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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir el cancer
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere al nuevo uso de un anticuerpo contra CAPRINA-1 o un fragmento del mismo en un
farmaco tal como un agente terapéutico y/o preventivo para el cancer.

Técnica antecedente

El cancer es la principal causa de muerte. Esta enfermedad se trata actualmente principalmente por terapia
quirdrgica con radioterapia y/o con quimioterapia. A pesar del desarrollo reciente de nuevas técnicas quirurgicas o el
descubrimiento de nuevos agentes anticancer, el tratamiento existente del cancer tiene un resultado
insuficientemente mejorado, excepto para algunos tipos de cancer. Con los ultimos avances en biologia molecular o
inmunologia del cancer, se han identificado anticuerpos que reaccionan especificamente con el cancer, antigenos
del cancer que son reconocidos por células T citotoxicas, genes que codifican dichos antigenos del cancer y
similares, aumentando las expectativas de una terapia del cancer especifica que se dirige a los antigenos del cancer
(bibliografia no Patente 1).

Para reducir las reacciones adversas de la terapia del cancer, se desea que los péptidos, polipéptido, o proteinas
que se reconocen como antigenos del cancer deberian existir raramente en células normales y existan
especificamente en células cancerosas. En 1991, Boon et al. (Ludwig Institute for Cancer Research, Bélgica) aisld
un antigeno del melanoma humano MAGE1 que era reconocido por las células T positivas a CD8 mediante un
método de clonacion por expresion de ADNc utilizando lineas celulares cancerosas autdlogas y células T reactivas
al cancer (Bibliografia no Patente 2). Después, se habia informado de un método SEREX (identificacion serolégica
de antigenos por clonacién de expresion recombinante), que adoptaba una estrategia de clonacion de la expresion
genética para identificar antigenos tumorales reconocidos por anticuerpos producidas en respuestas a un cancer
autdlogo in vivo en un paciente con cancer (Bibliografia no Patente 3 y Bibliografia de Patente 1). De acuerdo con
este método, se habian aislado algunos antigenos que se expresan raramente en células normales y se expresan
especificamente en el cancer (Bibliografia no Patente 4 a 9). Ademas, hay un ensayo clinico que se dirige a algunos
de los antigenos del cancer aislados, con una terapia celular que utiliza inmunocitos que reaccionan especificamente
con los antigenos del cancer o inmunoterapia especifica del cancer utilizando vacunas o similares que comprenden
antigenos del cancer.

En los ultimos afios, han aparecido en el mundo distintos farmacos de anticuerpos para el tratamiento del cancer
que se dirigen a las proteinas antigénicas de las células cancerosas. Estos farmacos han llamado la atencion debido
a su cierta eficacia como agentes terapéuticos especificos del cancer. Sin embargo, una gran mayoria de las
proteinas antigénicas a las que se dirige el farmaco, también se expresan en células normales. Como resultado de la
administracion de los anticuerpos, se dafian las células cancerosas asi como las células normales que expresan los
antigenos asi como las células cancerosas, dando como resultado reacciones adversas desventajosamente. Por lo
tanto, si se pueden identificar los antigenos del cancer que se expresan especificamente en la superficie de las
células cancerosas y se pueden utilizar como farmacos los anticuerpos dirigidos a los antigenos, se puede esperar
que estos farmacos de anticuerpos consigan un tratamiento con menos reacciones adversas.

La proteina 1 asociada a proliferacion citoplasmatica (CAPRINA-1) se conoce como una proteina intracelular que se
expresa en la activacion o division celular de células normales en reposo y forma granulos citoplasmaticos de estrés
con ARN en las células que participan en la regulacién del transporte y traduccion de los ARNm. Se ha descubierto
que esta proteina se expresa especificamente en la superficie de las células cancerosas y esta en estudio como
diana de farmacos de anticuerpos para el tratamiento del cancer (Bibliografia de Patente 2).

Listado de referencias
Bibliografia de Patente
Bibliografia de Patente 1: Patente de EE. UU. N° 5698396
Bibliografia de Patente 2: Patente WO2010/016526
Bibliografia no Patente
Bibliografia no Patente 1: Tsuyoshi Akiyoshi, "Japanese Journal of Cancer and Chemotherapy"”, 1997, Vol. 24, p.
55-519 (Japanese Journal of Cancer and Chemotherapy Publishers Inc., Japon)
Bibliografia no Patente 2: Bruggen P. et al., Science, 254: 1643-1647 (1991)

Bibliografia no Patente 3: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 11810-11813 (1995)
Bibliografia no Patente 4: Int. J. Cancer, 72: 965-971 (1997)
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Sumario de la invenciéon
Problema técnico

Un objetivo de la presente invencion es producir un anticuerpo que se dirige a la CAPRINA-1 que se expresa
especificamente en la superficie de células cancerosas y sea superior en su actividad antitumoral a los anticuerpos
convencionales, y proporcionar el uso de los mismos como un agente terapéutico y/o preventivo para el cancer.

Solucién del problema
Las caracteristicas de la presente invencion son las siguientes:

La presente invencion proporciona un anticuerpo o un fragmento del mismo tal como se define en las
reivindicaciones, un polipéptido de CAPRINA-1 parcial que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra
enla SEQ ID NO: 5.

Los aspectos y realizaciones adicionales de la invencion, incluyendo los medios para su uso en el tratamiento y/o
prevencion el cancer, se definen en las reivindicaciones.

En una realizacién de la presente invencion, el cancer es un cancer de mama, cancer de rifién, cancer pancreatico,
cancer colorrectal, cancer de pulmdn, cancer cerebral, cancer gastrico, cancer de cuello uterino, cancer de ovario,
cancer de prostata, cancer de vejiga urinaria, cancer esofagico, leucemia, linfoma, fibrosarcoma, mastocitoma, o
melanoma.

En ofra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal.

En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo de cadena sencilla, o un anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico).

Efectos ventajosos de la invencion

El anticuerpo contra CAPRINA-1 de acuerdo con la presente invencion dana las células cancerosas. Por lo tanto, el
anticuerpo contra CAPRINA-1 es util en el tratamiento o prevencién del cancer.

Descripcion de las realizaciones

El anticuerpo de acuerdo con la presente invencion es un anticuerpo que reconoce y se une a un polipéptido parcial
de CAPRINA-1 predeterminado y tiene actividad antitumoral. Mas especificamente, el anticuerpo de acuerdo con la
presente invencion es un anticuerpo que se une un polipéptido parcial de una proteina CAPRINA-1 (polipéptido
parcial de CAPRINA-1) que consiste en la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 5.

En la presente divulgacion, este anticuerpo ha demostrado que presenta actividad antitumoral. La presente
invencion se refiere a todos los anticuerpos que se unen a los fragmentos de prote 'nas de CAPRINA-1 tal como se
definen en las reivindicaciones y que presentan actividad antitumoral.

El anticuerpo contra CAPRINA-1 de acuerdo con la presente invencién puede ser cualquier tipo de anticuerpo que
pueda ejercer una actividad antitumoral e incluye, por ejemplo, anticuerpos recombinantes (por ejemplo, anticuerpos
sintéticos, anticuerpo multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), anticuerpos humanizados,
anticuerpos quiméricos, y anticuerpos de cadena sencilla (scFv)), anticuerpos humanos, y sus fragmentos de
anticuerpo (por ejemplo, Fab, F(ab’),, y Fv). Estos anticuerpos y los fragmentos de los mismos se pueden preparar
por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Preferentemente, el anticuerpo de acuerdo con la presente
invencion se une especificamente a la proteina CAPRINA-1. En este contexto, la frase “que se une especificamente
a la proteina CAPRINA-1" significa que el anticuerpo se une especificamente a la proteina CAPRINA-1 sin unirse
sustancialmente a otras proteinas. El anticuerpo de acuerdo con la presente invencion es preferentemente un
anticuerpo monoclonal y sin embargo, puede ser un anticuerpo policlonal siempre que se produzcan anticuerpos
homogéneos establemente. En el caso de un sujeto humano, es deseable un anticuerpo humano o un anticuerpo
humanizado para evitar o suprimir el rechazo.

El anticuerpo contra el polipéptido CAPRINA-1 de acuerdo con la presente invencién se puede evaluar en cuanto a
su actividad antitumoral, como se describe posteriormente, examinando in vivo la inhibicién del crecimiento tumoral
en un animal que alberga un cancer o examinando ex vivo la presencia o ausencia de actividad citotéxica mediada
por complemento o inmunocitos que presenta el anticuerpo contra las células tumorales que expresan el polipéptido.
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El sujeto que recibe el tratamiento y/o la prevencion del cancer de acuerdo con la presente invencion es un
mamifero tal como un ser humano, un animal de compafiia, animales de granja, o un animal deportivo y es
preferentemente un ser humano.

De aqui en adelante, la presente invencion se describira con mas detalle.
< Preparacion del antigeno para la preparacion de anticuerpos >

Las proteinas o fragmentos de las mismas que se utilizan como antigenos sensibilizantes para obtener el anticuerpo
contra CAPRINA-1 de acuerdo con la presente invencién no se limitan por las especies animales que sirven como
origen, incluyendo seres humanos, perros, gatos, ganado bovino, caballos, ratones, ratas y pollos. Las proteinas o
los fragmentos de las mismas, sin embargo, se seleccionan preferentemente en vista de la compatibilidad con las
células parentales para su uso en la fusion celular. En general se prefieren las proteinas derivadas de mamiferos.
Particularmente, se prefieren las proteinas derivadas de seres humanos. Por ejemplo, cuando la CAPRINA-1 es
CAPRINA-1 humana, se pueden utilizar proteinas de CAPRINA-1 humana, péptidos parciales de la misma, o células
que expresan CAPRINA-1 humana.

Las secuencias de nucleédtido y las secuencias de aminoacidos de la CAPRINA-1 humana y los homologos de la
misma se pueden obtener, por ejemplo, haciendo un acceso a GenBank (NCBI, EE. UU.) y utilizando un algoritmo
tal como BLAST o FASTA (Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 5873-5877, 1993; y Altschul et al.,
Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, 1997).

En la presente invencion, en referencia a la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 1 o 3) o la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO: 2 o 4) de la CAPRINA-1 humana, la diana CAPRINA-1 es un acido nucleico o una
proteina que consiste en una secuencia que tiene un 70 % a un 100 %, preferentemente un 80 % a un 100 %, o un
99,5 % a un 100 %, mas preferentemente un 95 % a un 100 %, por ejemplo, un 97 % a un 100 %, un 98 % a un
100 %, un 99 % a un 100 %, o un 99,5 % a un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de nucledtidos o la
secuencia de aminoacidos de la ORF o la parte madura de la secuencia de referencia.

Notese que las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4 que comparadas se diferencian en los
restos de aminoacidos en la posicion 690 y siguientes. En este contexto, la expresion “% de identidad de secuencia”
significa un porcentaje (%) del niumero de aminoacidos (o bases de nucledtidos) idénticos respecto al numero total
de aminoacidos (o bases de nucledtidos) cuando se alinean dos secuencias de manera que se alcance el maximo
grado de similitud o identidad con o sin la introduccién de huecos.

Como fragmento de proteina CAPRINA-1, un fragmento que comprende un epitopo (o un determinante antigénico),
que es la unidad mas pequefia reconocida por un anticuerpo, y que tenga una longitud que varia desde la longitud
de aminoacidos del epitopo a menos de la longitud completa de la proteina CAPRINA-1 se puede utilizar. El epitopo
se refiere a un fragmento polipeptidico que tiene antigenicidad o inmunogenicidad en mamiferos, preferentemente
seres humanos. Su unidad mas pequefia consiste en aproximadamente 7 a 12 aminoacidos, por ejemplo 8 a 11
aminoacidos. El fragmento de proteina CAPRINA-1 para su uso en la preparacion del anticuerpo de acuerdo con la
presente invencion es preferentemente un fragmento que es reconocido por el anticuerpo de la presente invencion y
comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 5 (que se corresponde con la secuencia
desde la posicion 237 a 252 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 0 4) o una secuencia de aminoacidos
que tiene un 80 % o mayor, preferentemente un 85 % o mayor, mas preferentemente un 90 % o mayor, mas
preferentemente un 95 % o mayor de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos, o comprende al
menos un epitopo que consiste en aproximadamente 7 a 12 aminoacidos consecutivos, por ejemplo 8 a 11
aminoacidos consecutivos en cualquiera de estas secuencias de aminoacidos.

Las proteinas de CAPRINA-1 humana y los fragmentos polipeptidicos que comprenden péptidos parciales de las
mismas se pueden sintetizar de acuerdo con métodos de sintesis quimica, por ejemplo, los métodos Fmoc
(fluorenilmetiloxicarbonilo) y tBoc (t-butiloxicarbonilo) ((Seikagaku Jikken Koza (Curso de Experimentacion
Bioquimica en inglés) 1, the Japanese Biochemical Society ed., Protein Chemistry IV, Chemical Modification and
Peptide Synthesis, Tokyo Kagaku Dojin Co., Ltd. (Japdn), 1981). También, estos polipéptidos se pueden sintetizar
por métodos convencionales utilizando distintos sintetizadores de péptidos disponibles en el mercado.

De manera alternativa, los polinucledtidos que codifican los polipéptidos se pueden preparar utilizando estrategias
de modificacion genéticas conocidas en la técnica (Sambrook et al., Molecular Cloning, the 22 edicion, Current
Protocols in Molecular Biology (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel et al., Short Protocols in
Molecular Biology, the 3?2 ediciéon, A compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology (1995),
John Wiley & Sons; etc.) y que se incorporan en vectores de expresion, que se introducen entonces en células
huésped para producir los polipéptidos en las células huésped. De esta manera, se pueden obtener las proteinas de
CAPRINA-1 humana o los fragmentos polipeptidicos de interés de la misma.

Los polinucleétidos que codifican los polipéptidos se pueden preparar facilmente por estrategias de modificacion
genética conocidas en la técnica o métodos convencionales utilizando sintetizadores de acidos nucleico disponibles
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en el mercado. Por ejemplo, se puede preparar un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de un gen de
CAPRINA-1 humana mediante PCR utilizando un ADN cromosdmico humano o una biblioteca de ADNc como matriz
y un par de cebadores disefiados para que sean capaces de amplificar la secuencia de nucleétidos. Las condiciones
de reaccion para esta PCR se pueden determinar apropiadamente. Ejemplos de las condiciones pueden incluir, pero
sin limitarse a, 30 ciclos que implican cada uno las etapas de reaccion de 94 °C durante 30 segundos
(desnaturalizacion), 55 °C durante 30 segundos a 1 minuto (hibridacion), y 72 °C durante 2 minutos (elongacion)
utilizando una ADN polimerasa termoestable (por ejemplo, Taq polimerasa o Pfu polimerasa) y un tampén de PCR
que contenga Mg?*, seguido por una reaccion a 72 °C durante 7 minutos. La estrategia de PCR, condiciones, etc. se
describen, por ejemplo, en Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, la 32 edicion, A Compendium of
Methods from Current Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons (particularmente, Capitulo 15).

También, se pueden preparar sondas apropiadas basandose en la informacién sobre las secuencias de nucleétidos
de los genes de CAPRINA-1 y las secuencias de aminoacidos de las proteinas CAPRINA-1, y utilizarse para la
exploracion, por ejemplo, en una biblioteca de ADNc humano, para aislar el ADN deseado. Preferentemente, dicha
biblioteca de ADNc se produce a partir de células, érganos, o tejidos que expresan proteinas CAPRINA-1. Ejemplos
de dichas células o tejidos incluyen células o tejidos derivados de los testiculos o de canceres o tumores tales como
leucemia, cancer de mama, linfoma, tumor cerebral, cancer de pulmon, cancer pancreatico, y cancer colorrectal.
Estas operaciones, incluyendo la preparacion de sondas o cebadores, la construccion de una biblioteca de ADNc, la
exploracion en la biblioteca de ADNc, y la clonacion del gen de interés, son conocidas por los expertos en la técnica
y se pueden llevar a cabo de acuerdo con los métodos descritos, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular
Cloning, la 22 edicion, Current Protocols in Molecular Biology (1989), y Ausubel et al. (ibid.). Los ADN que codifican
las proteinas CAPRINA-1 humana y los péptidos parciales de las mismas se pueden obtener a partir del ADN asi
obtenido.

Las células huésped en las que se introducen los vectores de expresion pueden ser cualquiera de las células
capaces de expresar los polipéptidos anteriores. Ejemplos de células procariotas incluyen, pero no se limitan a. E.
coli. Ejemplos de células eucariotas incluyen, pero no se limitan a: células de mamifero tales como células de rifion
de mono COS1 y células ovaricas de hamster chino CHO; una linea celular de rifion embrionario humano HEK293;
una linea celular de piel embrionaria de raton NIH3T3; células de levadura tales como células de levadura en
crecimiento y células de levadura en fision; células de gusano de seda; y células de huevos de Xenopus.

En el caso de utilizar células procariotas como células huésped, los vectores de expresion que se utilizan tienen un
origen que permiten la replicacion en células procariotas, un promotor, un sitio de unién al ribosoma, un sitio
multiclonacion, un terminador, un gen de resistencia a farmacos, un gen auxotréfico complementario, etc. Ejemplos
de vectores de expresion para E. coli pueden incluir la serie pUC, pBluescript I, sistemas de expresion pET, y
sistemas de expresion pGEX. Los ADN que codifican los polipéptidos anteriores se pueden incorporar en dichos
vectores de expresion, con los que se transforman las células huésped procariotas, seguido por el cultivo de los
transformantes obtenidos de manera que los polipéptidos codificados por los ADN se expresen en las células
huésped procariotas. A este respecto, los polipéptidos se pueden expresar como proteinas de fusién con otras
proteinas.

En el caso de utilizar las células eucariotas como células huésped, se utilizan vectores de expresion para células
eucariotas que tienen un promotor, una region de corte y empalme, un sitio de adicién poli(A), etc. como vectores de
expresion. Ejemplos de dichos vectores de expresion pueden incluir vectores pKA1, pCDM8, pSVK3, pMSG, pSVL,
pBK-CMV, pBK-RSV, EBV, pRS, pcDNA3, y pYES2. De la misma manera anterior, los ADN que codifican los
polipéptidos anteriores se pueden incorporar en dichos vectores de expresion con los que se transforman entonces
las células huésped eucariotas, seguido por el cultivo de los transformantes obtenidos de manera que los
polipéptidos codificados por los ADN se expresan en las células huésped eucariotas. En el caso de utilizar vectores
de expresion tales como pIND/V5-His, pFLAG-CMV-2, pEGFP-N1, o pEGFP-C1, los polipéptidos se pueden
expresar como distintas proteinas de fusion marcadas con un marcador His (por ejemplo, (His)s to (His)1o0),,
marcador FLAG, marcador myc, marcador HA, o similares.

Los vectores de expresion se pueden introducir en las células huésped utilizando métodos conocidos tales como
electroporacién, un método de fosfato calcico, un método de liposomas, un método de DEAE dextrano,
microinyeccion, infeccion virica, lipofeccion y unién con péptidos penetrantes celulares.

El polipéptido de interés se puede aislar y purificar a partir de las células huésped por una combinaciéon de
operaciones de separacion conocidas en la técnica. Ejemplos de las mismas incluyen, pero no se limitan a,
tratamiento con un desnaturalizante (por ejemplo, urea) o un tensioactivo, ultrasonicacion, digestion enzimatica,
desalacion, fraccionamiento y precipitacion en disolvente, didlisis, centrifugacion, ultrafiltracion, filtracion en gel,
SDS-PAGE, electroforesis de enfoque isoeléctrico, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia hidréfoba,
cromatografia de afinidad y cromatografia de fase inversa.

Los antigenos preparados de esta manera se pueden utilizar como antigenos sensibilizantes como se describe
posteriormente para la produccién de anticuerpos de acuerdo con la presente invencion.
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< Estructura del anticuerpo >

Los anticuerpos (inmunoglobulinas) habitualmente son glucoproteinas heteromultiméricas que comprende cada una
al menos dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Las inmunoglobulinas, excepto IgM, son glucoproteinas
heterotetraméricas de aproximadamente 150 kDa cada una compuesta de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos
cadenas pesadas (H) idénticas. Normalmente, cada cadena ligera esta conectada a una cadena pesada mediante
un enlace disulfuro covalente Unico, aunque el nimero de enlaces disulfuro entre las cadenas pesadas varia entre
los diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada una de las cadenas pesada y ligera tiene también un enlace
disulfuro intracatenario. Cada cadena pesada tiene un dominio variable (regién VH) en un extremo, seguido por una
serie de regiones constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable (region VL) en un extremo y tiene una
Unica region constante en el otro extremo. La region constante de la cadena ligera se alinea con la primera region
constante de la cadena pesada, mientras que el dominio variable de la cadena ligera se alinea con el dominio
variable de la cadena pesada. Regiones particulares llamadas regiones determinantes de complementariedad (CDR)
de los dominios variables de anticuerpo presentan una variabilidad especifica y hacen posible la especificidad de
union del anticuerpo. Las partes conservadas relativamente en las regiones variables se llaman regiones marco
conservadas (FR). Los dominios variables completos de cadena pesada y ligera comprende cada uno cuatro FR
conectados por medio de tres CDR. Estas res CDR se llaman CDRH1, CDRH2, y CDRH3 en este orden desde el
extremo N de la cadena pesada. De igual manera, las CDR se llaman CDRL1, CDRL2 y CDRL3 en la cadena ligera.
La CDRH3 es la mas importante para la especificidad de unién del anticuerpo por su antigeno. Ademas, las CDR de
cada cadena se mantienen cercanas entre ellas por las regiones FR y contribuyen a la formaciéon de un sitio de
union al antigeno en el anticuerpo, junto con las CDR de la otra cadena. Las regiones constantes no contribuyen
directamente a la unidn anticuerpo-antigeno pero presentan distintas funciones efectoras, por ejemplo, la implicacion
en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), la fagocitosis mediada por la unién con un receptor
Fcy, la semivida/velocidad de aclaramiento mediada por un receptor Fc neonatal, y la citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) mediado por un componente C1q de la cascada del complemento.

< Preparacion del anticuerpo >

El anticuerpo anti-CAPRINA-1 de acuerdo con la presente invencion significa un anticuerpo que tiene reactividad
inmunolégica con una proteina CAPRINA-1 de longitud completa o un fragmento de la misma. Particularmente, el
anticuerpo anti-CAPRINA-1 de la presente invencién es un anticuerpo que se une inmunoldogicamente a un
polipéptido parcial de una proteina CAPRINA-1 (polipéptido parcial de CAPRINA-1) que es un péptido que consiste
en la secuencia de aminoacidos que contiene el epitopo que se muestra en SEQ ID NO: 5. Preferentemente, el
anticuerpo de la presente invencién reconoce un epitopo que consiste aproximadamente en 7 a 12 aminoacidos
consecutivos, por ejemplo, 8 a 11 aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos que se muestra en
SEQ ID NO: 5. Este anticuerpo anti-CAPRINA-1 de la presente invencion es capaz de unirse especificamente a la
proteina CAPRINA-1 de longitud completa. El anticuerpo de la presente invencion se puede obtener seleccionando
un anticuerpo unido inmunolégicamente al polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra
en SEQ ID NO: 5. De acuerdo con un método de rutina de entre los anticuerpos que se obtienen con las proteinas
CAPRINA-1 o fragmentos de las mismas como antigenos.

En este contexto, la “reactividad inmunolégica” significa la propiedad del anticuerpo para unirse al antigeno
CAPRINA-1 (proteina CAPRINA-1 de longitud completa o un polipéptido parcial de la misma) in vivo. Mediante dicha
union a la CAPRINA-1, el anticuerpo de la presente invencion ejerce la funciéon de dafar (por ejemplo, destruir,
suprimir o regresar) las células tumorales. El anticuerpo de la presente invencion puede perjudicar un tumor, por
ejemplo, cancer de mama, cancer de rifién, cancer pancreatico, cancer colorrectal (por ejemplo, cancer de colon),
cancer de pulmon, tumor cerebral, cancer gastrico, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de prostata,
cancer de vejiga urinaria, cancer esofagico, leucemia, linfoma, fibrosarcoma, mastocitoma o melanoma mediante la
union con la proteina CAPRINA-1.

El anticuerpo de la presente invencion puede ser cualquier tipo de anticuerpo. Ejemplos de los tipos de anticuerpo
de la presente invencion incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos sintéticos,
anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
de cadena sencilla, y fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fab, F(ab’), y Fv). También, el anticuerpo es
cualquier clase de molécula de inmunoglobulina, por ejemplo IgG, IgE, IgM, IgA, IgD, o IgY, o cualquier subclase,
por ejemplo, IgG1, 1I9G2, 1IgG3, IgG4, IgA1, o IgA2.

Ademas, el anticuerpo se puede modificar por acetilaciéon, formulacién, amidacion, fosforilacién, PEGilacion o
similares, ademas de la glicosilacion.

De aqui en adelante se mostraran los ejemplos de preparacion de distintos anticuerpos.

Cuando el anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo monoclonal, por ejemplo, se administra una linea
celular de cancer de mama SK-BR-3 que expresa CAPRINA-1 a cada ratén para la inmunizacién. Se extrae el bazo
de los ratones. Tras la separacion de las células esplénicas, las células se fusionan con células de mieloma de
ratén. Los clones que producen anticuerpos que tienen un efecto inhibidor del crecimiento de las células del cancer
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se seleccionan de entre las células de fusion obtenidas (hibridoma). De manera alternativa, se pueden seleccionar
los clones que producen anticuerpo se unen a un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos que se
muestra en SEQ ID NO: 5 o un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene el 80 % o mas
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos. Los hibridomas que producen los anticuerpos
monoclonales que tienen un efecto inhibidor del crecimiento de células cancerosas o los hibridomas que producen
anticuerpos monoclonales contra el péptido de SEQ ID NO: 5 o similares se aislan y cultivan. El anticuerpo de la
presente invencién se puede preparar por purificaciéon del sobrenadante del cultivo de acuerdo con un método de
purificacion por afinidad general.

Los hibridomas que producen el anticuerpo monoclonal se puede preparar, por ejemplo, de la siguiente manera: en
primer lugar, los animales se inmunizan con antigenos sensibilizantes de acuerdo con un método conocido en la
técnica. Este método de inmunizacién en general implica la inyeccion por via intraperitoneal o subcutanea de los
antigenos sensibilizantes a mamiferos. Especificamente los antigenos sensibilizantes se diluyen o suspenden en
PBS (solucion salina tampén de fosfato), solucion salina fisioldgica, o similares en una cantidad apropiada y después
se mezclan, si se desea, con una cantidad apropiada de un adyuvante convencional, por ejemplo, un adyuvante
completo de Freund. Tras la emulsion, la emulsion resultante se administra a cada mamifero varias veces cada 4 a
21 dias. De manera alternativa, se puede utilizar un vehiculo apropiado para la inmunizaciéon con antigenos
sensibilizantes.

Tras la confirmacién de la aparicion del nivel del anticuerpo deseado en el suero del mamifero inmunizado de esta
manera, se recolectan inmunocitos del mamifero y se someten a fusion celular. Ejemplos preferidos de los
inmunocitos incluyen particularmente las células esplénicas.

Las células de mieloma de mamifero se utilizan como células parentales auxiliares que se van a fusionar con los
inmunocitos. Se conocen distintas lineas celulares en la técnica, por ejemplo, se utilizan preferentemente P3U1 (P3-
X63Ag8U1), P3 (P3x63Ag8.653) (J. Immunol. (1979) 123, 1548-1550), P3x63Ag8U.1 (Current Topics in Microbiology
and Immunology (1978) 81, 1-7), NS-1 (Kohler. G. y Milstein, C. Eur. J. Immunol. (1976) 6, 511-519), MPC-11
(Margulies. D.H. et al., Cell (1976) 8, 405-415), SP2/0 (Shulman, M. et al., Nature (1978) 276, 269-270), FO (deSt.
Groth, S.F. et al., J. Immunol. Methods (1980) 35, 1-21), S194 (Trowbridge, |.S. J. Exp. Med. (1978) 148, 313-323), y
R210 (Galfre, G. et al., Nature (1979) 277, 131-133), como células de mieloma.

La célula de fusion entre los inmunocitos y las células de mieloma se puede llevar a cabo basicamente de acuerdo
con un método conocido en la técnica, por ejemplo el método de Kohler y Milstein (Kohler, G. y Milstein, C. Methods
Enzymol. (1981) 73, 3-46).

Mas especificamente, se lleva a cabo la fusion celular, por ejemplo, en presencia de un promotor de fusién celular
en un medio nutritivo convencional. Por ejemplo, se utiliza el polietilenglicol (PEG) o el virus hemaglutinante de
Japon (HVJ) como el promotor de fusion. Si se desea, se puede afiadir adicionalmente un auxiliar tal como dimetil
sulféxido para su uso con el fin de aumentar la eficacia de fusion.

La relacion entre inmunocitos y células de mieloma se puede fijar arbitrariamente. Por ejemplo, la cantidad de los
inmunocitos se fija preferentemente a 1 a 10 veces la cantidad de células de mieloma. Ejemplos del medio que se
puede utilizar en la fusion celular incluyen los medios RPMI1640 y MEM adecuados para el crecimiento de lineas
celulares de mieloma asi como medios convencionales para su uso en este tipo de cultivo celular. Ademas, se
puede utilizar un suplemento de suero tal como suero fetal bovino (FCS) en combinacion con estos medios.

Para la fusion celular, los inmunocitos y las células de mieloma se mezclan bien en una cantidad predeterminada del
medio. Habitualmente se afiade una solucién de PEG (peso molecular medio: por ejemplo, aproximadamente de
1000 a 6000) pre-calentado a aproximadamente 37 °C a la mezcla a una concentracion del 30 a 60 % (p/v) y se
mezcla con las mismas parar formar los hibridomas de interés. Posteriormente, preferentemente se repiten
procedimientos de adicion secuencial de un medio apropiado y se retira el sobrenadante por centrifugaciéon para
retirar los agentes de fusion celular o similares, desfavorables para el crecimiento de los hibridomas.

Los hibridomas asi obtenidos se cultivan en un medio selectivo convencional, por ejemplo, un medio HAT (medio
que contiene hipoxantina, aminopterina, y timidina) para la seleccion. Este cultivo en el medio HAT se continda
durante un periodo (habitualmente, varios dias a varias semanas) suficientes para la muerte de las células (células
no fusionadas) distintas de las del hibridoma de interés. Posteriormente, los hibridomas que producen el anticuerpo
de interés se exploran y se clonan como clones Unicos por un método de dilucion limitante convencional.

Ademas de dicha obtencion de los hibridomas mediante la inmunizacién de animales no humanos con antigenos, los
hibridomas que producen anticuerpos humanos que tienen la actividad deseada (por ejemplo, actividad inhibidora
del crecimiento celular) se pueden obtener por sensibilizacion de linfocitos humanos, por ejemplo, linfocitos humanos
infectados con virus EB, con proteinas, células que expresan proteinas, o lisados de las mismas in vitro y fusionar
los linfocitos sensibilizados con células de mieloma derivadas de seres humanos capaces de dividirse
permanentemente, por ejemplo, U266 (N° de registro TIB 196).
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Los hibridomas que producen el anticuerpo monoclonal preparados de esta manera se pueden subcultivar en un
medio convencional y también se pueden almacenar durante un largo periodo en nitrégeno liquido.

Especificamente, los antigenos deseados o las células que expresan los antigenos deseados se utilizan como
antigenos sensibilizantes en la inmunizacién de acuerdo con un método de inmunizacidon convencional. Los
inmunocitos obtenidos se fusionan con células parentales conocidas en la técnica de acuerdo con un método de
fusion celular convencional. Las células productoras de anticuerpo monoclonal (hibridomas) se pueden explorar por
un método de exploracién convencional para preparar hibridomas productores de anticuerpos monoclonales contra
los antigenos deseados.

Otro ejemplo del anticuerpo que se puede utilizar en la presente invencion es un anticuerpo policlonal. El anticuerpo
policlonal se puede obtener por ejemplo, de la siguiente manera:

Se obtiene el suero de pequefios animales tales como ratones, ratones que producen anticuerpos humanos, o
conejos inmunizados con proteinas CAPRINA-1 naturales o proteinas CAPRINA-1 recombinantes que se expresan
como proteinas de fusion con GST o similares en microorganismos tales como E. coli, o los péptidos parciales de las
mismas. De manera alternativa, el suero se puede obtener de mamiferos inmunizados con fragmentos de CAPRINA-
1 como antigenos sensibilizantes, siendo cada uno un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que
se muestra en SEQ ID NO: 5 o una secuencia de aminoacidos que tiene un 80 % o mas, preferentemente un 85 % o
mas, mas preferentemente un 90 % o mas, mas preferentemente un 95 % o mas de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacido (preferentemente, un polipéptido que consiste en cualquiera de estas secuencias de
aminoacidos), o un polipéptido que comprende un epitopo (preferentemente, que consiste en el epitopo) que
consisten aproximadamente en 7 a 12 aminoacidos consecutivos, por ejemplo, de 8 a 11 aminoacidos consecutivos
de la secuencias de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 5 o la secuencia de aminoacidos que tiene un
80 % o mas, preferentemente un 85 % o mas, mas preferentemente un 90 % o mas, mas preferentemente un 95 %
o0 mas de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos. El suero asi obtenido se puede purificar
utilizando, por ejemplo, precipitacion en sulfato aménico, columnas de proteina A o proteina G, cromatografia de
intercambio i6nico DEAE, o columnas de afinidad acopladas con proteinas CAPRINA-1 o péptidos sintéticos para
preparar anticuerpos policlonales anti-CAPRINA-1.

El anticuerpo policlonal de la presente invencion incluye los anticuerpos obtenidos a partir de animales que producen
anticuerpos humanos (por ejemplo ratones) inmunizados con proteinas CAPRINA-1.

En este contexto, por ejemplo, se conocen los ratones KM (Kirin Pharma Co., Ltd. /Medarex) y ratones Xeno (Amgen
Inc.) como los ratones productores de anticuerpos humanos (por ejemplo, en las Publicaciones Internacionales N°
WO002/43478 y WO02/092812). Se pueden obtener anticuerpos policlonales humanos completos de la sangre de
dichos ratones inmunizados con proteinas CAPRINA-1 o un fragmento de las mismas. De manera alternativa se
pueden aislar las células esplénicas de los ratones asi inmunizados y fusionarlas con células de mieloma. De esta
manera, se pueden obtener anticuerpos monoclonales humanos.

Los antigenos se pueden preparar de acuerdo, por ejemplo, con un método que utilice células animales (Publicacion
de Patente JP (Kohyo) No. 2007-530068 A) o un método que utilice baculovirus (por ejemplo, la Publicacion
Internacional N° WO098/46777). Los antigenos que tienen una inmunogenicidad baja se pueden unir a
macromoléculas inmunogénicas tales como la albumina para la inmunizacién. Los antigenos se pueden administrar
junto con adyuvantes para la inmunizacion.

De manera alternativa, el anticuerpo de la presente invenciéon se puede obtener como un anticuerpo recombinante
genéticamente que se produce utilizando una técnica de ingenieria genética que implica: clonar genes de anticuerpo
a partir de hibridomas; incorporar los genes de anticuerpo en vectores apropiados; e introducir los vectores en
huéspedes (véase, por ejemplo, Carl, A.K. Borrebaeck, James, W. Larrick, THERAPEUTIC MONOCLONAL
ANTIBODIES, Publicado en el Reino Unido por MACMILLAN PUBLISHERS LTD, 1990). Especificamente, los ADNc
de la region variable (region V) del anticuerpo se sintetizan a partir de los ARNm de los hibridomas utilizando una
transcriptasa inversa. Tras la obtencién de los ADN que codifican las regiones V de interés, se ligan los ADN con los
ADN que codifican las regiones constantes (regiones C) de anticuerpo deseadas. Los productos de la union
resultantes se incorporan en vectores de expresion. De manera alternativa, los ADN que codifican la region V de
anticuerpo se pueden incorporar en vectores de expresion que contienen los ADN de la regién C de anticuerpo.
Estos ADN se incorporan en los vectores de expresion de manera que se expresen bajo el control de expresion de
regiones de control, por ejemplo, un amplificador y un promotor. Después, se pueden transformar las células
huésped con los vectores de expresion resultantes y se permite que se expresen los anticuerpos.

El anticuerpo anti-CAPRINA-1 de la presente invencion es preferentemente un anticuerpo monoclonal. De manera
alternativa, el anticuerpo anti-CAPRINA-1 de la presente invencion puede ser un anticuerpo policlonal, un anticuerpo
modificado genéticamente (anticuerpo quimérico, anticuerpo humanizado, etc.), o similares.

El anticuerpo monoclonal incluye anticuerpos monoclonales humanos, anticuerpos monoclonales de animales no
humanos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales de ratén, rata, conejo, y pollo), anticuerpos monoclonales
quiméricos y similares. El anticuerpo monoclonal se puede preparar por el cultivo de hibridomas obtenidos por la
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fusion entre células esplénicas de mamiferos no humanos (por ejemplo, ratones, ratones productores de anticuerpos
humanos, pollos, o conejos) inmunizados con proteinas CAPRINA-1 o fragmentos de las mismas y células de
mieloma. El anticuerpo quimérico es un anticuerpo que se prepara por la combinaciéon de secuencias derivadas de
diferentes animales y es, por ejemplo, un anticuerpo compuesto de las regiones variables de cadena pesada y ligera
de anticuerpo de ratén y las regiones constantes de cadena pesada y ligera de anticuerpo humano. El anticuerpo se
puede preparar utilizando un método conocido en la técnica que implica, por ejemplo, unir los ADN que codifican las
regiones V de anticuerpo de raton con los ADN que codifican las regiones C de anticuerpo humano; incorporando los
productos de la unién resultantes en vectores de expresion; e introduciendo los vectores en huéspedes de manera
que se produzcan los anticuerpos.

Los anticuerpos monoclonales que tienen reactividad inmunoldgica con el polipéptido parcial de CAPRINA-1 que
consiste en la secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 5 y tiene efecto antitumoral se preparan
por el método desvelado en los Ejemplos descritos a continuacion.

El anticuerpo humanizado, también llamado anticuerpo humano reformado, es un anticuerpo modificado. El
anticuerpo humanizado se construye injertando CDR de anticuerpo derivadas de un animal inmunizado en regiones
determinantes de la complementariedad de un anticuerpo humano. Por lo tanto también se conoce una estrategia
general de recombinacion genética.

Especificamente, por ejemplo, las secuencias de ADN disefiadas para unirse con las CDR de anticuerpos de ratén,
conejo o pollo, y las regiones marco conservadas humanas (FR) se sintetizan por PCR utilizando varios
oligonucledtidos preparados que tienen partes terminales solapadas entre ellas. Los ADN obtenidos se unen con
ADN que codifican regiones constantes de anticuerpos humanos. Posteriormente, los productos de union resultantes
se incorporan en vectores de expresion que se introducen entonces en huéspedes para la producciéon de anticuerpo
para obtener el anticuerpo de interés (véase la Publicacion de Solicitud de Patente europea N° EP239400 y la
Publicacion Internacional N° WO96/02576).

Las FR de anticuerpo humano conectadas mediante las CDR se seleccionan de manera que las regiones
determinantes de complementariedad formen un sitio de unién al antigeno favorable. Si fuera necesario, los
aminoacidos de las regiones marco conservadas de las regiones variables de anticuerpo se pueden sustituir de
manera que las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo humano reformado resultante formen
un sitio de unién al antigeno apropiado (Sato K. et al., Cancer Research 1993, 53: 851-856). Ademas, estas FR se
pueden sustituir con regiones marco conservadas de anticuerpos humanos de clases o subclases diferentes (véase
la Publicacion Internacional N° W099/51743).

Las regiones marco de anticuerpos humanos conectadas por CDR se seleccionan de tal manera que las regiones
determinantes de complementariedad forman un sitio de unién a antigeno favorable. Si fuese necesario, los
aminoacidos en las regiones marco de las regiones variables de los anticuerpos se pueden sustituir de manera que
las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo humano reformado resultante forman un sitio de
unién a antigeno apropiado (Sato K. et al., Cancer Research 1993, 53: 851-856).

Los aminoacidos de las regiones variables (por ejemplo, las FR) o las regiones constantes del anticuerpo quimérico
o el anticuerpo humanizado preparado de esta manera se pueden sustituir, por ejemplo, por otros aminoacidos.

La sustitucion de aminoacidos es la sustitucion de, por ejemplo menos de 15, menos de 10, 8 o menos, 7 0 menos, 6
0 menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos aminoacidos, preferentemente 1 a 5 aminoacidos, mas
preferentemente 1 o 2 aminoacidos. El anticuerpo sustituido deberia ser funcionalmente equivalente a un anticuerpo
no sustituido. La sustitucion sera una sustitucion de aminoacidos deseablemente conservadora, que es la sustitucion
entre aminoacidos con propiedades similares tales como la carga, cadenas laterales, polaridad, y aromaticidad. Los
aminoacidos se pueden clasificar en términos de propiedades similares por ejemplo, en: aminoacidos basicos
(arginina, lisina, e histidina); aminoacidos acidos (acido aspartico y acido glutamico); aminoacidos polares sin carga
(glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, cisteina, y tirosina); aminoacidos no polares (leucina, isoleucina,
alanina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina); aminoacidos ramificados (leucina, valina, e isoleucina); y
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptéfano, e histidina).

Ejemplos de aminoacidos modificados pueden incluir anticuerpos unidos con distintas moléculas tales como
polietilenglicol (PEG). En el anticuerpo modificado de la presente invencion, la sustancia que se va a unir no esta
limitada. Dicho anticuerpo modificado se puede obtener modificando quimicamente el anticuerpo obtenido. Por lo
tanto ya se ha establecido un método en la técnica.

En este contexto, la frase “funcionalmente equivalente” significa que el anticuerpo a que se hace referencia tiene una
actividad bioldgica o bioquimica similar a la del anticuerpo de la presente invencion, especificamente el anticuerpo al
que se hace referencia tiene la funcion de dafiar un tumor y no produce esencialmente rechazos cuando se aplica en
seres humanos, por ejemplo. Ejemplos de dicha actividad puede incluir la actividad inhibidora del crecimiento y
actividad de unién.

Un método para preparar un polipéptido funcionalmente equivalente a cierto polipéptido, que implica la introduccion
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de una mutacion en un polipéptido, es bien conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los expertos en la
técnica pueden introducir una mutacién cuando sea propiada en el anticuerpo de la presente invencion utilizando la
mutagénesis dirigida al sitio (Hashimoto-Gotoh, T. et al., (1995) Gene 152, 271-275; Zoller, MJ., y Smith, M. (1983)
Methods Enzymol. 100, 468-500; Kramer, W. et al., (1984) Nucleic Acids Res. 12, 9441-9456; Kramer, W. y Fritz,
HJ., (1987) Methods Enzymol. 154, 350-367; Kunkel, TA., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82, 488-492; y Kunkel
(1988) Methods Enzymol. 85, 2763-2766) o similares, preparando de esta manera un anticuerpo funcionalmente
equivalente al anticuerpo de la presente invencion.

El anticuerpo mencionado anteriormente que reconoce un epitopo de una proteina CAPRINA-1 o un fragmento
polipeptidico de CAPRINA-1 que comprende el epitopo, se puede obtener por un método conocido por los expertos
en la técnica. Por ejemplo, el anticuerpo se puede obtener por un método que implica la determinacion del epitopo
de la proteina CAPRINA-1 reconocido por el anticuerpo anti-CAPRINA-1 obtenido que tiene un efecto inhibidor del
crecimiento celular mediante un método convencional (por ejemplo, mapeo de epitopo o un método de identificacion
de epitopos que se describe posteriormente) y la preparacion de un anticuerpo utilizando un polipéptido que tenga
una secuencia de aminoacidos contenida en el epitopo como inmunégeno, o un método que implica determinar un
epitopo para un anticuerpo preparado por un método convencional y seleccionar un anticuerpo que reconozca el
mismo epitopo que el del anticuerpo anti-CAPRINA-1. En este contexto, el “epitopo” se refiere a un fragmento de
polipéptido que tiene antigenicidad o inmunogenicidad en mamiferos, preferentemente seres humanos. Su unidad
mas pequeia consiste en aproximadamente 7 a 12 aminoacidos, preferentemente 8 a 11 aminoacidos.

El anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo que tiene reactividad inmunolégica con la CAPRINA-1, un
anticuerpo que reconoce especificamente la CAPRINA-1, o un anticuerpo que se une especificamente a la
CAPRINA-1 y presenta actividad citotoxica contra el cancer o un efecto inhibidor del crecimiento tumoral. El
anticuerpo preferentemente es un anticuerpo que tiene una estructura que produce poco o ningun rechazo en los
animales receptores. Ejemplos de dichos anticuerpos incluyen anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos quiméricos (por ejemplo, anticuerpos quiméricos humanos-de ratén), anticuerpos de cadena sencilla, y
anticuerpos biespecificos cuando los animales receptores son seres humanos. Estos anticuerpos tienen regiones
variables de cadena pesada y ligera derivadas de un anticuerpo humano o tienen regiones variables de cadenas
pesada y ligera con regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) derivadas de un
anticuerpo de un animal no humano y regiones marco conservadas (FR1, FR2, FR3, y FR4) derivadas de un
anticuerpo humano. De manera alternativa, estos anticuerpos son anticuerpos recombinantes que tienen regiones
variables de cadena pesada y ligera derivadas de un anticuerpo de un animal no humano y regiones constantes de
cadena pesada y ligera derivadas de un anticuerpo humano. El anticuerpo de la presente invencion es
preferentemente los dos primeros anticuerpos.

Dichos anticuerpos recombinantes se pueden preparar de la siguiente manera: los ADN que codifican anticuerpo
monoclonales (por ejemplo anticuerpos monoclonales humanos, de ratén, de conejo y de pollo) contra la CAPRINA-
1 humana se clonan de células productoras de anticuerpo tales como hibridomas y se utilizan como matrices en una
RT-PCR o similar para preparar los ADN que codifican las regiones variables de las cadena pesada vy ligera de los
anticuerpos. Las secuencias respectivas de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada, las secuencias
respectivas de CDR1, CDR2, y CDR3 de cada region, o las secuencias respectivas de FR1, FR2, FR3, y FR4 de
cada region se pueden determinar basandose en el sistema de numeracion de Kabat EU (Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5 Ed. Public Health Service, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991)).

Dicho ADN que codifica cada region variable o ADN que codifica cada CDR se prepara utilizando una técnica de
ingenieria genética (Sambrook et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989)) o un sintetizador de ADN. En este contexto, los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales
humanos se pueden preparar inmunizando animales productores de anticuerpos humanos (por ejemplo, ratones)
con CAPRINA-1 humana y luego fusionando las células esplénicas extraidas de los animales inmunizados con
células de mieloma. Junto con esto, se preparan los ADN que codifican las regiones variables y constantes de
cadena ligera y pesada humanas, si fuera necesario, utilizando una técnica de ingenieria genética o un sintetizador
de ADN.

Para el anticuerpo humanizado, sustituyéndolos ADN en los que las secuencias que codifican las CDR de los ADN
que codifican las regiones variables de cadena ligera o pesada derivadas de un anticuerpo humano se sustituyen
por las secuencias codificantes de las CDR correspondientes derivadas de un anticuerpo de un animal no humano
(por ejemplo, ratén, rata, conejo o pollo) se pueden preparar y unir con los ADN que codifican las regiones
constantes de cadena ligera o pesada derivadas de anticuerpo humano para preparar un ADN que codifica el
anticuerpo humanizado.

Para el anticuerpo quimérico, los ADN que codifican las regiones variables de cadenas ligera o pesada derivadas de
un anticuerpo de un animal no humano (por ejemplo, ratéon, rata, conejo, o pollo) se puede unir con los ADN que
codifican las regiones constantes de cadena ligera o pesada derivados de un anticuerpo humano para preparar un
ADN que codifique el anticuerpo quimérico.

El anticuerpo de cadena sencilla se refiere a un anticuerpo que comprende regiones variables de cadena ligera y
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pesada unidas linealmente entre ellas mediante un enlazador. Se puede preparar un ADN que codifica el anticuerpo
de cadena sencilla uniendo un ADN que codifica la region variable de cadena pesada, un ADN que codifica el
enlazador, y un ADN que codifica la region variable de cadena ligera. En este contexto, las regiones variables de
cadenas pesada y ligera se derivan ambas de un anticuerpo humano o se derivan de un anticuerpo humano en las
que solo las CDR se sustituyen por CDR de un anticuerpo derivado de un animal no humano (por ejemplo, ratén,
rata, conejo, o pollo). El enlazador consiste en 12 a 19 aminoacidos. Ejemplos del mismo incluyen el (G4S); que
consiste en 15 aminoacidos (G.B. Kim et al., Protein Engineering Design and Selection 2007, 20 (9): 425-432).

El anticuerpo biespecifico (por ejemplo, un diacuerpo) se refiere a un anticuerpo capaz de unirse especificamente a
dos epitopos diferentes. Se puede preparar un ADN que codifica el anticuerpo biespecifico uniendo, por ejemplo, un
ADN que codifica una region variable de cadena pesada A, un ADN que codifica una region variable de cadena
ligera B, un ADN que codifica una region variable de cadena pesada B y una regién variable de cadena ligera A en
este orden (siempre que el ADN que codifica una region variable de cadena ligera B y el ADN que codifica la region
variable de cadena pesada B se unan mediante un ADN que codifica un enlazador como se describe anteriormente).
En este contexto, las regiones variables de cadena pesada y ligera se derivan todas de un anticuerpo humano o se
derivan de un anticuerpo humano en el que solo las CDR se sustituyen por CDR de un anticuerpo derivado de un
animal no humano (por ejemplo, ratén, rata, conejo, o pollo).

Los ADN asi preparados se pueden incorporar en uno o mas vectores apropiados, que se introducen entonces en
las células huésped ( por ejemplo, células de mamifero, células de levadura, y células de insecto) y los ADN se
(co)expresen para producir los anticuerpos recombinantes (P.J. Delves., ANTIBODY PRODUCTION ESSENTIAL
TECHNIQUES., 1997 WILEY, P. Shepherd y C. Dean., Monoclonal Antibodies., 2000 OXFORD UNIVERSITY
PRESS; y J.W. Goding., Monoclonal Antibodies: principles and practice., 1993 ACADEMIC PRESS).

Ejemplos del anticuerpo de la presente invencién preparado por cualquiera de los métodos descritos anteriormente
incluye el siguiente anticuerpo (a):

(a) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende regiones
determinantes de complementariedad de SEQ ID NO: 8, 9 y 10 y una region variable de cadena ligera que
comprende regiones determinantes de complementariedad de las SEQ ID NO: 12, 13 y 14 (por ejemplo, un
anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 11 y una region variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 15); yy

En el presente documento, las secuencias de aminoacidos que se muestran en SEQ ID NO: 8, 9 y 10 se
corresponden con las regiones variables de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente. Las secuencias
de aminoacidos que se muestran por la SEQ ID NO: 12, 13 y 14 se corresponden con las regiones variables de
cadena ligera CDR1, CDR2, y CDR3, respectivamente.

Ejemplos del anticuerpo humanizado, el anticuerpo quimérico, el anticuerpo de cadena sencilla, o el anticuerpo
biespecifico de la presente invencion incluyen los siguientes anticuerpos (1) a (lll):

(I) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la CDR1, CDR2, y
CDR3 que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, 9, y 10, respectivamente, regiones
marco conservadas derivadas de un anticuerpo humano y una region variable de cadena ligera que comprende
la CDR1, CDR2 y la CDR3 que consisten en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 12, 13 y 14,
respectivamente, y regiones marco derivadas de anticuerpos;

() un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la CDR1, la CDR2 y la CDRS3 que consisten en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 8,
9y 10, respectivamente, y las regiones marco que provienen de anticuerpos humanos, y una regié constante de
cadena pesada derivada de anticuerpo humano, y una cadena ligera que comprende una region variable de
cadena ligera que comprende la CDR1, CDR2, y CDR3 que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ
ID NO: 12, 13 y 14, respectivamente, y regiones marco conservadas de un anticuerpo humano y una region
constante de cadena ligera derivada de anticuerpo humano; y

(Il1) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende una region variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 y una region constante de cadena pesada
derivada de un anticuerpo humano, y una cadena ligera que comprende una region variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y una region constante de cadena ligera derivada de
un anticuerpo humano.

Las secuencias de la region constante y variable de las cadenas pesada y ligera de anticuerpo humano estan
disponibles, por ejemplo, en NCBI (EE. UU.; GenBank, UniGene, etc.). Por ejemplo, se puede hacer referencia a las
secuencias siguientes: Registro N° J00228 para la region constante de cadena pesada de IgG1 humana; Registro N°
J00230 para una region constante de cadena pesada de IgG2 humana; Registro N° X03604 para una region
constante de cadena pesada de IgG3 humana; Registro N° KO1316 para una region constante de cadena pesada de
IgG4 humana; Registros N° V00557, X64135, X64133, etc. para una region constante k de cadena ligera humana; y
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los Registros N° X64132, X64134, etc. para una region constante A de cadena ligera humana.
Preferentemente, estos anticuerpos tienen una actividad citotdxica y por eso pueden ejercer un efecto antitumoral.

Las secuencias particulares anteriores de las regiones variables de cadena pesada y ligera y las CDR de cada
anticuerpo se proporcionan simplemente con el fin de ilustracion. Esta claro que el anticuerpo de la presente
invencion no se limita por las secuencias particulares. Los hibridomas capaces de producir anticuerpos humanos
anti-CAPRINA-1 humana o anticuerpo de animales no humanos (por ejemplo, anticuerpos de ratén) diferentes de los
descritos anteriormente, se pueden preparar, y los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas se
pueden recuperar y determinar segun se valore que sean (o no sean) los anticuerpos de interés usando su actividad
de unién inmunolodgica contra la CAPRINA-1 humana vy la actividad citotoxica como indicadores. Los hibridomas
productores de anticuerpos monoclonales de interés se identifican de esta manera. Luego, se producen los ADN que
codifican las regiones variables de cadena pesada y ligera de los anticuerpos de interés a partir de los hibridomas y
se secuencian, como se ha descrito anteriormente. Los ADN se pueden utilizar para la preparacion de los diferentes
anticuerpos.

Cada uno de los anticuerpos anteriores pueden tener la sustitucion, eliminacién o adicion de uno o varios
aminoacidos, particularmente en la secuencia de la regién marco conservada y/o la secuencia de la region
constante, siempre que el anticuerpo tenga dicha especificidad que pueda reconocer la CAPRINA-1. En este
contexto, el término “varios” significa preferentemente 2 a 5, mas preferentemente 2 o 3.

La constante de afinidad Ka (kon/kor) del anticuerpo de la presente invencion por una proteina CAPRINA-1 o un
fragmento de la misma es preferentemente al menos de 107 M-, al menos de 102 M-, al menos de 5 x 108 M-, al
menos de 10° M, al menos de 5 x 10° M, al menos de 10" M, al menos de 5 x 10" M"', al menos de 10" M, al
menos de 5 x 10" M™', al menos de 102 M, o al menos de 10" M.

El anticuerpo de la presente invencién se puede conjugar con un agente antitumoral. La conjugacién del anticuerpo
con el agente antitumoral se puede llevar a cabo mediante un espaciador que tenga un grupo reactivo con un grupo
amino, un grupo carboxilo, un grupo hidroxilo, un grupo tiol, o similares (por ejemplo, un grupo succinimidilo, un
grupo formilo, un grupo 2-piridilditio, un grupo maleimidilo, un grupo alcoxicarbonilo, o un grupo hidroxilo).

Ejemplos del agente antitumoral incluyen los siguientes agentes antitumorales conocidos en las bibliografias, etc.:
paclitaxel, doxorrubicina, daunorrubicina, ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracilo, tiotepa, busulfan, improsulfan,
piposulfan, benzodopa, carbocuona, meturedopa, uredopa, altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida, trimetilolomelamina, bullatacina, bullatacinona, camptotecina, briostatina, calistatina,
criptoficina 1, criptoficina 8, dolastatina, duocarmicina, eleuterobina, pancratistatina, sarcodictina, espongistatina,
clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, o6xido hidrocloruro de
mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo, carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina, calicreamicina, dinemicina, clodronato, esperamicina,
aclacinomicina, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicina, cactinomicina, carabicina, carminomicina,
carzinofilina, cromomicina, dactinomicina, detorbicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, Adriamicina, epirrubicina,
esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicina, peplomicina,
potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorrubicina, denopterina, pteropterina, trimetrexato, fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguanina, ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina, andrégenos (por ejemplo, calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, y
testolactona), aminoglutetimida, mitotano, trilostano, acido frolinico, aceglatona, aldofosfamida glucésido, acido
aminolevulinico, eniluracilo, amsacrina, bestrabucilo, bisantreno, edatraxato, defofamina, demecolcina, diazicuona,
elfornitina, eliptinium acetato, epotilona, etoglicido, lentinan, lonidamina, maitansina, ansamitocina, mitoguazona,
mitoxantrona, mopidanmol, nitraerina, pentostatina, fenamet, pirarrubicina, losoxantrona, acido podofilinico, 2-
etilhidrazida, procarbacina, razoxano, rizoxina, esquizofilan, espirogermanio, acido tenuazénico, triazicuona, roridina
A, anguidina, uretano, vindesina, dacarbazina, manomustina, mitobronitol, mitolactol, pipobroman, gacitosina,
docetaxel, clorambucilo, gemcitabina, 6-tioguanina, mercaptopurina, cisplatino, oxaliplatino, carboplatino, vinblastina,
etoposido, ifosfamida, mitoxantrona, vincristina, vinorelbina, novantrona, tenipdsido, edatrexato, daunomicina,
aminopterina, Xeloda, ibandronato, irinotecan, inhibidores de la topoisomerasa, difluorometilornitina (DMFO), acido
retinoico, capecitabina, y sales farmacéuticamente aceptables y derivados de los mismos.

De manera alternativa, el anticuerpo de la presente invencion se puede administrar en combinaciéon con un agente
antitumoral para producir un efecto terapéutico mas alto. Esta estrategia se puede adaptar a un paciente con cancer
que expresa CAPRINA-1 antes o después de la operacion quirdrgica. Esta estrategia se puede aplicar,
particularmente después de la cirugia, a un cancer que expresa CAPRINA-1, que se ha tratado de manera
convencional con un agente antitumoral solo, para producir una mayor prevencion de la recurrencia del cancer o la
prolongacion del tiempo de supervivencia.

Los ejemplos del agente antitumoral usados en la administracion combinada con el anticuerpo de la presente
invencion incliyen los siguientes agentes antitumorales conocidos en las referencias, etc: paclitaxel, doxorrubicina,
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daunorrubicina, ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracil, tiotepa, busulfan, improsulfan, piposulfan, benzodopa,
carbocuona, meturedopa, uredopa, altretamina, trietiienomelamina, trietilenofosforamida, trletilenotlofosforamida,
trimetilolomelamina, bullatacina, bullatacinona, camptotecina, briostatina, calistatina, criptoficina 1, criptoficina 8,
dolastatina, duocarrnicina, eleuterobina, pancratistatina, sarcodictiina, espongistatina, clorambucilo, clornafacina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, mecloretamlna clorhidrato de 6xido, melfalan,
novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo, carmustina, clorozotocina, fotemustina,
lomustina, nimustina, ranimustina, caliqueamicina, dinemicina, clodronato, esperamicina, aciacinomicina,
actinomicina, autramicina, azaserlna, bleomicina, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carcinofilina,
cromomicina, dactinomicina, detorblcina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, Adriamicina, eplrubicina, esorabiclna,
idarubicina, marcellomicina, mitomicina C, acido micofendlico, nogalamiclna, olivomicina, peplomicina, potfiromicina,
puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zlnostatina,
zorrubicina, denopterina, pteropterlna, trimetrexato, fludarabina, 6-mercaptopurina, tlamiprina, tioguanina, ancitabina,
azacitidina, 6-azauridina, cannofur, citarabina, dldesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, calusterona,
propionato de dromostanolona, epitlostanol, mepitiostano, testolactona, aminoglutetimida, mltotano, trilostano, acido
frolinico, aceglatona, glucésido de aldofosfamida, acido aminolevulinico eniluracilo, amsacrina, bestrabucilo,
bisantreno, edatraxato, defofamina, demecolcina, diaziquona, elfornitbina, acetato de eliptinio, epotilona, etoglucido,
lentinan, lonidamina, maitansina, ansamitocina, mitoguazona, mitoxantrona, mopidanmol, nitraerina, pentostatina,
fenamet, pirarrubicina, losoxantrona, acido podofilinico, 2-etilhidrazida, procarbacina, razoxaneo rizoxina,
esquizofiilan, espirogermanio, acido tenuazoénico, triacicuona, roridina A, anguidina, uretano, vindesina, dacarbazina,
mannomustina, mitobronitol, mitolactol, pipobroman, gacitosina, docetaxel, clorambucilo, gemcitabina, 6-tioguanina,
mercaptopurina, cisplatino, oxaliplatino, carboplatino, vinblastina, etopédsido, ifosfamida, mitoxantrona, vincristina,
vinorelbina, novantrona, tenipésido, edatrexato, daunomicina, aminopterin, Xeloda, ibandronato, irinotecan,
inhibidores de topoisomerasa, difluorometilomitina (DM.FO), acido retinoico, capecitabina, y sales (conocidas en la
técnica) y derivados (conocidos en la técnica) farmacéuticamente aceptables de los mismos. De estos agentes
antitumorales, preferentemente se usan en particular ciclofosfamida, paclitaxel, docetaxel, o vinorelbina.

El anticuerpo de la presente invencion se puede unir a un radiois6topo conocido publicamente en las bibliografias,
etc., tales como 2"'At, '31I, 12|, 0y, 186Re, 18Re, 153Sm, 212Bi, 32P, '75Lu, '"8Lu, ®Sr, %Cu, o ""'In (Hideo Saji,
YAKUGAKU ZASSHI 128 (3) 323-332, 8 (2008), Jpn). Es deseable un radioisotopo eficaz para el tratamiento o
diagnéstico de tumores. Dicho radiois6topo también se incluye en el agente antitumoral de acuerdo con la presente
invencion.

< |dentificacién del epitopo >

Como se muestra en los Ejemplos posteriores, el anticuerpo de la presente invencidon se une a un epitopo de la
secuencia de aminoacidos que se establece en SEQ ID NO: 5. Un ejemplo de un método para confirmar un epitopo
para el anticuerpo de la presente invencion incluye un método que implica la inmovilizacion de un epitopo del
polipéptido de SEQ ID NO: 5 en una placa y evaluar el anticuerpo en cuanto a su reactividad con este epitopo.
Especificamente, se inmoviliza en una placa un epitopo del polipéptido de SEQ ID NO: 5 mediante una reaccién con
grupos funcionales electrofilos mediante un espaciador tal como el oligoetilenglicol. El anticuerpo de la presente
invencion se puede hacer reaccionar con la placa y examinarse en cuanto a su reactividad con el epitopo mediante
la reaccion con un anticuerpo secundario marcado (por ejemplo, marcado con peroxidasa de rabano rusticano) que
se une al anticuerpo de la presente invencion (es decir, se puede confirmar de este modo el epitopo al que se une el
anticuerpo de la presente invencion). Como el epitopo del polipéptido de SEQ ID NO: 5 que se va a inmovilizar se
usa una secuencia que comprende en ella al menos el epitopo de la secuencia de SEQ ID NO: 5 o una parte
modificada del mismo (por ejemplo, con los restos del extremo N o el extremo C modificados con cualquier
aminoacido o una proteina tal como KLH o un (poli)péptido modificado con una proteina MAP). El anticuerpo de la
presente invencion solo necesita unirse a cualquiera de estos (poli)péptidos.

Por otra parte, algunos anticuerpos de la presente invencion pueden no reaccionar con el polipéptido de SEQ ID NO:
5, es decir, no se puede confirmar el epitopo, en el método anterior. En este caso, el epitopo para el anticuerpo de la
presente invencion se puede confirmar haciendo reaccionar el anticuerpo con el antigeno en condiciones de solucion
que faciliten la unién antigeno-anticuerpo, obteniendo el complejo antigeno-anticuerpo resultante por un método de
inmunoprecipitacion, y después, separando un polipéptido parcial unido con el anticuerpo, y analizando su secuencia
de aminoacidos. En este contexto, el antigeno puede ser, por ejemplo, el propio polipéptido de SEQ ID NO: 5 o una
parte modificada del mismo. De manera alternativa, se puede utilizar incluso una proteina CAPRINA-1 siempre que
el epitopo que reacciona con el anticuerpo de la presente invencién se pueda confirmar por el método anterior.

< Efecto antitumoral >

El efecto antitumoral del anticuerpo anti-CAPRINA-1 que se utiliza en la presente invencién sobre las células
cancerosas que expresan CAPRINA-1 parece producirse por el siguiente mecanismo: citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo mediada por células efectoras (ADCC) contra células que expresan CAPRINA-1 y
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) contra las células que expresan CAPRINA-1. Sin embargo no se
pretende que este mecanismo limite el alcance de la presente invencion.
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El efecto antitumoral basado en el mecanismo se sabe que se correlaciona con el nimero de moléculas diana
expresadas en la superficie de las células cancerosas con las que se une el anticuerpo (Niwa R., Clinical Cancer
Research 2005 Mar 15; 11 (6): 2327-2336). El numero de moléculas diana expresadas en la superficie de las células
cancerosas se pueden examinar utilizando un kit de ensayo existente capaz de medir el nimero de moléculas de
superficie celular. Especificamente, el nUmero de moléculas diana a las que se une el anticuerpo se puede
determinar por: haciendo reaccionar anticuerpos primarios tales como los anticuerpos contra las moléculas diana
con células cancerosas; hacer reaccionar estos con anticuerpos marcados fluorescentemente contra los anticuerpos
primarios junto con perlas con un numero de moléculas conocido para una curva de calibracion; midiendo la
intensidad de fluorescencia media de las muestras y preparando una curva de calibracion.

Por lo tanto, el anticuerpo anti-CAPRINA-1 que se va a utilizar en la presente invencién se puede examinar en
cuanto a su actividad, como se muestra especificamente en los Ejemplos posteriores, ensayando la actividad ADCC
o CDC contra las células cancerosas que expresan CAPRINA-1 ex vivo o determinando el nimero de moléculas de
CAPRINA-1 que se expresan en la superficie de las células cancerosas cuando se utiliza el anticuerpo anti-
CAPRINA-1 de acuerdo con la presente invencién como anticuerpo primario.

El anticuerpo anti-CAPRINA-1 que se va a utilizar en la presente invencion se una a una proteina CAPRINA-1 en las
células cancerosas y presenta un efecto antitumoral mediante la actividad. Por lo tanto, el anticuerpo anti-CAPRINA-
1 de la presente invencion se considera que es util en el tratamiento o prevenciéon del cancer. Especificamente, la
presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion del cancer, que
comprende el anticuerpo anti-CAPRINA-1 como principio activo. El anticuerpo anti-CAPRINA-1 que se va a utilizar
con el fin de la administracion a cuerpos humanos (terapia con anticuerpo) preferentemente es un anticuerpo
humano o un anticuerpo humanizado para reducir la inmunogenicidad.

Un anticuerpo anti-CAPRINA-1 con mayor afinidad de unién por una proteina CAPRINA-1 en la superficie de células
cancerosas ejerce una actividad antitumoral mas fuerte. Por lo tanto, el anticuerpo de la presente invencion tiene alta
afinidad de unién para la proteina CAPRINA-1 y por lo tanto puede esperarse que tenga un efecto antitumoral mas
fuerte. En consecuencia, el anticuerpo de la presente invencién es adaptable a una composicion farmacéutica que
se pretende para el tratamiento y/o prevencion del cancer. El anticuerpo de la presente invencion tiene alta afinidad
de unién con una constante de asociacion (constante de afinidad) Ka (Kon/Kof) de preferentemente al menos de M,
al menos de 108 M, al menos de 5 x 108 M, al menos de 10° M, al menos de 5 x 10° M, al menos de 10'° M, al
menos de 5 x 10'9 M, al menos de 10" M, al menos de 5 x 10"" M, al menos de 102 M -, o al menos de 10 M -
1, como se ha descrito anteriormente.

Un gran ndmero de moléculas de CAPRINA-1 que se pueden unir a anticuerpos anti-CAPRINA-1 en la superficie de
células cancerosas produce una actividad antitumoral mas fuerte. Deseablemente, para el fin de las expectativas del
efecto antitumoral, el nimero de dichas moléculas de CAPRINA-1 es 10 o mas, preferentemente 10° o mas, por
célula cancerosa a los cuales se une el anticuerpo tal como se determina usando el anticuerpo anti-CAPRINA-1 de
la presente invencioén. El tumor (células cancerosas) que tienen un gran nimero de moléculas de CAPRINA-1 en la
superficie celular es particularmente preferido como cancer para recibir el anticuerpo de la presente invencion.

< Unidén a las células que expresan el antigeno >

La capacidad del anticuerpo para unirse a la CAPRINA-1 se puede determinar utilizando un ensayo de unién, por
ejemplo, un ELISA, transferencia de Western, Inmunofluorescencia, y analisis de citometria de flujo, como se
describe en los Ejemplos.

< Tincién inmunohistoquimica >

El anticuerpo que reconoce a la CAPRINA-1 se pueden ensayar en cuanto a su reactividad con CAPRINA -1 por un
método inmunohistoquimico bien conocido por los expertos en la técnica utilizando una seccién congelada fijada con
acetona o paraformaldehido o una seccion embebida en parafina fijada con paraformaldehido de un tejido obtenido
a partir de un paciente durante la operacion quirdrgica o a partir de un animal que alberga el tejido de xenoinjerto
inoculado con una linea celular que exprese CAPRINA-1 o espontaneamente o tras la transfeccion.

Para la tincion inmunohistoquimica, el anticuerpo reactivo con CAPRINA-1 se puede tefiir por distintos métodos. Por
ejemplo, el anticuerpo se puede visualizar mediante una reaccién con anticuerpo de cabra anti-ratén conjugada con
peroxidasa de rabano rusticano., anticuerpo de cabra anti-conejo, o anticuerpo de cabra anti-pollo.

< Composicion farmacéutica y método para tratar y/o prevenir el cancer >

Una diana de la composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion del cancer de la presente invencion no
se limita particularmente siempre que la diana sea un cancer (las células) que expresen el gen de CAPRINA-1.

Los términos “tumor” y “cancer” que se utilizan en el presente documento significan una neoplasia maligna y se
utilizan de manera intercambiable entre ellos.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 672 T3

El cancer direccionado en la presente invencién es un cancer que expresa un gen que codifica una proteina
CAPRINA-1 y es preferentemente un cancer de mama, cancer de rifidén, cancer pancreatico, cancer colorrectal, un
cancer de pulmén, tumor cerebral, cancer gastrico, cancer de cuello uterino, cancer ovarico, cancer de prostata,
cancer de vejiga urinaria, cancer esofagico, leucemia, linfoma, fibrosarcoma, mastocitoma, o melanoma.

Ejemplos especificos de estos canceres incluyen pero no se limitan a, adenocarcinoma de mama, adenocarcinoma
de mama tipo complejo, tumor mixto mamario de la glandula mamaria, adenocarcinoma papilar intraductal,
adenocarcinoma de pulmon, cancer de células escamosas, cancer de células pequefias, cancer de células grandes,
glioma que es el tumor de tejido neuroepitelial, ependimoma, tumor neuronal, tumor neuroectodérmico embrionario,
neurilemoma, neurofibroma, meningioma, leucemia linfocitica crénica, linfoma, linfoma gastrointestinal, linfoma
alimentario, linfoma de tipo celular pequefio o medio, cancer cecal, cancer de colon ascendente, cancer de colon
descendente, cancer de colon transverso, cancer de colon sigmoideo, cancer rectal, cancer ovarico epitelial, tumor
de células germinales, tumor de células estromaticas, carcinoma ductal pancreatico, carcinoma ductal pancreatico
invasivo, adenocarcinoma pancreatico, carcinoma de células acinares, carcinoma adenoescamoso, tumor de células
gigantes, neoplasia mucinosa-papilar intraductal, neoplasia mucinosa quistica, pancreoblastoma,
cistadenocarcinoma seroso, tumor papilar soélido, gastrinoma, glucagonoma, insulinoma, neoplasia endocrina
multiple tipo-1 (sindrome de Wermer), tumor de islotes celulares no funcionales, somatostatinoma, y VIPoma.

Los sujetos receptores (pacientes) son preferentemente mamiferos, por ejemplo, mamiferos que incluyen primates,
animales de compaiiia, animales de granja y animales deportivos y son particularmente preferentemente seres
humanos, perros y gatos.

En el caso de utilizar el anticuerpo de la presente invencién en una composicion farmacéutica, la composicion
farmacéutica se puede formular por un método conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la composicion
farmacéutica se puede utilizar en forma de inyeccion parenteral o una soluciéon o suspension aséptica con agua o
cualquier otro liquido farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, la composicién farmacéutica se puede formular
con el anticuerpo mezclado en una forma de dosificacién unitaria necesaria para la practica farmacéutica
generalmente aceptada,, en una combinacién con vehiculos o medios farmacolégicamente aceptables,
especificamente, agua esterilizada, solucion salina fisiolégica, aceite vegetal, un emulsionante, un agente
suspensor, un tensioactivo, un estabilizante, un agente saborizante, un excipiente, un vehiculo, un conservante, un
aglutinante, etc. La cantidad del principio activo en dicha preparacion se determina de manera que se pueda
alcanzar una dosis apropiada dentro del intervalo indicado.

Se puede formular una composicion aséptica para inyeccion de acuerdo con la practica farmacéutica convencional
utilizando un vehiculo tal como agua destilada inyectable.

Ejemplos de soluciones acuosas para inyeccion incluyen soluciéon salina fisioldgica, soluciones isotonicas que
contengan glucosa y otros adyuvantes, por ejemplo, D-sorbitol, D-manosa, D-manitol, y cloruro sédico. Estas
soluciones se pueden utilizar en combinacion con un solubilizante apropiado, por ejemplo, un alcohol
(especificamente etanol) o un polialcohol (por ejemplo, propilenglicol, y polietilenglicol), o un tensioactivo no ionico,
por ejemplo, polisorbato 80 ™ o HCO-60.

Ejemplos de soluciones oleosas incluyen aceite de sésamo y aceite de soja. Las soluciones se pueden utilizar en
combinacién con benzoato de bencilo o alcohol bencilico como solubilizante. Las soluciones pueden mezclarse
adicionalmente con un tampon (por ejemplo, una solucion tampén de fosfato y una solucién tampén de acetato
sédico), un agente de inyecciéon (por ejemplo, hidrocloruro de procaina), un estabilizante (por ejemplo, alcohol
bencilico y fenol), o un antioxidante. Las soluciones de inyeccion asi preparadas se cargan habitualmente en
ampollas apropiadas.

La composicion farmacéutica de la presente invencién se va a administrar por via oral o parenteral, preferentemente
parenteral. Los ejemplos especificos de sus formas de dosificacion incluyen inyecciones, agentes de administracion
intranasal, agentes de administracion transpulmonar, y agentes de administracion percutanea. Ejemplos de
inyecciones incluyen inyeccién intravenosa, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal, e inyeccion
subcutanea, mediante las cuales se puede administrar la composicion farmacéutica sistémica o localmente.

También, se puede seleccionar apropiadamente el método de administracién dependiendo de la edad, peso, sexo,
sintomas, etc. de un paciente. La dosis de una composicién farmacéutica que contenga el anticuerpo o un
polinucleétido que codifique el anticuerpo se puede seleccionar en un intervalo, por ejemplo, de 0,0001 a 100 mg/kg
de peso corporal por dosis. De manera alternativa, la dosis se puede seleccionar en un intervalo, por ejemplo de
0,001 a 100000 mg/cuerpo de un paciente, aunque la dosis no se limita necesariamente a estos valores numéricos.
Aunque la dosis y el método de administracion varian dependiendo del peso, edad, sexo, sintomas, etc. de un
paciente, los expertos en la técnica pueden seleccionar apropiadamente la dosis y el método.

La composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento del mismo de la presente invencion se
puede administrar a un sujeto para tratar y/o prevenir el cancer, preferentemente cancer de mama, cancer de rifién,
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cancer pancreatico, cancer colorrectal, cancer de pulmén, tumor cerebral, cancer gastrico, cancer de cuello de Utero,
cancer ovarico, cancer de prostata, cancer de vejiga urinaria, cancer esofagico, leucemia, linfoma, fibrosarcoma,
mastocitoma, o melanoma.

La presente divulgacion engloba ademas un método para tratar y/o prevenir el cancer, que comprende la
administracion de una composicion farmacéutica de la presente invencion en combinacion con el agente antitumoral
como se ha ejemplificado anteriormente o una composicion farmacéutica que comprende el agente antitumoral a un
sujeto. El anticuerpo de la presente invencion o el fragmento del mismo se pueden administrar simultdneamente o
por separado con el agente antitumoral al sujeto de ensayo. En el caso de la administracion por separado estas
composiciones farmacéuticas, se puede administrar uno primero o después. Los intervalos de dosificacién, dosis,
rutas de administracion y el nimero de dosis pueden seleccionarlo apropiadamente un especialista. Las otras
formas de dosificacion de farmacos que se van a administrar simultaneamente también incluyen, por ejemplo,
composiciones farmacéuticas formuladas cada una mezclando el anticuerpo de la presente invencion o el fragmento
del mismo o el agente tumoral en un vehiculo (0 medio) farmacéuticamente aceptable. Unas instrucciones que
describen la prescripcion, formulacion, vias de administracion, dosis, cancer, etc. como para las composiciones
farmacéuticas y formas de dosificacion que contienen el anticuerpo del a presente invencion también se pueden unir
a cualquiera de las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion descritas anteriormente que contienen el
agente antitumoral.

Por lo tanto, la presente divulgacion también proporciona una combinaciéon farmacolégica para el tratamiento y/o
prevencion del cancer que comprende la composicion farmacéutica de la presente invencién y una composicion
farmacéutica que comprende el agente antitumoral como se ha ejemplificado y desvelado anteriormente, y también
se desvela un método para tratar y/o prevenir el cancer que comprende la administracion de un farmaco de
combinacién. La presente invencion también proporciona una composicién farmacéutica para el tratamiento y/o
prevencion del cancer, que comprende el anticuerpo de la presente invencion o el fragmento del mismo y el agente
antitumoral junto con un vehiculo farmacolégicamente aceptable.

< Polipéptido y ADN >

La presente invencion proporciona adicionalmente un ADN que codifica el anticuerpo de la presente invencién o el
fragmento (fragmento de unién de anticuerpo) del mismo. Dicho ADN puede ser un ADN que codifique la cadena
pesada y/o ligera del anticuerpo o puede ser un ADN que codifique las regiones variables de cadena pesada y/o
ligera del anticuerpo. El ADN también puede ser un ADN que codifique cada una o una combinacién de las regiones
determinantes de complementariedad del anticuerpo. EI ADN incluye, por ejemplo, un ADN que codifica la region
variable de cadena pesada que comprende secuencias de nucleétidos que codifican las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 8, 9, y 10 y un ADN que codifica una region variable de cadena ligera que comprende secuencias de
nucleotidos que codifican las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, 13 y 14 en el caso del anticuerpo (a).

Las regiones determinantes de complementariedad (CDR) codificadas por el ADN que tiene estas secuencias sirven
como regiones que determinan la especificidad del anticuerpo. Las secuencias que codifican las toras regiones (es
decir, regiones constantes y regiones marco conservadas) del anticuerpo por lo tanto pueden ser secuencias
derivadas de otros anticuerpos. En este contexto, “otros anticuerpos” incluye también anticuerpos derivados de
organismos no humanos pero son preferentemente los derivados de seres humanos desde el punto de vista de
reducir las reacciones adversas. Especificamente, en el ADN descrito anteriormente, las regiones que codifican cada
region marco conservada y cada region constante en las cadenas pesada y ligera comprenden preferentemente
secuencias de nucleétidos que codifican las secuencias de aminoacidos correspondientes derivadas de un
anticuerpo humano.

Ejemplos adicionales del ADN que codifica el anticuerpo de la presente invencion incluye un ADN que comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, y un ADN que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de nucleotidos que
codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, en el caso del anticuerpo (a). En este contexto, la
secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, por ejemplo, es la secuencia
de nucledtidos de SEQ ID NO: 16. La secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 15, por ejemplo, es la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 17.

Cuando dicho ADN comprende una region que codifica cada regiéon constante de cadena pesada y ligera, la region
comprende preferentemente una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos derivada de
un anticuerpo humano (la secuencia de aminoacidos de cada regién constante de la cadena pesada y ligera).

Estos ADN de anticuerpo se pueden obtener por ejemplo, por los métodos descritos anteriormente o el siguiente
método: primero, se preparan los ARN totales a partir de hibridomas que producen el anticuerpo de la presente
invencion utilizando un kit de extraccion de ARN disponible en el mercado, y se sintetizan los ADNc a partir del
mismo utilizando una transcriptasa inversa y cebadores aleatorios o similares. Posteriormente, los ADNc que
codifican el anticuerpo se amplifican por PCR utilizando cebadores de oligonucledtido para las secuencias
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conservadas de cada region variable en genes de cadena pesada y ligera de anticuerpo de raton. Las secuencias
que codifican las regiones constantes se pueden obtener por la amplificaciéon por PCR de secuencias conocidas. La
secuencia de nucleotidos del ADN se puede incorporar en un plasmido o un fago por secuenciacion, por ejemplo, y
se determina de acuerdo con un método convencional.

La presente invencion proporciona adicionalmente los siguientes polipéptidos y ADN relacionados con el anticuerpo

(a):

(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, y un ADN que codifica el
polipéptido (por ejemplo, un ADN que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 16);

(i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 y un ADN que codifica el
polipéptido (por ejemplo, un ADN que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 17);

(iii) un polipéptido CDR de cadena pesada que se selecciona de entre el grupo que consiste en las secuencias
de aminoacidos que se muestran en SEQ ID NO: 8, 9, y 10, y un ADN que codifica el polipéptido; y

(iv) un polipéptido CDR de cadena ligera que se selecciona de entre el grupo que consiste en las secuencias de
aminoacidos que se muestran en SEQ ID NO: 12, 13 y 14, y un ADN que codifican el polipéptido.

Estos polipéptidos y ADN se pueden preparar utilizando técnicas de ingenieria genética como se ha descrito
anteriormente.

< Sumario de la presente invencion >
Los aspectos de la presente invencion descritos anteriormente son Tal como se definen en las reivindicaciones.
Ejemplos

De aqui en adelante, la presente invencion se describira mas especificamente en referencia a Ejemplos. Sin
embargo, no se tiene la intencién de que el alcance de la presente invencion se limite a estos ejemplos especificos.

Ejemplo 1 Analisis de expresion de CAPRINA-1 en cada tejido

Se examino la expresion del gen de CAPRINA-1 en tejidos caninos y humanos normales y distintas lineas celulares
mediante RT-PCR de acuerdo con el Ejemplo 1 (4) del documento W02010/016526. Como resultado, se vio una
fuerte expresion en los testiculos entre los tejidos caninos sanos, mientras que la expresion se vio tejidos de cancer
de mama canino, y adenocarcinomas. Como resultado de la examinacion de la expresion también en tejidos
humanos, se observo la expresion solo en los testiculos entre los tejidos normales, como con el gen de CAPRINA-1
canina. Por el contrario, en relaciéon con las células cancerosas, la expresion se detectdé en muchos tipos de lineas
celulares de cancer, incluyendo 8 lineas celulares de cancer de mama humano (ZR75-1, MCF7, T47D, SK-BR-3,
MDA-MB-157, BT-20, MDA-MB-231V, y MRK-nu-1) y 4 lineas celulares de cancer pancreatico (Capan-2, MIAPaCa-
2, Panc-1, y BxPc-3). Estos resultados demostraban que la CAPRINA-1 se expresa en lineas celulares de cancer de
mama Yy lineas celulares de cancer pancreatico, mientras que su expresion no se detectd en tejidos normales
distintos de los testiculos.

Ejemplo 2 Preparacion de anticuerpo monoclonal de ratén
(1) Preparacion de anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1 de raton

Se mezclaron 100 pg de una proteina CAPRINA-1 humana que tenia la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2
como se prepara en el Ejemplo 3 del documento WO2010/016526 con una cantidad igual de adyuvante MPL+TDM
(fabricado por Sigma-Aldrich Corp.). Esta mezcla se utilizd como solucién de antigeno para raton. La solucion de
antigeno se administré por via intraperitoneal a cada ratén Balb/c de 6 semanas de edad (fabricado por Japan SLC,
Inc.). Después, se llevaron a cabo 7 refuerzos cada semana para completar la inmunizacion. Tres dias después de
la administracion final se extirpé el bazo de cada raton y se triturd entre dos portaobjetos de cristal esterilizados. El
lavado con PBS (-) (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), la centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos
y la eliminacion de un sobrenadante se repitieron tres veces para obtener las células esplénicas. Las células
esplénicas obtenidas se mezclaron con células de mieloma de ratén SP2/0 (adquiridas en la ATCC) a una relacion
de 10:1. Se calentaron 200 pl de un medio RPMI1640 que contenia un 10 % de FBS a 37 °C y se mezclé con 800 pl
de PEG1500 (fabricado por Boehringer Ingelheim GmbH), y la solucion de PEG preparada de esta manera se
afnadié a la mezcla celular, que se dejo en reposo durante 5 minutos para la fusion celular. Tras la centrifugacion a
1700 rpm durante 5 minutos y la eliminacién de sobrenadante, las células se suspendieron en 150 ml de un medio
RPMI1640 que contenia un 15 % de FBS suplementado con un 2 % equivalente de una solucion HAT (/Gibco,
(Medio de seleccion HAT). Esta suspension se inoculd en quince placas de 96 pocillos (Nunc) a 100 pl/pocillo. Las
células esplénicas y las células de mieloma se fusionaron mediante cultivo durante 7 dias a 37 °C con un 5% de
CO;, para obtener los hibridomas.

Los hibridomas resultantes se exploraron en cuanto a afinidad de unién de los anticuerpos producidos por los
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hibridomas contra las proteinas CAPRINA-1 como indicador. Se afiadié una soluciéon de 1 pg/ml de las proteinas
CAPRINA-1 preparada segun la estrategia descrita en el Ejemplo 3 del documento W0O2010/016526 a una placa de
96 pocillos a una concentracion de 100 pl/pocillo y se dejé en reposo a 4 °C durante 18 horas. Cada pocillo se lavo
tres veces con PBS-T. Después, se afiadio una solucion de seroalbumina bovina (BSA) (fabricada por Sigma-Aldrich
Corp.) a la misma a una concentracion de 400 pl/pocillo y se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 3
horas. La solucién de cada pocillo se desech6 y se lavo tres veces cada pocillo con 400 pl de PBS-T. Después, el
sobrenadante del cultivo de cada hibridoma obtenido anteriormente se afiadié a los mismos a una concentracion de
100 pl/pocillo y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. Cada pocillo se lavo tres veces con PBS-T.
Después se afiadieron anticuerpos anti-lgG de ratén (H+L) marcados con HRP (fabricados por Invitrogen Corp.) se
diluyeron 5000 veces con PBS a una concentracion de 100 pl/pocillo y se dejé reposar a temperatura ambiente
durante 1 hora. Cada pocillo se lavé tres veces con PBS-T. Después se anadié una solucién de sustrato TMB a la
misma (fabricada por Thermo Fisher Scientific Inc.) a una concentracion de 100 ul/pocillo y se dejé reposar durante
15 a 30 minutos para producir la reaccién del color. Tras el desarrollo del color, la reaccion se finalizé por la adicion
de acido sulfurico 1 N a una concentracion de 100 pl/pocillo. Se midié la absorbancia a 450 nm y 595 nm utilizando
un espectrofotémetro de absorcién. Como resultado, se seleccionaron varios hibridomas que producen anticuerpos
que tenian alta absorbancia.

Los hibridomas seleccionados se afadieron a una placa de 96 pocillos a 0,5 células/pocillo y se cultivaron en la
placa. Una semana mas tarde, los hibridomas que formaban colonias Unicas en los pocillos se observaron. Las
células de estos pocillos se cultivaron adicionalmente y los hibridomas clonados se exploraron en cuanto a la
afinidad de union de los anticuerpos producidos por los hibridomas contra la proteina CAPRINA-1 como un
indicador. Se afiadio 1 pg/ml de solucion de la proteina CAPRINA-1 preparada mediante la estrategia descrita en el
Ejemplo 3 del documento W0O2010/016526 a una placa de 96 pocillos a 100 pl/pocillo y se dejé en reposo a 4 °C
durante 18 horas, Cada pocillo se lavé tres veces con PBS-T. Después, se afiadié una solucion de BSA a la misma a
400 pl/pocillo y se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 3 horas. La solucién de cada pocillo se desecho,
y cada pocillo se lavo tres veces con 400 ul de PBS-T. Después, el sobrenadante del cultivo de cada hibridoma
obtenido anteriormente se afiadié a la misma a 100 pl/pocillo y se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 2
horas. Cada pocillo se lavd tres veces con PBS-T. Después, se afiadieron anticuerpos anti-lgG (H+L) de ratén
marcado con HRP (fabricado por Invitrogen Corp.) a 100 pl/pocillo de una dilucion de 5000 veces con PBS y se dejo
en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora. Cada pocillo se lavo tres veces con PBS-T. Después se anadié
una solucion de sustrato TMB (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.) a la misma a 100 pl/pocillo y se dejo en
reposo durante 15 a 30 minutos para producir la reaccion de color. Después del desarrollo del color, la reacciéon se
finalizd6 mediante la adicién de acido sulfurico 1 N a 100 pl/pocillo. Se midié la absorbancia a 450 nm y 595 nm
utilizando un espectrofotdmetro de absorciéon. Como resultado, se obtuvieron 61 lineas de hibridoma productoras de
anticuerpos monoclonales reactivos con proteina CAPRINA-1.

A continuacién, estos anticuerpos monoclonales se exploraron en cuanto a anticuerpo reactivos con la superficie de
células de cancer de mama humano que expresaban CAPRINA-1. Especificamente, se centrifugaron 10° de una
linea celular MDA-MB-231V de cancer de mama en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se afadieron 100 pl del
sobrenadante del cultivo de cada hibridoma obtenido anteriormente a la misma y se dejé en reposo durante 1 hora
sobre hielo. Después del lavado con PBS, se afiadieron anticuerpos de cabra anti-lgG de ratén marcados con FITC
(fabricados por Invitrogen Corp.) diluidos 500 veces con PBS que contenia un 0,1 % de FBS a la misma y se dej6 en
reposo durante 1 hora en hielo. Tras el lavado con PBS, se midié la intensidad de fluorescencia utilizando
FACScalibur (Becton, Dickinson and Company). Por otra parte, la misma operacion anterior se llevé a cabo
utilizando suero de cada ratén Balb/c de 6 semanas de edad diluido 500 veces con un medio para cultivo de
hibridomas en vez de los anticuerpos, para preparar un control. Como resultado, se seleccioné un anticuerpo
monoclonal (anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1) que tenia la intensidad de fluorescencia mas fuerte que la del control,
es decir, reaccionaba con la superficie de las células de cancer de mama.

(2) Identificacion de epitopo de CAPRINA-1 reconocido por el anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1

Los anticuerpos monoclonales contra CAPRINA-1(anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1) que reaccionan contra la
superficie de células cancerosas que se obtienen en la seccion (1) se utilizaron para identificar una regiéon de epitopo
de CAPRINA-1 que se reconocié de esta manera. Se sintetizaron 93 péptidos candidatos que consistian cada uno
en 12 a 16 aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la proteina CAPRINA-1 humana y se disolvié cada una
a una concentracion de 1 mg/ml en DMSO.

Cada péptido se disolvié a una concentracion de 30 pg/ml en una solucidon tampoén de carbonato sodico 0,1 M (pH
9,6). La solucion se afiadié a 100 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos (Nunc, producto N° 436006) y se dejo en
reposo una noche a 4 °C. La solucion de cada pocillo se desechd y se afiadieron al mismo 10 mM de
etanolamina/0,1 M de solucién tampoén de carbonato sddico (pH 9,6) a 200 pl/pocillo y se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 1 hora. Después, la solucion de cada pocillo se desechd, y se lavé dos veces cada pocillo con
PBS que contenia un 0,5 % de Tween 20 (PBST) para preparar una placa con el péptido inmovilizado.

El sobrenadante del cultivo celular que contenia el anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1 se afadié a 50 pl/pocillo a la
placa asi obtenida. Tras agitado a temperatura ambiente durante 1 hora, la solucién de cada pocillo se desecho, y
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cada pocillo se lavo tres veces con PBST. Después, se afiadié al mismo una solucién de anticuerpo secundario que
contenia anticuerpos anti-lgG de ratén marcado con HRP (fabricado por Invitrogen Corp.) diluidos 3000 a 4000
veces con PBST a 50 pl/pocillo. Después, la solucion de cada pocillo se desechd, y se lavé cada pocillo seis veces
con PBST.

Se afiadio al mismo una solucién de sustrato TMB (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.) a 100 pl/pocillo y se
dejo en reposo durante 15 a 30 minutos para desarrollar la reaccién de color. Tras el desarrollo del color, la reaccion
se termind mediante la adicion de acido sulfurico 1 N a 100 pl/pocillo. Se midi6 la absorbancia a 450 nm y 595 nm
utilizando un espectrofotémetro de absorcion.

Como resultado, el polipéptido de SEQ ID NO: 5 se identificé como una secuencia parcial de CAPRINA-1 reconocida
por el anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1 obtenido en el Ejemplo 2 (1).

(3) Clonacion de genes de region variable de anti-CAPRINA-1

Los anticuerpos monoclonales que se obtuvieron en el Ejemplo 2(1) se analizaron en cuanto a sus secuencias
genéticas que codifican la regién variable y secuencias de aminoacidos de los mismos de acuerdo con el método
descrito en el Ejemplo 5 del documento W0O2010/016526. Como resultado el anticuerpo monoclonal n.° °
comprendia una region variable de cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en la
SEQ ID NO: 11y la regién variable de cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en la
SEQ ID NO: 15. Una secuencia genética que codifica la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
monoclonal n.° 1 obtenido se muestra en la SEQ ID NO: 16, y la secuencia genética que codifica la region variable
de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal n.° 1 se muestra en la SEQ ID NO: 17.

También se confirmé que el anticuerpo monoclonal n® 1 obtenido en el Ejemplo 2(1) comprende la regién variable de
cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:11 y la region variable de
cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 15, en las que las CDR1,
CDR2, y CDR3 de la region variable de cadena pesada consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
8, 9 y 10, respectivamente, y las CDR1, CDR2, y CDR3 de la region variable de cadena ligera consisten en las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, 13 y 14, respectivamente.

Ejemplo 3 Preparacion de un anticuerpo policlonal contra un polipéptido parcial de CAPRINA-1 presente en
la superficie de células cancerosas

Con el objetivo de obtener anticuerpos policlonales contra los polipéptidos parciales de CAPRINA-1 presentes en la
superficie de las células cancerosas, un polipéptido (péptido derivado de CAPRINA-1 que se muestra en SEQ ID
NO: 5) que comprende la region del epitopo para el anticuerpo anti-CAPRINA-1 n® 1 que se obtiene en el Ejemplo 2,
se sintetizaron un polipéptido que se corresponde con una region de restos de aminoacidos de numero 50 a 98 en la
secuencia de aminoacidos de CAPRINA-1 humana de SEQ ID NO: 2, y un polipéptido que se corresponde con la
region de restos de aminoacidos de numero 233 a 305 de SEQ ID NO: 2. Se mezclé un mg de cada uno de estos
péptidos como un antigeno con un volumen igual de una solucién de adyuvante incompleto de Freund (IFA). Esta
mezcla se administré por via subcutanea a cada conejo cuatro veces cada dos semanas. Después, se recolecto
sangre para obtener el antisuero que contenia cada anticuerpo policlonal. El antisuero se purificéd adicionalmente
utilizando una proteina G portadora (fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd.) y se sustituyd con PBS para
obtener los anticuerpos policlonales contra los polipéptidos parciales de CAPRINA-1 presentes en la superficie de
células cancerosas. Ademas, se purificd el suero de un conejo que no recibié antigeno utilizando una proteina G
portadora de la misma manera que anteriormente y se utilizé6 como anticuerpos de control.

Ejemplo 4 Analisis de la expresion de proteina CAPRINA-1 en la superficie de la membrana de células
cancerosas

A continuacion, se examinaron 8 lineas celulares de cancer de mama humano (ZR75-1, MCF7, T47D, SK-BR-3,
MDA-MB-157, BT-20, MDA-MB-231V, y MRK-nu-1) de las que se habia confirmado que tenian un gran nivel de
expresion genética de CAPRINA-1 en cuanto a su expresion de proteinas CAPRINA-1 en la superficie celular. Se
centrifugaron 5 x 105 células de cada linea celular de cancer de mama humano confirmado de esta manera que
tenian expresion genética en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se afadieron 2 mg (5 pl) de cada uno de los
anticuerpos policlonales contra péptidos derivados de CAPRINA-1 (SEQ ID NO: 5) preparados como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 3 y 95 pl de PBS que contenia un 0,1 % de suero fetal bovino y se mezclaron, y se
dejaron en reposo durante 1 hora en hielo. Después del lavado con PBS, la solucion resultante se mezclé afiadiendo
1 ul de anticuerpos de cabra anti-lgG de conejo marcado con Alexa 488 (fabricados por Invitrogen Corp.) y 98 pl de
PBS que contenia un 0,1 % de suero fetal bovino (FBS) se afiadieron y se mezclaron con las células y se dejo en
reposo durante 30 horas en hielo. Tras el lavado con PBS, se midi6 la intensidad de fluorescencia utilizando
FACScalibur (Becton, Dickinson and Company). Por otra parte, como control, se llevd a cabo el mismo procesp
anterior utilizando los anticuerpos de control que se prepararon como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 3
en vez de los anticuerpos policlonales contra péptidos derivados de CAPRINA-1. Como resultado, las células
cancerosas administradas con los anticuerpos anti-CAPRINA-1 todos presentaban una intensidad de fluorescencia
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al menos un 35 % mas fuerte que la del control. Esto demostraba que las proteinas CAPRINA-1 se expresan en la
superficie de la membrana celular de las lineas celulares de cancer humano. La tasa anterior de aumento de la
intensidad de fluorescencia se indic6 por la tasa de aumento medio en intensidad de fluorescencia (MFI) en cada
linea celular y se calculé de acuerdo con la siguiente formula:

Tasa de incremento en la intensidad de fluorescencia media (Tasa de aumento de intensidad de fluorescencia
(%) = ((MFI de células que reaccionan con los anticuerpos anti-CAPRINA-1) — (MFI de control))/ (MFI de control)
x 100.

También se midio la intensidad de fluorescencia en dos lineas celulares de cancer de rifién (Caki-1 y Caki-2), una
linea celular de cancer de vejiga urinaria (T24), o una linea celular de cancer ovarico (SKOV3), 2 lineas celulares de
cancer de pulmon (QG56 y A549), una linea celular de cancer de préstata (PC3), una linea celular de cancer de
cuello uterino (SW756), una linea celular de fibrosarcoma (HT1080), 2 lineas celulares de tumor cerebral (T98G y
U87MG), una linea celular de cancer gastrico (MNK28), 3 lineas celulares de cancer colorrectal (Lovo, DLD-1, y
HCT-116), y 4 lineas celulares de cancer pancreatico (Capan-2, MIAPaCa-2, Panc-1, y BxPC-3) utilizando la misma
estrategia anterior. Como resultado, todas las células cancerosas tenian una intensidad de fluorescencia al menos
un 35 % mas fuerte que la del control.

Segun los resultados obtenidos anteriormente, la expresion de proteina CAPRINA-1 en la superficie de membrana
de células cancerosas se confirmé también utilizando el anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1 que se obtuvo en el
Ejemplo 2.

Ejemplo 5 Preparacion de anticuerpo monoclonal quimérico humano-de ratén

El fragmento de amplificacion genética que comprende la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena
pesada del anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1 que se obtuvo en el Ejemplo 2 se traté en ambos extremos con enzimas
de restriccion, después se purificaron, y se insertaron de acuerdo con un método de rutina en un vector
pcDNA4/myc-His (fabricado por Invitrogen Corp.) que ya tenia las inserciones genéticas de una secuencia lider
derivada de un anticuerpo de raton y una regién constante de cadena H de IgG: humana que comprende la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6. También se traté el fragmento de amplificacion genética que comprende
la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1 en ambos
extremos con enzimas de restriccion, luego se purificaron, y se insertaron de acuerdo con un método de rutina en el
vector pcDNA3.1/myc-His (fabricado por Invitrogen Corp.) que ya tenia las inserciones genéticas de una secuencia
lider derivada de anticuerpo de raton y una region constante de cadena L de IgG1 humana que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

A continuacion, el vector recombinante que tenia la insercion genética de la region variable de cadena pesada del
anticuerpo anti-CAPRINA-1 n® 1 y el vector recombinante que tiene la insercion genética de la region variable de
cadena ligera se introdujeron en células CHO-K1 (obtenido en Riken Cell Bank). Especificamente, se cultivaron 2 x
10° células CHO-K1 en 1 ml de medio F12 de Ham (fabricado por Invitrogen Corp.) que contenia un 10 % de FBS
por pocillo de una placa de cultivo de 12 pocillos y se lavd con PBS (-). Después, se afiadié 1 ml de un medio F12 de
Ham reciente que contenia un 10 % de FBS por pocillo. Se mezclaron 250 ng de cada uno de los vectores lisados
en 30 pl de OptiMEM (fabricado por Invitrogen Corp.) con 30 pl de reactivo de transfeccion Polyfect (fabricado por
Qiagen N.V.), y esta mezcla se afiadié6 a cada pocillo. Las células CHO-K1 co-transfectadas con los vectores
recombinantes se cultivaron en un medio F12 de Ham que contenia un 10 % de FBS suplementado con 200 pg/ml
de Zeocina (fabricada por Invitrogen Corp.) y 200 ug/ml de Geneticina (fabricada por Roche Diagnostics K.K.) y
entonces se inocularon en una placa de 96 pocillos a una densidad de 0,5 células/pocillo para preparar lineas
celulares que produjeran establemente anticuerpo anti-CAPRINA-1 quimérico humano-de ratéon n® 1 que tenia las
regiones variables del anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1 que se obtuvieron en el Ejemplo 2.

Cada linea celular preparada se cultivdo durante 5 dias en un matraz de 150 cm? a una densidad de 5 x 10°
células/ml utilizando 30 ml de un medio OptiCHO libre de suero (fabricado por Invitrogen Corp.) para obtener los
sobrenadantes del cultivo que contenia el anticuerpo monoclonal quimérico humano de ratén n° 1.

También, las lineas celulares que producian establemente los anticuerpos quiméricos humanos-de ratén
comparativos 1 a 26 se prepararon como muestras comparativas de la misma manera que anteriormente
respectivamente utilizando los siguientes anticuerpos comparativos: anticuerpos monoclonales anti-CAPRINA-1
derivados del raton descritos en el documento W02010/016526, es decir, los anticuerpos comparativos 1 a 11;
anticuerpos monoclonales anti-CAPRINA-1 descritos en el documento W0O2011/096517 [es decir, un anticuerpo
comparativo 12 que tiene la region variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 43 (desvelada en el
documento W02011/096517; se mantiene como cierto para la descripcion posterior) y la region variable de cadena
ligera que consiste en SEQ ID NO: 47; y un anticuerpo comparativo 13 que tiene la region variable de cadena
pesada que consiste en SEQ ID NO: 43 y la regiéon variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO,
anticuerpos monoclonales anti-CAPRINA-1 descritos en el documento W02011/096528 [es decir, un anticuerpo
comparativo 14 que tiene la region variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 43 (desvelada en el
documento W02011/096528; se mantiene como cierto para la descripcion posterior) y la region variable de cadena
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ligera que consiste en SEQ ID NO: 47; un anticuerpo comparativo 15 que tiene la region variable de cadena pesada
que consiste en SEQ ID NO: 51 y la regioén variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 55; un anticuerpo
comparativo 16 que tiene la region variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 59 y la regién variable
de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 63; un anticuerpo comparativo 17 que tiene la region variable de
cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 76 y la regién variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO:
80; un anticuerpo comparativo 18 que tiene la region variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 84 y la
region variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 88; y un anticuerpo comparativo 19 que tiene la regién
variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 92 y la region variable de cadena ligera que consiste en
SEQ ID NO: 96], un anticuerpo monoclonal anti-CAPRINA-1 descrito en el documento W02011/096519 [un
anticuerpo comparativo 20 que tiene la region variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 42 (lo que se
describe en dicho documento; se mantiene como cierto para la descripcion posterior) y la region variable de cadena
ligera que consiste en SEQ ID NO: 46], anticuerpos monoclonales anti-CAPRINA-1 descritos en el documento
WO02011/096533 [un anticuerpo comparativo 21 que tiene la region variable de cadena pesada que consiste en SEQ
ID NO: 43 (lo que se describe en dicho documento; se mantiene como cierto para la descripcion posterior) y la
region variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 51; un anticuerpo comparativo 22 que tiene la region
variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 47 y la region variable de cadena ligera que consiste en
SEQ ID NO: 51; y un anticuerpo comparativo 23 que tiene la region variable de cadena pesada que consiste en SEQ
ID NO: 63 y la region variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 67], anticuerpos monoclonales anti-
CAPRINA-1 descritos en el documento W0O2011/096534 [un anticuerpo comparativo 24 que tiene la region variable
de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 43 (lo que se describe en dicho documento; se mantiene como
cierto para la descripcion posterior) y la region variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 47; un
anticuerpo comparativo 25 que tiene la region variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 43 y la region
variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 51; y un anticuerpo comparativo 26 que tiene la region
variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 63 y la region variable de cadena ligera que consiste en
SEQ ID NO: 67]. Cada linea celular preparada se cultivé durante 5 dias en matraces de 150 cm? a una densidad de
5 x 105 células/ml utilizando 30 ml de medio OptiCHO libre de suero (fabricado por Invitrogen Corp.) para obtener los
sobrenadantes de los cultivos que contengan cualquiera de los anticuerpos monoclonales quiméricos humanos-de
ratén comparativos 1-26.

Ejemplo 6 Expresion de CAPRINA-1 en la superficie de distintas células cancerosas utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-CAPRINA-1

A continuacion, se examinaron 8 lineas celulares de cancer de mama humano (ZR75-1, MCF7, T47D, SK-BR-3,
MDA-MB-157, BT-20, MDA-MB-231V, y MRK-nu-1), las 2 lineas celulares de cancer de rifién (Caki-1 y Caki-2), la
linea celular de cancer de vejiga urinaria (T24), la linea celular de cancer ovarico (SKOV3), las 2 lineas celulares de
cancer de pulmon (QG56 y A549), la linea celular de cancer de préstata (PC3), la linea celular de cancer de cuello
uterino (SW756), la linea celular de fibrosarcoma (HT1080), las 2 lineas celulares de tumor cerebral (T98G y
U87MG), la linea celular de cancer gastrico (MNK28), las 3 lineas celulares de cancer de intestino grueso (Lovo,
DLD-1, y HCT-116), y las 4 lineas celulares de cancer pancreatico (Capan-2, MIAPaCa-2, Panc-1, y BxPC-3) de las
que se habia confirmado que tenian expresion genética de CAPRINA-1 en cuanto a su expresion de proteinas
CAPRINA-1 en la superficie celular utilizando el sobrenadante del cultivo que contenia el anticuerpo anti-CAPRINA-1
de raton n® 1 que se obtuvo en el Ejemplo 2. Se centrifugaron 10° células de cada linea celular en cada tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml. Cada sobrenadante del cultivo (100 pl) que contenia el anticuerpo se anadi6 al tubo y se
dejo en reposo durante 1 hora en hielo. Tras el lavado con PBS, se afadieron los anticuerpos de cabra anti-lgG
(H+L) de ratén marcado con FITC (fabricado por Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) diluidos con PBS que
contenia un 0,1 % de FBS y se dejaron en reposo a 4 °C durante 30 minutos. Tras el lavado con PBS, se midi6 la
intensidad de fluorescencia utilizando FACScalibur (Becton, Dickinson and Company). El control negativo que se
utilizé eran las células que se hacian reaccionar solo con los anticuerpos secundarios. Como resultado, el anticuerpo
anti-CAPRINA-1 de ratéon n° 1 presentaba reactividad con una intensidad de fluorescencia al menos un 30 % mas
fuerte que el control negativo. Esto demostraba que las proteinas CAPRINA-1 se expresaban en la superficie de la
membrana celular de las lineas celulares de canceres humanos. La tasa anterior de aumento de intensidad de
fluorescencia se indicaba por la tasa de aumento en la intensidad de fluorescencia media (MFI) en cada linea celular
y se calcul6 de acuerdo con la siguiente expresion:

Tasa de incremento en la intensidad de fluorescencia media (Tasa de aumento de intensidad de fluorescencia
(%) = ((MFI de células que reaccionan con los anticuerpos anti-CAPRINA-1) — (MFI de control))/ (MFI de control)
x 100.

Ejemplo 7 Actividad antitumoral del anticuerpo contra el péptido derivado de CAPRINA-1 (SEQ ID NO: 5)

Con el fin de evaluar cada anticuerpo contra el péptido derivado de CAPRINA-1 (SEQ ID NO: 5) en cuanto a su
fuerza y su citotoxicidad contra las células que expresan CAPRINA-1, se determind la actividad ADCC. Los
anticuerpos policlonales contra al péptido (SEQ ID NO: 5) preparados en el Ejemplo 3 se utilizaron en esta
evaluacion. Se llevd a cabo una evaluacién similar utilizando anticuerpos policlonales contra otros péptidos
derivados de la CAPRINA-1 humana (anticuerpos policlonales contra los restos de aminoacidos de numero 50 a 98
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de la CAPRINA-1 humana y anticuerpos policlonales contra los
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restos de aminoacidos de numero 233 a 305, que se prepararon en el Ejemplo 39 como anticuerpos para
compararse y los anticuerpos de control derivados del suero de conejo preparado en el Ejemplo 3 como control
negativo.

Las células de cada linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231V, la linea celular de cancer colorrectal
humano DLD-1, linea celular de cancer pancreatico humano Capan-2, y la linea celular de cancer de pulmon
humano QG56 en las que se habia confirmado la expresion de CAPRINA-1 en un tubo de centrifuga de 50 ml, al
que se anadieron entonces 100 mCi de cromo 51, seguido por incubaciéon a 37 °C durante 2 horas. Después, se
lavaron las células tres veces con un medio RPMI1640 que contenia un 10 % de suero fetal bovino y se afiadieron a
una densidad de 2 x 103 células/pocillo a cada pocillo de una placa de 96 pocillos con el fondo en V. Los anticuerpos
policlonales de conejo contra el péptido derivado de CAPRINA-1 humana (SEQ ID NO: 5) y dos tipos de anticuerpos
policlonales de conejo contra otros péptidos derivados de CAPRINA-1 humana (anticuerpos policlonales de conejo
contra los restos de aminoacidos numeros 50 a 98 de SEQ ID NO: 2 de la CAPRINA-1 humana y anticuerpos
policlonales de conejo contra los restos de aminoacido numeros 233 a 305) como se ha descrito anteriormente se
afnadieron por separado a una concentracion de 1 mg/pocillo. Los linfocitos separados de la sangre periférica de
seres humanos o conejos de acuerdo con un método de rutina se afiadieron posteriormente a los mismos a una
densidad de 4 x 10° células/pocillo y se cultivaron a 37 °C durante 4 horas en condiciones de un 5 % de CO.. Tras el
cultivo, se midié la cantidad de cromo (Cr) 51 liberado por las células cancerosas dafiadas en el sobrenadante del
cultivo para calcular la actividad ADCC contra las células cancerosas de los anticuerpos policlonales de conejo
contra cada péptido derivado de CAPRINA-1 humana. Como resultado, todos los anticuerpos policlonales de conejo
obtenidos por inmunizacién con los péptidos parciales de CAPRINA-1 humana que tenian una secuencia de
aminoacidos de restos de aminoacidos numero 50 a 98 o restos de aminoacidos de nimero 233 a 30 de SEQ ID
NO: 2 de la CAPRINA-1 humana tenian una actividad menor del 8 % contra la linea celular de cancer de mama
humano MDA-MB-231V, la linea celular de cancer de intestino grueso humano DLD-1, linea celular de cancer
pancreatico humano Capan-2, y la linea celular de cancer de pulmén humano QG56. Por el contrario, se confirmo
que los grupos suplementados con los anticuerpos policlonales de conejo contra el péptido derivado de CAPRINA-1
humana (SEQ ID NO: 5) tenian una actividad citotoxica del 28 % o mas contra todas las células cancerosas. Estos
resultados demostraban que el anticuerpo contra CAPRINA-1 que se muestra en SEQ ID NO: 5 ejercen una
actividad citotdxica fuerte contra las células cancerosas que expresan CAPRINA-1.

Estos resultados acerca de la actividad citotoxica se obtuvieron: mezclando el anticuerpo contra CAPRINA-1
utilizado en la presente invencion, linfocitos, y 2 x 10% células de cada linea celular de cancer con cromo 51
incorporado, como se ha descrito anteriormente: cultivar las células durante 4 horas; tras el cultivo, medir la cantidad
de cromo 51 liberado en el medio; y calcular la actividad citotoxica contra cada linea celular de cancer de acuerdo
con la siguiente formula*:

* Formula: Actividad citotdxica (%) = Cantidad de cromo 51 liberado de las células diana suplementada con
anticuerpo contra CAPRINA-1 y linfocitos / Cantidad de cromo 51 liberado de las células diana suplementadas
con acido clorhidrico 1 N x 100.

De manera similar, los anticuerpos monoclonales quiméricos humanos-de ratén que se obtuvieron en el Ejemplo 5
se evaluaron en cuanto a su actividad citotdxica contra las células cancerosas humanas. El sobrenadante del cultivo
de cada linea celular que producia cualquiera de los anticuerpos se purificé utilizando Sepharose FF Hitrap Proteina
A (fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Ltd.). Tras la sustitucion con PBS (-), la solucion se filtré a través de un
filtro de 0,22 mm (fabricado por Mlllipore Corp.). El anticuerpo resultante se utiliz6 para el ensayo de actividad. Se
recolectaron 10° células de cada una de linea celular de cdncer de mama humano MDA-MB-231V, la linea celular de
cancer de intestino grueso humano DLD-1, linea celular de cancer pancreatico humano Capan-2, y la linea celular
de cancer de pulmén humano QG56 en un tubo de centrifuga de 50 ml, al que se afiadieron entonces 100 mCi de
cromo 51, seguido por incubacién a 37 °C durante 2 horas. Después, las células se lavaron tres veces con un medio
RPMI1640 que contenia un 10 % de FBS y se afiadieron a una densidad de 2 x 10° células/pocillo a cada placa de
96 pocillos de fondo en V para preparar las células diana. Los anticuerpos purificados (anticuerpos quiméricos anti-
CAPRINA-1 humanos-de raton n° 1) y los anticuerpos monoclonales quiméricos humanos-de ratén comparativos 1 a
26 obtenidos en el Ejemplo 5 se afadieron cada uno a una concentracion de 0,75 mg/pocillo. Se separd una
poblacién celular que contenia células NK humanas utilizando un método de rutina a partir de linfocitos de sangre
periférica humana preparados de acuerdo con un método de rutina. La poblacién celular que contenia células NK
humanas que se utilizé en esta evaluacion se prepard de la siguiente manera: se hicieron reaccionar las células
mononucleares de sangre periférica humana separadas utilizando una soluciéon Histopaque de separacion por
gravedad especifica para separacion celular mononuclear en sangre periférica (Sigma-Aldrich Corp.) con
anticuerpos marcados con un colorante fluorescente FITC (anticuerpo anti-CD3 humano, anticuerpo anti-CD20
humano, anticuerpo anti-CD19 humano, anticuerpo anti-CD11c humano, o anticuerpo anti-HLA-DR (Becton,
Dickinson and Company)), y una poblacion celular que contenia células NK sin tefiir con los anticuerpos se separé
como células efectoras utilizando un clasificador celular (FACS Vantage SE (Becton, Dickinson and Company)) o el
kit de separacion de células NK humanas (fabricado por Miltenyi Biotec K.K.). La poblacion celular separada que
contenia las células NK se afiadio a la placa a una densidad de 2 x 10° células /pocillo y se cultivé a 37 °C durante 4
horas en condiciones de un 5 % de CO.. Tras el cultivo, la cantidad de cromo 41 liberado de las células tumorales
dafadas se midi6 en el sobrenadante del cultivo para calcular la actividad citotdxica de cada anticuerpo anti-
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CAPRINA-1 contra las células cancerosas. El control negativo que se utilizé eran las células suplementadas con
anticuerpos de isotipo de control. Como resultado, los anticuerpos de isotipo de control que se utilizaron tenian una
actividad citotéxica de menos del 5 % contra todas las lineas celulares de cancer, y los anticuerpos monoclonales
quiméricos humanos-de ratén comparativos 1 a 26 utilizados tenian una actividad citotoxica de menos del 5 %
contra MDA-MB-231V, menos del 8 % contra DLD-1, menos del 6 % contra Capan-2, y menos del 6 % contra QG56.
Por el contrario, los anticuerpos quiméricos anti-CAPRINA-1 humanos-de ratén n° 1 tenian una actividad citotdxica
del 14 % o mas contra MDA-MB-231V, del 21 % o mas contra DLD-1, un 27 % o mas contra Capan-2, y un 20 % o
mas contra QG56. De la misma manera los anticuerpos de is6topo de control que se utilizaron y los anticuerpos
comparativos 1 a 26 que se utilizaron tenian una actividad citotoxica menor del 4 % contra todas las otras células
cancerosas , las lineas celulares de cancer de mama T47D, Hs578T, BT-20, SK-BR-3, MCF7, y MRK-nu-1, una linea
celular de glioma T98G, una linea celular de cancer de pulmén A549, una linea celular de cancer de rifién Caki-1,
una linea celular de cancer de cuello uterino SW756, una linea celular de cancer de vejiga urinaria T24, una linea
celular de cancer gastrico MKN28, una linea celular de cancer de intestino grueso SW480, una linea celular de
leucemia AML5, y una linea celular de linfoma Ramos. Por el contrario, se confirmé que los anticuerpos quiméricos
anti-CAPRINA-1 humanos-de ratén tenian un 10 % o mas de actividad citotdxica contra estas lineas celulares. Estos
resultados mostraban que los anticuerpos contra el péptido derivado de CAPRINA-1 que se muestra en SEQ ID NO:
5 dafaban las células cancerosas que expresan CAPRINA-1 mediante su actividad ADCC, y demostraban que los
anticuerpos quiméricos anti-CAPRINA-1 humanos-de ratéon n° 1 presentaba una actividad citotdxica mas fuerte
contra las células cancerosas humanas que las de los anticuerpos comparativos 1 a 26.

Estos resultados acerca de la actividad citotoxica se obtuvieron: mezclando el anticuerpo contra CAPRINA-1
utilizado en la presente invencion, linfocitos (poblacion celular que contiene las células NK), y 2 x 10° células de cada
linea celular de cancer con cromo 51 incorporado, como se ha descrito anteriormente: cultivar las células durante 4
horas; tras el cultivo, medir la cantidad de cromo 51 liberado en el medio; y calcular la actividad citotéxica contra
cada linea celular de cancer de acuerdo con la siguiente formula*:

* Férmula: Actividad citotdxica (%) = Cantidad de cromo 51 liberado de las células diana suplementadas con
anticuerpo contra CAPRINA-1 y linfocitos (poblacién celular que contiene las células NK) / Cantidad de cromo 51
liberado de las células diana suplementadas con acido clorhidrico 1 N x 100.

Ejemplo 8 El numero de moléculas de CAPRINA-1 en la superficie de distintas células cancerosas
reconocidas por el anticuerpo anti-CAPRINA-1 n° 1

Se examinaron una linea celular de cancer de mama humano (MDA-MB-231V), una linea celular de cancer de rifién
(Caki-1), una linea celular de cancer de vejiga urinaria (T24), una linea celular de cancer ovarico (SKOV3), lineas
celulares de cancer de pulmon (QC56 y A549), una linea celular de cancer pancreatico (Capan-2), una linea celular
de cancer de prostata (PC3), una linea celular de cancer de cuello uterino (SW756), una linea celular de
fibrosarcoma (HT1080), una linea celular de tumor cerebral (T98G), una linea celular gastrica (MKN28), lineas
celulares de cancer de intestino grueso (Lovo y DLD-1), una linea celular de leucemia (AML5), y una linea celular de
linfoma (Ramos) utilizando un kit “QIFIKIT” de numero de moléculas (fabricado por Dako Japan Inc.) en cuanto al
numero de moléculas de CAPRINA-1 sobre su superficie celular reconocidas por los anticuerpos anti-CAPRINA-1 de
ratén n® 1. De manera similar, el niumero de CAPRINA-1 de la superficie de estas distintas células de cancer también
se examinaron utilizando los anticuerpos monoclonales anti-CAPRINA-1 comparativos 1 a 26 preparados en el
Ejemplo 5.

De acuerdo con el protocolo adjunto al kit, cada anticuerpo (anticuerpos anti-CAPRINA-1 n® 1 y anticuerpos
comparativos 1 a 26) se diluyé en 5 yg/ml (en términos de concentracion final) con PBS, y esta dilucion se afiadié a
cada linea celular y se dejo reaccionar durante 30 minutos. Tras el lavado con PBS, se afiadieron anticuerpos anti-
IgG de ratén marcado fluorescentemente adjunto en el kit, a cada linea celular y se dejé en reposo durante 45
minutos en hielo. Cada linea celular y las perlas de calibracion se lavaron con PBS. Después, se midio la intensidad
de fluorescencia utilizando un FACScalibur (Becton, Dickinson and Company), para obtener un valor (medio) de
intensidad de fluorescencia media. También se obtuvo un valor (medio) de intensidad de fluorescencia media por el
mismo ensayo anterior para los anticuerpos comparativos. El control negativo que se utilizé eran células que se
hacian reaccionar con anticuerpos de isotipo de control, y también se obtuvo una media. Cada valor (medio) de
intensidad de fluorescencia media se utilizd para calcular el nimero de moléculas de acuerdo con el protocolo
adjunto al kit. Como resultado, el nimero de moléculas de CAPRINA-1 de la superficie de distintas células
cancerosas reconocidas por los anticuerpos anti-CAPRINA-1 n° 1 y los anticuerpos comparativos 12 a 26 eran 10° o
mas por células para todas las lineas celulares de cancer humano examinadas. Por otra parte, el nimero de
moléculas reconocidas por los anticuerpos comparativos 1 a 11 era menor de 10° por célula.

Aplicabilidad industrial
El anticuerpo de la presente invencion es util para el tratamiento y/o prevencion del cancer.
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agetgatact gtataagaca aagecaagat gcaaaattag getttgattg geactttttg 30098
aaaaatatgce aacaaatatg ggatgtaatce cggatggeceg cttotgtact taatgtgaaa 3069
tatttagata cectttttgaa cacttaacag tttetttgag acaatgactt ttgtaaggat 3129
tggtactatc tatcattcct tatgacatgt acattgtctg tcactaatcc ttggattttyg 3189
ctgtattgtc acctaaattg gtacaggtac tgatgaaaat ctctagtgga taatcataac 3249
actctcggte acatgttttt ccttcagett gaaagetttt ttttaaaagg aaaagatacce 3309
aaatgeectge tgotaccace cttttcaatt getatetttt gaaaggeoace agtatgtgtt 3369
ttagattgat ttecctgttt cagggaaate acggacagta ghtttecagtte tgatggtata 3429
agcaaaacaa ataaaacgtt tataaaagtt gtatcttgaa acactggtgt tceaacageta 3489
gcagcttatg tgattcacce catgecacgt tagtgtcaca aattttatgg tttatctceca 3549

27



gcaacatttc
cteoegtttct
agagtctcta
ttggaatttg
tattgtotea
taatggtatt
ccagtaggty
tggagttttt
caaaagtttt
aaaataagtt
ctgttacttt
catctgactg
atttgtggtt
atttgectatc
ttcacacagt
gttttgaadt
actgttteta
tttttggtta
tatttttaaa
ctgaatcttg
ccetttgttt
teactgtage
taaatcatet
tgattacett
aaagtttttt
atcagttagc
tttccactta
gatgagttaa
atattttecg
teattttatg
attttagttg

ttatggagtt

tctagtactt
cctggaggea
aatttgatgg
tgctageagt
ttetgactte
ttetgtgeag
ctcagctatt
gctggttttg
gtagggtggt
cttgactttt
ggcaaatgag
ggatgtacca
tactgggtaa
tgtgtagaaa
gacctctgaa
tetatgeatt
tgtatgtttt
ttttaccate
ggggtgecte
gttctaagca
ggtcaaatge
ctettggtgt
catgtggata
gattagggeca
ttcaatcatt
ttctacagtt
aaggagacat
caactagttyg
tcatataact
tttaagctee

attataagtt

aacggggagyg

ES 2749 672 T3

gcacttatta
tttatattca
aaatggacac
ttgagcacta
atggagaatt
aaattaaatt
taaaaacaaa
taacctacca
gggaaatggyg
cteatgtgtyg
tatttttttg
caaccatatg
tccctagatg
ataatttcat
tcagtttcag
agtgcagatg
ttecaaagaat
acagtttaaa
attatggggce
ttectgtataa
atattttagce
ageaagetca
tgaaacttet
gttttattte
gtaccttgat
cttttgtete
agaatgtgtyg
agcagtcage
agaggaagtg
tgaatetgea
agatttcaca

aagacccctc

teottttgtet
gtgataattc
ttgagtagtyg
gttetgtgtyg
aatcccacet
ttattttcag
actattctca
aaatggatag
ggatcttcaa
gttgtggtac
ctagcaccte
ttacctgtat
atgtatgett
gacatttaca
agaagggatg
ttgtgaatgt
tgtteoctttt
tgtatatctt
agagaacttt
tatgtgattg
agagtttcaa
catacaaaat
tttttaaaac
cagatcectaa
attaaaacaa
cttttatatg
cttattctca
ttoctaagty
gaatgcagat
ttecacttgy
gaatcagtat

aggaaaacga

28

aatttaacct
cttoccttayg
acttagcctt
cctaggaagt
ttaagcaaag
catttageoce
aacattcatc
gctgttgaac
tgtttatttt
atcatattgg
cccttgegtyg
cttaggggaa
gcagtcctat
atcaggactyg
ggggagaaaa
gtaaaggtgt
tttgaactat
ttatgtetet
tcaataagtc
cttgtectag
ggaaatgatt
acttttgtat
ttaaaaaggt
taattcctaa
atatccttta
cagctcttac
gaaggttcat
ttttaggaca
aagtgecgaa
gttgttttta
tgccottgat

aagtaaattyg

taactgaatt
atgcataggg
atgtactctg
taatgetget
gcetactaagt
aggaattett
attagacaac
attccacatt
aaaataaaat
aagggttaac
ctttaaatga
tggataaaat
ataaaactaa
aagtaagttc
tgecttctag
teatagttty
aatttttett
actcagacea
tcattaagat
ctgcagaagg
gtecacacatg
atgcataata
agaatgttat
aaaatatgga
agtatttcta
gtgggagact
taactgaggt
tttgtteatt
ttcaaaccet
agcattctaa
cttgtccttt

ttaaggctca

3609

3669

3729

3789

3849

3909

3969

4029

4089

4149

4209

4269

4329

4389

4449

4509

4569

4629

4689

4749

4309

4869

4929

4989

5049

5109

5169

5229

5289

5349

5409

5469
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tettecatace tttttecatt ttgaatecta caaaaatact geaaaagact agtgaatgtt

taaaattaca ctagattaaa taatatgaaa gte

<210> 2

<211>709
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met

Pro

Gly

Val

Ser

Gln

Lys

Arg

145

Asgp

Ile

Val

Pro

Pro

Ala

Gln

50

Arg

Met

Lys

Arg

Thr

130

Leu

Asp

Leu

Asp

Ser

Pro

Ala

35

Thr

Agn

Asn

Tyr

Ser

115

Ala

Lys

Glu

Ser

Pro
195

Ala

Pro

20

Ala

Glu

Leu

Lys

Gln

100

Phe

Arg

Thr

val

Glu

180

Glu

Thr

Ser

Pro

Ala

Glu

Gly

Glu

Met

Arg

val

Arg

165

Glu

Arg

Ser

Gly

Ala

Met

Lys

70

Glu

Vval

Ala

Glu

Leu

150

Thr

Glu

Asp

His

Ser

Ser

Lys

55

Lys

Arg

Thr

Leu

Gln

135

Glu

Aszp

Leu

Met

Ser

Ser

Gln

40

Gln

Lys

Leu

Asn

Ser

120

Leu

Leu

Leu

Ser

Ser
200

Gly

Gly

25

His

Ile

Gly

Asn

Asn

105

Gln

Gln

Lys

Leu

185

Leu

29

Ser

10

Ser

Pro

Leu

Lys

Gln

20

Leu

Agp

Arg

Tyr

Gln

170

Leu

Arg

Gly

Glu

Ala

Gly

Leu

Asp

Glu

Ile

Glu

Val

155

Gly

Asp

Leu

Ser

Ala

Thr

Val

Agp

Gln

Phe

Gln

Glu

140

Leu

Glu

Aszn

Lys

Ala

Gly

45

Ile

Agp

Leu

Ala

Lys

125

Ala

Asp

Agn

FPhe

Glu
205

Ser

Ala

30

Thr

Asp

Tyr

Asp

Lys

110

Thr

Glu

Lys

Gly

Tyr

130

Gln

Ser

15

Gly

Gly

Lys

Gln

Ala

95

Glu

Ile

Gln

val
175

Lys

Tyr

Gly

Ala

Ala

Lys

Glu

Val

Leu

Lys

Lys

Gly

160

Pro

Leu

Glu

5529

5562



Hisg

Val

225

Phe

Cysg

Pro

Val

Phe

305

Vval

Ser

Leu

Pro

Len

385

Leu

Pro

Tyr

Ala

210

Cys

Gln

Glu

Glu

Glu

290

Thr

Glu

Vval

val

Tyr

370

Asp

Asp

Ala

Len

Gln

Ser

Gly

Ser

Glu

Ala

275

Ser

Ser

Val

Pro

Arg

355

Asn

Pro

Met

Gln

val

435

Pro

Ile

Thr

Asn

Glu

260

Glu

Thr

Gly

Val

Glu

340

Arg

Phe

Ala

Pro

Pro

420

Ser

Ser

Hisg

Thrx

Tyrxr

245

Glu

Pro

Glu

Glu

Asn

325

Pro

Gln

Ile

Ile

Gln

405

Asn

Ser

His

Leu

Tyr

230

Phe

Ala

Glu

Tyr

Lys

310

Ser

His

Arg

Gln

Val

390

Leu

Gln

Thr

Ala
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Trp

215

Lys

Asp

Ala

Pro

vVal

295

Glu

Len

Ser

val

Asp

375

Ser

Val

Val

Ser

Thr

Asp

Val

Ser

Ser

Ala

280

Asn

Gln

Gln

Leu

Gln

360

Ser

Ala

Cys

Pro

Glu

440

Glu

Leu

Len

Thrx

Ala

265

Glu

Arg

Val

Gln

Thr

345

Asp

Met

Gln

Pro

Val

425

Gly

Gln

30

Leu

Lys

His

250

Pro

Glu

Gln

Asp

Gln

330

Pro

Leu

Len

Pro

Pro

410

Gln

Tyr

Arg

Glu

Glu

235

Asn

Ala

Tyr

Phe

Glu

315

Pro

val

Met

Asp

Met

395

Val

Pro

Thr

Pro

Gly

220

Ile

His

val

Thr

Met
300

Trp

Gln

Ala

Ala

Phe

380

Asn

His

Glu

Ala

Gln

Lys

Val

Gln

Glu

Glu

285

Ala

Thr

Ala

Gln

Gln

365

Glu

Pro

Ser

Ala

Ser

445

Lys

Glu

Glu

Asn

Asp

270

Gln

Glu

Val

Ala

Ala

350

Met

Asn

Thr

Glu

Thr

430

Gln

Glu

Lys

Arg

Gly

255

Gln

Ser

Thr

Glu

Ser

335

Asp

Gln

Gln

Gln

Ser

415

Gln

Pro

Pro

Pro

Val

240

Len

Val

Glu

Gln

Thr

320

Pro

Pro

Gly

Thr

Asn

400

Arg

Val

Leu

Ile



<210>3

Asp

465

Ser

Thr

Phe

val

Tyr

545

Leu

Pro

Gln

Gly

Tyr

625

Pro

Ser

Asn

Gly

450

Gln

Ser

Ser

Gln

Asn

530

Asn

Gln

Asp

Asn

Val

610

Arg

Ser

Ala

Phe

Arg
620

Ile

Ser

Lys

Ser

515

Glu

Gln

Gln

Gln

Thr

595

Ser

Gly

Phe

Pro

Lysg

675

Gly

Gln

Leu

Pro

500

Met

Pro

Ser

Glu

Ser

580

Gly

Arg

Pro

Ser

Arg

660

Arg

Gly

Ala

Pro

485

Leu

Gln

Glu

Phe

Gln

565

Hisg

Phe

Gly

Ala

Asn

645

Asp

Gly

Pro
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Thr

470

Ala

Hisg

Thr

Thr

Ser

550

Len

Gln

Pro

Gly

Asn

630

Thr

Tyr

Ser

Pro

455

Ile

Ala

Ser

val

Leu

535

Ser

Gln

Val

Arg

Ser

615

Gly

Pro

Ser

Gly

Arg
695

Thr Gln

705

Ser

Ser

Ser

Phe

520

Lys

Gln

Thr

Thr

Ser

600

Arg

Phe

Asn

Gly

Gln

680

Pro

Gln

Len

Gln

Gly

505

Asn

Gln

Pro

Val

Gly

585

Asn

Gly

Arg

Ser

Tyr

665

Ser

Asn

Val

31

Asn Thr
475

Pro Gln
490

Ile Asn

Met Asn

Gln Asn

Hig Gln

555

Val Gly
570

Asn His

Gln Pro

Ala Arg

Gly Gly

635

Gly Tyr

650

Gln Arg

Gly Pro

Arg Gly

Asn

460

Asp

Val

val

Ala

Gln

540

Val

Thr

Gln

Tyr

Gly

620

Tyr

Thr

Asp

Arg

Met
700

Gln

Phe

Asn

Pro

525

Tyr

Glu

Tyr

Gln

Tyr

605

Leu

Asp

Gln

Gly

Gly

685

Pro

Thr

Gln

Ala

510

Val

Gln

Gln

His

Pro

590

Asn

Met

Gly

Ser

Tyr

670

Ala

Gln

Thr

Ala

495

Ala

Pro

Ala

Thr

Gly

575

Pro

Ser

Asn

Tyr

Gln

655

Gln

Pro

Met

Ala

480

Gly

Pro

Pro

Ser

Glu

560

Ser

Gln

Arg

Gly

Arg

640

Phe

Gln

Arg

Asn
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<211> 3553
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (190) .. (2274)
<223>

<400> 3

cagagggctg ctggctgget aagtccctec cgectcocogge totogoctca ctaggagegy
ctctoggtge agogggacag ggcgaagogg cctgogocca cggageogoge gacactgece
ggaagggace gecacecttg cccccteage tgcecacteg tgattteocag cggecteege

gogogcacy atg coo tcg goo acde age cac age gygyg age gge age aag tog
Met Pro Ser Ala Thr Ser His Ser Gly Ser Gly Ser Lys Ser
1 5 10

tce gga cocg cca cog ccg tog ggt tee teoce ggg agt gag gog goc gog
Ser Gly Pro Pro Pro Pro Ser Gly Ser Ser Gly Ser Glu Ala Ala Ala

15 20 25 30

gga gcc ggg goc gec gog ccg get tet cag cac coc goa acce gge acce
Gly Ala Gly Ala Ala Ala Pro Ala Ser Gln His Pro Ala Thr Gly Thr
35 40 45

gge goet ghbe cag ace gag goe atg aag cag att cte ggg gtg ate gae
Gly Ala Val Gln Thr Glu Ala Met Lys Gln Ile Leu Gly Val Ile Asp
50 55 60

aag aaa ctt cgg aac ctg gag aag aaa aag ggt aag ctt gat gat tac
Lys Lys Leu Arg Asn Leu Glu Lys Lys Lys Gly Lys Leu Asp Asp Tyr
85 70 75

cag gaa cga atg aac aaa ggg gaa agg ctt aat caa gat cag ctg gat
Gln Glu Arg Met Aszn Lys Gly Glu Arg Leu Asn Gln Asgsp Gln Leu Aszp
80 85 90

goe gtt tet aag tac cag gaa gte aca aat aat ttg gag ttt gea aaa
Ala val Ser Lys Tyr Gln Glu Val Thr Asn Asn Leu Glu Phe RAla Lys
95 100 105 110

gaa tta cag agg agt ttc atg gcoca cta agt caa gat att cag aaa aca
Glu Leu Gln Arg Ser Phe Met Ala Leu Ser Gln Asp Ile Gln Lys Thr
115 120 125

ata aag aag aca gca cgt cgg gag cag ctt atg aga gaa gaa gct gaa
Ile Lys Lys Thr Ala Arg Arg Glu Gln Leu Met Arg Glu Glu Ala Glu
130 135 140

cag aaa cgt tta aaa act gta ctt gag cta cag tat gtt ttg gac aaa
Gln Lys Arg Leu Lys Thr Val Leu Glu Leu Gln Tyr Val Leu Asp Lys
145 150 155

ttg gga gat gat gaa gtg cgg act gac ctg aaa caa ggt ttg aat gga
Leu Gly Asp Asp Glu Val Arg Thr Asp Leu Lys Gln Gly Leu Asn Gly

32

60

120

180

231

279

327

375

423

471

519

567

615

663

711
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160 165 170
gty cca ata ttg toc gaa gag gag ttg toca ttg ttg gat gaa ttc tat 759
Val Pro Ile Leu Ser Glu Glu Glu Leu Ser Leu Leu Asp Glu Phe Tyr
175 180 185 190
aag cta gta gac ¢ct gaa cgg gac atg age ttg agg ttg aat gaa cag B07
Lys Leu Val Aszp Pro Glu Arg Asp Met Ser Leu Arg Leu Asn Glu Gln
195 200 205
tat gaa cat gee tee att cac ctg tgg gae ctg ctg gaa ggg aag gaa B55
Tyr Glu His Ala Ser Ile His Leu Trp Agp Leu Leu Glu Gly Lys Glu
210 215 220
aaa cct gta tgt gga acc acc tat aaa gtt cta aag gaa att gtt gag 903
Lys Pro Val Cys Gly Thr Thr Tyr Lys Val Leu Lys Glu Ile Val Glu
225 230 235
cgt gtt ttt cag tca aac tac ttt gac age ace cac aac cac cag aat 951
Arg Val Phe Gln Ser Agn Tyr Phe Agp Ser Thr His Asn His Gln Asn
240 245 250
gag ctg tgt gag gaa gaa gag gea goe tca gea cct gea gbt gaa gac 999
Gly Leu Cys Glu Glu Glu Glu Ala Ala Ser Ala Pro Ala Val Glu Asp
255 260 265 270
cag gta cct gaa gct gaa cot gag cca geca gaa gag tac act gag caa 1047
Gln Val Prc Glu Ala Glu Prc Glu Preo Ala Glu Glu Tyr Thr Glu Gln
275 280 285
agt gaa gtt gaa tca aca gag tat gta aat aga cag tte atg gea gaa 1095
Ser Glu Val Glu Ser Thr Glu Tyr Val Asn Arg Gln Phe Met Ala Glu
290 295 300
aca cag tte ace agt ggt gaa aag gag cag gta gat gag tgg aca gtt 1143
Thr Gln Phe Thr Ser Gly Glu Lys Glu Gln Val Asp Glu Trp Thr Val
305 310 315
gaa acg gtt gag gtg gta aat tca ctc cag cag caa cct cag goct gea 1191
Glu Thr Val Glu Val Val Asn Ser Leu Gln Gln Gln Pro Gln Ala Ala
320 325 330
tee cot tea gta cca gag cce cac tet ttg act cca gbtg got cag gea 1239
Ser Pro Ser Val Pro Glu Pro His Ser Leu Thr Pro Val Ala Gln Ala
335 340 345 350
gat ¢ce ottt gtg aga aga cag ¢ga gta caa gac ctt atg gca caa atg 1287
Asp Pro Leu Val Arg Arg Gln Arg Val Gln Asp Leu Met Ala Gln Met
355 360 365
cag ggt ccc tat aat ttc ata cag gat tca atg ctg gat ttt gaa aat 1335
Gln Gly Pro Tyr Asn Phe Ile Gln Asp Ser Met Leu Asp Phe Glu Asn
370 375 380
cag aca ctt gat cct gee att gta tet gea cag cot atg aat cca aca 1383
Gln Thr Leu Agp Pro Ala Ile Val Ser Ala Gln Pro Met Asn Pro Thr
385 390 395
caa aac atg gac atg cce cag ctg gtt tge cet cca gtt cat tet gaa 1431
Gln Asn Met Aszp Met Pro Gln Leu Val Cys Pro Pro Val His Ser Glu
400 405 410
tct aga ctt got cag cct aat caa gtt cct gta caa cca gaa gocg aca 1479

33



Ser
415

cag
Gln

cco
Pro

cca
Pro

aca
Thr

get
Ala
495

get
Ala

cct
Pro

gee
Ala

aca
Thr

ggt
Gly
575

cct
Pro

agt
Ser

aat
Asn

tac
Tyr

cag
Gln
655

Arg

gtt
val

ttg
Leu

att
Ile

gca
Ala
480

999
Gly

cca
Pro

cct
Pro

agt
Ser

gag
Glu
560

tce
Ser

cag
Gln

cgt
Arg

gga
Gly

cgc
Arg
640

tte
Phe

Leu

cct
Pro

tac
Tyr

gat
Asp
465

tca
Ser

aca
Thr

tte
Phe

gtt
val

tat
Tyr
545

ctt
Leu

cca
Pro

cag
Gln

ggt
Gly

tac
Tyr
625

cct

Pro

agt
Ser

Ala

ttyg
Leu

cag
Gln
450

cag
Gln

tca
Ser

age
Ser

caa
Gln

aat
Asn
530

aac
Asn

cag
Gln

gac
Asp

aac
Aszn

gtg
val

610

cgyg
Arg

tca
Ser

get
Ala

Gln

gta
val
435

cct
Pro

att
Ile

tce
Ser

aaa
Lys

tee
Ser
515

gaa
Glu

cag
Gln

caa
Gln

cag
Gln

act
Thr
595

tet

Ser

ggc
Gly

tte
Phe

[nlalal
Pro

Pro
420

tca
Ser

tet
Ser

cag
Gln

ctt
Leu

cct
Pro
500

atg
Met

cca
Pro

age
Ser

gaa
Glu

tce
Ser
580

gga
Gly

cgt
Arg

cct
Pro

tet
Ser

cagg

660
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Asn

toce
Ser

cat
His

gea
Ala

cct
Pro
485

tta
Leu

caa
Gln

gaa
Glu

ttt
Phe

cag
Gln
565

cat
His

ttt
Phe

gga
Gly

gea
Ala

aac
Agn
645

gat
Asp

Gln

aca
Thr

get
Ala

aca
Thr
470

gct
Ala

cat
His

acqg
Thr

act
Thr

tet
Ser
550

ctt
Leu

caa
Gln

cca
Pro

ggc
Gly

aat
Asn
630

act

Thr

tac
Tyr

val

agt

Ser

aca
Thr
455

ate
Ile

gcg
Ala

age
Ser

gtg
val

tta
Leu
535

agt
Ser

caa
Gln

gty
val

cgt
Arg

tee
Ser
615

gga
Gly

cca
Pro

tct
Ser

Pro

gag
Glu
440

gag
Glu

tct
Ser

tct
Ser

agt
Ser

tte
Phe
520

aaa

Lys

cag
Gln

aca
Thr

act
Thr

age
Ser
600

cgt
Arg

tte
Phe

aac
Asn

ggc
Gly

34

val
425

aggg
Gly

caa
Gln

tta
Leu

cag
Gln

gga
Gly
505

aat
Asn

cag
Gln

cct
Pro

gtg
val

ggt
Gly
585

aat
Aszn

ggt
Gly

aga
Arg

agt
Ser

tat
Tyr
665

Gln

tac
Tyr

cga
Arg

aat
Asn

cct
Pro
480

ate
Ile

atg
Met

caa
Gln

cac
His

gtt
val
570

aac
Asn

cag
Gln

got
Ala

gga
Gly

ggt
Gly
650

caa
Gln

Pro

aca
Thr

cca
Pro

aca
Thr
475

caa
Gln

aat
Aszn

aat
Asn

aat
Asn

caa
Gln
555

ggc
Gly

cac
His

cco
Pro

aga
Arg

gga
Gly
635

tat
Tyr

cgg
Arg

Glu

goa
Ala

cag
Gln
460

gac
Asp

gta
val

gta
val

gee
Ala

cag
Gln
540

gta
val

act
Thr

cag
Gln

tat
Tyr

ggc
Gly
620

tat
Tyr

aca
Thr

gat
Asp

Ala

tct
Ser
445

aag
Lys

caqg
Gln

ttt
Phe

aat
Asn

cga
Pro
525

tac
Tyr

gaa
Glu

tac
Tyr

cag
Gln

tae
Tyr
605

ttg
Leu

gat
aAsp

cag
Gln

gga
Gly

Thr
430

caa
Gln

gaa
Glu

act
Thr

cag
Gln

gea
Ala
510

gtt
val

cag
Gln

caa
Gln

cat
His

cct
Pro
590

aat
Asn

atg
Met

ggt
Gly

tet
Ser

tat
Tyr
670

1527

1575

1623

1671

1719

1767

1815

1863

1911

1959

2007

2055

2103

2151

2199
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cag cag aat ttc
Gln Gln Asn Phe

cca cga ggt aat
Pro Arg Gly Asn

ttectgttetg
tccagacttg
caaattttaa
tagaacatat
taaaacctgc
gaatgagatt
tattatattt
gaaccattta
gatataaata
agctatactt
aaactacttc
gtagtectgaa
ctetattgge
ttgaatacta
cttgggaatt
tgtteotttee
tgttttaaca
gttatgtagt
attaattttg
atgtaagcte

cttgatgatg

<210>4

<211> 694
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Pro Ser Ala Thr Ser His Ser Gly Ser Gly Ser Lys Ser Ser Gly

1

Pro Pro Pro Pro Ser Gly Ser Ser Gly Ser Glu Ala Ala Ala Gly Ala

675

690
gecttggaag
ttgctaggga
tttttgaatg
tctettctca
taaatgtttt
gaacatttat
tagggecaga
gaagtgatag
tcaagttatt
aaaaaaaatt
cocattttgge
attctaaatg
cataacatgt
gtagaaactg
actgacttga
caccttgtag
gcatgtaaaa
ttetttttaa
atagtatgat
catgagagca

gtgoctggea

5

ES 2749 672 T3

agctgttaat
ttaaatgaaa
atttaatttt
gaaaaagtgt
taggaagtac
ataaatttat
caccetttaa
aactaatgga
tctgactttt
acaggtttag
aggaagttaa
gttetetgat
ataaaatgtg
gccaggaaaa
ctagaagtat
catattcgat
agttatttta
cagtttaggt
gttacttact
ggtaccettgt

catagtagge

680

agtctgeatg
tgetetgttt
ccctgttact
ttttccaact
ttactgaaac
tatteoctett
tggeeggata
atttgeaatg
aaacaaaact
agagtttttt
cctatttaac
ttgagggagyg
tgttaaggag
aggtacattt
caaaggatgt
gaaagttgag
tctgttaaaa
aataaggtct
actgaaatgt
ctgtettete

actcaataaa

10

35

ttaggaatac
ctaaaactta
atataaactyg
gaaaattatt
atttttgtaa
teattttttt
ageeatagtt
cettttggac
cccaaattce
gttttteottt
aattagagct
ttaaacatca
gaattacaac
ttctaaaaat
ttgcatgtga
ttaactgata
gtcattatac
gtttteoatte
aagctagagt
tgctgtatet

tatttgttga

aag cga ggc tct ggg cag agt gga cca ogdg gga gco
Lys Arg Gly Ser Gly Gln Ser Gly Pro Arg Gly Ala

685

att ttg tgg tgg tga tcctagectcoce taagtggage
Ile Leu Trp Trp

atttateoctt
atettggace
tcttgaaaac
tttcaggtcc
gacatttttg
gaaacatgcc
aacatttaga
ctotattagt
taacttattg
tactgttgga
agcattteat
aacaggttte
gtactttgat
taatggatca
atgtgggtta
gctaaaaatc
agttttgaat
tggtgetttt
gtacactaga
attcccaacy

atgaatgaa

15

2247

2294

2354

2414

2474

2534

2594

2654

2714

2774

2834

2894

2954

3014

3074

3134

3194

3254

3314

3374

3434

3494

3583
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20 25 30

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

Val Gln Thr Glu Ala Met Lys Gln Ile Leu Gly Val Ile Asp Lys Lys
50 55 60

Leu Arg Asn Leu Glu Lys Lys Lys Gly Lys Leu Asp Asp Tyr Gln Glu
65 70 75 g0

Arg Met Asn Lys Gly Glu Arg Leu Asn Gln Asp Gln Leu Asp Ala Val
85 20 95

Ser Lys Tyr Gln Glu Val Thr Azn Asn Leu Glu Phe Ala Lys Glu Leu
100 105 1190

Gln Arg Ser Phe Met RAla Leu Ser Gln Asp Ile Gln Lys Thr Ile Lys
115 120 125

Lys Thr Ala Arg Arg Glu Gln Leu Met Arg Glu Glu Ala Glu Gln Lys
130 135 140

Arg Leu Lys Thr Val Leu Glu Leu Gln Tyr Val Leu Asp Lys Leu Gly
145 150 155 160

Azp Asgp Glu Val Arg Thr Asp Leu Lys Gln Gly Leu Asn Gly Val Pro
165 170 175

Ile Leu Ser Glu Glu Glu Leu Ser Leu Leu Asp Glu Phe Tyr Lys Leu
180 185 190

Val Asp Pro Glu Arg Asp Met Ser Leu Arg Leu Asn Glu Gln Tyr Glu
195 200 205

His Ala Ser Ile His Leu Trp Asp Leu Leu Glu Gly Lys Glu Lys Pro
210 215 220

Val Cys Gly Thr Thr Tyr Lys Val Leu Lys Glu Ile Val Glu Arg Val
225 230 235 240

Phe Gln Ser Asn Tyr Phe Asp Ser Thr His Asn His Gln Asn Gly Leu
245 250 255

Cys Glu Glu Glu Glu Ala Ala Ser Ala Pro Ala Val Glu Asp Gln Val
260 265 270

36



Pro

Val

Phe

305

Val

Ser

Leu

Pro

Leu

385

Met

Leu

Pro

Tyr

Asp

465

Ser

Thr

Phe

Glu

Glu

280

Thr

Glu

Val

val

Tyr

370

Asp

Agp

Ala

Leu

Gln

450

Gln

Ser

Ser

Gln

Ala

275

Ser

Ser

Val

Pro

Arg

355

Asn

Pro

Met

Gln

val

435

Pro

Ile

Ser

Lys

Ser
515

Glu

Thr

Gly

Val

Glu

340

Arg

Phe

Ala

Pro

Pro

420

Ser

Ser

Gln

Pro
500

Met

Pro

Glu

Glu

Asn

325

Pro

Gln

Ile

Ile

Gln

405

Asn

Ser

His

Ala

Pro

485

Leu

Gln

ES 2749 672 T3

Glu

Tyr

Lys

310

Ser

His

Arg

Gln

val

380

Leu

Gln

Thr

Ala

Thr

470

Ala

His

Thr

Pro

Val

295

Glu

Ser

Vval

Asp

375

Ser

vVal

Val

Ser

Thr

455

Ile

Ala

Ser

Val

Ala

280

Asn

Gln

Gln

Leu

Gln

360

Ser

Ala

Cys

Pro

Glu

440

Glu

Ser

Ser

Ser

Phe
520

Glu

Arg

val

Gln

Thr

345

Asp

Met

Gln

Pro

Val

425

Gly

Gln

Leu

Gln

Gly

505

Asn

37

Glu

Gln

Agp

Gln

330

Pro

Leu

Leu

Pro

Pro

410

Gln

Tyr

Arg

Asn

Pro

430

Ile

Met

Tyr

Phe

Glu

315

Pro

Val

Met

Asp

Met

3985

Val

Pro

Thr

Pro

Thr

475

Gln

Asn

Asn

Thr

Met

300

Gln

Ala

Ala

Phe

380

Asn

His

Glu

Ala

Gln

460

Asp

val

val

Ala

Glu

285

Ala

Thr

Ala

Gln

Gln

365

Glu

Pro

Ser

Ala

Ser

445

Lys

Gln

Phe

Aszn

Pro
525

Gln

Glu

val

Ala

Ala

350

Met

Asn

Thr

Glu

Thr

430

Gln

Glu

Thr

Gln

Ala

510

Val

Ser

Thr

Glu

Ser

335

Asp

Gln

Gln

Gln

Ser

415

Gln

Pro

Pro

Thr

Ala

495

Ala

Pro

Glu

Gln

Thr

320

Pro

Pro

Gly

Thr

Asn

400

Arg

Val

Leu

Ile

Ala

480

Gly

Pro

Pro
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<210>5

Val

Tyr

545

Leu

Pro

Gln

Gly

Tyr

625

Pro

Ser

Asn

Gly

<211>16
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

<210>6

Asn

530

Asn

Gln

Asp

Asn

Val

610

Arg

Ser

Ala

Phe

Asn
690

Glu

Gln

Gln

Gln

Thr

595

Ser

Gly

Phe

Pro

Lys

875

Ile

Pro

Ser

Glu

Ser

580

Gly

Arg

Pro

Ser

Arg

660

Arg

Leu

Glu

Phe

Gln

565

His

Phe

Gly

Asn
645

Agp

Gly

Trp

ES 2749 672 T3

Thr

Ser

550

Leu

Gln

Pro

Gly

Asn

630

Thr

Tyr

Ser

Trp

Len

535

Ser

Gln

Val

Arg

Ser

615

Gly

Pro

Ser

Gly

Lysg

Gln

Thr

Thr

Gln

Pro

val

Gly
585

Ser Asn

600

Arg Gly

Phe

Azn

Arg

Ser

Gly Tyr

Gln
680

665

Ser

Gln

His

Val

570

Asn

Gln

Ala

Gly

Gly

650

Gln

Gly

Asn

Gln

555

Gly

His

Pro

Gly
635

Tyr

Fro

Gln

540

val

Thr

Gln

Tyr

Gly

620

Tyr

Thr

Asp

Arg

Tyr

Glu

Tyr

Gln

Tyr

605

Leu

Asp

Gln

Gly

Gly
685

Gln

Gln

His

Pro

590

Asn

Met

Gly

Ser

Tyr

670

Ala

Ala

Thr

Gly

575

Pro

Ser

Asn

Tyr

Gln

655

Gln

Fro

Ser

Glu

560

Ser

Gln

Arg

Gly

Arg

640

Phe

Gln

Arg

Val Glu Arg Val Phe Gln Ser Asn Tyr Phe Asp Ser Thr His Asn His

1

<211> 330
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

5

38

10

15



Ser

Phe

Gly

Len

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
225

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Len

Arg

Lys

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Gly

Gly

val

Phe

Val

Val

85

Lys

Len

Thr

Val

Val

165

Ser

Len

Ala

Pro

Gln
245

Pro

Thr

Thr

Pro

Thrx

70

Asn

Ser

Len

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

ES 2749 672 T3

Ser

Ala

val

Ala

55

Val

Hisg

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

Hisg

Arg

Lys

200

Glu

TYr

Leu

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

AEn

Vval

185

Glu

Lys

Thr

Thr

39

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

80

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Len

Cys
250

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Hig

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Len

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Ser

15

Aszp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Vval

Ser

Lys

Glu

FPhe
255

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cysg

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Len

ARen

Gly

Glu

240

Tyr
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15

Pro

Asn

Vval
305

Gln

<210>7
<211> 106
<212> PRT

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 7

Thr

Len

Pro

Gly

Tyr

65

Hisg

Val

<210> 8
<211>5
<212> PRT

Val

Lys

Arg

Asn

50

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

Glu

35

Ser

Len

Val

Lys

<213> Mus musculus

<400> 8

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Gly

20

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
100

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

85

Phe

ES 2749 672 T3

val

Fro

Thr

Val

310

Leu

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

70

Cys

Asn

Glu Trp

Pro val
280

Val Asp
295

Met His

Ser Pro

val Phe

Ser Val

Gln Trp

40

val Thr

55

Leu Thr

Glu val

Arg Gly

Glu Ser Asn Gly
265

Leu Asp Ser Asp

Lys Ser Arg Trp
300

Glu Ala Leu His
315

Gly Lys
330

Ile Phe Pro Pro
10

Val Cys Leu Leu
25

Lys Val Asp Asn

Glu Gln Asp Ser
60

Leu Ser Lys Ala
75

Thr His Gln Gly
80

Glu Cys
105

Asn Tyr Leu Ile Glu

1

5

40

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Ser

Asn

Ala

45

Lys

Asp

Len

Pro

270

Ser

Gln

His

Asp

Asn

30

Len

Asp

Tyr

Ser

Glu Asn

Phe Phe

Gly Aszn

Tyr Thr

Glu

15

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
85

320

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

80

Pro



10
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20

25

<210>9
<211>19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9

ES 2749 672 T3

Val Ile Asn Pro Lys Ser Gly Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Arg

1

Gly Lys Ala

<210> 10
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

<210> 11
<211> 113
<212> PRT

1

<213> Mus musculus

<400> 11

Gly
1

Ala

Gly

Ala
65

Ser

Trp

Pro

Ala

Ser

Pro

Gly

Asp

Gly

Gly

Glu

Val

Gly

35

Thr

Lys

Asp

Gln

Leu

Tyr

20

Gln

Lys

Ser

Ser

Gly
100

5

Val

Ala

Gly

Tyr

Ser

Ala

85

Thr

Arg

Phe

Len

Asn

Ser

70

Val

Thr

Pro

Thr

Glu

Glu

55

Thr

Tyr

Gly Thr

Asn Tyr

25

Trp Ile

40

Lys Phe

Ala Tyr

Phe Cys

Thr Val
105

41

10

Ser
10

Len

Gly

Arg

Met

Ala

90

Ser

Val

Ile

Val

Gly

Gln

75

Ile

Ser

10

Lys

Glu

Ile

Lys

60

Len

Thr

Ala

Val

Trp

Asn

45

Ala

Ser

Gly

Lys

Thr Gly Thr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
5

Ser

Val

30

Pro

Thr

Ser

Thr

Thr
110

15

Cys

15

Lys

Lys

Len

Len

Asp

Thr

Lys

Gln

Ser

Thr

Thr

80

Tyr

Pro
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35

<210> 12
<211>10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

<210> 13
<<211>7
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

<210> 14
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

<210> 15
<211> 113
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

Gln

1

Ser

Gly

Val

Ser

Gly

Ala

Ile

Lys

50

Arg

Thr

Ser

Azn

35

Leu

Phe

ES 2749 672 T3

Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Gln Gly

1

5

10

Tyr Thr Ser Ser Leu Arg Ser

1

5

Gln Gln Tyr Ser lLys lLeu Pro Arg Thr

1

Arg

Leu

20

Azn

Leu

Ser

Cys Asp

Gly Asp

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser

Ile

Arg

Azn

Tyr

55

Gly

5

Gln Met

val Thr
25

Trp Tyr
40

Thr Ser

Ser Gly

42

Thr Gln

10

Ile Ser

Gln Gln

Ser Leu

Thr Asp

Thr Thr

Cys Ser

Lys Pro
45

Arg Ser
60

Tyr Ser

Ser

Ala

30

Asp

Gly

Leu

Ser

15

Ser

Gly

Val

Thr

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile
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65 70 75 80

Ser Asn Leu Glu Pro Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
85 20 95

Ser Lys Leu Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

10

15

20

100 105 110

Arg
<210> 16
<211> 339
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 16
ggagctgage tggtaaggcec tgggacttca gtgaaggtgt cctgecaaggce ttctgtatac 60
gccttcacta attacttgat agagtgggta aagcagaggc ctggacaggg ccttgagtgg 120
attggagtga ttaatcctaa aagtggtggt actaagtaca atgagaagtt caggggceaag 180
gcaacactga ctgcagacaa atcectecage actgeoectaca tgcagetcag cagectgaca 240
tetggtgact ctgeggteta tttetghgea ataactggga cagactactg gggecaagge 300
accactctca cagtctcctc agccaaaaca acaccccca 339
<210> 17
<211> 339
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 17
caaggtacca gatgtgatat ccagatgaca cagactacat cctccctgtc tgcctctcetg &80
ggcgacagag tcaccatcag ttgeagtgea agtcagggea ttaacaatta tttaaactgg 120
tatcagcaaa aaccagatgg aactgttaaa ctectgatet attacacate aagtttacge 180
tcaggagteoe catcaaggtt cagtggeagt gggtoetggga cagattatte tetcaccate 240
agcaacctgg aacctgaaga tgttgccact tactattgtc agcagtatag taagcttect 300
cggacgtteg gtggcggcecac caagctggaa atcaaacgg 33%
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o un fragmento del mismo que se unen a un polipéptido parcial de CAPRINA-1 que consiste en la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 5.

2. El anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo o el fragmento
del mismo tienen actividad citotdxica contra una célula cancerosa que expresa una proteina CAPRINA-1.

3. El anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal.

4. El anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo de cadena
sencilla o un anticuerpo multiespecifico.

5. El anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el
anticuerpo o un fragmento del mismo comprenden una region variable de cadena pesada que comprende regiones
determinantes de complementariedad de las SEQ ID NO: 8, 9 y 10 (CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente) y una
region variable de cadena ligera que comprende las regiones determinantes de complementariedad de las SEQ ID
NO: 12, 13y 14 (CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente) y se une a la proteina CAPRINA-1.

6. El anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el
anticuerpo o un fragmento del mismo estan conjugados con un agente antitumoral.

7. Una composicion farmacéutica que comprende como principio activo un anticuerpo o un fragmento del mismo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Una combinacioén farmacéutica que comprende una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7
y una composicion farmacéutica que comprende un agente antitumoral.

9. El anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o la
composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, o la combinacién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 8, para su uso en un método de tratamiento del cancer.

10. El anticuerpo o un fragmento del mismo, la composicion farmacéutica o la combinacion farmacéutica para su uso
en un método de tratamiento del cancer de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el cancer es cancer de mama,
cancer de rifién, cancer pancreatico, cancer colorrectal, cancer de pulmon, tumor cerebral, cancer gastrico, cancer
de cuello uterino, cancer ovarico, cancer de prostata, cancer de vejiga urinaria, cancer esofagico, leucemia, linfoma,
fibrosarcoma, mastocitoma o melanoma.

11. Un ADN que codifica el anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.
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