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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-TK1 monoclonales
CAMPO TECNICO

Las presentes realizaciones se refieren en general a anticuerpos anti-TK1 monoclonales, a un kit y a procedimientos
que implican el uso de dichos anticuerpos anti-TK1 monoclonales.

ANTECEDENTES

La timidina quinasa 1, TK1, (ATP: timidina 5'-fosfotransferasa, EC 2.7.1.21) es una enzima involucrada en la sintesis
de precursores de ADN. Una forma de TK1 esta presente en niveles altos también en sueros de humanos y animales
con tumores malignos. Por lo tanto, las mediciones de la actividad de TK1 en suero se han utilizado para el monitoreo
y para fines de prondstico en varias enfermedades malignas diferentes, pero principalmente en casos de leucemia y
linfoma.

Ademas, TK1 es el unico marcador de proliferacion que se puede determinar en la sangre y es probable que
proporcione un gran beneficio clinico si esta disponible como prueba de laboratorio de rutina [1-8].

La actividad sérica de TK1 se ha medido utilizando un sustrato radioactivo '?5I-dUrd (el PROLIFIGEN® TK-REA,
DiaSorin Inc.) durante varias décadas, pero este ensayo radioenzimatico ha tenido un uso limitado y solo en caso de
neoplasias hematoldgicas malignas [1, 2, 6]. En los ultimos afios ha estado disponible un ensayo de actividad TK1 no
radiométrico (ensayo TK LIAISON®, DiaSorin Inc.). Este es un ensayo sensible y robusto y ha proporcionado
informacién clinicamente valiosa en humanos y perros con neoplasias hematolégicas, en particular para monitorear la
terapia y predecir la recaida [8, 9].

Durante los ultimos 15 afios, los anticuerpos contra TK1 humanos han estado disponibles y han permitido la
determinacion de los niveles de proteina TK1, en contraste con la actividad de TK1, en diferentes tumores
hematoldgicos y sélidos, como los carcinomas de mama [5, 10, 11] y varias otras formas de tumores solidos y
hematoldgicos [11, 12].

Las determinaciones de la proteina TK1 se basan principalmente en un procedimiento dot blot a base de anticuerpos
anti-TK1 producidos contra la parte C-terminal de TK1 [3, 5, 10-13]. La razén principal de elegir esta estrategia para
la produccidn de anticuerpos es que la region C-terminal esta involucrada en la regulacion del ciclo celular de TK1 [14-
16]. Contiene una secuencia de reconocimiento para iniciar la degradacion de TK1 durante la mitosis y se ha asumido
que se trata de una region expuesta en la que podria ser posible generar anticuerpos [3, 8, 13, 20, 23-25]. Aunque el
ensayo dot blot se ha utilizado con éxito en varios estudios [5, 10-13], la principal limitacién es que no es un
procedimiento de rutina en la practica de laboratorio clinico. Ahora hay mas de seis preparaciones diferentes de
anticuerpos anti-TK1 disponibles comercialmente y se ha demostrado que varias reaccionan con TK1 recombinante y
celular (www.acris-antibodies.com). Sin embargo, en la actualidad no existe un ensayo basado en anticuerpos para la
TK1 sérica en la practica clinica de rutina.

La razén principal de la dificultad para establecer un ensayo sensible y robusto para la TK1 sérica esta probablemente
relacionada con las formas complejas y variables de la TK1 presente en la sangre. Recientemente, se han realizado
varios estudios, tanto con enzimas TK1 humanas como con perros, que caracterizan las formas recombinantes,
celulares y séricas de la TK1 [17]. Se descubrié que la TK1 esta presente en multiples complejos oligoméricos y, lo
gue es mas importante, solo una subfraccion de estos complejos era enzimaticamente activa. Este es particularmente
el caso de la TK1 sérica en pacientes con enfermedades de tumores sdlidos. La oligomerizacion parece estar
relacionada con la formacién de enlaces reticulares de disulfuro que se producen en la sangre, pero lo méas probable
es que también cuando las células tumorales se desintegran y la TK1 se transporta al torrente sanguineo. El
tratamiento con agentes reductores lleva a una reorganizacion de los complejos séricos de TK1 [2, 17], pero hasta
ahora no se han abordado las consecuencias de estos hechos para el disefio de ensayos inmunes. El hecho de que
una parte importante de la proteina TK1 en la sangre sea enzimaticamente inactiva puede explicar que las mediciones
de la actividad de la enzima TK1 no son muy efectivas en el caso de enfermedades de tumores solidos [18]. Por lo
tanto, hay una gran necesidad de establecer procedimientos de diagndéstico in vitro de rutina que pueden medir la TK1
sérica con suficiente sensibilidad para su uso clinico.

RESUMEN
Es un objetivo proporcionar un anticuerpo monoclonal o fragmento capaz de unirse a una forma sérica de TK1 humana.
Este y otros objetivos se cumplen mediante realizaciones como se describe en el presente documento.

Un aspecto de las realizaciones se refiere a un anticuerpo monoclonal o un fragmento de un anticuerpo monoclonal
capaz de unirse a una forma sérica de la timidina quinasa humana 1 (TK1). El anticuerpo o fragmento monoclonal
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tiene especificidad para un epitopo seleccionado de un grupo que consiste en:
GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) de TK1 humana;

al menos uno o NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4), PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAV (SEQ ID NO:
3) de TK1 humana; y

un epitopo dependiente de la conformacién de TK1 humana.

Otro aspecto de las realizaciones se refiere a un procedimiento para determinar un nivel de material de TK1 celular
y/o sérica en una muestra corporal. El procedimiento comprende poner en contacto la muestra corporal con un
anticuerpo monoclonal o fragmento segun lo anterior. El procedimiento también comprende detectar una cantidad de
anticuerpo o fragmento monoclonal unido.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un kit para determinar un nivel de material de TK1 celular y/o
sérica en una muestra corporal. El kit comprende un primer anticuerpo monoclonal segun lo anterior inmovilizado en
un soporte sélido o destinado a inmovilizarse en el soporte soélido. El kit también comprende un segundo anticuerpo
monoclonal segun lo anterior. En este aspecto, el primer anticuerpo monoclonal tiene especificidad para un primer
epitopo seleccionado de un grupo que consiste en:

GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) de TK1 humana,

al menos uno de NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4), PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAYV (SEQ ID NO:
3) de TK1 humana, y

un epitopo dependiente de la conformacion de TK1 humana. El segundo anticuerpo monoclonal tiene especificidad
para un segundo epitopo diferente seleccionado de este grupo.

Otro aspecto mas de las realizaciones se refiere a un procedimiento para estimar la probabilidad de recurrencia de un
tumor en un sujeto. El procedimiento comprende determinar un nivel de material de TK1 sérica en una muestra corporal
del sujeto utilizando un procedimiento o un kit segun lo anterior. El procedimiento también comprende comparar el
nivel de material de TK1 sérica en la muestra corporal con un nivel de material TK1 sérico representativo de una
poblacién de sujetos sanos o con un nivel de material TK1 sérico previamente determinado en el sujeto.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un procedimiento para determinar la proliferacion celular en un
sujeto. El procedimiento comprende determinar un nivel de material de TK1 sérica en una muestra corporal del sujeto
utilizando un procedimiento o un kit segun lo anterior. El procedimiento también comprende determinar la proliferacion
celular basada en el nivel de material de TK1 sérica en la muestra corporal.

Otro aspecto mas de las realizaciones se refiere a un procedimiento para determinar una respuesta del proceso de
proliferaciéon en un sujeto que padece una enfermedad maligna. El procedimiento comprende determinar un nivel de
material de TK1 sérica en una muestra corporal del sujeto utilizando un procedimiento o un kit segun lo anterior. El
procedimiento también comprende determinar la respuesta del proceso de proliferacion basada en el nivel de material
de TK1 sérica en la muestra corporal.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un procedimiento para determinar un nivel de infeccién o la
proliferacién celular tumoral en un sujeto. El procedimiento comprende determinar un nivel de material de TK1 sérica
en una muestra corporal del sujeto utilizando un procedimiento o un kit segun lo anterior. El procedimiento también
comprende determinar el nivel de inflamacién, infeccion o proliferacion celular tumoral basado en el nivel de material
de TK1 sérica en la muestra corporal.

Otro aspecto mas de las realizaciones se refiere a un péptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos
GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2), NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4), PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5 0 NCPVPGKPGEAV
(SEQ ID NO: 3).

Otro aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un procedimiento para producir un anticuerpo monoclonal
capaz de unirse a una forma sérica de la TK1 humana. El procedimiento comprende la inmunizacién de un animal no
humano con un primer conjugado peptidico que comprende un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1) acoplado a una primera proteina portadora o un
segundo conjugado peptidico que comprende el péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1) acoplado a una segunda proteina portadora que es
diferente de la primera proteina portadora. El procedimiento también comprende aislar esplenocitos del animal no
humano con titulos en sangre para el primer conjugado peptidico o el segundo conjugado peptidico. El procedimiento
comprende ademas la formacién de hibridomas mediante la fusion de los esplenocitos con mielomas. El procedimiento
comprende adicionalmente el sobrenadante de seleccion de hidridomas, que resulta de la inmunizacion con el primer
conjugado peptidico, para titulos para el segundo conjugado peptidico y el sobrenadante de seleccién de hidridomas,
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resultante de la inmunizacién con el segundo conjugado peptidico, para titulos para el primer conjugado peptidico. El
procedimiento comprende ademas seleccionar un hibridoma que produzca un anticuerpo monoclonal capaz de unirse
al primer conjugado peptidico, al segundo conjugado peptidico y a la rTK1 humana. El procedimiento comprende
adicionalmente aislar el anticuerpo monoclonal del sobrenadante del hibridoma seleccionado.

Los anticuerpos y fragmentos monoclonales de las realizaciones tienen excelentes propiedades en términos de poder
unirse a la forma sérica de la TK1 humana y, por lo tanto, pueden usarse en diversos kits y procedimientos que implican
determinar el nivel de la forma sérica de la TK1 humana en una muestra.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las realizaciones, junto con otros objetivos y ventajas de las mismas, pueden comprenderse de la mejor manera al
referirse a la siguiente descripcion, tomandola junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La fig. 1 ilustra los resultados de los ensayos dot blot con sobrenadantes a partir de hibridomas peptidicos anti-XPA
210 y preparaciones de TK1 recombinante y sueros de pacientes sanos y con cancer. El sindrome mielodisplasico
(MDS, por sus siglas en inglés) es una coleccién diversa de afecciones médicas hematoldgicas que involucran la
produccion ineficaz de la clase mieloide de las células sanguineas y también se conoce como preleucemia. CA-125
indica en este caso a pacientes sospechosos de padecer cancer de ovario.

La fig. 2 ilustra un modelo estructural para la regién C-terminal de la TK1 en un complejo tetramérico basado en
similitudes de secuencia y la estructura 3D de U. ureolyticum/pavreum (nomenclatura actual) y la TK1 humana [19,
20]. La regién etiquetada A representa el aminoacido 195-207. La regién etiquetada B representa los aminoacidos
208-216, que probablemente incluyen regiones de doblez. La regién etiquetada C, es decir, los aminoacidos 215-222,
contiene una hélice alfa C-terminal predicha cerca del final de la proteina. Las regiones A, B y C probablemente estén
expuestas hacia la superficie del complejo enzimatico y, por lo tanto, podrian ser sitios antigénicos adecuados para la
produccioén de anticuerpos.

La fig. 3 es una ilustracion esquematica de una realizacion de disefio de un ensayo ELISA tipo sandwich.

La fig. 4 ilustra los valores de actividad de TK para sueros de 10 donantes de sangre sanos y 28 pacientes con cancer
de préstata diagnosticado determinados con el ensayo TK LIAISON® (DiaSorin Inc.).

La fig. 5 ilustra los valores de absorbancia para los sueros de 10 donantes de sangre sanos y 28 pacientes con cancer
de prostata diagnosticado determinado con un ensayo ELISA tipo sandwich basado en los anticuerpos XPA 210-Ar1
y XPA 210-Ar2.

Las figs. 6A-6D ilustran la electroforesis en gel de agarosa del ARN total de XPA 210-Ar1 (Fig. 6B), XPA 210-Ar2 (Fig.
6C) y XPA 210-Ar3 (Fig. 6D) que producen células de hibridoma. La fig. 6A ilustra el marcador de ADN Marker lll, que
también esta presente en el carril M de las figs. 6B-6D, donde el carril R indica el ARN total de las células de hibridoma
respectivas.

Las figs. 7A-7C ilustran la electroforesis en gel de agarosa de productos PCR de XPA 210-Ar1 (Fig. 7A), XPA 210-Ar2
(Fig. 7B) y XPA 210-Ar3 (Fig. 7C) que producen células de hibridoma. Carril M, marcador de ADN Marker Ill, Carril 1,
VHy Carril 2, VL.

Las figs. 8A y 8B ilustran los resultados de las mediciones de Attana 2000 de la interaccion entre TK1 humana
recombinante y XPA 210-Ar1 (Fig. 8A) y XPA 210-Ar2 (Fig. 8B). El ajuste de la curva se realiz6 utilizando un modelo
de union 1:1 y las constantes calculadas son la tasa de asociacion (Ka), la tasa de disociacion (Ka), la afinidad (KD),
la tasa de difusion de masa (ki) y la sefial maxima (Bméax).

DESCRIPCION DETALLADA

Las presentes realizaciones se refieren generalmente a anticuerpos o fragmentos de anticuerpo anti-timidina quinasa
1 (anti-TK1) y a procedimientos y kits que implican el uso de dichos anticuerpos anti-TK1 monoclonales o fragmentos
de anticuerpo. La presente invencidon esta dirigida a un anticuerpo monoclonal o fragmento de un anticuerpo
monoclonal capaz de unirse a una forma sérica de una timidina quinasa humana como se define en las
reivindicaciones.

Los anticuerpos monoclonales anti-TK1 y los fragmentos de las realizaciones son muy utiles como herramientas de
diagnostico y clinicas ya que estos anticuerpos y fragmentos monoclonales anti-TK1 son capaces de unirse a una
forma sérica de TK1 humana.

Hay anticuerpos anti-TK1 monoclonales conocidos en la técnica. Aunque estos anticuerpos son capaces de unirse a
la TK1 recombinante humana (rTK1) y, en grados variables, a una forma celular de la TK1 humana, a veces
denominada TK1 citosdlica, no son eficientes en términos de poder unirse a la forma sérica de la TK1 humana en
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muestras corporales, tal como en muestras de suero o sangre.

La TK1 en seres humanos esta presente en varias formas dependiendo de la presencia de ciertas moléculas, por
ejemplo, presencia o ausencia de trifosfato de adenosina (ATP); dependiendo de la concentracion de la proteina, es
decir, concentracion alta o baja; dependiendo del tipo de proteina, es decir, TK1 nativa o recombinante; y dependiendo
del sitio de la proteina, es decir, en suero o citoplasma.

En general, la TK1 humana citosdlica y recombinante se presenta como tetrdmeros en presencia de ATP o en
concentraciones altas, y como dimeros en ausencia de ATP o en concentraciones bajas. La forma tetramérica de la
TK1 citosdlica y humana recombinante tiene una alta actividad de TK1, mientras que la forma dimérica tiene una
menor actividad de TK1 [26].

La TK1 sérica humana, en claro contraste, puede estar en forma de complejos de alto peso molecular, tales como
oligébmeros o comprendiendo dichos oligébmeros, que tienen actividad de TK1 sérica y formas de dimero y tetramero
que tienen una actividad muy baja o incluso ninguna de TK1 sérica.

Los anticuerpos anti-TK1 disponibles comercialmente (3B3.E11 de Abcam; M02, clon F12 de Abnova; EPR3194 y
EPR3193, anticuerpos monoclonales de conejo de Abnova) no reaccionan suficientemente bien con la TK1 sérica.
Estos anticuerpos anti-TK1 se generan en base a TK1 recombinante humana. Esto indica, junto con los resultados
experimentales que se presentan en el presente documento, que la generacion de anticuerpos monoclonales anti-TK1
basados en TK1 recombinante humana es generalmente ineficiente y, por lo general, no producira anticuerpos anti-
TK1 capaces de unirse a la forma sérica de la TK1 con una fuerza de union suficiente.

Ademas, los anticuerpos monoclonales anti-TK1 producidos contra la misma porcién de la proteina TK1 tendran una
especificidad y propiedades de uniéon muy diferentes con respecto a la forma sérica de la TK1 como se muestra en el
presente documento. Esto significa que un anticuerpo monoclonal anti-TK1 que reconoce un primer epitopo en una
porcion de la proteina TK1 puede unirse a la forma sérica de la TK1 humana, mientras que otro anticuerpo monoclonal
anti-TK1 que reconoce un segundo epitopo diferente en la misma porcion de la proteina TK1 no se unira bien a la
forma sérica de la TK1, incluso si ambos anticuerpos monoclonales anti-TK1 se han generado contra la misma porcion
general de la proteina TK1.

Un intento de explicacién de esta variacion en las propiedades de uniéon de diferentes anticuerpos anti-TK1
monoclonales radica probablemente en el hecho de que solo los anticuerpos anti-TK1 monoclonales tengan
especificidad por epitopos especiales en TK1 humana que sean eficientes en su capacidad de unirse a la forma sérica
de la TK1 humana. Las presentes realizaciones han identificado dichos epitopos especiales que permiten la formacion
de anticuerpos monoclonales anti-TK1 y fragmentos de anticuerpos con la propiedad deseada de poder unirse a la
forma sérica de la TK1 humana.

La naturaleza unica de los anticuerpos monoclonales anti-TK1 descritos en el presente documento es, por lo tanto,
muy probablemente, al menos en parte, debido a sus propiedades de unién al epitopo.

Por consiguiente, un aspecto de las realizaciones se refiere a un anticuerpo monoclonal o a un fragmento de un
anticuerpo monoclonal capaz de unirse a una forma sérica de la TK1 humana. El anticuerpo o fragmento monoclonal
tiene especificidad para un epitopo seleccionado de un grupo que consiste en:

e GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) de TK1 humana;

e al menos uno de NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4), PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAYV (SEQ
ID NO: 3) de TK1 humana; y

e un epitopo dependiente de la conformacién de TK1 humana.

Los datos experimentales tal como se presentan en el presente documento indican que los epitopos del grupo
presentado anteriormente son epitopos clave en la TK1 humana con respecto a la produccién de un anticuerpo o
fragmento monoclonal anti-TK1 capaz de unirse a la forma sérica de la TK1 humana.

El epitopo GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) corresponde a los aminoacidos numero 213 a 222 en TK1 humana. Este
epitopo se indica generalmente como 10-mer o péptido 10-mer en el presente documento.

El segundo epitopo del grupo presentado anteriormente a su vez comprende tres secuencias relacionadas presentes
en la porcién de TK1 humana que se extiende desde el aminoacido numero 205 hasta el 216. Estas secuencias
relacionadas son NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4) generalmente indicado como péptido 7 en el presente documento,
PVPGKPGEAY (SEQ ID NO: 5) generalmente indicado como péptido 8 en el presente documento, NCPVPGKPGEAV
(SEQ ID NO: 3) generalmente indicado como 12-mer o péptido 12-mer en el presente documento.
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Estos epitopos (SEQ ID NO: 2-5) estan presentes en la region C-terminal de la TK1 humana. Esta region C-terminal
de TK1 esta involucrada en la regulacién del ciclo celular de TK1 y contiene una secuencia de reconocimiento para
iniciar la degradacion de la TK1 durante la mitosis.

Estos epitopos también forman parte de una secuencia mas larga GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ
(SEQ ID NO: 1) en la parte C-terminal de la TK1 humana. Esta secuencia mas larga se indica generalmente como
XPA 210, 31-mer o péptido 31-mer en el presente documento.

El tercer epitopo del grupo presentado anteriormente es un epitopo dependiente de la conformaciéon de TK1 humana.
Esto significa que un anticuerpo monoclonal anti-TK1 o fragmento que tiene especificidad por el epitopo dependiente
de la conformacion no muestra una unién distinta a ninguna porcion peptidica corta, es decir, de 10 a 12 aminoacidos
de longitud, de la TK1 humana. En claro contraste, la union del anticuerpo o fragmento anti-TK1 monoclonal sera en
este caso dependiente de la conformaciéon con un epitopo o dominio antigénico que consiste en multiples regiones,
es decir, al menos dos, que no son adyacentes entre si en la secuencia primaria de la TK1 humana pero estan
formadas por una cierta conformacion tridimensional (3D) de un dominio antigénico. Por lo tanto, en la estructura 3D
de la TK1 humana, estas multiples regiones estaran presentes adyacentes o cercanas entre si para constituir juntas
o formar el epitopo dependiente de la conformacion.

En una realizacion preferida, el epitopo dependiente de la conformacion es un epitopo dependiente de la conformacion
presente en la parte C-terminal de la TK1 humana. En una realizacion preferida adicional, el epitopo dependiente de
la conformacion es un epitopo dependiente de la conformacion presente en la parte C-terminal de la TK1 humana que
se extiende desde el aminoacido nimero 195 hasta el aminoacido niumero 225, es decir, la parte de la TK1 humana
correspondiente a XPA 210.

Por lo tanto, el plegamiento de la secuencia de aminoacidos primaria de TK1 humana para formar una estructura de
proteina 3D trae multiples regiones al C-terminal y preferentemente en la parte del C-terminal correspondiente a XPA
210 muy juntas para permitir la formacion del epitopo dependiente de la conformacion incluso si estas regiones no
son adyacentes entre si en la secuencia primaria de TK1 humana.

En una realizacion preferida, el anticuerpo monoclonal o fragmento de las realizaciones es capaz de unirse no solo a
la forma sérica de la TK1 humana sino también a la TK1 recombinante humana (rTK1)

En una realizacion preferida, el anticuerpo monoclonal o fragmento de las realizaciones es capaz de unirse no solo a
la forma sérica de la TK1 humana sino también a una forma celular de la TK1 humana, es decir la TK1 citosdlica.

En una realizacién preferida, el anticuerpo monoclonal o fragmento de las realizaciones es capaz de unirse no solo a
la forma sérica de la TK1 humana sino también a la rTK1 humana y a la forma celular de la TK1 humana.

Por lo tanto, los anticuerpos monoclonales y los fragmentos de las realizaciones tienen un uso muy versatil ya que
son capaces de unirse a diferentes formas de TK1, es decir, preferentemente formas séricas y celulares de TK1
humana y rTK1 humana. Se cree que estas propiedades de unién de los anticuerpos y fragmentos monoclonales se
deben a la identificacion de los epitopos seleccionados, con los que los anticuerpos y fragmentos monoclonales tienen
especificidad. Otros anticuerpos monoclonales anti-TK1 que se unen a la parte C-terminal de la TK1 humana pueden
ser capaces de unirse a la rTK1 humana y/o a las formas celulares de la TK1 humana, pero no se unen bien a las
formas séricas de la TK1 humana. Esta es una propiedad unica de los presentes anticuerpos y fragmentos
monoclonales.

El anticuerpo o fragmento monoclonal también es preferentemente capaz de unirse a un péptido que tiene la secuencia
de aminoacidos GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1), es decir, XPA 210.

El anticuerpo monoclonal o fragmento de las realizaciones se puede obtener preferentemente mediante un proceso,
tal como se obtiene mediante el proceso, que implica las siguientes etapas.

Inmunizar un animal no humano con un primer conjugado peptidico que comprende un péptido que tiene la secuencia
de aminoacidos GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1) acoplado a una primera proteina
portadora, preferentemente albdmina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) o un segundo conjugado peptidico
que comprende el péptido que tiene la secuencia de aminoacidos GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ
(SEQ ID NO: 1) acoplado a una segunda proteina portadora que es diferente de la primera proteina portadora,
preferentemente cianina de lapa con ojo de cerradura (KLH).

El animal no humano puede seleccionarse de varios animales utilizados tradicionalmente para la produccion de
anticuerpos, incluidos, pero no limitados a, ratones, ratas, gallinas, cabras, ovejas, cobayas, hamsters, conejos y
caballos. En una realizacion particular, el animal no humano es un mamifero no humano.

Los esplenocitos se aislan del animal no humano con titulos de sangre (titulo de anticuerpos) para el primer conjugado
peptidico o el segundo conjugado peptidico.
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En general, se inmunizan multiples animales no humanos con el primer conjugado peptidico o el segundo conjugado.
En tal caso, se identifican aquellos animales no humanos que muestran altos titulos en sangre para el primer
conjugado peptidico o el segundo conjugado peptidico. Luego se aislan esplenocitos de estos animales no humanos
identificados.

Un animal no humano que muestra el titulo de sangre implica que la sangre o el suero del animal no humano
comprende anticuerpos que se unen al primer conjugado peptidico o al segundo conjugado peptidico y, mas
preferentemente, se unen al péptido GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1) del primer y
segundo conjugado peptidico.

Los hibridomas se forman luego fusionando los espenocitos aislados con mielomas segun técnicas bien conocidas en
la técnica.

El sobrenadante de los hidridomas, que resulta de la inmunizacién con el primer conjugado peptidico, se analiza en
busca de titulos para el segundo conjugado peptidico (titulo de anticuerpos). En consecuencia, el sobrenadante de
los hidridomas, que resulta de la inmunizacién con el segundo conjugado peptidico, se analiza en busca de titulos
para el primer conjugado peptidico (titulo de anticuerpos).

Este examen se realiza para evitar los anticuerpos producidos contra las proteinas portadoras, como BSA o KLH,
utilizadas en las respectivas inmunizaciones.

A continuacion, se seleccionan uno o mas hibridomas que producen anticuerpos monoclonales capaces de unirse al
primer conjugado peptidico y al segundo conjugado peptidico. En una realizacién particular, se selecciona al menos
un hibridoma que produce anticuerpos monoclonales capaces de unirse al primer conjugado peptidico, al segundo
conjugado peptidico y a la rTK1 humana.

A continuacién, se aisla un anticuerpo monoclonal de las realizaciones del sobrenadante del hibridoma seleccionado.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene regiones determinantes de complementariedad (CDR,
por sus siglas en inglés) que tienen secuencias de aminoacidos de un grupo que consiste en:

e DYEMH (SEQ ID NO: 6) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al
menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6;

¢ AIHPGYGGTAYNQKFKG (SEQ ID NO: 7) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7;

e FITKFDY (SEQ ID NO: 8) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al
menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 8;

e KSSQSLLDSDGKTFLN (SEQ ID NO: 9) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 9;

e LVSKLDS (SEQ ID NO: 10) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al
menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10; y

e WQGTHFPWT (SEQ ID NO: 11) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente
al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11.

En una realizacion particular de la invencion, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene CDR que tienen secuencias
de aminoacidos seleccionadas de un grupo que consiste en la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11.

En una realizacion particular, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene una CDR1 pesada variable (VH) que tiene
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % vy
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6; una VH CDR2 que tiene la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 7 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos
95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7; y una VH CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 8 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 8. El anticuerpo o fragmento monoclonal tiene, por lo tanto, preferentemente o
alternativamente una CDR1 de luz variable (VL) que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 9 o una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 9; una VL CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10; y una VL
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CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 11 o una secuencia de aminogcidos que tiene al menos 90
% y preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11.

En una realizacion particular, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene una VH CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 6; una VH CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7; una VH CDR3 que
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8; una VL CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:
9; una VL CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 10; y una VL CDRS3 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 11.

Un anticuerpo monoclonal segun esta realizacion particular se indica en el presente documento como XPA 210-Ar1.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene CDR que tienen secuencias de aminoacidos de un
grupo que consiste en:

e DYEMH (SEQ ID NO: 6) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al
menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6;

o AILPGSGGTAYNQKFKG (SEQ ID NO: 12) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12;

e LITTFDY (SEQ ID NO: 13) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al
menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 13;

e KSSQSLLDSDGKTYLN (SEQ ID NO: 14) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14;

e LVSKLDS (SEQ ID NO: 10) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al
menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10; y

¢ WQGTHFPWT (SEQ ID NO: 11) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente
al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11.

En una realizacion particular, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene CDR que tienen secuencias de aminoacidos
seleccionadas de un grupo que consiste en la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11.

En una realizacion particular, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene una VH CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 6 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos
95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6; una VH CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 12 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 12; y una VH CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 13 o una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 13. El anticuerpo o fragmento monoclonal tiene, por lo tanto, preferentemente o alternativamente una
VL CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 14 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14; una VL CDR2 que tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10; y una VL CDR3 que tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 11 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % vy
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11.

En una realizacion particular, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene una VH CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 6; una VH CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 12; una VH CDR3 que
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 13; una VL CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:
14; una VL CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 10; y una VL CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 11.

Un anticuerpo monoclonal segun esta realizacion particular se indica en el presente documento como XPA 210-Ar2.

En una realizacion adicional, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene CDR que tienen secuencias de aminoacidos
de un grupo que consiste en:

e SGYSWH (SEQ ID NO: 15) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al
menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 15;

e YIHYSGSTTYNPSLKG (SEQ ID NO: 16) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y
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preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 16;

e WGTGHWYFDV (SEQ ID NO: 17) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % vy
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 17;

e RSSTGAVTTTNYAN (SEQ ID NO: 18) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % vy
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 18;

e GTNNRVP (SEQ ID NO: 19) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al
menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 19; y

e ALWYSNHWYV (SEQ ID NO: 20) o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente
al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 20.

En una realizacién particular, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene CDR que tienen secuencias de aminoacidos
seleccionadas de un grupo que consiste en la SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ
ID NO: 19y SEQ ID NO: 20.

En una realizacion particular, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene una VH CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 15 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos
95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 15; una VH CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 16 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 16; y una VH CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 17 o una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 17. El anticuerpo o fragmento monoclonal tiene, por lo tanto, preferentemente o alternativamente una
VL CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 18 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
90 % y preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 18; una VL CDR2 que tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 19 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % vy
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 19; y una VL CDR3 que tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % y
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 20.

En una realizacion particular, el anticuerpo o fragmento monoclonal tiene una VH CDR1 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 15; una VH CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 16; una VH CDR3
que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 17; una VL CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 18; una VL CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 19; y una VL CDR3 que tiene la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 20.

Un anticuerpo monoclonal segun esta realizacion particular se indica en el presente documento como XPA 210-Ar3.

El fragmento del anticuerpo monoclonal de las realizaciones puede ser cualquier fragmento de un anticuerpo
monoclonal capaz de unirse a la forma sérica de la TK1 humana y puede seleccionarse de un grupo que consiste en
un anticuerpo de cadena simple, un fragmento Fv, un fragmento scFv, un fragmento Fab, un fragmento F(ab') 2, un
fragmento Fab', un fragmento Fd, un anticuerpo de dominio Unico (sdAb), un fragmento scFv-Fc, un fragmento di-scFv
y una region CDR.

El anticuerpo o fragmento monoclonal de las realizaciones es preferentemente un anticuerpo o fragmento monoclonal
aislado, tal como el aislado del sobrenadante del hibridoma descrito anteriormente.

El anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo monoclonal humanizado o un anticuerpo monoclonal quimérico
capaz de unirse a la forma sérica de la TK1 humana.

La especificidad de un anticuerpo monoclonal se puede determinar en funcién de la afinidad y/o la avidez. La afinidad,
representada por la constante de equilibrio para la disociacién de un antigeno con un anticuerpo monoclonal (Kq),
mide la fuerza de unién entre un determinante antigénico y un sitio de unién al antigeno en el anticuerpo monoclonal.
Cuanto menor sea el valor de Ka, mayor sera la fuerza de union entre un determinante antigénico y el anticuerpo
monoclonal. Alternativamente, la afinidad también se puede expresar como la constante de afinidad (Ka), que es 1/Ka.
Como resultara evidente para el experto en la materia, la afinidad se puede determinar de una manera conocida per
se, dependiendo del antigeno de interés especifico.

La avidez es la medida de la fuerza de unién entre un anticuerpo monoclonal y el antigeno pertinente. La avidez esta
relacionada tanto con la afinidad entre un determinante antigénico y su sitio de unién al antigeno en el anticuerpo
monoclonal como con el nimero de sitios de union pertinentes presentes en el anticuerpo monoclonal.

Normalmente, los anticuerpos monoclonales se uniran a su antigeno con una constante de disociacion (Kq¢) de 10 a
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102 moles/litro (M) o menos, y preferentemente de 107 a 10-'2 M o menos y mas preferentemente de 10 a 1072 M,
es decir, con una constante de asociacion (Ka) de 10° a 10'2 M-' o0 mas, y preferentemente de 107 a 10'> M' o mas y
mas preferentemente de 108 a 10"2 M-,

En general, cualquier valor Kq superior a 10 M (o cualquier valor Ka inferior a 10* M-") se considera generalmente que
indica una unién no especifica.

Preferentemente, un anticuerpo monoclonal o fragmento de las realizaciones se unira a la forma sérica y/o forma
recombinante de TK1 humana con una afinidad inferior a 500 nM, preferentemente inferior a 200 nM, mas
preferentemente inferior a 10 nM, tal como inferior a 5 nM. Los estudios de unién preliminares tal como se presentan
en el presente documento indican que los anticuerpos monoclonales de las realizaciones tienen afinidad
correspondiente a valores KD inferiores a 5 nM y para algunos incluso inferiores a 1 nM con respecto a la unién a la
TK1 humana recombinante.

La unién especifica de un anticuerpo monoclonal a un antigeno o determinante antigénico puede determinarse de
cualquier manera adecuada conocida per se, incluyendo, por ejemplo, analisis de Scatchard y/o ensayos de unién de
competencia, tales como radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA) y ensayos de competencia
tipo sandwich, y las diferentes variantes de los mismos conocidas per se en la técnica.

Otro aspecto de las realizaciones se refiere a un procedimiento para determinar un nivel de material de TK1 celular
y/o sérica en una muestra corporal. El procedimiento comprende poner en contacto la muestra corporal con un
anticuerpo monoclonal o fragmento segun las realizaciones. El procedimiento también comprende detectar una
cantidad de anticuerpo o fragmento monoclonal unido.

En el presente procedimiento puede utilizarse cualquier técnica anterior para detectar la cantidad de anticuerpo o
fragmento monoclonal unido. Por ejemplo, la deteccion puede ser directa o indicada, y puede generar una sefal
fluorescente o cromogénica. La deteccion directa generalmente implica el uso de un anticuerpo monoclonal o
fragmento que se conjuga con una etiqueta. La deteccion indirecta utiliza un anticuerpo secundario etiquetado
cultivado contra las especies hospedadoras del fragmento o anticuerpo monoclonal.

Las etiquetas utilizadas comunmente para la visualizacién de la unién del anticuerpo al epitopo incluyen fluoréforos y
enzimas que convierten los sustratos solubles en productos finales cromogénicos.

La muestra corporal se selecciona preferentemente de un grupo que consiste en una muestra celular, una muestra de
tejido, una muestra de sangre, una muestra de suero, una muestra de liquido cefalorraquideo, una muestra de liquido
pleural, una muestra de liquido sinovial y una muestra de liquido de la cavidad peritoneal. En una realizacion preferida,
la muestra corporal es una muestra de fluido corporal y se selecciona preferentemente de un grupo que consiste en
una muestra de sangre, una muestra de suero, una muestra de liquido cefalorraquideo, una muestra de liquido pleural,
una muestra de liquido sinovial y una muestra de liquido de la cavidad peritoneal. En una realizacion particular, la
muestra (fluido) corporal es una muestra de sangre o una muestra de suero.

Por lo tanto, los anticuerpos monoclonales y los fragmentos de las realizaciones pueden utilizarse para determinar un
nivel, es decir, una cantidad, de material de TK1 celular y/o sérica en una muestra corporal. Se cree que los anticuerpos
y fragmentos monoclonales de las realizaciones pueden unirse y, por lo tanto, permitir la determinacion del nivel de
TK1 celular o sérica en sus diversas formas, tales como dimeros, tetrameros y oligémeros, incluso potencialmente
unidos a proteinas, co-factores o moléculas adicionales. Por lo tanto, el material de TK1 celular y/o sérico incluye asi
la TK1 celular y/o sérica en sus diversas formas.

En una realizacién particular, el procedimiento es un procedimiento para determinar un nivel de material de TK1 sérica
en una muestra corporal.

En otra realizacion, el procedimiento es un procedimiento para determinar un nivel de material de TK1 celular en una
muestra corporal.

En una realizacién adicional, el procedimiento es un procedimiento para determinar un nivel de material de TK1 celular
y un material de TK1 sérica en una muestra corporal.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un kit para determinar un nivel de material de TK1 celular y/o
sérica en una muestra corporal. El kit comprende un primer anticuerpo monoclonal segun las realizacioneso
inmovilizado en un soporte sélido o destinado a inmovilizarse en el soporte sélido. El kit también comprende un
segundo anticuerpo monoclonal segun las realizaciones.

El primer anticuerpo monoclonal del kit tiene especificidad para un primer epitopo seleccionado de un grupo que
consiste en GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) de TK1 humana; al menos uno de NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4),
PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 3) de TK1 humana; y un epitopo dependiente de
la conformaciéon de TK1 humana. El segundo anticuerpo monoclonal del kit tiene especificidad para un segundo
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epitopo diferente seleccionado del grupo.

Por lo tanto, los dos anticuerpos monoclonales del kit son capaces de unirse a la forma sérica de la TK1 humana y
preferentemente también a la forma celular de la TK1 humana. Sin embargo, los dos anticuerpos monoclonales del kit
tienen especificidad para diferentes epitopos seleccionados del grupo presentado anteriormente.

En una realizacién, el primer anticuerpo monoclonal tiene especificidad para el primer epitopo seleccionado de uno
de GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) de TK1 humana y el epitopo dependiente de la conformacién de TK1 humana y el
segundo anticuerpo monoclonal tiene especificidad para el segundo epitopo seleccionado del otro de GEAVAARKLF
(SEQ ID NO: 2) de TK1 humana y el epitopo dependiente de la conformacion de TK1 humana.

En otra realizacion, el primer anticuerpo monoclonal tiene especificidad para el primer epitopo seleccionado de uno
de GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) de TK1 humana, y al menos uno de NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4),
PVPGKPGEAV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 3) de TK1 humana y el segundo anticuerpo
monoclonal tiene especificidad para el segundo epitopo seleccionado del otro de GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) de
TK1 humana, y al menos uno de NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4), PYPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAV
(SEQ ID NO: 3) de TK1 humana.

En una realizacién adicional, el primer anticuerpo monoclonal tiene especificidad para el primer epitopo seleccionado
de al menos uno de NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4), PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAV (SEQ ID
NO: 3) de TK1 humana y el epitopo dependiente de la conformacién de TK1 humana y el segundo anticuerpo
monoclonal tiene especificidad para el segundo epitopo seleccionado del otro de al menos uno de NCPVPGKPGE
(SEQ ID NO: 4), PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 3) de TK1 humana y el epitopo
dependiente de la conformacién de TK1 humana.

En una primera realizacion particular, el primer anticuerpo monoclonal es XPA 210-Ar1 y el segundo anticuerpo
monoclonal es XPA 210-Ar2. En una segunda realizacion particular, el primer anticuerpo monoclonal es XPA 210-Ar2
y el segundo anticuerpo monoclonal es XPA 210-Ar1. En una tercera realizacion particular, el primer anticuerpo
monoclonal es XPA 210-Ar1 y el segundo anticuerpo monoclonal es XPA 210-Ar3. En una cuarta realizacion particular,
el primer anticuerpo monoclonal es XPA 210-Ar3 y el segundo anticuerpo monoclonal es XPA 210-Ar1. En una quinta
realizacién particular, el primer anticuerpo monoclonal es XPA 210-Ar2 y el segundo anticuerpo monoclonal es XPA
210-Ar3. En una sexta realizacion particular, el primer anticuerpo monoclonal es XPA 210-Ar3 y el segundo anticuerpo
monoclonal es XPA 210-Ar2.

En una realizacion particular, el kit es un kit de ensayo tipo sandwich. Esto significa que el kit utiliza anticuerpos
monoclonales que se unen a diferentes epitopos de material de TK1 celular y/o sérica, de modo que tanto el primer
como el segundo anticuerpo monoclonal pueden unirse simultdneamente a la misma molécula o complejo de TK1
celular y/o sérica.

En una realizacion particular, el kit es un kit de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y preferentemente
un ELISA de tipo sandwich.

Se puede utilizar un ELISA tipo sandwich para detectar material de TK1 celular y/o sérica en una muestra corporal
preparando una superficie del soporte solido al que se une el primer anticuerpo monoclonal como el llamado anticuerpo
de captura. En una realizacion preferida, una cantidad conocida del primer anticuerpo monoclonal se une a la
superficie del soporte sdlido. Cualquier sitio de unién no especifico en la superficie esta opcionalmente pero
preferentemente bloqueado. La muestra corporal se aplica luego a la superficie de modo que cualquier material de
TK1 celular y/o sérica presente en la misma sea capturado por los primeros anticuerpos monoclonales inmovilizados.
El material sin unir se elimina preferentemente mediante una o multiples etapas de lavado. Luego se agrega el segundo
anticuerpo monoclonal y se deja que se una a cualquier material de TK1 celular y/o sérica capturado por el primer
anticuerpo monoclonal.

La cantidad de segundo anticuerpo monoclonal unido se determina luego en procedimientos de deteccion directa o
indirecta. Por ejemplo, una etiqueta o enzima puede unirse directamente al segundo anticuerpo monoclonal o
indirectamente a través de un enlace, como una biotina-estreptavidina o un enlace de biotina-avidina. De manera
alternativa, es posible utilizar un anticuerpo secundario que esta etiquetado o conectado a una enzima y se une
especificamente al segundo anticuerpo monoclonal.

Por lo tanto, en una realizacion, el segundo anticuerpo monoclonal tiene una biotina unida de manera covalente. De
manera alternativa, el segundo anticuerpo monoclonal tiene una estreptavidina o avidina unidas covalentemente.

El kit también comprende preferentemente una estrepatividina etiquetada con peroxidasa de rabano picante (HRP) o
una avidina etiquetada con HRP. De manera alternativa, el kit también comprende una biotina etiquetada con HRP.
El kit también comprende un sustrato de HRP, como un sustrato 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), un sustrato 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) o un sustrato 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS). En tal caso, el nivel
de material de TK1 celular y/o sérica en la muestra corporal puede determinarse mediante procedimientos
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espectrofotométricos que detectan la conversion del sustrato cromogénico por HRP en un producto coloreado que es
detectable.

En una realizacion, el kit también comprende una placa de microtitulacion (MCP) como el soporte sélido al que se
inmoviliza el primer anticuerpo monoclonal o se pretende que esté inmovilizado. La fig. 3 es una vista general
esquematica del concepto de un ELISA de tipo sandwich utilizando el primer y el segundo anticuerpo monoclonal
segun una realizacion.

El kit no necesariamente tiene que ser un kit ELISA. En otra realizacion, el kit utiliza cromatografia de afinidad en la
que el primer anticuerpo monoclonal esta unido a la fase estacionaria, tal como a una matriz de gel o perlas en una
columna. Por ejemplo, la matriz de gel o las perlas podrian estar hechas de agarosa, como SEPHAROSE®.

En tal caso, el material de TK1 celular y/o sérica presente en una muestra corporal sera atrapado en la columna a
través de la unidn con los primeros anticuerpos monoclonales inmovilizados. Después del lavado, el material de TK1
celular y/o sérica unido puede ser eludido y detectado utilizando el segundo anticuerpo monoclonal. Por ejemplo, la
cantidad de material de TK1 celular y/o sérica eludido se puede determinar mediante inmunotransferencia y con el
segundo anticuerpo monoclonal para la deteccién de TK1 mediante procedimientos de deteccidn directa o indirecta.

El soporte solido podria ser alternativamente perlas magnéticas, como DYNABEADS®.

El kit de las presentes realizaciones se puede utilizar en el procedimiento descrito anteriormente para determinar el
nivel de material de TK1 celular y/o sérica en una muestra corporal.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un procedimiento para estimar la probabilidad de recurrencia de
un tumor en un sujeto. El procedimiento comprende determinar un nivel de material de TK1 sérica en una muestra
corporal del sujeto utilizando un procedimiento o un kit segun las realizaciones. El nivel de material de TK1 sérica en
la muestra corporal se compara luego con un nivel de material de TK1 sérica representativo de una poblacion de
sujetos sanos o con un nivel de material de TK1 sérica previamente determinado en el sujeto.

Un nivel determinado que es mas alto que un nivel asociado con una poblacién de personas sanas indica una mayor
probabilidad de recurrencia de un tumor en el sujeto. De manera similar, un nivel determinado que es mas alto que un
nivel asociado con el sujeto después de la terapia previa indica una mayor probabilidad de recurrencia de un tumor en
el sujeto. Para obtener mas informacion sobre la estimacién de la probabilidad de recurrencia del tumor en funcién de
un nivel determinado de material de TK1, consultese [24, 25].

Otro aspecto mas de las realizaciones se refiere a un procedimiento para determinar la proliferacion celular en un
sujeto. El procedimiento comprende determinar un nivel de material de TK1 sérica en una muestra corporal del sujeto
utilizando un procedimiento o un kit segun las realizaciones. El procedimiento también comprende determinar la
proliferacién celular basada en el nivel de material de TK1 sérica en la muestra corporal.

En una realizacion particular, se determina un nivel de proliferacion celular normal o tumoral y se compara con el nivel
determinado de material de TK1 sérica para determinar si el sujeto tiene una proliferaciéon celular normal o inicial o
una proliferacion celular elevada.

El presente procedimiento se puede utilizar como una herramienta para monitorear varias terapias aplicadas a los
sujetos. Por ejemplo, el procedimiento se puede utilizar para controlar la terapia antiproliferaciéon o antitumoral en el
sujeto. En tal caso, el procedimiento puede utilizarse para verificar si una terapia antiproliferacién o antitumoral
seleccionada tiene el efecto deseado en la reduccién de la proliferacion celular en el sujeto. Si la terapia no tiene el
efecto deseado, es decir, no se detecta una disminucion significativa en la proliferacion celular, entonces se puede
aplicar otra terapia antiproliferacion o antitumoral al sujeto.

Un aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un procedimiento para determinar una respuesta del proceso de
proliferacién en un sujeto que padece una enfermedad maligna. El procedimiento comprende determinar un nivel de
material de TK1 sérica en una muestra corporal del sujeto utilizando un procedimiento o un kit segun las realizaciones.
El procedimiento también comprende determinar la respuesta del proceso de proliferacion basada en el nivel de
material de TK1 sérica en la muestra corporal. Un ejemplo de dicha respuesta al proceso de proliferacion podria ser
una reaccion inmune o una respuesta de reaccidon inmune. En una realizacion, también puede utilizarse en la
determinacién al menos otro biomarcador para la respuesta del proceso de proliferacion.

Otro aspecto mas de las realizaciones se refiere a un procedimiento para determinar un nivel de inflamacion, infeccion
o de proliferacion celular tumoral en un sujeto. El procedimiento comprende determinar un nivel de material de TK1
sérica en una muestra corporal del sujeto utilizando un procedimiento o un kit segun las realizaciones. El procedimiento
también comprende determinar el nivel de inflamacion, infeccién o proliferacion celular tumoral basado en el nivel de
material de TK1 sérica en la muestra corporal. En una realizacion, también puede utilizarse en la determinacion al
menos otro biomarcador para la inflamacién, infeccién o proliferacion celular tumoral.
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La proliferacion de células tumorales, tales como el tumor de mama, el tumor de pulmén y el tumor de vejiga, puede
determinarse y controlarse particularmente segun el presente procedimiento.

En las realizaciones descritas anteriormente de procedimientos y kits que utilizan anticuerpos monoclonales segun las
realizaciones, el sujeto es preferentemente un sujeto humano y la muestra corporal se selecciona preferentemente
del grupo descrito previamente de muestras corporales adecuadas.

Aspectos adicionales de las realizaciones se refieren a un péptido aislado que consiste en la secuencia de
aminoacidos GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2), NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4), PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) o
NCPVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 3). Dicho péptido aislado es altamente adecuado como un epitopo para la unién de
anticuerpos. El péptido aislado se puede utilizar para preparar un anticuerpo o fragmento anti-TK1 monoclonal que es
capaz de unirse a la forma sérica de la TK1 humana y, preferentemente, también a la TK1 recombinante humanay a
la forma celular de la TK1 humana.

Otro aspecto adicional de las realizaciones se refiere a un procedimiento para producir un anticuerpo monoclonal
capaz de unirse a una forma sérica de la TK1 humana. El procedimiento comprende la inmunizacién de un animal no
humano con un primer conjugado peptidico que comprende un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1) acoplado a una primera proteina portadora o un
segundo conjugado peptidico que comprende el péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1) acoplado a una segunda proteina portadora que es
diferente de la primera proteina portadora. El procedimiento también comprende aislar esplenocitos del animal no
humano con titulos en sangre para el primer conjugado peptidico o el segundo conjugado peptidico. El procedimiento
comprende ademas la formacion de hibridomas mediante la fusién de los esplenocitos con mielomas. El procedimiento
comprende adicionalmente el sobrenadante de seleccion de hidridomas, que resulta de la inmunizacion con el primer
conjugado peptidico, para titulos para el segundo conjugado peptidico y el sobrenadante de seleccién de hidridomas,
resultante de la inmunizacién con el segundo conjugado peptidico, para titulos para el primer conjugado peptidico. El
procedimiento comprende ademas seleccionar un hibridoma que produzca un anticuerpo monoclonal capaz de unirse
al primer conjugado peptidico, al segundo conjugado peptidico y a la rTK1 humana. El procedimiento comprende
adicionalmente aislar el anticuerpo monoclonal del sobrenadante del hibridoma seleccionado.

En una realizacion, seleccionar el hibridoma comprende seleccionar un hibridoma que produzca un anticuerpo
monoclonal capaz de unirse al primer conjugado peptidico, al segundo conjugado peptidico, a la rTK1 humana y a
una TK1 presente en una muestra de suero obtenida de un sujeto humano que padece cancer.

En una realizacion, el procedimiento comprende seleccionar un anticuerpo monoclonal aislado capaz de unirse a una
TK1 presente en una muestra de suero obtenida de un sujeto humano que padece cancer.

Por lo tanto, en una realizacion preferida, el procedimiento implica una seleccidon para obtener anticuerpos
monoclonales que son capaces de unirse a la forma sérica de la TK1. Esta seleccién se puede hacer seleccionando
hibridomas o seleccionando entre anticuerpos monoclonales aislados.

EJEMPLOS

Los presentes ejemplos indican el disefio y el aislamiento de varias etapas de tres anticuerpos monoclonales anti-TK1
Unicos. Los anticuerpos monoclonales anti-TK1 son capaces de reconocer la TK recombinante, la TK1 celular y la TK1
sérica. Ademas, se describe el procedimiento de inmunizacién, seleccion y evaluacion final para obtener los
anticuerpos monoclonales anti-TK1 Unicos, incluidas sus regiones de unién al epitopo en la secuencia de aminoacidos
de la TK1. También se describe el disefio y el rendimiento de un ELISA tipo sandwich basado en dos de estos
anticuerpos monoclonales anti-TK1 con muestras de donantes de sangre sanos y de pacientes con diferentes tipos
de enfermedades cancerosas.

Ejemplo 1: Preparaciéon de anticuerpos monoclonales de raton contra la region C-terminal de TK1 humana

La inmunizacién y seleccion de anticuerpos monoclonales de ratén contra la regién C-terminal de TK1 humana con la

siguiente secuencia GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1), originada a partir de la
secuencia de la proteina TK1 humana [19], se realizé en dos ocasiones.

XPA 210 GQPAGPD---NKENC--PVPGKPGEAVAA---RKLFAPQ

HUMANO KKASGQPAGPD---NKENC--PVPGKPGEAVAA---RKLFAPQQILQCS

RATON KKSSAQTAGSD---NK-NC--LVLGQPGEALVV---RKLFASQQVLQYN

RATA KKSSAQTA--D---NKENY--SVLGQPIEIPAV---RKLFAPQQILQCN

POLLO QKRPQQ-LGS---ENKENV--PMGVKQLDMPAS---RKIFAS

PERRO KASGPPMGLDSRENKENVLVLVPGKPGEGKEATGVRKLFAPQHVLQCS
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Las secuencias presentadas anteriormente muestran una comparacién de la region C-terminal de TK1 humana (SEQ
ID NO: 21) y la secuencia utilizada para la inmunizacién con las secuencias TK1 correspondientes en raton (SEQ ID
NO: 22), rata (SEQ ID NO: 23), pollo (SEQ ID NO: 24) y perro (SEQ ID NO: 25).

En el primer enfoque, se inmunizaron ratones Balb/c hembra con el péptido acoplado a la albumina sérica bovina
(BSA) mediante enlace reticular con glutaraldehido (2,3 %) mediante procedimientos estandar, utilizando una cantidad
igual de péptido y proteina portadora. Los ratones se inmunizaron inicialmente con 200 ug de conjugado (en
adyuvantes completos de Freunds) y después de tres inmunizaciones de refuerzo (100 pug en cada adyuvante
incompleto de Freunds), se aislaron esplenocitos de ratones con titulos elevados de sangre para el antigeno y se
fusionaron con la linea celular de mieloma de ratéon SP 2/0. Los hibridomas resultantes se sometieron a miltiples
conjuntos de subclonacién y los sobrenadantes de los pocillos con células se seleccionaron utilizando un sistema de
deteccidn de fosfato alcalino ELISA (Vector Laboratories, CA, EE. UU.) con placas de 96 pocillos recubiertas con el
antigeno peptidico (0,05 ug / pocillo, SEQ ID NO: 1). Los sobrenadantes con titulos mas altos de pocillos positivos se
subclonaron adicionalmente en un total de tres a cinco veces y se ensayaron los sobrenadantes. Finalmente, se
identificaron siete clones de hibridoma monoclonal candidatos con titulos altos para el péptido 31-mer y la TK1
recombinante humana. Se establecieron reservas celulares, se expandieron los cultivos y se prepard un gran lote de
sobrenadantes, que se liofilizaron y se analizaron en el ensayo dot blot y el ensayo ELISA. Este procedimiento condujo
al aislamiento del anticuerpo monoclonal indicado en el presente documento como XPA 210-Ar1.

En el segundo enfoque para obtener anticuerpos monoclonales para el péptido C-terminal se utilizaron tres antigenos
diferentes: i) péptido XPA 210 (SEQ ID NO: 1) acoplado a BSA como se describié anteriormente, ii) péptido XPA 210
acoplado a cianina de lapa de ojo de cerradura (KLH) con un procedimiento de reticulacion similar y iii) rTK1 humana.
La produccion y las propiedades estructurales de rTK1 se describen en [20]. Los ratones se inmunizaron inicialmente
con 100 ug de conjugados peptidicos o rTK1 en adyuvantes completos de Freunds y después de tres inmunizaciones
de refuerzo (100 pg en cada adyuvante incompleto de Freunds), se aislaron esplenocitos de ratones con titulos
elevados de sangre para el antigeno y se fusionaron con la linea celular de mieloma de ratéon SP 2/0. Los
sobrenadantes de hibridoma resultantes se seleccionaron mediante el sistema esencialmente como se describe
anteriormente con 1 ug/ pocillo de antigeno peptidico. Los sobrenadantes de hibridoma resultantes de la inmunizacion
con el conjugado peptidico BSA se evaluaron con el conjugado peptidico KHL en los pocillos y viceversa para las
inmunizaciones peptidicas de KHL. Esta seleccion se disefid para evitar los anticuerpos producidos contra la proteina
portadora utilizada en las inmunizaciones respectivas. Los sobrenadantes con titulos mas elevados de pocillos
positivos se subclonaron cinco veces. Solo se seleccionaron hibridomas, que fueron positivos tanto para los
conjugados peptidicos como para la rTK1 humana. En el caso de inmunizaciones de TK1 recombinante solamente,
se utilizé la proteina TK1 en la seleccién. En cada caso, se identificaron diez clones de hibridoma monoclonal
candidatos con titulos altos para los conjugados peptidicos y la rTK1. Se establecieron reservas celulares, se
expandieron los cultivos y se prepard un gran lote de sobrenadantes, que se liofilizaron y se analizaron en varios
ensayos como se describié anteriormente.

Con el fin de identificar un par de anticuerpos monoclonales que serian adecuados para un procedimiento ELISA tipo
sandwich, se utilizaron varios procedimientos de deteccion secundarios como se describe en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 2: Detecciéon inmune de quimioluminiscencia mejorada (ECL) por dot blot

Este procedimiento se realizé esencialmente como se describe en [21]. En resumen, se aplicaron directamente de 3
a 5 yl de péptidos (3-300 pg por mancha), rTK1 humana (0,02-0,2 ng por punto) o muestras de suero sobre una
membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon en solucién salina tamponada con Tris (TBS) con leche
desnatada al 10 % durante 4 horas y se incubaron a temperatura ambiente (TA, 23 - 25 °C) durante la noche después
de la adicién de los sobrenadantes u otros anticuerpos anti-TK1 primarios. Después de la incubacion con un anticuerpo
IgG anti-ratén secundario biotinilado durante 1 hora a temperatura ambiente, la membrana se incubé en tampén de
TBS con avidina-HRP-estreptavidina, seguido de la adicion de sustrato ECL (GE Healthcare). La intensidad de la
quimioluminiscencia de un solo punto en la membrana se detectd en peliculas (GE Healthcare) expuestas durante 2
a 4 minutos. También se aplicaron varias muestras de suero a las membranas de controles sanos y pacientes con
diferentes enfermedades tumorales.

Solo los hibridomas que reaccionaron claramente con el antigeno peptidico, rTK1, sueros de pacientes con tumores
con niveles de TK1 sérica altos conocidos y minimamente con sueros de personas sanas, fueron candidatos de alto
rango para un mayor desarrollo de ELISA. Un ejemplo de estos resultados se muestra en la fig. 1 para los anticuerpos
XPA 210-Ar2 y XPA 210-Ar3.

Ejemplo 3: Ensayos de perlas magnéticas de inmunoafinidad

Los ensayos se realizaron en dos etapas. Primero, los anticuerpos anti-XPA 210 seleccionados en funcién de los
resultados del ensayo de dot blot (Ejemplo 2) se hicieron reaccionar con rTK1 humana o una muestra de suero de un
paciente que padecia neoplasias malignas hematolégicas con altos niveles de TK1 sérica. En la segunda etapa, se
agregaron anticuerpos IgG anti-ratén que contenian perlas magnéticas que se unen a los complejos antigeno-
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anticuerpo, que posteriormente se podrian eliminar de la solucién de reaccion cuando la mezcla se sometié a un
campo magnético. La proteina TK1 no unida se detecté mediante una determinacién de actividad enzimatica.

La rTK1 humana a diferentes concentraciones (10 ng, 5 ng) y 30 ul de suero de un paciente con cancer hematologico
se diluyeron con 270 pl de TBS Tween-20 (TBST) + 2 % de BSA y se combinaron con 4 pg de anticuerpos
monoclonales anti-TK1 purificados (disuelto en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) + BSA al 0,1 % + 2 mM
de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), pH 7,4) o 50 pl de los sobrenadantes respectivos de los hibridomas
seleccionados. Luego, estas muestras se agitaron suavemente durante 2 horas a 4 °C, seguido de la adicién de 70 pl
de perlas magnéticas (Dyna) anti-raton de oveja prelavadas en tampén de lavado (PBS + BSA al 0,1 % + 2 mM de
EDTA, pH 7,4 ) y una incubacién adicional durante 1 hora. Los tubos de muestra se colocaron luego en el iman durante
2 minutos y se retiraron 20 pl del material no unido y se midi6 la actividad de TK1. La actividad de TK1 se determind
con un ensayo 3H-Thd modificado como se describe en [22]. La actividad en la fraccion no unida se comparo con la
de las muestras de control tratadas con perlas, que no reaccionaron con ningun sobrenadante de hibridoma. Los
resultados con sobrenadantes de nueve hibridomas seleccionados se muestran en la Tabla 1.

La mayoria de los anticuerpos seleccionados reaccionaron con rTK1 humana, y se unieron como se esperaba a una
parte importante de la actividad de TK1, pero en el caso de la interaccidon con TK1 sérica en la muestra de pacientes
hubo un gran rango de actividades de TK1 que permanecio sin union (del 97 al 31 %). Sobre la base de los ultimos
resultados, se seleccionaron cinco hibridomas candidatos, se expandieron y se aislaron y purificaron mayores
cantidades de IgG. Estos anticuerpos candidatos se probaron luego en los ensayos descritos en el siguiente ejemplo.

Tabla 1: Actividad de TK1 no unida a perlas de anticuerpos

rTK1 humana (10 ng) rTK1 humana (5 ng) Suero de cancer
XPA 210-Ar1 66 % 52 % 31 %
XPA 210-Ar64 26 % 23 % 32 %
Sup-553 35% 25% 70 %
Sup-168 82 % 64 % 86 %
Sup-555 35% 27 % 67 %
Sup-139 47 % 30 % 97 %
Sup-162 39 % 23 % 54 %
Sup-583 31 % 21 % 58 %
Sup-165 53 % 45 % 42 %

Ejemplo 4: Analisis de mapeo de epitopos con candidatos de anticuerpos monoclonales anti-TK1

Con el fin de determinar la regién de aminoacidos a la que los anticuerpos monoclonales seleccionados se unen se
realizé un analisis de Pepscan con péptidos diana de 10 aminoacidos biotinilados. El procedimiento se basa en la
sintesis de un conjunto de 14 péptidos de aminoacidos ten-mer que representan la regién de 193 a 226 de la secuencia
TK1 como se muestra en relacion con el Ejemplo 1. Cada péptido tiene una superposiciéon de ocho aminoacidos y dos
brechas de aminoacidos, lo que lleva a un conjunto de 14 péptidos diferentes, véase la Tabla 2. También se incluye
el péptido completo de longitud total y todos estos péptidos se inmovilizaron en una placa de microtitulacién recubierta
con estreptavidina. Después de una etapa de 1 hora en adsorcion, las placas se lavaron con PBS, BSA al 1 % y Tween
20 al 0,1 %. Luego se agregaron los diferentes anticuerpos a aproximadamente 5 ug / ml y las placas se incubaron
durante 1 hora, seguido de lavado tres veces. Luego se afiadié un conjugado HRP y se incubd durante 1 hora. Las
placas se lavaron entonces seis veces con el mismo tampoén. Finalmente, la absorbancia se determiné con 100 ul de
sustrato 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) y los resultados de una prueba con una serie de anticuerpos se muestran
en la Tabla 2.

Tabla 2: valores de absorbancia a 415 nm por pocillo con contenido de anticuerpos

Péptido XPA 210-Ar1 | Sup-553 Sup-165 Sup-2119
ASGQPAGPDN (SEQ ID NO: 26) 0,113 0,067 0,057 0,063
GQPAGPDNKE (SEQ ID NO: 27) 0,108 0,061 0,057 0,057
PAGPDNKENC (SEQ ID NO: 28) 0,120 0,060 0,055 0,057
GPDNKENCPV (SEQ ID NO: 29) 0,112 0,064 0,060 0,057
DNKENCPVPG (SEQ ID NO: 30) 0,108 0,059 0,059 0,058
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Péptido

KENCPVPGKP (SEQ ID NO: 31)
NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4)
PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5)
PGKPGEAVAA (SEQ ID NO: 32)
KPGEAVAARK (SEQ ID NO: 33)
GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2)
AVAARKLFAP (SEQ ID NO: 34)
AARKLFAPQQ (SEQ ID NO: 35)
ARKLFAPQQI (SEQ ID NO: 36)
XPA 210 (SEQ ID NO: 1)

ASGQPAGPDN (SEQ ID NO: 26)
GQPAGPDNKE (SEQ ID NO: 27)
PAGPDNKENC (SEQ ID NO: 28)
GPDNKENCPV (SEQ ID NO: 29)
DNKENCPVPG (SEQ ID NO: 30)
KENCPVPGKP (SEQ ID NO: 31)
NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4)
PVPGKPGEAV (SEQ ID NO: 5)
PGKPGEAVAA (SEQ ID NO: 32)
KPGEAVAARK (SEQ ID NO: 33)
GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2)
AVAARKLFAP (SEQ ID NO: 34)
AARKLFAPQQ (SEQ ID NO: 35)
ARKLFAPQQI (SEQ ID NO: 36)
XPA 210 (SEQ ID NO: 1)

ASGQPAGPDN (SEQ ID NO: 26)
GQPAGPDNKE (SEQ ID NO: 27)
PAGPDNKENC (SEQ ID NO: 28)
GPDNKENCPV (SEQ ID NO: 29)
DNKENCPVPG (SEQ ID NO: 30)
KENCPVPGKP (SEQ ID NO: 31)
NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4)
PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5)
PGKPGEAVAA (SEQ ID NO: 32)
KPGEAVAARK (SEQ ID NO: 33)
GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2)
AVAARKLFAP (SEQ ID NO: 34)
AARKLFAPQQ (SEQ ID NO: 35)

ES 2737 626 T3

XPA 210-Ar1
0,109
0,114
0,115
0,112
0,116
3,507
0,125
0,137
0,130
3,842

Sup-2115
0,058
0,058
0,058
0,059
0,060
0,061
0,062
0,062
0,062
0,064
0,062
0,064
0,059
0,062
0,075

Sup-583
0,060
0,061
0,062
0,062
0,062
0,060
0,060
0,060
0,061
0,062
0,276
0,065
0,063
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Sup-553
0,060
0,062
0,063
0,071
0,067
0,065
0,073
0,066
0,063
3,780

Sup-168
0,063
0,057
0,058
0,061
0,062
0,061
1,235
1,093
0,065
0,063
0,067
0,067
0,066
0,064
0,129

Sup-162
0,067
0,064
0,063
0,063
0,063
0,063
0,064
0,067
0,067
0,072
0,072
0,077
0,066

Sup-165
0,058
1,988
1,838
0,059
0,059
0,057
0,062
0,060
0,062
0,136

Sup-1119

0,063
0,061
0,062
0,062
0,061
0,063
0,061
0,065
0,064
0,066
0,064
0,067
0,065
0,066
2,978

Sup-2119
0,057
0,058
0,057
0,058
0,058
0,058

0,60
0,065
0,065
0,070

Sup-584
0,066
0,060
0,059
0,060
0,059
0,058
0,059
0,060

0,062
0,061
0,470
0,066
0,065
0,097
3,756
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Péptido XPA 210-Ar1 | Sup-553 Sup-165 Sup-2119
ARKLFAPQQI (SEQ ID NO: 36) 0,063 0,063
XPA 210 (SEQ ID NO: 1) 3,606 3,788

Los resultados en la Tabla 2 permiten la identificacion de la secuencia de aminoacidos minima requerida para la unién
de los diversos anticuerpos. Parece claro que hay tres tipos principales de hibridomas productores de anticuerpos
seleccionados por el procedimiento anterior cuando se uso6 el péptido 31-mer (XPA 210) como antigeno.

Un tipo, ejemplificado por XPA 210-Ar1, Sup-584 y Sup-583, se une a la region: GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) y
estos aminoacidos se incluirian, por lo tanto, en el dominio antigénico.

Otro dominio, ejemplificado por Sup-165 (XPA 210-Ar3) y Sup-168, se une al péptido 7 (NCPVPGKPGE (SEQ ID NO:
4)) y el péptido 8 (PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5)) que comprende los aminoacidos NCPVPGKPGEAYV (SEQ ID NO:
3) como el dominio antigénico mas probable. Aparentemente, estos anticuerpos prefieren los péptidos de 10
aminoacidos ya que la reactividad con el 31-mer XPA 210 es menor que para el primer tipo.

Finalmente, hay un grupo, ejemplificado por Sup-553, Sup-1119 y Sup-162 (XPA 210-Ar2), que no mostré ninguna
union distinta a ninguno de los catorce péptidos 10-mer. Este resultado sugiere seriamente que su union es
dependiente de la conformacion, que consiste en varias regiones que no son adyacentes en la secuencia primaria
pero estan formadas por una cierta conformacion 3D del dominio de antigeno.

Ademas, los anticuerpos en este grupo, asi como los otros dos grupos, reaccionaron con el péptido 31-mer de longitud
completa (XPA 210), asi como con la rTK1 humana.

Por lo tanto, los datos indican claramente que el anticuerpo monoclonal XPA 210-Ar1 reconoce un dominio en la parte
C-terminal del 31-mer (XPA 210). Las predicciones de secuencias secundarias sugieren que esta region forma una
hélice alfa. Desafortunadamente, no hay datos estructurales directos para esta regién del tetramero TK1, sino que un
modelo basado en homologias de secuencia y estructura entre la estructura de TK1 de la bacteria Ureoplasma
ureolyticum/pavrum [20] y la de la rTK1 humana sugiere una estructura C-terminal como se muestra en la fig. 2. Lo
mas probable es que la region general XPA 210 sea una region de giro (etiquetada con B en la fig. 2) con una hélice
alfa en el C-terminal (etiquetada con C en la fig. 2). Una posible interpretacion de los resultados del mapeo de epitopos
es que el epitopo similar a XPA 210-Ar1 esta relacionado con la hélice alfa C-terminal, el epitopo XPA 210-Ar3 con el
dominio de flexidon, muy cerca de la secuencia KEN que sirve como la secuencia de sefal de ubiquitinacion para la
degradacion del ciclo celular de TK1 [15]. Finalmente, el epitopo XPA 210-Ar2 depende de la conformacion y puede
estar formado por diferentes regiones de la estructura 3D completa de la regidon 31-mer. Por lo tanto, es probable que
los anticuerpos monoclonales con diferentes propiedades de unién puedan formar pares de ensayos inmunes tipo
sandwich adecuados.

Ejemplo 5: Ensayo ELISA tipo sandwich

El esquema de un ensayo ELISA tipo sandwich se muestra en la fig. 3 con un primer anticuerpo monoclonal anti-TK1
unido a los pocillos de una placa de microtitulaciéon (MTP), que actia como un «receptor» que interactua con la
muestra. Un segundo anticuerpo monoclonal anti-TK1 se agrega en un segunda etapa y se une a la TK1 presente en
la muestra y se une al primer anticuerpo monoclonal anti-TK1 inmovilizado en el pocillo. El segundo anticuerpo
monoclonal anti-TK1 se modifica por biotinilacién, lo que significa que puede interactuar muy eficientemente con un
complejo informante, en términos de estreptavidina etiquetada con HRP, produciendo una reaccién de color, que se
puede medir facilmente. A continuacion, se presenta un resumen del procedimiento estandar en el ensayo ELISA tipo
sandwich:

1. Pipetear volumenes iguales (70 pl) de muestra y tampon de dilucion de muestra en un vial y vortice;

2. Incubar durante 30 minutos a 23-25 °C;

3. Afadir 100 pl / pocillo de la mezcla de la muestra y el tampon de dilucion de la muestra;

4. Incubar durante 2 horas con agitacién a 650 rpm a 25 °C;

5. Lavar cuatro veces con 350 uyl de PBS Tween-20 (PBST);

6. Anadir 100 pl / pocillo de anticuerpo anti-TK1 etiquetado con biotina en el tampdn reactivo;

7. Incubar durante 1 horas con agitacion a 650 rpm a 25 °C;

8. Lavar cuatro veces con 350 ul de PBST;

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2737 626 T3

9. Anadir 100 pl / pocillo de estreptavidina poli-HRP;

10. Incubar durante 30 horas con agitacion a 650 rpm a 25 °C;
11. Lavar cuatro veces con 350 ul de PBST;

12. Ahadir 100 pl / pocillo de sustrato de TMB;

13. Incubar durante 15 minutos;

14. Ahadir 100 pl / pocillo de solucién de parada; y

15. Leer la absorbancia a 450 nm.

En una configuracién de prueba inicial, el anticuerpo monoclonal XPA 210-Ar1 se selecciond como «receptor» con un
anticuerpo policlonal anti-XPA 210 producido en pollos como detector [13, 23]. Esta configuracion se utilizé para
verificar que el ELISA tipo sandwich podria disefiarse como se muestra en la fig. 3. Posteriormente, el anticuerpo
policlonal anti-XPA 210 se reemplazé por un segundo anticuerpo monoclonal anti-TK1 seleccionado como se describe
en el presente documento.

En un primer ensayo para seleccionar un segundo anticuerpo monoclonal, los nuevos anticuerpos candidatos
purificados del Ejemplo 4 se adsorbieron en los pocillos de MTP como receptor y se utilizoé el detector XPA 210-Ar1
como detector. Los resultados mostraron que solo hubo dos sobrenadantes de los anticuerpos candidatos que dieron
resultados positivos con el suero de pacientes con cancer: Sup-162 (XPA 210-Ar2) y Sup-165 (XPA 210-Ar3), mientras
que los cinco anticuerpos candidatos reaccionaron con el conjugado péptido 31-mer (XPA 210), asi como con la rTK1
humana. La mayor reactividad se observé con XPA 210-Ar2 y se produjo una gran preparacion de este anticuerpo, se
biotinild y se usé como anticuerpo detector. Se utilizdé XPA 210-Ar1 como el anticuerpo receptor en el ELISA de XPA
210 (Fig. 3). Los resultados finales con este ensayo y varias muestras clinicas se muestran en el Ejemplo 6.

Ejemplo 6: Sensibilidad y especificidad del ensayo ELISA tipo sandwich.

En el presente documento se presentan los resultados obtenidos con un prototipo ELISA realizado como se describe
en el Ejemplo 5 con los anticuerpos monoclonales XPA 210-Ar1 y XPA-Ar2. Las muestras analizadas fueron 28 sueros
de pacientes con cancer de préstata con diferentes fases de la enfermedad (adquiridos de Biotheme Inc). Como
procedimiento de referencia, se utilizé el ensayo de actividad TK LIAISON® vy los resultados se presentan en la fig. 4.
En la fig. 5 se muestran los resultados con el ensayo ELISA y en este caso se presentan los valores de absorbancia
directa.

El valor de corte para los dos ensayos se estimd midiendo la actividad de TK1 y los niveles de proteina en sueros de
10 donantes de sangre sanos con el ensayo TK LIAISON® y el ensayo ELISA. La sensibilidad del ensayo TK
LIAISON® a una especificidad del 90 % se calculé como 0,29. Esto significa que con un corte que permite un falso en
diez (segun los valores de los donantes de sangre), el ensayo TK LIAISON® puede identificar el 29 % de los
verdaderos positivos (segun los valores de los sueros de pacientes con cancer). En el caso del ensayo ELISA, la
sensibilidad fue de 0,75. Por lo tanto, hay una capacidad significativamente mayor del ensayo ELISA para identificar
pacientes que padecen de tumor sélido en comparaciéon con un ensayo de actividad TK1 que mide la actividad de la
enzima.

Hubo una correlacion significativa (r = 0,85) entre los valores obtenidos con los dos ensayos cuando se probaron en
paralelo un grupo combinado de 28 sueros de pacientes con cancer de préstata y 28 sueros de pacientes con cancer
de mama. La existencia de una alta proporcién de TK1 sérica inactiva en la sangre de pacientes con tumores sélidos
[17, 18] es probablemente una explicacion de los resultados descritos anteriormente.

Ejemplo 7: Secuenciacion de regiones CDR de anticuerpos monoclonales anti-TK1

El ARN total se extrajo de células de hibridoma congeladas y el ADNc se sintetiz6 a partir del ARN. Luego se realizd
una RT-PCR para amplificar las regiones variables (cadenas pesadas y ligeras) de los anticuerpos, que luego se
clonaron en un vector de clonacion estandar por separado y se secuenciaron.

El ARN total se aisl6 de las células de hibridoma siguiendo el manual técnico del Sistema de purificacion de ARN
TRIzol® Plus (Invitrogen, Cat. N.°: 15596-026). El ARN total se analizdé mediante electroforesis en gel de agarosa. Con
mas detalle, el ARN total aislado de las muestras se ejecuté junto con un marcador de ADN Marker Il (TIANGEN, Cat.
N.°: MD103) en un gel de agarosa / GelRed™ al 1,5 %. La fig. 6A ilustra el gel de agarosa por electroforesis del
marcador de ADN Marker lll, mientras que las figs. 6B-6D ilustran los geles de electroforesis de agarosa
correspondientes con el marcador de ADN Marker Il (carril M) y el ARN total de XPA 210-Ar1 (Fig. 6B), XPA 210-Ar2
(Fig. 6C) y XPA 210-Ar3 (Fig. 6D ) produciendo células de hibridoma.
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El ARN total se transcribi6 de manera inversa en ADNc utilizando cebadores antisentido especificos de isotipo o

cebadores universales siguiendo el manual técnico del sistema de sintesis de primera cadena SuperScriptTM Il

(Invitrogen, Cat. N.°: 18080-051). Los fragmentos de anticuerpos de VH y VL se amplificaron segun el procedimiento
5 operativo estandar de RACE de GenScript.

Con mas detalle, se ejecutaron 4 pl de los productos de PCR de cada muestra junto con el marcador de ADN Marker
Ill en un gel de agarosa / GelRed™ al 1,5 % como se muestra en las figs. 7A-7C. Los productos de PCR se purificaron
y almacenaron a -20 °C hasta su uso posterior. El carril M en las figs. 7A-7C indica el marcador de ADN Marker I,

10 mientras que los carriles 1 y 2 corresponden a los fragmentos VH y VL, respectivamente, de XPA 210-Ar1 (Fig. 7A),
XPA 210-Ar2 (Fig. 7B) y XPA 210-Ar3 (Fig. 7C).

Los fragmentos de anticuerpos amplificados se clonaron por separado en un vector de clonacién estandar utilizando
procedimientos de clonacion molecular estandar.
15
Se realizd una seleccion de PCR de colonias para identificar clones con insertos de tamafos correctos. Se
secuenciaron no menos de cinco colonias individuales con insertos de tamafos correctos para cada fragmento de
anticuerpo. Con mas detalle, se enviaron cinco colonias individuales con tamafos de insertos VH y VL correctos para
la secuenciacién. Los genes VH y VL de cinco clones diferentes se encontraron casi idénticos. Se cree que las
20 secuencias de consenso, que se enumeran a continuacion, son la secuencia del anticuerpo producido por las
respectivas células de hibridoma.

XPA 210-Ar1

25 Cadena pesada: Secuencia de ADN (405 pb) - SEQ ID NO: 37 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-
FR4

ATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTCCTCCTGTCAGTAACTGCAGGTGTCCAATCCCAGGT

TCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGGCTTCAATGAAGCTGTCCTGCA
AGGCTTTGGGCTACACATTAACTGACTATGAAATGCACTGGGTGAAACAGACACCTGCGCAT
GGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTCATCCAGGATATGGTGGTACTGCCTATAATCAGAAGTT
CAAGGGCAAGGCCACACTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCA
GCCTGACATCTGAGGACTCTGCTGTCTATTACTGTACAACTTTTATTACTAAATTTGACTAC
TGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

30 Cadena pesada: Secuencia de aminoacidos (135 aa) - SEQ ID NO: 38 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-
CDR3-FR4

MEWSWVEFLELLSVTAGVQSQOVOLOOSGAELVRPGASMKLSCKALGYTLTDYEMHWVKQTPAH

GLEWIGAIHPGYGGTAYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCTTFITKEDY
WGOGTTLTVSS

35 Cadena ligera: Secuencia de ADN (396 pb) - SEQ ID NO: 39 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

19



ES 2737 626 T3

ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTTTCTCTTAGTGCTCTGGATTCGGGAAACCAACGGTGA

TGTTGTCCTGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTAACCATTGGACAACCAGCCTCCATCT
CTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATGGAAAGACTTTTTTGAATTGGTTGTTA
CAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGTCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGAGT
CCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGG
AGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGTACACATTTTCCGTGGACGTTCGGT
GGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Cadena ligera: Secuencia de aminoacidos (132 aa) - SEQ ID NO: 40 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-
CDR3-FR4
5

MMSPAQFLEFLLVLWIRETNGDVVLTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTEFLNWLL

QRPGOSPKRLIYLVSKLDSGVPDRETGSGSGTDEFTLRISRVEAEDLGVYYCWQGTHEPWTEG
GGTKLEIK

XPA 210-Ar2

10 Cadena pesada: Secuencia de ADN (405 pb) - SEQ ID NO: 41 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-
FR4

ATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTCCTCCTGTCAGTAACTGCAGGTGTCCAATCCCAGGT

TCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGGCTTCAGTGAAACTGTCCTGCA
AGGCTTTGGGCTACACATTTACTGACTATGAAATGCACT GGGTGAGGCAGACACCTGTGCAT
GGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTCTTCCAGGAAGTGGTGGTACTGCCTACAATCAGAAGTT
CAAGGGCAAGGCCACACTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCA
GCCTGACATCTGAGGACTCTGCTGTCTATTACTGTACTACTTTGATTACGACCTTTGACTAC
TGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

15 Cadena pesada: Secuencia de aminoacidos (135 aa) - SEQ ID NO: 42 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-
CDR3-FR4

MEWSWVEFLELLSVTAGVQSQOVOLOOSGAELVRPGASVKLSCKALGYTFTDYEMHWVRQTPVH

GLEWIGAILPGSGGTAYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCTTLITTEDY
WGOGTTLTVSS

20 Cadena ligera: Secuencia de ADN (396 pb) - SEQ ID NO: 43 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4
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ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTTTCTGTTAGTGCTCTGGATTCGGGAAACCAACGGTGA

TGTTGTGTTGACCCAGACTCCACTCACATTGTCGGTTACCATTGGACAACCAGCCTCCATTT
CTTGTAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATGGAAAGACATATTTGAATTGGTTGTTA

CCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGG
AGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGTACACATTTTCCGTGGACGTTCGGT
GGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Cadena ligera: Secuencia de aminoacidos (132 aa) - SEQ ID NO: 44 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-

CDR3-FR4
5

MMSPAQFLEFLLVLWIRETNGDVVLTQTPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLL

OQRPGOSPKRLIYLVSKLDSGVPDRETGSGSGTDEFTLKISRVEAEDLGVYYCWQGTHEPWTEG
GGTKLEIK

XPA 210-Ar3

10 Cadena pesada: Secuencia de ADN (411 pb) - SEQ ID NO: 45 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-
FR4

ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTGCCTGTTCACAGCCTTTCCTGGTATCCTGTCTGATGTGCA

GCTTCAGGAGTCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTGCACTG
TCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATAGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAAAC
AAACTGGAATGGTTGGGCTACATACACTATAGTGGTAGCACTACCTACAACCCATCTCTCAA
AGGTCGGATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGTTGAATTCTG
TGACTACTGAGGACACTGCCACATATTACTGTGCAAGATGGGGTACTGGCCACTGGTACTTC
GATGTCTGGGCCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

15 Cadena pesada: Secuencia de aminoacidos (137 aa) - SEQ ID NO: 46 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-
CDR3-FR4

MRVLILLCLEFTAFPGILSDVQLOESGPDLVKPSQSLSLTCTVITGYSITSGYSWHWIROEFPGN

KLEWLGYIHYSGSTTYNPSLKGRISITRDTSKNQFFLOLNSVTTEDTATYYCARWGTGHWYF
DVWAAGTTVTIVSS

20 Cadena ligera: Secuencia de ADN (384 pb) - SEQ ID NO: 47 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4
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ATGGCCTGGATTTCACTTATACTCTCTCTCCTGGCTCTCAGCTCAGGGGCCATTTCCCAGGC

TGTTGTGACTCAGGAATCTGCACTCACCACATCACCTGGTAAAACAGTCACACTCACTTGTC
GCTCAAGTACTGGGGCTGTTACAACTACTAACTATGCCAACTGGGTCCAAGAAARACCAGAT
CATTTATTCACTGGTCTAATAGGTGGTACCAACAACCGAGTTCCAGGTGTTCCTGCCAGATT
CTCAGGCTCCCTGATTGGAGACAAGGCTGCCCTCACCATCACAGGGGCACAGACTGAGGATG
AGGCAATATATTTCTGTGCTCTATGGTACAGCAACCATTGGGTGTTCGGTGGAGGAACCAAA
CTGACTGTCCTA

Cadena ligera: Secuencia de aminoacidos (128 aa) - SEQ ID NO: 48 Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-
CDR3-FR4

MAWISLILSLLALSSGAISQAVVIQESALTTSPGKTVTLTCRSSTGAVTTTNYANWVQEKPD

HLFTGLIGGTNNRVPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEATIYFCALWYSNHWVFGGGTK
LTVL
Ejemplo 8: Identificacion de isotipo del anticuerpo monoclonal anti-TK1
Se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-TK1 de la linea celular de hibridoma XPA 210-Ar1 para el analisis de
isoptificacion, que se realiz siguiendo el manual técnico de SBA Clonotyping™ Sistema-HRP (SouthernBiotech, Cat.
N.°: 56300-05). Se determind que el isotipo del anticuerpo monoclonal XPA 210-Ar1 era una cadena pesada de IgG1y

una cadena ligera K, véase la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3 - Identificacion de isotipo de los sobrenadantes de reserva

Isotipo Absorbancia a 450 nm
IgG1 1,604
1gG2a 0,168
1gG2b 0,134
Cadena pesada
1gG3 0,138
IgA 0,150
IgM 0,133
K 0,418
Cadena ligera
A 0,153

Los ejemplos presentados anteriormente describen la produccién y seleccion de un par de anticuerpos anti-TK1
monoclonales que se pueden utilizar para establecer un ensayo diagnéstico de rutina in vitro con suficiente
especificidad y sensibilidad para ser clinicamente relevantes. La inmunizacién, seleccién y caracterizacion de dicho
par de anticuerpos, XPA 210-Ar1 y XPA 210-Ar2, se han descrito y el rendimiento de un ensayo ELISA de prototipo
tipo sandwich con muestras de donantes de sangre sanos y pacientes con cancer de mama y préstata han producido
resultados prometedores con mayor sensibilidad que la del ensayo de enlace TK disponible.

La estrategia de seleccion inicial se basd en conjugados peptidicos con una regién seleccionada de TK1 que
representa el dominio C-terminal, que esta involucrado en la regulacién del ciclo celular de la enzima.

Se han seleccionado tres anticuerpos monoclonales y su propiedad unica es que se unen eficazmente a la forma
sérica de la TK1 humana. Esto es Unico ya que varios otros anticuerpos pueden unirse a los péptidos antigénicos y a
la rTK1 humana, pero solo estos tres anticuerpos monoclonales podrian funcionar en un formato de inmunoensayo
tipo sandwich utilizando suero humano.

Dos de los anticuerpos se obtuvieron con conjugados BSA peptidicos (XPA 210-Ar1 y XPA 210-Ar3), mientras que
uno (XPA 210-Ar2) se produjo con el conjugado KLH peptidico. No se encontraron anticuerpos que tuvieran las
caracteristicas deseadas resultantes de la inmunizaciéon con rTK1 humana que mostrara esta capacidad aunque
inicialmente se seleccionaron cuatro clones. Este resultado esta segun el hecho de que ahora hay varios anticuerpos
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monoclonales anti-TK1 disponibles comercialmente y ain no hay un ensayo desarrollado para uso clinico basado en
estos anticuerpos.

Cuatro de los anticuerpos monoclonales comerciales (3B3.E11 de Abcam; M02, clon F12 de Abnova; EPR3194 y
EPR3193, Mabs de conejo de Abnova) se probaron en un formato de ensayo ELISA tipo sandwich descrito aqui, pero
ninguno de ellos pudo reaccionar suficientemente con TK1 sérica. Por lo tanto, la generaciéon de anticuerpos
monoclonales adecuados basados en rTK1 es aparentemente ineficiente y puede estar relacionada con la compleja
estructura oligomérica de la proteina TK1 que se encuentra en la sangre.

La naturaleza unica de los anticuerpos monoclonales anti-TK1 descritos aqui se debe probablemente en parte a sus
propiedades de union al epitopo, que es diferente y aparentemente se complementa para una deteccion inmune
eficiente.

En el ensayo ELISA prototipo descrito se utilizaron XPA 210-Ar1 y XPA 210-Ar2. Alternativamente, uno de estos
anticuerpos podria intercambiarse por XPA 210-Ar3. Ademds, para un ensayo mejorado o para aplicaciones
especiales del ensayo inmune es muy probable que la disponibilidad de XPA 210-Ar3 sea muy beneficiosa. La
existencia de estos anticuerpos monoclonales anti-TK1 es un requisito previo para un ensayo ELISA funcional.

Ejemplo 9: Estudios de union de la interaccion entre TK1 recombinante y XPA 210-Ar1 y XPA 210-Ar2

Con el fin de determinar las caracteristicas de unién de las interacciones entre TK1 recombinante y los dos anticuerpos
monoclonales utilizados en el procedimiento ELISA de sandwich, se realizaron estudios de union preliminares con
tecnologia de sensor de resonancia de superficie, mas especificamente el sistema de flujo continuo de doble canal
Attana 200. Este procedimiento se basa en la tecnologia de microbalanza de cristal de cuarzo, que proporciona
informacién muy importante desde el punto de vista biolégico sobre las propiedades de unién de las interacciones
antigeno-anticuerpo.

En el experimento mostrado en las figs. 8A y 8B se utilizé un chip sensor carboxilo LNB, que se reactivo con el kit de
captura de IgG de raton (Biacore, GE Healthcare) con el procedimiento de acoplamiento de amina. Los ligandos fueron
XPA 210-Ar1 y XPA 210-Ar2 y se capturaron en la superficie con anticuerpos anti-raton mediante dos inyecciones de
soluciones de anticuerpos de 50 ug / ml en un tampoén de acetato de 10 mM, pH 4,5. Se utilizé un chip tratado de
forma idéntica sin el anticuerpo de captura como control negativo. Se inyecté TK1 recombinante pura, diluida a 20 ug
/ mlen 10 mM de HEPES, 150 mM de NaCl, Tween 20 al 0,005 %, pH 7,4 y se inyectd sobre la superficie a 25 pl /
min. El tiempo de asociacion fue de 84 s y la disociacion se midié durante otros 300 s. El tampén sin TK1 recombinante
se inyectdé como un blanco y se sustrajo de las sefiales de inyeccion de la muestra.

Las mediciones cinéticas se realizaron mediante una serie de inyecciones con cinco concentraciones de TK1
recombinante de 20 ug/ ml a 1,25 ug / mly los resultados con XPA 210-Ar1 y XPA 210-Ar2 se muestran en la fig. 8A
y 8B, respectivamente. Se utilizé un modelo de unién 1:1 para el calculo de las constantes cinéticas a partir de las
curvas ajustadas de los datos de doble referencia como se muestra en las figs. 8A y 8B. Los resultados presentados
del estudio preliminar de unién demostraron afinidad nanomolar (nM) por TK1 recombinante con XPA 210-Ar1 (KD =
0,65 nM) y XPA 210-Ar2 (KD = 4,12 nM). Los resultados indican ademas que parece haber una interaccion
significativamente mas fuerte entre XPA 210-Ar1 y TK1 recombinante en comparacion con la interaccion entre XPA
210-Ar2 y TK1 recombinante.
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Ala Gly

130

<210> 47
<211> 384
<212> ADN

35

Tyr Ser

Leu Gly
Lys

Gly

Gln
100

Leu

Ala
115

Arg

Thr Thr

<213> Mus musculus

<400> 47

atggcctgga
gctgttgtga
tgtcgctcaa
ccagatcatt
gccagattct
actgaggatg

ggaggaacca

tttcacttat
ctcaggaatc
gtactggggce
tattcactgg
caggctcecct
aggcaatata

aactgactgt

Trp

Tyr

Arg

85

Leu

Trp

Val

40

His Trp

55

Ile His

70

Ile Ser

Ser

Asn

Gly Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

Gly

Arg Gln

Ser Gly

Thr Arg

90

Thr
105

Thr

His Trp

120

Thr Val

135

actctctcte
tgcactcacc
tgttacaact
tctaataggt
gattggagac
tttctgtget

ccta

Ser

Ser

ctggctctca
acatcacctg
actaactatg
ggtaccaaca
aaggctgccce

ctatggtaca

38

45

Phe Pro

60

Gly

Ser Thr Thr

75

Asp Thr Ser

Glu Asp Thr

Tyr Phe Asp

125

gctcagggge
gtaaaacagt
ccaactgggt
accgagttcc
tcaccatcac

gcaaccattg

Asn Lys Leu

Pro
80

Tyr Asn

Asn Gln

95

Lys

Ala Thr

110

Tyr

Val Trp Ala

catttcccag
cacactcact
ccaagaaaaa
aggtgttcct
aggggcacag

ggtgttcggt

60

120

180

240

300

360

384
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<210> 48

<211> 128
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 48

Met Ala Trp

1

Ala

Pro

Thr

Phe

65

Ala

Thr

Tyr

Ile

Gly

Thr

50

Thr

Arg

Gly

Ser

Ile

Ser

Ser Gln Ala

Lys

35

Thr

Gly

Phe

Ala

Asn
115

20

Thr

Asn

Leu

Ser

Gln

100

His

Val

Tyr

Ile

Gly

85

Thr

Trp

Leu

Val

Thr

Ala

Gly

70

Ser

Glu

Val

Ile

Val

Leu

Asn

55

Gly

Leu

Asp

Phe
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Leu Ser Leu
10

Thr Gln Glu
25

Thr Cys Arg
40

Trp Val Gln

Thr Asn Asn

Ile Gly Asp
90

Glu Ala Ile
105

Gly Gly Gly
120

39

Leu

Ser

Ser

Glu

Arg

75

Lys

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ser

Lys

60

Val

Ala

Phe

Lys

Leu

Leu

Thr

45

Pro

Pro

Ala

Cys

Leu
125

Ser

Thr
30

Gly

Asp

Gly

Leu

Ala

110

Thr

Ser Gly
15

Thr Ser

Ala Val

His Leu

Val Pro
80

Thr Ile
95

Leu Trp

Val Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de un anticuerpo monoclonal capaz de unirse a una forma
sérica de timidina quinasa 1 humana, TK1, donde dicho anticuerpo o fragmento monoclonal tiene especificidad por un
epitopo GEAVAARKLF (SEQ ID NO: 2) de dicha TK1 humana y dicho anticuerpo o fragmento monoclonal tiene

una region 1 determinante de la complementariedad de dominios pesados, VH, variables, CDR1 que tiene secuencia
de aminoacidos (SEQ ID NO: 6);

una CDR2 de dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 7);

una CDR3 de dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 8);

una CDR1 de dominio VL ligero variable que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 9);

una CDR2 de dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 10); y

una CDR3 de dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 11).

2. El anticuerpo o fragmento monoclonal segun la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo o fragmento
monoclonal es capaz de unirse a la TK1 recombinante humana y a una forma celular de la TK1 humana.

3. El anticuerpo o fragmento monoclonal segun la reivindicacion 1 o 2, donde dicho anticuerpo o fragmento
monoclonal también es capaz de unirse a un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1).

4. El anticuerpo o fragmento monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, obtenible
mediante un proceso que comprende:

inmunizar un animal no humano con un primer conjugado peptidico que comprende un péptido que tiene la secuencia
de aminoacidos GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1) acoplado a una primera proteina
portadora o un segundo conjugado peptidico que comprende dicho péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
GQPAGPDNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQ (SEQ ID NO: 1) acoplado a una segunda proteina portadora que es
diferente de dicha primera proteina portadora;

aislar esplenocitos de dicho animal no humano con titulos en sangre para el primer conjugado peptidico o el segundo
conjugado peptidico;

formar hibridomas fusionando dichos esplenocitos con mielomas;

seleccionar el sobrenadante de hidridomas, que resulta de la inmunizacién con dicho primer conjugado peptidico, para
titulos para dicho segundo conjugado peptidico y seleccionar el sobrenadante de hidridomas, resultante de dicha
inmunizacién con dicho segundo conjugado peptidico, para titulos para dicho primer conjugado peptidico;
seleccionar un hibridoma que produce anticuerpos monoclonales capaces de unirse a dicho primer conjugado
peptidico, a dicho segundo conjugado peptidico y a la TK1 recombinante humana; y

aislar dicho anticuerpo monoclonal del sobrenadante de dicho hibridoma seleccionado.

5. Un procedimiento para determinar un nivel de material de TK1 celular y/o sérica en una muestra
corporal, que comprende:

poner en contacto dicha muestra corporal con un anticuerpo o fragmento monoclonal segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4;y

detectar una cantidad de anticuerpo o fragmento monoclonal unido.

6. Un kit para determinar un nivel de material de TK1 celular y/o sérica en una muestra corporal, que
comprende:

un primer anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 inmovilizado en un soporte sélido o
destinado a ser inmovilizado en dicho soporte soélido; y

un segundo anticuerpo monoclonal, donde

dicho anticuerpo monoclonal tiene especificidad por un epitopo seleccionado de un grupo que consiste en:

al menos uno de NCPVPGKPGE (SEQ ID NO: 4), PVPGKPGEAYV (SEQ ID NO: 5) y NCPVPGKPGEAYV (SEQ ID NO:
3) de dicha TK1 humana; y

un epitopo dependiente de la conformacién de dicha TK1 humana.

7. El kit segun la reivindicacion 6, donde dicho segundo anticuerpo o fragmento monoclonal tiene
una CDR1 de dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 6);
una CDR2 de dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 12);
una CDR3 de dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 13);
una CDR1 de dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 14);
una CDR2 de dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 10); y
una CDR3 de dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 11).

8. El kit segun la reivindicacion 6, donde dicho segundo anticuerpo o fragmento monoclonal tiene
una CDR1 de dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 15);

40
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una CDR2 de dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 16);
una CDR3 de dominio VH que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 17)
una CDR1 de dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 18);
una CDR2 de dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 19); y
una CDR3 de dominio VL que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 20).

9. Un procedimiento para estimar la probabilidad de recurrencia de un tumor en un sujeto, que comprende:

determinar un nivel de material de TK1 sérica en una muestra corporal de dicho sujeto utilizando un procedimiento
segun la reivindicacion 5 o un kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, y

comparar dicho nivel de material de TK1 sérica en dicha muestra corporal con un nivel de material de TK1 sérica
representativo de una poblacion de sujetos sanos o con un nivel de material de TK1 sérica previamente determinado
en dicho sujeto.

10. Un procedimiento para determinar la proliferacion celular en un sujeto, que comprende:

determinar un nivel de material de TK1 sérica en una muestra corporal de dicho sujeto utilizando un procedimiento
segun la reivindicacion 5 o un kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, y

determinar dicha proliferacién celular basandose en dicho nivel de material de TK1 sérica en dicha muestra corporal.

11. Un procedimiento para determinar la respuesta de un proceso de proliferacion en un sujeto que padece
una enfermedad maligna, que comprende:

determinar un nivel de material de TK1 sérica en una muestra corporal de dicho sujeto utilizando un procedimiento
segun la reivindicacién 5 o un kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, y

determinar dicha respuesta al proceso de proliferacion celular basandose en dicho nivel de material de TK1 sérica en
dicha muestra corporal.

12. Un procedimiento para determinar un nivel de inflamacién, infeccion o proliferacion de células tumorales
en un sujeto, que comprende:

determinar un nivel de material de TK1 sérica en una muestra corporal de dicho sujeto utilizando un procedimiento
segun la reivindicacion 5 o un kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, y

determinar dicho nivel de inflamacién, infeccion o proliferacién celular tumoral basandose en dicho nivel de material
de TK1 sérica en dicha muestra corporal.
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