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DESCRIPCION
Peptidomiméticos de cancer de colon y de pancreas
Antecedentes de la invencién
Biologia molecular del cancer

El cancer es causado por un mal funcionamiento en los sistemas de control de crecimiento de una célula. Las células
controlan su crecimiento mediante la combinacion de inhibicién de la proliferacion por genes supresores de tumores
(por ejemplo, proteina del retinoblastoma (pRb), p53) y activacién de la proliferacion por oncogenes (protooncogenes)
(por ejemplo, RAS, WNT, MYC, EKR y TRK). Una mutacién en un gen supresor de tumores y/o un protooncogén en
una célula da como resultado tasas inusualmente altas de proliferacion celular (por ejemplo, una célula tumoral).
Véase, Knudson (1971) Proc. Natl Acad Sci. EE. UU. 68 (4): 820-823. La célula puede mostrar signos tempranos de
crecimiento aberrante, tal como una morfologia aberrante o un tamafo inusualmente grande (hiperplasia). Las células
tumorales también pueden proliferar a una tasa mas alta de lo normal pero no letal, formando un crecimiento, conocido
como tumor benigno (displasia). En las etapas posteriores del cancer, las células tumorales proliferan a una tasa
inusualmente alta que resulta en un crecimiento descontrolado que amenaza la salud del paciente conocido como
tumores malignos (o cancer in situ). Muchos tumores pueden "hacer metastasis" o diseminarse por todo el cuerpo
formando tumores. La metastasis es generalmente un signo de etapa avanzada, el cancer terminal. Weinberg
(septiembre de 1996) "How Cancer Arises" Scientific American 62-70.

El cancer de prostata, el cancer de pulmon y el cancer colorrectal son los tres canceres mas comunes entre los
hombres. El cancer de pulmén, el cancer de prostata, el cancer de higado y el cancer colorrectal son las principales
causas de muerte por cancer entre los hombres. El cancer de mama, el cancer de pulmon y el cancer colorrectal son
los tres canceres mas comunes entre las mujeres. El cancer de pulmén, el cancer de mama y el cancer colorrectal
son las principales causas de muerte por cancer entre las mujeres. Caracteristicas de los CDC - Estadisticas de cancer
en los Estados Unidos (USCS) (2011). En la actualidad, existe una necesidad urgente de diagndsticos y terapias para
el cancer colorrectal, pancreatico, prostatico, pulmonar, hepatico y de mama. Por ejemplo, cada afio solo en los
Estados Unidos, mas de 43.000 personas son diagnosticadas con cancer de pancreas. Instituto Nacional del Cancer
(2010) "What You Need to Know about Cancer of the Pancreas". Si bien se han logrado avances en la deteccion y el
tratamiento del cancer en las ultimas dos décadas, las opciones actuales para la deteccién temprana y el tratamiento
del cancer son limitadas y existe una gran necesidad de nuevos métodos y materiales que proporcionen la deteccion
y el tratamiento del cancer, especialmente cancer colorrectal y pancreatico.

MUC5AC

Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular con oligosacaridos enlazados a O unidos a residuos de serina
o treonina de la cadena principal de la proteina apomucina expresados en un patron especifico de células y tejidos en
tejidos normales. La familia de las mucinas incluye proteinas que contienen estructuras de repeticion en tandem con
una alta proporciéon de prolinas, treoninas y serinas (que constituyen el dominio PTS). Las mucinas se definen
adicionalmente mediante la glicosilacion extensa del dominio PTS a través de enlaces a través del enlace O-GalNAc
en los residuos de treonina y serina. Cada mucina tiene una region central con un numero variable de repeticiones en
tandem con aproximadamente ocho residuos de aminoacidos, pero existe una pequefia similitud. Existen dos clases
de mucinas estructuralmente y funcionalmente distintas: mucinas secretadas formadoras de gel y mucinas
transmembrana. Las mucinas secretadas formadoras de gel incluyen los productos de los genes MUC2, MUC5AC,
MUC5B y MUCS6. Véase Kocer, et al., (2006) BMC Gastroenterology 6: 4; véase también Hollingsworth y Swanson
(2004) Nature Reviews 4: 45-60.

La familia de mucina humana (MUC) consiste en miembros designados como MUC1 hasta MUC21, subclasificados
en formas secretadas y transmembrana. Las mucinas secretadas (por ejemplo, MUC2, MUC5AC, MUC5B y MUCS6)
forman una barrera fisica, que actia como un gel mucoso que protege las células epiteliales que recubren el tracto
respiratorio y gastrointestinal y forman las superficies ductales de érganos como el higado, mama, pancreas y rifidn.
Las mucinas transmembrana (por ejemplo, MUC1, MUC4, MUC13 y MUC16) tienen una Unica region que se extiende
sobre la membrana y contribuyen al gel mucoso protector a través de sus ectodominios de repeticiones en tandem O-
glicosiladas que forman estructuras similares a barras. Kufe (2009) Nature Reviews 9: 874-885. La expresion de
MUCS5AC se encuentra en las células epiteliales apicales de las glandulas mucosas del antro y cuerpo gastrico, el
epitelio traqueobronquial, el epitelio superficial de la vesicula biliar y el epitelio endocervical.

La MUCS5AC se expresa altamente en adenoma. Véase Kocer, et al. (2006) BMC Gastroenterology 6: 4. Ademas,
MUC5AC se expresa en tumores de origen gastrointestinal, pancreatiobiliar y endocervical (por ejemplo, colon,
esofago, higado, pulmén, pancreas, estomago y Utero). Véase Lau, et al. (2004) Am. J. Clin Pathol. 122: 61-69. La
MUC5AC también es altamente expresada en canceres de mama y gastricos. Zhang, et al., (1998) Clinical Cancer
Research 4: 2669-2676. Ademas, las variantes de glicano de MUC5AC se han asociado con neoplasias pancreaticas.
Haab, et al. (mayo 2010) Annals of Surgery 251 (5): 937-945. La MUC5AC se expresa aberrantemente por polipos
colorrectales y carcinoma colorrectal. Kocer, et al., (2006) BMC Gastroenterology 6 (4): 1-9. Por lo tanto, existe una
necesidad en la técnica de peptidomiméticos de epitopo de los mismos para uso en composiciones diagndsticas y
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terapéuticas y métodos para tratar cancer pancreatico y colorrectal.
Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de
SLPDDWFRYINY (SEQ ID NO: 5).

La presente invencion se relaciona con peptidomiméticos de un epitopo NPC-1 derivado de MUC5AC, incluidas las
composiciones que los comprenden asi como métodos de fabricacion y uso.

En una realizacién, la invencion proporciona una proteina de fusién aislada que comprende un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SLPDDWFRYINY (SEQ ID NO: 5). En otra realizacion, la proteina de
fusion puede comprender una etiqueta detectable unida a la misma directa o indirectamente en forma covalente o no
covalente. En otra realizacion, la etiqueta detectable se puede seleccionar del grupo que consiste en etiqueta poliHis,
etiqueta FLAG, MBP, proteina GST y GFP.

La invencion también proporciona un conjugado que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos SLPDDWFRYINY (SEQ ID NO: 5), directa o indirectamente conjugada con un agente citotéxico, un
agente terapéutico, etiqueta, carbohidrato, vehiculo, inmunoglobulina o fragmento de inmunoglobulina, o un agente
inmunomodulador. En otra realizacion, el carbohidrato puede ser manosa, fucosa, glucosa, GIcNA o maltosa. En ofra
realizacion, el vehiculo puede ser hemocianina de lapa californiana (KLH), toxoide de difteria, toxoide de colera,
ovoalbumina, albumina de suero bovino (BSA), exoproteina A de Pseudomonas o proteinas de la membrana externa
microbiana (OMPS). En una realizacion adicional, el conjugado puede comprender un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SLPDDWFRYINY (SEQ ID NO: 5) conjugada con KLH. En otra realizacion, la etiqueta
puede ser una etiqueta quimioluminiscente, etiqueta paramagnética, agente de contraste para imagenes de resonancia
magnética MRI, etiqueta fluorescente, etiqueta bioluminiscente o etiqueta radioactiva. En otra realizacion, la etiqueta
paramagnética puede ser aluminio, manganeso, platino, oxigeno, lantano, lutecio, escandio, itrio o galio. En ofra
realizacion, el agente citotoxico puede ser un fraccion que inhibe la sintesis de ADN, ARN o proteinas, un radionuclido
o una proteina inhibidora de ribosomas. En otra realizacion, el agente citotdxico puede ser 2'?Bi, '3'l, 18Re, °0Y,
vindesina, metotrexato, adriamicina, cisplatino, proteina antiviral de hierba carmesi, exotoxina A de Pseudomonas,
ricina, toxina de difteria, cadena de ricina A, o enzima citotdxica fosfolipasa.

En una realizacién, la invencion proporciona una composicion que comprende el polipéptido que comprende la
secuencias de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. La composicion puede ser una composicion farmacéutica, una
composicion antigénica o una composicion inmunogénica. En otra realizacion, la invencion proporciona un kit de
diagndstico que comprende el polipéptido de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En otra realizacion, el
polipéptido del kit esta unido directa o indirectamente a un soporte de fase sélida o membrana celular. En otra
realizacion, el soporte de fase solida puede ser una perla, placa, matriz, polimero, tubo de ensayo, lamina, placa de
cultivo o tira de prueba.

En una realizacion, la invencion proporciona una composicion que comprende una proteina de fusién que comprende
el polipéptido de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En otra realizacion, la composicion comprende
ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un vehiculo, adyuvante o excipiente aceptable para diagnéstico.
La composicion puede ser una composicion farmacéutica, una composicion antigénica o una composicion
inmunogénica. En otra realizacion, la invencion proporciona un kit de diagndéstico que comprende una proteina de
fusiéon que comprende el polipéptido de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En otra realizacion, el
polipéptido del kit esta unido directa o indirectamente a un soporte de fase sélida o membrana celular. En otra
realizacion, el soporte de fase solida puede ser una perla, placa, matriz, polimero, tubo de ensayo, lamina, placa de
cultivo o tira de prueba. En otra realizacion, el soporte de fase sélida puede ser una matriz. En una realizacion, la
invencion proporciona una composicion que comprende un conjugado que comprende el polipéptido de la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En otra realizacion, la composicion comprende ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, un vehiculo, adyuvante o excipiente aceptable para diagnéstico. La composicion puede
ser una composicion farmacéutica, una composicion antigénica o una composicion inmunogénica. En otra realizacion,
la invencién proporciona un kit de diagndstico que comprende un conjugado que comprende el polipéptido de la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En oftra realizacién, el polipéptido del kit esta unido directa o
indirectamente a un soporte de fase soélida o membrana celular. En otra realizacion, el soporte de fase sélida puede
ser una perla, placa, matriz, polimero, tubo de ensayo, lamina, placa de cultivo o tira de prueba. En otra realizacion, el
soporte de fase solida puede ser una matriz. En una realizacion, la invenciéon proporciona un polinucleétido aislado
que codifica el polipéptido de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En otra realizacion, la invencion
proporciona un vector de expresion aislado que comprende un polinucledtido aislado que codifica el polipéptido de la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En ofra realizacion, una célula huésped aislada comprende un vector
de expresion aislado que comprende un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido de la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En una realizacién adicional, un animal transgénico no humano puede comprender
una célula huésped que comprende un vector de expresién que comprende un polinucleétido aislado que codifica el
polipéptido de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. La invencion también proporciona una composicion
que puede comprender un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido de la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 5. En otra realizacion, la composicion puede comprender ademas un vehiculo, adyuvante o excipiente
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farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la invencién proporciona un polinucleétido aislado que codifica una proteina de fusién que
comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En otra realizacién, la
invencion proporciona un vector de expresion aislado que comprende un polinucleétido aislado que codifica una
proteina de fusion que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5.
En otra realizacién, una célula huésped aislada comprende un vector de expresion aislado que comprende un
polinucleétido aislado que codifica una proteina de fusiéon que comprende un polipéptido que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En una realizaciéon adicional, un animal transgénico no humano puede
comprender una célula huésped que comprende un vector de expresiéon que comprende un polinucleétido aislado que
codifica una proteina de fusién que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 5. La invencion también proporciona una composicion que puede comprender un polinucleétido aislado que
codifica una proteina de fusién que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 5. En otra realizacion, la composicion puede comprender ademas un vehiculo adyuvante o excipiente
farmacéuticamente aceptable. La invencion también proporciona un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 para uso en un método para tratamiento de cancer. En otra realizacion, la invencion
también proporciona una proteina de fusion que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 para uso en un método para tratamiento de cancer. En una realizacién adicional, la
invencion proporciona un conjugado que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 5 para uso en un método para tratamiento de cancer. En otra realizacion, el cancer puede seleccionarse
del grupo que consiste en cancer de pulmén, mama, ovario, estbmago, pancreas, Utero, esofagico, colorrectal e
higado. En una realizacion adicional, el cancer es cancer de pancreas o colorrectal.

En otra realizacion, se proporciona un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones para uso en un método para
hacer mas lento el crecimiento de un tumor. El método puede comprender administrar una cantidad efectiva de un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. se proporciona un porque quiero de
acuerdo con las reivindicaciones para uso en un método para promover la regresion tumoral en un sujeto. El método
puede comprender administrar una cantidad efectiva de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 5. En una realizacion, se proporciona un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones para uso
en un método para activar lainmunidad especifica de antigeno. El método puede comprender administrar una cantidad
efectiva de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5.

En una realizacion, se proporciona una proteina de ejecucion de acuerdo con las reivindicaciones para uso en un
método para hacer mas lento el crecimiento del tumor. EI método puede comprender administrar una cantidad efectiva
de una proteina de fusién que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 5. En una realizacién, se proporciona una proteina de fusiéon de acuerdo con las reivindicaciones para uso en un
método para promover la regresion tumoral en un sujeto. El método puede comprender administrar una cantidad
efectiva de una proteina de fusién que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 5. En una realizacion, se proporciona una proteina de fusién de acuerdo con las reivindicaciones para
uso en un método para activar inmunidad especifica de antigeno. El método puede comprender administrar una
cantidad efectiva de una proteina de fusién que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 5.

En otra realizacion, el polipéptido, la proteina de fusion, o el conjugado para uso en un método de tratamiento de
cancer, pueden administrarse en combinacién con otro anticuerpo, una linfoquina o un factor de crecimiento
hematopoyético. El agente puede administrarse simultanea o secuencialmente con el anticuerpo. En otra realizacion,
el cancer puede ser cancer de pulmén, mama, ovario, estdmago, pancreas, Utero, esofagico, colorrectal o de higado.
En una realizacion adicional, el cancer es cancer de pancreas o colorrectal. En aun otra realizacion, el cancer puede
ser cancer de pancreas. En otra realizacion, el cancer es cancer colorrectal.

El cancer puede ser un cancer en etapa 1, 2, 3 o 4. El cancer puede haber hecho metastasis. El paciente puede
expresar niveles detectables de un epitopo NPC-1. El antigeno se puede detectar en una muestra de biopsia de tumor
o en la sangre, heces, orina o fluido linfatico. El paciente puede estar en riesgo de cancer. El paciente puede ser un
paciente sin sintomas.

En una realizacion, la invencién proporciona un método para elaborar anticuerpos que comprende:

inmunizar un ratén con un polipéptido de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5, remover el bazo de dicho
ratéon y preparar una suspension de células individuales, fusionar una célula de bazo con una célula de mieloma,
cultivar las células después de la fusién en medio de seleccién de hibridoma, cultivar los hibridomas resultantes, cribar
la produccion de anticuerpos especificos y seleccionar los hibridomas que producen el anticuerpo deseado. En otra
realizacion, la invencién proporciona un método para elaborar anticuerpos que comprenden:

inmunizar un ratén con una proteina de fusién que comprende un polipéptido de la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 5, remover dicho bazo del ratén y preparar una suspension de células individuales, fusionar una célula
de bazo con una célula de mieloma, cultivar las células después de la fusion en medio de seleccién de hibridoma,
cultivar los hibridomas resultantes, cribar la produccion de anticuerpos especificos y seleccionar hibridomas que
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producen el anticuerpo deseado.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa los resultados de la deteccion del antigeno NPC-1 en heces de pacientes con un resultado de
colonoscopia normal, pdlipos pequefios (SP), pdlipos multiples (MP), pdlipos grandes (LP) y cancer de colon (CC).
Los resultados que se muestran en la Figura 1 sugieren una correlacion entre el nivel de deteccion del antigeno NPC-
1 en una muestra de heces con la presencia de podlipos y/o cancer de colon, donde entre mayor es la cantidad de
antigeno NPC-1 detectada, se correlaciona con pélipos mas grandes o mayor cantidad de pélipos. Ademas, los datos
sugieren mas altos niveles de antigeno NPC-1 (por ejemplo, mas de 20.000 unidades de antigeno NPC-1 en una
muestra) como indicativo de cancer de colon.

La Figura 2A-B representa la deteccion de antigeno NPC-1 en pacientes con cancer usando un anticuerpo NEO-101.
La Figura 2A muestra un diagrama de dispersion de la deteccion de antigeno NPC-1 en pacientes con cancer que se
someten a tratamiento a 1 mes, 2 meses y 3 meses en comparacion con los controles normales. Se analizaron
muestras de sangre seriadas de pacientes con cancer durante un periodo aproximado de 3 meses. El ELISA en
sandwich NEO-101 se realizd con una dilucion de suero 1:24. Los resultados se presentan como un diagrama de
dispersion de cada grupo experimental, con la media y el error estandar de la media. Hubo 28 sueros normales, 41
sueros con cancer de colon/pancreas a 1 mes, 33 sueros con cancer de colon/pancreas a los 2 meses y 25 sueros
con cancer de colon/pancreas a los 3 meses. La Figura 2B muestra una grafica de dispersién que muestra que los
sueros con cancer colorrectal y pancreatico se detectan de manera similar por NEO-101. Las muestras de suero se
clasificaron de acuerdo con pacientes diagnosticados con cancer colorrectal (n = 36) o pancreatico (n = 5). Estos se
compararon con el promedio de todas las muestras con cancer y las muestras de suero normales.

La Figura 3 representa la actividad antitumoral en el modelo de xenoinjerto de tumor de pancreas AsPC-1 humano en
ratones desnudos que comparan la administracion de solucion salina, IgG humana (200 ug) y NEO-101 (200 pg) que
comprenden dos ciclos de tratamiento. Las flechas gruesas indican los dias de inyeccion de NEO-101 (ip), las flechas
delgadas indican los dias de inyeccion de PBMC (ip), el asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas
entre los ratones tratados con NEO-101 y ratones tratados con IgG humana.

La Figura 4 representa la actividad antitumoral en el modelo de xenoinjerto de tumor de pancreas AsPC-1 humano en
ratones desnudos que comparan la administracion de solucion salina, IgG humana (200 ug) y NEO-101 (200 pg) donde
se administraron cuatro ciclos de tratamiento en vez de dos ciclos. Las flechas gruesas indican los dias de inyeccion
de NEO-101 (ip), las flechas delgadas indican los dias de inyeccion de PBMC (ip), el asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas entre los ratones tratados con NEO-101 y ratones tratados con IgG humana.

La Figura 5 representa la actividad antitumoral en el modelo de xenoinjerto de tumor colorrectal LS174T humano en
ratones desnudos que comparan la administracion de solucion salina, IgG humana (200 pg) y NEO-101 (200 pg). Las
flechas gruesas indican los dias de inyeccion de NEO-101 (ip), las flechas delgadas indican los dias de inyeccion de
PBMC (ip), el asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre los ratones tratados con NEO-101 y
ratones tratados con IgG humana,

La Figura 6 representa los resultados de la secuenciacion de péptidos después de varias rondas de bioseleccion de
bibliotecas de fagos identificadas utilizando el anticuerpo NEO-101 y el anticuerpo antiidiotipico 4B6.

La Figura 7 es un grafico de barras que representa los resultados de clones de fagos en ELISA de NEO-101.

La Figura 8A-B representa la inhibicion de la unién a NEO-101 por clones del fago M13. La Figura 8A representa el
porcentaje de inhibicion de uniéon a NEO-101 por clones del fago M13. Los clones M13 se diluyeron 1:30 y compitieron
NEO-101-biotina (250 ng/mL) en placas recubiertas con antigeno de cancer de colon (3 pg/mL). En la Figura 8B, %
de inhibicion = [OD de NEO-101-biotina (250 ng/mL) - OD de NEO-101-biotina (250 ng/mL) + M13 diluido 1:30] + OD
de NEO-101-biotina (250 ng/mL). La Figura 9B muestra la inhibicién de unién de NEO-101 por clones M13 en placas
recubiertas con antigeno de colon (3 pg/mL).

La Figura 9A representa el porcentaje de inhibicién de unién a NPC-1C por clones M13 en ELISA. Los clones M13 se
derivaron de la bioseleccion que produjo 10" pfu/10 uL. La Figura 9B es un grafico de barras que representa la
inhibicion de union de perlas con NPC-1C (%) por el fago clonado en el ensayo con perlas.

La Figura 10 representa la union del péptido a NEO-101 en un ensayo ELISA.
La Figura 11 representa la unién del péptido-biotina a NEO-101.

La Figura 12 es un grafico de barras que representa el porcentaje de inhibicion de la unién de los péptidos a NEO-
101.

La Figura 13 representa una comparacion de las secuencias de aminoacidos del antigeno corto NPC-1 con los
péptidos 4-1-3-C9 y 4-1-4-C12.

La Figura 14A representa la union de las células CFPAC1 por medio de perlas acopladas con anticuerpos, como un
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porcentaje de inhibicién de las perlas con NEO-101 que se unen a las células CFPAC1 (células con forma de roseta)
inhibidas por los péptidos 4-1-4-C12 y 4-1-4C12. -R2. La Figura 14B es un grafico de barras que muestra la inhibicion
por 4B6 de perlas con NEO-101 que se unen a células CFPAC1 (células con forma de roseta).

La Figura 15A es un grafico de barras que muestra el porcentaje de bloqueo de NEO-101 por péptidos (identificados
por bioseleccién en una biblioteca de fagos M13) en placas recubiertas con sobrenadante de cultivo de CFPAC1. La
Figura 15B es un grafico de barras de los valores de OD que muestran el bloqueo de NEO-101 por péptidos
(identificado por bioseleccion en una biblioteca de fagos M13) en placas recubiertas con sobrenadante de cultivo
CFPACA1.

La Figura 16A-B representa la union de suero inmunizado con 4-1-4C12-KLH a 4-1-4C12 (SEQ ID NO: 5) (A) y el
sobrenadante de la linea celular pancreatica humana CFPAC1 (B) de una manera dependiente de la dosis.

La Figura 17 representa que pAb anti 4-1-4C12 se une al sobrenadante de la linea celular pancreatica humana
CFPAC1, BSM y el péptido 4-1 -4C 12 de una manera dependiente de la dosis.

La Figura 18 representa que pAb anti 4-1-4C12 tiene menor afinidad por BSM cuando se compara con el anticuerpo
NPC-1C en ELISA de union.

Descripcion detallada de la invencion

Para que la invencidon descrita en este documento pueda entenderse completamente, se expone la siguiente
descripcion detallada. Varias realizaciones de la invencion se describen en detalle y pueden ilustrarse adicionalmente
mediante los ejemplos proporcionados.

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que los entendidos cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento pueden usarse
en la invencion o en el ensayo de la presente invencion, los métodos y materiales adecuados se describen en el
presente documento.

Como se usa en la presente descripcion y a través de las reivindicaciones que siguen, el significado de "un", "uno,
una"y "el, 1a" incluye una referencia al plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

"Adyuvante", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cualquier sustancia que se
incorpore o se administre simultdneamente con el peptidomimético del epitopo NPC-1 de la invencién que potencia la
respuesta inmune en el sujeto. Los adyuvantes incluyen, entre otros, compuestos de aluminio, por ejemplo, geles,
hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio, y adyuvante completo o incompleto de Freund (por ejemplo, en el que el
antigeno PS/A se incorpora en la fase acuosa de un agua estabilizada en una emulsién de aceite de parafina). El
aceite de parafina se puede reemplazar con diferentes tipos de aceites, por ejemplo, aceite de escualeno o de
cacahuete. Otros materiales con propiedades adyuvantes incluyen BCG (Mycobacterium tuberculosis atenuada),
fosfato de calcio, levamisol, isoprinosina, polianiones (por ejemplo, poli A:U), lentinan, toxina pertussis, lipido A,
saponinas, QS-21 y péptidos, por ejemplo, el dipéptido muramilo. Las sales de tierras raras, por ejemplo, lantano y
cerio, también se pueden usar como adyuvantes. La cantidad de adyuvantes depende del sujeto y del antigeno
particular usado y puede ser determinado facilmente por un experto en la técnica sin excesiva experimentacion.

"Aminoacido", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a los aminoacidos naturales
y sintéticos, asi como a los analogos de aminoacidos y a los miméticos de aminoacidos que funcionan de una manera
similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos naturales son aquellos codificados por el cédigo genético, asi
como aquellos aminoacidos que se modifican posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-
fosfoserina. Los analogos de aminoacidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica
que un aminoacido natural, es decir, un carbono que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino
y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metionina metil sulfonio. Dichos analogos
tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o cadenas principales peptidicas modificadas, pero conservan
la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural. Los miméticos de aminoacidos se refieren a
compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido,
pero que funciona de una manera similar a un aminoacido natural.

"Anticuerpo”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cualquier estructura molecular
que contiene una cadena polipeptidica con una forma especifica que se adapta y reconoce un epitopo, donde una o
mas interacciones de union no covalentes estabilizan el complejo entre la estructura molecular y el epitopo. La
molécula de anticuerpo arquetipica es la inmunoglobulina, y todos los tipos de inmunoglobulinas, IgG, IgM, IgA, IgE,
IgD, de todas las fuentes, por ejemplo, humanos, roedores, conejos, vacas, ovejas, cerdos, perros, pollos, se
consideran "anticuerpos". Los anticuerpos incluyen, entre otros, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanos y otros
anticuerpos de mamiferos no humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena sencilla (scFv),
antianticuerpos de camello, nanocuerpos, IgNAR (anticuerpos de cadena sencilla derivados de tiburones), productos
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inmunofarmacéuticos modulares pequefios ( SMIP) y fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fab, Fab', F(ab');). Se
han descrito numerosas secuencias codificantes de anticuerpos; y otros pueden plantearse por métodos bien
conocidos en la técnica. Véase Streltsov, et al., (2005) Protein Sci. 14 (11): 2901-9; Greenberg, et al. (1995) Nature
374 (6518): 168-173; Nuttall, et al., (2001) Mol Immunol. 38 (4): 313-26; Hamers-Casterman, et al., (1 93) Nature 363
(6428): 446-8; Gill, et al., (2006) Curr Opin Biotechnol. 17 (6): 653-8.

"Antigeno”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a una molécula o una porcion
de una molécula capaz de unirse a un anticuerpo que ademas es capaz de inducir a un animal a producir un anticuerpo
capaz de unirse a un epitopo de ese antigeno . Un antigeno puede tener un epitopo, o tener mas de un epitopo. La
reaccion especifica referida en este documento indica que el antigeno reaccionara, de manera altamente selectiva,
con su anticuerpo correspondiente y no con la multitud de otros anticuerpos que pueden ser evocados por otros
antigenos. Los antigenos pueden ser especificos de tumores (por ejemplo, expresados por células neoplasicas de
carcinoma pancreatico y de colon).

"Composicion antigénica", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a una composicion
gue provoca una respuesta inmune.

"Cancer", como se usa en este documento, se refiere en términos generales a cualquier enfermedad neoplasica (ya
sea invasiva o metastasica) caracterizada por una division celular anormal e incontrolada que causa un crecimiento
maligno o tumor.

"Anticuerpo quimérico", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a una molécula de
anticuerpo en la cual la regién constante, o una porcién de la misma, se altera, reemplaza o intercambia de manera
que el sitio de unioén al antigeno (region variable) esta unida a una region constante de una clase diferente o alterada,
funcién efectora y/o especie, o una molécula completamente diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo
quimérico, por ejemplo, una enzima, toxina, hormona, factor de crecimiento, farmaco; o la regién variable, o una
porcidon de la misma, se altera, reemplaza o intercambia con una region variable que tiene una especificidad de
antigeno diferente o alterada.

"Variantes modificadas de manera conservadora”, como se usa en el presente documento, se aplica tanto a las
secuencias de aminoacidos como a las de acido nucleico, y con respecto a secuencias de acidos nucleicos
particulares, se refiere en términos generales a las variantes modificadas de manera conservadora se refiere a aquellos
acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente idénticas, o cuando el acido
nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, con secuencias esencialmente idénticas. Debido a la
degeneracion del codigo genético, un gran numero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier
proteina dada. Tales variaciones de acido nucleico son "variaciones silenciosas", que son una especie de variaciones
modificadas de manera conservadora. Cada secuencia de acido nucleico en el presente documento que codifica un
polipéptido también describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto reconocera que cada
codon en un acido nucleico (excepto AUG, que normalmente es el Unico coddn para metionina, y TGG, que
normalmente es el Unico coddn para triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente idéntica.

"Regién determinante de complementariedad", "region hipervariable" o "CDR", como se usa en el presente documento,
se refiere en términos generales a una o mas de las regiones hipervariables o determinantes de complementariedad
(CDR) encontradas en las regiones variables de cadenas ligeras o pesadas de un anticuerpo. Véase Kabat, et al.,
(1987) “Sequences of Proteins of Immunological Interest” Institutos Nacionales de la Salud, Bethesda, MD. Estas
expresiones incluyen las regiones hipervariables definidas por Kabat, et al., (1983) “Sequences of Proteins of
Immunological Interest” Departamento de Salud y Servicios Humanos de los EE. UU. o los bucles hipervariables en
estructuras tridimensionales de anticuerpos. Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917. Las CDR en cada
cadena se mantienen muy cerca de las regiones marco y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién
del sitio de union al antigeno. Dentro de las CDR hay aminoacidos selectos que se han descrito como las regiones
determinantes de selectividad (SDR) que representan los residuos de contacto criticos utilizados por la CDR en la
interaccion anticuerpo-antigeno. Kashmiri (2005) Methods 36: 25-34.

"Cantidad de control", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a un marcador que
puede ser cualquier cantidad o un rango de cantidades para comparar con una cantidad de prueba de un marcador.
Por ejemplo, una cantidad de control de un marcador puede ser la cantidad de un marcador en un paciente con una
enfermedad o condicién particular o una persona sin tal enfermedad o condicién. Una cantidad de control puede ser
una cantidad absoluta (por ejemplo, microgramo/mL) o una cantidad relativa (por ejemplo, intensidad relativa de las
sefiales).

"Presente en forma diferencial”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a las
diferencias en la cantidad o calidad de un marcador presente en una muestra tomada de pacientes que tienen una
enfermedad o condicién en comparacién con una muestra comparable tomada de pacientes que no tienen una de las
enfermedades o afecciones. Por ejemplo, un fragmento de acido nucleico puede estar presente opcionalmente de
manera diferencial entre las dos muestras si la cantidad del fragmento de acido nucleico en una muestra es
significativamente diferente de la cantidad del fragmento de acido nucleico en la otra muestra, por ejemplo, como se
mide por ensayos de hibridacién y/o basados en NAT. Un polipéptido esta presente de manera diferencial entre las
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dos muestras sila cantidad del polipéptido en una muestra es significativamente diferente de la cantidad del polipéptido
en la otra muestra. Debe observarse que si el marcador es detectable en una muestra y no es detectable en la otra,
entonces se puede considerar que dicho marcador esta presente de manera diferencial. Opcionalmente, una cantidad
relativamente baja de sobrerregulacion puede servir como marcador.

"Diagnéstico”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a la identificacion de la
presencia o naturaleza de una condicion patoldgica. Los métodos de diagndstico difieren en su sensibilidad y
especificidad. La "sensibilidad" de un ensayo de diagnodstico es el porcentaje de individuos enfermos que dan positivo
(porcentaje de "positivos verdaderos"). Los individuos enfermos no detectados por el ensayo son "falsos negativos".
Los sujetos que no estan enfermos y que tienen un resultado negativo en el ensayo se denominan "verdaderos
negativos". La "especificidad" de un ensayo de diagndstico es 1 menos la tasa de falsos positivos, donde la tasa de
"falsos positivos" se define como la proporcion de aquellos sin la enfermedad que dieron positivo. Si bien un método
de diagndstico particular puede no proporcionar un diagnéstico definitivo de una afeccion, es suficiente si el método
proporciona una indicacion positiva que ayude en el diagndstico.

"Diagnostico”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a clasificar una enfermedad
o un sintoma, determinar una gravedad de la enfermedad, monitorear la progresion de la enfermedad, pronosticar un
resultado de una enfermedad y/o perspectivas de recuperacion. El término "detecciéon” también puede abarcar
opcionalmente cualquiera de los anteriores. El diagndstico de una enfermedad de acuerdo con la presente invencion
puede, en algunas realizaciones, verse afectado por la determinacion del nivel de un polinucleétido o un polipéptido
de la presente invencion en una muestra bioldgica obtenida del sujeto, en donde el nivel determinado puede
correlacionarse con la predisposicion, o presencia o ausencia de la enfermedad. Se debe tener en cuenta que una
"muestra bioldgica obtenida del sujeto" también puede comprender opcionalmente una muestra que no se ha extraido
fisicamente del sujeto.

"Cantidad efectiva", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a la cantidad de un
compuesto, anticuerpo, antigeno o células que, cuando se administra a un paciente para tratar una enfermedad, es
suficiente para efectuar dicho tratamiento para la enfermedad. La cantidad efectiva puede ser una cantidad efectiva
para la profilaxis y/o una cantidad efectiva para la prevencion. La cantidad efectiva puede ser una cantidad efectiva
para reducir, una cantidad efectiva para prevenir la incidencia de signos/sintomas, para reducir la gravedad de la
incidencia de signos/sintomas, para eliminar la incidencia de signos/sintomas, para retardar el desarrollo de la
incidencia de signos/sintomas, para prevenir el desarrollo de la incidencia de signos/sintomas, y/o efectuar la profilaxis
de la incidencia de signos/sintomas. La "cantidad efectiva" puede variar de acuerdo con la enfermedad y su gravedad
y la edad, el peso, el historial médico, la susceptibilidad y las condiciones preexistentes del paciente a tratar. El término
"cantidad efectiva" es sindnimo de "cantidad terapéuticamente eficaz" para los fines de esta invencion.

"Vector de expresion”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cualquier sistema
de expresion recombinante con el propdsito de expresar una secuencia de acido nucleico de la invencion in vitro o in
vivo, constitutiva o induciblemente, en cualquier célula, incluyendo células procariotas, de levaduras, de hongos, de
plantas, de insectos o de mamiferos. El término incluye sistemas de expresion lineales o circulares. El término incluye
sistemas de expresion que permanecen episomales o se integran en el genoma de la célula huésped. Los sistemas
de expresién pueden tener la capacidad de auto replicarse o no, es decir, conducir solo la expresion transitoria en una
célula. El término incluye casetes de expresion recombinante que contienen solo los elementos minimos necesarios
para la transcripciéon del acido nucleico recombinante.

"Region marco” o "FR", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a una o mas de las
regiones marco dentro de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de un anticuerpo. Véase Kabat, et al.,
(1987) “Sequences of Proteins of Immunological Interest” Institutos Nacionales de la Salud, Bethesda, MD. Estas
expresiones incluyen aquellas regiones de la secuencia de aminoacidos interpuestas entre las CDR dentro de las
regiones variables de las cadenas ligera y pesada de un anticuerpo.

"Heterdlogo”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a porciones de un acido
nucleico que indica que el acido nucleico comprende dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la misma
relacion entre si en la naturaleza. Por ejemplo, el acido nucleico se produce tipicamente de forma recombinante,
teniendo dos o mas secuencias de genes no relacionados dispuestos para producir un nuevo acido nucleico funcional,
por ejemplo, un promotor de una fuente y una regién de codificacion de otra fuente. De manera similar, una proteina
heterdloga indica que la proteina comprende dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacion
entre si en la naturaleza (por ejemplo, una proteina de fusion).

"Alta afinidad", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a un anticuerpo que tiene
una KD de al menos 108 M, mas preferiblemente al menos 10° M e incluso mas preferiblemente al menos 107" M
para un antigeno objetivo. Sin embargo, la unién de "alta afinidad" puede variar para otros isotipos de anticuerpos. Por
ejemplo, la unién de "alta afinidad" para un isotipo IgM se refiere a un anticuerpo que tiene una KD de al menos 107
M, mas preferiblemente al menos 108 M

"Homologia", como se usa en este documento, se refiere en términos generales a un grado de similitud entre una
secuencia de acido nucleico y una secuencia de acido nucleico de referencia o entre una secuencia de polipéptido y
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una secuencia de polipéptido de referencia. La homologia puede ser parcial o completa. La homologia completa indica
que las secuencias de acido nucleico o de aminoacidos son idénticas. Una secuencia de acido nucleico o aminoacido
parcialmente homdloga es aquella que no es idéntica a la secuencia de acido nucleico o aminoacido de referencia. El
grado de homologia se puede determinar por comparacion de secuencia. El término "identidad de secuencia" se puede
usar indistintamente con "homologia".

"Célula huésped", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a una célula que contiene
un vector de expresion y apoya la replicacion o expresion del vector de expresion. Las células huésped pueden ser
células procariotas tales como células E. coli o células eucariotas tales como células de levadura, de insecto (por
ejemplo, SF9), de anfibio o de mamiferos tales como CHO, HelLa, HEK-293, por ejemplo, células cultivadas, explantes
y células in vivo.

"Hibridacién”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a la interaccion fisica de
cadenas de polinucledtidos complementarias (incluidas parcialmente complementarias) por la formacion de enlaces
de hidrégeno entre nucleétidos complementarios cuando las cadenas estan dispuestas en forma antiparalela entre si.

"Kasociacion" o "Ka", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a la velocidad de
asociacion de una interaccion particular anticuerpo-antigeno, mientras que el término "Kdisociacion" o "Kd", como se
usa en el presente documento, se refiere a la velocidad de disociacion de una interaccién particular anticuerpo-
antigeno. El término "KD", como se usa en este documento, pretende referirse a la constante de disociacion, que se
obtiene a partir de la relacion de Kd con Ka (es decir, Kd/Ka) y se expresa como una concentracion molar (M). Los
valores de KD para anticuerpos pueden determinarse usando métodos bien establecidos en la técnica.

"Inmunoensayo”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a un ensayo que usa un
anticuerpo para unirse especificamente a un antigeno. El inmunoensayo se puede caracterizar por el uso de
propiedades de union especificas de un anticuerpo particular para aislar, atacar y/o cuantificar el antigeno.

"Aislado", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales al material removido de su entorno
original en el que esta presente en forma natural, y por lo tanto es alterado por accién humana a partir de su entorno
natural. El material aislado puede ser, por ejemplo, acido nucleico exdgeno incluido en un sistema vectorial, acido
nucleico exdgeno contenido dentro de una célula huésped o cualquier material que se haya removido de su entorno
original y, por lo tanto, haya sido alterado por la mano del hombre (por ejemplo, "anticuerpo aislado o peptidomimético
aislado").

"Etiqueta" o una "fraccion detectable" como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a una
composicion detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, quimicos u otros
medios fisicos.

Condiciones de "rigurosidad baja", "rigurosidad media", "rigurosidad alta" o "rigurosidad muy alta", como se usan en
este documento, se refiere en términos generales a las condiciones para la hibridacion y lavado de acidos nucleicos.
La guia para realizar reacciones de hibridacion se puede encontrar en Ausubel, et al. (2002) Short Protocols in
Molecules Biology (52 edicion) John Wiley & Sons, NY. Los ejemplos de condiciones especificas de hibridacion
incluyen, entre otras, las siguientes: (1) condiciones de hibridacion de baja rigurosidad en cloruro de sodio/citrato de
sodio 6X (SSC) a aproximadamente 45°C, seguido de dos lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% al menos a 50°C (la
temperatura de los lavados se puede aumentar hasta 55°C para condiciones de baja severidad); (2) condiciones de
hibridacion de rigurosidad media en 6X SSC a aproximadamente 45°C, seguidas de uno o mas lavados en 0,2X SSC,
SDS al 0,1% a 60°C; (3) condiciones de hibridacién de alta rigurosidad en 6X SSC a aproximadamente 45°C, seguidas
de uno o mas lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65°C; y (4) condiciones de hibridacién de rigurosidad muy alta son
fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7% a 65°C, seguido de uno o mas lavados con 0,2X SSC, SDS al 1% a 65°C.

"Mamifero"”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a todos y cada uno de los
animales vertebrados de sangre caliente de la clase Mammalia, incluidos los seres humanos, caracterizados por una
cobertura de pelo en la piel y, en las hembras, las glandulas mamarias productoras de leche. Para alimentar a los
jovenes. Los ejemplos de mamiferos incluyen, entre otros, alpacas, armadillos, capibaras, gatos, camellos,
chimpancés, chinchillas, ganado, perros, jerbos, cabras, gorilas, hamsteres, caballos, humanos, Iémures, llamas,
ratones, primates no humanos, cerdos, ratas, ovejas, musarafas, ardillas y tapires. Los mamiferos incluyen, entre
otros, especies de bovinos, caninos, equinos, felinos, murinos, ovinos, porcinos, primates y roedores. Los mamiferos
también incluyen cualquiera y todos aquellos enumerados en la Especie de Mamiferos del Mundo mantenida por el
Museo Nacional de Historia Natural, Instituto Smithsoniano en Washington DC.

"Acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico", como se usa en el presente documento, se refiere en términos
generales a un oligonucledtido desoxirribonucleétido o ribonucleétido en forma de cadena sencilla o doble. El término
abarca acidos nucleicos, es decir, oligonucledtidos, que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales. El
término también abarca estructuras similares a los acidos nucleicos con cadenas principales sintéticas. A menos que
se indique lo contrario, una secuencia particular de acido nucleico también abarca implicitamente variantes
modificadas conservadoramente de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y secuencias
complementarias, asi como la secuencia explicitamente indicada. El término acido nucleico se usa indistintamente con
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gen, ADNc, ARNm, oligonucleétido y polinucleétido.

"Enlazado operativamente", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cuando dos
fragmentos de ADN se unen de tal manera que las secuencias de aminoacidos codificadas por los dos fragmentos de
ADN permanecen en el marco.

"Paratopo”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a la parte de un anticuerpo que
reconoce un antigeno (por ejemplo, el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo). Los paratopos pueden ser una
pequefia region (por ejemplo, 15-22 aminoacidos). de la regién Fv del anticuerpo y puede contener partes de las
cadenas pesada y ligera del anticuerpo. Véase Goldsby, et al., Antigens (Capitulo 3) Immunology (52 edicién) Nueva
York: W.H. Freeman and Company, paginas 57-75.

"Paciente", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cualquier animal que necesite
tratamiento, ya sea para aliviar un estado de enfermedad o para prevenir la aparicién o reincidencia de un estado de
enfermedad. Ademas, "Paciente", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cualquier
animal que tenga factores de riesgo, antecedentes de enfermedad, susceptibilidad, sintomas, signos, fue previamente
diagnosticado, corre el riesgo o es miembro de una poblacién de pacientes para una enfermedad. El paciente puede
ser un paciente clinico, tal como un paciente humano o veterinario, tal como un animal de compafiia, domesticado,
ganado, exotico o de zooldgico. El término "sujeto” se puede usar indistintamente con el término "paciente”.

"Peptidomimético”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a un compuesto que
puede imitar o bloquear el efecto bioldgico de un péptido a nivel molecular. Los peptidomiméticos pueden ser polimeros
disefiados para imitar un péptido, tales como peptoides y péptidos B, o pueden ser un péptido que imita un péptido
diferente.

"Polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan de manera intercambiable y se refieren en términos generales a un
polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminoacidos son un analogo o mimético de un aminoacido natural correspondiente, asi como a los
polimeros de aminoacidos naturales. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminoacidos son un mimético quimico artificial de un aminoacido natural correspondiente, asi como a
polimeros de aminoacidos naturales y polimeros de aminoacidos no naturales. Los polipéptidos pueden modificarse,
por ejemplo, mediante la adicion de residuos de carbohidratos para formar glicoproteinas. Los términos "polipéptido”,
"péptido" y "proteina" incluyen glicoproteinas, asi como no glicoproteinas.

"Promotor", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a un arreglo de secuencias de
acido nucleico que dirigen la transcripcién de un acido nucleico. Como se usa en este documento, un promotor incluye
las secuencias de acido nucleico necesarias cerca del sitio de inicio de la transcripcion, tales como, en el caso de un
promotor de tipo polimerasa I, un elemento TATA. Un promotor también incluye opcionalmente elementos
potenciadores o represores distales, que pueden ubicarse a varios miles de pares de bases desde el sitio de inicio de
la transcripcion. Un promotor "constitutivo" es un promotor que esta activo en la mayoria de las condiciones
ambientales y de desarrollo. Un promotor "inducible" es un promotor que esta activo bajo la regulacion ambiental o de
desarrollo.

"Cantidad profilacticamente eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a la
cantidad de un compuesto que, cuando se administra a un paciente para la profilaxis de una enfermedad o la
prevencioén de la reincidencia de una enfermedad, es suficiente para efectuar dicha profilaxis para la enfermedad o
recurrencia. La cantidad profilacticamente eficaz puede ser una cantidad eficaz para prevenir la incidencia de signos
y/o sintomas. La "cantidad profilacticamente eficaz" puede variar segun la enfermedad y su gravedad y la edad, el
peso, el historial médico, la predisposicion a las condiciones, las condiciones preexistentes, del paciente a tratar.

"Profilaxis", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a un curso de terapia donde los
signos y/o sintomas no estan presentes en el paciente, estan en remision o estaban presentes previamente en un
paciente. La profilaxis incluye la prevencion de la enfermedad que ocurre después del tratamiento de una enfermedad
en un paciente. Ademas, la prevencion incluye el tratamiento de pacientes que potencialmente pueden desarrollar la
enfermedad, especialmente pacientes que son susceptibles a la enfermedad (por ejemplo, miembros de una poblacion
de pacientes, aquellos con factores de riesgo o con riesgo de desarrollar la enfermedad).

"Recombinante" como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a un producto, por ejemplo,
a una célula, o acido nucleico, proteina o vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector, se han
modificado por la introduccion de un acido nucleico o proteina heteréloga o la alteracién de un acido nucleico o proteina
nativa, o que la célula se deriva de una célula asi modificada. Por lo tanto, por ejemplo, las células recombinantes
expresan genes que no se encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes
nativos que de otra manera se expresan de manera anormal, expresados o no expresados en absoluto.

"Especificamente (o selectivamente) se une" a un anticuerpo o "especificamente (o selectivamente) inmunorreactivo
con " o interactia o se une especificamente, "como se usa en este documento, se refiere en términos generales a una
proteina o péptido (u otro epitopo), se refiere, en algunas realizaciones, a una reaccion de unién que es determinante
de la presencia de la proteina en una poblacién heterogénea de proteinas y otros compuestos bioldgicos. Por ejemplo,
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bajo condiciones de inmunoensayo, los anticuerpos especificados se unen a una proteina particular al menos dos
veces mas que el fondo (sefal no especifica) y no se unen sustancialmente en una cantidad significativa a otras
proteinas presentes en la muestra. Tipicamente, una reaccién especifica o selectiva sera al menos dos veces la sefial
o ruido de fondo y mas tipicamente mas de aproximadamente 10 a 100 veces el fondo.

"Especificamente hibridables" y "complementarios" como se usa en este documento, se refieren en términos generales
a que un acido nucleico puede formar un enlace o enlaces de hidrégeno con otra secuencia de acido nucleico ya sea
por Watson-Crick tradicional u otros tipos no tradicionales. La energia libre de unién para una molécula de acido
nucleico con su secuencia complementaria es suficiente para permitir que la funcién relevante del acido nucleico
continue, por ejemplo, la actividad de ARNi. La determinacion de las energias libres de union para las moléculas de
acido nucleico es bien conocida en la técnica. Véase, por ejemplo, Turner, et al., (1987) CSH Syrnp. Cuant. Biol. LII:
123-33; Frier, et al., (1986) PNAS 83: 9373-77; Turner, et al., (1987) J. Am. Chem. Soc. 109: 3783-85. Un porcentaje
de complementariedad indica el porcentaje de residuos contiguos en una molécula de acido nucleico que puede
formar enlaces de hidrégeno (por ejemplo, el emparejamiento de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia
de acido nucleico (por ejemplo, aproximadamente al menos 5, 6, 7, 8, 9,10) de los 10 que son aproximadamente al
menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100% complementarios, inclusive). "Perfectamente complementario” o 100% de
complementariedad se refiere en términos generales a todos los residuos contiguos de un enlace de hidrégeno de la
secuencia de acido nucleico con el mismo nuimero de residuos contiguos en una segunda secuencia de acido nucleico.
"Complementariedad sustancial" se refiere a las cadenas de polinucleétidos que exhiben aproximadamente al menos
un 90% de complementariedad, excluyendo las regiones de las cadenas de polinucleétidos, tales como salientes, que
se seleccionan de manera que no sean complementarias. La unién especifica requiere un grado suficiente de
complementariedad para evitar la uniéon no especifica del compuesto oligomérico a las secuencias no objetivo en
condiciones en las que se desea la union especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in
vivo o tratamiento terapéutico, o en el caso de los ensayos in vitro, en las condiciones en que se realizan los ensayos.
Las secuencias no objetivo tipicamente pueden diferir en al menos 5 nucleodtidos.

"Signos" de enfermedad, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cualquier
anomalia indicativa de enfermedad, detectable en el examen del paciente; una indicacion objetiva de enfermedad, en
contraste con un sintoma, que es una indicacién subjetiva de enfermedad.

"Soporte sdlido", "soporte" y "sustrato”, como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a
cualquier material que proporcione una estructura sélida o semisdlida con la que se pueda unir otro material, incluidos,
entre otros, soportes lisos (por ejemplo, metal, vidrio, plastico, silicio y superficies ceramicas), asi como materiales
texturados y porosos.

"Sujetos" como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cualquier sujeto adecuado para
ser tratada de acuerdo con la presente invencion que incluye, pero no se limita a, sujetos aviares y mamiferos, y son
preferiblemente mamiferos. Los mamiferos de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, caninos, felinos,
bovinos, caprinos, equinos, ovinos, porcinos, roedores (por ejemplo, ratas y ratones), lagomorfos, primates, humanos.
Cualquier sujeto mamifero que necesite ser tratado de acuerdo con la presente invencién es adecuado. Los sujetos
humanos de ambos géneros y en cualquier etapa de desarrollo (es decir, neonato, lactante, juvenil, adolescente,
adulto) pueden tratarse de acuerdo con la presente invencion. La presente invencion también puede llevarse a cabo
en sujetos animales, particularmente en mamiferos tales como ratones, ratas, perros, gatos, vacas, cabras, ovejas y
caballos con fines veterinarios, y con fines de deteccion y desarrollo de farmacos. "Sujetos" se usa indistintamente con
"pacientes".

"Sintomas" de enfermedad como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a cualquier
fendmeno morbido o desviacién de la estructura, funcidon o sensacion normal, experimentada por el paciente e
indicativa de la enfermedad.

"Terapia", "terapéutica", o "tratamiento", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a
tratar una enfermedad, detener o reducir el desarrollo de la enfermedad o sus sintomas clinicos, y/o aliviar la
enfermedad, causando la regresion de la enfermedad o sus sintomas clinicos. La terapia abarca la profilaxis, el
tratamiento, el remedio, la reduccion, el alivio y/o mitigacion de una enfermedad, signos y/o sintomas de una
enfermedad. La terapia abarca un alivio de los signos y/o sintomas en pacientes con signos y/o sintomas de
enfermedad en curso (por ejemplo, crecimiento tumoral, metastasis). La terapia también abarca la "profilaxis". El
término "reducido", con el propdsito de terapia, se refiere en términos generales a la reduccion clinica significativa en
los signos y/o sintomas. La terapia incluye el tratamiento de recaidas o signos y/o sintomas recurrentes (por ejemplo,
crecimiento tumoral, metastasis). La terapia abarca, entre otras cosas, excluir la aparicion de signos y/o sintomas en
cualquier momento, asi como reducir los signos y/o sintomas existentes y eliminar los signos y/o sintomas existentes.
La terapia incluye el tratamiento de enfermedades cronicas ("mantenimiento”) y enfermedades agudas. Por ejemplo,
el tratamiento incluye tratar o prevenir las recaidas o la recurrencia de signos y/o sintomas (por ejemplo, crecimiento
tumoral, metastasis).

"Region variable" o "VR", como se usa en este documento, se refiere en términos generales a los dominios dentro de
cada par de cadenas ligeras y pesadas en un anticuerpo que estan involucrados directamente en la union del
anticuerpo al antigeno. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (V4) seguido de una serie de
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dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable (V) en un extremo y un dominio constante en su
otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con el primer dominio constante de la cadena
pesada, y el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesada.

"Vector", como se usa en el presente documento, se refiere en términos generales a un plasmido, césmido, fagémido,
ADN de fago u otra molécula de ADN que es capaz de replicarse de manera auténoma en una célula huésped, y que
se caracteriza por uno o un pequefio nimero de sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccién en los que
dichas secuencias de ADN pueden cortarse de una manera determinable sin pérdida de una funcion biolégica esencial
del vector, y en la que se puede insertar ADN para lograr su replicacion y clonacion. El vector puede contener ademas
un marcador adecuado para usar en la identificacion de células transformadas con el vector.

Las técnicas y los procedimientos se realizan generalmente de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos
en la técnica y como se describe en varias referencias generales y mas especificas que se citan y discuten a lo largo
de la presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al., (2001) Molec. Cloning: Lab. Manual [3a
Edicion] Cold Spring Harbor Laboratory Press. Se pueden usar técnicas estandar para el ADN recombinante, la sintesis
de oligonucledtidos y el cultivo de tejidos, y la transformacion (por ejemplo, electroporacion, lipofeccion). Las
reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion pueden realizarse de acuerdo con las especificaciones del
fabricante o como se realiza cominmente en la técnica o como se describe en el presente documento. Las
nomenclaturas utilizadas en relacion con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de quimica analitica, quimica
organica sintética y quimica médica y farmacéutica descritas en este documento son aquellas bien conocidas y
comunmente utilizadas en la técnica. Se pueden usar técnicas estandar para sintesis quimicas, analisis quimicos,
preparacion farmacéutica, formulacion y administracion, y tratamiento de pacientes.

Variantes especificas de tumor de MUC5AC comprenden un epitopo NPC-1

La presente invencion describe peptidomiméticos de epitopos especificos de cancer en MUC5AC que estan
especificamente unidos por los anticuerpos de la serie NEO-100 descritos en la Solicitud Internacional de Patente No.
WO 2011/163401 (por ejemplo, NEO-101, NEO-102, NEO-103). Los peptidomiméticos descritos en este documento,
SX'PX2DX3FRYX*NX® (SEQ ID NO:1),enlaque X' esparal; X?esEoD; X3esYoW; X*esTolyX®esQoY;
SX'PX2DXPFRYX*NX®K (SEQ ID NO: 2),enlaque X'es paraL; X?esEoD; X3esYoW; X*esTolyX®esQoYy
SLEPEX'DWX2FRYX3NY (SEQID NO: 3), enlaque X'esEo D; X2esWo Y;y X3es Tol; ylos peptidomiméticos
descritos en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 4-24, las imitaciones de epitopos expresadas por
variantes especificas de tumor de un antigeno MUCS5AC, incluidas las variantes de glicosilacion. Estos
peptidomiméticos pueden usarse en métodos para tratar y detectar cancer, asi como en la produccién de anticuerpos
especificos de tumores.

Forma variante especifica del tumor de MUC5AC

Una variante de glicosilacion de MUC5AC es expresada por células tumorales. Esta variante de glicosilacion puede
ser debida a un defecto en enzimas transferasas u otras enzimas involucradas en la glicosilaciéon. MUC5AC aislado
del sobrenadante de CFPAC-1 (linea celular de cancer de pancreas CFPAC-1) se digiri6 con termolisina y estos
fragmentos (por ejemplo, las SEQ ID NOs: 27-33) estan unidos por un anticuerpo NEO-101. Esto condujo al
descubrimiento del epitopo NPC-1, como se describe en la Solicitud Internacional de Patente No. WO 2011/163401,
que es un glicotipo especifico de tumor dentro de la region de repeticion en tandem de MUCS5AC. Este analisis produjo
un tramo de 15 residuos TTSTTSAPTTSTTSAP (SEQ ID NO: 34) que se superpone 100% con los péptidos generados
a partir de la digestion con termolisina del constructo de MUC5AC. Esta region esta enriquecida en prolina-treonina-
serina y puede actuar como un andamio para el epitopo de carbohidrato aberrante reconocido por un anticuerpo NEO-
100 (por ejemplo, NEO-101, NEO-102, NEO-103). Esto fue corroborado por estudios de eliminacion de MUC5AC que
sugieren que el tramo peptidico de GCPVTSTPVTAPSTP (SEQ ID NO: 35) se une a un anticuerpo NEO-100 (por
ejemplo, NEO-101, NEO-102, NEO-103). Se cree que esta region actia como un andamio para glicosilacion aberrante
en células tumorales, formando un patron de glicoproteina aberrante que es reconocido por un anticuerpo NEO-100.
El epitopo NPC-1 también es sensible al tratamiento con neuraminidasa pero no a otras enzimas (por ejemplo, B-
glucosaminidasa, O-glicosidasa, PNGasa F, neuraminidasa (a2 — 3), B (1 — 4) galactosidasa).

Usando la presentacion en fagos peptidicos, se identificaron epitopos sintéticos que actian como peptidomiméticos
del glicotopo NPC-1: SX'PXDX3FRYX*NX?® (SEQ ID NO: 1), enlaque X' esparal; X?esEoD; X3es Yo W, X* es
TolyXsesQoY; SX'PXDX3FRYX*NX®K (SEQID NO: 2),enlaque X' esparal; X?esEoD; X3esYoW; X*es T
olyX5esQoYySLEPEX'DWX?FRYX3NY (SEQID NO: 3),enlaque X'esEoD; X?esWoY;yX3esTol;ylos
peptidomiméticos descritos en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 4-24. No existe una homologia
significativa entre las secuencias peptidicas y la secuencia de MUC5AC, lo que sugiere que los péptidos comprenden
peptidomiméticos del epitopo NPC-1. Es probable que tales peptidomiméticos sean un glicomimético de la glicosilacion
aberrante expresada por las células tumorales pero no por los tejidos normales de colon o pancreas. Esto puede ser
util como una etiqueta en ensayos de diagndstico o un péptido de control para medir la unién del anticuerpo NEO-101.
Ademas, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden usarse en métodos de diagndstico o terapéuticos para el
cancer de colon, pancreas, estbmago, ovario, pulmén, mama o esoéfago.

Como se describe en la Solicitud Internacional de Patente No. WO 2011/163401, las variantes de glicosilacion de
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MUCS5AC se correlacionan con células tumorales y han caracterizado antigenos MUC5AC especificos de tumores (por
ejemplo, epitopos o determinantes antigénicos) que pueden usarse en métodos terapéuticos y diagnostico (por
ejemplo, tratamiento de cancer que involucra antigenos MUCS5AC especificos del tumor y la deteccion de antigenos
variantes de MUC5AC especificos del tumor). Los estudios de inmunohistoquimica demuestran que el epitopo NPC-
1 puede ser util como biomarcador tisular de presencia y progresion de cancer de colon, pancreas, estémago, ovario,
pulmén, mama o eséfago. Por ejemplo, los anticuerpos dirigidos al epitopo NPC-1 pueden inhibir la progresion del
tumor. Ademas, los niveles de epitopo NPC-1 detectados en los sueros parecen aumentar a medida que el cancer
progresa, por lo que el NPC-1 puede usarse como un marcador de diagnéstico no invasivo para el cancer de colon,
pancreas, estbmago, ovario, pulmoén, mama o eso6fago. Por lo tanto, el peptidomimético del epitopo NPC-1 descrito en
el presente documento se puede utilizar como un objetivo diagndstico y terapéutico especifico para el cancer de colon,
pancreas, estdmago, ovario, pulmén, mama o esofago.

Anticuerpo Monoclonal NEO-1

Como se describe en la Solicitud Internacional de Patente No. WO 2011/163401, los anticuerpos NEO-100 (por
ejemplo, NEO-101, NEO-102, NEO-103) se unen a las células tumorales e inician la citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos (ADCC) en esta célula y/o inhibe la proliferacion celular. Por ejemplo, un anticuerpo NEO-
101 se produjo mediante la técnica de hibridoma, se clond, se quimerizé con regiones constantes humanas y también
completamente humanizadas. Los inventores sorprendentemente descubrieron que el epitopo NPC-1 esta contenido
dentro de las regiones de repeticion en tandem (TR) de la glicoproteina MUC5AC y que un anticuerpo NEO-100
reconoce una forma aparentemente aberrantemente glicosilada de MUC5AC expresada por células tumorales. Esto
esta en contraste con otros anticuerpos anti-MUC5AC (por ejemplo, 1-13M1, SOMU1, 463M) que se unen
predominantemente cerca de la region del extremo terminal N o el extremo terminal C y no un glicétopo en las regiones
de repeticion en tandem. Véase la Tabla 1. Ademas, el epitopo NPC-1 es sensible a las enzimas glicoliticas y, por lo
tanto, sugiere que es un glicotopo. Adicionalmente, ninguno de los anticuerpos disponibles comercialmente contra
MUCS5AC que fueron probados por los inventores se encontré que reaccionan de forma cruzada con la unién por NPC-
1. Usando estos anticuerpos, los inventores aislaron un peptidomimético que se une al anticuerpo NEO-101 pero no
comparte ninguna homologia significativa con el epitopo NPC-1.

Tabla 1
Clon de anticuerpo Fuente Sitio de union ¢, Compite con el
anticuerpo NEO-17?
45M1 Abcam Inc. No caracterizado No
H00004586 Abnova Inc. Ultimos 100 residuos en el terminal No
carboxilo
CLH-2 Millipore Inc. Repeticién en tandem No
2-11M1 Abcam Inc. Terminal amino No
9-13M1 Abcam Inc. Terminal amino No
1-13M1 Abcam Inc. Region TSP-1 Cys-2 No
2-12M1 Abcam Inc. Region terminal carboxilo No
Conejo policlonal Santa Cruz Residuos 1214-1373 No
Biotechnology Inc.
(H-160)

La actividad de union a células tumorales de NEO-101 se realizé mediante citometria de flujo usando lineas celulares
tumorales colorrectales y pancreaticas. Como se muestra en la Tabla 2, el anticuerpo NEO-101 reaccioné con una
muestra de lineas celulares de tumores colorrectales y pancreaticos humanos. Un anticuerpo de control de isotipo no
reacciond con las células tumorales colorrectales y pancreaticas, lo que demuestra la reactividad especifica de
antigeno de NEO-101 con estas lineas celulares tumorales colorrectales y pancreaticas. Véase la Solicitud
Internacional de Patente No. WO 2011/163401

Tabla 2: Citometria de flujo: unién de células tumorales por NEO-101

Linea de células tumorales % de células tefidas (mfi)

Control de isotipo NEO-101
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Colorrectal LS174T 3,85 (35) 89,72 (103)
Colorrectal Colo-205 2,33 (34) 94,67 (175)
Colorrectal SW480 3,38 (56) 58,98 (118)
Pancreatica CFPAC-1 1,79 (25) 52,56 (59)

La Tabla 3 muestra que 43% de los canceres de colon y 48% de los canceres de pancreas se tifieron positivamente
con el anticuerpo NEO-101. Se observé que solo una de las cuatro muestras de colon normal mostré una positividad
moderada con NEO-101. Ademas, en ciertos casos en los que el tejido del colon normal se tifié positivamente con
NEO-101, se descubrid que el tejido se habia extirpado quirirgicamente de regiones adyacentes al cancer de colon.
En consecuencia, los tejidos "normales" tefiidos positivamente ya pueden haber sufrido cambios genotipicos
("precancerosos") que dan como resultado la expresion del antigeno MUC5AC aberrantemente glicosilado que podria
conducir a la deteccién de carcinoma con NEO-101.

Tabla 3: Inmunohistoquimica: tejidos humanos con NEO-101 biotinilado

estra de tejido humano Intensidad de tincién del tejido
Negativa Débil +1 +2 +3 +4 Positivo
(Fuente) total
Cancer de colon 27/48 5/48 7/48 4/48 5/48 21/48
/56%) (10%) (15%) (8%) (10%) (43%)
Colon normal 3/4 1/4 1/4
(75%) (25%) (25%)
Cancer de pancreas 56/108 17/108 7/108 18/108 | 10/108 | 52/108
(52%) (16%) (6%) (17%) (9%) (48%)
Pancreas normal 3/3 0/3
(100%) (0%)
Cancer de utero 32/42 2/42 8/42 10/42
(76%) (5%) (19% (24%)
Utero normal 12/12 0/12
(100%) (0%)
Cancer de prostata 30/40 5/40 5/40 10/40
(75%) (12%) (12%) (25%)
Prostata normal 4/4 0/4
(100%) (0%)

La tincion con un anticuerpo de control de isotipo IgG1 humano no mostré reactividad frente a los mismos tejidos. Los
estudios inmunohistoquimicos demuestran la tincion de tejido NEO-101 en tejido de adenocarcinoma pancreatico y
carece de tincion en tejido pancreatico normal.

En resumen, los resultados de tincion de anticuerpos con NEO-101 demostraron inmunorreactividad especifica con
los tejidos cancerosos de los pacientes de colon y pancreas, mientras que solo se observd una unién débil en el
pancreas normal o en los tejidos de colon. Ademas, no se observo reactividad cruzada en otros tejidos humanos
normales tefidos, lo que indica una fuerte correlacion positiva de la uniéon de NEO-101 a los tejidos de cancer de colon
y pancreas. Por lo tanto, el epitopo NPC-1 es expresado por células tumorales de colon y pancreas, pero no por células
tumorales pancreas o de colon normal. Por lo tanto, el epitopo NPC-1 se puede usar como un marcador especifico del
tumor o un objetivo terapéutico para el cancer de colon y pancreatico. Ademas, los peptidomiméticos del epitopo NPC-
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1 (por ejemplo, el polipéptido de las SEQ ID NOs: 1-24) como se describe en el presente documento se pueden usar
en la deteccion y tratamiento de cancer (por ejemplo, de colon, pancreas, mama, pulmoén, ovario, estomago, eséfago).

Peptidomiméticos del epitopo NPC-1

La invencion proporciona peptidomiméticos del epitopo NPC-1 de acuerdo con las reivindicaciones. Los inventores
sorprendentemente descubrieron que MUC5AC comprende al menos un epitopo NPC-1. Los ejemplos de polipéptidos
que comprenden al menos un epitopo NPC-1 se proporcionan en GCPVTSTPVTAPSTP (SEQ ID NO: 35). Los
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden comprender las siguientes secuencias: SX'PX?DX3FRYX*NX® (SEQ ID
NO:1),enlaque X' esparalL; X?esEoD;X3esYoW;X*esTolyX?esQoY; SX'PX?DX3FRYX*NX°K (SEQ ID
NO:2),enlaque X' esparal; X?esEoD; X3esYoW; X*esTolyX5es QoY ySLEPEX'DWX?FRYX3NY (SEQ
IDNO:3),enlaque X'esEoD; X?esWoY;yX3es Tol; FFEDYFRYTNQK (SEQ ID NO: 4); SLPDDWFRYINY
(SEQ ID NO: 5); y los peptidomiméticos descritos en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 6-24.

Los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos que comprenden al menos un peptidomimético del epitopo NPC-1
pueden modificarse usando técnicas estandar de biologia molecular que dan como resultado variantes de polipéptidos
que comprenden al menos un epitopo NPC-1 que incluyen, entre otros, supresiones, adiciones y sustituciones en la
secuencia de aminoacidos, que conserva la antigenicidad especifica del epitopo NPC-1 (por ejemplo, el epitopo NPC-
1 esta unido por el anticuerpo NEO-1). Ademas, las variantes de polipéptidos que comprenden al menos un epitopo
NPC-1 también pueden retener la antigenicidad de un epitopo NPC-1 (por ejemplo, genera una respuesta inmune
especifica contra los epitopos NPC-1 respectivamente, tras la inmunizacion en un sujeto). Los peptidomiméticos del
epitopo NPC-1 pueden formularse con un vehiculo farmacéutico para fabricar una composicion de antigeno util como
"vacuna contra el cancer" (por ejemplo, una composicion farmacéutica que provoca una respuesta inmunitaria
especifica contra el epitopo NPC-1, que produce anticuerpos antitumorales después de la inmunizacién en un sujeto).
Por ejemplo, una vacuna contra el cancer puede comprender una composicion que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-24, o combinaciones de las mismas.
Una vacuna contra el cancer puede comprender una composicidon que comprende un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 4 o 5 y un adyuvante o portador farmacéutico. Ademas,
una vacuna contra el cancer puede comprender una composicién que comprende un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 4 o 5 conjugadas a un vehiculo tal como KLH. El
peptidomimético del epitopo NPC-1 puede ser un péptido pequefio. Ademas, la estructura peptidica del
peptidomimético que puede tener una estructura quimica alterada esta disefiada para mejorar la estabilidad o la
actividad bioldgica. Tales modificaciones incluyen cadenas principales alteradas y la incorporacién de aminoacidos no
naturales.

Derivados y analogos de polipéptidos

Se apreciara que los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en este documento pueden ser polipéptidos,
productos de degradacién, péptidos sintéticos o péptidos recombinantes, asi como peptidomiméticos, péptidos
sintéticos, peptoides y semipeptoides (por ejemplo, analogos de péptidos, que pueden tener, por ejemplo,
modificaciones que hacen que los péptidos sean mas estables mientras estan en un cuerpo o mas capaces de penetrar
en las células). Las modificaciones de los peptidomiméticos del epitopo NPC-1, descritas en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a modificacion del extremo terminal N, modificacion del extremo terminal C, modificacion
del enlace peptidico (por ejemplo, CH2-NH, CH>-S, CH»-S=0, 0=C-NH, CH>-0, CH,-CH,, S=C-NH, CH=CH o CF=CH),
modificaciones de la cadena principal y modificacion de residuos. Los métodos para preparar compuestos
peptidomiméticos son bien conocidos en la técnica. Martin (2010) Quantitative Drug Design: A Critical Introduction [2a
Edicién] CRC Press.

Los enlaces peptidicos (-CO-NH-) dentro del péptido pueden ser sustituidos, por ejemplo, por enlaces N-metilados (-
N (CHz3)-CO-), enlaces éster (-C(R)H-C-0- 0-C(R)-N-), enlaces cetometileno (-CO-CH-), enlaces a-aza (-NH-N(R)-
CO-), en los que R es cualquier alquilo, por ejemplo, enlaces metilo, enlace carba (-CH2-NH-), enlaces hidroxietileno
(-CH(OH)-CH2-), enlaces de tioamida (-CS-NH-), enlaces olefinicos dobles (-CH=CH-), enlaces retro amida (-NH-CO-
), derivados peptidicos (-N(R)-CH2-CO-), en los que R es la cadena lateral "normal", naturalmente presente en el atomo
de carbono. Estas modificaciones pueden ocurrir en cualquiera de los enlaces a lo largo de la cadena peptidica e
incluso en varias (2-3) al mismo tiempo.

Los aminoacidos aromaticos naturales, Trp, Tyr y Phe, pueden estar sustituidos por aminoacidos no naturales
sintéticos como fenilglicina, TIC, naftilelanina (Nol), derivados de fenilalanina metilados en el anillo, derivados
halogenados de fenilalanina o metil tirosina. Ademas de lo anterior, los polipéptidos de la presente invencion también
pueden incluir uno o mas aminoacidos modificados 0 uno 0 mas mondémeros que no son aminoacidos (por ejemplo,
acidos grasos, carbohidratos complejos), por ejemplo, hidroxiprolina, fosfoserina y fosfotreonina; y otros aminoacidos
inusuales que incluyen, entre otros, acido 2-aminoadipico, hidroxilisina, isodesmosina, norvalina, norleucina y ornitina.
Ademas, el término "aminoacido” incluye tanto aminoacidos D como L.

Los polipéptidos pueden comprender uno o mas aminoacidos polares no naturales o naturales, que incluyen pero no
se limitan a Serina y treonina que son capaces de aumentar la solubilidad del péptido debido a su cadena lateral que
contiene hidroxilo.
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Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 de la presente invencion pueden estar en forma lineal, aunque se apreciara
que también pueden utilizarse formas circulares.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento pueden purificarse a partir de células
que se han alterado para expresarlos (por ejemplo, recombinante). Las secuencias de ADN que codifican los
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden insertarse en un vector de expresion y luego transformarse (o
transfectarse) en una célula huésped apropiada y/o expresarse en un animal transgénico. Los peptidomiméticos del
epitopo NPC-1 asi expresados se pueden aislar luego por métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Maniatis, et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual [3a Edicion] Cold Spring Harbor Laboratory Press. Los
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 de la presente invencion pueden ser sintetizados bioquimicamente mediante el
uso de técnicas estandar en fase sdlida. Estos métodos incluyen sintesis exclusiva en fase solida, métodos de sintesis
parcial en fase sélida, condensacion de fragmentos, sintesis clasica en solucion. Los procedimientos de sintesis de
péptidos en fase sdlida son bien conocidos en la técnica y se describen adicionalmente por Stewart (1984) Solid Phase
Peptide Syntheses [2a Edicion] Pierce Chemical Company y Benoiton (2005) Chemistry of Peptide Synthesis CRC
Press. Los péptidos sintéticos pueden purificarse mediante cromatografia liquida preparativa de alto rendimiento y
cuya composicion puede confirmarse mediante secuenciacion de aminoacidos. Véase Creighton (1992) [2a Edicion]
Proteins, Structures and Molecular Principles W.H. Freeman y compafiia; Aguilar (2004) [Ed.] HPLC of Peptides and
Proteins: Methods and Protocols Humana Press; Simpson (2002) Protein Sequencing Protocols [2a Ed.] Humana
Press.

En los casos en que se desean grandes cantidades de los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 de la presente
invencion, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 de la presente invenciéon se pueden generar utilizando técnicas
recombinantes como las descritas por Invitrogen (2002) “Guide to Baculovirus Expression Vector Systems (BEVs) y
Insect Culture Techniques” Instruction Manual; Hatti-Kaul y Mattiasson (2003) [Eds] Isolation and Purification of
Proteins; Ahmed (2004) Principles and Reactions of Protein Extraction, Purification and Characterization CRC Press.
Ademas técnicas recombinantes tales como las descritas por, por ejemplo, Bitter, et al. (1987) Methods in Enzymol.
153: 516-544, Studier, et al., (1990) Methods in Enzymol. 185: 60-89, Brisson, et al., (1984) Nature 310: 511-514,
Takamatsu, et al., (1987) EMBO J. 6: 307-311, Coruzzi, et al. (1984) EMBO J. 3: 1671-1680 y Brogli, et al., (1984)
Science 224: 838-843, Gurley, et al., (1986) Mol. Cell. Biol. 6: 559-565 y Weissbach & Weissbach (1988) Methods for
Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Seccion VI, paginas 421-463.

Variantes de secuencia de polipéptidos

Para cualquier secuencia peptidomimética del epitopo NPC-1 descrita en el presente documento, se puede lograr una
caracterizacion u optimizacion adicional mediante la adicién o eliminacién sistematica de residuos de aminoacidos
para generar péptidos mas largos o mas cortos, y probandolos y las secuencias generadas al desplazar una ventana
de mayor o menor tamafio hacia arriba o hacia abajo del antigeno a partir de ese punto. La combinacion de este
enfoque para generar nuevos objetivos candidatos probando la efectividad de las moléculas antigénicas con base en
esas secuencias en un ensayo de inmunogenicidad, como se conoce en la técnica o como se describe en el presente
documento, puede conducir a una manipulaciéon adicional del antigeno. Aun adicionalmente, tales secuencias
optimizadas pueden ajustarse, por ejemplo, mediante la adicién, supresiones u otras mutaciones conocidas en la
técnica y/o discutidas en el presente documento para optimizar aiin mas el peptidomimético del epitopo NPC-1 (por
ejemplo, aumentar la estabilidad en suero o la semivida en circulaciéon, aumentar la estabilidad térmica, mejorar el
suministro, mejorar la inmunogenicidad, aumentar la solubilidad, el direccionamiento a una ubicacién particular in vivo
o tipo de célula).

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento pueden comprender mutaciones de
sustitucion conservadora, (es decir, la sustitucién de uno o mas aminoacidos por aminoacidos similares). Por ejemplo,
una sustitucion conservadora se refiere a la sustitucion de un aminoacido con otro dentro de la misma clase general,
por ejemplo, un aminoacido acido con otro aminoacido acido, un aminoacido basico con otro aminoacido basico o un
aminoacido neutro por otro aminoacido neutro.

Las secuencias peptidomiméticas del epitopo NPC-1 pueden tener al menos aproximadamente 60, 65, 70, 75, 80, 81,
82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100% de homologia de secuencia con cualquiera
de al menos una de las secuencias polipeptidicas de las SEQ ID NOs: 1-24. Ademas, la variante de los
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descrita en este documento puede conservar la antigenicidad de la secuencia de
la que se derivd. Se describen secuencias polipeptidicas que tienen al menos aproximadamente 95% de homologia
de secuencias, tal como al menos aproximadamente 98% de homologia de secuencias, o al menos 99% de homologia
de secuencia con cualquiera de una o mas de las secuencias polipeptidicas de las secuencias peptidomiméticas del
epitopo NPC-1 expuestas en las SEQ ID NOs: 1-24. Los métodos para determinar la homologia entre secuencias de
aminoacidos, asi como las secuencias de acido nucleico, son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase,
por ejemplo, Nedelkov & Nelson (2006) New and Emerging Proteomic Techniques Humana Press.

Por lo tanto, un peptidomimético del epitopo NPC-1 puede tener al menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de homologia de
secuencia con una secuencia polipeptidica de las SEQ ID NOs: 1-24. Por ejemplo, un peptidomimético del epitopo
NPC-1 puede tener al menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
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92 %, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de homologia de secuencia con las SEQ ID NOs: 1-24. La
variante peptidomimética del epitopo NPC-1 descrita en este documento puede conservar la antigenicidad de la
secuencia de la que se derivaron (por ejemplo, una variante peptidomimética del epitopo NPC-1 con al menos
aproximadamente 80% de homologia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 puede tener la misma
antigenicidad que un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5).

El término homologia, o identidad, se entiende que significa el numero de aminoacidos que concuerdan (identidad)
con otras proteinas, expresado en porcentaje. La identidad se determina preferiblemente comparando una secuencia
dada con otras proteinas con la ayuda de programas de ordenador. Si las secuencias que se comparan entre si tienen
una longitud diferente, la identidad debe determinarse de tal manera que el nimero de aminoacidos que la secuencia
corta comparte con la secuencia mas larga determina el porcentaje de identidad. La identidad se puede determinar
rutinariamente por medio de programas informaticos conocidos que estan disponibles publicamente tales como, por
ejemplo, ClustalW. Thompson, et al., (1994) Nucleic Acids Research 22: 4673-4680. ClustalW esta disponible
publicamente en el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular y puede descargarse de varias paginas de Internet,
entre otras, el IGBMC (Instituto de Genetique et Biologie Moleculaire et Cellulaire) y el EBI y todas las paginas de
Internet del EBI (Instituto Europeo de Bioinformatica). Si se usa el programa informatico ClustalW versiéon 1.8 para
determinar la identidad entre, por ejemplo, la proteina de referencia de la presente solicitud y otras proteinas, se deben
establecer los siguientes parametros: KTUPLE = 1, TOPDIAG = 5, WINDOWS = 5, PAIRGAP = 3, GAPOPEN = 10,
GAPEXTEND = 0,05, GAPDIST = 8, MAXDIV = 40, MATRIX = GONNET, ENDGAPS (OFF), NOPGAP, NOHGAP.
Véase también la caja de herramientas del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI) disponible en linea y Smith (2002)
Protein Sequencing Protocols [2a Ed.] Humana Press.

Una posibilidad de encontrar secuencias similares es realizar investigaciones de bases de datos de secuencias. En el
presente documento, una 0 mas secuencias pueden ingresarse de la manera conocida para consulta. Esta secuencia
de consulta se compara luego con las secuencias presentes en las bases de datos seleccionadas mediante programas
estadisticos de ordenador. Estas consultas de base de datos (busquedas en BLAST) son conocidas por el trabajador
calificado y pueden obtenerse con diferentes proveedores. Por ejemplo, si tales consultas en bases de datos de este
tipo se llevan a cabo en el NCBI (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica), se deben usar las configuraciones
estandar para la consulta de comparacion respectiva. Para las comparaciones de secuencias de proteinas (BLASTP),
estas configuraciones son: Limite de entrada = no activado; Filtro = baja complejidad activada; Valor esperado = 10;
tamanfo de palabra = 3; Matriz = BLOSUMG62; Costos de por hueco: Existencia = 11, Extension = 1. El resultado de tal
consulta es, entre otros parametros, el grado de identidad entre la secuencia de consulta y las secuencias similares
encontradas en las bases de datos.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 incluyen fragmentos funcionales de dichos peptidomiméticos. Un "fragmento
funcional" de dicho polipéptido incluye un fragmento del gen o ADNc que codifica dicho epitopo NPC-1, cuyo fragmento
es capaz de provocar una respuesta inmune (por ejemplo, respuesta inmune humoral o celular). Por lo tanto, por
ejemplo, fragmentos del epitopo NPC-1 de acuerdo con la invencién que corresponde a residuos de aminoacidos que
contribuyen a la inmunogenicidad del antigeno y cuyos fragmentos pueden servir para funcionar como antigenos para
provocar una respuesta inmune (por ejemplo, respuesta inmune humoral o celular). Esto incluye isoformas
empalmadas diferencialmente y los comienzos transcripcionales de los polipéptidos de acuerdo con la invencion. Los
polipéptidos de acuerdo con la invencién también pueden comprender fragmentos, derivados y variantes alélicas de
los peptidomiméticos del epitopo NPC-1. Los métodos y materiales para elaborar fragmentos de peptidomiméticos del
epitopo NPC-1 son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Maniatis, et al., (2001) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual [3a Ed.] Cold Spring Harbor Laboratory Press.

La variante de peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden conservar su especificidad antigénica para unirse a sus
respectivos anticuerpos (por ejemplo, una variante de los peptidomimético del epitopo NPC-1 se une al anticuerpo
NEO-101). Las variantes completamente antigénicas pueden contener solo variaciones conservadoras o variaciones
en residuos no criticos o en regiones no criticas. Las variantes antigénicas también pueden contener la sustitucion de
aminoacidos similares que no producen ningun cambio o un cambio insignificante en la antigenicidad.
Alternativamente, tales sustituciones pueden afectar positiva o negativamente la antigenicidad en cierto grado. Las
variantes no antigénicas tipicamente contienen una o mas sustituciones, supresiones, inserciones, inversiones o
truncamientos de aminoacidos no conservadoras o una sustitucion, insercion, inversién o supresion en un residuo
critico o regién critica de un epitopo. Las técnicas de biologia molecular y bioquimicas para modificar los
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 conservando la antigenicidad especifica de los polipéptidos para sus respectivos
anticuerpos son bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Ho. et al. (1989) Gene 77(1): 51-59; Landt, et al.,
(1990) Gene 96 (1): 125-128; Hopp & Woods (1991) Proc. Natl Acad Sci. EE. UU. 78 (6): 3824-3828; Kolaskar y
Tongaonkar (1990) FEBS Letters 276 (1-2): 172-174; y Welling, et al., (1985) FEBS Letters 188 (2): 215-218.

Los aminoacidos que son esenciales para la funcién pueden identificarse mediante métodos conocidos en la técnica,
tales como mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis de barrido con alanina. Cunningham, et al., (1989) Sci. 244:
1081-85. El ultimo procedimiento introduce mutaciones de alanina individuales en cada residuo en la molécula. Las
moléculas mutantes resultantes se analizan para determinar la actividad bioldégica, como la unién a epitopos o la
actividad de ADCC in vitro. Los sitios que son criticos para la union de ligando-receptor también pueden determinarse
mediante andlisis estructural tal como cristalografia, resonancia magnética nuclear o etiquetado de fotoafinidad. Smith,
et al. (1992) J. Mol. Biol. 224: 899-904; de Vos, et al., (1992) Sci 255: 306-12.
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Por ejemplo, una clase de sustituciones son las sustituciones conservadas de aminoacidos. Tales sustituciones son
aquellas que sustituyen un aminoacido dado en un peptidomimético del epitopo NPC-1 con otro aminoacido de
caracteristicas similares. Tipicamente, las sustituciones conservadoras son sustituciones, una por otra, entre los
aminoacidos alifaticos Ala, Val, Leu y lle; intercambio de los residuos hidroxilo Ser y Thr, intercambio de los residuos
acidos Asp y Glu, sustitucion entre los residuos amida Asn y GIn, intercambio de los residuos basicos Lys y Arg,
sustituciones entre los residuos aromaticos Phe, Tyr. La guia sobre qué cambios de aminoacidos pueden ser
fenotipicamente silenciosos se encuentra, por ejemplo, en Bowie, et al., (1990) Sci. 247: 1306-10. Por lo tanto, un
experto en la técnica aprecia que los inventores poseen variantes peptidicas sin delimitar todas las variantes
especificas. En cuanto a las secuencias de aminoacidos, un experto reconocera que las sustituciones, supresiones o
adiciones individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que altera, agrega o elimina
un solo aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada es una "variante modificada
en forma conservadora" en la que la alteracion da como resultado la sustitucion de un aminoacido con un aminoacido
quimicamente similar. Las tablas de sustitucién conservadora que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares
son bien conocidas en la técnica. Dichas variantes modificadas de manera conservadora son ademas y no excluyen
variantes polimorficas, homologos interespecies y alelos de la invencién. Véase, por ejemplo, Creighton (1992)
Proteins: Structures and Molecular Properties [2a Ed.] W.H. Freeman.

Ademas, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden contener aminoacidos distintos de los veinte aminoacidos
"naturales". Ademas, muchos aminoacidos, incluidos los aminoacidos terminales, pueden modificarse mediante
procesos naturales, como el procesamiento y otras modificaciones postraduccionales, o mediante técnicas de
modificacion quimica bien conocidas en la técnica. Las modificaciones conocidas incluyen, pero no se limitan a,
acetilacion, acilacion, ADP-ribosilacion, amidacion, unién covalente de flavina, unién covalente de una fraccién hemo,
unioén covalente de un nucleétido o derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido o derivado de lipido unién
covalente de fosfotidilinositol, entrecruzamiento, ciclizacién, formacion de enlaces disulfuro, desmetilacién, formacion
de entrecruzamientos covalentes, formacion de cistina, formaciéon de piroglutamato, formilacion, g-carboxilacion,
glicosilacion, formacion de ancla de GPI, hidroxilacion, yodacion, metilacion, miristoilacion, oxidacion, procesamiento
proteolitico, fosforilacion, prenilaciéon, racemizacion, selenoilacion, sulfatacion, adicion mediada por ARN de
transferencia de aminoacidos a proteinas tal como arginilacion y ubiquitinacion. Véase Creighton (1992) Proteins:
Structure and Molecular Properties [2a Ed.] y Lundblad (1995) Techniques in Protein Modification [1a Ed.]. Muchas
revisions detalladas estan disponibles sobre esta materia. Véase, por ejemplo, Wold (1983) Posttranslational Covalent
Modification of Proteins Acad. Press, NY; Seifter, et al., (1990) Meth. Enzymol. 182: 626-46; y Rattan, et al., (1992)
Ann. NY Acad. Sci. 663: 48-62.

Proteinas de fusion

Las fusiones que comprenden los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 también estan dentro del alcance de la
presente invencion. Por ejemplo, las proteinas de fusion pueden comprender una secuencia peptidomimética del
epitopo NPC-1 fusionada al extremo terminal C de las secuencias de GST. Dichas proteinas de fusién pueden facilitar
la purificacion de los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 recombinante. Alternativamente, los peptidomiméticos del
epitopo NPC-1 pueden fusionarse con una proteina que se une a los foliculos de las células B, iniciando asi una
respuesta inmune humoral y la activacion de las células T. Berney, et al. (1999) J. Exp. Medicina. 190: 851-60.
Alternativamente, por ejemplo, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 se pueden acoplar genéticamente con un
anticuerpo de células anti-dendriticas para administrar el antigeno al sistema inmunitario y estimular una respuesta
inmunitaria celular. He, et al., (2004) Clin. Cancer Res. 10: 1920-27. Una proteina quimérica o de fusion de la invencion
puede producirse mediante técnicas estandar de ADN recombinante. Por ejemplo, los fragmentos de ADN que
codifican las diferentes secuencias de polipéptidos se ligan juntos en el marco de acuerdo con las técnicas
convencionales, por ejemplo, empleando terminales de extremo romo o extremo escalonado para la ligacién, digestion
con enzimas de restriccion para proporcionar los extremos apropiados, relleno de extremos cohesivos segun sea
apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar uniones indeseables y ligadura enzimatica. El gen de fusion
puede sintetizarse mediante técnicas convencionales que incluyen sintetizadores automaticos de ADN.

Las proteinas de fusiéon pueden incluir secuencias de translocacién del extremo terminal C o el extremo terminal N.
Ademas, las proteinas de fusion que comprenden peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden comprender elementos
adicionales, por ejemplo, para la deteccion, purificacion u otras aplicaciones de proteinas. La deteccion y la purificacion
facilitan dominios que incluyen, entre otros, péptidos quelantes de metales, tales como tramos de polihistidina, modulos
de histidina-triptéfano u otros dominios que permiten la purificacién sobre metales inmovilizados; proteina de union a
la maltosa; dominios de proteina A que permiten la purificacion sobre inmunoglobulina inmovilizada; o el dominio
utilizado en el sistema de purificacion de extension/afinidad FLAG (Immunex Corp, Seattle WA).

Una proteina de fusidon que comprende un peptidomimético del epitopo NPC-1 puede prepararse a partir de una
proteina de la invencién mediante fusion con una porcidon de una inmunoglobulina que comprende una region
constante de una inmunoglobulina. Mas preferiblemente, la porcidon de la inmunoglobulina comprende una region
constante de cadena pesada que es opcionalmente y mas preferiblemente una region constante de cadena pesada
humana. La regién constante de cadena pesada es mas preferiblemente una region constante de cadena pesada de
IgG, y opcionalmente y mas preferiblemente es una cadena Fc, lo mas preferiblemente un fragmento Fc de IgG que
comprende dominios CH2 y CH3. Aunque se puede usar opcionalmente cualquier subtipo de IgG, se prefiere el subtipo
IgG1. La cadena Fc puede ser opcionalmente una cadena Fc conocida o "de tipo silvestre”, o alternativamente puede
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estar mutada. Véase, por ejemplo, la publicacion de la solicitud de patente estadounidense nimero 2006/0034852. El
término "cadena de Fc" también comprende opcionalmente cualquier tipo de fragmento Fc. Se han identificado varios
de los residuos de aminoacidos especificos que estan involucrados en la actividad mediada por la region constante
del anticuerpo en la subclase de IgG. La inclusion, sustitucion o exclusion de estos aminoacidos especificos permite,
por lo tanto, la inclusion o exclusion de la actividad mediada por la regiéon constante de inmunoglobulina especifica.
Ademas, los cambios especificos pueden resultar en una aglicosilacion, por ejemplo, y/u otros cambios deseados en
la cadena de Fc. Al menos algunos cambios pueden hacerse opcionalmente para bloquear una funcién de Fc que se
considera indeseable, tal como un efecto indeseable del sistema inmune. Véase McCafferty, et al., (2002) Antibody
Engineering: A Practical Approach (Eds.) Oxford University Press.

La inclusiéon de secuencias enlazadoras escindibles tales como el Factor Xa (véase, por ejemplo, Ottavi, (1998)
Biochimie 80: 289-93), el motivo de reconocimiento de la proteasa subtilisina (véase, por ejemplo, Polyak (1997)
Protein Eng. 10: 615-19); enteroquinasa (Invitrogen, San Diego, CA.), entre el dominio de translocacion (para una
expresion eficaz de la membrana plasmatica) y el resto del polipéptido recién traducido puede ser util para facilitar la
purificacion. Por ejemplo, un constructo puede incluir un polipéptido que codifica una secuencia de acido nucleico
unida a seis residuos de histidina seguidos de una tiorredoxina, un sitio de escisidon de enteroquinasa (véase, por
ejemplo, Williams (1995) Biochemistry 34: 1787-97), y un dominio de translocacién del extremo terminal C. Los
residuos de histidina facilitan la deteccion y la purificacion, mientras que el sitio de escision de la enteroquinasa
proporciona un medio para purificar la proteina o proteinas deseadas del resto de la proteina de fusién. La tecnologia
relacionada con los vectores que codifican proteinas de fusiéon y la aplicacion de proteinas de fusion estan bien
descritas en la literatura cientifica y de patentes. Véase, por ejemplo, Kroll (1993) DNA Cell. Biol. 12: 441-53.

Conjugados

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden conjugarse con otras fracciones. Tales conjugados se usan a
menudo en la preparacion de vacunas. El peptidomimético del epitopo NPC-1 puede conjugarse con un portador de
carbohidratos (por ejemplo, manosa, fucosa, glucosa, GIcNA, maltosa), que es reconocido por el receptor de manosa
presente en las células dendriticas y macrofagos. Las funciones de union, agregacion y endocitosis y fagocitosis
mediadas por receptores proporcionan una inmunidad innata y adaptativa mejoradas. Véase, Mahnke, et al., (2000)
J. Cell Biol. 151: 673-84; Dong, et al., (1999) J. Immunol. 163: 5427-34. Otras fracciones adecuadas para conjugacion
incluyen portadores que provocan una respuesta inmune que incluye, entre otras, hemocianina de lapa californiana
(KLH), ovoalbumina, albimina de suero bovino (BSA), toxoide de la difteria, toxoide del célera, exoproteina A de
Pseudomonas y proteinas de membrana externa microbiana (OMPS). Ademas, los conjugados peptidomiméticos del
epitopo NPC-1 pueden usarse para generar anticuerpos que incluyen, entre otros, anticuerpos monoclonales que se
unen al peptidomimético del epitopo NPC-1 y, por lo tanto, se unen selectivamente a MUC5AC en células tumorales
pero no en células normales.

Aislamiento del polipéptido

La presente invencion también proporciona métodos para el aislamiento del peptidomimético del epitopo NPC-1. Por
ejemplo, se pueden obtener lineas celulares relevantes o muestras de tumores de un paciente con cancer. Después
de la homogeneizacién y solubilizacion en un detergente, el antigeno se purifica cromatograficamente. La
cromatografia de exclusion por tamafo o afinidad se puede usar para esto, y se puede usar junto con la unién del
anticuerpo NEO-101. Véase la Solicitud Internacional de Patente No. WO 2011/163401 para una descripcion de los
anticuerpos NEO-100 incluyendo el anticuerpo NEO-101. Por ejemplo, el anticuerpo NEO-101 puede inmovilizarse
sobre un soporte sélido (por ejemplo, acoplado a resinas, perlas magnéticas) para la adsorcion, el lavado y la eluciéon
del antigeno simple del soporte soélido. La proteina eluida se estudia mas a fondo para determinar la presencia,
caracterizacion e identificacion del antigeno. La proteina eluida es luego estudiada adicionalmente por la presencia,
caracterizacion e identificacion del antigeno. Véase Walker (2002) Protein Protocols Handbook [2a Ed.] Humana Press
y Cultur (2003) [Ed.] Protein Purification Protocols Humana Press.

El antigeno aislado de esta manera se puede usar para preparar un producto farmacéutico utilizando el excipiente
farmacéutico convencional y la sustancia portadora. Por ejemplo, la administracion in vivo del antigeno purificado en
una solucion fisiologica de NaCl.

Adicionalmente, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden servir como un antigeno en la identificacion de
actividades como parte de un cribado de alto rendimiento. Los expertos en la técnica conocen métodos de cribado de
alto rendimiento. Wells (2002) High Throughout Bioanalytical Sample Preparation Elsevier Health Sciences.

Anticuerpos que se unen al peptidomimético del epitopo NPC-1

También se describen anticuerpos que se unen al peptidomimético del epitopo NPC-1, que incluyen pero no se limitan
a anticuerpos monoclonales y humanizados (por ejemplo, anticuerpo NEO-101 como se describe en la Solicitud
Internacional de Patente N° WO 2011/163401). Dichos anticuerpos también se unen selectivamente a MUC5AC
aberrante en células tumorales pero no en células normales (por ejemplo, células sanas). Los anticuerpos de uniéon a
los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 se pueden mezclar en composiciones con portadores y anticuerpos
farmacéuticos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales NEO-201 y/o NEO-301). Los ejemplos de anticuerpos de union
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a NPC-1 (por ejemplo, anticuerpos NEO-100) se proporcionan en la Tabla 4.

TABLA 4: Anticuerpos de la serie NEO-100 que se unen selectivamente a un epitopo NPC-1.

Anticuerpo | Alinasas Antigeno | Ejemplos de las SEQ ID NO Descripcion

NPC-1 NPC-1 Hibridoma murino que expresa
IgG1 NPC-1 (ATCC)

NEO-101 NPC-1C, NPC-1 Cadena ligera (SEQ ID NOs: 57, 58) | Anticuerpo NEO-101 quimérico,

ensituximab modificado en el clon 4B7 de
CDR de LC (SEQ ID NOs: 59-61) células para la produccién de

CHO-DG44; dirigid
Cadena pesada (SEQ ID NOs: 62, variante de ’I\AJgéAOCa una

63)
CDR de HC (SEQ ID NOs: 64-66)

NEO-102 NPC-1 Cadena ligera (SEQ ID NOs: 67, 68) | Anticuerpo NEO-101 quimérico,

CDR de LC (SEQ ID NOs: 69-71) modificado en células para la

produccion CHO-M, contiene 2
Cadena pesada (SEQ ID NOs: 72, cambios de aminodcidos en el

73) dominio constante de HC*

CDR de HC (SEQ ID NOs: 74-76)

NEO-103 NPC-1 Cadena ligera (SEQ ID NOs: 77, 78) | Anticuerpo NEO-101 humanizado

Cadena pesada (SEQ ID NOs: 79,
80)

Los anticuerpos pueden comprender dos cadenas polipeptidicas ligeras idénticas con un peso molecular de
aproximadamente 23.000 daltons ("cadena ligera"), y dos cadenas pesadas idénticas con un peso molecular de
53.000-70.000 ("cadena pesada"). Véase Edelman (1971) Ann. NY Acad. Sci. 190: 5. Las cuatro cadenas estan unidas
por enlaces disulfuro en una configuracion en "Y" en la que las cadenas ligeras sujetan las cadenas pesadas a partir
de la boca de la configuracion en "Y". La porcion "ramificada" de la configuracién en "Y" se denomina como la region
Fab; la porcién del vastago de la configuracion en "Y" se designa como la region F.. La orientacion de la secuencia de
aminoacidos va en direccion desde el extremo terminal N en la parte superior de la configuraciéon en "Y" hasta el
extremo terminal C en la parte inferior de cada cadena. El extremo terminal N posee la regiéon variable que tiene
especificidad por el antigeno que lo provoco, y tiene una longitud de aproximadamente 100 aminoacidos, habiendo
ligeras variaciones entre la cadena ligera y pesada y de anticuerpo a anticuerpo.

La region variable esta unida en cada cadena a una region constante que extiende la longitud restante de la cadena y
que dentro de una clase particular de anticuerpo no varia con la especificidad del anticuerpo (es decir, el antigeno que
lo provoca). Existen cinco clases principales conocidas de regiones constantes que determinan la clase de la molécula
de inmunoglobulina (por ejemplo, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE que corresponden a las regiones constantes de cadena
pesada vy, U, a, & y €). La region o clase constante determina la funcién efectora posterior del anticuerpo, incluida la
activacion del complemento (Kabat (1976) Structural Concepts in Immunology and Immunochemistry [2a Ed.] Paginas
413-436; Holt, Rinehart, Winston) y otras respuestas celulares (Andrews, et al. (1980) Clinical Immunobiology 1-38;
Kohl, et al. (1983) Immunology 48: 187) mientras que la region variable determina el antigeno con el que reaccionara.
Las cadenas ligeras se clasifican como k (kappa) o A (lambda). Cada clase de cadena pesada puede prepararse con
una cadena ligera kappa o lambda. Las cadenas ligera y pesada estan unidas covalentemente entre si, y las porciones
de "cola" de las dos cadenas pesadas estan unidas entre si por enlaces disulfuro covalentes cuando las
inmunoglobulinas son generadas por hibridomas o por células B.

La union especifica a un anticuerpo en tales condiciones puede requerir un anticuerpo que se seleccione por su
especificidad para una proteina particular. Por ejemplo, los anticuerpos policlonales generados contra proteinas
basicas seminales de especies especificas como rata, ratébn o humano pueden seleccionarse para obtener solo
aquellos anticuerpos policlonales que son especificamente inmunorreactivos con proteina basica seminal y no con
otras proteinas, excepto las variantes polimoérficas y los alelos de proteina basica seminal. Esta seleccion se puede
lograr restando los anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con moléculas de proteina basica seminal de otras
especies. Se puede usar una variedad de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina particular. Por ejemplo, los inmunoensayos ELISA en fase solida se usan de forma
rutinaria para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina. Véase, por ejemplo, Harlow
& Lane (1998) USING ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL Cold Spring Harbor Laboratory, para una descripcion
de los formatos y condiciones del inmunoensayo que se pueden usar para determinar la inmunorreactividad especifica.
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Normalmente, una reaccion especifica o selectiva sera al menos el doble de la sefial o ruido de fondo y, mas
tipicamente, mas de aproximadamente 10 a 100 veces el fondo.

Anticuerpo policlonal

Los anticuerpos policlonales son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo derivadas de los sueros de
animales inmunizados con un antigeno. Los anticuerpos policlonales que se unen selectivamente al peptidomimético
del epitopo NPC-1 pueden prepararse por métodos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Howard y Kaser
(2007) Making and Using Antibodies: A Practical Handbook CRC Press.

Anticuerpo monoclonal

Un anticuerpo monoclonal contiene una poblacidon sustancialmente homogénea de anticuerpos especificos para
antigenos, cuya poblacién contiene sitios de union a epitopo sustancialmente similares. Los anticuerpos monoclonales
se pueden obtener por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo Kohler y Milstein (1975)
Nature 256: 495-497; Patente de Estados Unidos N° 4.376.110; Ausubel, et al. [Eds.] (2011) CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience, NY.; y Harlow & Lane (1998) USING
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL Cold Spring Harbor Laboratory; Colligan, et al., (2005) [Eds.] Current
Protocols in Immunology Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience, NY. Tales anticuerpos pueden ser de
cualquier clase de inmunoglobulina que incluye 1gG, IgM, IgE, IgA, GILD y cualquier subclase de las mismas. Un
hibridoma que produce un anticuerpo puede cultivarse in vitro, in situ o in vivo. Los ejemplos de anticuerpos
monoclonales que se unen a un peptidomimético del epitopo NPC-1 incluyen, pero no se limitan a, un anticuerpo NEO-
101 que se une selectivamente al epitopo NPC-1 (por ejemplo, los ejemplos de cadenas ligeras se representan en las
SEQ ID NOs: 57, 58 con CDR representadas en las SEQ ID NOs: 59-61 y las cadenas pesadas se representan en las
SEQ ID NOs: 62, 63 con las CDR representadas en las SEQ ID NOs: 64-66, los ejemplos de cadenas ligeras se
representan en las SEQ ID NOs: 67, 68 con las CDR representadas en las SEQ ID NOs: 69-71 y las cadenas pesadas
se representan en las SEQ ID NOs: 72, 73 con las CDR representadas en las SEQ ID NOs: 74-76, y los ejemplos de
cadenas ligeras se representan en las SEQ ID NOs: 77, 78 y las cadenas pesadas se representan en las SEQ ID NOs:
79, 80).

Anticuerpo quimérico

Los anticuerpos quiméricos son moléculas cuyas porciones diferentes se derivan de diferentes especies animales,
como las que tienen una region variable derivada de un anticuerpo murino y una region constante de inmunoglobulina
humana, que se utilizan principalmente para reducir la inmunogenicidad en la aplicacion y para aumentar los
rendimientos en produccion, por ejemplo, donde los anticuerpos monoclonales murinos tienen mayores rendimientos
de hibridomas pero mayor inmunogenicidad en humanos, de modo que se usan anticuerpos monoclonales quiméricos
murinos humanos. Los anticuerpos quiméricos y los métodos para su produccién son conocidos en la técnica. Véase
Cabilly, et al., (1984) Proc. Natl Acad Sci. EE. UU. 81: 3273-3277; Morrison, et al., (1994) Proc. Natl Acad Sci. EE. UU.
81: 6851 -6855, Boulianne, et al., (1984) Nature 312: 643-646; Neuberger, et al (1985) Nature 314: 268-270; Solicitud
de Patente Europea 173494 (1986); WO 86/01533 (1986); Solicitud de Patente Europea 184187 (1986); Sahagan, et
al., (1986) J. Immunol. 137: 1066-1074; Liu, et al., (1987) Proc. Natl Acad Sci. EE. UU. 84: 3439-3443; Sun, et al.,
(1987) Proc. Natl Acad Sci. EE. UU. 84: 214-218; Better, et al., (1988) Science 240: 1041-1043; y Harlow & Lane
(1998) USING ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL Cold Spring Harbor Laboratory; Patente de Estados Unidos
No. 5.624.659. Los ejemplos de anticuerpos quiméricos incluyen pero no se limitan a NEO-101 (NEO-101) que se une
selectivamente al epitopo NPC-1 (por ejemplo, los ejemplos de cadenas ligeras se representan en las SEQ ID NOs:
52, 58 con las CDR representadas en las SEQ ID NOs: 59 61 y la cadena pesada representada en las SEQ ID NOs:
62, 63 con las CDR representadas en las SEQ ID NOs: 64-66); NEO-102 que se une selectivamente al epitopo NPC-
1 (por ejemplo, los ejemplos de cadenas ligeras se representan en las SEQ ID NOs: 67, 68 con las CDR representadas
en las SEQ ID NOs: 69-71 y la cadena pesada representada en las SEQ ID NOs: 72, 73 con las CDR representadas
en las SEQ ID NOs: 74-76).

Anticuerpo humanizado

Los anticuerpos humanizados se modifican para contener incluso mas dominios de inmunoglobulina de tipo humano,
e incorporan solo las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo derivado de animal. Esto se puede
lograr examinando la secuencia de los bucles hipervariables de las regiones variables del anticuerpo monoclonal, y
ajustandolos a la estructura de las cadenas de anticuerpos humanos. Véase, por ejemplo, la Patente de EE. UU. No.
6.187.287. Asimismo, otros métodos para producir anticuerpos humanizados ahora son bien conocidos en la técnica.
Véanse, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. Nos. 5.225.539; 5.530.101; 5,585,089; 5.693.762; 6.054.297; 6.180.370;
6.407.213; 6.548.640; 6.632.927; y 6.639.055; Jones, et al., (1986) Nature 321: 522-525; Reichmann, et al., (1988)
Nature 332: 323-327; Verhoeyen, et al., (1988) Science 239: 1534-36; y Zhigiang An (2009) [Ed.] Therapeutic
Monoclonal Antibodies: From Bench to Clinic John Wiley & Sons, Inc. Los ejemplos de anticuerpos humanizados
incluyen, entre otros, NEO-103, que se une selectivamente al epitopo NPC-1 (por ejemplo, los ejemplos de cadenas
ligeras se representan en las SEQ ID NOs: 77, 78 y las cadenas pesadas se representan en las SEQ ID NOs: 79, 80).

Fragmentos de anticuerpos
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Ademas de inmunoglobulinas completas (o sus equivalentes recombinantes), se pueden sintetizar fragmentos de
inmunoglobulina que comprenden el sitio de unién al epitopo (por ejemplo, Fab', F(ab'), u otros fragmentos). Se pueden
disefar "fragmentos” o inmunoglobulinas minimas utilizando técnicas de inmunoglobulina recombinante. Por ejemplo,
las inmunoglobulinas "Fv" se pueden producir sintetizando una region de cadena ligera variable fusionada y una region
de cadena pesada variable. Las combinaciones de anticuerpos también son de interés, por ejemplo, diacuerpos, que
comprenden dos especificidades de Fv distintas. Los fragmentos de unién a antigenos de las inmunoglobulinas
incluyen, entre otros, SMIP (compuestos inmunofarmacéuticos de molécula pequefia), anticuerpos de camello,
nanocuerpos e IgNAR.

Anticuerpo antiidiotipico

Un anticuerpo anti-idiotipico (anti-ld) es un anticuerpo que reconoce determinantes Unicos generalmente asociados
con el sitio de union a antigeno de un anticuerpo. Un anticuerpo Id se puede preparar inmunizando un animal de la
misma especie y tipo genético (por ejemplo, una cepa de raton) que la fuente del anticuerpo con el anticuerpo contra
el cual se esta preparando un anti-Id. El animal inmunizado reconocera y respondera a los determinantes idiotipicos
del anticuerpo inmunizante produciendo un anticuerpo contra estos determinantes idiotipicos (el anticuerpo anti-Id).
Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 4.699.880. El anticuerpo anti-ld también se puede usar como
un "inmundgeno” para inducir una respuesta inmune en otro animal, produciendo el llamado anticuerpo anti-anti-id. El
anti-anti-ld puede ser epitépicamente idéntico al anticuerpo original que indujo el anti-id. Por lo tanto, mediante el uso
de anticuerpos contra los determinantes idiotipicos de un anticuerpo es posible identificar otros clones que expresan
anticuerpos de especificidad idéntica. Un ejemplo de anticuerpo antiidiotipico es 4B6, que se une selectivamente al
anticuerpo NEO-101, ambos descritos en la Solicitud Internacional de Patente No. WO 2011/163401. Este anticuerpo
anti-idiotipico especifico para el anticuerpo NEO-1. En una realizacion, la cadena ligera de dicho anticuerpo puede
estar codificada por la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 81. En una realizacion, la cadena ligera de dicho
anticuerpo puede comprender la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82. La cadena ligera de dicho anticuerpo
puede comprender CDR que comprenden la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 83 y 84 y la secuencia
peptidica Trp-Ala-Ser. La cadena pesada de dicho anticuerpo puede codificarse por la secuencia de acido nucleico de
la SEQ ID NO: 85. La cadena pesada de dicho anticuerpo puede comprender la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 86. La cadena pesada de dicho anticuerpo puede comprender CDR que comprenden la secuencia de
aminoacidos de las SEQ ID NOs: 87, 88 y 89.

Anticuerpos disefiados y modificados

Un anticuerpo de la invencién puede prepararse adicionalmente usando un anticuerpo que tenga una o mas de las
secuencias de Vy y/o V| derivadas de un material de partida de anticuerpo para disefiar un anticuerpo modificado,
cuyo anticuerpo modificado puede tener propiedades alteradas del anticuerpo de partida. Un anticuerpo puede ser
disefiado modificando uno o mas residuos dentro de una o ambas regiones variables (es decir, VH y/o VL), por ejemplo
dentro de una o mas regiones CDR y/o dentro de una o mas regiones marco. Adicional o alternativamente, un
anticuerpo puede disefiarse modificando residuos dentro de la region o regiones constantes, por ejemplo, para alterar
la funcién o funciones efectoras del anticuerpo.

Un tipo de disefio de la region variable que se puede realizar es el injerto de CDR. Los anticuerpos interactdan con los
antigenos objetivo predominantemente a través de los residuos de aminoacidos que se encuentran en las seis
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de las cadenas pesada y ligera. Por esta razon, las secuencias
de aminoacidos dentro de las CDR son mas diversas entre los anticuerpos individuales que las secuencias fuera de
las CDR. Debido a que las secuencias de CDR son responsables de la mayoria de las interacciones anticuerpo-
antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de anticuerpos naturales
especificos mediante la construccion de vectores de expresion que incluyen secuencias de CDR del anticuerpo
especifico natural injertado en secuencias marco de un anticuerpo diferente con diferentes propiedades. Véase, por
ejemplo, Riechmann, et al. (1 98) Nature 332: 323-327; Jones, et al. (1986) Nature 321: 522-525; Reina, et al. (1989)
Proc. Natl Acad. EE.UU. 86: 10029-10033; las patentes de Estados Unidos Nos. 5.225.539; 5.530.101; 5.585.089;
5.693.762; y 6.180.370.

Las secuencias marco adecuadas pueden obtenerse a partir de bases de datos publicas de ADN o referencias
publicadas que incluyen secuencias de genes de anticuerpos de linea germinal. Por ejemplo, las secuencias de ADN
de la linea germinal para los genes de la region variable de la cadena ligera y pesada humana se pueden encontrar
en la base de datos de secuencia de linea germinal humana "VBase" (disponible en Internet), asi como en Kabat, E.
A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicién, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Estados Unidos, Publicacion del NIH No. 91-3242; TomLinson, et al. (1992) " The Repertoire of Human
Germline VH Sequences Reveals about Fifty Groups of VH Segments with Different Hypervariable Loops” J. Mol. Biol.
227:776-798; y Cox, et al. (1994) Eur. J. Immunol. 24: 827-836.

Otro tipo de modificacion de la region variable es mutar los residuos de aminoacidos dentro de las regiones VH y/o VL
CDR1, CDR2 y/o CDR3 para mejorar asi una o mas propiedades de union (por ejemplo, afinidad) del anticuerpo de
interés. La mutagénesis dirigida al sitio o la mutagénesis mediada por PCR pueden realizarse para introducir la
mutacion o mutaciones y el efecto sobre la unién del anticuerpo, u otra propiedad funcional de interés, puede evaluarse
en ensayos apropiados in vitro o in vivo. Preferiblemente se pueden introducir modificaciones conservadoras (como
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se discute en el presente documento). Las mutaciones pueden ser sustituciones, adiciones o supresiones de
aminoacidos, pero son preferiblemente sustituciones. Ademas, tipicamente no se alteran mas de uno, dos, tres, cuatro
o cinco residuos dentro de una region CDR.

Los anticuerpos disefiados de la invencion incluyen aquellos en los que se han realizado modificaciones en los
residuos estructurales dentro de VH y/o VL, por ejemplo, para mejorar las propiedades del anticuerpo. Tipicamente,
tales modificaciones al marco se hacen para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo, un enfoque es
"mutar nuevamente" uno o mas residuos del marco a la secuencia de la linea germinal correspondiente. Mas
especificamente, un anticuerpo que ha sufrido una mutacién somatica puede contener residuos estructurales que
difieren de la secuencia de la linea germinal de la que se deriva el anticuerpo. Dichos residuos pueden identificarse
comparando las secuencias marco del anticuerpo con las secuencias de la linea germinal de las que se deriva el
anticuerpo.

Ademas o como alternativa a las modificaciones realizadas dentro del marco o las regiones CDR, los anticuerpos
pueden disefarse para incluir modificaciones dentro de la region Fc, tipicamente para alterar una o mas propiedades
funcionales del anticuerpo, como la semivida en suero, fijacion del complemento, unién al receptor de Fc y/o
citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Ademas, un anticuerpo de la invencién puede modificarse quimicamente
(por ejemplo, uno o mas restos quimicos pueden unirse al anticuerpo) o modificarse para alterar su glicosilacion,
nuevamente para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo. Tales realizaciones se describen mas
adelante. La numeracion de los residuos en la regién Fc es la del indice de Kabat de la UE.

La regién bisagra de CH1 puede modificarse de manera que se altera el nimero de residuos de cisteina en la region
bisagra, por ejemplo, aumenta o disminuye. Véase la patente de Estados Unidos No. 5.677.425. El nimero de residuos
de cisteina en la region bisagra de CH1 se puede alterar, por ejemplo, para facilitar el ensamblaje de las cadenas
ligeras y pesadas o para aumentar o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

La region bisagra Fc de un anticuerpo puede mutarse para disminuir la semivida bioldgica del anticuerpo. Mas
especificamente, se pueden introducir una o mas mutaciones de aminoacidos en la region de la interfaz del dominio
CH2-CH3 del fragmento de bisagra Fc, de modo que el anticuerpo tenga una union deficiente de la proteina A de
estafilococo (SpA) en relacion con la unién de SpA del dominio de bisagra de Fc nativa. Véase, por ejemplo, la patente
de Estados Unidos No. 6.165.745.

El anticuerpo puede modificarse para aumentar su semivida bioldgica. Varios enfoques son posibles. Por ejemplo, se
pueden introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F. Véase la patente de Estados Unidos
No. 6.277.375. Alternativamente, para aumentar la semivida bioldgica, el anticuerpo puede alterarse dentro de la
region CH1 o CL para contener un epitopo de union al receptor de rescate tomado de dos bucles de un dominio CH2
de una regién Fc de una IgG. Véanse las patentes de Estados Unidos Nos. 5.869.046 y 6.121.022.

La region Fc puede alterarse reemplazando al menos un residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido
diferente para alterar la funcién o funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas aminoacidos
seleccionados de los residuos de aminoacidos 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y 322 pueden reemplazarse con un
residuo de aminoacido diferente de modo que el anticuerpo tenga una afinidad alterada por un ligando efector, pero
retiene la capacidad de union al antigeno del anticuerpo parental. El ligando efector al que se puede alterar la afinidad
puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el componente C1 del complemento. Véanse las patentes de Estados Unidos
Nos. 5.624.821 y 5.648.260.

La region Fc puede modificarse para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar en la citotoxicidad celular
dependiente del anticuerpo (ADCC) y/o aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor Fcy modificando uno o
mas aminoacidos en las siguientes posiciones: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 265, 267, 268, 269, 270,
272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320,
322, 324, 326, 327, 329, 331, 333, 334, 335, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416,
419, 430, 434, 435, 437, 438 0 439. Véase el documento WO 00/42072. Ademas, los sitios de unién en IgG1 humana
para FcyRI, FcyRIl, FcyRIIl 'y FcRn han sido mapeados y variantes con uniéon mejorada. Véase Shields, et al. (2001) J.
Biol. Chem. 276: 6591-6604. Las mutaciones especificas en las posiciones 256, 290, 298, 333, 334 y 339 mejoran la
union a FcyRIll. Ademas, se muestra que los siguientes mutantes de combinacion mejoran la uniéon a FcyRIll:
T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A y S298A/E333A/K334A.

La glicosilacién de un anticuerpo puede modificarse. Por ejemplo, se puede producir un anticuerpo aglicosilado (es
decir, el anticuerpo carece de glicosilacion). La glicosilacion puede alterarse, por ejemplo, para aumentar la afinidad
del anticuerpo por el antigeno. Tales modificaciones de carbohidratos pueden lograrse, por ejemplo, alterando uno o
mas sitios de glicosilacion dentro de la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden hacer una o mas
sustituciones de aminoacidos que dan como resultado la eliminacién de uno o mas sitios de glicosilacion del marco de
region variable para eliminar asi la glicosilacion en ese sitio. Dicha aglicosilacion puede aumentar la afinidad del
anticuerpo por el antigeno. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Nos. 5.714.350 y 6.350.861.

Adicional o alternativamente, se puede elaborar un anticuerpo que tiene un tipo alterado de glicosilacion, tal como un
anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de residuos de fucosilo o un anticuerpo que tiene mas
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estructuras de GlcNac bisectantes. Se ha demostrado que tales patrones de glicosilacion alterados aumentan la
capacidad ADCC de los anticuerpos. Dichas modificaciones de carbohidratos se pueden lograr, por ejemplo,
expresando el anticuerpo en una célula huésped con maquinaria de glicosilacion alterada. Las células con maquinaria
de glicosilacion alterada se han descrito en la técnica y pueden usarse como células huésped en las que expresar
anticuerpos recombinantes de la invencion para producir de este modo un anticuerpo con glicosilacion alterada. Véase
la publicacion de la solicitud de patente de Estados Unidos No. 2004/0110704 y Yamane-Ohnuki, et al. (2004)
Biotechnol Bioeng. 87: 614-22; EP 1 176195 (2002); WO 2003/035835; Shields, et al. (2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-
26740; WO 99/54342; Umana, et al. (1999) Nat- Biotech. 17: 176-180; y Tarentino, et al. (1975) Biochem. 14: 5516-
23.

Un anticuerpo puede ser pegilado, por ejemplo, para aumentar la semivida bioldgica (por ejemplo, en suero) del
anticuerpo. Para pegilar un anticuerpo, el anticuerpo, o fragmento del mismo, tipicamente se hace reaccionar con
polietilenglicol (PEG), tal como un éster reactivo o derivado de aldehido de PEG, en condiciones en las que uno o mas
grupos de PEG se unen al anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Preferiblemente, la pegilacion se lleva a cabo
mediante una reaccién de acilacion o una reaccion de alquilaciéon con una molécula de PEG reactiva (o un polimero
analogo reactivo soluble en agua).

También se describen variantes y equivalentes que son sustancialmente homdlogos a los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos, diacuerpos, SMIP, anticuerpos de camello, nanocuerpos, IgNAR, polipéptidos, regiones variables y CDR
expuestos en el presente documento. Estos pueden contener, por ejemplo, mutaciones de sustitucion conservadora,
(es decir, la sustitucion de uno o mas aminoacidos por aminoacidos similares). Por ejemplo, la sustitucion
conservadora se refiere a la sustitucion de un aminoacido por otro dentro de la misma clase general, por ejemplo, un
aminoacido acido por otro aminoacido acido, un aminoacido basico por otro aminoacido basico o un aminoacido neutro
por otro aminoacido neutro.

Métodos de modificacion de anticuerpos

Los anticuerpos que tienen secuencias de VH y VL descritas en el presente documento pueden usarse para crear
nuevas variantes de anticuerpos modificando las secuencias de VH y/o VL, o la regién o regiones constantes unidas
a los mismos. Por lo tanto, las caracteristicas estructurales de una variante de anticuerpo de la invencion, se utilizan
para crear variantes de anticuerpos estructuralmente relacionados que retienen al menos una propiedad funcional de
los anticuerpos de la invencion, tales como la unién al peptidomimético del epitopo NPC-1. El material de partida para
el método de modificacion puede ser una o mas de las secuencias VH y/o VK proporcionadas en este documento, o
una o mas regiones CDR de las mismas. Para crear el anticuerpo modificado, no es necesario preparar realmente (es
decir, expresar como una proteina) un anticuerpo que tenga una o mas de las secuencias de VH y/o VK proporcionadas
en este documento, o una o mas regiones CDR de las mismas. Mas bien, la informacién contenida en la secuencia o
secuencias se usa como material de partida para crear una secuencia o secuencias de "segunda generacion”
derivadas de la secuencia o secuencias originales y luego se prepara la secuencia o secuencias de "segunda
generacion" y se expresan como una proteina. Se pueden usar técnicas estandar de biologia molecular para preparar
y expresar secuencias de anticuerpos alteradas.

Las mutaciones pueden introducirse de forma aleatoria o selectiva a lo largo de toda o parte de una secuencia
codificante de anticuerpo y los anticuerpos modificados resultantes pueden seleccionarse para determinar la actividad
de unioén y/u otras propiedades funcionales deseadas. Véanse los documentos WO 2002/092780 y WO 2003/074679.

Acidos nucleicos que codifican el peptidomimético del epitopo NPC-1

Otro aspecto de la invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican el peptidomimético del epitopo
NPC-1. Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular o en una forma
parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico puede aislarse mediante purificacion de otros
componentes celulares u otros contaminantes (por ejemplo, otros acidos nucleicos celulares o proteinas) mediante
técnicas estandar, incluido el tratamiento alcalino/SDS, bandas de CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en
gel de agarosa y otros bien conocidos en el arte. Véase Ausubel, et al. (2011) Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, Inc. Un acido nucleico de la invencion puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede contener o no
secuencias intrénicas. El acido nucleico puede ser una molécula de ADNc.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden obtenerse usando técnicas estandar de biologia molecular. Para
anticuerpos expresados por hibridomas (por ejemplo, Hibridomas preparados a partir de ratones transgénicos
portadores de genes de inmunoglobulina humana como se describe mas adelante), los ADNc que codifican las
cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo producido por el hibridoma pueden obtenerse mediante técnicas estandar
de amplificacion por PCR o clonacién de ADNc. Para los anticuerpos obtenidos de una biblioteca de genes de
inmunoglobulina (por ejemplo, utilizando técnicas de presentacion en fagos), el acido nucleico que codifica el
anticuerpo puede recuperarse de la biblioteca.

Especificamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando, por ejemplo, secuencias en
las que la tercera posicion de uno o mas codones seleccionados esta sustituida con residuos de base mixta y/o
desoxiinosina. Batzer, et al. (1991) Nucleic Acid Res. 19: 5081; Ohtsuka, et al. (1985) J. Biol. Chem. 260: 2605-08;
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Rossolini, et al. (1994) Mol. Cell. Probes 8: 91-98.
Métodos para producir peptidomiméticos del epitopo NPC-1 de forma recombinante

La presente invencién también proporciona métodos para producir de forma recombinante el peptidomimético del
epitopo NPC-1. Los expertos en la técnica conocen bien los métodos para producir peptidomiméticos.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 de la invenciéon también pueden producirse mediante construccion, utilizando
técnicas convencionales bien conocidas por los expertos en la técnica, un vector de expresion que contiene un operén
y una secuencia de ADN que codifica los peptidomiméticos del epitopo NPC-1. Ademas, la invencion se refiere a
vectores, especialmente plasmidos, cdsmidos, virus, bacteriéfagos y otros vectores comunes en ingenieria genética,
que contienen las moléculas de acido nucleico de la invencién mencionadas anteriormente. Las moléculas de acido
nucleico contenidas en los vectores pueden estar unidas a elementos reguladores que aseguran la transcripcion en
células procariotas y eucariotas.

Los vectores contienen elementos que facilitan la manipulacién para la expresiéon de una proteina foranea dentro de
la célula huésped objetivo. Convenientemente, la manipulacion de secuencias y la produccion de ADN para la
transformacion se realiza primero en un huésped bacteriano (por ejemplo, E. coli) y generalmente los vectores incluiran
secuencias para facilitar tales manipulaciones, incluido un origen de replicacion bacteriano y un marcador de seleccion
bacteriano apropiado. Los marcadores de seleccion codifican proteinas necesarias para la supervivencia o el
crecimiento de células huésped transformadas cultivadas en un medio de cultivo selectivo. Las células huésped no
transformadas con el vector que contiene el gen de seleccion no sobreviviran en el medio de cultivo. Los genes de
seleccion tipicos codifican proteinas que confieren resistencia a los antibidticos u otras toxinas, complementan las
deficiencias auxotroficas o suministran nutrientes criticos que no estan disponibles en los medios complejos. Los
ejemplos de vectores y métodos para la transformacion de levadura se describen en la técnica. Véase, por ejemplo,
Burke, et al. (2000) Methods in Yeast Genetics Cold Spring Harbor Laboratory Press.

La secuencia codificante del polipéptido de los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 puede unirse operativamente a
secuencias reguladoras de la transcripcion y de la traduccion que proporcionan la expresion del polipéptido en células
de levadura. Estos componentes del vector pueden incluir, pero no estan limitados a, uno o mas de los siguientes: un
elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminacién de la transcripciéon. También se pueden incluir
secuencias para la secrecion del polipéptido (por ejemplo, una secuencia sefial).

Los acidos nucleicos estan "operativamente enlazados" cuando se colocan en una relaciéon funcional con ofra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una secuencia sefal esta operativamente enlazado al ADN
para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador esta operativamente enlazado a una secuencia de codificacion si afecta a la transcripcién de la secuencia.
En general, "operativamente enlazado" se refiere en términos generales a secuencias de ADN enlazadas en forma
contiguay, en el caso de un lider secretor, contiguo y en el marco de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen
que ser contiguos.

Los promotores son secuencias no traducidas ubicadas secuencia arriba (5') al codén de inicio de un gen estructural
(generalmente dentro de aproximadamente 100 a 1000 pb) que controlan la transcripcion y traduccion de secuencias
de acido nucleico particulares a las que estan operativamente enlazadas. Tales promotores se clasifican en varias
clases: promotores inducibles, constitutivos y reprimibles (por ejemplo, que aumentan los niveles de transcripcion en
respuesta a la ausencia de un represor). Los promotores inducibles pueden iniciar niveles aumentados de transcripcion
de ADN bajo su control en respuesta a algin cambio en las condiciones de cultivo (por ejemplo, la presencia o ausencia
de un nutriente o un cambio en la temperatura).

Los vectores de expresion se transfectan en una célula huésped mediante técnicas convencionales bien conocidas
por los expertos en la materia para producir una célula huésped transfectada, dicha célula huésped transfectada se
cultiva mediante técnicas convencionales bien conocidas por los expertos en la materia para producir dichos
peptidomiméticos del epitopo NPC-1.

Las células huésped usadas para expresar los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden ser una célula bacteriana
tal como E. coli, levadura (por ejemplo, S. cerevisiae) o una célula eucariota (por ejemplo, una linea celular de
mamifero). Se puede usar una célula de mamifero de un tipo bien definido para este propdsito, tal como una célula de
mieloma, 3T3, HelLa, C6A2780, Vera, MDCK I, una linea de células de ovario de hamster chino (CHO), Sf9, Sf21,
COS, NSO o HEK293.

Los métodos generales mediante los cuales se pueden construir los vectores, los métodos de transfeccion requeridos
para producir la célula huésped y los métodos de cultivo requeridos para producir los anticuerpos, y fragmentos de los
mismos, de dichas células huésped, incluyen todas las técnicas convencionales. Aunque preferiblemente la linea
celular utilizada para producir los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 es una linea celular de mamifero, se puede
usar cualquier otra linea celular adecuada, tal como una linea celular bacteriana tal como una cepa bacteriana derivada
de E. coli, o una linea celular de levadura.

De manera similar, una vez producidos, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden purificarse de acuerdo con
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procedimientos estandar en la técnica, tales como, por ejemplo, filtracion de flujo cruzado, precipitacion con sulfato de
amonio y cromatografia en columna de afinidad.

Generacién de anticuerpos monoclonales que se unen a un peptidomimético del epitopo NPC-1 utilizando animales

Los anticuerpos que se unen selectivamente a los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden ser anticuerpos
monoclonales humanos. Dichos anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra un peptidomimético del epitopo
NPC-1 pueden generarse utilizando ratones transgénicos o transcromosémicos que portan partes del sistema
inmunitario humano en lugar del sistema de raton. Estos ratones transgénicos y transcromosoémicos incluyen ratones
denominados aqui como HUMAb Mouse® y KM Mouse® respectivamente, y se denominan colectivamente aqui como
"ratones Ig humanos". El HUMAb Mouse® (Medarex. Inc.) contiene el miniloci del gen de la inmunoglobulina humana
que codifica secuencias de inmunoglobulina de cadena ligera k y pesada humana (u y y) no reorganizadas, junto con
mutaciones dirigidas que inactivan los loci de las cadenas p y kK endégenas. Véase, por ejemplo, Lonberg, et al. (1994)
Nature 368 (6474): 856-859. Por consiguiente, los ratones muestran una expresion reducida de IgM o k de ratén, y en
respuesta a la inmunizacion, los transgenes de cadena pesada y ligera humanos introducidos experimentan cambio
de clase y mutacion somatica para generar IgGk monoclonal humano de alta afinidad. Lonberg (1994) Handbook of
Experimental Pharmacology 113: 49-101; Lonberg y Huszar (1995) Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93, y Harding y
Lonberg (1995) Ann. NY. Acad Sci. 764: 536-546. La preparacion y el uso de HuMab Mouse®, y las modificaciones
gendmicas llevadas a cabo por tales ratones, se describen con mas detalle en Taylor, et al. (992) Nucleic Acids
Research 20: 6287-6295; Chen, et al. (1993) International Immunology 5: 647-656; Tuaillon, et al. (1993) Proc. Natl
Acad Sci. EE. UU. 90: 3720-3724; Choi, et al. (1993) Nature Genetics 4: 117-123; Chen, et al. (1993) EMBO J. 12:
821-830; Tuaillon, et al. (1994) J. Immunol. 152: 2912-2920; Taylor, et al. (1994) International Immunology 6: 579-591;
y Fishwild, et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851. Véase ademas, las patentes de Estados Unidos Nos.
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650; 5.877.397; 5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; 5.770.429; y
5.545.807; WO 92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585; WO 97/13852; WO 98/24884; WO 99/45962; y WO 01/14424.

Los anticuerpos humanos que se unen selectivamente a los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 de la invencion
pueden generarse utilizando un ratdon que porta secuencias de inmunoglobulina humana en transgenes y
transcromosomas, tal como un ratén que transporta un transgén de cadena pesada humana y un transcromosoma de
cadena ligera humana. Dichos ratones, denominados en este documento como "KM mice®", se describen en detalle
en el documento WO 02/43478.

Ademas, los sistemas de animales transgénicos alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana estan
disponibles en la técnica y pueden usarse para generar anticuerpos que se unen selectivamente a los
peptidomiméticos del epitopo NPC-1. Por ejemplo, se puede usar un sistema transgénico alternativo denominado
Xenomouse (Abgenix, Inc.); dichos ratones se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos Nos.
5.939.598; 6.075.181; 6.114.598; 6.150.584 y 6.162.963.

Ademas, los sistemas animales transcromosémicos alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana
estan disponibles en la técnica y se pueden usar para generar anticuerpos que se unen selectivamente a los
peptidomiméticos del epitopo NPC-1. Por ejemplo, se pueden usar ratones que portan tanto un transcromosoma
humano de cadena pesada como un transcromosoma humano de cadena ligera, denominados "ratones TC". Véase
Tomizuka, et al. (2000) Proc. Natl Acad Sci. EE. UU. 97: 722-727. Ademas, las vacas que portan transcromosomas
humanos de cadena pesada y ligera se han descrito en la técnica (Kuroiwa, et al. (2002) Nature Biotechnology 20:
889-894) y se pueden usar para generar anticuerpos que se unen selectivamente a peptidomiméticos del epitopo
NPC-1.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién también pueden prepararse usando métodos de presentacion
en fagos para seleccionar bibliotecas de genes de inmunoglobulina humana. Tales métodos de presentacion de fagos
para aislar anticuerpos humanos se establecen en la técnica. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos
Nos. 5.223.409; 5.403.484; 5.571.698; 5.427.908; 5.580.717; 5.969.108; 6.172.197; 5.885.793; 6.521.404; 6.544.731;
6.555.313; 6.582.915 y 6.593.081.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién también pueden prepararse usando ratones SCID en los que
se han reconstituido células inmunitarias humanas de manera que puede generarse una respuesta de anticuerpo
humano tras la inmunizacion. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Nos. 5.476.996 y 5.698.767.

Cuando se usan ratones Ig humanos para producir anticuerpos humanos de la invencion, tales ratones pueden
inmunizarse con una preparacién purificada o enriquecida de peptidomimético del epitopo NPC-1, como se describe
por Lonberg, et al. (1994) Nature 368 (6474): 856-859; Fishwild, et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851; WO
98/24884 y WO 01/14424. Preferiblemente, los ratones tendran 6-16 semanas de edad después de la primera infusion.
Por ejemplo, se puede usar una preparacion purificada o recombinante (5-50 ug) de epitopo NPC-1 para inmunizar
los ratones Ig humanos por via intraperitoneal.

La experiencia previa con varios antigenos por otros ha demostrado que los ratones transgénicos responden cuando
inicialmente se inmunizan por via intraperitoneal (IP) con antigeno en adyuvante completo de Freund, seguido de
inmunizaciones IP cada dos semanas (hasta un total de 6) con antigeno en adyuvante incompleto de Freund. Sin

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2719624 T3

embargo, los adyuvantes distintos a los de Freund también se consideran efectivos. Ademas, se encuentra que las
células enteras en ausencia de adyuvante son altamente inmunogénicas. La respuesta inmune puede controlarse
durante el curso del protocolo de inmunizacion, obteniéndose muestras de plasma mediante sangrados retroorbitales.
El plasma puede explorarse por ELISA (como se describe a continuacion), y los ratones con titulos suficientes de
inmunoglobulina humana anti-NPC-1 pueden usarse para fusiones. Los ratones pueden recibir un refuerzo intravenoso
con antigeno 3 dias antes de ser sacrificados y la extirpacion del bazo. Se espera que sea necesario realizar 2-3
fusiones para cada inmunizacion. Entre 6 y 24 ratones se inmunizan tipicamente para cada antigeno. Por lo general,
se utilizan tanto las cepas HCo7 como HCo12. Ademas, tanto el transgén HCo7 como el HCo12 pueden combinarse
en un solo ratén con dos transgenes diferentes de cadena pesada humana (HCo7/HCo12). Alternativa o
adicionalmente, se puede usar la cepa KM Mouse®.

Generacién de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos de la invencién

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos de la invencién, se pueden aislar
esplenocitos y/o células de nédulos linfaticos de ratones inmunizados y fusionarse a una linea celular inmortalizada
apropiada, tal como una linea celular de mieloma de ratdén. Los hibridomas resultantes pueden cribarse para la
produccion de anticuerpos antigénicos. Por ejemplo, las suspensiones de células individuales de linfocitos esplénicos
de ratones inmunizados pueden fusionarse a una sexta parte del nimero de células de mieloma de ratdén no secretoras
P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) con PEG al 50%. Las células pueden sembrarse en placas a aproximadamente 2
x 10 en una placa de microtitulacién de fondo plano, seguido de una incubacion de dos semanas en medio selectivo
que contiene suero de clon fetal al 20%, medio acondicionado "653" al 18%, origen al 5% (IGEN), L-glutamina 4 mM,
piruvato de sodio 1 mM, HEPES 5 mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, 50 unidades/mL de penicilina, 50 mg/mL de
estreptomicina, 50 mg/mL de gentamicinay IX HAT (Sigma; la HAT se agrega 24 horas después de la fusion). Después
de aproximadamente dos semanas, las células pueden cultivarse en un medio en el que la HAT se reemplaza por HT.
Los pozos individuales se pueden analizar mediante ELISA para detectar anticuerpos monoclonales IgM e 1gG
humanos. Una vez que se produce un crecimiento extenso del hibridoma, el medio puede observarse generalmente
después de 10-14 dias. Los hibridomas que secretan anticuerpos pueden ser sembrados nuevamente en placa,
cribados nuevamente, y si aun son positivos para IgG humana, los anticuerpos monoclonales pueden ser subclonados
al menos dos veces por dilucion limitante. Los subclones estables pueden entonces cultivarse in vitro para generar
pequeias cantidades de anticuerpo en el medio de cultivo de tejidos para la caracterizacion.

Para purificar los anticuerpos monoclonales humanos, los hibridomas seleccionados pueden cultivarse en matraces
de agitacion de dos litros para purificacion de anticuerpos monoclonales. Los sobrenadantes se pueden filtrar y
concentrar antes de la cromatografia de afinidad con proteina A-Sefarosa (Pharmacia, Piscataway, NJ). La IgG eluida
se puede controlar mediante electroforesis en gel y cromatografia liquida de alto rendimiento para garantizar la pureza.
La solucidon reguladora puede intercambiarse en PBS, y la concentracion puede determinarse mediante OD280
utilizando un coeficiente de extincion de 1,43. Los anticuerpos monoclonales se pueden dividir en partes alicuotas y
almacenarse a -80°C.

Polinucleétidos que codifican peptidomiméticos del epitopo NPC-1

También se describen nucledtidos del antigeno MUC5AC que codifican peptidomiméticos del epitopo NPC-1. También
se describen fragmentos, secuencias hibridables con, y secuencias homologas a las secuencias de polinucleétidos
que codifican un peptidomimético del epitopo NPC-1 que son al menos aproximadamente 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 98.5%, 99%, 99,5%, 99,8%, 99,9%, o0 100%.

La invencion también describe polinucledtidos que comprenden al menos una secuencia peptidomimética del epitopo
NPC-1 que codifica polipéptidos similares con diferente uso de codones, secuencias alteradas caracterizadas por
mutaciones, tales como supresion, insercion o sustitucion de uno o mas nucledétidos, ya sea de forma natural o humana
inducida, ya sea al azar o en forma dirigida. También se describen secuencias homologas de acido nucleico (por
ejemplo, que forman parte de una secuencia de polinucleétidos de la presente invencion), que incluyen regiones de
secuencia Unicas para los polinucleétidos de la presente invencion.

La presente invencion también describe acidos nucleicos que codifican homologos de peptidomiméticos del epitopo
NPC-1, tales homologos pueden ser al menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, 99,9%, o 100% homdlogos
idénticos a las secuencias de aminoacidos expuestas en el presente documento, como puede determinarse utilizando
el software BlastP del Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia (NCBI) utilizando parametros
predeterminados. También se describen fragmentos de los polinucledtidos y polipéptidos descritos anteriormente que
tienen mutaciones, tales como supresiones, inserciones o sustituciones de uno o mas acidos nucleicos, ya sea de
origen natural o inducido por el hombre, ya sea al azar o de forma selectiva.

Las moléculas de acido nucleico pueden codificar un peptidomimético del epitopo NPC-1 de dicha molécula de acido
nucleico. Un "fragmento funcional" de dicho acido nucleico incluye un fragmento del gen o ADNc que codifica dicho
peptidomimético del epitopo NPC-1, cuyo fragmento puede ser expresado para producir un epitopo NPC-1 capaz de
provocar una respuesta inmunitaria (por ejemplo, anticuerpos que se unen selectivamente al epitopo NPC-1). Por lo
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tanto, por ejemplo, los fragmentos del peptidomimético del epitopo NPC-1 de acuerdo con la invencion que
corresponden a los residuos de aminoacidos que contribuyen a la inmunogenicidad del antigeno y qué fragmentos
pueden servir para funcionar como antigenos para provocar una respuesta inmune (por ejemplo, respuesta inmune
humoral o celular). Este aspecto de la invencion también incluye isoformas empalmadas diferencialmente y los inicios
transcripcionales de los acidos nucleicos de acuerdo con la invencién. Las moléculas de acido nucleico de acuerdo
con la invencion también comprenden fragmentos, derivados y variantes alélicas de las moléculas de acido nucleico
descritas anteriormente que codifican un peptidomimético del epitopo NPC-1 de acuerdo con la invenciéon. Los
métodos y materiales para preparar acidos nucleicos que codifican fragmentos de peptidomiméticos del epitopo NPC-
1 son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Maniatis, et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual
[3a Ed.] Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Ademas, la identidad se refiere en términos generales a la equivalencia funcional y/o estructural que existe entre las
moléculas de acido nucleico en cuestion o las proteinas codificadas por ellas. Las moléculas de acido nucleico, que
son homologas a las moléculas descritas anteriormente y constituyen derivados de estas moléculas, son generalmente
variaciones de estas moléculas, que constituyen modificaciones, que realizan la misma funcién biolégica. Al mismo
tiempo, las variaciones pueden ocurrir naturalmente, por ejemplo, pueden ser secuencias de otras especies, o pueden
ser mutantes, en donde estos mutantes pueden haber ocurrido de manera natural o haber sido introducidos por
mutagénesis objetiva. Las variaciones también pueden ser secuencias fabricadas sintéticamente. Las variantes
alélicas pueden ser variantes naturales y también variantes fabricadas sintéticamente o variantes producidas por
técnicas de ADN recombinante. Las moléculas de acido nucleico, que se desvian de las moléculas de acido nucleico
de acuerdo con la invencion debido a la degeneracion del cédigo genético, constituyen una forma especial de
derivados.

También se describen en el presente documento cualquier secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de los peptidomimeéticos del epitopo NPC-1 de la misma. Debido a que el codigo genético esta
degenerado, se puede usar mas de un coddn para codificar un aminoacido particular. Usando el cédigo genético, se
pueden identificar uno o mas nucleétidos diferentes, cada uno de los cuales seria capaz de codificar el aminoacido.
La probabilidad de que un nucleétido particular constituya, de hecho, la secuencia codificante del coddn real puede
estimarse considerando las relaciones de emparejamiento de bases anormales y la frecuencia con la que realmente
se usa un codon particular (para codificar un aminoacido particular) en células eucariotas o procariotas que expresan
un peptidomimético del epitopo NPC-1 del mismo. Tales "reglas de uso de codones" son divulgadas por Lathe, et al.
(1985) J. Molec. Biol. 183: 1-12.

Peptidomiméticos del epitopo NPC-1 modificado

Los nucledtidos descritos en el presente documento pueden ser polinucleétidos modificados. Los nucleétidos no
modificados son a menudo menos 6ptimos en algunas aplicaciones, por ejemplo, propensos a la degradacion por las
nucleasas celulares. Las modificaciones quimicas a una o mas de las subunidades del oligonucleétido pueden conferir
propiedades mejoradas, por ejemplo, pueden hacer que los polinucleétidos sean mas estables a las nucleasas. Las
modificaciones tipicas de oligonucleétidos son bien conocidas en la técnica y pueden incluir uno o mas de: (i)
alteracion, por ejemplo, reemplazo de uno o ambos de los oxigenos de fosfato no enlazantes y/o de uno o mas de los
oxigenos de fosfato enlazantes en el enlace interno del azucar del fosfodiéster; (ii) la alteracion, por ejemplo, el
reemplazo, de un constituyente del azicar de ribosa, por ejemplo, de la modificacion o reemplazo del hidroxilo 2' en
el azucar de ribosa; (iii) sustitucion total de la fraccion de fosfato; (iv) modificacion o reemplazo de una base natural
con una base no natural; (v) reemplazo o modificacion de la cadena principal de ribosa-fosfato, por ejemplo, con acido
nucleico peptidico (PNA); (vi) modificacion del extremo 3' o del extremo 5' del oligonucledtido; y (vii) modificacion del
azucar, por ejemplo, anillos de seis miembros. Los polinucledtidos utilizados de acuerdo con esta invencion pueden
sintetizarse por cualquier medio bien conocido en la técnica, o adquirirse a través de una variedad de proveedores
comerciales (LC Sciences, Houston, TX; Promega, Madison, WI; Invitrogen, Carlsbad, CA).

El aislamiento y la expresion del peptidomimético del epitopo NPC-1, o fragmentos y variantes del mismo, pueden
efectuarse mediante procedimientos de clonacién bien establecidos utilizando sondas o cebadores construidos con
base en las secuencias de acidos nucleicos peptidomiméticos del epitopo del NPC-1 descritas en la solicitud. Las
secuencias peptidomiméticas relacionadas con el epitopo NPC-1 también pueden identificarse a partir de bases de
datos gendmicas humanas u otras especies usando las secuencias descritas en el presente documento y las
tecnologias de busqueda conocidas basadas en ordenador, por ejemplo, la busqueda de secuencias BLAST. Los
pseudogenes divulgados en este documento pueden usarse para identificar alelos funcionales o genes relacionados.

Los vectores de expresion pueden usarse luego para infectar o transfectar células huésped para la expresion funcional
de estas secuencias. Estos genes y vectores pueden fabricarse y expresarse in vitro o in vivo. Un experto reconocera
que los fenotipos deseados para alterar y controlar la expresion de acidos nucleicos pueden obtenerse modulando la
expresion o actividad de los genes y acidos nucleicos (por ejemplo, promotores, potenciadores) dentro de los vectores
de la invencion. Se puede usar cualquiera de los métodos conocidos descritos para aumentar o disminuir la expresion
o actividad.

Las secuencias de polinucledtidos proporcionadas en el presente documento pueden generarse de acuerdo con
cualquier método de sintesis de oligonucleotidos conocido en la técnica, tal como sintesis enzimatica o sintesis en
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fase solida. Los equipos y los reactivos para realizar la sintesis en fase sdlida estan disponibles comercialmente, por
ejemplo, a través de Applied Biosystems. También se puede emplear cualquier otro medio para tal sintesis; la sintesis
real de los polinucledtidos esta dentro de las capacidades de un experto en la materia. Véase, por ejemplo, Maniatis,
et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual [3a Ed.] Cold Spring Harbor Laboratory Press; Swamy (2008)
Laboratory Manual on Biotechnology, Publicaciones Rastogi; Herdewijn (2005) [Ed.] Methods in Molecular Biolog:
Oligonucleotide Synthesis: Methods and Applications, volumen 288 Humana Press; y Rapley (2000) [Ed.] The Nucleic
Acid Protocols Handbook Humana Press. Los fragmentos de ADN de doble cadena se pueden obtener luego
sintetizando la cadena complementaria e hibridando las cadenas en condiciones apropiadas, o agregando la cadena
complementaria utilizando ADN polimerasa con una secuencia cebadora apropiada.

Las técnicas para la manipulacién de acidos nucleicos, tales como, por ejemplo, para generar mutaciones en
secuencias, subclonacion, sondas de marcaje, secuenciacion, hibridacion estan bien descritas en la bibliografia
cientifica y de patentes. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al. (2001) (Eds.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(3a Ed.) Cold Spring Harbor Laboratory; Ausubel, et al. (2011) Ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, Inc., Nueva York; Tijssen (1993) [Ed.] Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology:
Hybridization With Nucleic Acid Probes, Parte I, Theory and Nucleic Acid Preparation, Elsevier, NY.

La hibridacion y la fuerza de la hibridacion (por ejemplo, la fuerza de asociacion entre polinucleétidos) se ve afectada
por muchos factores bien conocidos en la técnica, que incluyen el grado de complementariedad entre los
polinucledtidos y la rigurosidad de las condiciones involucradas, que se ven afectadas por condiciones tales como la
concentracion de sales, la presencia de otros componentes (por ejemplo, la presencia o ausencia de polietilenglicol),
la molaridad de las cadenas de hibridacién y el contenido de G + C de las cadenas de polinucleétidos, todo lo cual
resulta en una Temperatura de fusion (Tn) caracteristica del hibrido formado. Las técnicas de hibridacion de acidos
nucleicos estan descritas por Sambrook, et al. (2001) (Eds.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual [3a Ed.] Cold
Spring Harbor Laboratory, y por Hayrnes, et al. (1985) en NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION, A PRACTICAL
APPROACH (IRL Press, DC). Las condiciones de lavado de hibridaciéon pueden incluir una solucién de lavado de 0,2
x SSC/SDS al 0,1% e incubacion con rotacion durante 10 minutos a temperatura ambiente (lavado de baja rigurosidad),
solucién de lavado de (42°C) 0,2 x SSC/SDS al 0,1% precalentada e incubacion con rotacién durante 15 minutos a
42°C (lavado de rigurosidad media) y solucion de lavado de (68°C) 0,1 x SSC/SDS al 0,1% precalentada e incubacion
con rotacion durante 15 minutos a 68°C (lavado de alta rigurosidad). Véase Ausubel, et al. (2011) [Ed.] Current
Protocols in Molecular Biology John Wiley & Sons, Inc.

Los cebadores oligonucleotidicos se pueden usar para amplificar acidos nucleicos que codifican peptidomiméticos del
epitopo NPC-1. Los acidos nucleicos descritos en el presente documento también pueden clonarse o medirse
cuantitativamente usando técnicas de amplificacién. Los métodos de amplificacién también son bien conocidos en la
técnica e incluyen, por ejemplo, la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) (Innis (1990) [Ed.] PCR Protocols, a
Guide to Methods and Applications, Academic Press, NY.; Innis (1995) [Ed.] PCR Strategies, Academic Press, Inc.,
NY.); reaccion en cadena de la ligasa (LCR) (Wu (1989) Genomics 4: 560; Landegren (1988) Science 241: 1077;
Barringer (1990) Gene 89: 117); amplificacion de la transcripcion (Kwoh (1989) PNA5 86: 1173); replicacion
autosostenida de la secuencia (Guatelli (1990) PNAS 87: 1874); amplificacion de Q Beta replicasa (Smith (1997) J.
Clin. Microbiol. 35: 1477-91)); ensayo automatizado de amplificacion de la Q-beta replicasa (Burg (1996) Mol. Cell.
Probes 10: 257-71); y otras técnicas mediadas por la ARN polimerasa (por ejemplo, NASBA, Cangene, Mississauga,
Ontario). Véase, también, Berger (1987) Methods Enzymol. 152: 307-16; Sambrook, et al. (2001) (Eds.) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (3a Ed.) Cold Spring Harbor Laboratory; Ausubel, et al. (201 1) [Ed.] Current Protocols
in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc., Nueva York; Maniatis, et al (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual [3a Ed.] Cold Spring Harbor Laboratory Press; las patentes de Estados Unidos Nos. 4.683.195 y 4.683.202;
Sooknanan (1995) Biotechnology 13: 563-64.

Los paradigmas para disefiar pares de cebadores degenerados son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, un
programa informatico de la estrategia del cebador oligonucledtido hibrido degenerado de consenso (CODEHOP) es
facilmente accesible y esta directamente relacionado desde el sitio de alineacién de secuencias mdltiples de
BlockMaker para la prediccion de cebadores hibridos que comienza con un conjunto de secuencias de proteinas
relacionadas, como las secuencias peptidomiméticas del epitopo NPC-1 que se proporcionan en el presente
documento. Véase, por ejemplo, Rose (1998) Nucleic Acids Res. 26: 1628-35; Singh (19981 Biotechniques 24: 318-
19.

Las variantes polimorficas, los alelos y los homologos interespecies que son sustancialmente idénticos a los epitopos
NPC-1 descritos en el presente documento pueden aislarse utilizando las sondas de acido nucleico descritas
anteriormente. Alternativamente, las bibliotecas de expresion se pueden usar para clonar peptidomiméticos del epitopo
NPC-1 y variantes polimorficas, alelos y homologos interespecies de los mismos, al detectar homdlogos expresados
inmunolégicamente con antisueros o anticuerpos purificados fabricados contra un peptidomimético del epitopo NPC-
1, que también reconocen y se unen selectivamente al homdlogo peptidomimético del epitopo NPC-1.

Los acidos nucleicos que codifican los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden generarse por amplificacion (por
ejemplo, PCR) de secuencias de acido nucleico apropiadas utilizando pares de cebadores apropiados (perfectos o
degenerados). El acido nucleico amplificado puede ser ADN gendémico de cualquier célula o tejido o ARNm o ADNc
derivado de células que expresan NPC-1. Los métodos para la expresion de secuencias heterélogas en células
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huésped son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Maniatis, et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual [3a Ed.] Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Proteinas de fusién que comprenden peptidomiméticos del epitopo NPC-1

Se pueden construir secuencias hibridas codificantes de proteinas que comprenden acidos nucleicos que codifican
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 fusionados con secuencias de translocacién. También se proporcionan epitopos
NPC-1 hibridos que comprenden los motivos y regiones antigénicas. Estas secuencias de acido nucleico pueden
unirse operativamente a elementos de control transcripcionales o de traduccion, por ejemplo, secuencias de inicio de
la transcripcion y traduccion, promotores y potenciadores, terminadores de la transcripcion y traduccion, secuencias
de poliadenilacién y otras secuencias Utiles para transcribir ADN en ARN. En la construccion de casetes de expresion
recombinante, vectores y transgénicos, se puede emplear un fragmento promotor para dirigir la expresion del acido
nucleico deseado en todas las células o tejidos deseados.

Las proteinas de fusién pueden comprender secuencias de translocacién del extremo terminal C o del extremo terminal
N. Ademas, las proteinas de fusion pueden comprender elementos adicionales, por ejemplo, para la deteccion,
purificacion u otras aplicaciones de proteinas. Los dominios que facilitan la deteccion y la purificacion incluyen, por
ejemplo, péptidos quelantes metalicos, tales como tramos de polihistidina, médulos de histidina-triptéfano u otros
dominios que permiten la purificacion en metales inmovilizados; proteina de unién a la maltosa; dominios de proteina
A que permiten la purificacion en inmunoglobulina inmovilizada; o el dominio utilizado en el sistema de purificacién de
extension/afinidad FLAGS (Immunex Corp., Seattle, WA).

La inclusiéon de secuencias enlazadoras escindibles tales como el Factor Xa (véase, por ejemplo, Ottavi, (1998)
Biochimie 80: 289-93), motivo de reconocimiento de la proteasa subtilisina (véase, por ejemplo, Polyak (1997) Protein
Eng. 10: 615-1); la enteroquinasa (Invitrogen, San Diego, CA.), entre el dominio de translocacion (para una expresion
eficaz de la membrana plasmatica) y el resto del polipéptido recién traducido puede ser util para facilitar la purificacion.
Por ejemplo, un constructo puede incluir un polipéptido que codifica una secuencia de acido nucleico unida a seis
residuos de histidina seguidos de una tiorredoxina, un sitio de escision de enteroquinasa (véase, por ejemplo, Williams
(1995) Biochemistry 34: 1787-97), y un dominio de translocacion en el extremo terminal C. Los residuos de histidina
facilitan la deteccion y la purificacion, mientras que el sitio de escision de la enteroquinasa proporciona un medio para
purificar la proteina o proteinas deseadas del resto de la proteina de fusion. La tecnologia relacionada con los vectores
que codifican proteinas de fusion y la aplicacion de proteinas de fusion estan bien descritas en la literatura cientifica y
de patentes. Véase, por ejemplo, Kroll (1993) DNA Cell. Biol. 12: 441-53.

Sistemas para la expresion recombinante de los peptidomiméticos del epitopo NPC-1

Los vectores de expresion, ya sea como vectores de expresion individuales o como bibliotecas de vectores de
expresion, que comprenden las secuencias que codifican la region de unién al ligando, pueden introducirse en un
genoma o en el citoplasma o en el nucleo de una célula y expresarse mediante una variedad de técnicas
convencionales, bien descritas en la literatura cientifica y de patentes. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al.. (2001)
[Eds.] Molecular Cloning: A Laboratory Man al (32 Edicién) Cold Spring Harbor Laboratory; Ausubel, et al., (2011) [Ed.]
Current Protocols in Molecular Biology John Wiley & Sons, Inc.

Los acidos nucleicos pueden expresarse en casetes de expresion, vectores o virus que se expresan de forma estable
o transitoria en células (por ejemplo, sistemas de expresion episomal). Los marcadores de seleccion pueden
incorporarse en casetes y vectores de expresion para conferir un fenotipo seleccionable en células y secuencias
transformadas. Por ejemplo, los marcadores de seleccién pueden codificar el mantenimiento y la replicacion episomal,
de modo que no se requiere la integracion en el genoma del huésped. Por ejemplo, el marcador puede codificar
resistencia a antibioticos (por ejemplo, cloranfenicol, kanamicina, G418, bleomicina, higromicina) o resistencia a
herbicidas (por ejemplo, clorosulfurona o Basta) para permitir la seleccion de aquellas células transformadas con las
secuencias de ADN deseadas. Véase, por ejemplo, Ausubel, et al. (2011) [Ed.] Current Protocols in Molecular Biology
John Wiley & Sons, Inc.; y Walker & Papley (2009) Molecular Biology and Biotechnology [5a Ed.] Royal Society of
Chemistry. Debido a que los genes marcadores seleccionables que confieren resistencia a sustratos tales como
neomicina o higromicina solo pueden utilizarse en cultivos de tejidos, los genes de quimiorresistencia también se usan
como marcadores seleccionables in vitro e in vivo.

Para permitir la expresion celular de los polinucledtidos de la presente invencién, se puede usar un constructo de acido
nucleico, que incluye al menos una regién codificante de una de las secuencias de acido nucleico anteriores, e incluye
ademas al menos un elemento regulador que actua en cis. Preferiblemente, el promotor utilizado por el constructo de
acido nucleico de la presente invencion es activo en la poblacion celular especifica transformada. Los ejemplos de
promotores especificos de tipo celular y/o especificos de tejido son bien conocidos en la técnica. Véase Bernardi
(2003) [Ed.] Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells Volumen 38 Elsevier Science B.V. El constructo de
acido nucleico puede incluir ademas un potenciador, que puede ser adyacente o distante a la secuencia promotora y
puede funcionar sobrerregulando la transcripcion del mismo.

El constructo de acido nucleico puede incluir ademas preferiblemente un marcador seleccionable y/o un origen de
replicacion apropiado. Preferiblemente, el constructo de acido nucleico utilizado es un vector lanzadera, que puede
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propagarse tanto en E. coli (en donde el constructo comprende un marcador seleccionable y el origen de replicacion
apropiados) y ser compatible para la propagacion en células, o la integracion en un gen y un tejido de eleccion. El
constructo puede ser, por ejemplo, un plasmido, un bacmido, un fagémido, un césmido, un fago, un virus o un
cromosoma artificial.

Los ejemplos de constructos adecuadas incluyen, pero no se limitan a, pcDNA3, pcDNA3.1 (+/-), pGL3, PzeoSV2 (+/-
), pDisplay, pEF/myc/cyto, pPCMV/myc/cyto cada uno de los cuales se encuentra disponible comercialmente a través
de en Invitrogen Co. (Carlsbad, CA.) Los ejemplos de vectores retrovirales y sistemas de empaque son aquellos
vendidos por Clontech (San Diego, CA.), incluidos los vectores Retro-X pLNCX y pLXSN, que permiten la clonacion
en multiples sitios de clonacion y el transgén se transcribe a partir del promotor CMV. Los vectores derivados de Mo-
MuLV también se incluyen como pBabe, donde el transgén se transcribira a partir del promotor 5'LTR.

Los vectores de expresion recombinante de la invencién comprenden un acido nucleico de la invencién en una forma
adecuada para la expresion del acido nucleico en una célula huésped, lo que significa que los vectores de expresion
recombinante incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas con base en las células huésped que se
utilizaran para la expresion, que esta unida operativamente a la secuencia de acido nucleico que se va a expresar.
Dentro de un vector de expresion recombinante, "operativamente enlazado" significa que la secuencia de nucleétidos
de interés esta enlazada a la secuencia o secuencias reguladoras de una manera que permite la expresion de la
secuencia de nucledtidos (por ejemplo, en un sistema transcripcion/traduccion in vitro o en una célula huésped cuando
el vector se introduce en la célula huésped).

El término "secuencia reguladora" pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacion). Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en
Goeddel (1990) Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Prensa Académica, San Diego, CA. Las
secuencias reguladoras incluyen aquellas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos en
muchos tipos de células huésped y aquellas que dirigen la expresion de la secuencia de nucleétidos solo en ciertas
células huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido). Los expertos en la técnica apreciaran
que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccion de la célula huésped que se
va a transformar, y el nivel de expresion de la proteina deseada. Los vectores de expresion de la invencion pueden
introducirse en células huésped para producir de este modo proteinas o péptidos, incluyendo proteinas de fusiéon o
péptidos, codificados por acidos nucleicos como se describe en el presente documento.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencién pueden diseiarse para la produccién de proteinas variantes
en células procariotas o eucariotas. Por ejemplo, las proteinas de la invencién se pueden expresar en células
bacterianas tales como Escherichia coli, células de insecto (por ejemplo, utilizando vectores de expresion de
baculovirus), células de levadura o células de mamiferos. Las células huésped adecuadas se discuten con mas detalle
Goeddel (1990) Gene Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA.
Alternativamente, el vector de expresion recombinante se puede transcribir y traducir in vitro, por ejemplo, utilizando
secuencias reguladoras del promotor T7 y la polimerasa T7.

La expresion de proteinas en procariotas se lleva a cabo con mayor frecuencia en Escherichia coli con vectores que
contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas de fusion o no de fusion. Los
vectores de fusion agregan una cantidad de aminoacidos a una proteina codificada en los mismos, al amino o al
extremo terminal C de la proteina recombinante. Dichos vectores de fusion sirven tipicamente para tres propositos: (i)
aumentar la expresion de la proteina recombinante; (ii) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y (iii)
ayudar en la purificacion de la proteina recombinante actuando como un ligando en la purificacion por afinidad. A
menudo, en los vectores de expresion de fusion, se introduce un sitio de escision proteolitica en la unién de la fraccion
de fusion y la proteina recombinante para permitir la separacion de la proteina recombinante de la fraccion esto de
fusién después de la purificacion de la proteina de fusion. Dichas enzimas, y sus secuencias de reconocimiento afines,
incluyen el Factor Xa, trombina, PreScission, TEV y enteroquinasa. Los vectores de expresion de fusion tipicos
incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc.; Smith y Johnson (1988) Gene 67: 31-40), pMAL (New England Biolabs,
Beverly, MA.) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que fusionan el glutation S- transferasa (GST), proteina de union
a maltosa E, o proteina A, respectivamente, a la proteina recombinante objetivo.

El vector de expresion recombinante de mamifero es capaz de dirigir la expresion del acido nucleico que puede estar
en un tipo de célula particular (por ejemplo, se usan elementos reguladores especificos de tejido para expresar el
acido nucleico). Los elementos reguladores especificos de tejido son conocidos en la técnica. Para una produccion
eficiente de la proteina, es preferible colocar las secuencias de nucleétidos que codifican la proteina de la invencién
bajo el control de secuencias de control de la expresion optimizadas para la expresion en un huésped deseado. Por
ejemplo, las secuencias pueden incluir secuencias reguladoras transcripcionales y/o de traduccion optimizadas (por
ejemplo, secuencias Kozak alteradas).

Una estrategia para maximizar la expresion de proteinas recombinantes en E. coli es expresar la proteina en una
bacteria huésped con una capacidad disminuida para escindir proteoliticamente la proteina recombinante. Véase, por
ejemplo, Gottesman (1990) Gene Expression Technology: Methods in Enzymology Academic Press, San Diego, Calif.
185: 119-128. Ofra estrategia es alterar la secuencia de acido nucleico del acido nucleico que se insertara en un vector
de expresion para que los codones individuales para cada aminoacido sean los utilizados preferentemente en E. coli.
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Véase, por ejemplo, Wada, et al., (1992) Nucl. Acids Res. 20: 2111-2118. Tal alteracién de las secuencias de acido
nucleico de la invencion se puede llevar a cabo mediante técnicas de sintesis de ADN estandar. Otra estrategia para
resolver el sesgo del coddn es mediante el uso de cepas bacterianas BL21-codon plus (Invitrogen) o cepas bacterianas
Rosetta (Novagen), estas cepas contienen copias adicionales de genes raros de ARNt de E. coli.

El vector de expresién que codifica la proteina de la invenciéon puede ser un vector de expresion de levadura. Los
ejemplos de vectores para la expresion en levaduras Saccharomyces cerevisiae incluyen pYepSec! (Baldari, et al.
(1987) EMBO J. 6: 229-234), pMFa (Kurjan y Herskowitz (1982) Cell 30: 933- 943), pJRY88 (Schultz, et al., (1987)
Gene 54: 113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA.), y picZ (Invitrogen Corp., San Diego, CA.)

Alternativamente, los polipéptidos de la presente invencion pueden producirse en células de insecto usando vectores
de expresiéon de baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en células de
insecto cultivadas (por ejemplo, Células SF9) incluyen la serie pAc (Smith, et al. (1983) Mol. Cell. Biol. 3: 2156-2165)
y la serie pVL (Lucklow y Summers (1989) Virology 170: 31-39). En otra realizacion mas, un acido nucleico de la
invencion se expresa en células de mamiferos usando un vector de expresion de mamiferos. Los ejemplos de vectores
de expresion de mamiferos incluyen pCDMS8 (Seed (1987) Nature 329: 840) y pMT2PC (Kaufman, et al. (1987) EMBO
J. 6: 187-195), pIRESpuro (Clontech), pUB6 (Invitrogen), pCEP4 ( Invitrogen), pREP4 (Invitrogen), pcDNA3
(Invitrogen). Cuando se usa en células de mamiferos, las funciones de control del vector de expresion a menudo son
proporcionadas por elementos reguladores virales. Por ejemplo, los promotores cominmente usados se derivan de
polioma, adenovirus 2, citomegalovirus, virus del sarcoma de Rous y virus de simio 40. Para otros sistemas de
expresion adecuados para células procariotas y eucariotas. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al. (2001) (Eds.)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3a Ed.) Cold Spring Harbor Laboratory.

Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, la proteina de la invencion puede
producirse en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto, células de levadura, planta o mamifero (por
ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO), células COS, HEK293). Los expertos en la técnica conocen otras
células huésped adecuadas.

El ADN del vector puede introducirse en células procariotas o eucariotas mediante técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion. Como se usa en el presente documento, los términos "transformacion” y "transfeccion”
pretende referirse a una variedad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir acido nucleico foraneo (por
ejemplo, ADN) en una célula huésped, incluyendo precipitacion conjunta con fosfato de calcio o cloruro de calcio,
transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofeccién o electroporacion. Los métodos adecuados para transformar o
transfectar células huésped se pueden encontrar en Sambrook, et al. (2001) [Eds.] Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (3a Ed.) Cold Spring Harbor Laboratory y otros manuales de laboratorio.

Se puede usar cualquiera de los procedimientos bien conocidos para introducir secuencias de nucleétidos foraneas
en células huésped. Estos incluyen el uso de transfeccion con fosfato de calcio, polibreno, fusion de protoplastos,
electroporacion, liposomas, microinyeccion, vectores de plasma, vectores virales y cualquiera de los otros métodos
bien conocidos para introducir ADN gendmico clonado, ADNc, ADN sintético u otro material genético foraneo en un
célula huésped. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al. (2001) (Eds.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3a Ed.)
Cold Spring Harbor Laboratory y Walker & Papley (2009) Molecular Biology and Biotechnology [5a Ed.] Royal Society
of Chemistry. Solo es necesario que el procedimiento de ingenieria genética particular utilizado sea capaz de introducir
con éxito al menos una molécula de acido nucleico en la célula huésped capaz de expresar el peptidomimético del
epitopo NPC-1.

Para transfeccion estable de células de mamiferos, se sabe que, dependiendo del vector de expresion y la técnica de
transfeccion utilizada, solo una pequena fraccion de las células puede integrar el ADN foraneo en su genoma. Con el
fin de identificar y seleccionar estos integrantes, generalmente se introduce un gen que codifica un marcador
seleccionable (por ejemplo, resistencia a los antibidticos) en las células huésped junto con el gen de interés. Varios
marcadores seleccionables incluyen aquellos que confieren resistencia a los medicamentos, como G418, higromicina,
puromicina, blasticidina y metotrexato. Los acidos nucleicos que codifican un marcador seleccionable pueden
introducirse en una célula huésped en el mismo vector que la proteina codificante de la invencién o pueden introducirse
en un vector separado. Las células transfectadas de manera estable con el acido nucleico introducido pueden
identificarse mediante la seleccidon del farmaco (por ejemplo, las células que han incorporado el gen marcador
seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células moriran).

Una célula huésped de la invencion, tal como una célula huésped procariota o eucariota en cultivo, puede usarse para
producir (es decir, expresar) la proteina de la invencion. Por consiguiente, se describen métodos para producir
proteinas de la invencién usando las células huésped de la invencion. El método comprende cultivar la célula huésped
de la presente invencion (en la que se ha introducido un vector de expresion recombinante que codifica la proteina de
la invencion) en un medio adecuado de tal manera que se produzca la proteina de la invencién. El método comprende
ademas aislar la proteina de la invencion del medio o la célula huésped.

Después de que el vector de expresion se introduce en las células, las células transfectadas se cultivan en condiciones
que favorecen la expresion del receptor, fragmento o variante de interés, que luego se recupera del cultivo utilizando
técnicas estandar. Ejemplos de tales técnicas son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, el documento
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WO 00/06593.
Etiquetas

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento pueden modificarse después de la
traduccion para agregar fracciones efectoras tales como enlazadores quimicos, fracciones detectables tales como,
por ejemplo, tintes fluorescentes, enzimas, sustratos, materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos, fracciones
quimioluminiscentes, un agente citotoxico, materiales radiactivos, o fracciones funcionales.

Una amplia variedad de entidades, por ejemplo, ligandos, pueden acoplarse a los oligonucleoétidos como se conoce
en la técnica. Los ligandos pueden incluir moléculas naturales o moléculas recombinantes o sintéticas. Los ejemplos
de ligandos incluyen, pero no se limitan a, avidina, biotina, péptidos, peptidomiméticos, polilisina (PLL), polietilenglicol
(PEG), mPEG, grupos catiénicos, espermina, espermidina, poliamina, tirotropina, melanotropina, lectina, glicoproteina,
proteina tensoactiva A, mucina, poliaminoacidos glicosilados, transferrina, aptamero, inmunoglobulinas (por ejemplo,
anticuerpos), insulina, transferrina, albumina, azdcar, moléculas lipofilicas (por ejemplo, esteroides, acidos biliares,
colesterol, acido célico y acidos grasos), vitamina A, vitamina E, vitamina K, vitamina B, acido félico, B12, riboflavina,
biotina, piridoxal, cofactores de vitaminas, lipopolisacaridos, hormonas y receptores hormonales, lectinas,
carbohidratos, carbohidratos multivalentes, marcadores etiquetados en forma radioactiva, tintes fluorescentes y
derivados de los mismos. Véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Nos. 6.153.737; 6.172.208; 6.300.319;
6.335.434; 6.335.437; 6.395.437; 6.444.806; 6.486.308; 6.525.031 ; 6.528.631; y 6.559.279.

Adicionalmente, se pueden agregar fracciones al peptidomimético del epitopo NPC-1 para aumentar la semivida in
vivo (por ejemplo, alargando el tiempo hasta la eliminacién de la corriente sanguinea). Dichas técnicas incluyen, por
ejemplo, la adicion de restos PEG (también llamada pegilacion), y son bien conocidos en la técnica. Véase la
publicacion de solicitud de patente de EE.UU. No. 2003/0031671.

Un peptidomimético, anticuerpo, fragmento de unién o antigeno de los mismos, descritos en el presente documento
puede estar "unido” a un sustrato cuando esta asociado con el marcador sélido a través de una interaccién quimica o
fisica no aleatoria. La unién puede ser a través de un enlace covalente. Sin embargo, las uniones no deben ser
covalentes o permanentes. Los materiales se pueden unir a una etiqueta a través de una "molécula espaciadora” o
"grupo enlazador". Dichas moléculas espaciadoras son moléculas que tienen una primera porcion que se une al
material bioldgico y una segunda porcidon que se une a la etiqueta. De este modo, cuando se une a la etiqueta, la
molécula espaciadora separa la etiqueta y los materiales bioldgicos, pero se une a ambos. Los métodos para unir
material biolégico (por ejemplo, una etiqueta) a una etiqueta son bien conocidos en la técnica e incluyen, entre otros,
el acoplamiento quimico.

Etiquetas Detectables

El peptidomimético del epitopo NPC-1 descrito en el presente documento puede modificarse después de la traduccion
para agregar etiquetas efectoras tales como enlazadores quimicos, etiquetas detectables tales como, por ejemplo,
tintes fluorescentes, enzimas, sustratos, materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos y etiquetas
quimioluminiscentes, y marcadores funcionales como, por ejemplo, estreptavidina, avidina, biotina, una citotoxina, un
agente citotoxico y materiales radiactivos. Otros ejemplos de enzimas incluyen, pero no se limitan a, peroxidasa de
rabano picante, acetilcolinesterasa, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa y luciferasa. Otros ejemplos de materiales
fluorescentes incluyen, pero no se limitan a, rodamina, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, umbeliferona,
diclorotriazinilamina, ficoeritrina y cloruro de dansilo. Otros ejemplos de etiquetas quimioluminiscentes incluyen, pero
no se limitan a, luminol. Otros ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen, pero no se limitan a, luciferina y
aequorina. Otros ejemplos de materiales radiactivos incluyen, pero no se limitan a, bismuto 213 (*'3Bs), carbono 14
("*C), carbono 11 ("'C), cloro 18 (CI'®), cromo 51 (5'Cr), cobalto 57 (5Co), cobalto 60 (°°Co), cobre 64 (6*Cu), cobre
67 (57Cu), disprosio 165 ('6°Dy), erbio 169 ('®°Er), flior 18 ('8F), galio 67 (’Ga), galio 68 (®®Ga), germanio 68 (%3Ge),
holmio 166 (%®Ho), indio 111 (''"In), yodo 125 ('?°1), yodo 123 ('231), yodo 124 ('?41), yodo 131 (*31), iridio 192 ('%2Ir),
hierro 59 (%°Fe), cripton 81 (8'Kr), plomo 212 (?'?Pb), lutecio 177 ('"’Lu), molibdeno 99 (**Mo), nitrégeno 13 ('3N),
oxigeno 15 ('°0), paladio 103 ('3Pd), fosforo 32 (32P), potasio 42 (*?K), renio 186 ('Re), renio 188 ('®8Re), rubidio 81
(8'Rb), rubidio 82 (¥?Rb), samario 153 ('*3Sm), selenio 75 ("®Se), sodio 24 (**Na), estroncio 82 (82Sr), estroncio 89
(8°Sr), azufre 35 (3°S), tecnecio 99m (*°Tc), talio 201 (2°'T1), tritio (3H), xenon 133 (33Xe), iterbio 169 ('6°Yb), iterbio
177 ("""Yb ), y el itrio 90 (°°Y).

Agentes citotoxicos

El peptidomimético del epitopo de la NPC-1 descrito en el presente documento puede conjugarse con agentes
citotoxicos que incluyen, pero no se limitan a, metotrexato, aminopterina, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina,
5-fluorouracil decarbazina; agentes alquilantes, tales como mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina
(BSNU), mitomicina C, lomustina (CCNU), 1-metilnitrosourea, ciclofosfamida, mecloretamina, busulfan,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, cis-diclorodiamina platino (ll) (DDP) cisplatino y carboplatino
(paraplatino); las antraciclinas incluyen daunorrubicina (antes daunomicina), doxorrubicina (adriamicina),
detorrubicina, carminomicina, idarrubicina, epirubicina, mitoxantrona y bisantreno; los antibidticos incluyen
dactinomicina (actinomicina D), bleomicina, caliqueamicina, mitramicina y antramicina (AMC); y agentes antimicéticos
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tales como los alcaloides de la vinca, vincristina y vinblastina. Otros agentes citotdxicos incluyen paclitaxel (TAXOL®),
ricina, exotoxina de Pseudomonas, gemcitabina, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, etopdsido,
tenoposido, colchicina, dihidroxi antracino diona, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina,
lidocaina, propranolol, puromicina, procarbazina, hidroxiurea, asparaginasa, corticosteroides, mitotano (O,P'-(DDD)),
interferones y mezclas de estos agentes citotoxicos.

Los agentes citotoxicos adicionales incluyen, pero no se limitan a, agentes quimioterapéuticos tales como carboplatino,
cisplatino, paclitaxel, gemcitabina, caliqueamicina, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, mitomicina C, actinomicina D,
ciclofosfamida, vincristina, bleomicina, antagonistas de VEGF, antagonistas de EGFR, platinos, taxoles, irinotecano,
5-fluorouracilo, gemcitabina, leucovorina, esteroides, ciclofosfamida, melfalan, alcaloides de la vinca (por ejemplo,
vinblastina, vincristina, vindesina y vinorrelbina), mustinas, inhibidores de tirosina quinasa, radioterapia, antagonistas
de hormona sexual, moduladores selectivos del receptor de andréogeno, moduladores selectivos del receptor de
estrogeno, antagonistas de PDGF, antagonistas de TNF, antagonistas de IL-1, interleuquinas (por ejemplo, IL-12 o IL-
2), antagonistas de IL-12R, anticuerpos monoclonales conjugados con toxina, anticuerpos monoclonales especificos
de antigeno tumoral, Erbitux®, Avastin®, Pertuzumab, anticuerpos anti-CD20, Rituxan®, ocrelizumab, ofatumumab,
DXL625, Herceptin®, o cualquier combinacion de los mismos. Las enzimas tdxicas de plantas y bacterias tales como
ricina, la toxina de la difteria y la toxina de Pseudomonas pueden conjugarse con los anticuerpos humanizados, o
fragmentos de unién de los mismos, para generar reactivos que matan un tipo especifico de célula. Youle, et al. (1980)
Proc. Nat'l Acad. Sci. EE. UU. 77: 5483; Gilliland, et al. (1980) Proc. Nat'l Acad. Sci. EE. UU. 77: 4539; Krolick, et al.
(1980) Proc. Nat'l Acad. Sci. EE. UU. 77: 5419. Otros agentes citotoxicos incluyen ribonucleasas citotdxicas. Véase la
patente de Estados Unidos No. 6.653.104.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento pueden conjugarse con un radionuclido
que emite particulas alfa o beta (por ejemplo, radioinmunoconjugados). Dichos isétopos radiactivos incluyen, entre
otros, emisores beta, tales como fosforo 32 (32P), escandio 47 (*’Sc), cobre 67 (7Cu), galio 67 (7Ga), itrio 88 (28Y),
itrio 90 (°°Y), yodo 125 ('?%1), yodo 131 (*3'l), samario 153 ('%3Sm), lutecio 177 ('"7Lu), renio 186 ('®Re), renio 188
("®Re), y emisores alfa tales como astatino 211 (?''At), plomo 212 (3'?Pb), bismuto 212 (?'?Bi), bismuto 213 (?'*Bi) o
actinio 225 (??°Ac).

Los métodos son conocidos en la técnica para la conjugacion de peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el
presente documento con una etiqueta, tal como los métodos descritos por Hunter, et al. (1962) Nature 144: 945; David,
et al. (1974) Biochemistry 13: 1014; Pain, et al. (1981) J. Immunol. Meth 40: 219; y Nygren (1982) Histochem, y
Cytochem. 30: 407.

Sustratos

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento pueden unirse a un sustrato. Varios
sustratos (por ejemplo, soportes soélidos) conocidos en la técnica son adecuados para su uso con los peptidomiméticos
del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento. El sustrato puede ser modificado para contener canales u
otras configuraciones. Véase Fung (2004) [Ed.] Protein Arrays: Methods and Protocols Humana Press y Kambhampati
(2004) [Ed.] Protein Microarray Technology John Wiley & Sons.

Los materiales del sustrato incluyen, pero no se limitan a, acrilicos, agarosa, vidrio borosilicato, carbono (por ejemplo,
laminas o granulos de nanofibras de carbono), acetato de celulosa, celulosa, ceramicas, geles, vidrio (por ejemplo,
vidrio inorganico, de poro controlado, modificado, sosa-cal, o con grupos funcionales), latex, perlas magnéticas,
membranas, metales, metaloides, nitrocelulosa, NYLON®, haces de fibras opticas, polimeros organicos, papel,
plasticos, poliacriloilmorfélido, poli(4-metilbuteno), poli(tereftalato de etileno), poli(butirato de vinilo), poliacrilamida,
polibutileno, policarbonato, polietileno, tereftalato de polietilenglicol, poliformaldehido, polimetacrilato,
polimetilmetacrilato, polipropileno, polisacaridos, poliestireno, poliuretanos, polivinilacetato, polivinilcloruro,
polivinilideno difluoruro (PVDF), polivinilpirrolidinona, rayén, resinas, cauchos, materiales semiconductores,
SEPHAROSE®), silice, silicio, copolimeros de estireno, TEFLON® y una variedad de otros polimeros.

Los sustratos no necesitan ser planos y pueden incluir cualquier tipo de forma, incluyendo formas esféricas (por
ejemplo, perlas) o formas cilindricas (por ejemplo, fibras). Los materiales unidos a soportes soélidos pueden unirse a
cualquier parte del soporte soélido (por ejemplo, pueden estar unidos a una porcion interior de un material de soporte
sélido poroso).

El cuerpo del sustrato puede tener la forma de una perla, caja, columna, cilindro, disco, placa (por ejemplo, placa de
vidrio, placa de PETRI), fibra, pelicula, filtro, placa de microtitulacion (por ejemplo, placa de microtitulacion de 96
pozos), barra de paletas multiples, red, granulo, placa, anillo, varilla, rollo, lamina, platina, barra, bandeja, tubo o vial.
El sustrato puede ser un cuerpo discreto singular (por ejemplo, un solo tubo, una sola perla), cualquier nimero de una
pluralidad de cuerpos de sustrato (por ejemplo, un estante de 10 tubos, varias perlas), o combinaciones de los mismos
(por ejemplo, una bandeja comprende una pluralidad de placas de microtitulacion, una columna llena de perlas, una
placa de microtitulacion llena de perlas).

Un epitopo peptidomimético NPC-1 puede estar "unido" a un sustrato cuando esta asociado con el sustrato sélido a
través de una interaccion quimica o fisica no aleatoria. La uniéon puede ser a través de un enlace covalente. Sin
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embargo, las uniones no necesitan ser covalentes o permanentes. Los materiales pueden estar unidos a un sustrato
através de una "molécula espaciadora” o "grupo enlazador". Dichas moléculas espaciadoras son moléculas que tienen
una primera porcion que se une al material bioldgico y una segunda porcion que se une al sustrato. De este modo,
cuando se une al sustrato, la molécula espaciadora separa el sustrato y los materiales bioldgicos, pero se une a ambos.
Los métodos para unir material biolégico (por ejemplo, etiqueta) a un sustrato son bien conocidos en la técnica e
incluyen, pero no se limitan a, el acoplamiento quimico.

Se pueden usar placas, tales como placas de microtitulacion, que soportan y contienen la fase soélida para reacciones
de sintesis en fase solida. Las placas de microtitulacion pueden albergar perlas que se utilizan como la fase sélida.
Por "particula" o "microparticula" o "nanoparticula" o "perla" o "microperla" o "microesfera" en el presente documento
se entiende material en microparticulas que tiene cualquiera de una variedad de formas o tamafios. La forma puede
ser generalmente esférica pero no necesita ser esférica, siendo, por ejemplo, cilindrica o poliédrica. Como apreciaran
los expertos en la técnica, las particulas pueden comprender una amplia variedad de materiales dependiendo de su
uso, que incluyen, entre otros, almidén entrecruzado, dextranos, celulosa, proteinas, polimeros organicos que incluyen
polimeros de estireno, tales como poliestireno, y metilestireno, asi como otros copolimeros de estireno, plasticos,
vidrio, ceramica, polimeros acrilicos, materiales magnéticamente sensibles, coloides, thoria sol, grafito de carbono,
diéxido de titanio, nailon, latex y TEFLON®. Véase, por ejemplo, la "Microsphere Detection Guide” de Bangs
Laboratories, Fishers, IN.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento se pueden unir a cualquiera de las
formas de los sustratos descritos en este documento (por ejemplo, perla, caja, columna, cilindro, disco, placa (por
ejemplo, placa de vidrio, placa de PETRI), fibra, pelicula, filtro, placa de microtitulacion (por ejemplo, placa de
microtitulacion 96-pozos), varilla de multiples hojas, red, granulo, placa, anillo, varilla, rollo, lamina, platina, barra,
bandeja, tubo, o vial). En particular, las particulas o perlas pueden ser un componente de un material gelificante o
pueden ser componentes separados tales como perlas de latex hechas de una variedad de plasticos sintéticos (por
ejemplo, poliestireno). La etiqueta (por ejemplo, estreptavidina) puede estar unida a un sustrato (por ejemplo, perla).

Composiciones farmacéuticas

Una "composicion farmacéutica” se refiere a una composicion quimica o biolégica adecuada para administracion a un
mamifero. Dichas composiciones pueden formularse especificamente para administracion a través de una o mas de
varias rutas, que incluyen, entre otras, bucal, epicutanea, epidural, inhalacion, intraarterial, intracardiaca, intradérmica,
intramuscular, intranasal, intraocular, intraperitoneal, intraespinal, intratecal, intravenosa, oral, parenteral, rectal a
través de un enema o supositorio, subcutanea, subdérmica, sublingual, transdérmica y transmucosal. Ademas, la
administracion puede hacerse por medio de inyeccion, polvo, liquido, gel, gotas u otros medios de administracion.

Un "excipiente farmacéutico" o un "excipiente farmacéuticamente aceptable" es un vehiculo, generalmente un liquido,
en el que se formula un agente terapéutico activo. Se describe un agente terapéutico activo que es un anticuerpo
humanizado, o uno o mas fragmentos del mismo. El excipiente generalmente no proporciona ninguna actividad
farmacologica de la formulacion, aunque puede proporcionar estabilidad quimica y/o bioldgica y caracteristicas de
liberacién. Los ejemplos de formulaciones se pueden encontrar, por ejemplo, en Grennaro (2005) [Ed.] Remington:
The Science and Practice of Pharmacy [21a Ed.]

Las composiciones farmacéuticas tipicamente deben ser estériles y estables bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La invencién contempla que la composicion farmacéutica esté presente en forma liofilizada. La
composicion puede formularse como una solucién, microemulsién, liposoma u otra estructura ordenada adecuada
para una alta concentracion de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente o0 medio de dispersion que contenga, por
ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido), y mezclas adecuadas de los
mismos. La invencion contempla ademas la inclusion de un estabilizante en la composicion farmacéutica.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento se pueden formular en composiciones
farmacéuticas de diversas formas de dosificaciéon. Para preparar las composiciones farmacéuticas de la invencion, al
menos un peptidomimético del epitopo NPC-1 como ingrediente activo puede mezclarse intimamente con vehiculos y
aditivos apropiados de acuerdo con técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica de las formulaciones
farmacéuticas. Véase Grennaro (2005) [Ed.] Remington: The Science and Practice of Pharmacy [21a Ed.]. Por
ejemplo, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en este documento pueden formularse en solucion salina
regulada con fosfato pH 7,2 y suministrarse como una solucion liquida incolora transparente de 5,0 mg/mL.

De manera similar, las composiciones para preparaciones liquidas incluyen soluciones, emulsiones, dispersiones,
suspensiones, jarabes y elixires, con vehiculos y aditivos adecuados que incluyen, entre otros, agua, alcoholes,
aceites, glicoles, conservantes, agentes saborizantes, agentes colorantes y agentes de suspension.

Las preparaciones tipicas para administracion parenteral comprenden el ingrediente activo con un vehiculo tal como
agua estéril o aceite parenteralmente aceptable que incluye, entre otros, polietilenglicol, polivinil pirrolidona, lecitina,
aceite de cacahuete o aceite de sésamo, con otros aditivos para ayudar a la solubilidad o conservacion. En el caso de
una solucion, se puede liofilizar hasta obtener un polvo y luego reconstituirse inmediatamente antes de su uso. Para
dispersiones y suspensiones, los vehiculos y aditivos apropiados incluyen gomas acuosas, celulosas, silicatos o
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aceites.

Para cada una de las realizaciones citadas, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 se pueden administrar por una
variedad de formas de dosificacion. Se contempla cualquier forma de dosificacion biolégicamente aceptable conocida
por los expertos en la técnica y sus combinaciones. Los ejemplos de tales formas de dosificacion incluyen, sin
limitacién, polvos reconstituibles, elixires, liquidos, soluciones, suspensiones, emulsiones, polvos, granulos, particulas,
microparticulas, granulos dispersables, capsulas, inhalantes, inhalantes en aerosol, parches, inhalantes en particulas,
implantes, implantes con depdsito, inyectables (incluidos subcutaneo, intramuscular, intravenoso e intradérmica),
infusiones y combinaciones de los mismos.

En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, aztcares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede
realizar incluyendo en la composicién un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y
gelatina. Ademas, los compuestos descritos en el presente documento pueden formularse en una formulacion de
liberacion prolongada, por ejemplo, en una composicién que incluye un polimero de liberacion lenta. Los
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 se pueden preparar con vehiculos que protejan al compuesto contra la liberacion
rapida, como una formulacién de liberacién controlada, que incluye implantes y sistemas de administracion
microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como acetato de viniletileno,
polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, acido polilactico y polilacticos, copolimeros poliglicélicos
(PLG). Los expertos en la técnica conocen muchos métodos para la preparacion de tales formulaciones.

Opcionalmente, los adyuvantes también se pueden incluir en una composicion. Los adyuvantes que se pueden usar
incluyen, pero no se limitan a: (1) sales de aluminio (alumbre), tales como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio,
sulfato de aluminio, etc.; (2) formulaciones de emulsion de aceite en agua (con o sin otros agentes inmunoestimulantes
especificos); (3) se pueden usar adyuvantes de saponina, tales como QS21, o particulas generadas a partir de ellos,
tales como ISCOM (complejos inmunoestimulantes); (4) adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto
de Freund (IFA), (5) citoquinas, tales como interleuquinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12), interferones (por
ejemplo,, interferon gamma), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF);
(6) mutantes detoxificados de una toxina ribosilante de ADP bacteriana, tal como una toxina del célera (CT), una toxina
de pertussis (PT), o una toxina termolabil de E. coli (LT); (7) MPL o MPL 3-O-desacilada (3dMPL); (8) combinaciones
de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite-en agua (9) oligonucledtidos que comprenden motivos
CpG; (10 un éter de polioxietileno o un éster de polioxietileno; (11) un tensioactivo éster de polioxietilén sorbitan en
combinacién con un octoxinol o un tensioactivo de polioxietileno de alquiléster o éter en combinacién con al menos un
tensioactivo no iénico adicional, tal como un octoxinol; (12) una saponina y un oligonucleétido inmunoestimulador tal
como un oligonucledtido CpG; (13) un inmunoestimulante y una particula de sal metdlica; y (14) otras sustancias que
actuan como agentes inmunoestimulantes para mejorar la efectividad de la composicion.

Como se describe en el presente documento, una composicion antigénica puede provocar una "respuesta
inmunoldgica" a un antigeno o composicion, que es el desarrollo en un sujeto de una respuesta inmune humoral y/o
celular a un antigeno presente en la composicion de interés. Para los propdsitos de la presente invencion, una
"respuesta inmune humoral" se refiere en términos generales a una respuesta inmune mediada por moléculas de
anticuerpos, mientras que una "respuesta inmune celular" es una mediada por linfocitos T y/u otros glébulos blancos.
Un aspecto importante de la inmunidad celular implica una respuesta especifica de antigeno por parte de las células
T citoliticas ("CTL"). Las CTL tienen especificidad por los antigenos peptidicos que se presentan en asociacion con
proteinas codificadas por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y se expresan en las superficies de las
células. Las CTL ayudan a inducir y promover la destruccion de microbios intracelulares, o la lisis de células infectadas
con tales microbios. Otro aspecto de la inmunidad celular implica una respuesta especifica de antigeno por parte de
las células T auxiliares. Las células T auxiliares actian para ayudar a estimular la funcién y centran la actividad de las
células efectoras no especificas contra células que muestran antigenos peptidicos en asociacion con moléculas del
MHC en su superficie. Una "respuesta inmune celular" también se refiere a la produccién de citoquinas, quimioquinas
y otras moléculas similares producidas por células T activadas y/u otras células blancas de la sangre, incluidas las
derivadas de células T CD4+ y CD8+.

Una composicién o vacuna que provoca una respuesta inmune celular puede servir para sensibilizar a un sujeto
vertebrado mediante la presentacion de un antigeno en asociacion con moléculas del MHC en la superficie celular. La
respuesta inmune mediada por células se dirige a, o cerca de, las células que presentan antigeno en su superficie.
Ademas, se pueden generar linfocitos T especificos de antigeno para permitir la proteccion futura de un huésped
inmunizado.

La capacidad de un inmundgeno particular para estimular una respuesta inmunolégica mediada por células puede
determinarse mediante una serie de ensayos, tal como los ensayos de linfoproliferacion (activacion de linfocitos), los
ensayos de células citotéxicas CTL o el ensayo de linfocitos T especificos para el antigeno en un sujeto sensibilizado.
Tales ensayos son bien conocidos en la técnica. Los métodos para medir la respuesta inmunitaria mediada por células
incluyen la mediciéon de citoquinas intracelulares o la secrecion de citoquinas por poblaciones de células T, o por
medicién de células T especificas del epitopo.

Por consiguiente, el término "composicidn inmunogénica" como se usa en el presente documento se refiere en
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términos generales a una composicion que comprende una molécula antigénica en la que la administracion de la
composicion a un sujeto da como resultado el desarrollo en el sujeto de una respuesta inmune humoral y/o celular a
la molécula antigénica de interés. La composicion inmunogénica puede introducirse directamente en un sujeto
receptor, tal como por inyeccion, inhalacion, administracion oral, intranasal y mucosa (por ejemplo, intra-rectal o intra-
vaginal).

Por ejemplo, la composicion puede ser una composicidon antigénica o una composicidon inmunogénica. Las
composiciones descritas en este documento pueden comprender al menos un excipiente, vehiculo o adyuvante.
Ademas, las composiciones descritas en el presente documento pueden ser una composiciéon farmacéutica. En otra
realizacién mas, la composiciéon comprende un vehiculo farmacéutico. La composicién puede provocar una respuesta
inmune. La respuesta inmune puede ser una respuesta inmune protectora. La composiciéon puede provocar una
respuesta inmune humoral, en la que dicha respuesta inmune humoral puede ser especifica para el epitopo NPC-1.
La composicién puede provocar una respuesta inmune celular, en la que dicha respuesta inmune celular puede ser
especifica para el epitopo NPC-1. Por ejemplo, una composicion antigénica que comprende un peptidomimético del
epitopo NPC-1 puede administrarse a un mamifero que provoca una respuesta inmune que incluye la produccion de
anticuerpos que se unen selectivamente al epitopo NPC-1. Estos anticuerpos que se unen selectivamente al epitopo
NPC-1 pueden, a su vez, actuar para unirse y desencadenar la eliminacién inmunoldgica (por ejemplo, lisis) de células
tumorales que expresan un epitopo NPC-1.

Una persona experta en la técnica seria capaz de determinar una dosis efectiva y la frecuencia de administracion a
través de experimentacion rutinaria, por ejemplo, guiada por la divulgacion en este documento y las ensefianzas en
Goodman, et al. (201 1 Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics [12a ed.]; Howland, et al.
(2005) Lippincott's lllustrated Reviews: Pharmacology [2nd ed.]; y Golan, (2008) Principles of Pharmacology: The
Pathophysiologic Basis of Drug Therapy [2a Ed.] Véase, también, Grennaro (2005) [Ed.] Remington: The Science and
Practice of Pharmacy [21a Ed.]

Rutas de administracion

Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse en cualquiera de las siguientes rutas:
bucal, epicutanea, epidural, infusién, inhalacién, intraarterial, intracardiaca intracerebro ventricular, intradérmica,
intramuscular, intranasal, intraocular, intraperitoneal, intraespinal, intratecal, intravenosa, oral, parenteral, pulmonar,
rectal via enema o supositorio, subcutanea, subdérmica, sublingual, transdérmica y transmucosa. Las rutas preferidas
de administracion son la inyeccion o infusion intravenosa. La administracion puede ser local, cuando la composicion
se administra directamente, cerca a, en el sitio, cerca, en, cerca o cerca del sitio o sitios de la enfermedad, por ejemplo,
tumor; o sistémica, cuando la composicion se administra al paciente y pasa a través del cuerpo en términos generales,
alcanzando asi el sitio o sitios de la enfermedad. La administracion local (por ejemplo, la inyeccion) se puede realizar
mediante la administracion a la célula, tejido, érgano y/o sistema de 6rganos, que abarca y/o se ve afectado por la
enfermedad, y/o cuando los signos y/o sintomas de la enfermedad son activos o es probable que ocurra (por ejemplo,
el sitio del tumor). La administracion puede ser topica con un efecto local, la composicion se aplica directamente donde
se desea su accion (por ejemplo, el sitio del tumor).

Para cada una de las realizaciones citadas, los compuestos pueden administrarse mediante una variedad de formas
de dosificacion como se conoce en la técnica. Se contempla cualquier forma de dosificacion biolégicamente aceptable
conocida por los expertos en la técnica y sus combinaciones. Ejemplos de tales formas de dosificacion incluyen, sin
limitacion, tabletas masticables, tabletas de disolucién rapida, tabletas efervescentes, polvos reconstituibles, elixires,
liquidos, soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, tabletas de multiples capas, tabletas de dos capas, capsulas,
capsulas de gelatina blanda, capsulas de gelatina dura, pastillas para chupar, grageas, pastillas masticables, perlas,
polvos, goma, granulos, particulas, microparticulas, granulos dispersables, capsula lisa, duchas, supositorios, cremas,
tépicos, inhalantes, inhalantes en aerosol, parches, inhalantes en particulas, implantes, implantes con depésito,
productos ingestibles, inyectables (incluso subcutaneos, intramusculares, intravenosos e intradérmicos), infusiones y
combinaciones de los mismos.

Otros compuestos que pueden incluirse por mezcla son, por ejemplo, ingredientes médicamente inertes (por ejemplo,
diluyente solido y liquido), como lactosa, dextrosa-sacarosa, celulosa, almidén o fosfato de calcio para tabletas o
capsulas, aceite de oliva u oleato de etilo, para capsulas blandas y agua o aceite vegetal para suspensiones o
emulsiones; agentes lubricantes tales como silice, talco, acido estearico, estearato de magnesio o calcio y/o
polietilenglicoles; agentes gelificantes tales como arcillas coloidales; agentes espesantes tales como goma tragacanto
o alginato de sodio, agentes aglutinantes tales como almidones, gomas arabigas, gelatina, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa o polivinilpirrolidona; agentes disgregantes tales como almidén, acido alginico, alginatos o
glicolato de almidén soédico; mezclas efervescentes; colorantes; edulcorantes; agentes humectantes tales como
lecitina, polisorbatos o laurilsulfatos; y otros ingredientes accesorios terapéuticamente aceptables, tales como
humectantes, conservantes, reguladores y antioxidantes, que son aditivos conocidos para tales formulaciones.

Las dispersiones liquidas para administracion oral pueden ser jarabes, emulsiones, soluciones o suspensiones. Los
jarabes pueden contener como vehiculo, por ejemplo, sacarosa o sacarosa con glicerol y/o manitol y/o sorbitol. Las
suspensiones y las emulsiones pueden contener un vehiculo, por ejemplo, goma natural, agar, alginato de sodio,
pectina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa o alcohol polivinilico. También se describen kits que incluyen uno o mas
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recipientes que comprenden unidades de dosificacion farmacéutica que comprenden una cantidad eficaz de uno o
mas anticuerpos y fragmentos de los mismos de la presente invencién. Los kits pueden incluir instrucciones,
indicaciones, etiquetas, informacion de marketing, advertencias o folletos de informacion.

Dosificaciones

La cantidad de peptidomiméticos del epitopo NPC-1 en una composicion terapéutica de acuerdo con cualquier
realizacion de esta invencién puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de enfermedad, la edad, el
género, el peso, el historial del paciente, los factores de riesgo, la predisposicion a la enfermedad, la ruta de
administracion, el régimen de tratamiento preexistente (por ejemplo, posibles interacciones con otros medicamentos)
y el peso del individuo. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica
optima. Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden administrar varias dosis divididas a lo largo del
tiempo, o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la situacion
terapéutica.

Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de unidad de dosificacion para facilitar la
administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma unitaria de dosificacion como se usa en este documento
se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos mamiferos a
tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de anticuerpos, y fragmentos de los mismos, calculados
para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion
para las formas unitarias de dosificacion de la invencion esta dictada por y depende directamente de las caracteristicas
Unicas de los anticuerpos, y de sus fragmentos, y del efecto terapéutico particular que se debe lograr, y de las
limitaciones inherentes a la técnica de composicion de dichos anticuerpos y fragmentos de los mismos, para el
tratamiento de la sensibilidad en individuos. En el uso terapéutico para el tratamiento de afecciones en mamiferos (por
ejemplo, seres humanos) para los cuales los anticuerpos y fragmentos de los mismos de la presente invencién o una
composicion farmacéutica apropiada de los mismos son eficaces, los anticuerpos y fragmentos de los mismos de la
presente invencion se pueden administrar en una cantidad eficaz. Las dosis adecuadas para esta invencion pueden
ser una composicion, una composicién farmacéutica o cualquier otra composicién descrita en el presente documento.

La dosis se puede administrar como una dosis Unica, una dosis doble, una dosis triple, una dosis cuadruple y/o una
dosis quintuple. Las dosis se pueden administrar de forma individual, simultanea y secuencial.

La forma de dosificacion puede ser cualquier forma de liberacion conocida por los expertos en la técnica. Las
composiciones de la presente invencion pueden formularse para proporcionar una liberacion inmediata del ingrediente
activo o una liberacion sostenida o controlada del ingrediente activo. En una preparacién de liberacion sostenida o de
liberacion controlada, la liberacion del ingrediente activo puede ocurrir a un ritmo tal que los niveles en sangre se
mantengan dentro de un rango terapéutico pero por debajo de los niveles toxicos durante un periodo prolongado de
tiempo (por ejemplo, de 4 a 24 horas). Las formas de dosificacion preferidas incluyen liberacién inmediata, liberacion
prolongada, liberacion por pulsos, liberacion variable, liberacion controlada, liberacion temporizada, liberacion
sostenida, liberacion retardada, accion prolongada y combinaciones de las mismas, y son conocidas en la técnica.

Se apreciara que la actividad farmacoldgica de las composiciones puede controlarse usando modelos farmacoldgicos
estandar que se conocen en la técnica. Ademas, se apreciara que las composiciones que comprenden un péptido
mimético del epitopo NPC-1 pueden incorporarse o encapsularse en una matriz polimérica o membrana adecuada
para la administracion especifica al sitio, o pueden tener grupos funcionales con agentes de direccionamiento
especificos capaces de efectuar la administracion especifica al sitio . Estas técnicas, asi como otras técnicas de
administracion de farmacos son bien conocidas en la técnica. La determinacion de las dosis dptimas para una situacion
particular esta dentro de las capacidades de los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Grennaro (2005) [Ed.]
Remington: The Science and Practice of Pharmacy [21a Ed.]

Métodos de tratamiento

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento se pueden usar en métodos para tratar
el cancer, promover la regresion tumoral, destruir células tumorales, activar una respuesta inmune contra células
tumorales que expresan el epitopo NPC-1 (por ejemplo, respuesta inmune citotdxica), activacion de células dendritica,
o activacion de inmunidad especifica de antigeno, que comprende administrar una cantidad eficaz de un
peptidomimético del epitopo NPC-1 del mismo a un sujeto que lo necesite. Ademas, el peptidomimético del epitopo
NPC-1 descrito en el presente documento se puede usar para fabricar medicamentos para uso en el tratamiento del
cancer, promover la regresion tumoral, destruir células tumorales, activar una respuesta inmune contra células
tumorales que expresan el epitopo NPC-1 (por ejemplo, respuesta inmune citotoxica), activar células dendriticas o
activar la inmunidad especifica de antigeno que comprende una cantidad eficaz de un peptidomimético del epitopo
NPC-1 descrito en el presente documento. Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente
documento se pueden mezclar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para fabricar una composicién para
tratar cancer, promover la regresion del tumor, matar las células tumorales, activar una respuesta inmune contra
células tumorales que expresan el epitopo NPC-1 (por ejemplo, respuesta inmune citotoxica), la activacion de células
dendriticas, o activacion de inmunidad especifica de antigeno que comprende una cantidad eficaz de un
peptidomimético del epitopo NPC-1 descrito en el presente documento.
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El cancer tratado por los peptidomiméticos del epitopo NPC-I descritos en el presente documento pueden ser cancer
de pulmén, mama, pancreas, prostata, uterino, esofagico, colorrectal o higado. El cancer puede ser un cancer en etapa
1, 2, 3 0 4. El cancer puede haber hecho metastasis. El paciente puede ser un mamifero, tal como un ser humano,
que padece cancer en el que las células tumorales expresan epitopos de NPC-1, epitopos aberrantes de NPC-1 y/o
tumorigénesis de células neoplasicas que expresan un epitopo NPC-1. La cantidad suficiente para inhibir o reducir el
epitopo NPC-1 es una cantidad suficiente para mejorar el trastorno, que puede ser controlado como una disminucién
en la progresion del cancer o en la masa tumoral.

El paciente puede expresar niveles detectables de epitopo NPC-1 como se detecta en una muestra de biopsia de
tumor o en | sangre, heces, orina o fluido linfatico. Véase la Figura 1. Ademas, el paciente puede estar en riesgo de
cancer o un paciente sin sintomas. Los métodos descritos en el presente documento pueden usarse en células, por
ejemplo, células humanas, in vitro o ex vivo. Alternativamente, el método puede realizarse en células presentes en un
sujeto como parte de un protocolo in vivo (por ejemplo, terapéutico).

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden mezclarse con agentes quimioterapéuticos adicionales, agentes
citotoxicos, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales NEO-201 o NEO-301), linfoquina o factor de
crecimiento hematopoyético. Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 también se pueden administrar en combinacion
con otro anticuerpo, una linfoquina, un agente citotdxico (por ejemplo, una fraccion que inhibe ADN, ARN o la sintesis
de proteinas, un radionuclido o una proteina inhibidora ribosomal, por ejemplo, 2'?Bi, 3'l, '8Re, °0Y, vindesina,
metotrexato, adriamicina, cisplatino, proteina antiviral de hierva carmin, exotoxina A de Pseudomonas, ricina, toxina
de la difteria, cadena de ricina A o enzima fosfolipasa citotdxica) agente inmunosupresor (por ejemplo, ciclosporina,
leflunomida, metotrexato, azotiprina, mercaptopurina, dactinomicina, tacrolimus o sirolimus) o un factor de crecimiento
hematopoyético. Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 se pueden marcar con una etiqueta quimioluminiscente,
una etiqueta paramagnética (por ejemplo, aluminio, manganeso, platino, oxigeno, lantano, lutecio, escandio, itrio o
galio), un agente de contraste para imagenes de contraste de IRM, etiqueta fluorescente, etiqueta bioluminiscente, o
etiqueta radiactiva. En los métodos descritos en el presente documento, el segundo agente puede administrarse
simultanea o secuencialmente con el anticuerpo.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 descritos en el presente documento se pueden usar en la fabricacién de
composiciones para uso en el tratamiento del cancer y métodos de tratamiento del cancer que incluyen, entre otros,
tumores solidos y blandos, tales como carcinoma esofagico, cancer renal, cancer de mama, tiroides, bazo, utero, rifidn,
colorrectal, pulmon, préstata, testiculos, gastrico, pancreas, cuello uterino, hueso, piel, cerebro, cabeza y cuello, vejiga,
cabeza y cuello, higado, pancreas, melanoma, osteosarcoma, fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, teratocarcinoma,
neuroblastoma, glioma, glioblastoma y neoplasias hematolégicas tales como leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfocitica aguda, leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena crénica, mieloma multiple, linfoma de Hodgkin, y
linfoma de no Hodgkin y en las que el cancer es invasivo o metastasico.

También se describen métodos para tratar a un sujeto con cancer de pancreas o de colon que comprende administrar
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 a un sujeto que puede estar recibiendo una terapia antihiperplasica secundaria.
Los ejemplos de terapia antihiperplasica secundaria incluyen quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, fototerapia,
crioterapia, terapia con toxinas, terapia hormonal o cirugia. Por lo tanto, se contempla el uso de los métodos y
composiciones junto con terapias estandar contra el cancer. El paciente a tratar puede ser de cualquier edad. Un
experto en la técnica reconocera la presencia y el desarrollo de otras terapias anticancerosas que pueden usarse en
conjugacion con los peptidomiméticos del epitopo NPC-1.

La determinacion de la dosis esta dentro del nivel de experiencia habitual en la técnica. Los peptidomiméticos del
epitopo NPC-1 se pueden administrar para el tratamiento agudo, durante una semana o menos, a menudo durante un
periodo de uno a tres dias o se pueden usar en el tratamiento cronico, durante varios meses o afios. En general, una
cantidad terapéuticamente eficaz de los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 es una cantidad suficiente para producir
un cambio clinicamente significativo en la eliminacién del epitopo NPC-1, la disminucién de la progresion del cancer o
la disminucién del tamafio del tumor.

Métodos de diagndstico

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 se pueden usar en métodos de diagnodstico para detectar la presencia o
ausencia de un epitopo NPC-1. Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden usarse en métodos que comprenden
(a) poner en contacto una muestra de prueba con un anticuerpo, o fragmento del mismo, que se une a un
peptidomimético del epitopo NPC-1, y (b) analizar los complejos anticuerpo-epitopo, en los que la presencia de dicho
epitopo es indicativo de un carcinoma. Ademas, los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden usarse en un método
para detectar la presencia de un epitopo NPC-1 en un paciente que comprende (a) administrar a dicho paciente un
anticuerpo monoclonal marcado, o un fragmento del mismo, que se une a un peptidomimético del epitopo NPC-1 y (b)
deteccion de la presencia de un epitopo NPC-1; en el que la presencia de dicho epitopo es indicativa de un carcinoma.
El complejo anticuerpo-epitopo se puede detectar mediante Western blot, radioinmunoensayo, ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas), inmunoensayo tipo "sandwich", ensayo de inmunoprecipitacién, reaccion de
precipitacion, reaccion de precipitacion por difusion en gel, ensayo de inmunodifusion, ensayo de aglutinacion, ensayo
de fijacion al complemento, ensayo inmunohistoquimico, inmunoensayo fluorescente e inmunoensayo de proteina A.
La muestra puede ser una biopsia de tejido, linfa, orina, liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, exudado
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inflamatorio, sangre, suero, heces o liquido extraido del tracto colorrectal.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 se pueden usar en métodos de diagndstico para detectar la presencia o
ausencia de un epitopo NPC-1, en el que la presencia del antigeno es indicativa de cancer que incluye, entre otros,
cancer de pulmoén, mama, pancreas, utero, esofago, colorrectal o higado. Los métodos de diagnostico pueden
utilizarse con pacientes con riesgo de cancer o pacientes sin sintomas.

Los anticuerpos que se unen selectivamente a un peptidomimético del epitopo NPC-1 pueden ser recombinantes. Los
fragmentos de anticuerpos que se unen selectivamente a peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden ser un Fab,
Fab', F(ab'),, Fv, CDR, paratopo, o porcidon de un anticuerpo que es capaz de unirse al antigeno. Los anticuerpos que
se unen selectivamente a los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden ser quiméricos, humanizados,
antiidiotipicos, de cadena Unica, bifuncionales o coespecificos. Los anticuerpos que se unen selectivamente a
peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden ser o fragmentos conjugados a una etiqueta, que incluye, entre otros,
una etiqueta quimioluminiscente, etiqueta paramagnética (por ejemplo, aluminio, manganeso, platino, oxigeno,
lantano, lutecio, escandio, itrio o galio), un agente de contraste de imagenes de IRM, etiqueta fluorescente, etiqueta
bioluminiscente o etiqueta radiactiva.

Adicionalmente, los peptidomiméticos de epitopos NPC-1 se pueden unir a un soporte sélido (por ejemplo, perlas,
tubos de ensayo, laminas, placas de cultivo o tiras reactivas), tal como una matriz.

El método puede detectar pdlipos colorrectales. El método puede comprender ademas pruebas adicionales para la
presencia de tumores que incluyen, entre otros, tumores benignos, tumores malignos, tumores metastasicos y tumores
no metastasicos. Por ejemplo, el método de diagnéstico puede detectar células precancerosas que expresan un
marcador celular que comprende detectar un epitopo NPC-1.

El método puede comprender la obtencion de imagenes de un epitopo NPC-1 mediante tomografia por emision de
positrones (PET), sistema de monitorizacion con poca luz CCD, rayos X, tomografia computarizada, escintigrafia,
imagenes fotoacusticas, tomografia computarizada de emision de foton Unico (SPECT), Imagen de resonancia
magnética (IRM), ultrasonido, imagen paramagnética y tomografia de coherencia 6ptica endoscopica.

También se describe un método para diagndstico genético de un riesgo de cancer que comprende tomar una muestra
de acido nucleico de un paciente, analizar dicho acido nucleico que comprende comparar con una secuencia MUC5AC
especifica de cancer, en la que si la muestra de acido nucleico del paciente coincide con la secuencia MUC5AC
especifica del cancer, el paciente esta en riesgo de desarrollar cancer.

Los epitopos NPC-1 se pueden usar como biomarcadores de cancer. La deteccién de epitopos NPC-1 en una muestra
bioldgica, tal como suero de un sujeto, las células neoplasicas biopsiadas o muestra fecal, se puede realizar por medio
de anticuerpos que se unen selectivamente a un peptidomimético del epitopo NPC-1. Por ejemplo, se obtiene una
muestra bioldgica (por ejemplo, una muestra de tumor, suero o fecal) de un sujeto, luego se mide el epitopo NPC-1
(por ejemplo, mediante ELISA o PCR), y se compara con las muestras correspondientes de sujetos normales. Los
métodos de medicidn incluyen cualquier método de deteccion de acido nucleico, por ejemplo, hibridacion in situ
utilizando sondas antisentido de oligonucleétidos de ADN o ARNc del epitopo NPC-1, secuenciacion de ultra alto
rendimiento, tecnologia de nanocuerdas, microarreglos, amplificacion de circulo rodante, ligadura mediada por
proximidad, PCR, qRT-PCR ChIP, ChIP-gPCR, o anticuerpos de unién al epitopo NPC-1. Los niveles
comparativamente altos de epitopos NPC-1 indican la presencia y/o gravedad del cancer de pancreas o colon, y
pueden indicar metastasis o un mal pronéstico del cancer.

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 pueden usarse en las técnicas SQUID (Dispositivo Superconductor de
Interferencia Cuantica) para métodos de diagndstico. La técnica SQUID comprende unir nanoparticulas de 6xido de
hierro a los anticuerpos, que luego se inyectan en el paciente. Si hay un tumor presente, los anticuerpos con
nanoparticulas conjugadas reconocen y se unen al epitopo NPC-1 en las células tumorales. Véase, por ejemplo, Hao,
et al. (2010) Journal of Physics 43: 474004. En un método SQUID, el paciente se rodea con bobinas magnéticas
sensibles en un dispositivo superconductor de interferencia cuantica (SQUID). Se genera un campo magnético y todas
las nanoparticulas metalicas se alinean en una direccién. Cuando se rompe el campo magnético, las nanoparticulas
emiten una sefial electromagnética mientras se relajan a su estado original. Al medir la intensidad de la sefal, se
puede decir cuantas particulas de metal, y por lo tanto, cuantas células tumorales pueden estar presentes, y dénde
estan ubicadas las células tumorales en el paciente. Véase, por ejemplo, Shao, et al. (2010) Beilstein Journal of
Nanotechnology 1: 142-154.

Muestras y Obtencion de muestras

Las muestras utilizadas en los métodos descritos en este documento pueden tomarse de un sujeto (paciente) que
incluye, entre otros, un fluido o secrecién corporal que incluye, entre otros, sangre, suero, orina, plasma, fluido
prostatico, fluido seminal, semen, las secreciones externas de la piel, vias respiratorias, intestinales y genitourinarias,
lagrimas, liquido cefalorraquideo, esputo, saliva, leche, liquido peritoneal, liquido pleural, liquido quistico, secreciones
del sistema ductal mamario (y/o su lavado), lavado broncoalveolar, lavado del sistema reproductor y lavado de
cualquier otra parte del cuerpo o sistema en el cuerpo; muestras de cualquier érgano, incluyendo célula o células o
tejido o tejidos aislados, en donde la célula o el tejido se pueden obtener a partir de un érgano seleccionado de, entre
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otros, tejido de pulmon, colon, ovario y/o mama; heces o una muestra de tejido, o cualquier combinacion de los mismos.
En algunas realizaciones, el término abarca muestras de constituyentes de cultivos celular in vivo. Antes de someterse
al ensayo de diagndstico, la muestra puede diluirse opcionalmente con un diluyente adecuado.

Se pueden utilizar numerosos métodos bien conocidos de recoleccion de tejido o fluido para recoger la muestra
bioldgica del sujeto con el fin de determinar el nivel de ADN, ARN y/o polipéptido del marcador de interés en el sujeto.
Los ejemplos de métodos de recoleccion de tejidos o fluidos incluyen, entre otros, biopsia con aguja fina, biopsia con
aguja, biopsia con aguja gruesa y biopsia quirurgica (por ejemplo, biopsia cerebral) y lavado. Independientemente del
procedimiento empleado, una vez que se obtiene una biopsia/muestra, se puede determinar el nivel del marcadory,
por lo tanto, se puede hacer un diagnéstico.

Deteccion del epitopo NPC-1

También se describe un método para detectar los epitopos NPC-1 descritos en el presente documento en una muestra
bioldgica, que comprende: poner en contacto una muestra bioldgica con un anticuerpo que reconoce especificamente
un peptidomimético del epitopo NPC-1 descrito en el presente documento y detectar dicha interaccion; en el que la
presencia de una interaccion se correlaciona con la presencia de un epitopo NPC-1 en la muestra bioldgica.

Los epitopos NPC-1 descritos en este documento son ejemplos no limitativos de marcadores para diagnosticar una
enfermedad y/o un estado indicativo. Cada marcador de la presente invencion se puede usar solo o en combinacion,
para diversos usos, incluidos, entre otros, el prondstico, la prediccion, el cribado, el diagnostico precoz, la
determinacion de la progresion, la seleccion de la terapia y el control del tratamiento de un cancer (por ejemplo, cancer
de pancreas, higado, colorrectal, pulmén o mama).

Los canceres que pueden detectarse utilizando los métodos descritos en este documento incluyen, entre otros,
tumores no sélidos y solidos, cancer de mama, préstata, pulmén, ovario, colon, Utero, estdmago, cuello uterino, higado,
pancreas, y en donde el cancer puede ser invasivo o metastasico.

Cada epitopo NPC-1 descrito en el presente documento se puede usar solo o en combinacion, para diversos usos,
que incluyen, entre otros, el prondstico, la prediccion, el cribado, el diagndstico temprano, la determinacion de la
progresion, la seleccion de la terapia y el seguimiento del tratamiento de los canceres. tales como tumores no solidos
y sélidos, cancer de mama, préstata, pulmén, ovario, colon, Utero, estémago, cérvix, higado, pancreas y en el que el
cancer puede ser invasivo o metastasico. Dicha combinacion puede comprender opcionalmente cualquier
subcombinacién de marcadores, y/o una combinacion que incluya al menos otro marcador, por ejemplo un marcador
conocido. Ademas, una combinacion de este tipo puede usarse opcionalmente y preferiblemente como se describié
anteriormente con respecto a la determinacién de una relacién entre una medicién cuantitativa o semicuantitativa de
cualquier marcador descrito en el presente documento con respecto a cualquier otro marcador descrito en el presente
documento, y/o cualquier otro marcador conocido, y/o o cualquier otro marcador.

Los marcadores se pueden usar opcionalmente solos 0 en combinaciéon con marcadores conocidos para el cancer de
pulmén, incluidos, entre otros, CEA, CA15-3, B-2-microglobulina, CA19-9, TPA y/o en combinacién con las proteinas
conocidas para la variante del marcador como se describe en el presente documento.

Los marcadores de la presente invencion se pueden usar opcionalmente solos o en combinacidon con marcadores
conocidos para el cancer de ovario, que incluyen, entre otros, CEA, CA125 (Mucina 16), CA72-4TAG, CA-50, CA 54-
61, CA-195 y CA 19-9 en combinacion con CA-125, y/o en combinacién con las proteinas conocidas para la variante
del marcador como se describe en el presente documento.

Los marcadores pueden usarse opcionalmente solos o en combinaciéon con marcadores conocidos para cancer de
colon, que incluyen, entre otros, CEA, CA19-9, CA50 y/o en combinacion con las proteinas conocidas para la variante
del marcador como se describe en el presente documento

Tipicamente, el nivel del marcador en una muestra biolégica obtenida del sujeto es diferente (es decir, mayor o menor)
del nivel del mismo marcador en una muestra similar obtenida de un individuo sano (ejemplos de muestras biolégicas
se describen en el presente documento).

La determinacién del nivel del mismo marcador en tejidos normales del mismo origen se puede realizar de manera
paralela para detectar una expresion elevada y/o una amplificacion y/o una expresion reducida del marcador en
oposicion a los tejidos normales.

También se describen métodos, usos, dispositivos y ensayos para el diagndstico de canceres tales como tumores no
solidos y solidos, cancer de mama, prdstata, pulmén, ovario, colon, utero, estomago, cuello uterino, higado, pancreas,
y en los que el cancer puede ser invasivo o metastasico. Opcionalmente, se puede usar una pluralidad de marcadores.
La pluralidad de marcadores puede incluir opcionalmente unos marcadores descritos en el presente documento, y/o
uno o mas marcadores conocidos. La pluralidad de marcadores esta preferiblemente correlacionada con la
enfermedad o condicion. Por ejemplo, dicha correlacion puede comprender opcionalmente determinar la concentracion
de cada uno de la pluralidad de marcadores, y comparar individualmente la concentracion de cada marcador con un
nivel de umbral. Opcionalmente, si la concentracién del marcador esta por encima o por debajo del nivel de umbral
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(dependiendo del marcador y/o la prueba de diagnéstico que se esta realizando), la concentracion del marcador se
correlaciona con la enfermedad o condicién. Opcionalmente y preferiblemente, una pluralidad de concentraciones de
marcadores se correlaciona con la enfermedad o condicion.

Como alternativa, dicha correlacién puede comprender opcionalmente determinar la concentracién de cada uno de la
pluralidad de marcadores, calcular un Unico valor de indice basado en la concentracién de cada uno de la pluralidad
de marcadores y comparar el valor de indice con un nivel de umbral. Ademas, dicha correlacion puede comprender
opcionalmente determinar un cambio temporal en al menos uno de los marcadores, y en el que el cambio temporal se
usa en la etapa de correlacion.

Tal correlacion puede comprender opcionalmente determinar si al menos el numero "X" de la pluralidad de marcadores
tiene una concentracion fuera de un rango predeterminado y/o por encima o por debajo de un umbral (como se
describio anteriormente). El valor de "X" puede ser opcionalmente un marcador, una pluralidad de marcadores o todos
los marcadores; alternativa o adicionalmente, en lugar de incluir cualquier marcador en el recuento de "X", uno o mas
marcadores especificos de la pluralidad de marcadores pueden ser requeridos opcionalmente para correlacionarse
con la enfermedad o condicién (de acuerdo con un rango y/o umbral).

La correlacion puede comprender opcionalmente determinar si una relacion de concentraciones de marcador para dos
marcadores esta fuera de un rango y/o por encima o por debajo de un umbral. Opcionalmente, si la relacion esta por
encima o por debajo del nivel de umbral y/o fuera de un rango, la relacién se correlaciona con la enfermedad o
condicién. Opcionalmente, se puede usar una combinacién de dos o mas de estas correlaciones con un solo panel
y/o para correlacionar entre una pluralidad de paneles. Opcionalmente, el método distingue una enfermedad o
condicién con una sensibilidad de al menos el 70% en una especificidad de al menos el 85% en comparacién con los
sujetos normales. Como se usa en este documento, la sensibilidad se relaciona con el nimero de muestras positivas
(enfermas) detectadas del numero total de muestras positivas presentes; la especificidad se relaciona con el nimero
de muestras negativas verdaderas (no enfermas) detectadas del numero total de muestras negativas presentes.
Preferiblemente, el método distingue una enfermedad o condicién con una sensibilidad de al menos el 80% con una
especificidad de al menos el 90% en comparacion con los sujetos normales. Mas preferiblemente, el método distingue
una enfermedad o condicion con una sensibilidad de al menos el 90% con una especificidad de al menos el 90% en
comparacion con los sujetos normales. También mas preferiblemente, el método distingue una enfermedad o
condicién con una sensibilidad de al menos el 70% con una especificidad de al menos el 85% cuando se compara con
sujetos que presentan sintomas que imitan sintomas de enfermedad o condicion.

Un panel marcador se puede analizar de varias maneras bien conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo,
cada miembro de un panel puede compararse con un valor "normal”, o un valor que indica un resultado particular. Un
diagndstico/prondstico particular puede depender de la comparacion de cada marcador con este valor;
alternativamente, si solo un subconjunto de marcadores esta fuera de un rango normal, este subconjunto puede ser
indicativo de un diagnostico/prondstico particular. El experto en la técnica también entendera que los marcadores de
diagnéstico, los marcadores de diagnéstico diferencial, los marcadores de prondstico, los marcadores de tiempo de
aparicion, los marcadores de diferenciacion de la enfermedad o condicién, se pueden combinar en un solo ensayo o
dispositivo. Los marcadores también pueden usarse cominmente para multiples propositos, por ejemplo, aplicando
un umbral diferente o un factor de ponderacién diferente al marcador para los diferentes propésitos.

Los paneles pueden comprender marcadores para los siguientes fines: diagnostico de una enfermedad; diagnostico
de la enfermedad e indicacion de si la enfermedad se encuentra en una fase aguda y/o si se ha producido un ataque
agudo de la enfermedad; diagnostico de la enfermedad e indicacion de si la enfermedad se encuentra en una fase no
aguda y/o si se ha producido un ataque no agudo de la enfermedad; indicacion de si se ha producido una combinacion
de fases agudas y no agudas o ataques; diagnostico de una enfermedad y prondstico de un resultado adverso
posterior; diagnostico de una enfermedad y prondéstico de una fase posterior o ataque agudo o no agudo; progresion
de la enfermedad (por ejemplo, para cancer, dicha progresion puede incluir, por ejemplo, la aparicién o recurrencia de
metastasis).

Los diagndsticos anteriores también pueden incluir opcionalmente el diagnéstico diferencial de la enfermedad para
distinguirla de otras enfermedades, incluidos los canceres tales como tumores no soélidos y sélidos, cancer de mama,
prostata, pulmén, ovario, colon, Utero, estomago, cuello uterino, higado, pancreas y en el que el cancer puede ser
invasivo o metastasico que puede presentar uno o mas sintomas similares o idénticos.

Uno o mas indicadores de diagndstico o prondstico estan correlacionados con una condicién o enfermedad
simplemente por la presencia o ausencia de los indicadores. Se pueden establecer niveles de umbral de un indicador
de diagndstico o pronéstico, y el nivel de los indicadores de una muestra de paciente puede compararse simplemente
con los niveles de umbral. La sensibilidad y especificidad de una prueba diagnoéstica y/o de prondstico dependen de
algo mas que la "calidad" analitica de la prueba; también dependen de la definicion de lo que constituye un resultado
anormal. En la practica, las curvas de caracteristicas operativas del receptor, o las curvas "ROC", se calculan
tipicamente al trazar el valor de una variable en funcién de su frecuencia relativa en poblaciones "normales" y
"enfermas", y/o mediante la comparacion de los resultados de un sujeto antes, durante y/o después del tratamiento.

Los epitopos NPC-1 pueden presentarse como un biomarcador para detectar canceres tales como tumores no sélidos
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y sdlidos, cancer de mama, prostata, pulmon, ovario, colon, Utero, estdmago, cuello uterino, higado, pancreas y en los
que el cancer puede ser invasivo o metastasico.

En la presente invencion se describen secuencias de aminoacidos o fragmentos de las mismas codificadas por
secuencias de acido nucleico correspondientes a epitopos NPC-1 como se describe en el presente documento.
Cualquier oligopéptido o péptido relacionado con dicha secuencia de aminoacidos o fragmento de la misma también
puede usarse opcionalmente (adicional o alternativamente) como un biomarcador.

En el presente documento se describe un método para detectar un polinucleétido de esta invencién en una muestra
bioldgica, usando ensayos basados en NAT, que comprende: hibridar las moléculas de acido nucleico aisladas o
fragmentos de oligonucledétidos de al menos aproximadamente una longitud minima con un material de acido nucleico
de una muestra bioldgica y deteccion de un complejo de hibridacién; en el que la presencia de un complejo de
hibridacion se correlaciona con la presencia del polinucleétido en la muestra bioldgica. Los ejemplos no limitantes de
métodos o ensayos se describen en el presente documento. La presente invencion también se refiere a kits basados
en tales métodos de diagndstico o ensayos.

Ademas, los epitopos NPC-1 pueden usarse como biomarcadores especificos para el cancer de pancreas y colon, y
pueden medirse en tejido de biopsias, asi como en muestras de suero y fecales de un sujeto, como se describe en el
presente documento. Ademas, los procedimientos de diagnodstico utilizados para detectar el cancer colorrectal
incluyen, entre otros, el analisis de sangre oculta en heces (FOBT), la colonoscopia, la colonografia por tomografia
computarizada (colonoscopia virtual) [detecta lesiones colorrectales de mas de 6 mm de diametro con la misma
sensibilidad que la colonoscopia), Sigmoidoscopia flexible, enema de bario de doble contraste y examen rectal digital.
Winawer, et al (1 97) Am J. Gastroenterology 112: 594-642; Blum (1995) Eur. J. Canc. 31: 1369-72; Ransohoff y
Sandler (2002) N. Engl J. Med. 346: 346-44; Bruzzi (2002) N. Engl. J. Med. 346: 1672-74; y Laghi, et al., 2002 Am. J.
Surg. 183: 124-31.

Inmunoensayos

Los peptidomiméticos de NPC-1 se pueden usar en inmunoensayos para detectar y analizar cualitativamente o
cuantitativamente los marcadores en una muestra. Este método comprende proporcionar un anticuerpo que se une
especificamente a un peptidomimético del epitopo NPC-1; poner en contacto una muestra con el anticuerpo; y detectar
la presencia de un complejo del anticuerpo unido al marcador en la muestra.

Un epitopo NPC-1 puede detectarse y/o cuantificarse utilizando cualquiera de una serie de ensayos de union
inmunoldgica bien reconocidos. Los ensayos Utiles incluyen, por ejemplo, un ensayo inmune enzimatico (EIA) tal como
un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA), un analisis de transferencia
Western o un analisis de transferencia de ranura. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Nos.
4.366.241; 4.376.110; 4.517.288; y 4.837.168. En general, una muestra obtenida de un sujeto se puede poner en
contacto con el anticuerpo que se une especificamente al epitopo NPC-1.

Opcionalmente, el anticuerpo se puede fijar a un soporte sélido para facilitar el lavado y posterior aislamiento del
complejo, antes de poner en contacto el anticuerpo con una muestra. Los ejemplos de soportes sélidos incluyen, entre
otros, vidrio o plastico en forma de, por ejemplo, una placa de microtitulacién, una barra, una perla o una microperla.
Los anticuerpos pueden estar unidos a un soporte sdélido.

Después de incubar la muestra con anticuerpos, la mezcla se lava y se puede detectar el complejo marcador-
anticuerpo formado. Esto se puede lograr incubando la mezcla lavada con un reactivo de deteccion. Alternativamente,
el marcador en la muestra puede detectarse usando un ensayo indirecto, en el que, por ejemplo, se usa un segundo
anticuerpo marcado para detectar un anticuerpo especifico unido a marcador, y/o en un ensayo de competencia o
inhibicion en el que, por ejemplo, se incuban un anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo distinto del marcador
simultaneamente con la mezcla.

A lo largo de los ensayos, pueden requerirse etapas de incubacion y/o lavado después de cada combinacion de
reactivos. Las etapas de incubacion pueden variar desde aproximadamente 5 segundos hasta varias horas,
preferiblemente desde aproximadamente 5 minutos hasta aproximadamente 24 horas. Sin embargo, el tiempo de
incubacion dependera del formato del ensayo, el marcador, el volumen de la solucién y las concentraciones. Por lo
general, los ensayos se llevaran a cabo a temperatura ambiente, aunque pueden realizarse en un rango de
temperaturas (por ejemplo, aproximadamente 10°C a 40°C).

El inmunoensayo se puede usar para determinar la cantidad de prueba de un marcador en una muestra de un sujeto.
Primero, se puede detectar una cantidad de prueba de un marcador en una muestra usando los métodos de
inmunoensayo descritos anteriormente. Si hay un marcador presente en la muestra, formara un complejo marcador-
anticuerpo con un anticuerpo que se une especificamente al marcador en las condiciones de incubacién adecuadas
descritas anteriormente. La cantidad de un complejo anticuerpo-marcador puede determinarse opcionalmente
comparando con un estandar. Como se indicé anteriormente, la cantidad de prueba del marcador no necesita medirse
en unidades absolutas, siempre que la unidad de medida pueda compararse con una cantidad y/o sefial de control.
Se conocen varios inmunoensayos en la técnica y el epitopo NPC-1, y los anticuerpos especificos para dichos
antigenos descritos en el presente documento se pueden usar en dichos inmunoensayos que incluyen, entre otros,
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radioinmunoensayos (RIA), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayo magnético,
inmunotransferencia, transferencia Western, ensayos de inmunoprecipitacion, analisis inmunohistoquimico y
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Véase Wild, (2008) [Ed.] The Immunoassay Handbook
[3a Ed.] Elsevier.

Métodos de radioimagenologia

Los peptidomiméticos del epitopo NPC-1 y los anticuerpos que se unen selectivamente a los peptidomiméticos del
epitopo NPC-1 se pueden usar en métodos de radioimagenologia para diagnosticar el cancer, incluido cancer
pancreatico y colorrectal, o monitorizar la progresion de los tumores. Estos métodos incluyen, entre otros, tomografia
de emisidon de positrones (PET), tomografia computarizada de emisién de fotones individuales (SPECT). Ambas
técnicas son no invasivas y se pueden usar para detectar y/o medir una gran variedad de eventos y/o funciones
tisulares, como la deteccién de células cancerosas, por ejemplo. SPECT se puede usar opcionalmente con dos
etiquetas simultaneamente. Véase la patente de Estados Unidos No. 6.696.686.

Aplicaciones y métodos comerciales

También se describen métodos para la produccién del epitopo NPC-1, anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno
de los mismos que se unen selectivamente al epitopo NPC-1 para alcanzar cantidades comerciales. El epitopo NPC-
1, los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen selectivamente al epitopo NPC-1
pueden producirse a gran escala, almacenarse si es necesario y suministrarse a hospitales, médicos u otras
instalaciones de atencion médica.

Los métodos de produccion, almacenamiento y distribucion del epitopo NPC-1, anticuerpos y fragmentos de unioén a
antigeno de los mismos que se unen selectivamente al epitopo NPC-1 pueden producirse mediante los métodos
descritos en el presente documento. Después de la produccion, el epitopo NPC-1, los anticuerpos y los fragmentos
de union a antigeno de los mismos que se unen selectivamente al epitopo NPC-1 pueden recogerse, purificarse vy,
opcionalmente, almacenarse antes del tratamiento de un paciente. Por ejemplo, una vez que un paciente presenta
una indicacion tal como, por ejemplo, cancer pancreatico, colorrectal, esofagico, oral o de mama, pueden ordenarse
el epitopo NPC-1, los anticuerpos y sus fragmentos de unién a antigeno que se unen selectivamente al epitopo NPC-
1 y proporcionarse de manera oportuna. Por consiguiente, la presente invencién se refiere a métodos para producir
epitopo NPC-1 para obtener anticuerpos a escala comercial, composiciones farmacéuticas que comprenden
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de los mismos que se unen selectivamente al epitopo NPC-1, asi como
métodos para proporcionar (es decir, producir, opcionalmente almacenar y vender) anticuerpos y fragmentos de unién
a antigeno de los mismos que se unen selectivamente al epitopo NPC-1 para hospitales y médicos. La produccién de
epitopo NPC-1, anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de los mismos que se unen selectivamente al epitopo
NPC-1 puede escalarse para uso comercial.

También se describen métodos para llevar a cabo un negocio farmacéutico que comprende establecer un sistema de
distribucion para distribuir la preparacion para la venta o puede incluir establecer un grupo de ventas para comercializar
la preparacion farmacéutica.

Todas las publicaciones (por ejemplo, literatura que no es de patente), patentes, publicaciones de solicitud de patente
y solicitudes de patente mencionadas en esta memoria descriptiva son indicativas del nivel de habilidad de los expertos
en la técnica a los que pertenece esta invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Identificacion del epitopo NPC-1

Se genero un anticuerpo NEO-100 en ratones inmunizados con la denominada "vacuna contra el cancer de colon de
Hollinshead". Hollinshead, et al., (1985) Cancer 56: 480-489. Un anticuerpo NEO-100 y la forma quimérica, NEO-101,
se describen en las patente de Estados Unidos Nos 7.314.622 y 7.763.720. Se prepararon varias purificaciones de
proteinas utilizando tanto NPC-1 de ratén como anticuerpos NEO-101 quiméricos recombinantes.

Las lineas celulares tumorales que incluyen LS 174T y HT-29 (tumor colorrectal humano), CFPAC-1 (tumor
pancreatico humano), espécimen de tumor de cancer de colon y las vacunas contra el cancer de colon de Hollinshead
sirvieron como fuentes de antigeno tumoral para extractos de proteina. El epitopo NPC-1 se secreta en el medio de
las lineas celulares tumorales humanas, y el antigeno se purificd a partir del sobrenadante de células tumorales de
células cultivadas en ausencia de suero durante 5 a 7 dias. El anticuerpo NEO-101 se acoplé a resinas para la
purificacion del antigeno, incluidas las perlas magnéticas, para una simple adsorcion, lavado y elucion de las perlas.
La proteina que se eluy6 de las perlas de anticuerpo NEO-100 se estudié mas a fondo para determinar la presencia,
caracterizacion e identificacion del antigeno.

Transferencia Western de extractos de células tumorales humanas y sobrenadantes usando el anticuerpo NEO-101.
Las proteinas de los sobrenadantes de células AsPC-1, LS174T o CFPAC-1 o los extractos de detergente de
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sedimentos celulares se procesaron en SDS-PAGE, se transfirieron a la membrana de PVDF y luego se tifieron con
el anticuerpo NEO-101. Una especie de masa molecular alta con reactividad cruzada con un anticuerpo NEO-100
estimado en 1.000-2.000 kDa fue identificada por SDS-PAGE. Una inmunotransferencia proteica del antigeno tumoral
de las células que utilizan el anticuerpo NEO-101, incluido el sedimento de células AsPC-1, el sobrenadante de AsPC-
1, el sedimento de células LS 174T, el sobrenadante de LS 174T, el sedimento de células CFPAC-1 y el sobrenadante
de CFPAC-1 junto con marcadores de peso molecular .

La proteina inmunopurificada procedente de células tumorales LS 174T se sometié a escision proteolitica mediante
tripsina o proteasa V8, seguido de un analisis de transferencia Western de los fragmentos de proteina. Un antigeno
inmunopurificado de 1.000 a 2.000 kDa se digiri6 en cuatro fragmentos discretos que oscilan en masa desde
aproximadamente 60 kDa hasta 220 kDa, cada uno de los cuales contiene un epitopo peptidico inmunorreactivo NPC-
1. Se realiz6 una inmunotransferencia proteica del antigeno tumoral digerido proteolitico de las células que utilizan el
anticuerpo NEO-101 con el sedimento de células LS 174T, sobrenadante LS 174T, antigeno inmunopurificado digerido
con tripsina, antigeno inmunopurificado digerido con proteasa V8 junto con un marcador de peso molecular. Los datos
sugirieron que hay multiples regiones de union al anticuerpo NEO-101 presentes en cada molécula del antigeno
tumoral.

El epitopo NPC-1 se prepard para su identificacion por espectrometria de masas mediante la preparacion de antigenos
inmunopurificados a partir de varias fuentes tumorales diferentes en SDS-PAGE, cortando la banda inmunoreactiva
NPC-1 de alta masa molecular del gel de poliacrilamida y sometiendo la proteina a digestion con tripsina seguida de
LC/MS/MS en un espectrémetro de masas LTQ Orbitrap XL. Los datos de iones de productos peptidicos de tripsina
definidos por masa y carga se buscaron en la base de datos humana IPI directa e inversa concatenada utilizando el
motor de busqueda Mascot. La base de datos se adjuntd con proteinas de fondo cominmente observadas para
prevenir las asignaciones falsas de péptidos derivados de esas proteinas. Los archivos de salida Mascot se analizaron
en el programa Scaffold para filtrar y evaluar las tasas de descubrimiento falso y permitir solo las identificaciones
correctas de proteinas. Las muestras derivadas de ratas, ratones y humanos se buscan en la base de datos del
International Protein Index (IPI). Las fuentes de antigeno para estos experimentos se derivaron de lineas celulares
tumorales colorrectales humanas (LS174T, HT-29) y pancreaticas (CFPAC-1). Los resultados de seis experimentos
de espectrometria de masas sugirieron la presencia de péptidos derivados de MUC5AC en la preparacion de
inmunopurificaciéon de NPC-1.

La secuencia de aminoacidos de MUC5AC como se informa en la base de datos IPI (IPI00103397). La secuencia
consiste en 5.030 aminoacidos con una masa pronosticada de 526.585 Da (sin modificaciones postraduccionales,
incluida la glicosilacién). La comparacion de la cobertura de péptidos de los experimentos de espectrometria de masas
con la secuencia de aminoacidos de MUC5AC (SEQ ID NO: 36) y otros mapas de cobertura de péptidos, revela que
la mayoria de los péptidos secuenciados después de la digestion con tripsina se derivan del extremo terminal N o de
tercer extremo terminal C de la molécula. En cada experimento, hubo muy pocos péptidos que se derivaron del tercio
central de la molécula MUC5AC, que contiene "repeticiones en tandem" de 8 residuos de aminoacidos que incluyen,
por ejemplo, TTSTTSAP (SEQ ID NO: 42), GSTPSPVP (SEQ ID NO : 43), y TASTTSGP (SEQ ID NO: 44). Silverman,
et al, (2001) Glycobiology 11: 459-71. Esta regiéon de MUC5AC esta altamente glicosilada en tejidos normales que
expresan MUC5AC, tal como el endotelio pulmonar y de colon. Es probable que la falta de cobertura de la secuencia
peptidica en la region central de MUCS5AC, tal como se detecta por espectrometria de masas, se deba a un alto grado
de glicosilacion en la region, que interfiere con la digestion con tripsina. Estos resultados sugieren que la region de
repeticion en tandem de MUC5AC comprende al menos un epitopo NPC-1.

Ejemplo 2
Inactivacion del epitopo NPC-1

Se us6 una pequefia secuencia objetivo de ARN inhibidor (ARNpi) disefiada contra una region de MUC5AC en células
que se sabe que expresan el epitopo NPC-1. Se disefiaron varios oligonucleoétidos de ARNpi con base en secuencias
MUCS5AC. Las secuencias de los oligonucleétidos de ARNpi de MUC5AC humanos se muestran en la Tabla 5:

Tabla 5. Secuencia de oligonucleétidos de ARNpi de MUCSAC

Oligonucledtido Cadena Secuencia

ARNpi ID # 59074 |Sentido AGAUGUGCCUCAACUACGALt (SEQ ID NO: 51)

Antisentido UCGUAGUUGAGGCACAUCUtg (SEQ ID NO: 52)

ARNpi ID # 89075 |Sentido GCUCUGGAACGUGAGCAUALt (SEQ ID NO: 53)

Antisentido UAUGCUCACGUUCCAGAGCcg (SEQ ID NO: 54)

ARNpi ID # s9076 | Sentido GCGUGCUCGUCGACAACUALt (SEQ ID NO: 55)
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Oligonucledtido Cadena Secuencia

Antisentido UAGUUGUCGACGAGCACGCgg (SEQ ID NO: 56)

Los ARNpi se transfectaron en células tumorales LSI 74 y CFPAC-1, asi como en células A549. A549 es una linea
celular de adenocarcinoma de pulmén humano que expresa MUC5AC (como se muestra por PCR y deteccion
utilizando anticuerpos comercialmente disponibles contra MUCS5AC), pero no el epitopo NPC-1. La especie MUC5AC
expresada por las células A549 no es inmunorreactiva con el anticuerpo NEO-101, una caracteristica que demuestra
la especificidad tumoral del epitopo NPC-1 en contraste con los anticuerpos disponibles comercialmente contra
MUCS5AC. Las células A549 sirven como control para mostrar la especificidad de unién al tumor de pancreas/colon del
anticuerpo NEO-101. Después de la transfeccion del ARNpi en células tumorales, el MUC5AC expresado por las
células se midio mediante una PCR especifica para medir los niveles de ARNm de MUC5AC y un ELISA tipo sandwich
que usa el anticuerpo NEO-101 para medir los niveles de MUC5AC. Los datos mostrados en la Tabla 6 demuestran
que un coéctel de tres oligonucledtidos de ARNpi dio como resultado disminuciones significativas tanto del ARNm de
MUCS5AC como de la proteina MUC5AC reactiva a NEO-101 (por ejemplo, epitopo NPC-1).

Tabla 6: Inactivacion de ARNpi de MUCSAC en Células tumorales pancreatica (CFPAC-1) y colorrectal (LS174T)

humanas
ARNmM de MUC5AC normalizado* Proteina MUC5AC
normalizada**
CFPAC-1 no tratadas 1 1
CFPAC-1 tratadas con 20 pmol 0,2737 0,6967
céctel ARNpi
50 pmol 0,3057 0,6901
200 pmol 0,1368 0,3566
LS174T no tratadas 1 1
LS174T tratadas con 20 pmol 0,6917 0,53
céctel ARNpi
50 pmol 0,3858 0,402
200 pmol 0,235 0,117

* El nivel de ARNm de MUC5AC se midié mediante RT-PCR, normalizado como un porcentaje de los niveles de ARNm
detectados en células no tratadas.

** El nivel de proteina MUC5AC secretado en sobrenadantes celulares se midié mediante ELISA tipo sandwich [NEO-
101 para capturar y detectar el anticuerpo 1-13M anti-MUC5AC (Abeam catalogo # ab24070)], normalizado como un
porcentaje detectado en células no tratadas.

La cantidad de expresién disminuida de MUC5AC dependio de la dosis del coctel de ARNpi transfectado en las células.
Aproximadamente el 70% -90% de la expresion de MUC5AC (ARNm y proteina) se inhibié tanto en las lineas celulares
LS174T como en CFPAC-1 con 200 pmoles del céctel de ARNpi. Estos resultados confirmaron que MUC5AC es el
objetivo del anticuerpo NEO-101. Las células A549 utilizadas como control en estos experimentos mostraron una
disminucion en la expresion de MUC5AC mediante el analisis de ARNm, pero no hubo cambios en el ELISA tipo
sandwich de NEO-101 porque el MUC5AC expresado por estas células no es reconocido por un anticuerpo NEO-100.
Por lo tanto, los datos de ARNpi demuestran que la reduccion de la expresion de MUC5AC conduce a una disminucion
actual en la union del anticuerpo NEO-101.

Ejemplo 3
Mapeo del epitopo NPC-1

Los datos por transferencias Western de MUCS5AC digerida con tripsina indicaron que puede haber varios sitios de
union al anticuerpo NEO-101 en cada molécula de MUC5AC, lo que sugiere que puede estar presente una region de
union en cada una de las unidades de repeticion en tdndem ubicadas en la region central de la molécula. Un ejemplo
de secuencia de aminoacidos de MUC5AC se presenta en la SEQ ID NO: 36 con un ejemplo de secuencia de acido
nucleico que codifica MUC5AC presentada en la SEQ ID NO: 37. Por lo tanto, se disefi¢ y construyd un plasmido de
expresion recombinante que codifica los residuos secuencia arriba de las unidades de repeticion en tandem y dos
unidades de repeticion en tandem ("MUCS5AC largo" SEQ ID NO: 38 con la correspondiente secuencia de acidos
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nucleicos de la SEQ ID NO: 39). El péptido MUC5AC largo corresponde a los residuos 2636 a 2942 de aminoacidos
de la proteina MUC5AC (SEQ ID NO: 36). Se disefi¢ y construyé un segundo plasmido de expresion que codificd
principalmente un dominio corto que se conecta a la region central repetitiva y solo una parte de los residuos de
repeticion en tandem ("MUCS5AC corto" SEQ ID NO: 40 con el acido nucleico que lo codifica en la SEQ ID NO: 41). El
péptido corto MUC5AC corresponde a los residuos de aminoacidos 2636 a 2763 de la proteina MUC5AC (SEQ ID NO:
36). Se predijo que estos fragmentos mas pequefios de la molécula de MUC5AC grande comprenden las regiones de
unién al anticuerpo NEO-101 que contienen el epitopo o epitopos de NPC-1.

Las secuencias de ADN que contienen las regiones de unién al anticuerpo NEO-101, con base en la secuencia de
aminoacidos, se volvieron a traducir en la secuencia de acido nucleico y los ADN se sintetizaron mediante métodos
bien conocidos en la técnica. Estos fragmentos de ADN se clonaron en un plasmido de expresion de mamifero
mediante técnicas estandar y se transfectaron varios clones independientes en células de ovario de hamster a chino
(CHO) que se mostré anteriormente que no expresaban el epitopo NPC-1. El andlisis de las células CHO después de
la transfeccion demostré inmunorreactividad con un anticuerpo NEO-100 en varios de los clones de plasmidos. Se
realizaron experimentos para probar la unién por inmunofluorescencia y transferencia de inmunoproteinas de extractos
de células transfectadas.

Los datos de cuantificacion de inmunofluorescencia mostraron que el anticuerpo NEO-101 se unié al 11%-80% de las
células CHO transfectadas con diferentes clones de plasmidos del constructo corto MUC5AC, y al 76%-88 de células
CHO transfectadas con diferentes clones de plasmidos del constructo largo MUC5AC. Se realiz6 un analisis de
transferencia Western utilizando NEO-101 para sondear extractos de células CHO después de la transfeccion con los
clones de plasmidos cortos MUC5AC y largos MUCS5AC. La region de unién al anticuerpo NEO-101 se expreso
mediante estos dos péptidos relacionados con MUC5AC como se confirmé mediante el analisis de transferencia
Western. La masa molecular de las bandas de proteinas inmunorreactivas representa la masa predicha del fragmento
de proteinas, incluida la glicosilacién que se produce en las células CHO de mamifero. Los datos confirman ademas
que el antigeno NPC-1 (por ejemplo, una region de uniéon al anticuerpo NEO-100) esta contenido en los fragmentos
relacionados con MUCS5AC aislados y expresados en las células transfectadas.

Los resultados de estos experimentos muestran que al menos un epitopo NPC-1 esta contenido tanto en el fragmento
de 307 aminoacidos del péptido largo MUC5AC como en el fragmento de 128 aminoacidos del péptido corto MUC5AC.
Estos resultados también sugieren que el epitopo NPC-1 puede ser un epitopo conformacional en lugar de un epitopo
lineal.

Ejemplo 4
Eliminacion de constructos para el mapeo detallado del epitopo del antigeno largo MUC5AC

Se mostré que la region de unién a NEO-101 que se expresaba por MUC5AC, truncamientos sucesivos que comienzan
en el extremo terminal N o en el extremo terminal C del constructo puede ser generada mediante técnicas estandar
de biologia molecular para identificar una regioén que esta involucrada en la unién del anticuerpo NEO-101 a MUC5AC.
Se realizaron seis constructos de truncamiento que representan truncamientos en el extremo terminal C de la proteina
MUCS5AC de longitud completa (SEQ ID NO: 36).

Tabla 7: Constructos de truncamiento de MUC5AC

Constructo Modificacién SEQ ID NO ¢ Se une a NPC-1?
1-338 Truncamiento del extremo terminal C 50 Si
1-289 Truncamiento del extremo terminal C 49 Si
1-187 Truncamiento del extremo terminal C 48 Si
1-151 Truncamiento del extremo terminal C 47 Si
1-136 Truncamiento del extremo terminal C 46 No
1-85 Truncamiento del extremo terminal C 45 No

Las células 293T se cultivaron en cubreobjetos recubiertos con FBS durante 24 horas. Las células se transfectaron de
forma transitoria con 2 pg de constructos MUC5AC de la Tabla 8 con LIPOFECTAMINE®. Las células se cultivaron
durante aproximadamente 72 horas, se fijaron con PFA aproximadamente al 4% en PBS, se lavaron con PBS, se
permeabilizaron con Triton X-20 aproximadamente al 0,2% en PBS y se lavaron con PBS. Luego, las células se
bloquearon con BSA aproximadamente al 1% en PBS, y se agregaron aproximadamente 2 ug/mL de anticuerpo NEO-
101 a los pozos de muestra y aproximadamente 2 uyg/mL de un control de isotipo se agregaron durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las células se lavaron con PBS y se afiadié el segundo anticuerpo anti-FITC humano (1: 500)
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a todos los pozos y a los pozos de control del segundo anticuerpo. Las células se lavaron y se montaron en
portaobjetos con montaje duro DAPI. Se dejaron reposar los cubreobjetos durante la noche a aproximadamente 4°C.
Los portaobjetos se visualizaron con un microscopio Nikon Eclipse Ti con una camara Andor. Se contaron al menos 3
campos aleatorios por transfeccion.

Esta estrategia se uso6 para identificar una region de aproximadamente 15 aminoacidos que contiene un epitopo NPC-
1: GCPVTSTPVTAPSTP (SEQ ID NO: 35). Los constructos MUC5AC con 338, 289, 187 y 151 residuos de
aminoacidos tenian todos actividad de union con el anticuerpo NEO-101. Véase la TABLA 2B. Las supresiones 151y
85 no mostraron unién. El segundo anticuerpo y los controles de IgG también fueron negativos para la unién a las
lineas celulares 293T transfectadas con el constructo del residuo 338 de MUC5AC (SEQ ID NO: 50). Estos datos
sugieren que la secuencia GCPVTSTPVTAPSTP (SEQ ID NO: 35) esta involucrada en la unién del anticuerpo NPC-
101 a MUC5AC. Esta es una secuencia repetitiva que también tiene algunos cambios en ella que también son
andamiajes probables para los sitios de unién para el anticuerpo NEO-101. Esta secuencia repetitivas y variaciones
se pueden encontrar en las eliminaciones mas largas de MUC5AC y el mismo MUCS5AC.

Ejemplo 5
El epitopo NPC-1 es un biomarcador especifico para cancer pancreatico y colorrectal

El anticuerpo NEO-101 es especifico para el antigeno relacionado con MUC5AC expresado a partir de lineas celulares
de cancer de colon (LS174T) y pancreas (CFPAC-1) humanas. El antigeno relacionado con MUCSAC expresado por
estas dos lineas celulares de cancer comprendia el epitopo NPC-1 y competia eficazmente con el antigeno MUC5AC
nativo previamente recubierto en placas de ELISA para unirse al NEO-101 en el ensayo. Como control, MUC5AC no
portador de NPC-1 expresado por células de adenocarcinoma de pulmoén A549 no compitié con la unién del anticuerpo
NEO-101 a MUCS5AC nativo recubierto con las placas de ELISA.

Las células LS174T y CFPAC-1 se cultivaron en cubreobjetos recubiertos en FBS durante 48 horas. Las células se
fijaron luego con PFA al 4% en PBS, se lavaron con PBS, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2%, se lavaron
con PBS y se bloquearon con BSA al 1% en PBS. Las células se incubaron con 2 yg/mL de NEO-101, MS-X, 2-HMI,
H160, 351-450, 2-12M1 o 1-13M1. Las células se lavaron con PBS y luego se afiadié el segundo anticuerpo anti-FITC
humano, anti-FITC de ratén o anti-FITC de conejo (1:500), las células se lavaron y se montaron en portaobjetos con
montaje duro DAPI. Se dejaron reposar los cubreobjetos durante la noche a 4°C. Los portaobjetos se visualizaron con
un microscopio Nikon Eclipse Ti con una camara Andor.

Todos los anticuerpos tifieron las células LS174T. Los patrones de tincion y la localizacion parecian iguales para todos
los anticuerpos analizados. Hubo diferencias en la tincion celular en las células CFPAC-1 en comparacion con las
células LS174T. NEO-101 tifié alrededor del 50% de las células. MS-X y 2-11M1 tifieron menos del 5% de las células.
351-450 y 2-2M1 no tenian ninguna tincion con las células CFPAC-1. H160 y 1-13M1 tifieron el 100% de las células
CFPAC-1.

Estos datos sugieren que todos los anticuerpos pueden detectar la proteina MUCS5AC colorrectal con la misma eficacia,
pero en las células de cancer de pancreas hay variaciones en los patrones de tincion entre los diferentes anticuerpos
MUCS5AC. Esto sugiere que NEO-101 puede detectar ambos tipos de MUC5AC y que otros anticuerpos comerciales
no reconocen el mismo epitopo.

Un ensayo ELISA homélogo (adaptado de un kit ELISA ImmunoBooster®, Bioworld Consulting de Laboratories, LLC,
Mt. Airy, MD) se disefi6 utilizando el anticuerpo NEO-101 como reactivo de captura y detecciéon (por ejemplo, se
desarrollé un ELISA tipo sandwich utilizando el anticuerpo NEO-101 como reactivo de captura utilizando un NEO-101
marcado con biotina utilizado como el anticuerpo de deteccion). Este formato de anticuerpo homdlogos fue posible
debido al descubrimiento de multiples sitios de union al antigeno NPC-1 expresados por el antigeno relacionado con
MUCS5AC asociado al cancer. Se obtuvieron muestras de suero de diversas fuentes comerciales y privadas. El ensayo
desarrollado en este documento utilizd suero de pacientes con cancer colorrectal y pancreatico, y suero de donantes
de sangre sanos.

Las placas de microtitulacion (Nunc Maxisorp de 96 pozos) se recubrieron con anticuerpo NEO-101 no marcado
purificado a aproximadamente 10 pg/mL en carbonato de sodio 0,5 M, pH 9,5, durante la noche a aproximadamente
25°C. Las placas luego se bloquearon con leche descremada al 1% elaborada en solucion salina regulada con Tris
(TBS) que contenia EDTA 5 mM y sacarosa al 1% durante aproximadamente 4 horas a aproximadamente 2°C. Las
placas preparadas de esta manera se pueden almacenar secas y selladas durante al menos aproximadamente 8
meses. Todas las diluciones se realizaron en reguladores ImmunoBooster® (Bioworld Consulting Laboratories, LLC)
complementados con EDTA 20 mM. El regulador de lavado era TBS que contenia detergente no idnico Tween®-20 al
0,05%. Se uso6 un extracto detergente de células tumorales colorrectales humanas LS174T como fuente de antigeno
NPC-1 para derivar una curva estandar. Los extractos derivados de células tumorales CFPAC-1 pancreaticas humanas
o células tumorales A549 de pulmén humano se generaron de manera similar. Las lineas celulares tumorales se
adquirieron a través de la American Type Culture Collection (Manassas, VA) y se cultivaron en medio RPMI que
contenia FBS al 10% (inactivado por calor) con glutamina 8 mM. Para medir la unién directa de NEO-101 al antigeno
relacionado con MUC5AC, las células CFPAC-1 se cultivaron en medio sin suero durante aproximadamente 5 dias y
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el medio acondicionado se filtro y se almacend en un lote grande a aproximadamente 4°C.

Los ELISA tipo sandwich se realizaron diluyendo el estandar de extracto celular en cada placa, junto al paciente o
muestras de suero normales diluidas 1:24 en el diluyente. Todas las incubaciones se realizaron a aproximadamente
25°C y todos los volumenes fueron de aproximadamente 100 uL por pozo. Las placas se incubaron durante 15 minutos
y se lavaron tres veces con regulador de lavado. NEO-101 marcado con biotina se afiadio luego a los pozos a razén
de 1 g/mL, se incubd durante aproximadamente 15 minutos y las placas se lavaron tres veces. Se afadi6 estreptavidina
conjugada con peroxidasa (dilucion 1:5.000) a las placas durante aproximadamente 15 minutos, y las placas se lavaron
tres veces con regulador de lavado y dos veces con TBS. El ensayo se desarrolld6 mediante la adicion de sustrato TMB
(BioFX Laboratories Inc.) a las placas, se incubo durante aproximadamente 15 minutos, luego se detuvo la reaccion
de color con la adicién de acido sulfurico 0,5 M. Los datos se adquirieron midiendo la absorbancia a 450 nm. Los datos
recopilados se procesaron utilizando los paquetes de software GraphPad Prism o Microsoft Excel.

Este ELISA se us6 para evaluar el suero de pacientes con cancer colorrectal y pancreatico (n = 42), suero de donantes
de sangre sanos (n = 75) y suero de estados patoldgicos potencialmente interferentes, tales como asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, sindrome de intestino irritable y enfermedad de Crohn (n = 56). El analisis de estas
diversas muestras de suero demuestra el uso del ensayo biomarcador de antigenos NPC-1 para detectar el epitopo
NPC-1 (por ejemplo, MUC5AC aberrante) vertido en la sangre de pacientes con cancer colorrectal. Una prueba ELISA
NPC-I puede detectar MUC5AC aberrante en pacientes con cancer de colon. C1y C2 son muestras de suero normales
de donantes de sangre sanos. La combinacion AB es el suero combinado de muchos donantes de sangre sanos.
Todas las demas muestras numeradas del nimero 1 al nimero 17 son de suero recolectado de pacientes con cancer
de colon. El uso del anticuerpo NEO-101 como anticuerpo de recubrimiento (anticuerpo de captura) y NEO-101
marcado con biotina como anticuerpo de deteccion es altamente especifico, y puede explicarse por la presencia de
multiples regiones de union (es decir, epitopos) sobre la misma molécula de antigeno, de modo que se obvia el
impedimento estérico.

Se pidi6 a los pacientes con cancer colorrectal o pancreas que participaran en un estudio. Las muestras de suero se
recibieron y almacenaron a aproximadamente -35°C hasta el momento de la prueba. Se recibieron portaobjetos de
biopsia tumoral a temperatura ambiente y se analizaron posteriormente mediante IHC utilizando anticuerpos marcados
con biotina. También se proporcioné informacion del paciente, que contenia datos clinicos limitados para la muestra
del paciente (etapa de la enfermedad, medicamentos actuales). Para cada paciente inscrito, se proporcionaron 1, 2 o
3 muestras de suero para cada paciente separado por aproximadamente 1 mes. Se incluyé un grupo de muestras de
suero "sanas normales" para comparacion. Estas se adquirieron a través de un banco de sangre metropolitano y
comprendian un grupo de hombres y mujeres normales, autoproclamados, de raza mixta, de edades comprendidas
entre los 40 y los 59 afos. Se desconoce el estado de salud real de estos donantes, por lo que la comparacion de
cualquier muestra con este grupo de donantes normales puede realizarse con la debida precaucion.

El ELISA en suero con NEO-101 se realizd usando un antigeno estandar preparado a partir de un extracto de linea
celular cultivada a partir de células tumorales que se sabe que expresan el antigeno NPC-1. Se sometieron a prueba
los triplicados de una dilucién 1/24 de muestras de suero de grupos de donantes "sanos normales” y pacientes con
cancer de colon y pancreas diagnosticados clinicamente, y los datos sin procesar se interpolaron de la curva estandar.
La expresion del antigeno NPC-1 se determiné en relacién con esta preparacion de antigeno estandar (equivalentes
de células LS 174T/pozo).

Los resultados mostraron que los estados de enfermedad interferentes, que se espera que tipicamente tengan un
MUCS5AC sérico elevado, no expresaron niveles mas altos de epitopo NPC-1 en comparacién con los controles.
Ademas, la comparacion de los niveles en suero de MUC5AC de pacientes con cancer colorrectal y pancreatico con
suero de controles sanos demostro la capacidad del ensayo para diferenciar a los pacientes con cancer de los
donantes normales con una diferencia de aproximadamente 0,7 unidades logaritmicas. Ademas, el ELISA de NEO-
101 diferenciaba con precision a los pacientes con enfermedad activa o metastasica de los pacientes que no tenian
evidencia de enfermedad. Notablemente, en una comparacion lado a lado del ELISA de NEO-101 con un ELISA
comercial para CA1 -9, el ELISA de NEO-101 resulté ser superior.

Los pacientes inscritos en el estudio de diagnodstico clinico acordaron proporcionar su biopsia de tumor o muestra
quirdrgica para ser tefiida inmunohistoquimicamente con NEO-101. Las secciones del tumor se prepararon como
portaobjetos, y se prepararon dos portaobjetos adicionales para el control negativo (IgG1 humana) y la tincién del
control positivo (citoqueratina) para garantizar controles de calidad para el método IHC. Mas especificamente, las
muestras de biopsias de tumores de pacientes con cancer colorrectal y de pancreas se desparafinaron a
aproximadamente 60°C durante 30 minutos antes de la tincion con NEO-101. Posteriormente, todas las etapas de
tincion se llevaron a cabo a aproximadamente 25°C. Los portaobjetos (4 um) se bloquearon con el inhibidor de Peroxo-
Bloc® (Zymed Laboratories) durante aproximadamente 2 minutos, se enjuagaron con solucion salina regulada con
fosfato (PBS) y se bloquearon con CAS (Zymed) durante unos 10 minutos adicionales. Los portaobjetos se tifieron
con aproximadamente 10 yg mL de NEO-101 marcado con biotina durante 1 hora, y se lavaron tres veces con PBS
que contenia un 0,05% de detergente no i6nico Tween®-20. La titulacion previa de NEO-101 biotinilado demostré que
aproximadamente 10 g mL es una concentracion éptima para la deteccién inmunohistoquimica del antigeno NPC-1.
Luego se aplicod una dilucién 1:400 de estreptavidina conjugada con peroxidasa (Dako North America, Inc.) a los
portaobjetos durante aproximadamente 30 minutos y los portaobjetos se lavaron tres veces. Se aplicé una solucién de
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DAB (Zymed) durante aproximadamente 2-3 minutos y luego se enjuagé con PBS. Luego se aplico una solucion de
hematoxilina durante aproximadamente 3 minutos y se enjuag6é con agua del grifo hasta que se aclar6. Los
portaobjetos se deshidrataron con xileno y se agregd un cubreobjetos usando el medio de montaje Permount®.
Portaobjetos consecutivos adicionales se tifieron con citoqueratina humana AE1/AE3 (Abeam pic) como control
positivo e isotipo de IgG1 humana como control negativo (AXXORA, LLC).

Todos los anticuerpos se biotinilaron antes de su uso y se probaron de forma independiente a diversas concentraciones
utilizando tejidos de tumores humanos que se sabe que reaccionan con los anticuerpos. El anticuerpo primario (NEO-
101) se uso a aproximadamente 10 g mL, se detectd con conjugado de estreptavidina - peroxidasa de rabano picante
y se monto en portaobjetos. Se aplicé una escala de tincion positiva de +1 a +5 a los resultados de la tincion, medida
mediante microscopia Optica. Los tejidos tefiidos con NEO-101 se consideraron positivos (+1 a +5) para un promedio
del 79% de las muestras de tumores del paciente (30 de 38 de las biopsias de cancer colorrectal y pancreatico),
incluidas las 5 muestras de tumores pancreaticos. Los tejidos que fueron negativos o que se consideraron débilmente
tefidos por parte del inmunohistoquimico se consideraron negativos. Estos resultados de tincion son similares a los
resultados de varios otros estudios completados con anticuerpos que utilizan portaobjetos de tejido, y muestras
quirurgicas congeladas y embebidas en parafina. Los resultados de la tincion IHC se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Resultados de la tinciéon IHC

Tipo de cancer Numero de sujetos % Positivo por IHC con NEO-101
Colorrectal 33 76% (25/33)
Pancreatico 5 100% (5/5)

Notas: (1) la mayoria de las muestras de biopsia de tejido se recolectaron cuando los pacientes se clasificaron con
cancer de estadio 2 a 4, (2) se incluyeron portaobjetos de tejido con control positivo y negativo y se demostré que se
tiien negativamente solo con el anticuerpo secundario (negativo) o con anticuerpo anti-citoqueratina (positivo).

Los resultados de la tincion IHC utilizando el anticuerpo NEO-101 se compararon luego con los resultados para cada
ELISA de suero para cada sujeto en el que ambos conjuntos de resultados (sueros y biopsia) estaban disponibles.
Para simplificar, se utilizé el promedio del ELISA sérico de cada extraccion de sangre para esta comparacion. Los
resultados de este analisis demostraron que el 84% (32/38) de las muestras de suero fueron positivas usando un corte
de 335 unidades/mL y el 79% (30/38) de las muestras de tejido fueron positivas, lo que proporcioné una alta
concordancia de las dos ensayos utilizando NEO-101.

Se adquirié6 un mayor nimero de muestras de suero para probar la utilidad del ELISA con base en suero en la deteccién
del antigeno NPC-1. Una muestra de 41 sueros de pacientes con cancer colorrectal o pancreas se comparé con los
sueros obtenidos de 28 donantes de sangre sanos normales. En esta poblacion de pacientes con cancer, la sangre
se recolectd en forma serial durante un periodo de aproximadamente 3 meses para varios de los pacientes mientras
se sometian a diversos regimenes de tratamiento con un médico oncélogo. Por multiples razones, no se extrajo sangre
de todos los pacientes en los tres puntos de tiempo. Por lo tanto, hubo 41 pacientes que donaron sangre en su primera
evaluacion por parte del médico oncélogo, seguidos por 33 pacientes que donaron su sangre en la segunda visita y
25 pacientes que completaron las tres donaciones de sangre en la tercera visita. La mayoria de los pacientes fueron
diagnosticados con enfermedad en estadio Il o IV.

La Figura 2A muestra los resultados de la prueba de este panel mas grande de muestras de suero de pacientes con
cancer colorrectal y pancreatico, en comparacion con un grupo de donantes de sangre sanos normales. El analisis de
los resultados demostré aproximadamente una diferencia logaritmica de 0,7 entre los pacientes con cancer y los
donantes sanos en cada una de las tres extracciones de sangre. La media y el error estandar de la media para cada
grupo de control para los ensayos son: normales (355 + 60), cancer de colon/pancreas, 1 mes (1.757 + 580), cancer
de colon/pancreas 2 meses (1.894 + 671), cancer de colon/pancreas, 3 meses (1.293 + 390). Usando el método de la
prueba t no pareada (de 2 colas) para evaluar la diferencia entre el grupo de sueros normales y los grupos de sueros
de cancer, las diferencias para cada comparacion fueron: Normal frente a 1 mes [p = 0.0511]; normal frente a 2 meses
[p = 0,0397]; Normal frente a 3 meses [p = 0,0153]. Ademas, utilizando un valor de corte de 355 células/pozo derivado
del promedio de sueros normales, el 73% de los sueros con cancer de colon/pancreas, 1 mes estaban por encima del
corte (30 de 41 muestras), y el 88% estaban por encima del corte en cada uno de los 2 meses (29 de 33 muestras) y
3 meses (22 de 25 muestras) en esos grupos. En general, las muestras representan un promedio de 82% de positivos
por encima del limite establecido para el ensayo. Estos resultados muestran que el ELISA de antigeno NPC-1 puede
distinguir las diferencias entre el suero de los donantes normales y los pacientes con cancer colorrectal o pancreatico,
con un buen nivel de confianza.

La poblaciéon de pacientes con cancer probada en este estudio se estratificé aiin mas por tipo de enfermedad. Este
analisis, en la Figura 2B, muestra que no hubo diferencia distinguible por los resultados de la media del ELISA de
NEO-101 entre los pacientes diagnosticados con cancer colorrectal (n = 36) de los pacientes diagnosticados con
cancer de pancreas (n = 5). Ambos grupos demostraron por separado aproximadamente 0,7 unidades logaritmicas
por encima de los niveles de expresion del epitopo NPC-1 comparado con el grupo de donantes sanos.
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El epitopo NPC-1 también se puede usar en la monitorizacién de pacientes con cancer de colon o pancreas durante
el curso de un régimen de tratamiento, al igual que se usan actualmente los ensayos de CEA y CA19-9. Es decir,
como un marcador sustituto para un régimen de tratamiento para un paciente con cancer (si el paciente responde o
no). De los pacientes que donaron multiples muestras de suero, la cantidad de biomarcador de antigeno NPC-1
detectada en el ensayo se representd en funcion del momento de la extraccion de sangre. Los resultados mostraron
que algunos pacientes parecian expresar cantidades similares del antigeno NPC-1 durante el periodo de 2 o 3 meses
cuando se extrajo sangre (sujetos 5, 14, 15, 19, 25, 28, 29), mientras que algunos pacientes parecieron experimentar
un aumento de 1,5X a 5X en la expresion del antigeno NPC-1 (sujetos 1, 2, 7, 33, 39) o una disminucion de 1,2X a 3X
en la expresion del antigeno NPC-1 (sujetos 18, 22, 23, 28, 34, 36, 40). La importancia de estos cambios a lo largo
del tiempo actualmente no esta clara, pero puede estar relacionada con la carga tumoral del paciente en el momento
en que se extrajo la sangre, que puede estar directamente relacionada con el régimen de tratamiento especifico de
los pacientes individuales. Los resultados demuestran tendencias para ciertos pacientes que pueden reflejar regresion,
progresion o enfermedad estable del cancer. Una vez que estos datos se combinan con el estado de la enfermedad
en los pacientes, la correlacion es evidente. Ademas, el ensayo con NEO-101 parece ser mejor que cualquiera de los
ensayos con CEA y CA19-9 (es decir, NPC-1 es mas sensible). Ademas, ni las pruebas de suero con CEA ni con
CA19-9 se pueden usar para diagnosticar cancer (como si lo hace, por ejemplo, la prueba de antigeno prostatico en
suero). Por lo tanto, la presente invencion proporciona el valor predictivo del epitopo NPC-1 como un nuevo
biomarcador sérico para diagnosticar y monitorear el tratamiento del cancer colorrectal y pancreatico.

Ejemplo 6
El epitopo NPC-1 es un glicétopo que comprende un patrén de glicosilacion especifico de tumor aberrante

El epitopo MUC5AC se mapeo y se caracterizd adicionalmente con el fin de dilucidar mejor la dependencia de
carbohidratos de la union del anticuerpo NEO-101. El sobrenadante de CFPAC-1 (sobrenadante CFPAC-1 de linea
celular de cancer pancreatico) que contenia el epitopo NPC-1 se digirié6 exhaustivamente con termolisina, lo que dio
como resultado una actividad no detectable en la transferencia Western con el anticuerpo NEO-101.

Este fue un experimento de dos partes en el que el antigeno (sobrenadante CFPAC-1 de linea celular de cancer
pancreatico) se digirid con la proteasa termolisina (Sigma) en una proporcion de enzima:sustrato de 1:10. El
sobrenadante de CFPAC en regulador TRIS 200 mM, NaCl 500 mM, CaCl, 25 mM pH 7,6 durante la noche a
aproximadamente 37°C o 65°C. Después de la digestion, la muestra inactivada con enzima (en EDTA) se proceso en
geles de SDS-PAGE, después de lo cual se realizé una transferencia Western convencional con el anticuerpo NEO-
101 y la deteccién de peroxidasa IgG antihumana (Jackson Laboratories). Ya no hubo actividad antigénica detectable
después de la digestion con termolisina.

El antigeno sobrenadante de CFPAC-1 digerido aun retenia actividad inhibidora completa en un inmunoensayo de
competicion en el que el antigeno sobrenadante de CFPAC-1 se recubre sobre una microplaca y la unién de NPC-1-
C soluble es seguida por la lectura. Se descubrié que tanto el sobrenadante de CFPAC-1 como su digestion con
termolisina se inhibian de una manera similar, pero el filirado a través de un filtro de centrifugacion de corte de 10.000
Dalton no lo hizo. Esto sugirié que el fragmento o fragmentos inhibidores son superiores a 10.000 daltons pero
considerablemente menores que el antigeno nativo observado en el gel.

A continuacion, se us6 termolisina para fragmentar MUC5AC. Los fragmentos termoliticos de las tres regiones de
repeticion en tandem de MUC5AC se seleccionaron para construir una alineacion multiple de posibles fragmentos que
contienen epitopo que tienen una secuencia de consenso comun. Estos experimentos no solo limitaron el tamafo del
epitopo prospectivo sino que también sugirieron una posible asociacion con la sustitucion de carbohidratos ligados a
O dada la presencia de motivos. Estos datos indican que un anticuerpo NEO-100 se une a una region de MUC5AC
que comprende la secuencia peptidica de la (SEQ ID NO: 34 o 35) que sirve como un andamio para un patrén
aberrante de glicosilacion especifico del tumor. Este patrén aberrante de glicosilacion especifica del tumor (estructura
secundaria) esta aparentemente unido a los residuos en las SEQ ID NOs: 34 o 35 contenidos en el antigeno unido por
un anticuerpo NEO-100 (por ejemplo, NEO-101, NEO-102, NEO-103).

La dependencia a los carbohidratos de la union a NEO-101 se confirm6 adicionalmente mediante digestiones con
enzimas glicosidasas, modificaciones quimicas y mimetismo. Se utilizé un panel de glicosidasas (Northstar
Bioproducts) para explorar un posible cambio en la capacidad del antigeno sobrenadante de CFPAC-1 para inhibir la
union de NEO-101 al mismo antigeno inmovilizado en microplacas (ensayo de competicion). El panel de enzimas
comerciales comprendia una pluralidad de enzimas: (a) o-glicosidasa, (b) B1->4 galactosidasa, (c) PNGasa F,
neuraminidasa especifica de a-2->3,6,8,9, y (d) B-N-acetil glucosaminidasa. De todas las enzimas analizadas, la
neuraminidasa (selectiva de 3, 6, 8) se destac6 por producir modificaciones significativas en el antigeno. Esto se
observé en el ELISA de competencia utilizando placas recubiertas con CFPAC y NEO-101. Sorprendentemente, del
tratamiento con o-glicosidasa, (b) f1->4 galactosidasa, (c) PNGasa F, neuraminidasa especifica de a-2->3,6,8,9, y
(d) B-N-acetil glucosaminidasa, solamente la digestion con neuraminidasa elimind la actividad del antigeno.
Inesperadamente, se observd que la actividad antigénica es sensible a la neuraminidasa, un tratamiento suave de
oxidacion con peryodato de sodio a 4°C (un método que destruye selectivamente los grupos hidroxilo sensibles unidos
al diol vecino encontrados en los acidos sialicos) también eliminé la unién de NEO-101 al MUC5AC.
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Los resultados de la digestion con neuraminidasa sugieren que el acido sialico esta contenido en los residuos de
carbohidratos que estan unidos a los aminoacidos en la estructura primaria del antigeno que constituye el epitopo.
Una neuraminidasa de Macrobdella decora (Calbiochem) que es selectiva para los enlaces a2->3 era inactiva. Solo la
neuraminidasa con amplio espectro (a2->3,6,8) de Arthrobacter ureafaciens mostré actividad. Dado que el acido sialico
unido a2->8 es relativamente poco frecuente, excepto en los tejidos neuronales, los resultados sugieren fuertemente
que el epitopo contiene enlaces de tipo a2->6 de acido sialico. El tratamiento con peryodato reduce ain mas la unién
para incluir grupos hidroxilo C8 y C9 en acido sialico como posibles puntos de contacto con NEO-101. También se
efectud un ensayo de competicion que compara el sobrenadante de CFPAC-1 tratado con a2-3 neuraminidasa, a.2-
3, 6, 8 neuraminidasa y peryodato de sodio con un control de CFPAC-1. Solamente el sobrenadante de CFPAC-1
tratado con «2-3 neuraminidasa y peryodato de sodio mostré una falta de union del anticuerpo NEO-101. Por lo tanto,
el antigeno detectado en el ELISA de suero unido por el anticuerpo NEO-101 también es sensible a peryodato de
sodio y a2-3 neuraminidasa pero no a a2-3, 6, 8 neuraminidasa.

El suero de un individuo sano normal (suero normal) o suero de un paciente con cancer de colon se traté durante la
noche con varias concentraciones de peryodato de sodio. La reaccion se detuvo mediante la adicion de glicerol al
50%. Las muestras tratadas se analizaron para determinar el contenido de epitopo NPC-1 mediante ELISA utilizando
el anticuerpo NEO-101 en un formato homadlogo en el que NEO-101 fue tanto el reactivo de captura como el reactivo
detector en forma biotinilada.

Se descubrié inesperadamente una forma de mimetismo en la que la mucina submaxilar bovina (BSM) (Sigma) se
unia muy bien a NEO-101 en ELISA y transferencia Western. Este antigeno de reactividad cruzada proporciono una
fuente de material para explorar mas a fondo la dependencia de carbohidratos de la unién de NEO-101. La reactividad
de BSM con el anticuerpo NEO-101 fue sensible a los tratamientos con peryodato y con neuraminidasa. El ensayo de
competicidon que compara el sobrenadante de CFPAC-1 con BSM sobre la capacidad de inhibir la unién del anticuerpo
NEO-101 a placas recubiertas con CFPAC.

El BSM o sobrenadante de CFPAC-1 se tratd con peryodato de sodio y se neutralizé esencialmente como se describio
anteriormente. Los antigenos tratados se recubrieron luego sobre una microplaca que posteriormente se sondé con
una titulacion del anticuerpo NEO-101. La lectura después de una etapa de union del anticuerpo secundario anti-IgG-
humana- peroxidasa (Jackson) se obtuvo con el sustrato TMB. Esto muestra que BSM y el antigeno sobrenadante de
CFPAC-1 tienen ambos una sensibilidad similar al peryodato con respecto al epitopo NPC-1. Este resultado es
consistente con los experimentos de hidrdlisis acida suave que apuntan a un glicotopo parcial de acido sialico comun.

La union de NEO-101 a su antigeno o antigenos es sensible a la sal, apoyando ademas el descubrimiento de que la
union puede tener una dependencia idnica, con contribucién de residuos de acido sialico cargados negativamente en
el antigeno. La placa recubierta del sobrenadante de CFPAC-1 fue una captura y la lectura fue la unién del anticuerpo
NEO-101 en presencia de varias concentraciones de NaCl. El anticuerpo monoclonal NPC-1 se comparé con el
anticuerpo monoclonal Sialyl Tn (Abcam) y los anticuerpos que se unen al antigeno CA19-9. Con la placa recubierta
con BSM como captura y una cantidad variable afiadida de NEO-101, se afiadié una cantidad constante de anticuerpo
sialil Tn dando como resulté una no competicion de la unién de NEO-101. Cuando se prob¢ sialil Tn en el bloqueo
previo de una placa con BSM, no se produjo tal bloqueo de la unién de NEO-101. El 50% de los glicanos enlazados a
O en BSM tienen la siguiente secuencia que se define por la unién de anticuerpos a Sialyl Tn: NeuAca2 — 6GalNAca.1
— Ser/Thr. La digestion selectiva con neuraminidasa mostré que el epitopo reconocido por el anticuerpo NEO-101
comprende un enlace NeuAca2 — 6. Los experimentos de bloqueo del anticuerpo Sialyl Tn demostraron que NEO-
101 y Sialyl Tn no comparten un epitopo ya que no hay competencia para la unién entre estos anticuerpos (por ejemplo,
Sialyl Tn se une a un epitopo diferente). Estos resultados también sugieren que el epitopo reconocido por NEO-101
es sensible a la eliminacion de acido sidlico unido a a2 — 6,8 pero no al acido sialico unido a2 — 3, lo que excluye a
CA19-9 como antigeno. Ademas, el epitopo es sensible a la oxidacién suave de peryodato, lo que sugiere que los
grupos hidroxilo del acido sialico C8, C9 pueden ser sitios de contacto con NEO-101 o mucina. Por lo tanto, el
anticuerpo monoclonal sialil Tn no se une al mismo epitopo que un anticuerpo NEO-100. Ademas, un anticuerpo NEO-
100 no se une al antigeno CA19-9.

Por consiguiente, el epitopo NPC-1 es sensible a la hidrdlisis acida suave, la oxidacion con peryodato y la digestion
con neuraminidasa, todos los tratamientos conocidos por provocar un efecto degradante sobre el acido sialico, y
sugieren que el acido sialico es un azucar clave que forma parte del glicotopo reconocido por un anticuerpo NEO-100.
Ademas, se sugirié que el enlace del acido sialico con el penultimo aztcar del epitopo es a2-> 6 en lugar de a2->3 en
virtud del efecto destructivo del epitopo que solo se observa con la neuraminidasa de Arthrobacter ureafaciens
(neuraminidasa de amplio espectro) y no con neuramidasa de Macrobdella decora selectiva solo para enlaces a.2->3.
Ademas, el anticuerpo NEO-101 se une eficazmente a la mucina submaxilar bovina (BSM) y al digerido proteolitico de
la misma. Esto sugiere que existe un glicotopo homdlogo en BSM y hay una relevancia disminuida de la parte peptidica
de la molécula. El epitopo NPC-1 es sensible a la sal, lo que sugiere la importancia de los residuos cargados,
posiblemente debido a los residuos de acido sialico agrupados negativamente que tienen el caracter idnico apropiado.

Ejemplo 7

Datos de farmacologia y de toxicologia.

52



10

ES 2719624 T3

Mecanismo de accién propuesto de NEO-101.

El anticuerpo NEO-101 se analizé para determinar la actividad de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) frente a varios objetivos de células tumorales colorrectales y pancreaticas in vitro. El ensayo ADCC mide la
cantidad de citotoxicidad celular que un anticuerpo facilita en un periodo de tiempo definido mediante la liberacion de
proteinas citoplasmaticas radiomarcadas en el medio de cultivo. Los datos muestran que en un ensayo estandar de
liberacién de Indio 111 en 4 horas, que NEO-101 facilitd la destruccion de las lineas celulares tumorales colorrectales
y pancreaticas. La actividad litica especifica de NEO-101 se demuestra con un control de isotipo IgG y controles de
linea celular que no expresan el antigeno MUC5AC (DU145 y SK-mel). Véase la Tabla 9. La actividad litica especifica

fue titulable con el nimero de células efectoras en el ensayo.

Tabla 9. Ensayo ADCC: Destruccién con anticuerpo NEO-101 contra lineas celulares tumorales

—_Linea Celular Objetivo Relacion Células % de destruccién especifica (:SEM)
Efectoras:Objetivo

Tumor Ab control de isotipo NEO-101

Colo-205 (Colorrectal) 50:1 9.8+1,9 66,7 £ 0,6

25:1 0,8+1,2 46,4+1,6

12,5:1 -0,5+0,1 32,8+2,0

SW620 (Colorrectal) 50:1 1,6+0,2 63,7 +2,9

25:1 35+1,8 61,0+1,8

12,5:1 0,0+0,3 51,5+0,9

SW1463 (Colorrectal) 50:1 0,1+1,1 33,8+1,0

25:1 -1,3+0,2 25,5+0,6

12,5:1 -1,2+0,1 17,9117

LS174T (Colorrectal) 50:1 -1,2+0,1 26,8 £2,9

25:1 -0,8 +0,1 18,5+4,1

12,5:1 -1,1+0,0 95+0,5

AsPC-1 (Pancreatico) 50:1 -0,8+29 445+6,8

25:1 -7,0+2,2 36,2+2,6

12,5:1 -1,2+0,9 26,5+86,7

CFPAC-1 (Pancreatico) 50:1 -1,2+2,3 26,9+1,6

25:1 -2,4+0,2 232+2.2

12,5:1 -2,0+04 11,1+1,6

PANC-1 (Pancreatico) 50:1 -22+04 46,8 £ 2,1

25:1 -25+04 33,2+3,3
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12,5:1 -3,9+0,3 21,2+0,6
SK-MEL (Melanoma) 50:1 2,7+0,7 46+1,1
25:1 1,5+0,3 3,3+1,1
12,5:1 1,6 0,4 2,3+0,6
DU145 (Prostata) 50:1 -0,3+0,2 -0,5+0,3
25:1 -0,7+0,1 0,3+0,8
12,5:1 -0,2+0,2 -0,3+0,1

Estos resultados in vitro demuestran que el anticuerpo NEO-101 fue capaz de dirigir la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos en presencia de PBMC humanas normales.

Actividad antitumoral

El anticuerpo NEO-101 se analizé para determinar la actividad antitumoral utilizando el modelo de xenoinjerto de tumor
de pancreas humano AsPC-1 en ratones desnudos. En este modelo de actividad, se implantaron los ratones con
células tumorales de AsPC-1 humanas y se dejaron establecer hasta aproximadamente 20-50 mm3, medibles con un
calibrador en aproximadamente 4-6 dias. El régimen de tratamiento incluyé una inyeccion intraperitoneal de 200 ug
de NEO-101 de grado de investigacion o una IgG humana de control negativo (Pierce), seguido al dia siguiente con
una inyeccion intraperitoneal de PBMC humanas normales activadas con IL-2 (aproximadamente 2 x 107 por ratén por
inyeccion). Se administraron dos ciclos de tratamiento, de modo que las inyecciones de anticuerpos se produjeron en
los dias 5y 8, y las inyecciones de PBMC se produjeron en los dias 6 y 9 de este estudio. A lo largo del estudio, el
crecimiento del tumor se control6 dos veces por semana mediante la medicidon con un calibrador. El volumen del tumor
se calculé utilizando la ecuacién: Volumen = (ancho x largo)/2, en unidades de milimetros cubicos. Si un tumor
alcanzaba aproximadamente 800 mm3, o se ulceraba o era necrotico, el ratdon se sacrificaba humanamente. El estudio
finalizo el dia 35 del estudio.

La Figura 3 demuestra el crecimiento promedio del tumor para cada grupo graficados en conjunto. La inhibicion del
crecimiento tumoral se observo durante la fase de tratamiento con anticuerpos del estudio, y la diferencia entre los
ratones tratados con NEO-101 y los grupos de control fue estadisticamente significativa a partir del dia 13 y
continuando durante el resto del estudio (p = 0,0072 por ANOVA de una via), como lo indica el asterisco en la grafica.

Este estudio de actividad antitumoral se repiti6 en un estudio separado utilizando el mismo modelo de tumor de
pancreas AsPC-1 y la dosis de 200 ug de anticuerpo NEO-101. Sin embargo, en el segundo estudio, se administraron
cuatro ciclos de tratamiento en lugar de dos ciclos. El anticuerpo se administré los dias 4, 7, 10 y 13 en este estudio,
mientras que las PBMC se inyectaron los dias 5, 8, 11 y 14. Todos los demas parametros se mantuvieron igual que
en el estudio anterior. Los datos mostrados en la Figura 4 demuestran una inhibiciéon del crecimiento muy similar en
respuesta al tratamiento con NEO-101. La inhibicién del tumor fue evidente durante la fase de tratamiento del estudio,
y la diferencia entre los ratones tratados con NEO-101 y los ratones de control con IgG humana fue estadisticamente
significativa a partir del dia 18 y continuando durante el resto del estudio (p = 0,0044 por ANOVA de una via; n = 8 por
grupo). El hecho de que estos dos estudios independientes de actividad anti-AsPC-1 arrojaran resultados similares
apoya la utilidad del anticuerpo NEO-101 para el tratamiento del cancer pancreatico y colorrectal.

Dado que la linea celular de tumor colorrectal LS174T sirvié como un buen objetivo in vitro en el ensayo ADCC, esta
linea celular se usé en un modelo de tumor de xenoinjerto. Las células LS174T se implantaron por via subcutanea en
ratones desnudos y se administré el mismo régimen de tratamiento a estos ratones. Los datos mostrados en la Figura
5 demuestran que este es un tumor muy agresivo in vivo por lo que el estudio tuvo que terminarse en menos de 3
semanas. No obstante, se observé una reduccion de 2-3 veces en el crecimiento del tumor en ratones tratados con
NEO-101 en comparacion con los 2 grupos de ratones de control después de los ciclos de tratamiento. El efecto
antitumoral sobre el tratamiento con NEO-101 fue significativo en el ultimo dia de medicion de tumores con P = 0,0145
por ANOVA de una via. Sin embargo, muchos de los tumores en los grupos de control se ulceraron y fueron mayores
de 1000 mm? y se termind el estudio.

Respuesta de citoquinas
En un estudio preliminar disefiado para evaluar las posibles respuestas de citoquinas in vivo, a los ratones BALB/c

normales se los inyectd en forma intravenosa con 3,5 mg/kg o 14 mg/kg (5 ratones por grupo) de NEO-101 de grado
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de investigacion. La sangre se recogio el dia 3 del estudio (72 horas después de la inyeccion) y el dia 10 del estudio.
Se preparo suero (incluido el sangrado previo de cada ratén) y se analizo la presencia de IL-2, IFN-y, IL- 4, e IL-5 de
ratén en un ensayo de perlas multiplex utilizando el servicio SearchLight Array ofrecido por Aushon BioSystems, Inc.

Los datos demostraron que hubo un pequefio aumento en los niveles en suero de IL-2 e IL-5, pero no hubo un cambio
apreciable en IFN-y o IL-4 en el dia 3. No parece haber relacién con la dependencia de la dosis para el aumento de
IL-2 o IFN-y, y la elevacion menor de estas 2 citoquinas mostré evidencia de que comenzo a resolverse en el dia 10.
Por lo tanto, en este estudio se observé una pequefia y aparentemente transitoria respuesta de citoquinas que podria
esperarse ftras la inyeccion de un bolo de proteina foranea en un raton.

Respuesta de anticuerpos

En este estudio también se midieron las respuestas del anticuerpo anti-NEO-101 de raton (MAHA) (CB08-5110). El
analisis empled un ensayo basado en ELISA para detectar anticuerpos especificos contra NEO-101 en suero de raton.
Los datos demostraron que los ratones BALB/c normales montaron una respuesta de anticuerpos contra la molécula
NEO-101. Sin embargo, las respuestas de anticuerpos fueron altamente variables de ratén a ratén, y las respuestas
generales fueron moderadas, lo que sugiere que el anticuerpo NEO-101 fue solo ligeramente inmunogénico en ratones
a pesar del hecho de que esta comprendido en el 67% de las secuencias de IgG humana. No hubo diferencias entre
las respuestas MAHA de ratén macho y hembra.

Toxicidad

También se realiz6 un estudio preliminar de toxicidad sin GLP usando una preparacion grado investigacion de NEO-
101. A los ratones BALB/c normales se inyectaron con una dosis intravenosa unica de solucion salina, o 3, 10, 30 o
100 mg/kg de NEO-101 (n = 3 ratones hembras por grupo). Los parametros de vida medidos incluyeron pesos
corporales y observaciones clinicas. Los ratones se sacrificaron humanamente 72 horas después de la inyeccion y se
recogieron muestras para su analisis. Los parametros post-mortem incluyeron examen macroscépico, conteos de
células sanguineas, quimica del suero y evaluacion histopatolégica de drganos y tejidos principales seleccionados.
Los resultados del estudio preliminar no demostraron cambios significativos en el peso corporal, los recuentos de
células sanguineas y la histopatologia de 7 6rganos y tejidos principales (higado, bazo, rifién, pulmén, corazon,
intestino, pancreas). Se observo una elevacion leve, pero estadisticamente insignificante, de la aspartato transaminasa
sérica (AST) en 2 de cada 3 ratones que recibieron 100 mg/kg de NEO-101. No se detectaron otras toxicidades en
estos estudios potencialmente asociados con NEO-101, incluso durante el examen histopatoldgico de los principales
sistemas organicos en estos ratones.

Farmacocinética

Para determinar si el género afecto6 la disposicion de NEO-101 in vivo, cada grupo de tratamiento contenia cuatro
machos y cuatro hembras. La eliminacion, la Cmsx y la semivida después de una dosis unica de 10 o 100 mg/kg se
compararon mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. No se observaron diferencias significativas
especificas de género en la eliminacion o Cnax. Sin embargo, la semivida en suero de NEO-101 fue mas corta en
hembras que en machos. Este hallazgo solo fue significativo al nivel de dosis de 100 mg/kg (t1/2: 109,5 + 14,72 h
frente a 285,4 + 139,5 h, P = 0,029). Sin embargo, es probable que se trate de una observacion espuria, que surge de
una alta variabilidad entre animales, ya que esta diferencia en la semivida no se replicé después de mudiltiples dosis,
independientemente del nivel de dosis.

Los datos proporcionan una guia util para el calendario de dosificacion de posibles regimenes terapéuticos. Los
ratones inyectados por via intravenosa con 10 mg/kg de NEO-101 pueden usarse para comparacion con las dosis
utilizadas en regimenes de terapia para humanos, por ejemplo. En general, la disposicion del anticuerpo NEO-101 en
ratones se caracteriza por una baja eliminacion, un volumen limitado de distribucién y una larga semivida de
eliminacion. La semivida media con 10 mg/kg fue de 129 horas (5,4 dias) después de una dosis Unica, aumentando a
279 horas (11,6 dias) después de cuatro dosis, lo que deberia permitir una exposicién adecuada cuando se administra
cada 2-3 semanas en un ensayo clinico.

Biodistribucion

La biodistribucion del anticuerpo NEO-101 se evalué en ratones portadores de tumores usando un anticuerpo
radiomarcado. El anticuerpo NEO-101 se marcé en tirosinas expuestas en la superficie con yodo 125 y se purifico
mediante cromatografia de filiracion en gel. Ratones desnudos con tumores pancreaticos subcutaneos humanos
establecidos (CFPAC-1) o tumores colorrectales (LS174T) se inyectaron por via intravenosa con NEO-101
radioyodado el dia 0. Los ratones se sacrificaron en los dias 1, 2, 4 y 6 del estudio. Los dias de la necropsia, los
ratones se desangraron y se recogieron los érganos principales (por ejemplo, pulmones, intestino, higado, pancreas,
bazo, rifiones, sangre), incluido el tumor subcutaneo.

Los datos muestran que el NEO-101 radiomarcado se localizé6 predominantemente en los xenoinjertos tumorales
establecidos que se sabe que expresan el antigeno objetivo MUC5AC y no en otros tejidos no objetivo examinados.
En el modelo de tumor pancreatico CPFAC-1, la captacion de NEO-101 fue estadisticamente mayor en los tumores
que en cualquier otro tipo de tejido en todos los puntos de tiempo, excepto cuando se compard con los de la sangre
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en hembras solo en el dia 6. Curiosamente, los ratones que albergan el tumor colorrectal LS174T demostraron una
captacion de NEO-101 que aumentd en ambos sexos y alcanzo los niveles mas altos en el dia 6. La captacion fue
estadisticamente mayor en los tumores que en cualquier otro tipo de tejido examinado en cualquier momento durante
el estudio. Estos estudios apoyan la idea de que NEO-101 puede circular al sitio del tumor después de la administracion
intravenosa del anticuerpo, donde puede unirse al antigeno objetivo, acumularse en el sitio del tumor y provocar un
efecto antitumoral.

La biodistribucion de NEO-101 en el modelo de tumor pancreatico CFPAC-1 se us6 para estudiar la concentracion del
anticuerpo NEO-101 en tumores en el transcurso de 6 dias. Los ratones fueron inyectados con 3x10® CFPAC-1 y se
dejaron crecer hasta 50-100 cm?. Posteriormente, se inyecté NEO-101 marcado con '?°| a razon de 400 pg/mL en 200
uL de PBS vy se sacrificaron los ratones. Los 6rganos se recogieron y la cantidad de NEO-101 marcada con 2% se
contd y se normaliz6 para sangre. Los datos demostraron la localizaciéon y acumulacion de NEO-101 radiomarcado en
el sitio del tumor in vivo, mientras que ninguno de los sistemas de 6rganos principales (por ejemplo, rifiones, bazo,
pancreas, estdmago, pulmones, higado, intestinos) exhibié un enriquecimiento de NEO-101 radiomarcado.

La biodistribucion de NEO-101 en el modelo de tumor colorrectal LS174T se estudié utilizando el anticuerpo NEO-101
en tumores a lo largo de 6 dias. Los ratones fueron inyectados con 3x 108 células LS174T y se dejaron crecer hasta
50-100 cm?®. Posteriormente, se inyectdé NEO-101 marcado con 'l a razén de 400 pyg/mL en 200 uL de PBS y se
sacrificaron los ratones. Los 6rganos se recogieron y la cantidad de NEO-101 marcada con '?| se contd y se normalizd
para sangre. Los datos demuestran la localizacion y acumulaciéon dependientes del tiempo de NEO-101 radiomarcado
en el sitio del tumor in vivo, mientras que ninguno de los sistemas de érganos principales (por ejemplo, rifiones, bazo,
pancreas, estdmago, pulmones, higado, intestino) exhibié un enriquecimiento de NEO-101 radiomarcado.

En resumen, los resultados, particularmente la actividad de ADCC in vitro y la actividad antitumoral in vivo apoyan el
uso de NEO-101 como un agente terapéutico para pacientes con cancer que expresan el antigeno objetivo del tumor,
NPC-1. La tincion tisular con NEO-101 reveld una fuerte correlacion positiva con los tejidos con cancer de colon y
pancreas debido a la poca o ninguna reactividad cruzada con el pancreas humano normal o el tejido de colon, y no se
observo reactividad cruzada con otros tejidos normales. Los datos farmacocinéticos demuestran que la semivida en
suero de NEO-101 en ratones se encuentra dentro de un rango similar en comparacién con otras inmunoglobulinas
terapéuticas, y apoya la administracion del anticuerpo cada dos a tres semanas. El estudio de biodistribucion demostré
la capacidad del anticuerpo NEO-101 para el trafico y la acumulacién en tumores establecidos, lo que sugiere que un
anticuerpo NEO-100 se puede usar como vehiculo de suministro para agentes de suministro (por ejemplo, agentes o
marcadores citotdxicos) directamente a los tumores.

Ejemplo 8
Deteccion del epitopo NPC-1 en muestras fecales

Las heces son una fuente rica de células derivadas del tracto gastrointestinal, y los antigenos de cancer pueden
medirse en muestras fecales utilizando técnicas estandar, por ejemplo, inmunoquimica como ELISA. Kim, et al. (2003)
Annals Clin. & Lab. Sci. 33: 32-38; TOn, et al., (2000) Clin. Chimica Acta. 292: 41-54. Se desarrollé un ELISA de formato
homodlogo que utiliza el anticuerpo NEO-101 como reactivo de captura y deteccion. Un experimento de control
preliminar con sobrenadante de células tumorales CFPAC-1 pancreaticas humanas (que contiene el antigeno NPC-1)
impregnado en una muestra de heces sanas mostré que las heces no interfirieron con el ELISA. A continuacion,
muestras de heces recolectadas durante la colonoscopia de pacientes con cancer colorrectal (n = 4), heces de
personas con polipos pequefios (n = 4), heces de personas con poélipos multiples (n = 2), heces de personas con
polipos grandes (n = 3), y heces de adultos sanos (n = 13) se aplicaron al ELISA. Se prepar6 un extracto soluble de
heces por lisis con detergente y centrifugacion. El nivel de epitopo NPC-1 especifico de NEO-101 medido en este
ELISA se comparé entre todos los grupos. La Tabla 10 muestra los datos de dos experimentos independientes en los
que algunas muestras se enriquecieron con la linea celular CFPAC-1 derivada de carcinoma del conducto pancreatico:

Tabla 10: Deteccion del epitopo NPC-1 en extractos fecales humanos por ELISA

Experimento 1 Experimento 2

Muestra extracto extracto extracto extracto

110 1/50 110 1/50
1 muestra fecal de donante sano 285* 187 204 159
2 muestra fecal de paciente con enfermedad celiaca 291 204 224 181
3 muestra fecal de paciente con pdlipos 855 281 723 231
4 muestra fecal de paciente con cancer de colon 3629 757 3217 624
(hiperplasia)
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5 muestra fecal de paciente con cancer de colon 5137 1043 ND ND
muestra 1 con adicion de 10 pL de sobrenadante de 1944 461 1354 346
CFPAC-1
muestra 2 con adicion de 10 pL de sobrenadante de 2045 438 ND ND
CFPAC-1
muestra 3 con adicion de 10 pL de sobrenadante de 3219 582 ND ND
CFPAC-1
muestra 4 con adiciéon de 10 pL de sobrenadante de 5926 1373 ND ND
CFPAC-1
muestra 5 con adicion de 10 pL de sobrenadante de 7692 1694 ND ND
CFPAC-1
Sobrenadante de CFPAC-1 2902 ND 2772 ND
Sobrenadante de HTB 35 143 ND 82 ND

* los numeros representan equivalentes/mL de células positivas para el epitopo NPC-1
ND = no hecho
HTB-35 = sobrenadante de control negativo para el epitopo NPC-1

Los resultados del uso del sobrenadante de CFPAC-1 como fuente sustituta del antigeno NPC-1 mostraron que los
contenidos de material fecal no interfirieron con la capacidad del ELISA para medir el epitopo NPC-1 reactivo con el
anticuerpo NEO-101. Cuando se aplicaron extractos de heces al ELISA, fue evidente que las personas sanas no
expresaron el epitopo NPC-1 reactivo al anticuerpo NEO-101 en sus heces. La sefial en el ensayo fue similar a los
niveles de fondo (promedio de aproximadamente 723 unidades). En contraste, las personas con pdlipos pequefios
tuvieron niveles mas altos (promedio de aproximadamente 3.819 unidades); las personas con multiples pdlipos
expresaron niveles mas altos (promedio de aproximadamente 7.369 unidades); las personas con pdlipos grandes
tenian niveles aun mas altos (un promedio de aproximadamente 10.189 unidades); y los pacientes con cancer de
colon tenian los niveles mas altos de antigeno reactivo NEO-101 (un promedio de aproximadamente 175.983
unidades), mas de aproximadamente 240 veces el nivel de epitopo NPC-1 en comparacioén con las personas sanas.
El ELISA que usa el anticuerpo NEO-101 (para detectar el epitopo NPC-1) es un ensayo especifico y util para el
diagndstico y monitoreo del cancer de pancreas usando muestras de heces. Los inhibidores de ELISA del anticuerpo
NEO-101 no estan presentes en los extractos fecales. El ensayo es titulable y puede ser cuantitativo. Véase también
la Figura 1.

Estos datos establecen un nivel de correlacion del antigeno reactivo NEO-101, medido por un nuevo ELISA con base
en heces, con progresion de la enfermedad de cancer de colon. El nivel de epitopo NPC-1 especifico de NEO-101
detectado aumenté concomitantemente con el numero y el tamafio de los pdlipos observados durante la colonoscopia,
y alcanzé los niveles mas altos en pacientes con cancer de colon. Por lo tanto, esta prueba de ELISA proporciona una
deteccion diagnéstica no invasiva temprana para el cancer colorrectal utilizando un anticuerpo anti-NEO-101.

Ejemplo 10
El anticuerpo NEO-101muestra efectos antitumorales in vitro e in vivo

Introduccion: NEO-101 es un anticuerpo monoclonal quimérico que se puede usar para el tratamiento de canceres
pancreaticos y colorrectales. El anticuerpo NEO-101 parece reconocer una forma variante de MUC5AC expresada
especificamente por tejidos y lineas celulares tumorales pancreaticas y colorrectales humanas.

Métodos: El anticuerpo NEO-101 se seleccion6 de un panel de hibridomas generados a partir de ratones inmunizados
con proteinas asociadas a la membrana semipurificada derivada de tejidos de cancer de colon alogénico humano
agrupados y seleccionados bioldgicamente. Se realizaron ensayos in vitro y estudios in vivo para caracterizar el
anticuerpo de grado GMP.

Inmunohistoquimica (IHC)

Los portaobjetos se desparafinaron, se rehidrataron y se realizd la recuperacion del antigeno. Los portaobjetos se
tiieron con 10 ug/mL de anticuerpo NEO-101 biotinilado y luego se aplico estreptavidina-HRP para el desarrollo de
color. Los portaobjetos se tifieron a contracorriente con H.E., se hidrataron y se fijaron. Los resultados demuestran la
union de NEO-101 especifica para tejido tumoral pancreatico o colorrectal, pero no una unién a pancreas normal o
tejido de colon. Véase la Tabla 1 1. La especificidad de NEO-101 por tejido tumoral pancreatico y colorrectal se
demostré ademas tifiendo tejido tumoral de pulmén. Si bien hubo una unién significativa a estos tejidos con un
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anticuerpo comercial que reconoce MUC5AC normal, no hubo reactividad de NEO-101 con estos tejidos tumorales de
pulmoén.

TABLA 11: Especificidad del anticuerpo NEO-101

Tipos de tejido Muestras tefidas de tejido total Porcentaje positivo
Cancer de colon 38 79%
Pancreatico normal 29 3%
Cancer Pancreatico 108 48%
Utero normal 12 0
Cancer de utero 50 44%
Prostata normal 4 0
Cancer de proéstata 40 25%

Datos de FACS que muestran la union del anticuerpo NEO-101 a lineas celulares de cancer de colon y cancer
pancreatico. Las células se lavaron y se suspendieron en 2 ug/mL de NEO-101-FITC o anticuerpo de control de isotipo-
FITC durante 1 hora, se lavaron y luego se sometieron a analisis FACS. Los experimentos con todas las lineas
celulares se repitieron al menos tres veces. El anticuerpo NEO-101 reacciona con los tejidos tumorales colorrectales
y pancreaticos, pero no reacciona de forma cruzada con los tejidos humanos normales, excepto por la unién
esporadica y débil a ciertos tejidos del tracto Gl, lo que puede indicar un estado premaligno. El anticuerpo NEO-101
se une a las células cancerosas segun lo observado por los resultados de la tincion de inmunofluorescencia (IF)
utilizando un anticuerpo NEO-101 marcado con FITC (2 ug/mL) en la linea celular de cancer pancreatico AsPC-1, la
linea celular de cancer colorrectal LS174T, pero no se une a la linea celular de cancer de pulmén A549. Se utilizé
DAPI para tefiir el nicleo. La IF mostré una tincion especifica clara de las células pancreaticas y colorrectales, pero
no de las células cancerosas del pulmon. El patron de tincion de estas células tumorales pancreaticas y colorrectales
fue predominantemente asociado a la membrana, consistente con el perfil de expresiéon de MUC5AC. Véase la Tabla
12.

Tabla 12: Anticuerpo NEO-101 que se une a las lineas celulares tumorales pancreatica y colorrectal

Lineas celulares tumorales Control de isotipo NEO-101
(Porcentaje positivo) (Porcentaje positivo)
LS174 3,85 89,72
Colo-205 2,33 94,67
SW480 3,38 58,98
CFPAC 1,79 52,56

El anticuerpo NEO-101 exhibe union especifica a células y actividad ADCC contra células tumorales colorrectales y
pancreaticas humanas, pero no contra lineas celulares tumorales de control. In vivo, la actividad antitumoral del
anticuerpo NEO-101 se prob6 utilizando modelos de xenoinjerto de tumor humano subcutaneo preestablecido.
Sorprendentemente, el anticuerpo NEO-101 mostré una accidon antitumoral significativa y reproducible, incluidas
algunas regresiones tumorales completas.

Los resultados en este documento muestran que el anticuerpo NEO-101 puede unirse especificamente a muestras de
tejido de cancer de pancreas y de colon y también a lineas celulares. El anticuerpo NEO-101 puede inducir
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos en células pancreaticas y de colon, pero no en melanoma y cancer
de proéstata. Los estudios in vivo sugieren que el anticuerpo NEO-101 inhibe el crecimiento de tumores en modelos de
xenoinjerto de cancer pancreatico y de colon. Los estudios de biodistribucién mostraron que el anticuerpo NEO-101
se acumula en el tumor y no en ningun érgano importante. Hubo respuestas de citoquinas tipo | y Il leves y respuestas
esperadas de anticuerpos en ratones tratados con NEO-101. Por lo tanto, el anticuerpo NEO-101 es especifico para
el cancer de pancreas y de colon, e induce la actividad de ADCC en ensayos in vitro e inhibe el crecimiento de tumores
in vivo.
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En particular, los datos disponibles relacionados con el anticuerpo NEO-101 indican que debe ser seguro y eficaz, y
que puede tener actividad clinica en pacientes cuyo tumor expresa la variante del epitopo MUC5AC. De hecho, este
anticuerpo debe tener una gran relevancia clinica ya que aproximadamente el 50-70% de los tejidos tumorales
humanos pancreaticos y de colon expresan un antigeno NPC-1 (como lo demuestra la tincion positiva).

Ejemplo 11
bioselecciéon

La técnica de bioseleccion utiliza bibliotecas de péptidos recombinantes de presentacion en fagos, tipicamente
basadas en péptidos recombinantes relativamente cortos fusionados a una proteina de recubrimiento de fagos. La
presentacion en fagos describe una técnica de seleccion en la que una biblioteca de variantes de un péptido o proteina
se expresa en el exterior de un virion de fago, mientras que el material genético que codifica cada variante reside en
el interior. Véase, por ejemplo, Sidhu, et al. (2003) Chembiochem 4 (1): 14-25; Ferrer, et al. (1999) J. Pept. Res. 54
(1): 32-4-2; BouHamden, et al. (1998) J. Biol. Chem. 273 (14): 8009-8016; y Whaley, et al. (2000) Nature 405 (6787):
665-667.

Por ejemplo, la biblioteca de péptidos de presentacion en fagos PH.D.MR- 12 es una biblioteca recombinatoria de
dodecapéptidos aleatorios fusionados con la proteina de la cubierta menor (plll) del fago M13. El péptido de 12 mer
mostrado se expresa en el extremo terminal N, seguido por un péptido espaciador corto (GGGS), y luego la secuencia
plll de tipo silvestre. La biblioteca consta de aproximadamente 2,7 x 10° secuencias amplificadas una vez para producir
aproximadamente 100 copias de cada secuencia en 10 pL de fago. El 4B6 Id se puede usar en inmunoensayos
competitivos para liberar fagos unidos a NEO-101 en bioseleccién (por ejemplo, usando el sistema de presentacion
de fagos de la biblioteca M13 Ph.D.MR-12) para identificar epitopos NEO-101. 4B6 es un anticuerpo antiidiotipico
descrito en la Solicitud Internacional de Patente No. PCT US2011/41503.

Mas especificamente, el enriquecimiento de fagos clonales mediante titulacion de fagos usé varias rondas de
bioseleccion. La primera ronda de bioseleccion capturé una mezcla de NEO-101-biotina y presento el fago en una
placa recubierta con estreptavidina, y el fago unido se liber6é con 100 pg/mL de 4B6 en Tween® 20 al 0,1% (detergente
no ionico de polisorbato 20), y produjo 1,6 x 10° pfu/10 uL. En otra ronda de bioseleccion, se acoplo el anticuerpo
NEO-101 a perlas Dynal®, y el fago unido se liberé6 mediante 100 pyg/mL de 4B6 en Tween® 20 al 0,1%, produciendo
1,1 x 10% pfu/10uL. Otra ronda de bioseleccion capturd una mezcla de anticuerpo NEO-101 y fago con la proteina G-
agarosa, y el fago unido se liberé con 200 pg/mL de 4B6 en Tween® 20 al 0.5%, lo que resulté en 4.5 x 105 pfu/10
pL. Otra ronda de bioseleccion capturé una mezcla de anticuerpo NEO-101 y fago con la proteina A-agarosa, y el fago
unido fue liberado por 200 ug/mL de 4B6 en Tween® 20 al 0.5%, y produjo 1,3 x 108 pfu/10 L. Doce clones de fagos
de cada una de las tres rondas de bioseleccién fueron seleccionados para el analisis de secuencia. Los péptidos
resultantes se muestran en la Figura 6.

Los clones M13 identificados a partir de varias rondas de bioseleccion se probaron por ELISA. Partes alicuotas de 100
pL/pozo de NEO-101 (1 pg/mL en regulador CBS) en una placa de 96 pozos se incubaron a 4°C durante la noche. Los
pozos se lavaron luego tres veces con TBST (Tween al 0,05%). La unién no especifica se inhibié mediante el bloqueo
con 200 pL de BSA al 5% en NaHCO3 0,1 M a temperatura ambiente (RT) durante 1 hora. EI M13 clénico se diluyé
1:60 en TBS y se afiadi6 a razéon de 100 uL/pozo, y los pozos se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora.
Los pozos se lavaron tres veces con TBST. Se afiadieron a cada pozo partes alicuotas de 100 yL de anti-M13-HRP,
diluidas 1:5.000 en TBS, y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Los pozos se lavaron tres veces, se
afadié TMB y las placas se leyeron a 450 nm. Los pozos de control no contenian el anticuerpo NEO-101. Los
resultados del ELISA de union a M13 clonal se muestran en la Figura 7, que indica que 6 fagos M13 clonales se unen
a los pozos recubiertos con NPC-1C, no el control de BSA bloqueado, lo cual es significativo.

Los péptidos identificados en los experimentos de bioseleccién se usaron en inmunoensayos de unién competitiva
usando antigenos de cancer de colon. Brevemente, la preparacion de antigeno (Ag de Colon) se derivd de muestras
de cancer de colon alogénico agrupadas de multiples pacientes, que se obtuvo después de la operacion. Las
membranas celulares se aislaron del tumor y las proteinas de membrana solubles se prepararon mediante sonicacion
y cromatografia Sephadex G-200. Los antigenos asociados a tumores semipurificados se identificaron mediante
pruebas in vitro e in vivo en canceres de colon y controles para inmunorreactividades mediadas por células. Los
antigenos asociados a tumores se detectaron en el intestino fetal y las membranas celulares y se localizaron en las
membranas de las células tumorales. Usando electroforesis discontinua en gradiente en gel, se separaron y
compararon de forma cruzada los antigenos asociados al tumor y el CEA. Se demostré que los antigenos asociados
a tumores (Ag de Colon) eran distintos de CEA (Hollinshead et al., 177 Science 887 (1972).

Se incubaron partes alicuotas de 100 pL/pozo de Colon Ag (3 pg/mL en regulador CBS) en una placa de 96 pozos a
4°C durante la noche. Los pozos se lavaron tres veces con TBST (Tween al 0,05%). La unién no especifica se inhibio
mediante el bloqueo con 200 yL de leche al 1% en TBS a temperatura ambiente durante 1 hora. Se mezclaron
previamente alicuotas de 100 uL/pozo de NEO-100-biotina y se afiadi6 el péptido de prueba, y los pozos se incubaron
a temperatura ambiente durante 1 hora. Los pozos se lavaron tres veces con TBST. Se afadieron a cada pozo partes
alicuotas de 100 pL de estreptavidina-HRP, diluidas 1:2000, y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora.
Los pozos se lavaron luego tres veces, se afiadid6 TMB vy las placas se leyeron a 450 nm. Los pozos de control
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contenian NEO-101-biotina en una dilucion serial de dos veces. Los resultados del ELISA de unién a M13 clonal se
muestran en las Figuras 8A-B. La Figura 8A demostrd 5/9 fagos clonales de M13 en bloque de NPC-1C que se une
significativamente a Colon Ag; El porcentaje de inhibicion es superior al 60%. Los valores de OD de esta prueba ELISA
competitiva se muestran en la Figura 8B.

Los clones M13 identificados por la bioseleccion también se sometieron a inmunoensayo utilizando perlas magnéticas.
Se mezclaron partes alicuotas de 5 L de fago M13 (10"/10 uL) con 10 yL de perlas Dynal® acopladas a NEO-101 a
temperatura ambiente durante 20 minutos en un rotador. Se agregaron células CFPAC1 (30 uL de 10° células/mL) y
se incubaron a 4°C durante 30 min. Se contaron las células roseteadas (8 perlas/célula). Los resultados se muestran
en la Tabla 13. Los experimentos mostraron que los clones 4-1-2-C5, 4-1-3-C8, 4-1-3-C9, 4-1-4-Cl 1y 4-1 -4 -C12
bloquedé las perlas acopladas a NEO-101 a partir de la unién a las células CFPAC1.

Tabla 13. Enlace de clones M13 a perlas acopladas al anticuerpo NEO-101.

Perlas Dynal acopladas con: | Clon M13 Células roseta positivas (%)
H-1gG TBS 1
NEO-101 TBS 41
H16C3 TBS 60
NEO-101 4-1-2-C5 0
NEO-101 4-1-3-C8 0
NEO-101 4-1-3-C9 0
NEO-101 4-1-3-C11 38
NEO-101 4-1-4-C11 0
NEO-101 4-1-4-C12 0
NEO-101 4-1-4-C11 + 4-1-2-C5 0
H16C3 4-1-4-C11 36
H16C3 4-1-4-C11 + 4-1-2-C5 59

En otro experimento, los pozos se recubrieron con 100 yL/pozo de Colon Ag (3 pyg/mL en regulador CBS) y se
incubaron a 4°C durante la noche, y los pozos se lavaron tres veces con TBST (Tween al 0,05%). Los pozos se
bloquearon con 200 uL de leche al 1% a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afadié una premezcla de NEO-
101-biotina y fagos M13 clonales a 100 pL/pozo y se incubd a temperatura ambiente de 1 h, seguido de tres lavados
con TBST. Se afiadi6 estreptavidina-HRP (100 pL de dilucion 1:2000) y la reaccioén se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora, y los pozos se lavaron tres veces. Se afiadié TMB, y los pozos se leyeron a 450 nm. Los resultados
de los fagos M13 clonales que bloquean la unién de NPC-1C a colon Ag se muestran en las Figuras 9A y 9B, que
demostraron la inhibicién dependiente de los fagos M13 clonales en la unién de NPC-1C a Colon Ag en experimentos
separados.

Se identificaron varios clones por bioseleccion y los inmunoensayos posteriores. A partir de este trabajo, se
seleccionaron cuatro clones (y un control) para sintetizar péptidos para una caracterizacion adicional como se muestra
en la Tabla 14. Las secuencias nativas de M13 son las YSHS (SEQ ID NO: 25) en el extremo terminal N del péptido,
y la GGGS (SEQ ID NO: 26) en el extremo terminal C del péptido.

Tabla 14. Péptidos de unién a NEO-101 identificados en bioseleccién e inmunoensayos

ID de péptido Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO
4-13-C9 YSHSFPEDYFRYTNQKGGGS 19
4-1-4-C12 YSHSSLPDDWFRYINYGGGS 20
4-1-2-C5 YSHSWHTLPEKSLDENGGGS 21
4-1-3-C8 YSHSWHTLPESGEVTSGGGS 22
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4-1-3-C11 (péptido de control) YSHSVHAIEDNWSPRGGGGS 23

La unién del péptido se analizd en ELISA afiadiendo 100 uL/pozo del péptido en regulador CBS a una placa de 96
pozos e incubando a 4°C durante la noche, seguido de tres lavados con TBST (Tween al 0,05%). La solucion se
bloqued con 200 uL de leche al 1% en TBS a temperatura ambiente durante 20 min. Se afiadieron partes alicuotas de
100 yL de NEO-101-biotina (1 pg/mL) y se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas, seguido de tres lavados
con TBST. Se afiadi6 estreptavidina-HRP (100 uL de 1:2000 diluido en regulador de bloqueo diluido 1:10), y los pozos
se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora, seguido de tres lavados. Luego se afiadio TMB, y los pozos se
leyeron a 450 nm. Controles utilizados en pozos recubiertos con 4B6. Los resultados de la unién del péptido a NEO-
101 se muestran en la Figura 10, lo que indica que los péptidos no se unieron adecuadamente a la placa de ELISA.

Para resolver la unién deficiente de los péptidos a la placa de 96 pozos, los péptidos se biotinilaron utilizando el kit de
biotinilacion de micro NHS EZ-link (Pierce Cat # 21955) y se verifico la eficacia del marcaje mediante transferencia de
puntos (50%). La union del péptido biotinilado se analiz6 en ELISA agregando 100 pL/pozo de NEO-101 (1 ug/mL) en
regulador CBS a una placa de 96 pozos e incubando a 4°C durante la noche, seguido de tres lavados con TBST
(Tween al 0,05%). La solucién se bloqued con 200 pL de leche al 1% en TBS a temperatura ambiente durante 20 min.
Se afadieron partes alicuotas de 100 yL del péptido-biotina (1 pg/mL) en leche 0,1%-TBS, y se incubaron a
temperatura ambiente durante 2 h, seguido de tres lavados con TBST. Se afadio estreptavidina-HRP (100 yL de
1:2000 diluido en regulador de bloqueo diluido 1:10), y los pozos se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora,
seguido de tres lavados. Luego se afiadiéo TMB, y los pozos se leyeron a 450 nm. Los controles positivos para la uniéon
de NPC-1C utilizaron 4B6-biotina. Los resultados se muestran en la Figura 11, que indica que los péptidos biotinilados
se unen a la placa recubierta con NPC-1C.

Se llevo a cabo un analisis ELISA de la inhibicién de la union a NEO-101 por el péptido 4-1-3-C9 y 4-1-4-C12 contra
Colon Ag. Se incubaron partes alicuotas de 100 uL/pozo de Colon Ag (3 pg/mL en regulador CBS) en una placa de
96 pozos a 4°C durante la noche, y los pozos se lavaron tres veces con TBST (Tween al 0,05%). Los pozos se
bloquearon con 200 uL de leche al 1% a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afadié una premezcla de NEO-
101-biotina y péptido de prueba a 100 yL/pozo y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora, seguido de tres
lavados con TBST. Se afiadio estreptavidina-HRP (100 pL de dilucién 1:2000) y la reaccién se incubé a temperatura
ambiente durante 1 hora, y los pozos se lavaron tres veces. Se afiadié TMB, y los pozos se leyeron a 450 nm. El
control fue NEO-101-biotina. Véase la Figura 12. En la Tabla 15 se muestra un resumen de los datos:

Tabla 15. Datos del inmunoensayo de péptidos sintéticos.

ID del péptido Aminoacido Union de NEO- Bloqueo de la union SEQ ID NO
101 del anticuerpo NEO-
101 a colon Ag
4-1-3-C9 YSHSFPEDYFRYTNQKGGGS | Si Si 19
4-1-4-C12 YSHSSLPDDWFRYINYGGGS | Si Si 20
4-1-3-C8 YSHSWHTLPESGEVTSGGGS | Si No 22
4-1-3-C11 YSHSVHAIEDNWSPRGGGGS | No No (control negativo) 23

Se sintetizaron dos péptidos adicionales para confirmacion:

4-1-4-C12-biotina YSHSSLPDDWFRYINYGGGS-Biotina 20

4-1-4C12-R2 (repeticion de 12 mer) SLPDDWFRYINYSLPDDWFRYINY 24

Los péptidos asi identificados se compararon con la secuencia de MUC5AC, por ejemplo ID del Gen: 4586 (Homo
sapiens), y los resultados se muestran en la Figura 13. Entre estos tres péptidos, los aminoacidos compartidos estan
subrayados de la siguiente manera:

TABLA 16: Comparacion de tres peptidomiméticos

ID del péptido Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO
4-1-3-C9 YSHSFPEDYFRYTNQKGGGS 19
4-1-4-C12 YSHSSLPDDWERYINYGGGS 20
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4-1-4C12-R2 SLPDDWFRYINYSLPDDWFRYINY 24

Sobre esta base, se concluyd que los siguientes peptidomimeéticos son péptidos de unién a anticuerpo que se unen a
NEO-101: SX'PX?DX3FRYX*NX® (SEQ ID NO: 1) enlaque X' esparalL; X?esEoD; X3esYoW; X*esToly XS es
Qo Y; SX'PX?DX3FRYX*NX5K (SEQ ID NO: 2) enlaque X' es paraL; X?esEoD; X®esYoW; X*es Toly XS es
QoY y SLEPEX'DWX2FRYX3NY (SEQID NO: 3)enlaque X' esEoD; X2esW o Y;y X3es T o |. Los ejemplos de
peptidomimeéticos incluyen pero no se limitan a FPEDYFRYTNQK (SEQ ID NO: 4) y SLPDDWFRYINY (SEQ ID NO:
5) y se describen peptidomiméticos adicionales en las SEQ ID NOs: 6-24.

A continuacion, se investigo la inhibicion de perlas de NEO-101 que se unen a las células CFAC1 (células roseta) por
los péptidos 4-1-4C12 y 4-1-4C12-R2, como se muestra en la Figura 14A. La Figura 14B fue el resultado del control
positivo con 4B6 en el ensayo competitivo de perlas. Como una alternativa a la observacion de células roseta, el
sobrenadante de las células cultivadas con CFAC1 se uso para recubrir placas ELISA, y se realizaron una serie de
ensayos de competicion como se muestra en la Figura 15A-B. Tanto el péptido 4-1-3C9 como el 4-1-4C12-R2
mostraron una competencia significativa contra el antigeno de CFPAC1 unido con la unién a NEO-101, y el péptido 4-
1-4C12 mostré una mayor inhibicién en baja concentracién en comparacion con 4-1-3C9.

Por lo tanto, el péptido 4-1-4-C12 es un peptidomimético del epitopo NPC-1 y se puede usar para provocar anticuerpos
especificos para NPC-1.

Ejemplo 12
El peptidomimético 4-1-4-C12 conjugado con KLH es inmunogénico

Un ejemplo de peptidomimético del antigeno NPC-1, 4-1-4C12 (SEQ ID NO: 5) se conjug6 con KLH (hemocianina de
la lapa californiana) ("4-1-4-C12-KLH"). El conjugado peptidomimético-KLH, 4-1-4-C12-KLH, se une al anticuerpo
NEO-101 como se muestra en los ensayos de ELISA. Ademas, 4-1-4C12-KLH bloquea la unién de NPC-1 al antigeno
NPC-1C especificamente en ELISA de competicion. Después de confirmar la funcién de 4-1-4C12-KLH, se inyecto 4-
1-4C12-KLH en conejos. El suero inmunizado después de la tercera inyeccion se probé mediante ELISA de union para
verificar la funcién del anticuerpo inducido por 4-1-4C12-KLH. La placa se recubrié con péptido 4-1-4C12 o
sobrenadante de CFPACH1, se afiadio suero diluido al lavado y se bloque6 la placa. La IgG de conejo unida se detectd
mediante IgG-HRP anti conejo de asno. El suero inmunizado con 4-1-4C12-KLH se une a 4-1-4C12 (SEQ ID NO: 5),
pero también se une al sobrenadante de la linea celular pancreatica humana CFPACI de una manera dependiente de
la dosis. Figura 16A-B. Esto demuestra que el peptidomimético del epitopo NPC-1 se puede inyectar en un animal y
provocar una respuesta inmune especifica del epitopo NPC-1.

Se obtuvo IgG de conejo purificado (pAb anti 4-1-4C12) de conejo inmunizado para la prueba de confirmacion. La
placa se recubrié con antigeno NPC-1C (CFPAC1 o BSM), péptido 4-1-4C12 como control. Se afadié pAb anti-4-I-
4C12 ala placa lavada y bloqueada. Se us6 IgG-HRP anti-conejo de asno para detectar el anticuerpo de conejo unido.
Los resultados mostraron que el pAb anti 4-1-4C12 se une al sobrenadante de la linea celular pancreatica humana
CFPAC1, BSM y péptido 4-1-4C12 de forma dependiente de la dosis. Figura 17. El pAb anti 4-1-4C12 tiene una
afinidad mas baja por BSM cuando se compara con anticuerpo NPC-1C en ELISA de union. Figura 18.

Por lo tanto, los peptidomiméticos de NPC-1 descritos en el presente documento pueden conjugarse con vehiculos
(por ejemplo, KLH) y conservar su antigenicidad y provocar una respuesta inmune que incluye anticuerpos que se
unen al epitopo NPC-1. Esta respuesta inmunitaria puede entonces ser activa en la eliminacién (por ejemplo, lisis) de
las células tumorales que expresan NPC-1y, por lo tanto, tener un efecto terapéutico en el animal (por ejemplo, reducir
el crecimiento del tumor, reducir el tamafio de los tumores).

Listado de secuencias

<110> NEOGENIX ONCOLOGY, INC.

Wang, XuePing

<120> Peptidomiméticos de cancer de colon y pancreas
<130> 77685.008202

<140> No asignado

<141>2011-09-23

<150> 61/385.587

<151>2010-09-23
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<150> 61/407.112
<151>2010-10-27

<150> 61/435.163
<151>2011-01-21

<150> 61/435.176
<151>2011-01-21

<150> 61/467.896
<151>2011-03-25

<150> PCT/US2011/41502
<151>2011-06-22

<160> 89

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Peptidomimético de NPC-1
<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Leu
<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp
<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser Tyro Trp
<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> Xaa puede ser Thr o lle
<220>

<221> VARIANTE

<222> (12)..(12)

63



10

15

20

25

30

35

<223> Xaa puede ser GIn o Tyr
<400> 1

Ser Xaa Pro Xaa Asp Xaa Phe Arg Tyr Xaa Asn Xaa

1
<210> 2
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1
<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)
<223> Xaa puede ser Leu
<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)
<223> Xaa puede ser Glu o Asp
<220>
<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)
<223> Xaa puede ser Tyro Trp
<220>
<221> VARIANTE
<222> (10)..(10)
<223> Xaa puede ser Thr o lle
<220>
<221> VARIANTE
<222> (12)..(12)
<223> Xaa puede ser GIn o Tyr
<400> 2

Ser Xaa Pro Xaa Asp Xaa Phe Arg Tyr Xaa Asn Xaa Lys
5

1
<210>3
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1
<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp
<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser Trp o Tyr
<220>

<221> VARIANTE

<222> (13)..(13)

<223> Xaa puede ser Thr o lle

<400> 3
Ser Leu Glu Pro Glu Xaa Asp Trp Xaa Phe Arg Tyr Xaa Asn Tyr
1 5 10

<210> 4

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 4
Phe Pro Glu Asp Tyr Phe Arg Tyr Thr Asn Gln Lys
1 5 10

<210>5

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 5
Ser Leu Pro Asp Asp Trp Phe Arg Tyr Ile Asn Tyr
1 5 10

<210>6

<211> 12

<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1
<220>

<221> VARIANTE

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido

<400> 6
Ser Phe Pro Val Asn Cys Cys Arg Tyr Lys Lys Xaa
1 5 10
<210>7
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 7
Ser Phe Pro Val Asn Cys Cys Arg Tyr Lys Lys
1 5 10
<210>8
<211> 29
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 8
Phe Leu Glu Val Tyr Ile Arg Lys Val Ile Arg Arg Val Glu Val Gln
1 5 10 15
Arg Asn Phe Asp Arg Cys Leu Ala Glu Ser His Thr Arg
20 25
<210>9
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1
<400> 9
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Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Ser His Thr Glu Asn Ser
1 5 10 15

Phe Thr Asn Val
20

<210> 10
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<400> 10
Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Ser His Thr Glu Asn Ser
1 5 10 15
<210> 11
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 11
Trp His Thr Leu Pro Glu Lys Ser Leu Asp Glu Asn
1 5 10

<210>12

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 12
Trp His Thr Leu Pro Glu Ser Gly Glu Val Thr Ser
1 5 10

<210> 13

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1
<400> 13

Glu Tyr Gly Leu Gln Gln Gly Thr Pro Asn Ser Lys
1 5 10
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<210> 14

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 14
Phe Pro Ala Ile Met Ser Arg Thr Pro Ala Ala Thr
1 5 10

<210> 15

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 15
Val His Ala Ile Glu Asp Asn Trp Ser Pro Arg Gly
1 5 10

<210> 16

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 16
Glu Ala Ser Lys Ser Ser His Thr Leu Trp Thr Asp
1 5 10

<210> 17

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 17
Ser Gln Lys Pro Thr His Ile Gln Lys Ala Leu Ser
1 5 10

<210> 18

<211>12
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 18
Phe Asn Asp Gly Gly Ala Leu Ser Ser Leu Arg Arg
1 5 10

<210> 19

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 19

Tyr Ser His Ser Phe Pro Glu Asp Tyr Phe Arg Tyr Thr Asn Gln Lys

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser
20

<210> 20
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1
<400> 20

Tyr Ser His Ser Ser Leu Pro Asp Asp Trp Phe Arg Tyr Ile Asn Tyr
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser
20

<210> 21

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1
<400> 21
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Tyr Ser His Ser Trp His Thr Leu Pro Glu Lys Ser Leu Asp Glu Asn
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser
20

<210> 22

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 22
Tyr Ser His Ser Trp His Thr Leu Pro Glu Ser Gly Glu Val Thr Ser
1 5 10 15
Gly Gly Gly Ser
20
<210> 23
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1

<400> 23
Tyr Ser His Ser Val His Ala Ile Glu Asp Asn Trp Ser Pro Arg Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Ser
20
<210> 24
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Peptidomimético del epitopo NPC-1
<400> 24

Ser Leu Pro Asp Asp Trp Phe Arg Tyr Ile Asn Tyr Ser Leu Pro Asp
1 5 10 15

Asp Trp Phe Arg Tyr Ile Asn Tyr
20
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<210> 25

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Secuencia del extremo terminal N M13

<400> 25
Tyr Ser His Ser
1

<210> 26

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia del extremo terminal C M13

<400> 26
Gly Gly Gly Ser
1

<210> 27

<211>45

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de termolisina MUC5AC
<400> 27

Leu Val Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr Pro Gln Thr Ser Thr Thr Ser
1 5 10 15

Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser
20 25 30

Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr Pro Gln Thr Ser
35 40 45

<210> 28

<211> 46

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de termolisina MUC5AC
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<400> 28

Ser Ser Pro Thr Thr Ser Thr Thr Pro Thr Pro Gln Thr Ser Thr Thr
1 5 10 15

Ser Ser Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr
20 25 30

Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr Pro Gln Thr Ser
35 40 45

<210> 29

<211> 59

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de termolisina MUC5AC

<400> 29
Ile Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser
1 5 10 15
Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser
20 25 30
Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr Pro Thr Ser Ser
35 40 45
Thr Thr Ser Thr Pro Gln Thr Ser Thr Thr Ser
50 55
<210> 30
<211> 54
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de termolisina MUC5AC
<400> 30
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Ala Ser Ile Pro Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser
1 5 10 15

Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser
20 25 30

Thr Pro Gln Thr Thr Thr Ser Ser Ala Pro Thr Ser Ser Thr Thr Ser
35 40 45

Ala Pro Thr Thr Ser Thr
50

<210> 31

<211> 45

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de termolisina MUC5AC
<400> 31

Met Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser
1 5 10 15

Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr
20 25 30

Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro
35 40 45

<210> 32

<211> 54

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de termolisina MUC5AC
<400> 32

Ile Thr Ser Met Pro Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro
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1 5 10 15

Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro
20 25 30

Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro
35 40 45

Thr Thr Ser Thr Thr Ser
50

<210> 33

<211> 59

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento de termolisina MUC5AC
<400> 33

Leu Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser
1 5 10 15

Thr Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser
20 25 30

Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr
35 40 45

Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Pro
50 55

<210> 34

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Péptido de consenso de termolisina MUC5AC

<400> 34
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro
1 5 10 15
<210> 35
<211>15
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Epitopo NPC-1 de MUC5AC identificado por estudios de eliminacion

<400> 35
Gly Cys Pro Val Thr Ser Thr Pro Val Thr Ala Pro Ser Thr Pro
1 5 10 15
<210> 36
<211> 5030
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
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Met

Ala

Glu

Pro

Thr

65

Cys

Phe

Ala

Ala

Ile

145

Leu

Thr

Asp

Ser

Leu

Ser

Ser

50

Ile

Ser

Arg

Ala

Ala

130

Gln

Pro

Lys

Ser

Val

Ala

Ser

35

Gly

Pro

Thr

Phe

Tyr

115

Pro

Leu

Phe

vVal

Leu
195

Gly

Cys

20

Tyr

Val

Val

Trp

Pro

100

Glu

Thr

Thr

Ser

Glu

180

Leu

Arg

Thr

Lys

Pro

Val

Gly

Gly

Asp

Leu

Lys

Gln

165

Ala

Leu
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Arg

Arg

His

Leu

Arg

70

Ser

Leu

Phe

Ser

Gly

150

Ser

Arg

Glu

Lys

His

His

Arg

55

Ala

Phe

Cys

Asn

Arg

135

Ser

Gly

Leu

Leu

Leu

Thr

Pro

40

Gly

Ser

His

Asn

Ile

120

Val

Val

Val

Gly

Asp
200

Ala

Gly

25

Ala

Ala

Asn

Tyr

Tyr

105

Gln

Leu

Leu

Leu

Leu

185

Thr

76

Leu

10

His

Leu

Thr

Pro

Lys

90

Val

Leu

Met

Val

Ile

170

Val

Lys

Leu

Ala

Ser

Val

Ala

75

Thr

Phe

Arg

Lys

Asn

155

Gln

Leu

Tyr

Trp

Gln

Pro

Phe

60

His

Phe

Ser

Arg

vVal

140

Gly

Gln

Met

Ala

Ala

Asp

Ile

45

Pro

Asn

Asp

Glu

Ser

125

Asp

His

Ser

Trp

Asn
205

Leu

Gly

30

Ala

Ser

Gly

Gly

His

110

Gln

Gly

Pro

Ser

Asn

190

Lys

Ala

15

Ser

Arg

Leu

Arg

Asp

Cys

Glu

Val

Val

Ser

175

His

Thr

Leu

Ser

Gly

Arg

Val

80

Val

Gly

Ser

Val

Leu

160

Tyr

Asp

Cys



Gly

Ser

225

Met

Arg

Gln

Glu

Ser

305

Ala

Lys

Asp

Val

Gln

385

Ala

Thr

Thr

Gln

Leu

210

His

Asp

Asn

Leu

Ala

290

Cys

Gly

Cys

Thr

Ala

370

Thr

Ala

Cys

Cys

Tyr

Cys

Asn

Asp

Cys

Phe

275

Cys

Val

Gly

Pro

Cys

355

Gly

Gly

Tyr

Ser

Ser

435

Thr

Gly

Thr

Pro

Ser

260

Ser

Arqg

Cys

Leu

Asn

340

Ser

Cys

Cys

Ala

Gly

420

Val

Val

Asp

Lys

Thr

245

Thr

Gly

Gln

His

Pro

325

Asn

Asn

Phe

Val

Pro

405

Gly

Leu

His
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Phe

Leu

230

Glu

Gly

Cys

Asp

Thr

310

Gln

Met

Gln

Cys

Pro

330

Gly

Arg

Gly

Gly

Asn

215

Thr

Gln

Phe

val

Leu

295

Leu

Asp

Gln

Glu

Pro

375

vVal

Ala

Trp

Gly

Asp

Gly

Pro

Cys

Gly

Ala

280

Cys

Ala

Trp

Tyr

His

360

Glu

Ser

Thr

Ser

Ala

440

Cys

Met

Met

Gln

Ile

265

Leu

Phe

Glu

Arg

His

345

Ser

Gly

Lys

Tyr

Cys

425

His

Ser

77

Pro

Glu

Asp

250

Cys

Val

Cys

Tyr

Gly

330

Glu

Arg

Thr

Cys

Ser

410

Gln

Phe

Tyr

Val

Phe

235

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

315

Pro

Cys

Ala

Val

Ala

395

Thr

Glu

Ser

Val

Val

220

Gly

Val

Glu

Val

Asp

300

Arg

Asp

Arg

Cys

Leu

380

Cys

Asp

Val

Thr

Leu

Ser

Asn

Pro

Leu

Gly

285

Thr

Gln

Phe

Ser

Glu

365

Asp

Val

Cys

Pro

Phe

445

Thr

Glu

Leu

Glu

Leu

270

Ser

Asp

Cys

Cys

Pro

350

Asp

Asp

Tyr

Thr

Cys

430

Asp

Lys

Leu

Gln

Pro

255

His

Tyr

Leu

Thr

Pro

335

Cys

His

Ile

Asn

Asn

415

Pro

Gly

Pro

Leu

Lys

240

Pro

Gly

Leu

Leu

His

320

Gln

Ala

Cys

Gly

Gly

400

Cys

Asp

Lys

Cys



Asp

465

Thr

Ala

Gln

Arg

Leu

545

Pro

Ile

Ala

Ile

Lys

625

Phe

Cys

Ala

Leu

450

Ser

Asp

Gln

Tle

Pro

530

Asn

Lys

Gln

Ala

Arg

610

Tyr

Gly

Val

Ala

Gly
690

Ser

Ser

Thr

Tyr

515

Ser

Leu

Leu

Ala

Ala

595

Asn

Ala

Arg

Phe

Leu

675

Gly

Ala

Glu

val

500

Thr

Thr

Gln

Arg

Asp

580

Phe

Ser

Gln

Cys

Asp

660

Ser

Trp

Phe

Thr

485

Val

Gln

Phe

Pro

Gly

565

Asp

Phe

Phe

His

His

645

Thr

Ser

Arg
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Thr

470

Cys

vVal

Leu

Phe

val

550

Gln

Phe

Asn

Glu

Trp

630

Ala

Cys

Tyr

Asp

455

Val

Leu

Ile

Pro

Ile

535

Pro

Thr

Arg

Thr

Asp

615

Cys

Ala

Asn

Val

Gly
695

Leu

Lys

Lys

Ile

520

Ile

Thr

Cys

Thr

Phe

600

Pro

Ser

Val

Cys

His

680

Val

Ala

Ser

Ala

505

Ser

Ala

Met

Gly

Leu

585

Lys

Cys

Gln

Lys

Glu

665

Ala

Cys

78

Glu

Val

490

Ser

Ala

Gln

Gln

Leu

570

Ser

Thr

Ser

Leu

Pro

650

Arg

Cys

Thr

Leu

475

Thr

Gly

Ala

Thr

Leu

555

Cys

Gly

Gln

Leu

Thr

635

Gly

Ser

Ala

Lys

460

Arg

Leu

Glu

Asn

Ser

540

Phe

Gly

val

Ala

Ser

620

Asp

Thr

Glu

Ala

Pro
700

Arg

Ser

vVal

Val

525

Leu

Met

Asn

val

Ala

605

val

Ala

Tyr

Asp

Lys

685

Met

Cys

Leu

Phe

510

Thr

Gly

Gln

Phe

Glu

590

Cys

Glu

Asp

Tyr

Cys

670

Gly

Thr

Gly

Asp

495

Leu

Tle

Leu

Leu

Asn

575

Ala

Pro

Asn

Gly

Ser

655

Leu

Val

Thr

Leu

480

Gly

Asn

Phe

Gln

Ala

560

Ser

Thr

Asn

Glu

Pro

640

Asn

Cys

Gln

Cys



Pro

705

Cys

Pro

Gly

Met

Cys

785

Val

Gly

Thr

Leu

Cys

865

Gly

Asp

Thr

Leu

Arg
945

Lys

Arg

Val

Lys

Ile

770

Thr

Cys

Asp

Cys

Val

850

Val

Cys

Pro

Phe

vVal

930

Val

Ser

Ser

Asp

Cys

755

Pro

His

Ala

Thr

Tyr

835

Ala

His

Asn

Cys

Asp

915

Gln

Val

Met

Leu

Gly

740

vVal

Asn

Gly

Ala

Gly

820

Ser

Asp

Asn

Thr

Leu

900

Gly

Asn

Thr

Thr

Ser

725

Cys

Gln

Gly

Lys

Pro

805

Ala

Pro

Gly

Glu

Cys

885

Ala

Gln

His

Glu
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Tyr

710

Glu

Ile

Ala

Glu

Leu

790

Met

Gly

Gln

Glu

Ala

870

Thr

Thr

Ser

Cys

Asn
950

His

Gly

Cys

Ser

Ser

775

Ser

Val

Cys

Cys

Gly

855

Ser

Cys

Cys

Tyr

Gly

935

vVal

Tyr

Asp

Pro

Asn

760

val

Cys

Phe

Gln

Val

840

Gly

Tyr

Asp

Ala

Ser

920

Gly

Pro

His

Ile

Lys

745

Cys

His

Ile

Phe

Lys

825

Pro

Cys

Arg

Ser

Val

905

Phe

Lys

Cys

79

Vval

Thr

730

Gly

Pro

Asp

Gly

Asp

810

Ser

Gly

Tle

Ala

Arg

890

Tyr

Asn

Asp

Gly

Ser

715

Cys

Thr

Cys

Ser

Gly

795

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

875

Met

Gly

Gly

Ser

Thr
955

Thr

Ser

Phe

Tyr

Gly

780

Gln

Arg

His

Val

Ala

860

Gln

Trp

Asp

Asp

Thr

940

Thr

Cys

Val

Leu

His

765

Ala

Ala

Asn

Thr

Cys

845

Glu

Thr

Arg

Gly

Cys

925

Gln

Gly

Gln

Gly

Asp

750

Arg

Ile

Pro

Ala

Leu

830

Pro

Asp

Ile

Cys

His

910

Glu

Asp

Thr

Pro

Phe

735

Asp

Gly

Cys

Ala

Thr

815

Asp

Asp

Cys

Arg

Thr

895

Tyr

Tyr

Ser

Thr

Thr

720

Tle

Thr

Ser

Thr

Pro

800

Pro

Met

Gly

Pro

Val

880

Asp

Leu

Thr

Phe

Cys
960
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Ser Lys Ala Ile Lys Ile Phe Leu Gly Gly Phe Glu Leu Lys Leu Ser
965 970 975

His Gly Lys Val Glu Val TIle Gly Thr Asp Glu Ser Gln Glu Val Pro
980 985 890

Tyr Thr Ile Gln Gln Met Gly Ile Tyr Leu Val Val Asp Thr Asp Ile
995 1000 1005

Gly Leu Val Leu Leu Trp Asp Lys Lys Thr Ser Ile Phe Ile Asn
1010 1015 1020

Leu Ser Pro Glu Phe Lys Gly Arg Val Cys Gly Leu Cys Gly Asn
1025 1030 1035

Phe Asp Asp Ile Ala Val Asn Asp Phe Ala Thr Arg Ser Arg Ser
1040 1045 1050

Val Val Gly Asp Val Leu Glu Phe Gly Asn Ser Trp Lys Leu Ser
1055 1060 1065

Pro Ser Cys Pro Asp Ala Leu Ala Pro Lys Asp Pro Cys Thr Ala
1070 1075 1080

Asn Pro Phe Arg Lys Ser Trp Ala Gln Lys Gln Cys Ser Ile Leu
1085 1090 1095

His Gly Pro Thr Phe Ala Ala Cys His Ala His Val Glu Pro Ala
1100 1105 1110

Arg Tyr Tyr Glu Ala Cys Val Asn Asp Ala Cys Ala Cys Asp Ser
1115 1120 1125

Gly Gly Asp Cys Glu Cys Phe Cys Thr Ala Val Ala Ala Tyr Ala
1130 1135 1140

Gln Ala Cys His Glu Val Gly Leu Cys Val Cys Leu Arg Thr Pro
1145 1150 1155

Ser Ile Cys Pro Leu Phe Cys Asp Tyr Tyr Asn Pro Glu Gly Gln
1160 1165 1170

Cys Glu Trp His Tyr Gln Pro Cys Gly Val Pro Cys Leu Arg Thr
1175 1180 1185

Cys Arg Asn Pro Arg Gly Asp Cys Leu Arg Asp Val Arg Gly Leu
1190 1195 1200
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Glu Gly Cys Tyr Pro Lys Cys Pro Pro Glu Ala Pro Ile Phe Asp
1205 1210 1215

Glu Asp Lys Met Gln Cys Val Ala Thr Cys Pro Thr Pro Pro Leu
1220 1225 1230

Pro Pro Arg Cys His Val His Gly Lys Ser Tyr Arg Pro Gly Ala
1235 1240 1245

Val Val Pro Ser Asp Lys Asn Cys Gln Ser Cys Leu Cys Thr Glu
1250 1255 1260

Arg Gly Val Glu Cys Thr Tyr Lys Ala Glu Ala Cys Val Cys Thr
1265 1270 1275

Tyr Asn Gly Gln Arg Phe His Pro Gly Asp Val Ile Tyr His Thr
1280 1285 1290

Thr Asp Gly Thr Gly Gly Cys Ile Ser Ala Arg Cys Gly Ala Asn
1295 1300 1305

Gly Thr 1Ile Glu Arg Arg Val Tyr Pro Cys Ser Pro Thr Thr Pro
1310 1315 1320

Val Pro Pro Thr Thr Phe Ser Phe Ser Thr Pro Pro Leu Val Val
1325 1330 1335

Ser Ser Thr His Thr Pro Ser Asn Gly Pro Ser Ser Ala His Thr
1340 1345 1350

Gly Pro Pro Ser Ser Ala Trp Pro Thr Thr Ala Gly Thr Ser Pro
1355 1360 1365

Arg Thr Arg Leu Pro Thr Ala Ser Ala Ser Leu Pro Pro Val Cys
1370 1375 1380

Gly Glu Lys Cys Leu Trp Ser Pro Trp Met Asp Val Ser Arg Pro
1385 1390 1395

Gly Arg Gly Thr Asp Ser Gly Asp Phe Asp Thr Leu Glu Asn Leu
1400 1405 1410

Arg Ala His Gly Tyr Arg Val Cys Glu Ser Pro Arg Ser Val Glu
1415 1420 1425

Cys Arg Ala Glu Asp Ala Pro Gly Val Pro Leu Arg Ala Leu Gly
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1430 1435 1440

Gln Arg Val Gln Cys Ser Pro Asp Val Gly Leu Thr Cys Arg Asn
1445 1450 1455

Arg Glu Gln Ala Ser Gly Leu Cys Tyr Asn Tyr Gln Ile Arg Val
1460 1465 1470

Gln Cys Cys Thr Pro Leu Pro Cys Ser Thr Ser Ser Ser Pro Ala
1475 1480 1485

Gln Thr Thr Pro Pro Thr Thr Ser Lys Thr Thr Glu Thr Arg Ala
1490 1495 1500

Ser Gly Ser Ser Ala Pro Ser Ser Thr Pro Gly Thr Val Ser Leu
1505 1510 1515

Ser Thr Ala Arg Thr Thr Pro Ala Pro Gly Thr Ala Thr Ser Val
1520 1525 1530

Lys Lys Thr Phe Ser Thr Pro Ser Pro Pro Pro Val Pro Ala Thr
1535 1540 1545

Ser Thr Ser Ser Met Ser Thr Thr Ala Pro Gly Thr Ser Val Val
1550 1555 1560

Ser Ser Lys Pro Thr Pro Thr Glu Pro Ser Thr Ser Ser Cys Leu
1565 1570 1575

Gln Glu Leu Cys Thr Trp Thr Glu Trp Ile Asp Gly Ser Tyr Pro
1580 1585 1590

Ala Pro Gly Ile Asn Gly Gly Asp Phe Asp Thr Phe Gln Asn Leu
1595 1600 1605

Arg Asp Glu Gly Tyr Thr Phe Cys Glu Ser Pro Arg Ser Val Gln
1610 1615 1620

Cys Arg Ala Glu Ser Phe Pro Asn Thr Pro Leu Ala Asp Leu Gly
1625 1630 1635

Gln Asp Val Ile Cys Ser His Thr Glu Gly Leu Ile Cys Leu Asn
1640 1645 1650

Lys Asn Gln Leu Pro Pro Ile Cys Tyr Asn Tyr Glu Ile Arg Ile
1655 1660 1665
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Gln

Pro

Ala

Thr

Ser

His

Ser

Ile

Arg

His

Cys

Tyr

Met

Thr

Ser

Ala

Cys
1670

Lys
1685

Gln
1700

Glu
1715

vVal
1730

Pro
1745

Pro
1760

Arg
1775

Val
1790

Leu
1805

Arg
1820

Glu
1835

Thr
1850

Pro
1865

Ser
1880

Arg
1895

Cys

Thr

Thr

Gln

Thr

Arg

Gly

Ser

Gln

Gly

Asn

Val

Ser

Ser

Ala

Thr

Glu

Val

Gln

Pro

Gln

Cys

Pro

Gly

Cys

Gln

Gln

Arg

Thr

Thr

Pro

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

Gly

Thr

His

Glu

Arg

val

Asp

Val

Pro

Thr

Ser

Pro
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vVal

Thr

Thr

Ala

Thr

Trp

Gly

Lys

Ala

Val

Gln

Leu

Gly

Ser

Ser

Ala

Asn
1675

Thr
1690

Phe
1705

Thr
1720

His
1735

Thr
1750

Gly
1765

Ile
1780

Lys
1795

Gln
1810

Gln
1825

Cys
1840

Ser
1855

Lys
1870

Thr
1885

Pro
1900

Val

Arg

Thr

Ser

Thr

Lys

Asp

Cys

Ser

Cys

Gly

Cys

Thr

Thr

Pro

Gly
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Cys

Pro

Thr

Arg

Thr

Trp

Lys

Arg

His

Ser

Pro

Glu

Ser

Thr

Gly

Thr

Arg

Thr

His

Gly

Leu

Phe

Glu

Arg

Pro

Arg

Phe

Thr

Ser

Glu

Thr

Ala

Asp

Pro

Met

Gly

val

Asp

Thr

Pro

Glu

Glu

Lys

Pro

Ser

Ile

val

Thr

Ile
1680

His
1695

Pro
1710

Pro
1725

Thr
1740

Val
1755

Tyr
1770

Glu
1785

Val
1800

Glu
1815

Met
1830

Arg
1845

Pro
1860

Gln
1875

Ser
1890

Ser
1905

Thr

Pro

Ser

Thr

Arg

Asp

Asn

Glu

Ser

Gly

Cys

Gly

Ala

Ala

Leu

val

Arg

Thr

Ala

Ala

Asn

Phe

Asn

Ile

Ile

Leu

Leu

Cys

Gln

Ser

Ser

Lys

Leu

Gly

Ser

Thr

Cys

Pro

Ile

Thr

Glu

Val

Asn

His

Thr

Gly

Thr

Lys
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Thr Phe Ser Thr Pro Ser Pro Pro Pro Val Pro Ala Thr Ser Thr
1910 1915 1920

Ser Ser Met Ser Thr Thr Ala Pro Gly Thr Ser Val Val Ser Ser
1925 1930 1935

Lys Pro Thr Pro Thr Glu Pro Ser Thr Ser Ser Cys Leu Gln Glu
1940 1945 1950

Leu Cys Thr Trp Thr Glu Trp Ile Asp Gly Ser Tyr Pro Ala Pro
1955 1960 1965

Gly Ile Asn Gly Gly Asp Phe Asp Thr Phe Gln Asn Leu Arg Asp
1970 1975 1980

Glu Gly Tyr Thr Phe Cys Glu Ser Pro Arg Ser Val Gln Cys Arg
1985 1990 1995

Ala Glu Ser Phe Pro Asn Thr Pro Leu Gly Arg Leu Gly Gln Asp
2000 2005 2010

Val Ile Cys Ser His Thr Glu Gly Leu Ile Cys Leu Asn Lys Asn
2015 2020 2025

Gln Leu Pro Pro Ile Cys Tyr Asn Tyr Glu Ile Arg Ile Gln Cys
2030 2035 2040

Cys Glu Thr Val Asn Val Cys Arg Asp Ile Thr Arg Pro Pro Lys
2045 2050 2055

Thr Val Ala Thr Thr Arg Pro Thr Pro His Pro Thr Gly Ala Gln
2060 2065 2070

Thr Gln Thr Thr Phe Thr Thr His Met Pro Ser Ala Ser Thr Glu
2075 2080 2085

Gln Pro Thr Ala Thr Ser Arg Gly Gly Pro Thr Ala Thr Ser Val
2090 2095 2100

Thr Gln Gly Thr His Thr Thr Pro Val Thr Arg Asn Cys His Pro
2105 2110 2115

Arg Cys Thr Trp Thr Thr Trp Phe Asp Val Asp Phe Pro Ser Pro
2120 2125 2130

Gly Pro His Gly Gly Asp Lys Glu Thr Tyr Asn Asn Ile Ile Arg
2135 2140 2145
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Ser

Gln

Gly

Asn

Val

Ser

Ser

Thr

Thr

Thr

Ser

Thr

Thr

Leu

Ala

Pro

Gly
2150

Cys
2165

Gln
2180

Gln
2195

Arg
2210

Thr
2225

Pro
2240

Leu
2255

Tyr
2270

Thr
2285

Thr
2300

Ser
2315

Thr
2330

Thr
2345

Ser
2360

Val

Glu

Arg

Val

Asp

Val

Pro

Thr

Val

Ala

Ser

Ile

Thr

Ser

Thr

Pro

Pro

Lys

Ala

Val

Gln

Leu

Val

Gln

Thr

His

Ala

Ser

Thr

Thr

Ser

Ala

Thr

Ile

Lys

Gln

Gln

Cys

Thr

Ser

Thr

Thr

Pro

Gly

Ser

Thr

Thr

Gly

Thr
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Cys

Ser

Cys

Gly

Cys

Ala

Thr

Ser

Thr

Thr

Pro

Ala

Ser

Thr

Thr

Ser

Arg
2155

His
2170

Ser
2185

Pro
2200

Glu
2215

Pro
2230

Ser
2245

Thr
2260

Ser
2275

Thr
2290

Lys
2305

Ala
2320

Val
2335

Ser
2350

Thr
2365

Thr

Arg

Pro

Arg

Phe

Thr

Ser

Ser

Thr

Thr

Ser

Thr

Thr

Pro

Ala

Ser

Ile

85

Pro

Glu

Glu

Lys

Pro

Thr

Trp

Ser

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Pro

Gly

Ser

Glu

Val

Glu

Met

Lys

Pro

Gln

Thr

Ser

Thr

Pro

Ser

Thr

Thr

Pro

Ala

Glu

Ser

Gly

Cys

Gly

Ser

Lys

Pro

Ala

Ser

Ser

Thr

Thr

Thr

Gly

Pro

Ile
2160

Ile
2175

Leu
2190

Leu
2205

Cys
2220

Gly
2235

Ser
2250

Gln
2265

Pro
2280

val
2295

Pro
2310

Ile
2325

Pro
2340

Arg
2355

Asn
2370

Thr

Thr

Glu

Val

Asn

Pro

Arg

Arg

Thr

Thr

Pro

Val

Ser

Ser

Thr

Thr

Thr

Arg

His

Cys

Ile

Val

Ala

Thr

Ser

Ala

Thr

Pro

Ala

Pro

Thr

Pro

Ser

Leu

Leu

Arg

Glu

Thr

Ile

Thr

Thr

Arg

Thr

Thr

Pro

Val

Ser

Ser

Ile
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2375 2380 2385

Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Ser Ser
2390 2395 2400

Thr Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr
2405 2410 2415

Ser Ile Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr
2420 2425 2430

Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro
2435 2440 2445

Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr
2450 2455 2460

Pro Thr Ser Ser Thr Thr Ser Thr Pro Gln Thr Ser Thr Thr Ser
2465 2470 2475

Ala Ser Thr Thr Ser Ile Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser
2480 2485 2490

Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr
2495 2500 2505

Thr Ser Ala Ala Thr Thr Ser Thr Ile Ser Ala Pro Thr Thr Ser
2510 2515 2520

Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Ser Thr Ala
2525 2530 2535

Ser Lys Thr Ser Gly Leu Gly Thr Thr Pro Ser Pro TIle Pro Thr
2540 2545 2550

Thr Ser Thr Thr Ser Pro Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Ser
2555 2560 2565

Thr Ala Ser Lys Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val
2570 2575 2580

Pro Thr Thr Ser Thr Ile Phe Ala Pro Arg Thr Ser Thr Thr Ser
2585 2590 2595

Ala Ser Thr Thr Ser Thr Thr Pro Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser
2600 2605 2610
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Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Ala Ser Val Ser Lys Thr Ser Thr
2615 2620 2625

Ser His Val Ser Ile Ser Lys Thr Thr His Ser Gln Pro Val Thr
2630 2635 2640

Arg Asp Cys His Leu Arg Cys Thr Trp Thr Lys Trp Phe Asp Val
2645 2650 2655

Asp Phe Pro Ser Pro Gly Pro His Gly Gly Asp Lys Glu Thr Tyr
2660 2665 2670

Asn Asn Ile Ile Arg Ser Gly Glu Lys Ile Cys Arg Arg Pro Glu
2675 2680 2685

Glu Ile Thr Arg Leu Gln Cys Arg Ala Glu Ser His Pro Glu Val
2690 2695 2700

Ser Ile Glu His Leu Gly Gln Val Val Gln Cys Ser Arg Glu Glu
2705 2710 2715

Gly Leu Val Cys Arg Asn Gln Asp Gln Gln Gly Pro Phe Lys Met
2720 2725 2730

Cys Leu Asn Tyr Glu Val Arg Val Leu Cys Cys Glu Thr Pro Lys
2735 2740 2745

Gly Cys Pro Val Thr Ser Thr Pro Val Thr Ala Pro Ser Thr Pro
2750 2755 2760

Ser Gly Arg Ala Thr Ser Pro Thr Gln Ser Thr Ser Ser Trp Gln
2765 2770 2775

Lys Ser Arg Thr Thr Thr Leu Val Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr
2780 2785 2790

Pro Gln Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser
2795 2800 2805

Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr
2810 2815 2820

Ser Thr Pro Gln Thr Ser Ile Ser Ser Ala Pro Thr Ser Ser Thr
2825 2830 2835

Thr Ser Ala Pro Thr Ser Ser Thr Ile Ser Ala Arg Thr Thr Ser
2840 2845 2850
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Ile Ile Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ser Pro Thr Thr
2855 2860 2865

Ser Thr Thr Ser Ala Thr Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr
2870 2875 2880

Ser Ser Thr Thr Ser Thr Pro Gln Thr Ser Lys Thr Ser Ala Ala
2885 2890 2895

Thr Ser Ser Thr Thr Ser Ser Ser Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val
2900 2905 2910

Thr Thr Thr Ser Thr Ala Ser Val Ser Lys Thr Ser Thr Ser His
2915 2920 2925

Val Ser Val Ser Lys Thr Thr His Ser Gln Pro Val Thr Arg Asp
2930 2935 2940

Cys His Pro Arg Cys Thr Trp Thr Lys Trp Phe Asp Val Asp Phe
2945 2950 2955

Pro Ser Pro Gly Pro His Gly Gly Asp Lys Glu Thr Tyr Asn Asn
2960 2965 2970

Ile Tle Arg Ser Gly Glu Lys Ile Cys Arg Arg Pro Gln Glu Ile
2975 2980 2985

Thr Arg Leu Gln Cys Arg Ala Lys Ser His Pro Glu Val Ser Ile
2990 2995 3000

Glu His Leu Gly Gln Val Val Gln Cys Ser Arg Glu Glu Gly Leu
3005 3010 3015

Val Cys Arg Asn Gln Asp Gln Gln Gly Pro Phe Lys Met Cys Leu
3020 3025 3030

Asn Tyr Glu Val Arg Val Leu Cys Cys Glu Thr Pro Lys Gly Cys
3035 3040 3045

Pro Val Thr Ser Thr Ser Val Thr Ala Pro Ser Pro Leu Val Gly
3050 3055 3060

Glu Pro Pro Ala Gln Thr Gln Ser Thr Ser Ser Trp Gln Lys Ser
3065 3070 3075

Arg Thr Thr Thr Leu Val Thr Ser Ser Ile Thr Ser Thr Thr Gln
3080 3085 3090
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Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Pro Ala Ser
3095 3100 3105

Ile Pro Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala
3110 3115 3120

Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser
3125 3130 3135

Thr Pro Gln Thr Thr Thr Ser Ser Ala Pro Thr Ser Ser Thr Thr
3140 3145 3150

Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Ile Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr
3155 3160 3165

Ile Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Ala Ser
3170 3175 3180

Thr Thr Ser Ala Pro Thr Ser Thr Ser Ser Ala Pro Thr Thr Asn
3185 31380 3195

Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Ile Thr
3200 3205 3210

Ser Thr Ile Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr Pro Gln
3215 3220 3225

Thr Ser Thr Ile Ser Ser Pro Thr Thr Ser Thr Thr Pro Thr Pro
3230 3235 3240

Gln Thr Ser Thr Thr Ser Ser Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala
3245 3250 3255

Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser
3260 3265 3270

Thr Pro Gln Thr Ser Ile Ser Ser Ala Pro Thr Ser Ser Thr Thr
3275 3280 3285

Ser Ala Pro Thr Ala Ser Thr Ile Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr
3290 3285 3300

Thr Ser Phe His Thr Thr Ser Thr Thr Ser Pro Pro Thr Ser Ser
3305 3310 3315

Thr Ser Ser Thr Pro Gln Thr Ser Lys Thr Ser Ala Ala Thr Ser
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Ser

Thr

Val

Pro

Pro

Arg

Leu

Leu

Arg

Glu

Thr

Thr

Thr

Thr

Ser

3320

Thr
3335

Ser
3350

Ser
3365

Arg
3380

Gly
3395

Ser
3410

Gln
3425

Gly
3440

Asn
3455

Val
3470

Ser
3485

Ser
3500

Thr
3515

Thr
3530

Thr
3545

Thr

Thr

Lys

Cys

Pro

Gly

Cys

Gln

Gln

Arg

Thr

Pro

Leu

Ser

Thr

Ser

Ala

Thr

Thr

His

Glu

Arg

val

Asp

val

Pro

Thr

val

Ala

Ser

Gly

Ser

Thr

Trp

Gly

Lys

Ala

val

Gln

Leu

Val

Gln

Thr

Pro

Ala
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Ser

Val

His

Thr

Gly

Ile

Glu

Gln

Gln

Cys

Thr

Ser

Thr

Thr

Pro

3325

Gly
3340

Ser
3355

Ser
3370

Lys
3385

Asp
3400

Cys
3415

Ser
3430

Cys
3445

Gly
3460

Cys
3475

Ala
3490

Thr
3505

Ser
3520

Thr
3535

Thr
3550

Thr

Lys

Gln

Trp

Lys

Arg

His

Ser

Pro

Glu

Pro

Ser

Thr

Ser

Thr
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Thr

Thr

Pro

Phe

Glu

Arg

Pro

Arg

Phe

Thr

Ser

Ser

Thr

Thr

Ser

Pro

Ser

Val

Asp

Thr

Pro

Glu

Glu

Lys

Pro

Thr

Trp

Ser

Ile

Thr

Ser

Thr

Thr

Val

Tyr

Glu

Vval

Glu

Met

Lys

Pro

Gln

Thr

Pro

Thr

3330

Pro
3345

Ser
3360

Arg
3375

Asp
3390

Asn
3405

Glu
3420

Ser
3435

Gly
3450

Cys
3465

Gly
3480

Ser
3495

Lys
3510

Pro
3525

Ala
3540

Ser
3555

val

His

Asp

Phe

Asn

Ile

Ile

Leu

Leu

Cys

Gly

Ser

Gln

Ser

Ala

Pro

val

Cys

Pro

Ile

Thr

Glu

val

Asn

Pro

Arg

Arg

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

His

Ser

Ile

Arg

His

Cys

Tyr

vVal

Ala

Thr

Ser

Pro

Thr
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Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr His Arg Thr Thr Ser Gly Pro
3560 3565 3570

Thr Thr Ser Thr Thr Leu Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala
3575 3580 3585

Pro Thr Thr Ser Thr Asn Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Ile Ser
3590 3595 3600

Ala Ser Thr Thr Ser Thr Ile Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Ile
3605 3610 3615

Ser Ser Pro Thr Ser Ser Thr Thr Ser Thr Pro Gln Thr Ser Lys
3620 3625 3630

Thr Ser Ala Ala Thr Ser Ser Thr Thr Ser Gly Ser Gly Thr Thr
3635 3640 3645

Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala 8Ser Thr Thr
3650 3655 3660

Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro Gly
3665 3670 3675

Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro Ser Thr Ser Ile Thr Ser Ala Ala
3680 3685 3690

Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Arg Thr Thr Ser Ala
3695 3700 3705

Pro Thr Ser Ser Met Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro
3710 3715 3720

Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr
3725 3730 3735

Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr
3740 3745 3750

Thr Ser Ala Pro Ile Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro Gly Ser Thr
3755 3760 3765

Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr
3770 3775 3780

Ser Thr Thr Ser Ala Ser Thr Ala Ser Thr Thr Ser Gly Pro Thr
3785 3790 3795
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Thr Ser Thr Thr Ser Ala Ser Thr Thr Ser Thr Ile Ser Pro Leu
3800 3805 3810

Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Ile Thr Ser Met Pro Ser Gly
3815 3820 3825

Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser
3830 3835 3840

Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser
3845 3850 3855

Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr
3860 3865 3870

Thr Ser Ala Ser Thr Ala Ser Thr Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr
3875 3880 3885

Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr
3890 3895 3900

Ser Thr Thr Ser Ala Ser Thr Ala Ser Thr Thr Ser Gly Pro Gly
3905 3910 3915

Thr Ser Leu Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro
3920 3925 3930

Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val
3935 3940 3945

Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro Thr Thr Ser Thr Thr Ser
3950 3955 3960

Gly Pro Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro Thr Thr Ser Thr Thr
3965 3970 3975

Pro Val Ser lLys Thr Ser Thr Ser His Leu Ser Val Ser Lys Thr
3980 3985 3990

Thr His Ser Gln Pro Val Thr Ser Asp Cys His Pro Leu Cys Ala
3995 4000 4005

Trp Thr Lys Trp Phe Asp Val Asp Phe Pro Ser Pro Gly Pro His
4010 4015 4020

Gly Gly Asp Lys Glu Thr Tyr Asn Asn Ile Ile Arg Ser Gly Glu
4025 4030 4035
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Lys Ile Cys Arg Arg Pro Glu Glu Ile Thr Arg Leu Gln Cys Arg
4040 4045 4050

Ala Glu Ser His Pro Glu Val Asn Ile Glu His Leu Gly Gln Val
4055 4060 4065

Val Gln Cys Ser Arg Glu Glu Gly Leu Val Cys Arg Asn Gln Asp
4070 4075 4080

Gln Gln Gly Pro Phe Lys Met Cys Leu Asn Tyr Glu Val Arg Val
4085 4090 4095

Leu Cys Cys Glu Thr Pro Arg Gly Cys Pro Val Thr Ser Val Thr
4100 4105 4110

Pro Tyr Gly Thr Ser Pro Thr Asn Ala Leu Tyr Pro Ser Leu Ser
4115 4120 4125

Thr Ser Met Val Ser Ala Ser Val Ala Ser Thr Ser Val Ala Ser
4130 4135 4140

Ser Ser Val Ala Ser Ser Ser Val Ala Tyr Ser Thr Gln Thr Cys
4145 4150 4155

Phe Cys Asn Val Ala Asp Arg Leu Tyr Pro Ala Gly Ser Thr Ile
4160 4165 4170

Tyr Arg His Arg Asp Leu Ala Gly His Cys Tyr Tyr Ala Leu Cys
4175 4180 4185

Ser Gln Asp Cys Gln Val Val Arg Gly Val Asp Ser Asp Cys Pro
4190 4195 4200

Ser Thr Thr Leu Pro Pro Ala Pro Ala Thr Ser Pro Ser Ile Ser
4205 4210 4215

Thr Ser Glu Pro Val Thr Glu Leu Gly Cys Pro Asn Ala Val Pro
4220 4225 4230

Pro Arg Lys Lys Gly Glu Thr Trp Ala Thr Pro Asn Cys Ser Glu
4235 4240 4245

Ala Thr Cys Glu Gly Asn Asn Val Ile Ser Leu Ser Pro Arg Thr
4250 4255 4260

Cys Pro Arg Val Glu Lys Pro Thr Cys Ala Asn Gly Tyr Pro Ala
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4265 4270 4275

Val Lys Val Ala Asp Gln Asp Gly Cys Cys His His Tyr Gln Cys
4280 4285 4290

Gln Cys Val Cys Ser Gly Trp Gly Asp Pro His Tyr Ile Thr Phe
4295 4300 4305

Asp Gly Thr Tyr Tyr Thr Phe Leu Asp Asn Cys Thr Tyr Val Leu
4310 4315 4320

Val Gln Gln Ile Val Pro Val Tyr Gly His Phe Arg Val Leu Val
4325 4330 4335

Asp Asn Tyr Phe Cys Gly Ala Glu Asp Gly Leu Ser Cys Pro Arg
4340 4345 4350

Ser Ile 1Ile Leu Glu Tyr His Gln Asp Arg Val Val Leu Thr Arg
4355 4360 4365

Lys Pro Val His Gly Val Met Thr Asn Glu Ile Ile Phe Asn Asn
4370 4375 4380

Lys Val Val Ser Pro Gly Phe Arg Lys Asn Gly Ile Val Val Ser
4385 4390 4395

Arg Ile Gly Val Lys Met Tyr Ala Thr Ile Pro Glu Leu Gly Val
4400 4405 4410

Gln Val Met Phe Ser Gly Leu Ile Phe Ser Val Glu Val Pro Phe
4415 4420 4425

Ser Lys Phe Ala Asn Asn Thr Glu Gly Gln Cys Gly Thr Cys Thr
4430 4435 4440

Asn Asp Arg Lys Asp Glu Cys Arg Thr Pro Arg Gly Thr Val Val
4445 4450 4455

Ala Ser Cys Ser Glu Met Ser Gly Leu Trp Asn Val Ser TIle Pro
4460 4465 4470

Asp Gln Pro Ala Cys His Arg Pro His Pro Thr Pro Thr Thr Val
4475 4480 4485

Gly Pro Thr Thr Val Gly Ser Thr Thr Val Gly Pro Thr Thr Val
4490 4495 4500
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Gly Ser Thr Thr Val Gly Pro Thr Thr Pro Pro Ala Pro Cys Leu
4505 4510 4515

Pro Ser Pro Ile Cys His Leu Ile Leu Ser Lys Val Phe Glu Pro
4520 4525 4530

Cys His Thr Val Ile Pro Pro Leu Leu Phe Tyr Glu Gly Cys Val
4535 4540 4545

Phe Asp Arg Cys His Met Thr Asp Leu Asp Val Val Cys Ser Ser
4550 4555 4560

Leu Glu Leu Tyr Ala Ala Leu Cys Ala Ser His Asp Ile Cys Ile
4565 4570 4575

Asp Trp Arg Gly Arg Thr Gly His Met Cys Pro Phe Thr Cys Pro
4580 4585 4590

Ala Asp Lys Val Tyr Gln Pro Cys Gly Pro Ser Asn Pro Ser Tyr
4595 4600 4605

Cys Tyr Gly Asn Asp Ser Ala Ser lLeu Gly Ala Leu Arg Glu Ala
4610 4615 4620

Gly Pro Ile Thr Glu Gly Cys Phe Cys Pro Glu Gly Met Thr Leu
4625 4630 4635

Phe Ser Thr Ser Ala Gln Val Cys Val Pro Thr Gly Cys Pro Arg
4640 4645 4650

Cys Leu Gly Pro His Gly Glu Pro Val Lys Val Gly His Thr Val
4655 4660 4665

Gly Met Asp Cys Gln Glu Cys Thr Cys Glu Ala Ala Thr Trp Thr
4670 4675 4680

Leu Thr Cys Arg Pro Lys Leu Cys Pro Leu Pro Pro Ala Cys Pro
4685 4690 4695

Leu Pro Gly Phe Val Pro Val Pro Ala Ala Pro Gln Ala Gly Gln
4700 4705 4710

Cys Cys Pro Gln Tyr Ser Cys Ala Cys Asn Thr Ser Arg Cys Pro
4715 4720 4725

Ala Pro Val Gly Cys Pro Glu Gly Ala Arg Ala Ile Pro Thr Tyr
4730 4735 4740
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Gln Glu Gly Ala Cys Cys Pro Val Gln Asn Cys Ser Trp Thr Val
4745 4750 4755

Cys Ser TIle Asn Gly Thr Leu Tyr Gln Pro Gly Ala Val Val Ser
4760 4765 4770

Ser Ser Leu Cys Glu Thr Cys Arg Cys Glu Leu Pro Gly Gly Pro
4775 4780 4785

Pro Ser Asp Ala Phe Val Val Ser Cys Glu Thr Gln Ile Cys Asn
4790 4795 4800

Thr His Cys Pro Val Gly Phe Glu Tyr Gln Glu Gln Ser Gly Gln
4805 4810 4815

Cys Cys Gly Thr Cys Val Gln Val Ala Cys Val Thr Asn Thr Ser
4820 4825 4830

Lys Ser Pro Ala His Leu Phe Tyr Pro Gly Glu Thr Trp Ser Asp
4835 4840 4845

Ala Gly Asn His Cys Val Thr His Gln Cys Glu Lys His Gln Asp
4850 4855 4860

Gly Leu Val Val Val Thr Thr Lys Lys Ala Cys Pro Pro Leu Ser
4865 4870 4875

Cys Ser Leu Asp Glu Ala Arg Met Ser Lys Asp Gly Cys Cys Arg
4880 4885 4890

Phe Cys Pro Leu Pro Pro Pro Pro Tyr Gln Asn Gln Ser Thr Cys
4895 4900 4905

Ala Val Tyr His Arg Ser Leu Ile Ile Gln Gln Gln Gly Cys Ser
4910 4915 4920

Ser Ser Glu Pro Val Arg Leu Ala Tyr Cys Arg Gly Asn Cys Gly
4925 4930 4935

Asp Ser Ser Ser Met Tyr Ser Leu Glu Gly Asn Thr Val Glu His
4940 4945 4950

Arg Cys Gln Cys Cys Gln Glu Leu Arg Thr Ser Leu Arg Asn Val
4955 4960 4965

Thr Leu His Cys Thr Asp Gly Ser Ser Arg Ala Phe Ser Tyr Thr
4970 4975 4980
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Glu

Gly

Glu

Met

<210> 37
<211> 921
<212> PRT

4985

5000

5015

His

5030

<213> Homo sapiens

<400> 37

Ala

Cys

Thr

Thr

Ala

65

Cys

Gly

Ala

Thr

Thr
145

Cys

Thr

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Thr

Thr

130

Gly

Cys

Gly

Ala

35

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

115

Cys

Cys

Ala

Thr

20

Thr

Ala

Thr

Ala

Gly

100

Ala

Cys

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

Thr

Gly

85

Ala

Cys

Gly

Gly
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Cys

Ala

Thr

Thr

Gly

70

Gly

Cys

Ala

Gly

Thr
150

Val Glu Glu Cys Gly Cys

4990

5005

5020

Cys

Cys

Gly

Ala

55

Ala

Thr

Ala

Ala

Thr

135

Cys

Ala

Thr

Cys

40

Ala

Cys

Cys

Ala

Cys

120

Gly

Gly

Thr

Cys

25

Gly

Ala

Thr

Cys

Gly

105

Ala

Ala

Thr

97

Thr

10

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

90

Gly

Thr

Gly

Cys

Cys

Thr

Thr

Gly

Cys

75

Cys

Ala

Cys

Ala

Cys
155

Met Gly Arg Arg Cys

4995

5010

5025

Thr

Gly

Gly

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Ala

140

Gly

Cys

Ala

Cys

45

Thr

Cys

Cys

Ala

Thr

125

Ala

Gly

Ala

Thr

30

Ala

Thr

Gly

Gly

Cys

110

Thr

Ala

Ala

Ala

15

Thr

Cys

Cys

Thr

Gly

95

Cys

Cys

Thr

Gly

Pro Ala Pro

Asp Thr Gln His Ser Glu Glu Ala Glu Pro Glu Pro Ser Gln

Ala Glu Ser Gly Ser Trp Glu Arg Gly Val Pro Val Ser Pro

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

80

Thr

Thr

Gly

Cys

Gly
160



Ala

Gly

Cys

Thr

Gly

225

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

305

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

385

Gly

Ala

Thr

Ala

Cys

210

Gly

Gly

Thr

Cys

Ala

290

Thr

Thr

Ala

Thr

Gly

370

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

195

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

275

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr

355

Cys

Cys

Cys

Thr

Cys

180

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

260

Gly

Ala

Ala

Cys

Gly

340

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

165

Cys

Cys

Ala

Gly

Ala

245

Cys

Cys

Thr

Ala

Thr

325

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly
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Ala

Gly

Gly

Cys

Thr

230

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

310

Gly

Cys

Ala

Cys

Cys

390

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

215

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

295

Thr

Cys

Thr

Cys

Gly

375

Cys

Cys

Cys

Gly

Ala

200

Thr

Cys

Ala

Thr

Gly

280

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

360

Thr

Gly

Cys

Cys

Cys

185

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

265

Gly

Cys

Cys

Ala

Thr

345

Cys

Cys

Cys

Cys

98

Gly

170

Ala

Gly

Thr

Gly

Gly

250

Ala

Cys

Cys

Gly

Ala

330

Cys

Cys

Cys

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr

235

Gly

Cys

Cys

Thr

Thr

315

Ala

Cys

Gly

Ala

Cys

395

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

220

Gly

Thr

Cys

Cys

Gly

300

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

380

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

205

Gly

Cys

Cys

Ala

Gly

285

Ala

Thr

Cys

Gly

Thr

365

Thr

Ala

Gly

Gly

Thr

190

Cys

Cys

Ala

Thr

Ala

270

Thr

Ala

Cys

Cys

Thr

350

Thr

Cys

Cys

Cys

Cys

175

Cys

Thr

Cys

Gly

Gly

255

Gly

Thr

Cys

Cys

Cys

335

Thr

Ala

Cys

Cys

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

Cys

240

Gly

Ala

Cys

Thr

Thr

320

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

400

Cys



Cys

Thr

Thr

Thr

465

Ala

Cys

Thr

Ala

Cys

545

Cys

Ala

Cys

Cys

Ala

625

Cys

Thr

Cys

Gly

450

Ala

Cys

Cys

Ala

Cys

530

Thr

Ala

Cys

Gly

Ala

610

Gly

Thr

Cys

Cys

435

Gly

Cys

Thr

Cys

Cys

515

Thr

Cys

Cys

Cys

Cys

595

Cys

Cys

Cys

Cys

420

Cys

Thr

Cys

Thr

Cys

500

Cys

Ala

Cys

Thr

Thr

580

Cys

Cys

Thr

Gly

405

Thr

Gly

Thr

Thr

Cys

485

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

565

Cys

Gly

Ala

Cys

Thr
645
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Cys

Cys

Ala

Cys

470

Cys

Ala

Gly

Cys

Ala

550

Cys

Thr

Ala

Gly

Cys

630

Ala

Thr

Ala

Cys

455

Cys

Ala

Cys

Cys

Ala

535

Cys

Thr

Ala

Cys

Cys

615

Ala

Cys

Thr

Cys

440

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly

520

Cys

Cys

Ala

Thr

Cys

600

Gly

Cys

Thr

Gly

425

Cys

Ala

Cys

Cys

Ala

505

Cys

Thr

Ala

Cys

Cys

585

Ala

Cys

Gly

Ala

99

410

Gly

Ala

Cys

Thr

Ala

490

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

570

Thr

Gly

Thr

Ala

Cys
650

Cys

Cys

Cys

Cys

475

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

555

Cys

Cys

Cys

Cys

Thr

635

Thr

Ala

Thr

Thr

460

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

540

Thr

Cys

Thr

Thr

Cys

620

Thr

Thr

Gly

Ala

445

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

525

Thr

Cys

Gly

Thr

Cys

605

Gly

Thr

Cys

Ala

430

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

510

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

590

Thr

Ala

Cys

Thr

415

Ala

Cys

Ala

Ala

Cys

495

Ala

Cys

Cys

Ala

Ala

575

Thr

Ala

Cys

Thr

Ala
655

Ala

Cys

Cys

Gly

480

Gly

Cys

Cys

Gly

Cys

560

Gly

Gly

Cys

Thr

Gly

640

Thr



Cys

Ala

Gly

Cys

705

Ala

Cys

Thr

Ala

Cys

785

Cys

Ala

Thr

Cys

Ala

865

Thr

Gly

Ala

Cys

Cys

690

Ala

Cys

Ala

Ala

Cys

770

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

850

Cys

Gly

Ala

Thr

Cys

675

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

755

Thr

Gly

Cys

Cys

Ala

835

Cys

Cys

Thr

Cys

Thr

660

Thr

Cys

Gly

Thr

Cys

740

Gly

Thr

Cys

Cys

Ala

820

Cys

Thr

Ala

Cys

Cys
900

Thr

Cys

Thr

Thr

Cys

725

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

805

Cys

Cys

Thr

Gly

Thr

885

Cys
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Cys

Thr

Ala

Cys

710

Cys

Ala

Gly

Thr

Ala

790

Gly

Thr

Ala

Cys

Cys

870

Gly

Ala

Cys

Ala

Cys

695

Cys

Ala

Cys

Cys

Ala

775

Cys

Cys

Cys

Cys

Thr

855

Ala

Thr

Cys

Gly

Cys

680

Cys

Gly

Cys

Thr

Ala

760

Ala

Cys

Ala

Cys

Cys

840

Gly

Cys

Thr

Thr

Cys

665

Cys

Ala

Cys

Thr

Thr

745

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

825

Ala

Thr

Cys

Thr

Cys
905

100

Cys

Ala

Cys

Gly

Ala

730

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

810

Ala

Cys

Gly

Thr

Cys

890

Cys

Cys

Cys

Cys

Ala

715

Cys

Cys

Cys

Cys

Thr

795

Thr

Gly

Thr

Thr

Cys

875

Thr

Cys

Cys

Thr

Thr

700

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

780

Thr

Cys

Cys

Ala

Cys

860

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

685

Cys

Cys

Thr

Cys

Gly

765

Thr

Cys

Thr

Cys

Gly

845

Cys

Cys

Ala

Gly

Ala

670

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

750

Cys

Cys

Thr

Gly

Cys

830

Cys

Ala

Ala

Ala

Cys
910

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

735

Ala

Ala

Thr

Ala

Gly

815

Gly

Ala

Ala

Cys

Ala

895

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

720

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

800

Cys

Gly

Cys

Gly

Gly

880

Cys

Gly
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Gly Thr Thr Ala Cys Cys Cys Gly Cys
915

<210> 38
<211> 306
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

920

<223> Fragmento del extremo terminal N de MUC5AC (largo)

<400> 38

Thr

Trp

Gly

Cys

His

65

Arg

Lys

Lys

Ser

Ser

145

Thr

Thr

Thr

Thr

Asp

Arg

50

Pro

Glu

Met

Gly

Gly

130

Arg

Ser

Ser

His

Lys

Lys

35

Arg

Glu

Glu

Cys

Cys

115

Arg

Thr

Thr

Thr

Ser

Trp

20

Glu

Pro

Val

Gly

Leu

100

Pro

Ala

Thr

Thr

Thr
180

Gln

Phe

Thr

Glu

Ser

Leu

85

Asn

val

Thr

Thr

Ser

165

Ser

Pro

Asp

Tyr

Glu

Ile

70

Val

Tyr

Thr

Ser

Leu

150

Ala

Ala

Val

Val

Asn

Ile

55

Glu

Cys

Glu

Ser

Pro

135

Val

Pro

Pro

Thr

Asp

Asn

40

Thr

His

Arg

Val

Thr

120

Thr

Thr

Thr

Thr

Arg

Phe

25

Ile

Arg

Leu

Asn

Arg

105

Pro

Gln

Thr

Thr

Thr
185

101

Asp

10

Pro

Ile

Leu

Gly

Gln

90

Val

Val

Ser

Ser

Ser

170

Ser

Cys

Ser

Arg

Gln

Gln

75

Asp

Leu

Thr

Thr

Thr

155

Thr

Thr

His

Pro

Ser

Cys

60

Val

Gln

Cys

Ala

Ser

140

Thr

Thr

Thr

Leu

Gly

Gly

45

Arg

Val

Gln

Cys

Pro

125

Ser

Ser

Ser

Ser

Arg

Pro

30

Glu

Ala

Gln

Gly

Glu

110

Ser

Trp

Thr

Ala

Thr
190

Cys

15

His

Lys

Glu

Cys

Pro

95

Thr

Thr

Gln

Pro

Pro

175

Pro

Thr

Gly

Ile

Ser

Ser

80

Phe

Pro

Pro

Lys

Gln

160

Thr

Gln



10

Thr

Ser

Thr

225

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr
305

<210> 39
<211> 384
<212> ADN

Ser

Ser

210

Ser

Ser

Ser

Thr

Thr

290

Arg

Ile

195

Thr

Thr

Thr

Lys

Pro

275

Ser

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Ile

Thr

Thr

Thr

260

Ser

His

ES 2719624 T3

Ser Ala

Ala

Ser

Ser
230

Ser

Ser Ala

245

Ser Ala

Val

Pro

Val Ser

Pro

Arg

215

Pro

Pro

Ala

Thr

Val
295

Thr

200

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

280

Ser

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser

265

Thr

Lys

<223> Fragmento del extremo terminal N de MUC5AC (largo)

<400> 39

Ser

Ser

Ser

Ser

250

Ser

Ser

Thr

Thr

Ile

Thr

235

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Ile

220

Thr

Thr

Thr

Ala

His
300

Ser Ala

205

Ser Ala

Ala

Ser

Ser Thr

Ser
270

Ser

Ser Val

285

Ser Gln

Pro

Pro

Thr

Pro

255

Ser

Ser

Pro

<210>
<211>
<212>

actactcatt
tttgacgtgg
atcattcgcet
cgtgccgaat
cgtgaggaag
aactacgaag

cctgtcaccg
40

128

PRT

ctcaacctgt
acttcccegte
ctggtgagaa
cccacccgga
gtctggtatg
ttegtgttet

caccgagcac

aactcgtgat
ccctggeececg
aatctgccegt
ggtgagcatc
ccgtaaccaa
gtgttgcgag

gccg

tgtcatctge
cacggtggtg
cgtccggaag
gaacacctgg
gatcagcaag

actccgaaag

102

gctgtacttg
ataaagaaac
aaatcactcg
gtcaggttgt
gcccattcaa

gttgceceggt

gactaaatgg
ctacaataac
tctgcaatgt
tcagtgttct
aatgtgcctg

tacgagcacg

Thr

Thr

Thr
240

Gln

Gly

Lys

Val

60
120
180
240
300
360

384



ES 2719624 T3

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fragmento del extremo terminal N de MUC5AC (corto)
<400> 40

Thr Thr His Ser Gln Pro Val Thr Arg Asp His Leu Thr

10

Cys Arg Cys

15

Thr Phe Val Phe

25

Pro His

30

Trp Lys Trp Pro Ser Pro

20

Asp Asp Gly Gly

Gly Glu Thr Asn Ile Ile Ser Glu Ile

40

Asp Lys Asn

35

Tyr Arg Gly

45

Lys

Glu Glu Ile Thr

55

Cys Arg Pro Leu Gln Ala Glu Ser

50

Arg Arg Cys

60

Arg

Glu Vval Ile

70

Glu Gln

75

Val Val Gln Ser

80

His Pro Ser His Leu

65

Gly Cys

Glu Glu Val Gln

90

Gln Gln Pro Phe

95

Leu Asn

85

Arg Gly Cys Arg Asp Gly

Met Glu Vval Val Glu Thr

110

Leu Asn Leu Pro

100

Lys Cys Tyr Arg

105

Cys Cys

Thr Thr

120

val Val Thr Ala Pro Ser Thr Pro

125

Lys Gly Cys Pro Ser Pro

115
<210> 41
<211> 384
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Fragmento del extremo terminal N de MUC5AC (corto)
<400> 41

<210>

actactcatt
tttgacgtgg
atcattcgcet
cgtgccgaat
cgtgaggaag
aactacgaag

cctgtcacecg

42

ctcaacctgt
acttccegte
ctggtgagaa
cccacccgga
gtctggtatg
ttegtgttet

caccgagcac

aactcgtgat
ccectggececg
aatctgcegt
ggtgagcatc
ccgtaaccaa
gtgttgcgag

gccg

tgtcatctge
cacggtggtg
cgtccggaag
gaacacctgg
gatcagcaag

actccgaaag

103

gctgtacttg
ataaagaaac
aaatcactcg
gtcaggttgt
gcccattcaa

gttgceceggt

gactaaatgg
ctacaataac
tctgcaatgt
tcagtgttct
aatgtgcctg

tacgagcacg

60

120

180

240

300

360

384



10

15

20

25

30

ES 2719624 T3

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Repeticion en tandem de MUC5AC

<400> 42
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ala Pro
1 5

<210>43

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Repeticion en tandem de MUC5AC

<400> 43
Gly Ser Thr Pro Ser Pro Val Pro
1 5

<210> 44

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Repeticion en tandem de MUC5AC

<400> 44
Thr Ala Ser Thr Thr Ser Gly Pro
1 5

<210>45

<211> 85

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Constructo de truncamiento de MUC5AC (85)
<400> 45

104



ES 2719624 T3

Ala Thr Met Ser Val Gly
1 5

Ala Leu Ala Leu Ala Cys
20

Asp Cys His Leu Arg Cys
35

Pro Ser Pro Gly Pro His
50

Ile Arg Ser Gly Glu Lys
65 70

Leu Gln Cys Arg Ala
85

<210> 46

<211> 136

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Arg

Thr

Thr

Gly
55

Ile

Arg Lys

Thr Thr
25

Trp Thr
40

Gly Asp

Cys Arg

<223> Constructo de truncamiento de MUC5AC (136)

<400> 46

105

Leu
10

His

Lys

Lys

Arg

Ala

Ser

Trp

Glu

Pro
75

Leu

Gln

Phe

Thr
60

Glu

Leu Trp

Pro Val
30

Asp Val
45

Tyr Asn

Glu Ile

Ala Leu
15

Thr Arg

Asp Phe

Asn Ile

Thr Arg
80



Ala

Ala

Asp

Pro

Ile

65

Leu

Gly

Gln

Val

<210> 47
<211> 151
<212> PRT

Thr

Leu

Cys

Ser

50

Arg

Gln

Gln

Asp

Leu
130

Met

Ala

His

35

Pro

Ser

Cys

Val

Gln

115

Cys

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Leu

20

Leu

Gly

Gly

Arg

vVal

100

Gln

Cys

Val

Ala

Arg

Pro

Glu

Ala

85

Gln

Gly

Glu

ES 2719624 T3

Gly

Cys

Cys

His

Lys

70

Glu

Cys

Pro

Thr

Arg

Thr

Thr

Gly

55

Ile

Ser

Ser

Phe

Pro
135

Arg

Thr

Trp

40

Gly

Cys

His

Arg

Lys

120

Lys

<223> Constructo de truncamiento de MUC5AC (151)

<400> 47

Lys

Thr

25

Thr

Asp

Arg

Pro

Glu

105

Met

106

Leu

10

His

Lys

Lys

Arg

Glu

90

Glu

Cys

Ala

Ser

Trp

Glu

Pro

75

Val

Gly

Leu

Leu

Gln

Phe

Thr

60

Glu

Ser

Leu

Asn

Leu

Pro

Asp

45

Tyr

Glu

Ile

Val

Tyr
125

Trp

Val

30

Val

Asn

Ile

Glu

Cys

110

Glu

Ala

15

Thr

Asp

Asn

Thr

His

95

Arg

val

Leu

Arg

Phe

Ile

Arg

Leu

Asn

Arg



Ala

Ala

Asp

Pro

Ile

65

Leu

Gly

Gln

val

vVal
145

<210> 48
<211> 187
<212> PRT

Thr

Leu

Cys

Ser

50

Arg

Gln

Gln

Asp

Leu

130

Thr

Met

Ala

His

35

Pro

Ser

Cys

Val

Gln

115

Cys

Ala

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Leu

20

Leu

Gly

Gly

Arg

Val

100

Gln

Cys

Pro

Val

Ala

Arg

Pro

Glu

Ala

85

Gln

Gly

Glu

Ser

ES 2719624 T3

Gly

Cys

Cys

His

Lys

70

Glu

Cys

Pro

Thr

Thr
150

Arg

Thr

Thr

Gly

Ile

Ser

Ser

Phe

Pro

135

Pro

Arg

Thr

Trp

40

Gly

Cys

His

Arg

Lys

120

Lys

<223> Constructo de truncamiento de MUC5AC (187)

<400> 48

Lys

Thr

25

Thr

Asp

Arg

Pro

Glu

105

Met

Gly

Leu

10

His

Lys

Lys

Arg

Glu

90

Glu

Cys

Cys

Ala

Ser

Trp

Glu

Pro

75

Val

Gly

Leu

Pro

Leu

Gln

Phe

Thr

60

Glu

Ser

Leu

Asn

val
140

Leu

Pro

Asp

45

Tyr

Glu

Ile

Val

Tyr

125

Thr

Trp

Val

30

Val

Asn

Ile

Glu

Cys

110

Glu

Ser

Ala

15

Thr

Asp

Asn

Thr

His

95

Arg

Val

Thr

Leu

Arg

Phe

Ile

Arg

80

Leu

Asn

Arg

Pro

Ala Thr Met Ser Val Gly Arg Arg Lys Leu Ala Leu Leu Trp Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Ala Leu Ala Cys Thr Thr Thr His Ser Gln Pro Val Thr Arg

20

25

30

Asp Cys His Leu Arg Cys Thr Trp Thr Lys Trp Phe Asp Val Asp Phe

35

40

107

45



Pro

Ile
65

Leu

Gly

Gln

Val

Val

145

Ser

Ser

<210> 49
<211> 289
<212> PRT

Ser

50

Arg

Gln

Gln

Asp

Leu

130

Thr

Thr

Thr

Pro

Ser

Cys

Val

Gln

115

Cys

Ala

Ser

Thr

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly

Gly

Arg

Val

100

Gln

Cys

Pro

Ser

Ser
180

Pro

Glu

Ala

85

Gln

Gly

Glu

Ser

Trp

165

Thr

ES 2719624 T3

His

Lys

70

Glu

Cys

Pro

Thr

Thr

150

Gln

Pro

Gly

55

Ile

Ser

Ser

Phe

Pro

135

Pro

Lys

Gln

Gly

Cys

His

Arg

Lys

120

Lys

Ser

Ser

Thr

<223> Constructo de truncamiento de MUC5AC (289)

<400> 49

Ala

Ala

Asp

Pro

Thr

Leu

Cys

Ser
50

Met

Ala

His

35

Pro

Ser

Leu

20

Leu

Gly

Val

5

Ala

Arg

Pro

Gly

Cys

Cys

His

Arg

Thr

Thr

Gly
55

Arg

Thr

Trp

40

Gly

Asp

Arg

Pro

Glu

105

Met

Gly

Gly

Arg

Ser
185

Lys

Thr

25

Thr

Asp

108

Lys

Arg

Glu

90

Glu

Cys

Cys

Arg

Thr

170

Thr

Leu

10

His

Lys

Lys

Glu

Pro

75

Val

Gly

Leu

Pro

Ala

155

Thr

Thr

Ala

Ser

Trp

Glu

Thr

60

Glu

Ser

Leu

Asn

Val

140

Thr

Thr

Leu

Gln

Phe

Thr
60

Tyr

Glu

Ile

Val

Tyr

125

Thr

Ser

Leu

Leu

Pro

Asp

45

Tyr

Asn

Ile

Glu

Cys

110

Glu

Ser

Pro

Val

Trp

Val

30

Val

Asn

Asn

Thr

His

95

Arg

Val

Thr

Thr

Thr
175

Ala

15

Thr

Asp

Asn

Ile

Arg

Leu

Asn

Arg

Pro

Gln

160

Thr

Leu

Arg

Phe

Ile



Ile

65

Leu

Gly

Gln

Val

val

145

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

225

Ser

Ser

Ser

Ser
<210> 50
<211> 338

Arg

Gln

Gln

Asp

Leu

130

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

210

Thr

Ile

Thr

Thr

Ser

Cys

Val

Gln

115

Cys

Ala

Ser

Thr

Thr

185

Thr

Thr

Ile

Thr

Thr
275

Gly

Arg

Val

100

Gln

Cys

Pro

Ser

Ser

180

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

260

Ser

Glu

Ala

85

Gln

Gly

Glu

Ser

Trp

165

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

245

Ala

Thr

ES 2719624 T3

Lys

70

Glu

Cys

Pro

Thr

Thr

150

Gln

Pro

Pro

Pro

Pro

230

Pro

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

Phe

Pro

135

Pro

Lys

Gln

Thr

Gln

215

Thr

Thr

Thr

Gln

Cys

His

Arg

Lys

120

Lys

Ser

Ser

Thr

Thr

200

Thr

Ser

Thr

Thr

Thr
280

Arg

Pro

Glu

105

Met

Gly

Gly

Arg

Ser

185

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

265

Ser

109

Arg

Glu

90

Glu

Cys

Cys

Arg

Thr

170

Thr

Thr

Ile

Thr

Thr

250

Thr

Lys

Pro

75

Val

Gly

Leu

Pro

Ala

155

Thr

Thr

Thr

Ser

Ile

235

Thr

Thr

Thr

Glu

Ser

Leu

Asn

Val

140

Thr

Thr

Ser

Ser

Ser

220

Ser

Ser

Ser

Ser

Glu

Ile

Val

Tyr

125

Thr

Ser

Leu

Ala

Ala

205

Ala

Ala

Ser

Ala

Ala
285

Ile

Glu

Cys

110

Glu

Ser

Pro

vVal

Pro

190

Pro

Pro

Arg

Pro

Pro

270

Ala

Thr

His

95

Arg

Val

Thr

Thr

Thr

175

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

255

Thr

Thr

Arg

80

Leu

Asn

Arg

Pro

Gln

160

Thr

Thr

Thr

Ser

Thr

240

Thr

Ser

Ser



ES 2719624 T3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Constructo de truncamiento de MUC5AC (338)
<400> 50

110



Ala

Ala

Asp

Pro

Ile

65

Leu

Gly

Gln

Val

Val

145

Ser

Ser

Ser

Ser

Thr

Leu

Cys

Ser

50

Arg

Gln

Gln

Asp

Leu

130

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr
210

Met

Ala

His

35

Pro

Ser

Cys

val

Gln

115

Cys

Ala

Ser

Thr

Thr

195

Thr

Ser

Leu

20

Leu

Gly

Gly

Arg

Val

100

Gln

Cys

Pro

Ser

Ser

180

Ser

Ser

Val

Ala

Arg

Pro

Glu

Ala

85

Gln

Gly

Glu

Ser

Trp

165

Thr

Ala

Thr

ES 2719624 T3

Gly

Cys

Cys

His

Lys

70

Glu

Cys

Pro

Thr

Thr

150

Gln

Pro

Pro

Pro

Arg

Thr

Thr

Gly

55

Ile

Ser

Ser

Phe

Pro

135

Pro

Lys

Gln

Thr

Gln
215

Arg

Thr

Trp

40

Gly

Cys

His

Arg

Lys

120

Lys

Ser

Ser

Thr

Thr

200

Thr

Lys

Thr

25

Thr

Asp

Arg

Pro

Glu

105

Met

Gly

Gly

Arg

Ser

185

Ser

Ser

111

Leu

10

His

Lys

Lys

Arg

Glu

90

Glu

Cys

Cys

Arg

Thr

170

Thr

Thr

Ile

Ala

Ser

Trp

Glu

Pro

75

Val

Gly

Leu

Pro

Ala

155

Thr

Thr

Thr

Ser

Leu

Gln

Phe

Thr

60

Glu

Ser

Leu

Asn

Val

140

Thr

Thr

Ser

Ser

Ser
220

Leu

Pro

Asp

45

Tyr

Glu

Ile

Val

Tyr

125

Thr

Ser

Leu

Ala

Ala

205

Ala

Trp

Val

30

Val

Asn

Ile

Glu

Cys

110

Glu

Ser

Pro

Val

Pro

190

Pro

Pro

Ala

15

Thr

Asp

Asn

Thr

His

95

Arg

Val

Thr

Thr

Thr

175

Thr

Thr

Thr

Leu

Arg

Phe

Ile

Arg

80

Leu

Asn

Arg

Pro

Gln

160

Thr

Thr

Thr

Ser



10

15

20

Ser Thr Thr Ser
225

Ser Ile Ile Ser

Ser Thr Thr Ser
260

Ser Thr Thr Ser
275

Ser Thr Thr Ser
290

Ser Thr Ala Ser
305

Lys Thr Thr His

His His
<210> 51
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> ARNpi ID# s9074 (sentido)
<400> 51
agaugugccu caacuacgat t 21
<210> 52
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> ARNpi ID# s9074 (antisentid
<400> 52
ucguaguuga ggcacaucut g 21
<210> 53
<211> 21
<212> ADN

Ala

Ala

245

Ala

Thr

Ser

vVal

Ser
325

0)

ES 2719624 T3

Pro

230

Pro

Thr

Pro

Ser

Ser

310

Gln

Thr

Thr

Thr

Gln

Gly

295

Lys

Pro

Ser

Thr

Thr

Thr

280

Thr

Thr

Vval

Ser

Ser

Ser

265

Ser

Thr

Ser

Thr

112

Thr

Thr

250

Thr

Lys

Pro

Thr

Arg
330

Ile

235

Thr

Thr

Thr

Ser

Ser

315

Cys

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

300

His

Thr

Ala

Ser

Ala

Ala

285

Val

val

His

Arg

Pro

Pro

270

Ala

Thr

Ser

His

Thr

Thr

255

Thr

Thr

Thr

Val

His
335

Thr

240

Thr

Ser

Ser

Thr

Ser

320

His
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15

20

25

30

35

ES 2719624 T3

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ARNpi ID# s9075 (sentido)
<400> 53

gcucuggaac gugagcauat t 21
<210> 54

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ARNpi ID# s9075 (antisentido)
<400> 54

uaugcucacg uuccagagcc g 21
<210> 55

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ARNpi ID# s9076

<400> 55

gcgugcucgu cgacaacuat t 21
<210> 56

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ARNpi ID# s9076 (antisentido)
<400> 56

uaguugucga cgagcacgcg g 21
<210> 57

<211> 965

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena ligera del anticuerpo NPC-1
<400> 57

113



10

15

20

atgagaatac
cagattttca
ctcacccagt
agtgccagcet
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact

gaaatcaaac
ttaacatctg
aatgtcaagt
gatcaggaca
gagtatgaac
attgtcaaga
agctccccag
ctaccactgt

cttggetttt

cattaattag
gcttecectgcet
ctccagtaat
caagtataag
tttatgacac
ggacctctta
gccatcagceg
gggctgatge
gaggtgcctce
ggaagattga
gcaaagacag
gacataacag
gcttcaacag
ctccatccta
tgcggtgetce

atcatgctaa

ES 2719624 T3

ctagggacca
aatcagtgcc
catgtctgca
ttacatgtac
atccaaactg
ttctctcaca

ggattcttac

tgcaccaact
agtcgtgtgce
tggcagtgaa
cacctacagce
ctatacctgt
gaatgagtgt
tcttcectte
caaacctcct

tatttgcaga

gaaaa
<210> 58

<211> 235

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cadena ligera del anticuerpo NPC-1
<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (46)..(55)

<223> CDR1

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (71).(77)

<223> CDR2

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (110)..(118)

<223> CDR3

aaattcaaag
tcagtcatac
tcteccagggg
tggtaccagce
gcttetggag
atcagcaaca

ccatggacgt

gtatccatct
ttcttgaaca
cgacaaaatg
atgagcagca
gaggccactc
tagagacaaa
taaggtcttg
ccccacctcee

aaatattcaa

114

acaaaatgga
tgtccagagg
agaaggtcac
agaagccagg
tcecetgeteg
tggaggctgg

tcggtggagg

tcccaccatce
acttctaccc
gcgtcctgaa
ccctecacgtt
acaagacatc
ggtcctgaga
gaggcttcce
ttctcctect

taaagtgagt

ttttcaggtg
acaagttgtt
catgacctgce
cacctcecece
cttcagtgge
agatgctgcce
caccaacctg
cagtgagcag
caaagacatc
cagttggact
gaccaaggac
aacttcaccc
cgccaccacce
cacaagcgac
cctececttte

ctttgcactt

60

120

180

240

300

360

420
480

540

600

660

720

780

840

900

960

965



5

<400> 58

<210> 59
<211>10

Met

Val

Met

Ser

Pro

65

Ala

Ser

Asp

Arg

Gln

145

Tyr

Gln

Thr

Arg

Pro
225

Asp

Ile

Ser

Ser
50

Lys

Arg

Asn

Ser

Ala

130

Leu

Pro

Asn

Tyr

His

210

Ile

Phe

Leu

Ala

35

Ile

Arg

Phe

Met

Tyr

115

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser

195

Asn

Val

Gln

Ser

20

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

100

Pro

Ala

Ser

Asp

Val

180

Met

Ser

Lys

Val

Arg

Pro

Tyr

Ile

Gly

85

Ala

Trp

Ala

Gly

Ile

165

Leu

Ser

Tyr

Ser

ES 2719624 T3

Gln

Gly

Gly

Met

Tyr

70

Ser

Gly

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Asn

Ser

Thr

Phe
230

Ile

Gln

Glu

Tyr
55

Asp

Gly

Asp

Phe

Thr

135

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

215

Asn

Phe

Val

Lys

40

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

120

Val

Ser

Lys

Trp

Leu

200

Glu

Arg

Ser

Val

25

Val

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Ser

Val

Trp

Thr

185

Thr

Ala

Asn

115

Phe

10

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

90

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

170

Asp

Leu

Thr

Glu

Leu

Thr

Met

Gln

Leu

75

Ser

Tyr

Thr

Phe

Cys

155

Ile

Gln

Thr

His

Cys
235

Leu

Gln

Thr

Lys
60

Ala

Tyr

Tyr

Asn

Pro

140

Phe

Asp

Asp

Lys

Lys
220

Ile

Ser

Cys

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Pro

Leu

Gly

Ser

Asp

205

Thr

Ser

Pro

30

Ser

Gly

Gly

Leu

His

110

Glu

Ser

Asn

Ser

Lys

190

Glu

Ser

Ala

15

Val

Ala

Thr

Val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Asn

Glu

175

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Arg

Lys

Glu

Phe

160

Arg

Ser

Glu

Ser



10

15

20

25

ES 2719624 T3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CDR1 de cadena ligera de NPC-1

<400> 59
Ser Ala Ser Ser Ser Ile Ser Tyr Met Tyr
1 5 10
<210> 60
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de NPC-1

<400> 60
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<210> 61

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> CDR3 de cadena ligera del anticuerpo NPC-1

<400> 61
His Gln Arg Asp Ser Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 62

<211> 1520

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena pesada del anticuerpo NPC-1
<400> 62

116



10

ttttccatce
tgcctggtga
gacctggtgg
agcaaatttg
gtaatatggg
agcaaggaga
acagccacat
accgtctcect
gcccaaacta
gtgacagtga
ctgcagtctg
agcgagaccg
attgtgccca
gtcttcatct
acgtgtgttg
gatgtggagg
cgctcagteca
tgcagggtca
ggcagaccga
gataaagtca
tggcagtgga
gatggctcett
aatactttca
ctctcceccact
tctgacacct

ctgcaaaaaa

tcttctcata
cattcccaag
cgccctcecaca
gtgtaaactg
gtgacgggag
actccaagag
actactgtgt
cagccaaaac
actccatggt
cctggaactce
acctctacac
tcacctgcaa
gggattgtgg
tcceccccaaa
tggtagacat

tgcacacagce

gtgaacttcc
acagtgcage
aggctccaca
gtctgacctg
atgggcagcc
acttcgtcta
cctgetetgt
ctcctggtaa
acctccaccce

aaaaaaaaaa

ES 2719624 T3

gagcctccat
ctgtgtcetg
gagcctgtee
ggttecgeccag
cacaagttat
ccaggtttte
caaaccgggg
gacaccccca
gaccctggga
tggatccctg
tctgagcage
cgttgcceccac
ttgtaagcct
gcccaaggat
cagcaaggat

tcagacgcaa

catcatgcac
tttecectgee
ggtgtacacc
catgataaca
agcggagaac
cagcaagctce
gttacatgag
atgatcccag

ctcecetgtat

<210> 63

<211> 456

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena pesada del anticuerpo NPC-1
<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

cagaccatgg
tcccaggtge
atcacatgca
cctccaggaa
aattcaggtc
ttaaaactga
ggtgactact
tctgtctatce
tgcctggtca
tccagecggtg
tcagtgactg
ccggccagca
tgcatatgta
gtgctcacca
gatcccgagg

ccccgggagyg

caggactggce
cccatcgaga
attccacctc
gacttcttce
tacaagaaca
aatgtgcaga
ggcctgcaca
tgtccttgga

aaataaagca

117

ctgtecectgge
agctgaagga
ctgtctcagg
agggtctgga
tcatatcaag
acagtctgca
ggggtcacgg
cactggcccee
agggctattt
tgcacacctt
tcecectecag
gcaccaaggt
cagtcccaga
ttactctgac
tccagttcag

agcagttcaa

tcaatggcaa
aaaccatctc
ccaaggagca
ctgaagacat
ctcagcccecat
agagcaactg
accaccatac
gcectetggt

cccagcactg

actgctccte
gtcaggacct
attctcatta
gtggctggga
actgagcatc
agctgatgac
aacctcagtc
tggatctgct
ccctgageca
cccagctgtce
cacctggcecece
ggacaagaaa
agtatcatct
tcctaaggtce
ctggtttgta

cagcactttce

ggagttcaaa
caaaaccaaa
gatggccaag
tactgtggag
catggacaca
ggaggcagga
tgagaagagc
cctacaggac

ccttgggacce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1520



10

<222> (49)..(54)

<223> CDR1

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (69)..(84)

<223> CDR2

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (114)..(121)

<223> CDR3

<400> 63

ES 2719624 T3

Met Ala Val Leu Ala Leu Leu Leu Cys

1 5

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Lys Glu

20

25

Pro Ser Gln Ser Leu Ser Ile Thr Cys

35

40

Ser Lys Phe Gly Val Asn Trp Val Arg

50

55

118

Leu

10

Ser

Thr

Gln

Val

Gly

Val

Pro

Thr Phe

Pro Asp

Ser Gly

45

Pro Gly

Pro

Leu

Phe

Lys

Ser Cys

15

Val Ala

Ser Leu

Gly Leu



Glu

65

Gly

Val

Tyr

Thr

Pro

145

Val

Ser

Leu

Ser

Val

225

Cys

Lys

Val

Asp

Phe
305

Trp

Leu

Phe

Cys

val

130

Gly

Lys

Leu

Tyr

Glu

210

Asp

Thr

Asp

Asp

Asp

290

Asn

Leu

Ile

Leu

val

115

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

195

Thr

Lys

Val

Val

Ile

275

vVal

Ser

Gly

Ser

Lys

100

Lys

Ser

Ala

Tyr

Ser

180

Leu

vVal

Lys

Pro

Leu

260

Ser

Glu

Thr

val

Arg

85

Leu

Pro

Ala

Ala

Phe

165

Gly

Ser

Thr

Ile

Glu

245

Thr

Lys

Val

Phe

ES 2719624 T3

Ile

70

Leu

Asn

Gly

Lys

Gln

150

Pro

Val

Ser

Cys

Val

230

Val

Tle

Asp

His

Arg
310

Trp

Ser

Ser

Gly

Thr

135

Thr

Glu

His

Ser

Asn

215

Pro

Ser

Thr

Asp

Thr

295

Ser

Gly

Ile

Leu

Asp

120

Thr

Asn

Pro

Thr

Val

200

val

Arg

Ser

Leu

Pro

280

Ala

val

Asp

Ser

Gln

105

Tyr

Pro

Ser

Val

Phe

185

Thr

Ala

Asp

Val

Thr

265

Glu

Gln

Ser

119

Gly

Lys

920

Ala

Trp

Pro

Met

Thr

170

Pro

Val

His

Cys

Phe

250

Pro

val

Thr

Glu

Ser

75

Glu

Asp

Gly

Ser

Val

155

Val

Ala

Pro

Pro

Gly

235

Ile

Lys

Gln

Gln

Leu
315

Thr

Asn

Asp

His

vVal

140

Thr

Thr

Val

Ser

Ala

220

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

300

Pro

Ser

Ser

Thr

Gly

125

Tyr

Leu

Trp

Leu

Ser

205

Ser

Lys

Pro

Thr

Ser

285

Arg

Ile

Tyr

Lys

Ala

110

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

190

Thr

Ser

Pro

Pro

Cys

270

Trp

Glu

Met

Asn

Ser

95

Thr

Ser

Leu

Cys

Ser

175

Ser

Trp

Thr

Cys

Lys

255

val

Phe

Glu

His

Ser

80

Gln

Tyr

Val

Ala

Leu

160

Gly

Asp

Pro

Lys

Ile

240

Pro

Val

Val

Gln

Gln
320



10

15

<210> 64
<211>6
<212> PRT

Asp

Phe

Lys

Lys

Asp

385

Lys

Ser

Thr

Ser

Trp

Pro

Ala

Asp

370

Ile

Asn

Lys

Cys

Leu
450

Leu

Ala

Pro

355

Lys

Thr

Thr

Leu

Ser

435

Ser

<213> Secuencia Artificial

<220>

Asn

Pro

340

Gln

Val

Val

Gln

Asn

420

vVal

His

Gly

325

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

405

val

Leu

Ser

ES 2719624 T3

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

390

Ile

Gln

His

Pro

Glu

Lys

Thr

Thr

375

Gln

Met

Lys

Glu

Gly
455

Phe

Thr

Ile

360

Cys

Trp

Asp

Ser

Gly

440

Lys

<223> CDR1 de cadena pesada del anticuerpo NPC-1

<400> 64

<210> 65
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser Lys Phe Gly Val Asn

1

<223> CDR2 de cadena pesada de NPC-1

<400> 65

Lys

Ile

345

Pro

Met

Asn

Thr

Asn

425

Leu

120

Cys

330

Ser

Pro

Ile

Gly

Asp

410

Trp

His

5

Arg

Lys

Pro

Thr

Gln

395

Gly

Glu

Asn

Val

Thr

Lys

Asp

380

Pro

Ser

Ala

His

Asn

Lys

Glu

365

Phe

Ala

Tyr

Gly

His
445

Ser

Gly

350

Gln

Phe

Glu

Phe

Asn

430

Thr

Ala

335

Arg

Met

Pro

Asn

Val

415

Thr

Glu

Ala

Pro

Ala

Glu

Tyr

400

Tyr

Phe

Lys



10

15

20

Val Ile Trp Gly Asp Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Ser Gly Leu Ile Ser
10

1

<210> 66

<211>8

<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2719624 T3

<223> CDR3 de cadena pesada del anticuerpo NPC-1

<400> 66

<210> 67

<211> 737

<212> ADN

Cys Val Lys Pro Gly Gly Asp Tyr

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

5

<223> Cadena ligera del anticuerpo quimérico NPC-1

<400> 67

gcatagatct
ctctgtcatt
ctcaccagga
ctggtaccag
ggcaagtggg
catttcaaat
cccgtggace
cgtgttcatc
tctgctgaac
gcagtcaggce
tctctettet
cgaggtgact

ttgatgaaga

<210> 68

<211> 235

<212> PRT

gccaccatgg
ctgagtaggg
gaaaaagtga
cagaagccag
gtacccgcac
atggaagctg
ttecggaggeg
tttcecececett
aacttctacc
aactctcaag
acacttacac
catcagggtc

tcttacg

<213> Secuencia Artificial

<220>

actttcaggt
ggcaggtggt
ctatgacctg
gcacctecgee
gcttcagtgg
gggacgcagce
gtactaattt
ccgacgaaca
cccgggaggce
agagcgtcac
ttagcaaggce

tttecttetee

ccagatattt
gctcacccag
ctcagcatce
caagcgttgg
aagtggctce
tacatattat
agagatcaag
actgaaaagce
taaagttcag
ggagcaagat
cgattatgag

tgtcactaaa

121

agctttctat
tctccagtga
tccagcatca
atctacgata
ggaacctegt
tgccaccaga
aggaccgtag
ggtacagcecct
tggaaggttg
agcaaagatt
aagcacaagg

agcttcaacc

15

tgattagcgce
tcatgtcagce
gttacatgta
cttccaaget
acagtttgac
gagactccta
ccgetectte
ccgtggtttg
acaatgctct
ctacatattc
tgtatgcctg

gaggcgaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

737



10

15

ES 2719624 T3

<223> Cadena ligera del anticuerpo quimérico NPC-1 con péptido sefial
<220>

<221> SENAL

<222> (1)..(22)

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (46)..(55)

<223> CDR1

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (71).(77)

<223> CDR2

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (110)..(118)

<223> CDR3

<400> 68

122



5

Met

Val

Met

Ser

Pro

65

Ala

Ser

Asp

Arg

Gln

145

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
225

<210> 69
<211>10
<212> PRT

Asp

Ile

Ser

Ser

50

Lys

Arg

Asn

Ser

Thr

130

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

210

Val

Phe

Leu

Ala

35

Ile

Arg

Phe

Met

Tyr

115

val

Lys

Arg

Asn

Ser

195

Lys

Thr

Gln

Ser

20

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

100

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

180

Leu

Val

Lys

Val

Arg

Pro

Tyr

Ile

Gly

Ala

Trp

Ala

Gly

Ala
165

Gln

Ser

Tyr

Ser

ES 2719624 T3

Gln

Gly

Gly

Met

Tyr

70

Ser

Gly

Thr

Pro

Thr

150

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
230

Ile

Gln

Glu

Tyr

55

Asp

Gly

Asp

Phe

Ser

135

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

215

Asn

Phe

Val

Lys

40

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

120

Val

Ser

Gln

Val

Leu

200

Glu

Arg

Ser

Val

25

val

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Phe

vVal

Trp

Thr

185

Thr

Val

Gly

123

Phe

10

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

90

Thr

Gly

Ile

Val

Lys
170

Glu

Leu

Thr

Glu

Leu

Thr

Met

Gln

Leu

75

Ser

Tyr

Thr

Phe

Cys

155

Val

Gln

Ser

His

Cys
235

Leu

Gln

Thr

Lys

60

Ala

Tyr

Tyr

Asn

Pro

140

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
220

Ile

Ser

Cys

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala
205

Gly

Ser

Pro

30

Ser

Gly

Gly

Leu

His

110

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys
190

Asp

Leu

Ala

15

Val

Ala

Thr

Val

Thr

95

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu
175

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Arg

Lys

Glu

Phe

160

Gln

Ser

Glu

Ser
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15

20

25

ES 2719624 T3

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> CDR1 de cadena ligera del anticuerpo quimérico NPC-1

<400> 69
Ser Ala Ser Ser Ser Ile Ser Tyr Met Tyr
1 5 10
<210>70
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> CDR2 de cadena ligera del anticuerpo quimérico NPC-1

<400> 70
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<210> 71

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> CDR3 de cadena ligera del anticuerpo quimérico NPC-1

<400> 71
His Gln Arg Asp Ser Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210>72

<211> 1418

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Cadena pesada del anticuerpo quimérico NPC-1

<400> 72

124



10

gagcggtacc
ctgegtectg
atcactctce
ggtgcgacag
aaccagctac
tcaggtgtte
caaacctggce
aaagggtccc
cgcacttggg
tggcgetett
ctcecctcetece
caatgtgaac
cgacaagaca
tttcttgtte
atgtgtagta
cggtgtggag
tagggtggtg
gtgtaaggtg
aggacagccc
aaaccaggtg
atgggagtcce
tgatggtagt
taatgttttt

cctgagectg

gccaccatgg
agccaggtac
attacgtgca
ccccecggga
aactcaggac
cttaagctca
ggggactact
agtgtttttce
tgecttggtta
accagcggag
tctgtcgtga
cataaaccta
cacacctgcece
cctccgaaac
gttgatgtct
gtccacaacg
agcgtcectta
tctaacaagg
agggaacctc
tcectgactt
aacggacagc
ttttttetgt
agttgtagcg

agccceggta

ES 2719624 T3

cagtgctggce
aactgaagga
ctgtcteecgg
aggggcttga
taatctcacg
actcgcectgea
ggggccatgg
ctttggegece
aagactactt
ttcatacctt
cagtcccaag
gcaacacgaa
cteccttgtece
caaaggacac
cccacgagga
ccaaaacaaa
ccgtectgea
ctctgecetge
aggtgtatac
gtctggtgaa
cagaaaacaa
acagtaagct
ttatgcacga

agtgatgagg

ccttecttceta
gtcgggecca
cttectcetttg
gtggttagga
cttgtcaatt
agccgacgat
cacctcegte
ctctagcaaa
cccecgaacceg
ccetgeegta
ctcttctetg
agtggacaaa
tgctccagag
cttgatgatt
ccctgaggte
accacgggag
tcaggattgg
tccecatcgaa
tcttccacce
gggattttac
ttataaaact
gactgttgat
agctctgcac

taccgagce

<210> 73

<211> 462

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena pesada del anticuerpo quimérico NPC-1
<220>

<221> SENAL

<222> (1)..(19)

<400> 73

125

tgtctggtga
gacctagtgg
tctaaattceg
gttatctggg
tcaaaggaga
accgcaacct
acagtgagtt
tcgacatctg
gtgacagtat
ttacagtcta
ggaactcaaa
aaggtcgaac
cteccteggeg
tctecggaccce
aagtttaatt
gaacagtaca
ttaaatggta
aaaactataa
agtagagatg
ccatccgata
atgccaccag
aagagtagat

aatcactata

cctteccate
ctcegtcecaca
gcgtgaattg
gtgacggctc
attcaaagtc
attactgegt
ccgcatcecac
gcggcacagc
cttggaactc
gcgggceccta
cctacatctg
ccaagagttg
gacctagegt
ccgaggtgac
ggtatgtgga
attccacata
aggagtataa
gtaaggccaa
agctgactaa
tcgeegtgga
tgctggatag
ggcagcaggg

ctcagaagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1418



Met

Val

Pro

Ser

Glu

65

Gly

Val

Tyr

Thr

Pro

145

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

Ala

Leu

Ser

Lys

50

Trp

Leu

Phe

Cys

Val

130

Ser

Lys

Leu

Pro

Thr

210

Val

Val

Ser

Gln

35

Phe

Leu

Ile

Leu

val

115

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Leu

Gln

20

Ser

Gly

Gly

Ser

Lys

100

Lys

Ser

Lys

Tyr

Ser

180

Ser

Thr

Lys

Ala

Val

Leu

Val

val

Arg

85

Leu

Pro

Ala

Ser

Phe

165

Gly

Leu

Tyr

Lys

ES 2719624 T3

Leu

Gln

Ser

Asn

Ile

70

Leu

Asn

Gly

Ser

Thr

150

Pro

Val

Ser

Ile

val

Leu

Leu

Ile

Trp

55

Trp

Ser

Ser

Gly

Thr

135

Ser

Glu

His

Ser

Cys

215

Glu

Leu

Lys

Thr

40

Vval

Gly

Ile

Leu

Asp

120

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

200

Asn

Pro

Cys

Glu

25

Cys

Arg

Asp

Ser

Gln

105

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

185

Val

Val

Lys

126

Leu

10

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

90

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

170

Pro

Thr

Asn

Ser

Val

Gly

Val

Pro

Ser

75

Glu

Asp

Gly

Ser

Ala

155

Val

Ala

Val

His

Cys

Thr

Pro

Ser

Pro

60

Thr

Asn

Asp

His

Val

140

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

220

Asp

Phe

Asp

Gly

45

Gly

Ser

Ser

Thr

Gly

125

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

205

Pro

Lys

Pro

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

190

Ser

Ser

Thr

Ser

15

Val

Ser

Gly

Asn

Ser

95

Thr

Ser

Leu

Cys

Ser

175

Ser

Ser

Asn

His

Cys

Ala

Leu

Leu

Ser

80

Gln

Tyr

Val

Ala

Leu

160

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr



<210>74
<211>10

225

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

305

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

385

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

290

Pro

Thr

Vval

Ala

Arg

370

Gly

Pro

Ser

Gln

His
450

Pro

Pro

Thr

275

Asn

Arg

val

Ser

Lys

355

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

435

Tyr

Cys

Pro

260

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

340

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

420

Asn

Thr

Pro

245

Lys

Val

Tyr

Glu

His

325

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

405

Leu

Val

Gln

ES 2719624 T3

230

Ala

Pro

Val

Val

Gln

310

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

330

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

295

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

375

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
455

Glu

Asp

Asp

280

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

360

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

440

Leu

Leu

Thr

265

val

Val

Ser

Leu

Ala

345

Pro

Gln

Ala

Met

Leu

425

Ser

Ser

127

Leu

250

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

330

Pro

Gln

Val

Val

Pro

410

Thr

Val

Leu

235

Gly

Met

His

Val

Tyr

315

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

395

Pro

val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

300

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

380

Trp

Val

Asp

His

Pro
460

Pro

Ser

Asp

285

Asn

val

Glu

Lys

Thr

365

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

445

Gly

Ser

Arg

270

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

350

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

430

Ala

Lys

Val

255

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

335

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

415

Arg

Leu

240

Phe

Pro

Val

Thr

Val

320

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

400

Asp

Trp

His



10

15

20

25

ES 2719624 T3

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> CDR1 de cadena del anticuerpo quimérico NPC-1

<400> 74
Gly Phe Ser Leu Ser Lys Phe Gly Val Asn
1 5 10
<210> 75
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> CDR2 de cadena pesada del anticuerpo quimérico NPC-1

<400> 75
Val Ile Trp Gly Asp Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Ser Gly Leu Ile Ser
1 5 10 15
<210> 76
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> CDR3 de cadena pesada del anticuerpo quimérico NPC-1

<400> 76
Pro Gly Gly Asp Tyr
1 5
<210> 77
<211> 735
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena ligera de NEO 103 humanizado
<400> 77

128



ES 2719624 T3

aagcttgcca ccatgaagta cctgetgece accgetgetg ctggettget getgetggea 60
gctcagcectg ccatggccga gatcgtgetg acccagtcte ctggcaccct gtctctgage 120
cctggcgaga gagctaccct gtcecctgectce gectcectcecca gcatctecta catgtactgg 180
tatcagcaga agcccggcca ggcccctegg ctgctgatct acgatacctce caagetggec 240
tccggcatce ccgacagatt ctccggectct ggectctggca ccgacttcac cctgaccatce 300
tceceggetgg aacccgagga cttegecgtg tactactgee accageggga ctectacccee 360
tggacctttg gccagggcac caagctggaa atcaagcgga ccgtggccge tccctcegtg 420
ttcatcttce cacctteccga cgagcagetg aagtccggca ccgettetgt cgtgtgectg 480
ctgaacaact tctacccceg cgaggccaag gtgcagtgga aggtggacaa cgccctgceag 540
tcecggcaact cccaggaatc cgtgaccgag caggactcca aggacagcac ctactccctg 600
tcctectacee tgaccetgte caaggccgac tacgagaagce acaaggtgta cgectgegaa 660
gtgacccacec agggcctgtce tagecccegtg accaagtett tcaaccgggg cgagtgetga 720
tgaggatcct gatga 735

<210>78

<211> 239

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena ligera de NEO 103 humanizado
<400> 78

129



5

Lys

Leu

Ser

Cys

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

145

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
225

<210>79
<211> 1437
<212> ADN

Leu

Leu

Pro

Ser

50

Gly

Gly

Leu

His

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

Ala

Leu

Gly

35

Ala

Gln

Ile

Thr

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Ser

Thr

Ala

20

Thr

Ser

Ala

Pro

Ile

100

Arg

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Glu

Ser

Met

Ala

Leu

Ser

Pro

Asp

85

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr
165

Ser

Thr

Lys

Pro

ES 2719624 T3

Lys

Gln

Ser

Ser

Arg

70

Arg

Arg

Ser

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

His

Val
230

Tyr

Pro

Leu

Ile

55

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

Leu

Ala

Ser

40

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

200

Val

Lys

Leu

Met

25

Pro

Tyr

Ile

Gly

Pro

105

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

Tyr

Ser

130

Pro

10

Ala

Gly

Met

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
170

Glu

Ser

Ala

Phe

Thr

Glu

Glu

Tyr

Asp

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

val

Ser

Thr

Cys

Asn
235

Ala

Ile

Arg

Trp

60

Thr

Ser

Phe

Gly

vVal

140

Ser

Gln

val

Leu

Glu

220

Arg

Ala

val

Ala

45

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

125

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

205

Val

Gly

Ala

Leu

30

Thr

Gln

Lys

Thr

Val

110

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

190

Leu

Thr

Glu

Gly

15

Thr

Leu

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Phe

Cys

vVal
175

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Gln

Ser

Lys

Ala

80

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys

Gln



10

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2719624 T3

<223> Cadena pesada de NEO 103 humanizado

<400> 79

aagcttgcca
ctggtggccg
ctggtgcagce
aagttcggeg
atctggggcg
cgggacacct
gccecgtgtact
gtgtccteeg
acctctggtg
acagtgtcct
cagtccagceg
acccagacct
gtggaaccca
ctgggcggac
cggacccccg
ttcaattggt
cagtacaact
aacggcaaag
accatcagca
cgggaagaga
tccgatateg
cccectgtge
tceceggtgge

cactacaccc

<210> 80

<211> 473

<212> PRT

ccatggacct
ctcccagatg
cttccagatce
tgaactgggt
acggctccac
ccaagaacca
actgtgctag
cttccaccaa
gaactgccge
ggaactctgg
gcctgtacte
acatctgcaa
agtcctgega
cttcegtgtt
aagtgacctg
acgtggacgg
ccacctaccg
agtacaagtg
aggctaaggg
tgaccaagaa
ccgtggaatg
tggactccga
agcagggcaa

agaagtccct

<213> Secuencia Artificial

<220>

gctgtgcaag
ggtgctgtcet
cctgtetetg
gcgacagcect
ctcctacaac
gctgttectg
acctggcgge
gggcccectet
tctgggectge
cgctetgace
cctgtectee
cgtgaaccac
caagacccac
cctgttecce
cgtggtggtg
cgtggaagtg
ggtggtgtcc
caaggtgtcc

ccagccccge
tcaggtgtcce
ggagtccaac
cggctcattc

cgtgttctcecce

gtcecctgage

<223> Cadena pesada de NEO 103 humanizado

<400> 80

aacatgaagc
caggtgcagce
acctgctcect
cctggcaagg
tceggectga
aagatggact
gactactggg
gtgtttecte
ctcgtgaagg
tceggegtge
gtcgtgaccg
aagccctcca
acctgtccce
ccaaagccca
gatgtgtecce
cacaacgcca
gtgctgaccg
aacaaggccc
gagccccagg
ctgacctgte
ggccageccg
ttcctgtaca
tgctcegtga

cccggcaagt

131

acctgtggtt
tggtggaatc
ccagecggett
gcctggaatg
tctccagagt
ccctgaccege
gccagggcac
tggccccecte
actacttccce
acacctttce
tgccttecag
ataccaaggt
cttgtecetge
aggacaccct
acgaggaccc
agaccaagcc
tgctgcatca

tgcectgeccee

tgtacacact
tcgtgaaagg
agaacaacta
gcaagctgac
tgcacgaggc

gatgatgagg

ctttctgetg
tggccctgge
cagcctgtcee
ggtgggagtg
gaccatctce
cgaggacacc
aacagtgacc
cagcaagtcc
cgagcccegtg
agctgtgctg
ctctectggge
ggacaagaag
ccctgaactg
gatgatctcc
tgaagtgaag
tagagaggaa
ggactggctg

catcgaaaag

gcctcecatcee
cttctaccce
caagaccacc
agtggacaag
cctgcacaac

atcctga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1437



Lys

Phe

Gln

Ser

Asn

65

Ile

Val

Asp

Gly

Ser
145

Leu

Phe

Leu

Leu

50

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

130

Thr

Ala

Leu

vVal

35

Thr

val

Gly

Ile

Leu

115

Asp

Lys

Thr

Leu

20

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

100

Thr

Tyr

Gly

Met

Leu

Ser

Ser

Gln

Gly

Arg

Ala

Trp

Pro

ES 2719624 T3

Asp

Val

Gly

Ser

Pro

70

Ser

Asp

Glu

Gly

Ser
150

Leu

Ala

Pro

Ser

55

Pro

Thr

Thr

Asp

Gln

135

Val

Leu

Ala

Gly

40

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

120

Gly

Phe

Cys

Pro

25

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

105

Ala

Thr

Pro

132

Lys

10

Arg

vVal

Ser

Gly

Asn

90

Asn

vVal

Thr

Leu

Asn

Trp

Gln

Leu

Leu

75

Ser

Gln

Tyr

VvVal

Ala
155

Met

Val

Pro

Ser

60

Glu

Gly

Leu

Tyr

Thr

140

Pro

Lys

Leu

Ser

45

Lys

Trp

Leu

Phe

Cys

125

Val

Ser

His

Ser

30

Arg

Phe

Vval

Ile

Leu

110

Ala

Ser

Ser

Leu

15

Gln

Ser

Gly

Gly

Ser

95

Lys

Arg

Ser

Lys

Trp

Val

Leu

Val

Val

80

Arg

Met

Pro

Ala

Ser
160



Thr

Pro

Val

Ser

Ile

225

Val

Ala

Pro

Val

val

305

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

385

Ser

Ser

Glu

His

Ser

210

Cys

Glu

Pro

Lys

val

290

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

370

Lys

Asp

Gly

Pro

Thr

195

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

275

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

355

Glu

Asn

Ile

Gly

Val

180

Phe

Val

Val

Lys

Leu

260

Thr

Val

Val

Ser

Leu

340

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

165

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

245

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

325

Asn

Pro

Gln

val

val
405

ES 2719624 T3

Ala

Val

Ala

Val

His

230

Cys

Gly

Met

His

Val

310

Tyr

Gly

Tle

Val

Ser

390

Glu

Ala

Ser

Val

Pro

215

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

295

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

375

Leu

Trp

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

280

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

360

Thr

Thr

Glu

Gly

Asn

185

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

265

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

345

Thr

Leu

Cys

Ser

133

Cys

170

Ser

Ser

Ser

Asn

His

250

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

330

Lys

Tle

Pro

Leu

Asn
410

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

235

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

315

Val

Cys

Ser

Pro

Val

395

Gly

Val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

300

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

380

Lys

Gln

Lys

Leu

Leu

205

Thr

Val

Pro

Phe

Val

285

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

365

Arg

Gly

Pro

Asp

Thr

190

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

270

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

350

Lys

Glu

Phe

Glu

Tyr

175

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

255

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

335

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
415

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

240

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

320

His

Lys

Gln

Met

Pro

400

Asn



10

15

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser
450

Lys Ser
465

<210> 81
<211> 554
<212> ADN

<400> 81

aacctgtggg
aaaggtcact
ctacttggcet
atccactagg
cactctcacc
ttataatctc
ccaactgtat
gtgtgecttct
agtgaacgac

tacagcatga

<210> 82
<211> 184
<212> PRT

<222> (30)..(41)

ES 2719624 T3

Thr Thr Pro Pro Val

420

Lys Leu Thr Val Asp

435

Cys Ser Val Met His

455

Leu Ser Leu Ser Pro

<213> Secuencia Artificial

gacattgtga
ttgaactgca
tggtaccagce
gaatctgggg
atcaacagtg
ttcacgttcg
ccatcttcce
tgaacaactt
aaaatggcgt

gcag

<213> Secuencia Artificial

470

<223> cadena ligera del anticuerpo 4B6

tgtcacagtc
aatccagtca
aaaaaccagg
tcecctgatceg
tgcaggctga
gctcggggac
accatccagt
ctaccccaaa

cctgaacagt

<223> cadena ligera del anticuerpo 4B6

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> CDR1 de cadena ligera del anticuerpo 4B6

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

425

430

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

440

Glu Ala Leu His Asn His

Gly Lys

tccatcctcece
gagtctgcecte
gcagtctcct
cttcacagge
agacctggca
aaagtmgaag
gagcagttaa
gacaccaatg

tggactgatce

134

460

ctggctgtgt
aacagtagaa
aaattactga
agtggatctg
gtttattact
taaaacgggce
catctggagg
tcaagtggaa

aggacagcaa

445

cagcaggaga
cccgaaagaa
tctactgggce
ggacagattt
gcaagcaatc
tgatgctgceca
tgcctcagte
gattgatggc

agacagcacc

Tyr Thr Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

554



ES 2719624 T3

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (59)..(61)

<223> CDR2 de cadena ligera del anticuerpo 4B6
<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (98)..(105)

<223> CDR3 de cadena ligera del anticuerpo 4B6
<400> 82

135



Thr

Ser

Leu

Pro

Ser

65

Thr

Cys

Glu

Ser

Asn
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<210> 84

<211>8

<212> PRT

<220>

<400> 84

<210> 85

<211> 351

<212> ADN

<220>

<400> 85

tgaggtgcag
gtcttgtaag
gactggacag
caatgagagg
catggaactc

taattattac

<210> 86

<211> 111

<212> PRT

<220>

<220>

<222> (26)..(33)

<223> CDR1

<220>

<222> (51)..(58)
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Gln Ser Leu Leu Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr

1

<213> Secuencia Artificial

5

<223> CDR3 de cadena ligera de 4B6

10

Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Phe Thr

1

<213> Secuencia Artificial

<223> cadena pesada de 4B6

ctggaggagt
gcttctggcet
ggccttgagt
ttcaaggaca
agcagcctga

gacgtctact

<213> Secuencia Artificial

ctggagctga
actccttcac
ggattggaga
aggccacact
catctgagga

ttgactactg

<223> cadena pesada del anticuerpo 4B6

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

5

actggcgagg
tgactattat
aatttatcct
gactgcagac
ctcggcagtce

gggccaaggyg
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caagagggga
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<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<222> (97)..(109)
<223> CDR3
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<223> CDR2 de cadena pesada de 4B6
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<400> 88
Ile Tyr Pro Leu Gly Gly Thr Ser
1 5

<210> 89

<211>13

<212>PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CDR3 de cadena pesada de 4B6
<400> 89

Ala Arg Gly Asp Asn Tyr Tyr Asp Val Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10
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Reivindicaciones
1. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos SLPDDWFRYINY (SEQ ID NO: 5).

2. Una proteina de fusion que comprende el polipéptido de la reivindicacién 1, en la que dicha proteina de fusion
comprende opcionalmente una etiqueta detectable unida a la misma directa o indirectamente en forma covalente o no
covalente en la que la etiqueta detectable se selecciona opcionalmente del grupo que consiste en la etiqueta poliHis,
la etiqueta FLAG, MBP, proteina GST y GFP.

3. Un conjugado que comprende el polipéptido de la reivindicacion 1, directa o indirectamente conjugado con un agente
citotdxico, un agente terapéutico, etiqueta, carbohidrato, vehiculo, inmunoglobulina o fragmento de inmunoglobulina,
0 un agente inmunomodulador en el que

(i) dicho carbohidrato es opcionalmente manosa, fucosa, glucosa, GIcNA o maltosa.

(i) dicho vehiculo es hemocianina de lapa californiana (KLH), toxoide de difteria, toxoide de cdlera, ovoalbumina,
albumina de suero bovino (BSA), exoproteina A de Pseudomonas o proteinas de membrana externa microbiana
(OMPS),

(iii) dicha etiqueta opcionalmente es una etiqueta quimioluminiscente, etiqueta paramagnética, tal como aluminio,
manganeso, platino, oxigeno, lantano, lutecio, escandio, itrio, o galio, agente de contraste de MRI, etiqueta
fluorescente, etiqueta bioluminiscente o etiqueta radiactiva; o

(iv) el agente citotdxico es opcionalmente una fraccion que inhibe la sintesis de ADN, ARN o proteinas, un radionuclido
0 una proteina de inhibicién ribosomal, 212Bi, 131l, 188Re, 90Y, vindesina, metotrexato, adriamicina, cisplatino,
proteina antiviral hierba carmesi, exotoxina A de Pseudomonas, ricina, toxina de difteria, cadena A de ricina o enzima
fosfolipasa citotoxica.

4. Una composicion que comprende el polipéptido de la reivindicacion 1, la proteina de fusién de la reivindicacion 2, o
el conjugado de la reivindicacidon 3, y opcionalmente que comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, un vehiculo diagnésticamente aceptable, adyuvante o excipiente.

5. Un kit de diagnostico que comprende el polipéptido de la reivindicacion 1, la proteina de fusion de la reivindicacion
2, o el conjugado de la reivindicacion 3, en el que el polipéptido esta opcionalmente directa o indirectamente unido a
un soporte de fase solida o membrana celular y en el que dicho soporte de fase solida es opcionalmente una perla,
placa, matriz, polimero, tubo de ensayo, lamina, placa de cultivo o tira de prueba o un arreglo.

6. Un polinucledtido aislado que codifica el polipéptido de la reivindicacion 1 o la proteina de fusion de la reivindicacion
2 en el que dicho polinucleétido esta opcionalmente contenido en un vector de expresion, una célula huésped aislada
que comprende dicho vector de expresion, un animal transgénico no humano que comprende dicha célula huésped, o
preferiblemente una composicién que comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

7. El polipéptido aislado de la reivindicacion 1, la proteina de fusién de la reivindicacion 2, o el conjugado de la
reivindicacion 3, para uso en un método para tratar cancer, en el que dicho cancer se selecciona opcionalmente del
grupo que consiste en cancer de pulmén, mama, ovario, estbmago, pancreas, Utero, esofagico, colorrectal y de higado,
en el que dicho método opcionalmente ralentiza el crecimiento del tumor, promueve la regresién del tumor, activa la
inmunidad especifica del tumor y/o inhibe la metastasis y en el que dicho polipéptido, proteina de fusién o conjugado
es opcionalmente administrado en combinacién con otro anticuerpo, una linfoquina o un factor de crecimiento
hematopoyeético.

8. Un método para producir anticuerpos que comprende:

(a) inmunizar un ratén con un polipéptido de la reivindicaciones 1, una proteina de fusion de la reivindicacion 2, o un
conjugado de la reivindicacion 3

(b) remover dicho bazo de ratén y preparar una suspension de células individuales,
(c) fusionar una célula de bazo con una célula de mieloma,

(d) cultivar células después de la fusion en medio de seleccion de hibridoma,

(e) cultivar los hibridomas resultantes,

(f) seleccionar la produccion del anticuerpo especifico, y

(g9) seleccionar hibridomas que producen el anticuerpo deseado.
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Volumen del Tumor (mm3)

Volumen del Tumor (mm3)

Volumen del Tumor (mm=2)

ES 2719624 T3

500

400

300

100

{=*= Solucidn salina

=
{*— NEO-1U1 {200 ugj

1gG humana (200 g)

-

0
116

1000

H.ﬁ 13 16 20 23 27 30
Dias después de la inyeccion del tumor AsPC-1

700

tf

—6—Sclucion salina ‘
-D- lgG humana (200 pg) ‘-E

. a-NEQ-101 (200 pg)

18 22 25 29 32 36 39
Dias después de la inyeccion del tumor

i1

=0 Soelucion saling T
-0 IgG humana (200 pg) :
- -NEC-101 (200 pg)

et ™ |
—

143

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5



|
I
|
oNe
o u

-C10

Na\Ji\Jwl\)l\wawNwmmwwwwﬁsux@%p»@mwuwwwwh&h

I
I

I
oo NN R Nslio IelIeliglle]
~1 Gy W N YN WO

1
I
I

1
!
|

!
|
i

|
@]
l_l
N

-Cl1
-Cl2
-C1l1

1
QO
ol Gy

|
i

-C10

I
I

|
QOO0 O O
iy iellecilonl (62 UeTEN]

E—‘I——‘i—‘!—-’i——‘l——-‘i—-‘l—*l—’i—-‘l——‘i—-‘k—*l—'I——‘I—‘l—‘l—‘l—‘l—'i—‘l—*HHl—‘E—’l—J}-—Jl—-‘l—‘l—‘l—‘H

-C1l1

I
@]
—t

l
I

rbnhsh»b;byb»hrbnhshnﬁh)b»byb»blbwblboblbpbh&;brbpb;bnh»—bhh:h»hnhlb

|
@
W

-C12

ES 2719624 T3

——-FPEDYFRYTNQK----—-——=———————~
~—-FPEDYFRYTNQK==mm==mm——mmmm—
——=FPEDYFRYTNQK—————————————————
———FPEDYFRYTNQK—————————————————
~—~FPEDYFRYTNQK—~===—=———————————
———FPEDYFRYTNQK== === e
———-FPEDYFRYTNQK-—————-———————————
———FPEDYFRYTNQK-————————————————
——~FPEDYFRYTNQK————————— -
——SLPDDHFRY INY ————— = — e o e e
—— SLPDDWEFRYINY—————— e
——SLPDDWFRYINY—-———————————
——SLPDDWFRYINY-———————————————
~ e SLPDDWFRYINY——————————————————
——SLPDDWFRYINY————— e e e e
—— SFPVNCCRYKK P ——m et

(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NO: 5)
(SEQ ID NO: 5)
(SEQ ID NO: 5)
(SEQ ID NO: 5)
(SEQ ID NO: 5)
(SEQ ID NO: 5)
(SEQID NO: 6,7)

———FLEVYIRKVIRRVEVQRNEFDRCLAESHTR (SEQID NO:3)

AETVESCLAKSHTENSFTNV-=-—————-————
AETVESCLAKSHTENS————————————————
WHTLP-~~EKSLDEN-————=m=mm=—=m———
WHTLP-~-EKSLDEN-=—==———————————~
WHTLP-—~EKSLDEN———=————————— ==~
WHTLP---ESGEVTS-——-—-——————————-
WHTLP---ESGEVTS————————————————~
WHTLP~=-ESGEVTS= ===
WHTLP---ESGEVTS——————————===—=u—
WHTLP---ESGEVTS————————=—=—=—==—
~=——EYGLOQGTPNSK=mmm == —mm e e e e
~——FPAIMSRTPAAT—————————————————
——~VHAIEDNWSPRG-——————————————um
~——-FEASKSSHTLWTD-—-——=——————-———~
~—SQKPTHIQKALS———————=——————————
~——FNDGGALSSLRR-—————————=——————

FIGURA 6

144

(SEQ ID NO: 9)
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Valores de OD a 450 nm
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] RECUBIERTO CON NEO-101 BLOQUEADO CON BSA
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% de Inhibicion

Valores de OD a 450 nm
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NEQ-101-biotina(500 ngfml) + 4-1-3C9

B NEO-104-biotina(500 ng/ml) + 4-1-4C12
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Valores de OD a 450 nm

2.00
1.60
1.20
0.80

0.40
0.00

2.00
1.60
1.20
0.80

0.40
0.00

ES 2719624 T3

Suero antes de inmunidad B Suero después de inmunidad

1000 10000
Factor de Dilucién del Suero

B FIGURA 16A

Suero antes de inmunidad & Suero después de inmunidad

100000

1000 10000
Factor de Dilucion del Suero

FIGURA 16B

153

100000



Valores de OD a 450 nm

4.00
3.00
2.00

1.00
0.00

Valores de OD a 450 nm

ES 2719624 T3

~4-Sob de CFPAC1 1:10 =i~ BSM (250ng/ml) —&—4-1-4C12 (20 pg/ml)

. AN

AN S

3.50
3.00

2.50
2.00
1.50
1.00

0.50
0.00

1000 0.064

Concentracion de pAb anti-4-1-4C12 de conejo (ug/mL)

FIGURA 17

h'_‘.‘ \\'7 .
| T T 1 = T 1 1 -
200 40 8 1.6 0.32

0

—4-NEO-101-biotina (ng/ml) —m- pAb anti-4-1-4C12 (ug/ml)

™~

N

N

~

l\

o~

1000 500 250 125 62,5 31.25 15625

Concentracion de Ab
BSM (250 ng/mL) + Ab + Estrep-HRP o IgG-HRP anti-conejo

FIGURA 18

154

0



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

