferos. Después de la sintesis en uno de los sistemas, la proteina diana se purifica, de
forma que la purificacion se efectda por lo general por medio de métodos cromatograficos estandarizados.
Asi, para la inmunizacién también se pueden usar proteinas que disponen de un punto de anclaje molecular
como medio de ayuda para la purificacion (p. ej., His-Tag, Qiagen; FLAG-Tag, Roche Diagnostics; proteinas
de fusion de Gst). Se pueden encontrar varios protocolos en, p. €j., «Current Protocols in Molecular Biology»,
John Wiley & Sons Ltd., Wiley InterScience.

(3) En el caso de que se disponga de una linea celular que sintetice la proteina deseada de forma enddgena,
esta linea celular también se puede usar para preparar el antisuero especifico. Asi, la inmunizacion se efectia
en 1 a 3 inyecciones con aprox. 1-5 x 107 células, respectivamente.

(4) La inmunizacién también se puede efectuar por inyeccion de ADN (inmunizacién por ADN). Para ello, en
primer lugar, el gen diana se clona en un vector de expresion, de forma que la secuencia diana se encuentra
bajo el control de un promotor eucariota fuerte (p. €j., un promotor CMV). A continuacion, se transfieren de 5 a
100 yg de ADN como inmundgeno con una «gene gun» en zonas capilares altamente irrigadas de un
organismo (p. €j., un ratén o un conejo). EI ADN transferido es absorbido por las células del animal, el gen
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diana se expresa y el animal desarrolla finalmente una respuesta inmunitaria contra el gen diana (Jung et al.,
Mol Cells 12: 41-49, 2001; Kasinrerk et al., Hybrid Hybridomics 21: 287-293, 2002).

Controles de calidad del suero policlonal o del anticuerpo

[0193] Para detectar la especificidad resultan especialmente adecuadas las pruebas basadas en cultivos celulares
seguidas de un método Western blot (se describen distintas variaciones en, p. ej., «Current Protocols in
Proteinchemistry», John Wiley & Sons Ltd., Wiley InterScience). Para la deteccién se transfiere a las células un
ADNc a la proteina diana que esta bajo el control de un promotor eucariota fuerte (p. €j., un promotor de
citomegalovirus). Para la transfeccion de ADN en lineas celulares existen varios métodos bien establecidos (p. €j.,
electroporacion, transfeccion basada en liposomas, precipitacion con fosfato de calcio) (p. ej., Lemoine et al.
Methods Mol. Biol. 75: 441-7, 1997). De forma alternativa, también se pueden usar lineas celulares que expresen el
gen diana de forma enddgena (deteccion mediante RT-PCR especifica del gen diana). En un caso ideal, para el
control se transfieren también genes homodlogos en el experimento para poder detectar la especificidad del
anticuerpo analizado en el método Western blot posterior.

[0194] En el método Western blot posterior se lisan las células del cultivo celular o de las muestras de tejidos que
pueden contener la proteina diana en una solucion de SDS al 1 % y se desnaturalizan asi las proteinas. Los
lisados se separan por electroforesis segun su tamario en geles de poliacrilamida (contenido de SDS del 1 %)
desnaturalizados del 8 al 15 % (electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, SDS-PAGE). A continuacion, las
proteinas se transfieren a una membrana especifica (p. €j., nitrocelulosa, Schleicher & Schill) mediante uno de los
varios métodos de transferencia (p. €j., electro transferencia semiseca; Biorad). En esta membrana se puede hacer
visible la proteina deseada. Para ello, en primer lugar se incuba la membrana con el anticuerpo que reconoce la
proteina diana (dilucion de aprox. 1:20 a 1:200, segun la especificidad del anticuerpo) durante 60 minutos. Después
de una etapa de lavado, la membrana se incuba con un segundo anticuerpo ligado a un marcador (p. €j., una
enzima, como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina) que reconoce al primer anticuerpo. A continuacion, en una
reaccion cromatica o de quimioluminiscencia se puede hacer visible la proteina diana en la membrana (p. €j., ECL,
Amersham Bioscience). En un caso ideal, un anticuerpo con una especificidad alta de la proteina diana deberia
reconocer por si mismo solo la proteina deseada.

[0195] Se usan distintos métodos para confirmar la localizacién de la membrana de la proteina diana identificada
en el enfoque in silico. Un método importante y bien establecido que usa los anticuerpos descritos anteriormente es
el de la inmunofluorescencia (IF). Para ello se usan células de lineas celulares establecidas que, o bien sintetizan
la proteina diana (deteccion de ARN en la RT-PCR o de la proteina en el método Western blot), o bien se les ha
transferido ADN de un plasmido antes de la IF. Para la transfeccion de ADN en lineas celulares existen varios
métodos bien establecidos (p. €j., electroporacion, transfeccion basada en liposomas, precipitacion con fosfato de
calcio) (p. €j., Lemoine et al. Methods Mol. Biol. 75: 441-7, 1997). El plasmido transferido a las células puede
codificar la proteina no modificada o ligar distintos marcadores de aminoacidos a la proteina diana en la
inmunofluorescencia. Los marcadores mas importantes son, p. €j., la proteina fluorescente «green fluorescent
protein» (GFP) en sus distintas formas fluorescentes diferenciales, secuencias de péptidos cortas de 6-12
aminoacidos que disponen de anticuerpos altamente afines y especificos o la secuencia corta de aminoacidos Cys-
Cys-X-X-Cys-Cys, que se puede unir a sustancias fluorescentes especificas por medio de sus cisteinas
(Invitrogen). Las células que sintetizan la proteina diana se fijan con, p. €j., paraformaldehido o metanol. A
continuacion, en caso de que sea necesario, las células se pueden permeabilizar con detergentes (p. €j., 0,2 % de
Triton X-100). A continuacion, las células se incuban con un anticuerpo que se dirige contra la proteina diana o
contra uno de los marcadores ligados. Después de una etapa de lavado, la férmula se incuba con un segundo
anticuerpo ligado a un marcador fluorescente (p. e€j., fluorescina, Texas Red, Dako) que se une al primer
anticuerpo. A continuacion, las células marcadas de esta forma se recubren con glicerina y se analizan por medio
de un microscopio de fluorescencia segun las indicaciones del fabricante. Asi, las emisiones de fluorescencia
especificas se obtienen mediante excitaciones especificas, dependiendo de las sustancias empleadas.
Normalmente, el analisis permite la localizacién segura de la proteina diana, de forma que, para determinar la
calidad del anticuerpo y la proteina diana en tinciones dobles, ademas de la proteina diana, también se tifien los
marcadores de aminoacidos u otras proteinas marcadoras, cuya localizacion ya se ha descrito en la bibliografia. La
GFP y sus derivados representan una excepcion, los cuales se pueden excitar directamente y son fluorescentes
por si mismos. La permeabilidad de la membrana, que se puede controlar utilizando detergentes, permite detectar
en la inmunofluorescencia si un epitopo inmunégeno se encuentra localizado dentro o fuera de la célula. De esta
forma se puede fundamentar experimentalmente la prediccion de las proteinas seleccionadas. De forma
alternativa, la deteccion de los dominios extracelulares se puede efectuar mediante citometria de flujo. Para ello, se
fijan células en condiciones no permeabilizantes (p. ej., con PBS/Acida de Na/2% FCS/ 5 mM EDTA) y se analizan
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en el citometro de flujo segun las indicaciones del fabricante. En este método, solo los epitopos extracelulares
pueden ser reconocidos por el anticuerpo que analizar. A diferencia de la inmunofluorescencia, usando, p. €j.
yoduro de propidio o azul tripan, se puede diferenciar entre células vivas y muertas y asi, evitar resultados falsos
positivos.

Purificacién por afinidad

[0196] La purificacion de los sueros policlonales fue efectuada en el caso de los anticuerpos peptidicos
completamente o, en el caso de los anticuerpos contra proteinas recombinantes, en parte como un servicio de las
empresas contratadas. Para ello, el péptido o la proteina recombinante correspondiente se unié a una matriz de
forma covalente en ambos casos, estos se equilibraron después de ligarse a un tampén nativo (PBS: phosphate
buffered saline) y, a continuacion, se incubaron con suero sin tratar. Después de otra etapa de lavado con PBS, el
anticuerpo se eluyé con 100 mM de glicina, pH 2,7, y el eluido se neutralizé en el momento en 2 M de TRIS, pH 8.
Después, los anticuerpos purificados de esta forma se pudieron emplear para la deteccién especifica de las
proteinas diana, tanto mediante transferencia Western blot como mediante inmunofluorescencia.

Preparacion de transfectante GFP

[0197] Para la microscopia por inmunofluorescencia de antigenos asociados a un tumor expresados de forma
heteréloga se clon6 el ORF completo de los antigenos de los vectores pGFP-C1- y pGFP-N3 (Clontech). Se
transfirieron las construcciones de plasmidos correspondientes a las células CHO y NIH3T3 cultivadas en
portaobjetos utilizando el reactivo de transfeccion Fugene (Roche) segun las indicaciones del fabricante y se
analizé después de 12 a 24 h a través de una microscopia por inmunofluorescencia.

Citometria de flujo

[0198] Se efectuaron mediciones por citometria de flujo segun los métodos conocidos (p. €j., Robinson (editor)
Handbook of flow cytometry methods. Wiley-Liss, New York, 1993).

Ejemplo 1: Identificacion de variantes de corte y empalme de la claudina 18A1 y de la claudina 18A2 como
dianas de cancer diagnosticas y terapéuticas

[0199] EI gen de la claudina 18 codifica una molécula de la superficie de la membrana con 4 zonas hidréfobas.
Segun los programas de prediccion (TMHMM, TMPred) y la topologia descrita para muchos otros miembros de
esta familia, la claudina 18 cuenta con 4 dominios transmembranarios y, con ello, dos dominios extracelulares, EX1
y EX2, cuya localizacién extracelular (conformacion 1) se representa en la Fig. 2. El dominio D3, que se localiza
entre los dos epitopos extracelulares, se ha descrito como intracelular en la bibliografia relativa a la claudina 18 y a
otros miembros de esta familia, y también se predice de esta forma con los programas de prediccion
convencionales. Tanto el extremo N como el extremo C son intracelulares. Niimi y col. (Mol. Cell. Biol. 21:7380-90,
2001) describieron dos variantes de corte y empalme de la claudina 18 humana y de ratones que se describieron
como expresadas de forma selectiva en el tejido pulmonar (claudina 18A1) o en el tejido gastrico (claudina 18A2).
Estas variantes se diferencian en el extremo N.

[0200] Se analizd segun la invencion hasta qué punto se podian usar las variantes de corte y empalme de la
claudina 18A2 (SEQ ID NO: 7) y de la claudina 18A1 (SEQ ID NO: 117) asi como sus respectivos productos de
traducciéon (SEQ ID NO: 16 y 118) como marcadores o estructuras diana terapéuticas para los tumores. Se
establecié una PCR cuantitativa que puede diferenciar entre las dos variantes seleccionando pares de cebadores
especificos de A1 (SEQ ID NO: 109, 110) o especificos de A2 (SEQ ID NO: 107, 108). De forma adicional, la
variante de corte y empalme A2 se analizé junto con un segundo par de cebadores en una PCR convencional
(SEQ ID NO: 39, 40). Para la variante A1 se describe que solo se activa en tejido pulmonar sano. Sin embargo, en
nuestro caso, hemos concluido segun la invencién de forma sorprendente que la variante A1 también se activa en
la mucosa gastrica (Fig. 3). El estémago y el pulmdén son los Unicos tejidos normales que presentan una activacion
significativa. Todos los demas tejidos normales son negativos en claudina A1. En el andlisis de los tumores se
concluyd de forma sorprendente que la claudina A1 esta fuertemente activa en una pluralidad de tejidos tumorales.
Una expresion especialmente fuerte se da en los tumores de estdémago, tumores de pulmoén, tumores de es6fago
(Fig. 3), tumores de cabeza y cuello y los tumores de préstata. Los niveles de expresion de la claudina A1 en los
tumores de cabeza y cuello, de prostata, de pancreas y de eséfago son de 100 a 10000 veces mas altos que los
niveles en los tejidos normales correspondientes. Para el analisis de la variante de corte y empalme de la claudina
A2 se utilizaron oligonucledtidos que hacian posible especificamente la amplificacion de esta transcripcion (SEQ ID
NO: 39, 40 o 107, 108). La investigacion concluyé que la variante de corte y empalme A2 no se expresa en ninguno
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de los mas de 20 tejidos normales analizados, excepto en la mucosa gastrica y, en menor medida, también en el
tejido testicular (Fig. 4). Concluimos que, al igual que la variante A1, la variante A2 también esta activada en
muchos tumores (Fig. 4). Entre ellos se incluyen los tumores de estdmago, tumores de pancreas, tumores de
esofago y tumores de higado. Si bien no se puede detectar ninguna activacion de la claudina 18A2 en el pulmon
sano, se concluy6 sorprendentemente que una parte de los tumores de pulmén expresaban la variante de corte y
empalme A2.

Tabla 1A. Expresion de la claudina 18A2 en tejidos normales y tumorales

Tabla 1B. Expresion de la claudina 18A1 en tejidos normales y tumorales

Tejido normal

Expresion

Cerebro

Cerebelo

Miocardio

Musculo esquelético

Endometrio

Estébmago

Colon

Pancreas

Rifién

Higado

Testiculo (teste)

Timo

Mama

Ovario

Utero

Piel

Pulmén

Glandula tiroides

Ganglio linfatico

Bazo

PBMC

Esofago

Tipo de tumor

Expresion

Colon

Pancreas

++

Esofago

++

Estébmago

+++

Pulmén

++

Mama

Ovario

Endometrio

n. a.

CcC

++

Rifién

Préstata

Tejido normal

Expresion

Cerebro
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Cerebelo -

Miocardio -

Mdusculo -

Endometrio -

Estdbmago +++

Colon -

Pancreas -

Rifién -

Higado -

Testiculo +

Timo -

Mama -

Ovario -

Utero -
Piel -

Pulmén +++

Glandula tiroides -

Ganglio linfatico -

Bazo -
PBMC -
Esofago -
Tipo de tumor Expresion

Colon -
Pancreas ++
Esofago ++
Estdbmago +++
Pulmon ++
Mama +
Ovario n. a.
Endometrio n. a.
CCC ++
Rifion -
Prostata ++

[0201] La PCR convencional como analisis de control independiente también confirmé los resultados de la PCR
cuantitativa. Para ello se utilizaron oligonucleétidos (SEQ ID NO: 39, 40) que permiten una amplificacion especifica
de la variante de corte y empalme A2. Se mostré segun la invencion que la mayoria de los tumores gastricos y la
mitad de los tumores de pancreas analizados presentan una fuerte expresion de estas variantes de corte y
empalme (Fig. 1). Por el contrario, no se puede detectar una expresion en otros tejidos con la PCR convencional.
Particularmente, no se encuentra ninguna expresion en los tejidos normales importantes, como pulmodn, higado,
sangre, ganglios linfaticos, mama y rifién (Tabla 1). En este aspecto, las variantes de corte y empalme representan
segun la invencion marcadores moleculares altamente especificos de tumores del tracto gastrointestinal superior,
asi como tumores de pulmoén, tumores de cabeza y cuello, tumores de préstata y sus metastasis. Estos
marcadores moleculares se pueden usar segun la invencion para detectar células tumorales. La deteccion de los
tumores se puede efectuar segun la invencién con los oligonucleétidos nombrados (SEQ ID NO: 39, 40, 107-110).
Como oligonucledtidos son particularmente adecuados los pares de cebadores de los que al menos uno se une en
condiciones restrictivas a una seccion de 180 pares de bases de largo de la transcripcion que es especifica de un
(SEQ ID NO: 8) o de otra variante de corte y empalme (SEQ ID NO: 119).
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[0202] Estos productos génicos son estructuras diana atractivas desde un punto de vista terapéutico, puesto que su
ausencia en la mayoria de los 6rganos relevantes para la toxicidad hace que no se espere ningun efecto adverso,
mientras que la fuerte activacion en las células de los tipos de cancer nombrados hace que se espere una buena
union a estos y medie en los efectos que dafan las células correspondientes.

[0203] Para comprobar estos datos a nivel proteinico se generaron anticuerpos especificos de la claudina o sueros
inmunes inmunizando animales.

El dominio EX1 extracelular N-terminal se diferencia en la secuencia en las dos variantes de corte y empalme, A1y
A2 (SEQ ID NO: 111 de A1 y SEQ ID NO: 112 de A2). El dominio EX2 extracelular C-terminal es idéntico en las
dos variantes (SEQ ID NO: 137). Hasta el momento, todavia no se ha descrito ningn anticuerpo que se una a los
dominios extracelulares de la claudina 18. Hasta el momento, tampoco se ha descrito ninguin anticuerpo que pueda
diferenciar de forma especifica entre las variantes A1 y A2. Para la inmunizacién para generar anticuerpos se
seleccionaron segun la invencion epitopos peptidicos y fragmentos de proteinas situados de forma extracelular que
son especificos de la variante A1 o A2, o se encuentran en las dos variantes. Para la inmunizacién se
seleccionaron los siguientes péptidos, entre otros, para preparar anticuerpos:

SEQ ID NO: 17: DQWSTQDLYN (dominio extracelular N-terminal, especifico de A2, wunién
independientemente de la glucosilacion)

SEQ ID NO: 18: NNPVTAVFNYQ (dominio extracelular N-terminal, especifico de A2, unién principalmente a la
forma no glucosilada, N37)

SEQ ID NO: 113: STQDLYNNPVTAVF (dominio extracelular N-terminal, especifico de A2, union solo a la
forma no glucosilada, N37)

SEQ ID NO: 114: DMWSTQDLYDNP (dominio extracelular N-terminal, especifico de A1)

SEQ ID NO: 115: CRPYFTILGLPA (dominio extracelular N-terminal, principalmente especifico de A1)

SEQ ID NO: 116: TNFWMSTANMYTG (dominio extracelular C-terminal, reconoce tanto a A1 como a A2).

[0204] En nuestro caso, pudimos generar anticuerpos, entre otros, que reconocian el dominio N-terminal de la
variante de corte y empalme de la claudina 18-A1 de forma selectiva, pero no la variante A2 (Fig. 8). Usando
epitopos para inmunizaciones que se encontraban en el dominio extracelular C-terminal idéntico en las dos
variantes de corte y empalme pudimos preparar anticuerpos que reconocian ambas variantes (Fig. 7).

[0205] Se representan, a modo de ejemplo, los datos de un anticuerpo especifico de A2 que se prepard mediante
inmunizacion con la SEQ ID NO: 17. El anticuerpo especifico se puede usar para los analisis por
inmunofluorescencia en distintas condiciones de fijacion. En tinciones comparativas de lineas celulares positivas
asi como negativas en RT-PCR, la proteina correspondiente se puede detectar de forma especifica en, entre otros,
las lineas celulares del tumor gastrico, tumor esofagico y tumor pancreatico tipificadas como positivas en una
cantidad facilmente detectable (Fig. 5). La proteina enddégena se localiza en la membrana y forma agregados
focales mayores en la membrana (Fig. 5). Con este anticuerpo se desarrollaron tinciones inmunohistoquimicas en
tejidos humanos. Confirmamos la distribucion de tejido selectiva de esta proteina. Se analizé una amplia gama de
distintos tejidos normales de los que, en casi todos, no se pudo detectar la proteina de la claudina 18A2, como se
representd, por ejemplo, para el higado, el pulmén, el rifion y el colon. Solo encontramos una activacion de esta
proteina en el tejido gastrico normal (Fig. 12). En nuestro caso, vimos sorprendentemente que la variante A2 de la
claudina 18 se puede detectar en las células diferenciadas de la mucosa gastrica, pero no en las células madre.
Las células diferenciadas de la mucosa gastrica se someten a una renovacion constante. Todo el epitelio gastrico
se sustituye continuamente de forma fisiolégica partiendo de las células madre del estémago. Ello apoya la utilidad
de la variante A2 como estructura diana terapéutica, puesto que, en nuestro caso, mostramos, segun la invencion,
que las células madre del estbmago como la poblacion celular indispensable de la mucosa gastrica, asi como todos
los demas 6rganos sanos no soportan la variante A2 y, con ello, no pueden ser atacados por una sustancia dirigida
especificamente contra la variante A2. En una serie de tumores humanos detectamos, a través del anticuerpo, la
variante A2 de la claudina 18 (Fig. 13) que ya habiamos apreciado en los analisis de RT-PCR, particularmente, en
tumores de estdmago, eso6fago y pulmén. Segun la invencion, estos tumores se pueden abordar terapéuticamente.

[0206] Por otra parte, el anticuerpo descrito anteriormente se empled para una deteccion de proteinas en el método
Western blot. Segun las expectativas, la proteina solo se detecta en el estdmago y en ningun otro tejido normal,
tampoco en el pulmén, donde solo esta activada la variante A1 (Fig. 9). En la tincion comparativa de los tumores de
estdmago y del tejido normal gastrico adyacente de los pacientes se detectd sorprendentemente que esta proteina
tiene un peso de masa mas reducido en todos los tumores de estdmago en los que se detectd la claudina 18A2
(Fig. 10, izquierda). En una serie de experimentos se concluyé segun la invencidon que una banda de estas
dimensiones se produce tratando el lisado del tejido normal gastrico con el agente desglucosilante PNGase F (Fig.
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10, derecha). Mientras que en todos los tejidos normales solo se puede detectar la forma glucosilada de la variante
A2, la A2 como tal se puede detectar en mas del 60 % de los tumores de estdbmago analizados, en concreto, solo
en la forma desglucosilada. A pesar de que la variante A2 de la claudina 18 tampoco se detecta a nivel proteinico
en el pulmoén normal, también se puede encontrar ya en la RT-PCR cuantitativa en los tumores de pulmén. En este
caso, también se encuentra solo la variante desglucosilada (Fig. 11).

[0207] La claudina 18 es por si misma un antigeno de diferenciacion altamente selectivo del estomago (variante
A2) o del pulmén y del estdmago (variante A1). Nuestros datos indican que se ve claramente afectado por
modificaciones de la maquinaria de glucosilacion asociadas al tumor y en los tumores surge un tipo especial de la
variante A2 que esta desglucosilado. Los resultados del tratamiento con PNGaseF muestran que la claudina 18A2
se diferencia en el tejido tumoral y normal respecto a su N-glucosilacion.

[0208] La glucosilacion de un epitopo puede evitar la unién de un anticuerpo especifico de este epitopo y, en el
presente caso, contribuir a que un anticuerpo de este tipo no se pueda unir a la claudina 18A2 en los tejidos
normales, sino exclusivamente en la forma no glucosilada de las células cancerosas. Para preparar anticuerpos
que se unan de forma exclusiva a los epitopos no glucosilados segun la invencion, se tuvo esto en cuenta en la
seleccion de los inmundgenos. En nuestro caso, seleccionamos distintas regiones de la claudina 18A2 que pueden
estar presentes de forma distintamente glucosilada en el tejido tumoral y el tejido normal. Identificamos las regiones
que comprenden los aminoacidos 37, 38, 45, 116, 141, 146 y 205 de la claudina 18A2, entre otros, como puntos
potenciales de glucosilacion de la claudina 18A2 (Fig. 2, abajo). Las células tumorales y el tejido normal se
diferencian segun la invencién por una glucosilacion distinta en una o varias de estas posiciones. La mayoria de
estas zonas no representan ningun punto de glucosilacion clasico, pero incluyen asparagina, serina y treonina, que
en casos aislados se pueden glucosilar (prediccion, Fig. 2, abajo). Las dos variantes de la claudina 18 tienen un
Unico motivo de glucosilacion clasico en el dominio D3, que se considera intracelular en la bibliografia y en los
algoritmos de prediccion actuales correspondientes. No obstante, en una tetraspanina con una estructura similar a
la claudina 18, la PMP 22, se mostr6 que los dominios de membrana hidréfobos 2 y 3 de la PMP 22 no recorren la
membrana celular de forma completa, sino que solo se intercalan de forma parcial en la membrana plasmatica
(Taylor et al., J Neurosc. Res. 62:15-27, 2000). Por este motivo, en el caso de la PMP22, toda la zona entre los dos
dominios transmembranarios exteriores se localiza de forma extracelular.

[0209] Hipotetizamos y analizamos la posibilidad de una topologia de este tipo para la claudina 18A2. Para ello,
preparamos 3 construcciones que contenian una secuencia marcadora (identificador His o HA) en uno de los
dominios EX1, EX2 o D3 respectivamente (Fig. 15, arriba). Estas se transfirieron a lineas celulares y se analizaron
para determinar si un anticuerpo dirigido contra estas secuencias de marcador se unia a células no
permeabilizadas, lo que requiere que la zona correspondiente de la proteina sea extracelular desde un punto de
vista topologico. Puesto que las tres zonas de la molécula fueron medidas como extracelulares por la citometria de
flujo (Fig. 15, abajo), pudimos comprobar que la claudina 18A2 puede encontrarse en una conformacion con dos
dominios transmembranarios y un dominio grande situado de forma extracelular (Fig. 2, conformacién 2). Esta
conformacion es relevante desde un punto de vista bioquimico y terapéutico, puesto que contiene puntos de union
adicionales para anticuerpos terapéuticos (SEQ ID NO: 142, 143).

[0210] Segun la invencién y de forma preferible, se pueden preparar anticuerpos que diferencian entre variantes
glucosiladas y no glucosiladas de la claudina 18A2. Estos son especialmente especificos de las células tumorales.
En la preparacion de anticuerpos especificos de glucosilacion, junto con los dominios de glucosilacion, también
tuvimos en cuenta estas opciones distintas de conformacion.

[0211] Preferentemente, aunque no de forma excluyente, los fragmentos proteinicos de la zona D3 de la claudina
18A2 son adecuados para la inmunizacion de animales. Ello se ha representado, por ejemplo, para dos anticuerpos
con mAB1 y mAB2 (Fig. 17). Analizamos las propiedades de union de estos anticuerpos a lineas celulares que
expresan, o bien la variante A1, o bien la A2 de la claudina 18. Pudimos mostrar que la claudina 18A2 es accesible
para los anticuerpos de la superficie celular. Segun la invencion, los anticuerpos de este tipo son especificos de la
variante A2 y no se unen a la variante A1 (Fig. 17). Introdujimos secuencias exdgenas cortas (myc-tag) en las
zonas de los dominios extracelulares Ex1 y Ex2, respectivamente (Fig. 43). En el ejemplo de mAB1 se representa
que las propiedades de unién del anticuerpo no se ven afectadas por lo mismo y que el verdadero epitopo se
encuentra en el dominio D3. Los anticuerpos generados se pueden usar para fines diagndsticos asi como
terapéuticos. Los sueros inmunes, como el descrito en el presente documento (contra el péptido de SEQ ID NO:
17) pueden usarse, p. €j., en el método Western blot con fines diagndsticos. Segun la invencion, mediante la
inmunizacion con péptidos que contienen al menos una de estas regiones (p. €j., péptido de la SEQ ID NO: 113
(Figura 6), péptido de la SEQ ID NO: 142-145) se pueden preparar anticuerpos que no se pueden unir al epitopo
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glucosilado. Segun la invencién, los anticuerpos de este tipo se unen de forma especifica a los epitopos
desglucosilados en las células tumorales. La falta de glucosilacién en comparacioén con los tejidos normales en una
de las posiciones nombradas también podria estar causada por una desglucosilacion endégena secundaria en las
células tumorales. Una desglucosilacion de este tipo esta asociada a una transformacion Asn (N)— Asp (D) del
aminoacido en cuestion. Por ello, para la preparacion de anticuerpos contra las variantes asociadas a tumores
modificadas de esta forma se pueden usar segun la invencion péptidos derivados de la claudina 18A2 en los que
se sustituye el aminoacido Asn (N), en al menos una de las posiciones 37, 38, 45, 116, 141, 146 y 205 del péptido
de la claudina 18A2, por un Asp (D) (p. €j., SEQ ID NO: 146-150). Se pueden emplear particularmente los
anticuerpos de este tipo, puesto que son altamente selectivos de las células tumorales. Los anticuerpos preparados
también se pueden usar directamente para preparar anticuerpos recombinantes quiméricos o humanizados. Ello
también se puede efectuar directamente con anticuerpos obtenidos directamente de conejos (véase al respecto J
Biol Chem. 2000 May 5;275(18):13668-76, de Rader C, Ritter G, Nathan S, Elia M, Gout |, Jungbluth AA, Cohen
LS, Welt S, OId LJ, Barbas CF 3rd. "The rabbit antibody repertoire as a novel source for the generation of
therapeutic human antibodies"). Para ello, se conservaron los linfocitos de los animales inmunizados. También para
métodos inmunoterapéuticos, como vacunas o la transferencia adoptiva de linfocitos T especificos de antigenos,
los aminoacidos 1-47 (SEQ ID NO: 19 y 120) representan ser epitopos especialmente buenos.

LISTA DE SECUENCIAS

[0212]

<110> Ganymed Pharmaceuticals AG

<120> Productos génicos expresados de forma diferencial en tumores y su uso
<130> 342-23 EPT1

<150> DE 10 2004 024 617.3
<151>2004-05-18

<160> 32
<170> PatentIn versioén 3.1

<210>7

<211> 786

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7
atggccgtga ctgcctgtca gggcttgggg ttecgtggttt cactgattgg gattgcggge 60
atcattgctg ccacctgcat ggaccagtgg agcacccaag acttgtacaa caaccccgta 120
acagctgttt tcaactacca ggggctgtgg cgctcctgtg tccgagagag ctctggettc 180
accgagtgce ggggctactt caccctgcetg gggctgccag ccatgetgca ggcagtgcega 240
gccctgatga tcgtaggecat cgtcctgggt gccattggece tectggtatc catctttgec 300
ctgaaatgca tccgcattgg cagcatggag gactctgcca aagccaacat gacactgacc 360
tccgggatca tgttcattgt ctcaggtctt tgtgcaattg ctggagtgtc tgtgtttgec 420
aacatgctygg tgactaactt ctggatgtcc acagctaaca tgtacaccgg catgggtggg 480
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atggtgcaga
gctggaggcce
ccagaagaaa
aagcctggag
tacgatggag
gtgtaa

<210>8

<211> 180

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 8
tgcgccacea
attgcgggca
aaccccgtaa

<210> 16

<211> 261

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 16

Met Ala

Gly Ile

Gln Asp

Leu Trp
50

ctgttcagac
tcacactaat
ccaactacaa
gcttcaaggce

gtgcccgceac

ES 2675558 T3

caggtacaca
tgggggtgtyg
agccgtttcet

cagcactggc

agaggacgag

tttggtgcgg
atgatgtgca
tatcatgcct
tttgggtcca

gtacaatctt

ctctgttegt
tcgcecctgeceg
caggccacag
acaccaaaaa

atccttccaa

gggctgggte
gggcctggea
tgttgecctac
caagaagata

gcacgactat

tggeccgtgac tgectgtecag ggettggggt tegtggttte actgattggg
tcattgctge cacctgecatg gaccagtgga gcacccaaga cttgtacaac

cagctgtttt caactaccag gggctgtggce gctcctgtgt ccgagagage

Val Thr

Ala Gly

20

Leu
35

Tyr

Arg Ser

Ala Cys Gln
5

Ile Ile Ala

Asn Asn Pro

Cys Val Arg
55

Gly Leu

Ala Thr

25

Val
40

Thr

Glu Ser

37

Gly Phe Val Val
10

Cys Met Asp Gln

Ala Val Phe Asn
45

Ser Gly Phe Thr
60

Ser

Trp

Tyr

Glu

Leu

15

Ser

Gln

Cys

Ile

Thr

Gly

Arg

540

600

660

720

780

786

60

120

180
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Gly Tyr Phe Thr Leu Leu Gly Leu Pro Ala Met Leu Gln Ala Val Arg

Ala Leu Met Ile Val Gly Ile Val Leu Gly Ala Ile Gly Leu Leu Val
85 90 95

Ser Ile Phe Ala Leu Lys Cys Ile Arg Ile Gly Ser Met Glu Asp Ser
100 105 110

Ala Lys Ala Asn Met Thr Leu Thr Ser Gly Ile Met Phe Ile Val Ser
115 120 125

Gly Leu Cys Ala Ile Ala Gly Val Ser Val Phe Ala Asn Met Leu Val
130 135 140

Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr Thr Gly Met Gly Gly
145 150 155 160

Met Val Gln Thr Val Gln Thr Arg Tyr Thr Phe Gly Ala Ala Leu Phe
165 170 175

val Gly Trp Val Ala Gly Gly Leu Thr Leu Ile Gly Gly Val Met Met
180 185 190

Cys Ile Ala Cys Arg Gly Leu Ala Pro Glu Glu Thr Asn Tyr Lys Ala
195 200 205

Val Ser Tyr His Ala Ser Gly His Ser Val Ala Tyr Lys Pro Gly Gly
210 215 220

Phe Lys Ala Ser Thr Gly Phe Gly Ser Asn Thr Lys Asn Lys Lys Ile
225 230 235 240

Tyr Asp Gly Gly Ala Arg Thr Glu Asp Glu Val Gln Ser Tyr Pro Ser
245 250 255

Lys His Asp Tyr Val
260

<210> 17

<211>10

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 17

Asp Gln Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asn
1 5 10
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<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Asn Asn Pro Val Thr Ala Val Phe Asn Tyr Gln
1 5 10
<210> 19
<211> 47
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
Met Ala Val Thr Ala Cys Gln Gly Leu Gly Phe Val Val Ser Leu Ile
1 5 10 15
Gly Ile Ala Gly Ile Ile Ala Ala Thr Cys Met Asp Gln Trp Ser Thr
20 25 30
Gln Asp Leu Tyr Asn Asn Pro Val Thr Ala Val Phe Asn Tyr Gln
35 40 45
<210> 39
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido

<400> 39
ggttcgtggt ttcactgatt gggattge 28

<210> 40

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 40
cggctttgta gttggtttct tctggtg 27

<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 107
tgttttcaac taccaggggc 20

<210> 108
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2675558 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 108

tgttggcttt ggcagagtcc 20

<210> 109
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido

<400> 109

gaggcagagt tcaggcttca ccga

<210> 110
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

24

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido

<400> 110

tgttggcttt ggcagagtcc 20

<210> 111
<211> 56
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 111

Thr
1

Thr

Ser

Pro

<210> 112
<211> 53
<212> PRT

Gly Met Asp

Ser Val Phe
20

Ser Gly Phe
35

Ala Met Leu
50

<213> Homo sapiens

<400> 112

Met Trp

5

Gln Tyr

Thr Glu

Gln Ala

Ser

Glu

Cys

val
55

Thr Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro Val
10 15

Gly Leu Trp Arg Ser Cys Val Arg Gln
25 30

Arg Pro Tyr Phe Thr Ile Leu Gly Leu
40 45

Arg

40



ES 2675558 T3

Asp Gln Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asn Asn Pro Val Thr Ala Val
1 5 10 15

Phe Asn Tyr Gln Gly Leu Trp Arg Ser Cys Val Arg Glu Ser Ser Gly
20 25 30

10

15

20

25

30

Phe Thr Glu Cys Arg Gly Tyr Phe Thr Leu Leu Gly Leu Pro Ala Met

35 40 45

Leu Gln Ala Val Arg
50

<210> 113

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 113
Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asn Asn Pro Val Thr Ala Val Phe
1 5 10

<210> 114

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 114
Asp Met Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro
1 5 10

<210> 115

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 115
Cys Arg Pro Tyr Phe Thr Ile Leu Gly Leu Pro Ala
1 5 10

<210> 116

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 116
Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr Thr Gly
1 5 10

<210> 117

<211> 816

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 117
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gccaggatca tgtccaccac cacatgcecaa gtggtggegt tectectgte catcetgggg

ctggcecggcet
aaccccgtca
tcaggcttca
gcagtgcgag
atctttgccc
acactgacct
gtgtttgcca
atgggtggga
ggctgggtcg
ggcctggeac
gttgcctaca
aagaagatat
cacgactatg

<210> 118
<211> 261
<212> PRT

gcatcgecggce
cctecegtgtt
ccgaatgcag
ccctgatgat
tgaaatgcat
ccgggatcat
acatgctggt
tggtgcagac
ctggaggcct
cagaagaaac
agcctggagg
acgatggagg

tgtaatgctc

<213> Homo sapiens

<400> 118

caccgggatg
ccagtacgaa
gccctatttce
cgtaggcatc
ccgecattgge
gttcattgtce
gactaacttc
tgttcagacc
cacactaatt
caactacaaa
cttcaaggcc
tgcccgcaca

taagacctct

gacatgtgga
gggctctgga
accatcctgg
gtcctgggtg
agcatggagg
tcaggtcttt
tggatgtcca
aggtacacat
gggggtgtga
gcecgtttett
agcactggcet
gaggacgagg

cagcac

42

gcacccagga
ggagctgcgt
gacttccagce
ccattggccect
actctgccaa
gtgcaattgce
cagctaacat
ttggtgcgge
tgatgtgcat
atcatgcctce
ttgggtccaa

tacaatctta

cctgtacgac
gaggcagagt
catgctgcag
cctggtatcece
agccaacatg
tggagtgtct
gtacaccggc
tctgttecgtg
cgcctgceegyg
aggccacagt
caccaaaaac

tccttecaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

816



Met

Gly

Gln

Leu

Pro

65

Ala

Ser

Ser

Leu

Asp

Trp

50

Tyr

Leu

Ile

Thr

Ala

Leu

35

Arg

Phe

Met

Phe

Thr

Gly

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Ala

Thr

Cys

Asp

Cys

Ile

Val

85

Leu

Cys

Ile

Asn

Val

Leu

70

Gly

Lys

ES 2675558 T3

Gln

Ala

Pro

Arg

55

Gly

Ile

Cys

vVal

Ala

Val

40

Gln

Leu

Val

Ile

43

Val

Thr

25

Thr

Ser

Pro

Leu

Arg

Ala

10

Gly

Ser

Ser

Ala

Gly

90

Ile

Phe

Met

Val

Gly

Met

75

Ala

Gly

Leu

Asp

Phe

Phe

60

Leu

Ile

Ser

Leu

Met

Gln

45

Thr

Gln

Gly

Met

Ser

Trp

Tyr

Glu

Ala

Leu

Glu

Ile

15

Ser

Glu

Cys

vVal

Leu
95

Asp

Leu

Thr

Gly

Arg

Arg

80

Val

Ser
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Ala Lys

Gly Leu
130

Thr Asn
145

Met Val

Val Gly

Cys Ile

Val Ser
210

Phe Lys
225

Tyr Asp

Lys His

<210> 119
<211> 227
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 119

Ala

115

Cys

Phe

Gln

Trp

Ala

195

Tyr

Ala

Gly

Asp

100

Asn

Ala

Trp

Thr

Val

180

Cys

His

Ser

Gly

Tyr
260

gccaggatca tgtccaccac

ctggcecggcet gcatcgeggce

aaccccgtceca cctceccegtgtt

tcaggcecttca ccgaatgceag

<210> 120
<211>69

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 120

ES 2675558 T3

Met Thr Leu

Ile Ala Gly
135

Met Ser Thr
150

Val Gln Thr
165

Ala Gly Gly

Arg Gly Leu

Ala Ser Gly
215

Thr Gly Phe
230

Ala Arg Thr
245

Val

cacatgccaa
caccgggatg
ccagtacgaa

gccctattte

Thr

120

Val

Ala

Arg

Leu

Ala

200

His

Gly

Glu

105

Ser

Ser

Asn

Tyr

Thr

185

Pro

Ser

Ser

Asp

Gly

vVal

Met

Thr

170

Leu

Glu

Val

Asn

Glu
250

gtggtggcgt

gacatgtgga

gggctctgga

accatcctgg

44

Ile Met

Phe
125

Phe Ala Asn

140

Tyr Thr
155

Gly

Phe Gly Ala

Ile Gly

Gly

Glu Thr Asn

Ala Tyr
220

205

Lys

Thr Lys Asn

235

Val Gln

tcectectgte catcctgggy
gcacccagga cctgtacgac

ggagctgcgt gaggcagagt

gacttcce

Ser

110

Ile

Met

Met

Ala

Val

190

Tyr

Pro

Lys

Tyr

Val

Leu

Gly

Leu

175

Met

Lys

Gly

Lys

Pro
255

Ser

Val

Gly

160

Phe

Met

Ala

Gly

Ile

240

Ser

60

120

180

227
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Met Ser Thr Thr Thr Cys Gln Val Val Ala Phe Leu Leu Ser Ile Leu
1 5 10 15

Gly Leu Ala Gly Cys Ile Ala Ala Thr Gly Met Asp Met Trp Ser Thr
20 25 30

Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro Val Thr Ser Val Phe Gln Tyr Glu Gly
35 40 45

Leu Trp Arg Ser Cys Val Arg Gln Ser Ser Gly Phe Thr Glu Cys Arg
50 55 60

Pro Tyr Phe Thr Ile
65

<210> 137

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 137

Asn Met Leu Val Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr Thr
1 5 10 15

Gly Met Gly Gly Met Val Gln Thr Val Gln Thr Arg Tyr Thr Phe Gly
20 25 30

<210> 142
<211> 116
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 142
Ala Leu Met Ile Val Gly Ile Val Leu Gly Ala Ile Gly Leu Leu Val

1 5 10 15

Ser Ile Phe Ala Leu Lys Cys Ile Arg Ile Gly Ser Met Glu Asp Ser
20 25 30

Ala Lys Ala Asn Met Thr Leu Thr Ser Gly Ile Met Phe Ile Val Ser
35 40 45
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Gly Leu Cys Ala Ile Ala Gly Val Ser Val Phe Ala Asn Met Leu Val
50 55 60

Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr Thr Gly Met Gly Gly
65 70 75 80

Met Val Gln Thr Val Gln Thr Arg Tyr Thr Phe Gly Ala Ala Leu Phe
85 90 95

Val Gly Trp Val Ala Gly Gly Leu Thr Leu Ile Gly Gly Val Met Met
100 105 110

Cys Ile Ala Cys
115

<210> 143

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 143

Arg Ile Gly Ser Met Glu Asp Ser Ala Lys Ala Asn Met Thr Leu Thr
1 5 10 15

Ser Gly Ile Met Phe Ile Val Ser
20

<210> 144

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 144
Ala Lys Ala Asn Met Thr Leu Thr
1 5

<210> 145

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145
Met Glu Asp Ser Ala Lys Ala Asn Met Thr Leu Thr Ser Gly
1 5 10

<210> 146

<211> 14

<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 146

Met Glu Asp Ser Ala Lys Ala Asp Met Thr Leu Thr Ser Gly
1 5 10
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<210> 147

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

5 <400> 147
Ser BAla Lys Ala Asp Met Thr Leu Thr
1 5
<210> 148
<211>9
<212> PRT

10 <213> Homo sapiens

<400> 148
Ala Lys Ala Asp Met Thr Leu Thr Leu
1 5

<210> 149

<211> 53

15 <212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 149

Asp Gln Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro Val Thr Ala Vval
1 5 10 15

Phe Asn Tyr Gln Gly Leu Trp Arg Ser Cys Val Arg Glu Ser Ser Gly
20 25 30

Phe Thr Glu Cys Arg Gly Tyr Phe Thr Leu Leu Gly Leu Pro Ala Met
35 40 45

Leu Gln Ala Val Arg
50

<210> 150
20 <211> 14
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 150

Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro Val Thr Ala Val Phe
1 5 10

12

25
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo en un método para detectar células tumorales que expresan un antigeno asociado a un
tumor, en donde el anticuerpo se une al antigeno asociado a un tumor, en donde el anticuerpo se puede obtener
mediante inmunizacién con un péptido o un polipéptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
formado por las SEQ ID NOs: 142-148, y en donde el antigeno asociado a un tumor expresado en el tejido tumoral
tiene la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 16 y, en comparacion con el tejido normal sano,
representa una variante desglucosilada del antigeno asociado a un tumor, en donde la glucosilacion es una N-
glucosilacion y el tumor es un tumor de estébmago o un tumor de pulmén y el método comprende detectar la
variante desglucosilada del antigeno asociado a un tumor en una muestra bioldgica.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

3. Uso segun la reivindicacion 2, en donde el anticuerpo es un anticuerpo quimérico o humanizado, o un fragmento
de un anticuerpo que se une de forma selectiva al antigeno asociado a un tumor.

4. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo se acopla a un medio diagnostico.
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Fig. 1

Tumores de estémago

Tumores de pancreas
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Puntos potenciales de glucosilacién

extracelular

Puntos de glucosilacion previstos (posiciones de los aminoacidos)

Claudina 18A2

Nombre Sec. Posicién Rangos de Resultado
los puntos de
glucosilacion

Secuencia 37 0.7219(9/9)  ++

Secuencia 38 0.6502 (8/9) +

Secuencia 45 0.6026 (8/2) +

Secuencia 116 0.5713 (7/9) +

Secuencia 141 0.6348 (7/9) +

Secuencia 146 0.5187 (6/9) +

Secuencia 153 0.4696 (5/9) -

Secuencia 205 0.6011 (8/9) +

Secuencia 234 0.3960 (8/9) -

Secuencia 237 0.4602 (6/9)

. Conformacioén 1

 Conformacién 2
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Niveles de expresion
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FIG. 6A

FIG. 6B

FIG. 6C
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Fig. 12

Células glandulares
diferenciadas

Zona de las
células madre

Células mn_ﬁm_._m_mm
diferenciadas
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Tumor
Tejido Tipo de ~ Positivo /
tumor | total

Estomago AdenoCa 910
Pulmoén AdenoCa 11712
Pulmén SCC 0/2
Esofago AdenoCa 5/5
Esoéfago SCC 0/3
Prostata 173
Mama 1/3
RiAén RCC 073
Colon 0/3
Cerebro Glioblastoma 073
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Fig. 14

D

Secuencia

47

ATGGCCGTGACTGCCTGTCAGGECTTGGGGTTCGTGGTTTICACTGATTGGGATTGCGGGCATCATTGCTIG
CCACCTGCATGGACCAGTGGAGCACCCAAGACTTGTACARCAACCCCGTAACAGCTGTTTTCAACTACCA
GGGGCTETGECGCTCCTGTGTCCCACGRAGAGCTCTGGCTTCACCGAGTGCCGEEGCTACTTCACCCIGCLG
GGGCTGCCAGCCATGCTGCAGGCAGTGCGAGCCCTGATCGATCGTAGGCATCGTCCTGGGETGCCATTGECT
TCCTGGTATCCATCTTTGCCUTGAAATGCATCCGCATTGGCAGCATGGAGGACTCTGCCARAGCCARCAT
GACACTGACCTCCGGGATCATGTTCATTGTCTCACGTCTTTGTSCARTTGCTGGAGTGTCTGTGTTTGCC
AACATGCTGGTGACTAACTTCTGCGATGTCCACAGCTAACATCTACACCGGCATGGGTGGCGATGGTGCAGA
CTGTTCAGACCAGGTACACATTTIGGTGCGGCTCTGTTCGTGGGCTGGEGTCGCTGGAGGCCTCACACTAART
TGGGGETGTGATGATGTGCATCGCCTGCCEGEGCCTCGCACCAGAAGRAACCARCTACRAAGCCGTTTCT
TATCATGCCTCAGECCACAGTGTTGCCTACARGCCTGCAGCCTTCAAGGCCAGCACTGECTTTGGGTCCA
ACACCARAAAACAAGAAGATATACGATGCGAGGTGCCCGCACAGRGGACGAGGTACAATCTTATCCTTCCAA
CCACTATGTGTAA

GL

tgegecaccatggecgtgactgectgtcagggettggggttegtggtttcactgattggg
attgcgggecatcattgetgecacctgecatggaccagtggagecacecaagactigracaac
aaccccgtaacagetgttttcaactaccagggygctgtyggegetectgtgtecgagagage

MAVTACQCLGFVVSLIGIAGI IAATCMDOWS TOQDLYNNPVTAVENYQGLWRSCVRESSGFTECRGYEFTLL
CLPAMLOAVRALMIVGIVLGAIGLLVSIFALKCIRIGSMEDSAKANMTLTSGIMEFIVEGLCATAGVSVEA
NMLVTNEFWMSTANMY TGMGGMVQTVOTRY TFGAALFVGWVAGGLTLIGGVMMC LACRGLAPERETNYKAVE

YHASGHSVAYKPGGFKASTGFGSNTKNKKIY DGGARTEDEVOSYPSKHDYV*

417

DOWSTQDLYN

18

NNPVTAVENTQ

#19

MAVTACCGLGEVVSLIGIAGLIAATCMDOWSTODLYNNPVTAVENYQ

#39

GGTTCGTGGTTTCACTGATTGGGATTGC

#40

CGGCTTTGTAGTTIGGTTTCTTCTGGTG

#107

TGTTTTCAACTACCAGGGGC

#108

TGTIGGCTTTGGCAGAGTCC

#109

GAGGCAGAGTTCAGGCTTCACCGA

#110

TGTTGGCTTTG

GCAGAGTCC

(#1311

TGMDMHS TODLYDNPVTSYFOYEGLWRSCVROSSGFTECRPYFTILGLEAMLOAVR

#112

DOWSTODLYNNPVTAVENYQGLWRSCVRESSGFTECRGYFTLL

GLPAMLOAVR

#113

STODLYNNPVTAVFE

#114

DMWSTCDLYDNP

#115

CRPYFTILGLPA

#116

TNEFWMSTANMYTG

#3117

gccaggatca
ctggccecgget
aaccccgtca
tcaggcttca
gcagtgcgag
atctttgece
acactgacct
gtgtttgcea
atgggtggga
ggetgggteg
agcctggcac
gttgectaca
aagaagatat
cacgactatyg

tgtccaccac
gcatcgegge
cctecegtgtt
ccgaatgoag
ccctgatgat
tgaaatgcat
ccgggatcat
acatgctggt
tggtgcagac
ctggaggect
cagaagaaac
agcctggagyg
acgaltggagg
Lgtaatgcte

cacatgccaa
caccgygatyg
ccagtacgaa
gccectattte
cqgtaggcatc
cegeattgge
glttcattgtc
gactaacttce
tgttcagacc
cacactaatt
caactacaaa
cttcaaggec
tgcecegeaca
faagacctct

gtggtggegt
gacatgtgga
gggctctgga
accatcotgg
gtcctgggty
ageatggagg
tcaggtcttt
tgoatgtcca
aggtacacat
gggggtgtga
gocgtttctt
agcactggcet
gaggacgaygy
cagcac

tectectgte
gcacccagga
ggagctgogt
gacttccaga
ccattggeet
actctgccaa
gtgcaattge
cagctaacat
ttggtgeggce
tgatgtgecat
atcatgcctce
ttggglccas
tacaatctta

catcctgggg
cctgtacgac
gaggcagagt
catgetgeaqg
cctggtatee
agccaacalbkyg
tggagtgtct
gtacaccggce
tctgttegtg
cgcetgecgyg
aggccacagt
caceaaddac
tccttecaag

#2118

MSTTTCOVVAFLLSTILGLAGCIAATGMDMWSTODLYDNEVTEVE
QYEGLWRSCVROSSGFIECRPYFI I LGLPAMLOQAVRALMIVGIVLGAIGLLVSTIFALK
CIRIGSMEDSAKANMTLTSGIMFIVSGLCAIAGVSVFANMLVTNFWMSTANMY TGMGG
MYQTVRTRY TFGARALFVGWVAGGLTLIGGVMMCTACRCLAPEETNYKAVEYHASGHSY
AYKPGGEKASTGEGSNTENEKKIYDGGARTEDEVQSYPSKHDYV

goccaggatca tgtccaccac cacatgecaa gtggtggegt
ctggeccgget gcatcgegge caccgggatyg gacatgtgga
aaccccgtca ccteegbgtt ccagtacgas gggctotgga

tcctecectgte
gcacccagga
ggagctgcat

catcctggygyg
cctagtacgac
gaggcagagt
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tcaggettca ccgaatgeaqg gecctatttc accatccectgg gacttec

#120 MSTTTCQVVAFLLSILGLAGCIAATGMDMWSTODLYDNPVTSVEQYEGLWRSCVRQSSGFTECRPYFTT

$137 NMLVTNEFWMSTANMYTGMGGMVQTVQTRYTEG

#142 Jalmivgivlgaigllvsifalkcirigsmedsakanmtltsgimfivsglcalagvsvianmlvinfwnst
anmytgmggmvagtvatrytfgaal fvgwvaggltliggvmmeiac

#143 |rigsmedsakanmtltsgimfivs

#144 |Akanmtlt

#145 |Medsakanmtltsg

#146 |Medsakadmtltsg

#147 |sakadmtlt

#148 |akadmtltl

#1489 DOWSTQODLYDNPVTAVENYQGLWRSCVRESSGFTECRGYFTLLGLPAMLOAVR

#3150 STODLYDNPVTAVE
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extracelular
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Fig. 16

Cancer

|

. intracelular

Tejido normal

~ intracelular
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Fig. 17

mAB1

mAB2

Claudina 18A2

Claudina 18A1

Claudina 18A2
Myc-tag en Ex2

Claudina 18A2
HA-tag en Ex1
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