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DESCRIPCION
Uso de TM9SF4 como biomarcador para exosomas asociados a tumores.

La presente invencion se refiere a biomarcadores de microvesiculas extracelulares para la determinacion del estado
de transformacion tumoral o la presencia de un tumor en un sujeto, y a los usos de tales biomarcadores y a métodos
de diagnéstico usando tales biomarcadores.

Antecedentes de lainvencion

Al contrario que los tumores malignos (o cancerosos), los tumores benignos son normalmente masas de células que
carecen de la capacidad para invadir el tejido circundante o para metastatizar. Ademas, los tumores benignos tienen
generalmente una velocidad de crecimiento mas lenta que los tumores malignos y las células tumorales estan
habitualmente més diferenciadas.

Aunque la mayor parte de los tumores benignos no son potencialmente mortales, muchos tipos de tumores benignos
tienen el potencial para volverse cancerosos (malignos) a través de un proceso conocido como transformacion
tumoral.

El cancer no metastésico (primario o recurrente) es un cancer que no se ha diseminado a partir del sitio primario
(lugar donde se inici6) a otros lugares en el cuerpo.

El cancer metastasico es un cancer que se ha diseminado desde la parte del cuerpo donde inici6 (el sitio primario) a
otras partes del cuerpo.

El desarrollo de neurofibromas benignos a menudo puede estar vinculado una mutacién del gen supresor de
tumores NF1 en células del linaje de células de Schwann*>. Estas neoplasias pueden experlmentar frecuentemente
una transformacion adicional a tumores malignos de la vaina nerviosa periférica (MPNST) . Actualmente esta poco
claro qué tipos celulares son particularmente susceptibles a la formacién de MPNST, cuéles son los cambios
moleculares que provocan el desarrollo de MPNST a partir de los neurofibromas o qué otros factores en el entorno
tumoral podrian contribuir a la neoplasia. Ademas, se observan gliomas, partlcularmente astrocitomas pilociticos del
nervio optico, y leucemias, con frecuencia aumentada en la poblacién con NF13,

Los MPNST tienen un pronostlco muy malo dado gue no responden a la quimioterapia o radioterapia convencional, y
tienen una elevada propension a metastatizar*”. Los pacientes con NF1 y sus familias son muy conscientes de estos
hechos, lo cual es el porqué de que el desarrollo de un MPNST sea la complicacién mas temida por los pacientes
que padecen esta enfermedad®. Sin embargo, la deteccién temprana a menudo se ve dificultada por el hecho de que
los MPNST se desarrollan frecuentemente dentro de grandes neurofibromas preexistentes, lo que hace que el nuevo
crecimiento o progresion sea dificil de detectar y distinguir, incluso con MRI. Este retraso en el diagndstico
probablemente es la causa del mal desenlace de MPNST en NF1 con respecto a sus homélogos esporadicos. Esto
constituye el mayor impulso para la identificacion de alteraciones moleculares que puedan detectarse de manera no
invasiva y sean indicativas del inicio y la progresiéon de MPNST en pacientes con NF1, que serian utiles en el
examen y diagndstico temprano, asi como en la monitorizacion de la enfermedad o el desenlace terapéutico en la
practica preclinica y clinica.

Se acepta generalmente que existen multiples subtipos de neurofibromas que difieren en su ubicacién y patron de
crecimiento, su asociacion con NF1 y su potencial para la transformaciéon maligna. Muchos investigadores en cnenma
clinica y basica clasifican ampliamente los neurofibromas como variantes o bien dérmicas o bien pIeX|formes Los
neurofibromas plexiformes son variantes de neurofibromas que se producen casi exclusivamente en pacientes con
NF1 y se cree que son congénitos; se distinguen de los neurofibromas intraneurales localizados por su patron de
crecimiento pIeX|forme caracteristico. Los neurofibromas plexiformes tienen el riesgo mas alto de transformacion
maligna a MPNST".

De manera similar a la transformacion de los neurofibromas a MPNST, otros tumores benignos tienen el riesgo de
transformarse en sus homdélogos malignos. Este es el caso, por ejemplo, de la hiperplasia prostatica benigna (BPH)
a cancer de préstata, pdlipos de colon a cancer colorrectal, nevos benignos a melanoma, estados de mama no
cancerosos a cancer de mama, noédulos pulmonares a cancer pulmonar, astrocitoma en estadio temprano a
glioblastoma y tumores ovaricos benignos a cancer ovarico. La mayor parte de estos canceres también pueden
metastatizarse.

Las ve5|culas extracelulares (EV) son una clase de organulos unidos a membranas secretados por diversos tipos
celulares®. Las EV incluyen, sin limitacion, (i) exosomas: vesiculas membranosas de 30-100 nm de diametro de
origen endocitico, (ii) ectosomas (también denominados microvesiculas de desprendimiento, SMV): vesiculas
membranosas grandes (50-1000 nm de diametro) que se desprenden directamente desde la membrana plasmatica
(PM) y (iii) cuerpos apopt6ticos (50-5000 nm de diametro): liberados por células moribundas.
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Los exosomas son nanovesiculas extracelulares lipidicas naturales producidas y liberadas practicamente por todos
los tipos celulares de manera finamente regulada y funcionalmente relevante de modo que la composiciéon de
proteinas y ARNm refleja el tipo y estado de una célula originallo'14 Estas vesiculas tienen estabilidad y capacidad
intrinseca para cruzar las barreras biologicas, de modo que los exosomas originados a artlr de diferentes tejidos
puedan encontrarse en fluidos biolégicos facilmente accesibles tales como la sangre Dados sus papeles y
caracteristicas bioldgicas, los exosomas se consideran centinelas tempranos de alteracmnes en la homeostasis y
metabolismo celular y tisular, y son una fuente atractiva para la identificacion de biomarcadores novedosos
relevantes para enfermedades, asi como la presentaciéon de marcadores tisulares conocidos en un paradigma de
biopsia liquida. Esto es una premisa y promesa importante del uso de ensayos dirigidos a exosomas en el
diagnostico de enfermedades complejas, tales como cancer. El desafio principal yace en la asociacién de
marcadores asociados a exosomas, tanto proteinas como ARN, a un tejido particular, en una condicién particular, y
la optimizaciéon de disoluciones y ensayos fiables, asequibles y no |nvaS|vos dirigidos a exosomas que puedan
implementarse de manera realista en la investigacion y practica clinica'®

Actualmente existe la necesidad de biomarcadores de vesiculas extracelulares que puedan determinar la presencia
de un tumor (ya sea benigno, maligno o metastasico) o el estado de transformacion de un tumor (de benigno a
maligno y de no metastésico a metastésico)

La proteina TM9SF4 (SEQ ID NO: 1) es una proteina transmembrana recientemente descrita que pertenece a la
superfamilia transmembrana 9 (Transmembrane-9 Superfamily, TM9SF), una familia bien definida de proteinas
caracterizadas por un dominio N-terminal hidréfilo grande seguido por nueve dominios transmembrana®’. Se sabe
que esta proteina se sobreexpresa en melanoma y en leucemia mieloide aguda y sindromes mlelodlspla3|cos esto
ultimo debido a una a :thlcaCIOﬂ de tres a diez veces de un fragmento del cromosoma 20 (20g11.21) que lleva el
gen TM9SF4 completo . TM9SF4 esta implicado en la fagocitosis de bacterias y en el fenotlgo canibal de células
de melanoma metastasico, un fenémeno relacionado a menudo con un mal prondstico? Se han detectado
frecuentemente células cancerosas canibales en cancer gastrico y de colon?°

Se ha mostrado recientemente que TM9SF4 se une a V-ATPasa, una bomba de protones reguladora del pH
sobreexpresada en varios tumores. Esta interaccion estabiliza de manera aberrante la bomba de protones en su
estado activo con las consecuentes alteraciones en el gradlente de pH, lo que a su vez estd asociado con
resistencia a farmacos e invasividad de células de cancer de colon®".

La proteina CD9 (SEQ ID NO: 2) es un miembro de la superfamilia transmembrana 4, también conocida como la
familia de tetraspanina. Las tetraspaninas son glicoproteinas de superficie celular con cuatro dominios
transmembrana que forman complejos multiméricos con otras proteinas de superficie celular. La proteina codificada
funciona en muchos procesos celulares incluyendo diferenciacién, adhesion y transduccion de sefiales, y la
expresion de este gen desempefia un papel critico en la supresién de la motilidad y metéstasis de células
cancerosas. Se encuentra en la superficie de exosomas y se considera la proteina de mantenimiento de exosomas
para el andlisis cuantitativo de nanovesiculas derivadas de plasma.

Los miARN miARN21 (SEQ ID NO: 3) son una clase de ARN no codificantes pequefios cuyos productos maduros
tienen ~22 nucleodtidos de Iargo Regulan negativamente la expresion génica induciendo inhibicién de la traduccion o
degradacion de transcritos®. Se ha encontrado que miR-21 esta regulado por incremento en muchos estados
patoldgicos incluyendo cancer y enfermedades cardiovasculares®®. La identificacion de varias dianas de miARN que
son realmente oncogenes o supresores de tumores clasicos ha condumdo a la idea ampliamente aceptada de que
los miARN desempefian papeles fundamentales en el inicio, la progresién y la metastasizacion del cancer**®. miR-
21 se indic6 por primera vez como supresor apoptotico en diversas lineas celulares %,

RNU6 (SEQ ID NO: 4) es una molécula de ARN no codificante (ARNnc) que funciona en la modificacion de otros
ARN nucleares pequefios (ARNnp). La obtencion precisa del perfil de microARN (miRNA) es una etapa esencial
para la comprension de la significacién funcional de estos ARN pequeﬁos en procesos tanto fisiolégicos como
patoldgicos. Se sabe bien que la normallzacmn es una de las etapas mas criticas en qRT-PCR y genes comUnmente
usados para este fin, tales como U6 y 55 , ya se ha descrito que se expresan de manera diferencial en cancer, lo
que hace que estos genes no sean adecuados como controles internos.

Descripcion de lainvencion

En un primer aspecto de esta invencion, se proporciona un método para la determinacion in vitro de la presencia de
un tumor en un sujeto, comprendiendo tal método:

a) proporcionar una muestra bioldgica obtenida a partir de ese sujeto,

b) aislar vesiculas extracelulares a partir de dicha muestra, en el que esta etapa de aislamiento de vesiculas
extracelulares comprende el aislamiento de vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4,

c) determinar, a partir de las vesiculas extracelulares aisladas en la etapa b), el nivel o la presencia de un
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biomarcador adecuado, y
d) comparar el nivel o la presencia del biomarcador determinado en la etapa c) con uno o mas valores de referencia,

caracterizado porque las vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4 se aislan a través de la unién a un
anticuerpo anti-TM9SF4.

En otra realizacion, al menos una porcién de las vesiculas extracelulares son exosomas.
En una realizacion, el tumor es cancer de colon.

En otra realizacion, el tumor es cancer gastrico.

En otra realizacion, el tumor es cancer de mama.

En otra realizacion, el tumor es cancer pulmonar.

En otra realizacion, el tumor es melanoma.

En otra realizacion, el tumor es cancer pancreatico.

En otra realizacion, el tumor es cancer ovarico.

En otra realizacion, el tumor es céncer prostatico.

En otra realizacion, el tumor es un tumor del sistema nervioso central.

En una realizacién particular, el tumor del sistema nervioso central es glioblastoma.
En otra realizacion, el tumor es MPNST.

En una realizacion, el biomarcador de la etapa c) es la proteina CD9.

En otra realizacion, el biomarcador de la etapa c) es miR-21.

En otra realizacion, el biomarcador de la etapa c) es RNU6.

Cualquier combinacion de las realizaciones anteriores de este primer aspecto de la invencion representa
realizaciones adicionales de la invencion.

En un segundo aspecto para esta invencion, se proporciona un método para la determinacion in vitro del estado de
transformacion tumoral en un sujeto, comprendiendo tal método:

a) proporcionar una muestra biolégica obtenida a partir de ese sujeto,

b) aislar vesiculas extracelulares a partir de dicha muestra, en el que esta etapa de aislamiento de vesiculas
extracelulares comprende el aislamiento de vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4,

c) determinar, a partir de las vesiculas extracelulares aisladas en la etapa b), el nivel o la presencia de un
biomarcador adecuado, y

d) comparar el nivel o la presencia del biomarcador determinado en la etapa c) con uno o mas valores de referencia,

caracterizado porque las vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4 se aislan a través de la unién a un
anticuerpo anti-TM9SF4.

En una realizacion, la muestra biologica de la etapa a) se obtiene a partir de un paciente afectado por un tumor
benigno.

En otra realizacion, al menos una porcién de las vesiculas extracelulares son exosomas.
En una realizacion, el estado de transformacion tumoral es la transformaciéon a un MPNST.
En otra realizacion, el estado de transformacion tumoral es la transformacion a un cancer colorrectal.

En una realizacién, el biomarcador de la etapa c) es la proteina CD9.
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En otra realizacion, el biomarcador de la etapa c) es miR-21.
En otra realizacion, el biomarcador de la etapa c) es RNU6.

Cualquier combinacién de las realizaciones anteriores de este segundo aspecto de la invencion representa
realizaciones adicionales de la invencion.

Un tercer aspecto de esta invencion se refiere al uso de vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4 en una
prueba para determinar la presencia de un tumor o el estado de transformacién tumoral en un sujeto caracterizado
porque la presencia del tumor o el estado de transformacion tumoral se determina mediante un método segun el
primer o segundo aspecto de esta invencion.

En una realizacién, al menos una parte de las vesiculas extracelulares son exosomas.

En una realizacion, el tumor es cancer de colon.

En otra realizacion, el tumor es cancer gastrico.

En otra realizacion, el tumor es cancer de mama.

En otra realizacion, el tumor es cancer pulmonar.

En otra realizacion, el tumor es melanoma.

En otra realizacion, el tumor es cancer pancreatico.

En otra realizacion, el tumor es cancer ovarico.

En otra realizacion, el tumor es cancer prostatico.

En otra realizacion, el tumor es un tumor de sistema nervioso central.

En una realizacion particular, el tumor de sistema nervioso central es glioblastoma.

En otra realizacion, el tumor es MPNST.

En una realizacion, el estado de transformacion tumoral es la transformaciéon a un MPNST.

En otra realizacion, el estado de transformacién tumoral es la transformacién a un cancer colorrectal.

Cualquier combinacién de las realizaciones anteriores de este tercer aspecto de la invencion representa
realizaciones adicionales de la invencion.

En un cuarto aspecto de esta invencion, se proporciona el uso de un kit para determinar la presencia de un tumor o
un estado de transformacion tumoral en un sujeto, comprendiendo tal kit un anticuerpo anti-TM9SF4 y un reactivo
seleccionado de la lista que consiste en un anticuerpo anti-CD9, un cebador de miR-21 o un cebador de RNUS6.

En una realizacion, el tumor es cancer de colon.

En otra realizacion, el tumor es cancer gastrico.

En otra realizacion, el tumor es cancer de mama.

En otra realizacion, el tumor es cancer pulmonar.

En otra realizacion, el tumor es melanoma.

En otra realizacion, el tumor es cancer pancreatico.

En otra realizacion, el tumor es cancer ovarico.

En otra realizacion, el tumor es cancer prostatico.

En otra realizacion, el tumor es un tumor de sistema nervioso central.
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En una realizacion particular, el tumor de sistema nervioso central es glioblastoma.

En otra realizacion, el tumor es MPNST.

En una realizacion, el estado de transformacién tumoral es la transformaciéon a un MPNST.

En otra realizacion, el estado de transformacion tumoral es la transformacién a un cancer colorrectal.

En otra realizacion, el kit comprende ademas instrucciones para parametros operativos adecuados en forma de una
etiqueta o prospecto separado.

Cualquier combinacion de las realizaciones anteriores de este cuarto aspecto de la invencidon representa
realizaciones adicionales de la invencion.

En todos los aspectos y realizaciones de la presente invencién, una “muestra biol6gica” es por ejemplo una muestra
tumoral, un liquido corporal, una muestra de plasma, una muestra de orina o una muestra de saliva.

En todos los aspectos y realizaciones de la presente invencion, un “sujeto” es o bien un ser humano o bien un
mamifero.

Debido a la naturaleza micelar de las vesiculas extracelulares tales como los exosomas, algunas biomoléculas
presentes en estas vesiculas pueden detectarse sin lisar las vesiculas porque residen en la membrana, mientras que
algunas otras sélo pueden detectarse después de la lisis de las vesiculas porque estan ubicadas dentro de la
vesicula.

Biomarcador | Tipo Detectado a partir de

CD9 Proteina | Membrana de vesicula extracelular
miR-21 mMiARN Vesicula extracelular completa
RNUG6 ARNnNp Vesicula extracelular completa

Ejemplos

A continuacion, a modo de ejemplo solamente, hay una descripcion detallada de la presente invencién con
referencia a los dibujos adjuntos, en los cuales:

La figura 1 compara los niveles de los biomarcadores TM9SF4 y CD9 medidos por FACS en una linea celular de
MPNST (S462, primera columna), una linea de neurofibroma plexiforme (54836T_003, segunda columna) y un linea
celular de neurofibroma dérmico (1201A078, tercera columna). La mediana de los valores demuestra que los
biomarcadores, cuando se detectan a partir de la membrana del exosoma, pueden diferenciar entre estados
benignos (neurofibroma plexiforme, neurofibroma dérmico) y malignos (MPNST).

La figura 2 muestra los resultados de una prueba de Elisa de tipo sandwich en donde 40, 20, 10 y 5 pg de exosomas
purificados por un protocolo de ultracentrifugacion, a partir de medios acondicionados que se originan de una linea
celular de glioblastoma (U87) o tres lineas celulares de MPNST (S462, T265 y 88-14) o de una linea celular de rifidn
embrionario humano (HEK293), se capturan con un anticuerpo anti-TM9SF4 y se detectan con un anticuerpo anti-
CD?9, lo que muestra que estos biomarcadores se expresan en la membrana exosémica, y que este ensayo de Elisa
de tipo sandwich particular puede usarse para detectar neurofibroma maligno (MPNST) u otros exosomas derivados
de tumores solidos (por ejemplo, glioblastoma) y no exosomas purificados de HEK293. La razon con respecto al
fondo notificada en el eje de las ordenadas corresponde a los valores de absorbancia de cada muestra divididos
entre la absorbancia promedio de fondo (PBS solo, 0 ug = razén con respecto al fondo 1).

Figura 3A. La evaluacién por IHC de TM9SF4 en sujetos con cancer colorrectal (CRC) y cancer gastrico (GC) en
comparacion con tejido circundante sano y lesiones preneoplasicas (polipos hiperplasicos y adenoma tubulovelloso,
y displasia géstrica, respectivamente) reveld una tincion altamente especifica del tejido tumoral en estadios tanto
temprano como avanzado, con poca 0 ninguna expresion en tejido sano o displasico. En total, el 90% de los
canceres examinados expresaron fuertemente TM9SF4, y el nivel de expresion (puntuacion de IHC) se
correlacionaba significativamente con el estadio de enfermedad. Figura 3B. Tincion por IHC de células positivas para
TM9SF4/mm? en canceres de mama, pulmoén y melanoma en comparacion con los tejidos circundantes sanos. La
figura reveld un nimero significativo superior de células positivas para TM9SF4/mm? en todos los tejidos cancerosos
analizados.

La figura 4 muestra los resultados de una prueba de ELISA de tipo sandwich donde 100 pl de muestras de plasma
preaclaradas (véanse materiales y métodos) obtenidas a partir de pacientes en estadio tumoral temprano
(clasificacién de TNM T1-2NOMO) o avanzado (clasificacion de TNM T3-4NxMx) se han sometido a inmunocaptura
mediante placas de 96 pocillos recubiertas con anticuerpo frente a TM9SF4. La deteccién por anticuerpo frente a
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CD?9 revel6 valores altamente especificos de razon con respecto al fondo de las muestras de plasma tumoral en
estadios tanto temprano como avanzado, con muy baja expresion en muestras de plasma de donantes sanos. Los
numeros en el grafico de barras correspondian al nimero de observaciones para cada grupo de estudio. Se calcul6
la razén con respecto al fondo dividiendo los valores de absorbancia de muestras entre el valor del fondo (s6lo PBS
en el pocillo de razén con respecto al fondo = 1).

La figura 5 muestra los resultados de una prueba de ELISA de tipo sandwich donde 100 pl de muestras de plasma
preaclaradas (véanse materiales y métodos) obtenidas a partir de pacientes con tumores se han sometido a
inmunocaptura mediante placas de 96 pocillos recubiertas con anticuerpo frente a TM9SF4. La deteccion por
anticuerpo frente a CD9 reveld valores altamente especificos de razén con respecto al fondo de las muestras de
plasma tumoral con muy baja expresion en muestras de plasma de donantes sanos. En el eje horizontal se notifica
el grupo tumoral y el numero de observaciones (N). Se calculé la razén con respecto al fondo dividiendo los valores
de adsorbancia de muestras entre el valor del fondo (sélo PBS en el pocillo de razon con respecto al fondo = 1).

La figura 6 representa una curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) calculada por el programa GraphPad
Prism usando los datos de céncer colorrectal (CRC) notificados en la figura 5. El grupo de donantes sanos se us6
para calcular la especificidad y el umbral éptimo del ensayo de tipo sandwich de ELISA para TM9SF4/CD9 en las
muestras de plasma. La figura muestra cémo, al asumir un umbral >6,925, la prueba tiene una sensibilidad >92% y
una especificidad >95%.

La figura 7 representa una curva ROC calculada por el programa GraphPad Prism usando los datos de cancer
gastrico notificados en la figura 5. El grupo de donantes sanos se usé para calcular la especificidad y el umbral
Optimo del ensayo de tipo sandwich de ELISA para TM9SF4/CD9 en las muestras de plasma. La figura muestra
cémo, al asumir un umbral >7,025, la prueba tiene una sensibilidad >83,9% y una especificidad >95%.

La figura 8 representa una curva ROC calculada por el programa GraphPad Prism usando los datos de céancer de
mama notificados en la figura 5. El grupo de donantes sanos se us6 para calcular la especificidad y el umbral 6ptimo
del ensayo de tipo sandwich de ELISA para TM9SF4/CD9 en las muestras de plasma. La figura muestra cémo, al
asumir un umbral >7,004, la prueba tiene una sensibilidad >88,2% y una especificidad >95%.

La figura 9 representa una curva ROC calculada por el programa GraphPad Prism usando los datos de cancer de
préstata notificados en la figura 5. El grupo de donantes sanos se usé para calcular la especificidad y el umbral
Optimo del ensayo de tipo sandwich de ELISA para TM9SF4/CD9 en las muestras de plasma. La figura muestra
cémo, al asumir un umbral >7,005, la prueba tiene una sensibilidad >75,8% y una especificidad >95%.

La figura 10 muestra los resultados de una prueba de ELISA de tipo sandwich donde 100 pul de muestras de SUERO
preaclaradas (véanse materiales y métodos) obtenidas a partir de pacientes con tumores, se han sometido a
inmunocaptura mediante placas de 96 pocillos recubiertas con anticuerpo frente a TM9SF4. La deteccion por
anticuerpo frente a CD9 reveld valores superiores significativos de razén con respecto al fondo de las muestras de
suero tumoral, en comparacion con muestras de suero de donantes sanos. Estos resultados sugieren que la prueba
ELISA TM9SF4/CD9 es adecuada también para muestra de plasma de cancer de pancreas.

La figura 11-A muestra los resultados de una prueba de ELISA de tipo sandwich donde 100 ul de muestras de
plasma preaclaradas (véanse materiales y métodos) obtenidas a partir de siete canceres colorrectales (CRC n.° 1 a
n.° 7) y el grupo de control (donantes sanos, HD), se han sometido a inmunocaptura mediante placas de 96 pocillos
recubiertas con anticuerpo frente a TM9SF4. La figura 11-B muestra la expresion relativa de miR-21 derivado de
vesiculas extracelulares (EV) (normalizado a miR-451) a partir de 100 ul del MISMO conjunto de muestras. Las
vesiculas positivas a TM9SF4 se capturaron usando perlas recubiertas con anticuerpo anti-TM9SF4 y el ARN se
extrajo y analizé por RT-gPCR tal como se describe en la seccion de materiales y métodos. El umbral de diagndstico
(linea horizontal) para el ensayo de ELISA se ajustd tal como se describié anteriormente (véanse materiales y
métodos), y para el ensayo de miR-21 se ajustd a un valor 2 veces mayor que el valor medio del grupo de control.
Sorprendentemente, 6 de 7 muestras de CRC mostraron resultados de diagnéstico coincidentes, lo que sugiere una
correlacion entre estos dos ensayos basados en inmunocaptura con TM9SF4.

La figura 12 muestra la expresion relativa de miR-21 derivado de EV (normalizado a miR-451 o a miR-574) a partir
de 100 ul de plasma de pacientes de cancer (cancer colorrectal (CRC) N = 7; cancer gastrico N = 6; cancer de
mama N = 6; enfermedad de prostata N = 5; melanoma N = 5; ovario N = 6; cancer pulmonar N= 6) y grupo de
control (donantes sanos N = 11). Las EV positivas para TMI9SF4 se capturaron usando perlas recubiertas con
anticuerpo anti-TM9SF4 y el ARN se extrajo y analizd por RT-gPCR tal como se describe en la seccion de
materiales y métodos. Los datos sugieren que el miR-21 derivado de EV se sobreexpresa en el plasma de pacientes
de cancer y que tanto miR-451 como miR-574 son miAR de referencia adecuados para determinar la expresion
relativa de miRNA derivados de tumores a partir de las EV.

La figura 13 muestra la expresion relativa del RNU6 derivado de EV y miR-21 derivado de EV (normalizados a miR-
223) a partir de 1 ml de sobrenadante celular concentrado (10X) de lineas celulares dérmicas, plexiformes y de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2700404 T3

MPNST. Las EV positivas para TM9SF4 se capturaron usando perlas recubiertas con anticuerpo anti-TM9SF4 vy el
ARN se extrajo y analiz6 por RT-qPCR tal como se describe en la seccién de materiales y métodos. Los datos
sugieren que el RNU6 y miR-21 derivados de EV se sobreexpresan en el sobrenadante de lineas celulares
cancerosas humanas (MPNST) pero no en el sobrenadante de lineas celulares derivadas de tumores benignos
(plexiformes) o lineas celulares normales (dérmicas).

La figura 14-A muestra la expresion relativa de miR-21 derivado de EV (normalizado a miR-451) a partir de 100 ul de
plasma de un paciente con cancer de prostata y un donante sano. Las EV se capturaron usando perlas recubiertas
con anticuerpo anti-CD9 o perlas recubiertas con anticuerpo anti-TM9SF4. Se extrajo el ARN y se analizé por RT-
gPCR tal como se describe en la seccidon de materiales y métodos. La figura 14-B muestra la expresion relativa de
miR-21 derivado de EV (normalizado a miR-451) a partir de 100 pul de suero de un paciente con cancer colorrectal
(CRC) y un donante sano. Las EV se capturaron usando perlas recubiertas con anticuerpos anti-CD9 y anti-CD63, o
perlas recubiertas con anticuerpo anti-TM9SF4, y el ARN se extrajo y analizdé por RT-qPCR tal como se describe en
la seccion de materiales y métodos. Los datos de las figuras 14-A y B sugieren que la inmunocaptura de EV
derivadas de tumores con perlas recubiertas con anticuerpo anti-TM9SF4 enriqguece miR-21 (un miARN asociado a
cancer bien conocido) TANTO EN plasma COMO en suero. A la inversa, la captura de EV con anticuerpos que
seleccionan como diana marcadores genéricos de EV (CD9 o CD63) no enriqguece miR-21.

La figura 15 muestra la expresion relativa de miR-21 derivado de EV (normalizado a miR-451) a partir de 100 ul de
plasma de un paciente con cancer de prostata y un donante sano. Las EV se capturaron usando perlas recubiertas
con anticuerpo anti-TM9SF4 o perlas recubiertas con anticuerpos IgG de isotipo coincidente (ISO) para evaluar la
union inespecifica. Se extrajo el ARN y se analiz6 por RT-gPCR tal como se describe en la seccion de materiales y
métodos. Los datos muestran el enriquecimiento especifico de las EV positivas para TM9SF4 usando perlas
recubiertas con Ac anti-TM9SF4 mientras que se observd una baja unién inespecifica en el plasma del paciente con
cancer.

La figura 16 muestra los resultados de una prueba de ELISA de tipo sandwich donde 100 pl de muestras de plasma
preaclaradas (véanse materiales y métodos) obtenidas a partir de pacientes con tumores y donantes sanos, se han
sometido a inmunocaptura mediante placas de 96 pozos recubiertas con anticuerpo frente a CD9. La deteccion por
anticuerpo frente a TM9SF4 revel6 que la inversion del anticuerpo de captura y deteccion, utilizado en la figura 5, no
es util para distinguir muestras de plasma de origen tumoral de muestras de plasma de donantes sanos. La razén
con respecto al fondo se calculé dividiendo los valores de adsorbancia de muestras entre el valor del fondo (s6lo
PBS en el pozo de razén con respecto al fondo = 1).

METODOS

A continuacién se encuentra una descripcion de los métodos usados en los ejemplos para el aislamiento y analisis
de los exosomas. El experto en la técnica reconocera que existen métodos equivalentes alternativos.

Aislamiento de exosomas por protocolo de ultracentrifugacion.

El medio acondicionado para la preparaciéon y analisis de exosomas debe recogerse a partir de células de interés
confluentes al 80-90%.

El sobrenadante del cultivo celular se recoge en condiciones estériles y se le afiaden inhibidores de proteasas
diluidos 1:1.000, se preaclara por filtracion (0,2 um) y se somete ultracentrifugacion (aprox. 50 ml/tubo) a 110.000 g
durante 1,5 horas a +4°C. Entonces se retira el sobrenadante y se descarta. El sedimento se resuspende en 100 pl
de PBS helado antes de su diluciéon en 50 ml de PBS 1x helado, y se somete a ultracentrifugacion a 110.000 g
durante 1,5 horas a +4°C. El sedimento resultante se resuspende en 100 ul de PBS y se agita con vortex durante 30
segundos antes de recoger con pipeta para experimentacion.

Protocolo convencional para la deteccion de marcadores proteicos por analisis de FACS

La concentracion exosomica se cuantifica usando el método de Bradford para la cuantificacion de proteinas. Los
exosomas aislados a partir de sobrenadantes de lineas celulares se incuban a 4°C durante la noche con perlas de
latex con aldehido/sulfato (4% p/v, 4 um) en una razén de 1:20. Después de una etapa de lavado en PBS, los
exosomas adsorbidos sobre la superficie de las perlas se incuban en PBS + BSA al 0,5% con el anticuerpo primario
relevante (para una concentracion final de 5 ug/ml) y se mantienen 1 h a 4°C. Después de una etapa de lavado con
PBS + BSA al 0,5%, las muestras se incuban durante 45 a 4°C con el anticuerpo secundario correspondiente
(AlexaFluor 488 de ratdon, conejo o cabra diluido 1:1000). Después de una etapa de lavado final en PBS, las
muestras se resuspenden en 300 ul de PBS y se analizan en FACSCalibur (BD). Se usan anticuerpos de isotipo
coincidente o anticuerpos secundarios solos como control negativo. Se lee la mediana de la intensidad de
fluorescencia de cada muestra usando el canal FLI y se normaliza para su control negativo.

Recogida de muestras:
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Los criterios de inclusidon comprendieron sélo un caso de cancer recién diagnosticado, ninguno de los pacientes
habia recibido previamente tratamiento de radio o quimioterapia ni se sometieron a cirugia antes de la recogida de
sangre. Todos los pacientes otorgaron su consentimiento firmado antes de incluirse en el estudio. El estudio lo
realizé el Riga East University Hospital y lo aprobd un comité ético local, y era conforme con la Declaracion de
Helsinki. La sangre, habiéndose recogido en tubos de EDTA de 10 ml, se invirti6 suavemente y se centrifugé a
1500 g 10’ a TA en 30 minutos desde el momento de la recogida de sangre.

El centro de transfusiones del North Estonia Hospital proporcioné plasma de donantes sanos certificados.
Examen inmunohistoquimico del tejido

Se sometieron a inmunotincion secciones de tejidos para visualizar células que eran positivas para TM9SF4. Se
logré la recuperacion de antigenos mediante la incubacion de los portaobjetos en tampén Tris/EDTA a pH = 9,0 en
horno de microondas cientifico durante 30 min. La actividad peroxidasa enddgena se bloque6 con H;0O; al 3,0%
durante 10 min. La unién inespecifica de anticuerpos primarios se bloque6 con suero de caballo normal antes de la
incubacién con anticuerpos. Los portaobjetos se incubaron durante la noche a 4°C con anticuerpo policlonal de
conejo frente a TM9SF4 (dilucion 1:400). Los portaobjetos se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora a
una dilucién 1:100. La unién de los anticuerpos se detectdé usando el reactivo EnVision (1 hora a temperatura
ambiente). El color de la reaccién de inmunoperoxidasa se reveld incubando los portaobjetos con diaminobencidina
durante 7 min. Un control negativo que omitié el anticuerpo primario se incluy6 para cada experimento.

Obtencién de imagenes y cuantificacion de células.

Para cada muestra se dio una puntuacién segun la intensidad de la tincion nucleica o citoplasmica (sin tincion = 0,
tincion débil = 1, tincion moderada = 2, tincion fuerte = 3) y el grado de células tefiidas (0% = puntuacion 0; - 10% =
1; 11-50% = 2; 51> = puntuacién 3. Negativo significa area de tincion del 0%. Focalmente positivo significa area de
tincion del 1-80%, difusamente positivo significa area de tincion del 81-100%. Para cancer de mama, pulmén y
melanoma se ha contado el niimero de células positivas para cancer/mm?.

Andlisis de datos

Los resultados para datos morfolégicos se expresaron como las medias + DE. Los datos morfolégicos e
inmunohistoquimicos se analizaron por ANOVA bidireccional seguido por prueba a posteriori de Bonferroni para
comparacion entre grupos. La correlacion con datos clinicos e histopatoldgicos se evalué mediante la prueba de
Spearman. En todas las pruebas, un valor de p de <0,05 se considerd estadisticamente significativo. Se usé el
software SPSS version 21 para el analisis estadistico.

Protocolo convencional para la deteccion de marcadores proteicos mediante ensayo de ELISA de tipo sandwich:

Ensayo de ELISA para exosomas purificados por medios acondicionados ultracentrifugados: Se cargan 40, 20, 10 y
5 ng/100 ul de PBS de exosomas aislados y 100 ul de PBS como control negativo (0 pg) en una placa de 96 pocillos
prerrecubierta con anticuerpo frente a TM9SF4 (2 ug/ml) (placa transparente). Brevemente, se recubren previamente
placas de 96 pocillos con el anticuerpo de captura relevante, se lavan tres veces con PBS + TWEEN al 0,05%
(tampon de lavado), se afiaden los exosomas aislados y se incuban durante la noche a 37°C. Después de tres
lavados con tampon de lavado, se incuban las placas con anticuerpo de deteccion frente a CD9, se incuban durante
2 h a 37°C, se lavan tres veces con tampon de lavado, se incuban durante una hora a 37°C con el anticuerpo
secundario correspondiente y se lavan tres veces con tampdn de lavado. Se afiaden 100 ul de TMB
(tetrametilbencidina) a cada pocillo y, después de 5 minutos, se detiene la reaccién por la adicion de 100 ul de
disolucién de detencion (acido sulfdrico 1 N).

La absorbancia O/D se lee con un instrumento M1000 Tecan a 450 nm.
Ensayo de ELISA para liquidos bioldgicos (plasma y suero):

Las muestras de plasma y suero se almacenan a -80°C, se descongelan a temperatura ambiente y se preaclaran
después de la adicion de un coctel de inhibidores de proteasas 1:500 centrifugando a 1200 g 20’ 4°C, transfiriendo el
sobrenadante a otro vial y centrifugando de nuevo a 10000 g 30’ 4°C. El sobrenadante obtenido se denomina
preaclarado y se usa para el siguiente analisis.

Brevemente, se incuban 100 ul de plasma o suero preaclarado durante la noche a 4°C en placas de 96 pocillos
prerrecubiertas con anticuerpo frente a TM9SF4 (2 ug/ml). Después de tres lavados con tampén de lavado, se
incuban las placas con anticuerpo de deteccion frente a CD9, se incuban durante 2 h a 4°C, se lavan tres veces con
tampon de lavado, se incuban durante una hora a 4°C con el anticuerpo secundario correspondiente y se lavan tres
veces con tampon de lavado. Se afiade una cantidad de 100 ul de TMB (tetrametilbencidina) a cada pocillo y,
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después de 5 minutos, se detiene la reaccion mediante la adicion de 100 pl de disolucién de detencion (acido
sulfdrico 1 N).

La absorbancia O/D se lee con un instrumento M1000 Tecan a 450 nm.
Preparacion de perlas recubiertas con TM9SF4

Las perlas recubiertas con un anticuerpo frente a TM9SF4 pueden obtenerse usando el método conocido por el
experto en la técnica, o modificaciones del mismo.

Extraccion de ARN y miARN a partir de exosomas inmunocapturados.

Aislamiento de exosomas por inmunocaptura a través de perlas prerrecubiertas con TM9SF4: medios de cultivo o
liquidos bioldgicos (plasma y suero)

Se aflade una cantidad de 10 ml de sobrenadante a partir del cultivo celular a inhibidores de proteasas diluidos a
1:1000 y concentrados 10X usando unidades de filtracion centrifuga (Millipore). Se incuba entonces una cantidad de
1 ml de medio 10X durante la noche a 4°C con inmunoperlas prerrecubiertas con anticuerpo frente a TM9SF4.

Las EV inmunocapturadas se lavan tres veces con PBS + Tween al 0,01%, y se tratan con 0,7 ml de QIAZOL.

Se diluyen 100 pl de plasma o suero preaclarado con 900 pul de PBS 1X y se incuba durante la noche a 4°C en un
rotador con 10 pl de perlas prerrecubiertas con TM9SF4. Las perlas se lavan tres veces con PBS + Tween al 0,01%,
y se tratan con 0,7 ml de QIAZOL.

Se extrae el ARN total usando el kit de extraccién de ARN total (Hansabiomed) y se cuantifica el ARN eluido en el
instrumento Nanodrop.

Amplificacion de miARN y snoARN, y analisis de RT-gPCR

Los miRNA se sometieron a transcripcion inversa usando un kit de RT miScript Il (Qiagen1) y se amplificaron 0,3 ng
de ADNc mediante qRT-PCR en el sistema de deteccién por PCR en tiempo real CFX96 M (BIORAD) con el kit de
PCR miScript SYBR Green (Qiagen), usando ensayos con cebadores miScript (Qiagen) que seleccionan como diana
miR-21 (mUmero de catalogo: MS00009079), RNU6, (numero de catalogo: MS00033740) y los miARN de referencia
miR-451 (nimero de catalogo: MS00004242), miR-574 (namero de catalogo: MS00032025) y miR-223 (numero de
catilogo: MS00003871).
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REIVINDICACIONES
Método para determinar in vitro la presencia de un tumor en un sujeto, comprendiendo tal método:
a) proporcionar una muestra bioldgica obtenida a partir de ese sujeto,

b) aislar vesiculas extracelulares a partir de la muestra, en el que esta etapa de aislamiento de vesiculas
extracelulares comprende el aislamiento de vesiculas extracelulares positivas a TM9SF4,

c) determinar, a partir de las vesiculas extracelulares aisladas en la etapa b), el nivel o la presencia de un
biomarcador adecuado, y

d) comparar el nivel o la presencia del biomarcador determinado en la etapa c¢) con uno o mas valores de
referencia,

caracterizado porque las vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4 se aislan a través de la union a un
anticuerpo anti-TM9SF4.

Método segun las la reivindicacion 1, en el que al menos una porcién de las vesiculas extracelulares son
exosomas.

Método segun las reivindicaciones 1-2, en el que el tumor se selecciona de la lista que consiste en cancer
de colon, cancer géstrico, cancer de mama, cancer pulmonar, melanoma, cancer pancreatico, cancer
ovarico, cancer prostatico, tumor del sistema nervioso central, glioblastoma o0 MPNST.

Método segun las reivindicaciones 1-3, en el que el biomarcador de la etapa c) se selecciona de la lista que
consiste en la proteina CD9, miR-21 o RNUSG.

Método para determinar in vitro el estado de transformacién tumoral en un sujeto, comprendiendo tal
método:

a) proporcionar una muestra bioldgica obtenida a partir de ese sujeto,

b) aislar vesiculas extracelulares a partir de dicha muestra, en el que esta etapa de aislamiento de vesiculas
extracelulares comprende el aislamiento de vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4,

¢) determinar, a partir de las vesiculas extracelulares aisladas en la etapa b), el nivel o la presencia de un
biomarcador adecuado, y

d) comparar el nivel o la presencia del biomarcador determinado en la etapa c¢) con uno o mas valores de
referencia,

caracterizado porque las vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4 se aislan a través de la unién a un
anticuerpo anti-TM9SF4.

Método segun la reivindicacion 5, en el que la muestra biolégica de la etapa a) se obtiene a partir de un
sujeto afectado por un tumor benigno.

Método segun las reivindicaciones 5-6, en el que al menos una porcion de las vesiculas extracelulares son
exosomas.

Método segun las reivindicaciones 5-6, en el que el estado de transformacion tumoral es la transformacion a
un MPNST o a un cancer colorrectal.

Método segun las reivindicaciones 5-8, en el que el biomarcador adecuado se selecciona de la lista que
consiste en la proteina CD9, miR-21 o RNUSG.

Uso de vesiculas extracelulares positivas para TM9SF4 en una prueba para determinar la presencia de un
tumor o el estado de transformacion tumoral en un sujeto, caracterizado porque la presencia del tumor o el
estado de transformacion tumoral se determina mediante un método segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-9.

Uso segun la reivindicacién 10, en el que las vesiculas extracelulares son exosomas.

Uso segun las reivindicaciones 10-11, en el que el tumor se selecciona de la lista que consiste en cancer de
colon, cancer gastrico, cancer de mama, cancer pulmonar, melanoma, cancer pancreatico, cancer ovarico,
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cancer de préstata, tumor del sistema nervioso central, glioblastoma o MPNST.

Uso segun las reivindicaciones 10-11, en el que el estado de transformacion tumoral es la transformacion a
MPNST o a cancer colorrectal.

Uso de un kit para determinar en un método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8 ¢ 9 la
presencia de un tumor o un estado de transformacion tumoral en un sujeto, comprendiendo tal kit un
anticuerpo anti-TM9SF4 y un reactivo seleccionado de la lista que consiste en un anticuerpo anti-CD9, un
cebador de miR-21 o un cebador de RNUG6.

Uso segun la reivindicacion 14, en el que el tumor se selecciona de la lista que consiste en cancer de colon,
cancer gastrico, cancer de mama, cancer pulmonar, melanoma, cancer pancreatico, cancer ovarico, cancer
prostatico, tumor del sistema nervioso central, glioblastoma o MPNST.

Uso segun la reivindicacion 14, en el que el estado de transformacion tumoral es la transformacién a un
MPNST o a un cancer colorrectal.

Uso segun las reivindicaciones 14-16, que comprende ademas instrucciones para parametros operativos
adecuados, en forma de una etiqueta o prospecto separado.
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