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DESCRIPCIÓN

Antígeno de superficie de células de cáncer de próstata para el diagnóstico

Campo de la invención5

La presente invención se refiere en general al campo del diagnóstico del cáncer de próstata. En particular, la presente 
invención se refiere a la identificación de biomarcadores en muestras biológicas, que pueden usarse en la detección de 
cáncer de próstata. Como se describe en la presente descripción, los marcadores identificados pueden usarse, además, 
para determinar el pronóstico y controlar la respuesta al tratamiento en los pacientes con cáncer de próstata.10

Antecedentes de la invención

El cáncer de próstata es el cáncer visceral diagnosticado con mayor frecuencia y la segunda causa principal de muerte 
por cáncer en hombres en los Estados Unidos. La Sociedad Estadounidense del Cáncer estima que en 2013 se 15
diagnosticarán unos 238 590 nuevos casos de cáncer de próstata y 29 720 hombres morirán de la enfermedad. En general, 
uno de cada seis hombres será diagnosticado con cáncer de próstata en su vida.

Actualmente, el cáncer de próstata puede detectarse mediante un examen rectal digital (DRE) o mediante la medición del 
antígeno prostático específico (PSA) en la sangre de los pacientes. Sin embargo, ninguna de las pruebas es 20
completamente concluyente, y ambas pueden conducir a falsos negativos (lo que deja sin detectar los cánceres reales) y 
falsos positivos (que señala cáncer donde no lo hay). Por ejemplo, las pruebas estándar de PSA realizadas con el límite 
recomendado de 4,0 ng/mL, son 86 % sensibles en pacientes con cáncer pero solo 33 % específicas, lo que produce 
falsos positivos en aproximadamente el 67 % de los pacientes sin cáncer (Hoffman y otros, 2002). Los falsos positivos 
habitualmente son seguidos por biopsias invasivas y dolorosas. Suhovskih y otros, (2013) describen la expresión de 25
glipicano-1 en tejido prostático humano normal y en cáncer de próstata.

Existe una necesidad de pruebas de diagnóstico de cáncer de próstata con mayor precisión y/o sensibilidad.

Resumen de la invención30

La presente invención se basa, en parte, en el descubrimiento de que los niveles del proteoglicano de heparán sulfato de 
glipicano-1 (GPC-1) soluble están elevados en los fluidos o tejidos corporales de pacientes con cáncer de próstata. Los 
presentes inventores descubrieron que el glipicano-1 soluble es un nuevo marcador para el cáncer de próstata. Por 
consiguiente, la presente invención proporciona los métodos para detectar glipicano-1 soluble con el propósito de 35
determinar la existencia de cáncer de próstata en pacientes.

La invención proporciona un método in vitro para detectar cáncer de próstata en un paciente, el método que comprende 
medir el nivel de glipicano-1 soluble en una muestra de fluido corporal seleccionada del grupo que consiste en sangre, 
suero, plasma, y orina, que se obtiene de un paciente y determinar que dicho paciente tiene cáncer de próstata o una 40
mayor probabilidad de desarrollar cáncer de próstata en base al nivel de glipicano-1 soluble en la muestra de fluido 
corporal, en donde se comparan los niveles medidos de glipicano-1 soluble en la muestra de fluido corporal del paciente 
con respecto a: una muestra de control de fluido corporal que se obtiene de un paciente que no tiene cáncer; o valores 
de referencia predeterminados o intervalos de valores de referencia. En algunas modalidades, los niveles de uno o más 
marcadores adicionales de próstata se miden en la muestra de fluido corporal, y la determinación de que el paciente tiene 45
cáncer se basa en los niveles de glipicano-1 soluble y en los niveles de uno o más marcadores adicionales en la muestra 
de fluido corporal del paciente. En algunas modalidades, el cáncer es cáncer de próstata, y el marcador adicional es PSA. 
En algunas modalidades, el anticuerpo anti-glipicano-1 es MIL-38. En otras modalidades, el anticuerpo anti-glipicano-1 no 
es MIL-38. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-glipicano-1 es un fragmento de anticuerpo o anticuerpo 
recombinante capaz de unirse a glipicano-1. El anticuerpo anti-glipicano-1 puede marcarse para una fácil detección. El 50
marcador de anticuerpos puede ser un marcador fluorescente, un sistema de amplificación de biotina-avidina, un sistema 
de quimioluminiscencia, microesferas u oro coloidal, entre otros.

La muestra de fluido corporal que se obtiene del paciente es una muestra de sangre, suero, plasma, u orina.
55

En una modalidad, la unión del anticuerpo anti-glipicano-1 a la muestra de fluido corporal del paciente se compara con el 
nivel de unión del anticuerpo anti-glipicano-1 de una muestra de control; en donde la unión aumentada del anticuerpo anti-
glipicano-1 de la muestra de fluido corporal sobre la muestra de control se asocia con la presencia de cáncer de próstata. 
En algunas modalidades, dicha muestra de control comprende el fluido corporal de un paciente de la misma edad que no 
tiene cáncer de próstata.60

En otras modalidades, el nivel de unión del anticuerpo anti-glipicano-1 al fluido corporal del paciente se compara con el 
nivel de unión del anticuerpo anti-glipicano-1 a un estándar de referencia, en donde la unión incrementada del anticuerpo 
anti-glipicano-1 a la muestra de fluido corporal con respecto a la muestra estándar de referencia se asocia con la presencia 
de cáncer de próstata. En algunas modalidades, dicho estándar de referencia comprende una muestra con un contenido 65
conocido de glipicano-1 soluble. En algunas modalidades, la comparación de la unión del anti-glipicano-1 al fluido o tejido 
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corporal se compara con la unión del anti-glipicano-1 a los estándares de glipicano-1 para cuantificar la cantidad de 
glipicano-1 soluble en dicho fluido corporal.

El contenido de glipicano-1 soluble superior a aproximadamente: 0,1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 15 
ng/mL o 20 ng/mL en la muestra de fluido corporal puede ser indicativo de cáncer de próstata.5

Los métodos de diagnóstico descritos en la presente descripción pueden comprender, además, administrar uno o más 
tratamientos para el cáncer de próstata a un paciente, y seguir los cambios en el nivel de glipicano-1 en fluidos o tejidos 
corporales como un mecanismo para controlar la recuperación del paciente o las respuestas a los tratamientos para el 
cáncer de próstata. La unión del anticuerpo antiglipicano-1 puede detectarse mediante técnicas tales como 10
inmunofluorescencia, radiomarcaje, inmunotransferencia, inmunoensayo ligado a enzimas, citometría de flujo, densidad 
óptica, y quimioluminiscencia.

La presente descripción incluye, además, kits para detectar glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de los pacientes. 
Como se describe en la presente descripción, el kit para detectar el cáncer de próstata comprende un primer anticuerpo 15
anti-glipicano-1, un vehículo aceptable farmacéuticamente, y estándares de glipicano-1; en donde dicho kit es capaz de 
detectar glipicano-1 en el fluido o tejido corporal de un paciente. Como se describe en la presente descripción, el kit 
comprende, además, un ligando secundario. Como se describe en la presente descripción, el ligando secundario es un 
segundo anticuerpo anti-glipicano-1. Como se describe en la presente descripción, el segundo anticuerpo anti-glipicano-
1 es el mismo que el primer anticuerpo anti-glipicano-1.20

Como se describe en la presente descripción, el ligando secundario se conjuga con un marcador para la detección rápida 
de dicho ligando.

La presente invención se refiere, por lo tanto, a un método in vitro para detectar cáncer de próstata en un paciente, el 25
método comprende medir el nivel de glipicano-1 soluble en una muestra de fluido corporal seleccionada del grupo que 
consiste en sangre, suero, plasma, y orina, que se obtiene de un paciente y determinar que dicho paciente tiene cáncer 
de próstata o una mayor probabilidad de desarrollar cáncer de próstata en base al nivel de glipicano-1 soluble en la 
muestra de fluido corporal, en donde los niveles medidos de glipicano-1 soluble en la muestra de fluido corporal del 
paciente se comparan con respecto a: una muestra de control de fluido corporal que se obtiene de un paciente que no 30
tiene cáncer; o valores de referencia predeterminados o intervalo de valores de referencia.

Otras modalidades se definen mediante las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripción de las figuras35

Figura 1. Caracterización del antígeno glipicano-1 MIL-38 unido a la célula.
Las células de cáncer de próstata DU-145 se procesaron con un kit de Extracción de Proteína de Membrana (MPEK, 
Merck) y se incubaron con el anticuerpo MIL-38 unido a perlas magnéticas. El antígeno se inmunoprecipitó y se lavó sobre 
las perlas magnéticas antes de eluir el antígeno y someter dicho antígeno a análisis de espectrometría de masas. Los 40
resultados del análisis de espectrometría de masas muestran que se identifica glipicano-1 como el antígeno de MIL-38. 
Las 18 secuencias peptídicas únicas que abarcan la proteína glipicano-1 están subrayadas.
Figura 2. Inmunoprecipitación de MIL-38 y cromatografía de exclusión por tamaño.
Los extractos de membrana de las células DU-145 de cáncer de próstata se inmunoprecipitaron mediante el uso de MIL-
38 y se pasaron por una columna de cromatografía de exclusión por tamaño. La figura muestra el análisis de transferencia 45
Western de fracciones de cromatografía por pares mediante el uso del anticuerpo MIL-38 o el control de anticuerpo 
secundario. El antígeno de MIL-38 se muestra a 60Kd en las fracciones A28 y A30.
Figura 3. La espectrometría de masas del antígeno de MIL-38 purificado por cromatografía de exclusión por tamaño.
La fracción número A29 de la separación mediante cromatografía de exclusión por tamaño de la Figura 2 se analizó 
mediante espectrometría de masas. Los resultados del análisis de espectrometría de masas muestran que se identificó 50
glipicano-1 como el antígeno de MIL-38 con 8 secuencias peptídicas únicas que abarcan la proteína glipicano-1 
subrayada.
Figura 4. Los anticuerpos MIL-38 y anti-GPC-1 muestran una reactividad superpuesta en la transferencia western de gel 
2D.
Los extractos de proteínas de membrana de las células DU-145 de cáncer de próstata se separaron en gel 2D (gradiente 55
horizontal pI y masa molecular verticilo). Las transferencias Western que usan el anticuerpo MIL-38 y los anticuerpos 
policlonales de conejo rGPC-1 comerciales muestran una reactividad superpuesta que marca una proteína de 60Kd 
(encerrada en un círculo en la figura). El carril D es una separación unidimensional para los extractos de DU-145 como 
control. El carril M es un carril de separación unidimensional para marcadores de tamaño molecular como controles.
Figura 5. MIL-38 puede detectar inmunoprecipitados de anticuerpos GPC-1 y viceversa.60
Cada uno de los anticuerpos MIL-38 y anti-GPC-1 de conejo se usaron para inmunoprecipitar sus antígenos a partir de 
los extractos de proteína de membrana de las células DU-145 de cáncer de próstata o células C3 (MIL-38 negativas). Se
muestran las transferencias Western de los inmunoprecipitados detectadas con los anticuerpos MIL-38 o anti-GPC-1. La 
Figura 5A representa la detección de GPC-1 de los inmunoprecipitados de MIL-38 (izquierda) y la detección de MIL-38 de 
los inmunoprecipitados de GPC-1 (derecha). La Figura 5B representa la detección de MIL-38 de inmunoprecipitados de 65
MIL-38 como un control. Los carriles son: marcador de proteína comercial Magic Mark como control; extracto de proteína 
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de membrana de cáncer de próstata DU145 MPEK (no inmunoprecipitado); flujo de DU145 FT de cáncer de próstata a 
través de la inmunoprecipitación; inmunoprecipitados DU145 IP mediante el uso de anticuerpo; Extracto de proteína de 
membrana de control C3 MPEK- (negativo MIL-38) (no inmunoprecipitado); C3 FT- (MIL-38 negativo) flujo celular a través 
de la inmunoprecipitación; elución de C3 IP (MIL-38 negativo) inmunoprecipitado de células mediante el uso de 
anticuerpos. MIL-38 puede detectar el inmunoprecipitado del anticuerpo rGPC-1 y viceversa. MIL-38 puede unirse, 5
además, a todos los controles, que incluye el MPEK de DU145 y al IP conducido por MIL-38.
Figura 6. MIL-38 detecta glipicano-1 recombinante
Un glipicano-1 recombinante que se produjo en células NS0 se evaluó en términos de reactividad con MIL-38 y anticuerpos 
anti-GPC-1. Las transferencias Western muestran reactividad tanto de MIL-38 como del anticuerpo policlonal anti-GPC-1 
de conejo con el glipicano-1 recombinante. Los carriles son: marcador de proteína comercial Magic Mark como control; 10
GPC-1 Proteína Glipicano-1 recombinante; GPC-1 red- Proteína Glipicano-1 recombinante con agente reductor.
Figura 7. MIL-38 puede detectar el antígeno secretado en el sobrenadante de cultivo celular.
Las células de cáncer de próstata DU-145 se incubaron con medio libre de suero durante 36 horas para producir medio 
condicionado sin células. El medio condicionado sin células se inmunoprecipitó mediante el uso del anticuerpo MIL-38 y 
se comparó con un IP estándar mediante el uso de extractos de proteína de membrana MPEK DU-145. Se muestra una 15
transferencia western de los inmunoprecipitados mediante el uso del anticuerpo MIL-38. El anticuerpo MIL-38 puede 
detectar antígenos de 40 y 55 kD en el medio líquido condicionado.
Figura 8. El antígeno de MIL-38 detectado en el sobrenadante del cultivo celular es glipicano-1
Las células de cáncer de próstata DU-145 se incubaron con medio libre de suero durante 36 horas para producir medio 
condicionado sin células. El medio condicionado se inmunoprecipitó mediante el uso del anticuerpo MIL-38 y los 20
inmunoprecipitados se enviaron para análisis de espectrometría de masas. Figura 8A. Una muestra que contenía los 
antígenos reactivos de MIL-38 de 40 y 55 kD se sometió a análisis de espectrometría de masas. Los resultados del análisis 
de espectrometría de masas muestran que se identifica glipicano-1 como el antígeno de MIL-38 del medio líquido 
condicionado con 9 secuencias de péptidos únicas que abarcan el extremo N-terminal de la proteína glipicano-1 
subrayada. Figura 8B. Una muestra que contiene el antígeno reactivo de MIL-38 de 40 kDa se sometió a análisis de 25
espectrometría de masas. Los resultados del análisis de espectrometría de masas muestran que se identifica glipicano-1 
como el antígeno de MIL-38 del medio líquido condicionado con 10 secuencias peptídicas únicas que abarcan el extremo 
N-terminal de la proteína glipicano-1 subrayada. Figura 8C. Una muestra que contiene el antígeno reactivo de MIL-38 de 
55 kDa se sometió a análisis de espectrometría de masas. Los resultados del análisis de espectrometría de masas 
muestran que se identifica glipicano-1 como el antígeno de MIL-38 del medio líquido condicionado con 9 secuencias de 30
péptidos únicas que abarcan el extremo N-terminal de la proteína glipicano-1 subrayada.
Figura 9. El anticuerpo MIL-38 puede detectar glipicano-1 en el plasma de pacientes con cáncer de próstata y en extractos 
de membrana de cánceres de próstata.
Figura 9A. Las muestras de plasma de un paciente control normal y un paciente con cáncer de próstata se 
inmunoprecipitaron con el anticuerpo MIL-38. Se muestran transferencias Western con los anticuerpos MIL-38 y rGPC1. 35
MIL-38 inmunoprecipitó niveles más altos de proteína glipicano-1 en el plasma del paciente con cáncer de próstata que 
en el plasma del paciente control. Los carriles son: 046 IP NT -IP del plasma de cáncer de próstata; 046 IP HepI- IP del 
plasma de cáncer de próstata tratado con heparinasa; 042 IP NT -IP del plasma de control normal; 042 IP HepI -IP del 
plasma de control normal tratado con heparinasa; Magic Mark marcador de proteína comercial como control. Figura 9B. 
Se obtuvieron extractos de proteínas de membrana de una próstata normal y de próstata de cáncer a partir de Novus Bio. 40
Se realizaron transferencias western de cantidades equivalentes de proteína mediante el uso del anticuerpo MIL-38. El 
extracto de cáncer de próstata demostró una mayor expresión del antígeno de MIL-38.
Figura 10. MIL-38 puede detectar cáncer en la orina de pacientes con cáncer de próstata.
Se recolectaron muestras de orina de 125 pacientes de la misma edad y se analizó la presencia de cáncer de próstata 
mediante el uso del anticuerpo MIL-38 en un ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Los pacientes se clasificaron como 45
controles sanos, hipertrofia prostática benigna (BPH) o cáncer de próstata (CaP) en base a la confirmación de la biopsia 
(BPH, CaP) o al análisis de los factores de riesgo (controles sanos). La figura muestra imágenes ilustrativas de muestras 
experimentales de CaP; DU145 muestras de control positivo; y muestras de control negativo C3.
Figura 11. MIL-38 puede detectar glipicano-1 recombinante en una diversidad de formatos de ELISA
Los ELISA de tipo sándwich se realizaron mediante el uso de 0, 0,1, 1 o 10 ng de la proteína de glipicano-1 humana 50
producida en NS0 recombinante (rhGPC1) como analito. Figura 11A. Captura con anticuerpos MIL-38, detección con 
policlonal anti-GPC1 (a-GPC1) generado en conejo. Figura 11B. Captura con anticuerpo anti-glipicano-1, detección con 
MIL-38. Figura 11C. Captura con MIL-38, detección con MIL-38 biotinilado.
Figura 12. Ensayos ELISA de tipo sándwich comparativos realizados mediante el uso de diferentes preparaciones de 
anticuerpos MIL-38 como anticuerpos de captura.55
La Figura 12A muestra ensayos ELISA de tipo sándwich comparativos mediante el uso de AM3 y AM4 como anticuerpos 
de captura. La Figura 12B muestra los ensayos ELISA comparativos de tipo sándwich mediante el uso de una preparación 
mixta (34A) o una población clonal (AM4 1F5) como anticuerpos de captura.
Figura 13. Gráficos de diagrama de caja de datos sin procesar de detección de anticuerpos.
La unión del anticuerpo AM4 MIL-38 a cada uno de los péptidos sintetizados se evaluó en un ELISA basado en PEPSCAN. 60
La parte inferior y superior de los cuadros son los percentiles 25 y 75 de los datos. La banda cerca del centro de la caja 
es el percentil 50 (la mediana). Los bigotes están en 1,5 del rango intercuartílico, una indicación de valores estadísticos 
atípicos dentro del conjunto de datos (Mcgill y otros, The American Statistician, 32: 12-16, 1978);
Figura 14. Representación de diagrama de letra de MIL38-AM4 detectado en el análisis de sustitución del conjunto 3 
(Ejemplo 13).65
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Descripción detallada

La presente invención se basa, en parte, en el descubrimiento de que los niveles del proteoglicano de heparán sulfato de 
glipicano-1 (GPC-1) están elevados en los fluidos corporales de pacientes con cáncer de próstata. Los presentes 
inventores descubrieron que el glipicano-1 es un nuevo marcador para el cáncer de próstata. Por consiguiente, la presente 5
invención proporciona los métodos para detectar la existencia de cáncer de próstata en los pacientes.

Las células humanas normales solo son capaces de realizar entre cuarenta y sesenta divisiones celulares antes de que 
los acortamientos teloméricos las hagan inviables. Sin embargo, las células de cáncer de próstata no están sujetas al 
límite de divisiones de Hayflick y continúan dividiéndose indefinidamente lo que causa crecimientos anormales.10

La manifestación más común de cáncer es la formación de tumores en los cuerpos de los pacientes. Los tumores de 
cáncer de próstata pueden ser indoloros y asintomáticos. Los tumores pueden causar molestias físicas u otros síntomas 
localizados, tales como bloqueos de fluidos o sangrado. El cáncer de próstata puede causar síntomas sistémicos, tales 
como los causados por la interrupción de las funciones normales del cuerpo. Los síntomas de los cánceres de próstata 15
pueden incluir cambios en los hábitos intestinales o en la función de la vejiga.

Uno de los factores distintivos entre los tumores benignos de próstata (no cancerosos) y los tumores malignos de próstata 
(cancerosos) es la capacidad de hacer metástasis. La metástasis es la capacidad de los cánceres de propagarse (hacer 
metástasis) a otras partes del cuerpo. El cáncer de próstata en pacientes se clasifica, además, en fases de acuerdo con 20
la progresión de la enfermedad. El sistema de estadificación más común es el sistema TNM, que clasifica el cáncer en 
base al tamaño y a la extensión del tumor primario (T), la propagación del cáncer a los ganglios linfáticos cercanos (N), y 
la presencia de un tumor secundario formado por las metástasis (M) del tumor primario a otras partes del cuerpo (American 
Cancer Society). La Tabla 1 muestra ejemplos de las definiciones para cada fase de cáncer. Tabla 1. Definiciones para 
las fases de cáncer del sistema TNM, adaptadas de la American Cancer Society.25

30

35

Los métodos descritos en la presente descripción pueden detectar cánceres en una o más fases.
40

El glipicano-1 está codificado por la SEQ ID NO: 1. La proteína Glipicano-1 es la secuencia de aminoácidos completa de 
la SEQ ID NO: 2. En algunos ejemplos, la proteína glipicano-1 no incluye el péptido señal de la SEQ ID NO: 3. En algunos 
ejemplos, la proteína glipicano-1 no incluye el propéptido de la SEQ ID NO: 4. En algunos ejemplos, la proteína glipicano-
1 es la SEQ ID NO: 5. En algunos ejemplos, el glipicano-1 incluye variantes de glipicano-1, tales como isoformas, variantes 
de empalme, y alotipos. La presente descripción proporciona, además, un método para determinar un pronóstico para un 45
paciente con cáncer de próstata. El método comprende obtener una muestra de prueba de fluido o tejido corporal de un 
paciente, medir los niveles de glipicano-1 en dicho fluido o tejido corporal, y comparar dichos niveles con un intervalo fijo 
de valores en donde los niveles más altos de glipicano-1 se asocian con un peor pronóstico o un resultado menos favorable 
del paciente.

50
Ejemplos no limitantes de cánceres de próstata que pueden detectarse con la presente invención incluyen neoplasia 
intraepitelial prostática, adenocarcinoma, leiomiosarcoma, y rabdomiosarcoma

Una de las herramientas más poderosas contra el cáncer es la detección temprana. Las fases más tempranas del cáncer 
tienden a ser más fáciles de tratar, y el pronóstico para la mayoría de los cánceres generalmente es mejor si la enfermedad 55
aún está localizada. Existen muchas pruebas que pueden ayudar a diagnosticar el cáncer. En algunos ejemplos, la 
presente descripción usa glipicano-1 solo para detectar el cáncer de próstata. En otros ejemplos, el GPC-1 se usa junto 
con otro antígeno en donde la presencia de cáncer de próstata se determina mediante la detección de ambos antígenos. 
En un ejemplo, el otro antígeno es el PSA.

60
La presente invención proporciona los métodos para detectar el cáncer de próstata. El cáncer de próstata es el cáncer 
visceral diagnosticado con mayor frecuencia y la segunda causa principal de muerte por cáncer en hombres en los Estados 
Unidos. La Sociedad Estadounidense del Cáncer estima que en 2013 se diagnosticarán alrededor de 238 590 casos 
nuevos de cáncer de próstata y 29 720 hombres morirán de la enfermedad. En general, uno de cada seis hombres será 
diagnosticado con cáncer de próstata en su vida. Los cánceres de próstata se han asociado con muchos síntomas, que 65
incluyen dificultad para orinar, disfunción eréctil y dolor. Aunque la mayoría de los cánceres de próstata son de crecimiento

Fase Definición

Fase 0 Carcinoma in situ

Fase I, Fase II, y Fase III Los números más altos indican una enfermedad más extensa: mayor tamaño tumoral y/o 
diseminación del cáncer más allá del órgano en el que se desarrolló por primera vez a los 
ganglios linfáticos y/o tejidos u órganos adyacentes a la ubicación del tumor primario

Fase IV El cáncer se ha diseminado a tejidos u órganos distantes
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lento, hay casos de cánceres de próstata agresivos que pueden producir metástasis y, en última instancia, provocar la 
muerte.

Hay dos pruebas principales de detección de cáncer de próstata usadas actualmente por profesionales médicos: un 
examen rectal digital (DRE), y la medición del antígeno prostático específico (PSA) en la sangre de los pacientes. 5
Desafortunadamente, ninguna de estas pruebas es completamente concluyente y ambas pueden dar como resultado 
falsos negativos (lo que deja los cánceres reales sin ser detectados) y falsos positivos (que señala cáncer donde no lo 
hay). Por ejemplo, las pruebas estándar de PSA realizadas con el límite recomendado de 4,0 ng/mL, son 86 % sensibles 
en pacientes con cáncer pero solo 33 % específicas, lo que produce falsos positivos en aproximadamente el 67 % de los 
pacientes sin cáncer (Hoffman y otros, 2002). La presente invención describe los métodos para combinar las mediciones 10
de glipicano-1 soluble con otro antígeno de cáncer de próstata, el PSA, en donde la presencia de cáncer de próstata se 
determina en base a los niveles de glipicano-1 en el fluido corporal del paciente y los resultados de la prueba de PSA,

El BLCA-38 (también conocido como MIL-38) es un anticuerpo IgG1 generado en ratones contra la línea celular de cáncer 
de vejiga humano UCRU-BL-17CL (Walker y otros, 1989). Se demostró que el anticuerpo resultante se une a la mayoría 15
de las líneas de cáncer de vejiga humano (Russell y otros, 2004). Se describió que el anticuerpo se une a una proteína 
de 30 Kd de la superficie celular y que era útil para detectar determinados tipos de carcinoma de vejiga (patente de los 
EE.UU. núm. 5,622,836).

La presente invención describe por primera vez la identidad del antígeno de MIL-38. Los presentes inventores 20
descubrieron el antígeno a través de una serie de inmunoprecipitaciones, análisis de transferencia westerns, análisis de 
espectrometría de masas, y geles 2D descritos más abajo en los Ejemplos 1-8. De acuerdo con la presente invención, 
cualquier agente adecuado y/o cualquier técnica adecuada conocida por los expertos en la técnica puede usarse para 
medir los niveles de glipicano-1 soluble en una muestra dada (es decir, una muestra de fluido corporal), y usar la medición 
para diagnosticar el cáncer de próstata en un paciente del que se deriva la muestra. En algunas modalidades, el agente 25
es un anticuerpo anti-glipicano-1. El anticuerpo MIL-38 se usa para unirse y detectar un proteoglicano de glipicano-1 de 
60kD. El anticuerpo MIL-38 puede usarse para detectar el antígeno glipicano-1 en la superficie de las células de cáncer 
de próstata. De acuerdo con la invención, el anticuerpo MIL-38 se usa para detectar glipicano-1 soluble en los fluidos 
corporales de pacientes con cáncer de próstata. El anticuerpo MIL-38 tiene especificidad de unión para un epítopo del 
glipicano-1 que comprende un primer segmento KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 6) o KVNPQGPGP (SEQ ID NO: 7). El 30
epítopo puede comprender, además, un segundo segmento TQNARA (SEQ ID NO: 8) o TQNARAFRD (SEQ ID NO: 9). 
En la presente descripción se describe que la capacidad de MIL-38 para unirse al tejido del cáncer de próstata se basa 
en la presencia del antígeno glipicano-1 y demuestra, además, el uso de otros anticuerpos anti-glipicano-1 para detectar 
células cancerosas de próstata. Por lo tanto, en algunas modalidades, el anticuerpo anti-glipicano-1 no es MIL-38. 
Además, la presente invención demuestra la capacidad de detectar cáncer de próstata mediante la detección de niveles 35
de glipicano-1 soluble en los fluidos corporales de los pacientes. Por lo tanto, los presentes inventores descubrieron que 
el glipicano-1 soluble en los fluidos corporales seleccionados de sangre, suero, plasma y orina que se obtienen de un 
paciente es un marcador de cáncer de próstata.

De acuerdo con la invención, los niveles de glipicano-1 soluble en los fluidos corporales pueden detectarse mediante el 40
uso de cualquier técnica adecuada (por ejemplo, cualquier técnica proteómica). En algunas modalidades, los niveles de 
glipicano-1 soluble pueden detectarse mediante el uso de un anticuerpo anti-glipicano-1. Por ejemplo, los niveles de 
glipicano-1 soluble pueden detectarse mediante el uso de un anticuerpo anti-glipicano-1 que comprende: una región 
variable de cadena pesada que comprende una región determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o 
que consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 10; una región 45
determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida 
por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 10; una región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende 
o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 10; y comprende 
una región variable de cadena ligera que comprende una región determinante de complementariedad 1 (CDR1) que 
comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 11; una 50
región determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos 
definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 11; una región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que 
comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 11. 
El anticuerpo anti-glipicano-1 que se usa para detectar los niveles de glipicano-1 soluble puede no comprender: una región 
variable de la cadena ligera que comprende una región determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o 55
consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 12; una región 
determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida 
por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 12; y una región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende 
o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 12. El anticuerpo 
anti-glipicano-1 puede producirse por, o de cualquier otra manera ser idéntico a un anticuerpo generado por células del 60
hibridoma como el depositado el 22 de agosto de 2014 en CellBank Australia (CBA) con el número de acceso 
CBA20140026.

En algunas modalidades de la invención, pueden usarse uno o más de otros anticuerpos anti-glipicano-1 para detectar 
glipicano-1 soluble en los fluidos corporales de los pacientes. Los anticuerpos anti-glipicano-1 pueden ser cualquiera de 65
los anticuerpos enumerados en la (Tabla 2) de esta solicitud. El anticuerpo que se usa para detectar glipicano-1 soluble 

E15737205
14-01-2021ES 2 803 217 T3

 



7

en los fluidos corporales de los pacientes podría ser cualquier anticuerpo capaz de unirse al glipicano-1. En algunas 
modalidades, los anticuerpos incluyen fragmentos de anticuerpos o anticuerpos recombinantes. En algunas modalidades, 
los anticuerpos incluyen anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos quiméricos. En algunos ejemplos, 
los anticuerpos son anticuerpos conjugados. Una lista no limitante de los fragmentos de anticuerpos incluye fragmento 
Fab de unión a antígeno, F(ab')2, ScFv, Di-scFv sdAb, F(ab')2 unido químicamente, anticuerpos biespecíficos, anticuerpos 5
triespecíficos Fab3, Bis-scFv, anticuerpos minicuerpos bivalentes, anticuerpos triacuerpos trivalentes, anticuerpos 
diacuerpos biespecíficos, anticuerpos tetracuerpos tetravalentes. Puede encontrarse una revisión de fragmentos de 
anticuerpos y combinaciones de dominios en (Holliger and Hudson 2005, y en el documentos US 2003/0077282).

Tabla 2. Anticuerpos anti-glipicano-110

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Compañía Catálogo # Reactividad Uso Huésped M/P Especificidad 
de unión

Inmunógeno

R&D BAF4519 Humano WB, FC Cabra poli aa24-530 Glipicano-1 humano 
recombinante derivado de NS0 
línea celular de mieloma de 
ratón, Asp24-Ser530 (Acceso # 
P35052)

Bioss bs-2426R-Biotina Humano, 
ratón, rata, 
perro, vaca, 
caballo

WB, ELISA, 
IHC-P&F

Conejo poli Inmunógeno desconocido. 
Conjugado a Biotina

Bioss bs-2426-HRP Humano, 
ratón, rata, 
perro, vaca, 
caballo

WB, ELISA, 
IHC-P&F

Conejo poli Inmunógeno desconocido. 
Conjugado a HRP

antibodies-
online

ABIN740102 Humano, 
ratón, rata, 
perro, vaca, 
caballo

WB, ELISA, 
IHC-P&F

Conejo poli C Terminal Péptido sintético derivado del 
extremo C terminal de glipicano-
1 humano. Conjugado a biotina.

antibodies-
online

ABIN1174125 Humano IHC, WB, 
ELISA

Conejo poli Inmunógeno desconocido. 
Biotina conjugada

antibodies-
online

ABIN740109 Humano, 
ratón, rata, 
perro, vaca, 
caballo

WB, ELISA, 
IHC-P&F

Conejo poli C Terminal Péptido sintético derivado del 
extremo C terminal de glipicano-
1 humano. Indagar sobre la 
información de la secuencia. 
Conjugado a HRP

antibodies-
online

ABIN653109 Humano WB, IHC, 
FACS, 
ELISA

Conejo poli N Terminal Péptido sintético conjugado a 
KLH entre 12-41aa de la región 
N-terminal de Glipicano-1 
humano

antibodies-
online

ABIN952553 humano ELISA, 
IHC-p, WB, 
FACS

Conejo poli N Terminal Péptido sintético conjugado a 
KLH entre 12-41aa de la región 
N-terminal de Glipicano-1 
humano

antibodies-
online

ABIN797896 humano IHC, WB Conejo poli N Terminal péptido sintético derivado del 
dominio N-terminal de GPC1 
humano
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40
En algunos aspectos, puede generarse un nuevo anticuerpo anti-glipicano-1 a partir de la proteína glipicano-1 o un 
fragmento o derivado de esta. Solo a modo de ejemplo no limitante, el anticuerpo anti-glipicano-1 puede generarse contra 
un epítopo de glipicano-1 que comprende un primer segmento KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 6) o KVNPQGPGP (SEQ ID 
NO: 7). El epítopo puede comprender, además, un segundo segmento TQNARA (SEQ ID NO: 8) o TQNARAFRD (SEQ 
ID NO: 9). Un experto en la técnica reconocerá que hay muchos procedimientos disponibles para la producción de 45
anticuerpos, por ejemplo, los métodos descritos en (Harlow y otros, 1988). En algunos ejemplos, el inmunógeno de 
glipicano-1 que se usa para crear los anticuerpos anti-glipicano-1 incluirá las modificaciones postraduccionales de la 
proteína natural (por ejemplo, el plegamiento). En algunos ejemplos, el inmunógeno de glipicano-1 no incluirá el péptido 
señal (SEQ ID No: 3), o las secuencias del propéptido C-terminal (SEQ ID No: 4). En algunos ejemplos, los inmunógenos 
de glipicano-1 se obtienen de células humanas u otras células de mamíferos tales como NS0 murina transformada, DU-50
145 de tipo silvestre, u otra línea celular que expresa glipicano-1. En algunas modalidades, el antígeno de glipicano-1 
pueden ser células que expresan glipicano-1. En algunos ejemplos, el inmunógeno de glipicano-1 puede ser células 
enteras o partes de células con la proteína glipicano-1 en su superficie. Un experto en la técnica apreciará, además, que 
los fragmentos de unión o los fragmentos Fab pueden prepararse a partir de información genética mediante diversos 
procedimientos bien conocidos tales como los descritos en (Borrebaeck y otros, 1995; y la patente de los EE.UU. núm. 55
7,960,517).

Pueden crearse anticuerpos policlonales dirigidos contra el glipicano-1 para la detección del cáncer de próstata. De nuevo, 
solo a modo de ejemplo no limitante, el anticuerpo policlonal dirigido a glipicano-1 puede generarse contra una serie de 
epítopos de glipicano-1 que incluyen un epítopo de glipicano-1 que comprende un primer segmento KVNPQGPGPE (SEQ 60
ID NO: 6) o KVNPQGPGP (SEQ ID NO: 7). El epítopo puede comprender, además, un segundo segmento TQNARA (SEQ 
ID NO: 8) o TQNARAFRD (SEQ ID NO: 9). Pueden usarse diversos procedimientos conocidos en la técnica para la 
producción de anticuerpos policlonales contra glipicano-1 o un fragmento de glipicano-1. La proteína glipicano-1 o 
fragmento de esta puede inyectarse en un animal huésped. En algunos ejemplos, los animales huéspedes pueden incluir, 
pero no se limitan a, conejos, ratones, ratas, etcétera. En algunos ejemplos, el suero resultante se purificó y se evaluó su 65
capacidad para reaccionar con glipicano-1 a través de técnicas bien conocidas en la técnica, tales como transferencia 

antibodies-
online

ABIN347483 ratón, rata, 
humano

IHC, WB Conejo poli N Terminal péptido sintético derivado del 
dominio N-terminal de GPC1 
humano

antibodies-
online

ABIN347484 humano IHC, WB, 
ICC, ELISA

Conejo poli N Terminal péptido sintético derivado del 
dominio N-terminal de GPC1 
humano

antibodies-
online

ABIN740100 Humano, 
ratón, rata, 
perro, vaca, 
caballo

WB, ELISA, 
IHC-P&F, 
IF

Conejo poli C Terminal Péptido sintético derivado del 
extremo C-terminal de glipicano-
1 humano. Indagar sobre la 
información de la secuencia.

antibodies-
online

ABIN207433 humano WB, ELISA Conejo poli C Terminal péptido sintético 
correspondiente a residuos C-
terminales del precursor de 
GPC1 humano

antibodies-
online

ABIN964659 humano, 
ratón, rata

WB, ELISA Conejo poli región interna péptido sintético 
correspondiente a una región 
interna de GPC-1 humano

antibodies-
online

ABIN349638 humano WB, ELISA Conejo poli región interna péptido sintético 
correspondiente a GPC1 
humano

antibodies-
online

ABIN1101824 humano WB, ELISA Conejo poli región interna péptido sintético 
correspondiente a una región 
interna de GPC-1 humano

antibodies-
online

ABIN595376 humano WB, ELISA Conejo poli región interna péptido sintético 
correspondiente a una región 
interna de GPC-1 humano

antibodies-
online

ABIN330371 humano WB, ELISA cabra poli aa24-530 aa24-530 de rhGlipicano 1 
derivado de NS0

antibodies-
online

ABIN1479675 humano FACS, IHC, 
WB, ELISA

Conejo poli aa12-41 péptido sintético de la región N-
terminal de GPC1 humano 
conjugado a KLH
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westerns, ensayos ELISA, selección por inmunofluorescencia, citometría de flujo, clasificación de células activadas por 
fluorescencia (FACS) u otros.

En otro ejemplo, pueden crearse anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos contra glipicano-1 para la detección del cáncer 
de próstata. De nuevo, solo a modo de ejemplo no limitante, el anticuerpo monoclonal dirigido al glipicano puede generarse 5
contra un epítopo de glipicano-1 que comprende un primer segmento KVMPQGPGPE (SEQ ID NO: 6) o KVNPQGPGP 
(SEQ ID NO: 7). El epítopo puede comprender, además, un segundo segmento TQNARA (SEQ ID NO: 8) o TQNARAFRD 
(SEQ ID NO: 9). En un ejemplo, los anticuerpos anti-glipicano-1 se crean mediante la técnica de hibridoma (Kohler y 
Milstein 1975), u otras técnicas (Cole y otros, 1985; o la patente de los EE.UU. núm. 6,116,013). Para más detalles y 
ejemplos sobre la producción de anticuerpos, ver la patente de los EE.UU. núm. 7,985,560.10

En algunas modalidades de la presente invención, el glipicano-1 soluble se detecta en los fluidos corporales de los 
pacientes mediante un anticuerpo anti-glipicano-1. De acuerdo con la invención, la muestra de fluido corporal que se 
obtiene del paciente es una muestra de sangre, suero, plasma, u orina. Como se describe en la presente descripción, el 
glipicano-1 se detecta en muestras de tejido de pacientes. En algunos ejemplos, las muestras de tejido incluyen biopsias 15
tumorales u otro tejido del paciente. En algunos aspectos, el anticuerpo detecta glipicano-1 mediante análisis de 
transferencia Western, ensayos de inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA), clasificación de células fluorescentes o 
FACS, inmunofluorescencia, radiomarcaje, inmunoprecipitación, inmunohistoquímica, inmunotransferencia, 
quimioluminiscencia, y/u otras técnicas conocidas para detectar proteína con un anticuerpo u otro ligando tal como una 
proteína capaz de unirse a glipicano-1. En algunos ejemplos, el glipicano-1 se detecta mediante una prueba de biopelícula, 20
o una prueba de anillo de afinidad como se describe en la solicitud de EE.UU. 2013/016 736. En algunos ejemplos, se 
detecta glipicano-1 a través de agentes de unión a glipicano-1 recubiertos con superficies transparentes (por ejemplo, 
portaobjetos de policarbonato). La unión de células portadoras de glipicano-1 o glipicano-1 puede detectarse mediante
cambios en la densidad óptica. En algunos ejemplos, la unión del anticuerpo anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido o 
de tejido corporal se compara con la unión del anticuerpo anti-glipicano-1 a uno o más estándares de calibración de 25
glipicano-1; en donde la unión del anticuerpo anti-glipicano-1 de los estándares de calibración se usa para cuantificar la 
cantidad de glipicano-1 en dicha muestra de fluido corporal. En un ejemplo, los estándares de calibración comprenden 
una o más muestras con concentraciones conocidas de glipicano-1.

En algunos ejemplos, la medición de glipicano-1 se logra mediante el contacto de dicha muestra de fluido corporal con un 30
ligando de glipicano-1. En algunos ejemplos, el ligando puede ser un anticuerpo anti-glipicano-1 capaz de unirse al 
proteoglicano de glipicano-1.

En algunos ejemplos, el fluido corporal de un paciente puede requerir un tratamiento previo antes de la detección por el 
ligando anti-glipicano-1. En algunos ejemplos, dicho pretratamiento puede incluir tratamiento con agentes tales como 35
heparinasa PNGasaF, N-glucosidasa, fosfatasa alcalina, o heparitinasa, entre otros. En otros ejemplos, dicho tratamiento 
previo puede incluir lisis de tejidos, purificación de membranas, fraccionamiento del plasma sanguíneo o del suero, 
purificación celular, o purificación de proteínas, entre otros.

En algunas modalidades, los niveles medidos de glipicano-1 soluble en el fluido corporal de un paciente se comparan con 40
una muestra de control de fluido corporal de un paciente que no tiene cáncer. En otras modalidades, los niveles medidos 
de glipicano-1 soluble en el fluido corporal de un paciente se comparan con valores de referencia predeterminados o 
intervalos de valores de referencia. En otros ejemplos, los niveles de glipicano-1 en los fluidos corporales de un paciente 
son indicativos del tamaño o de la progresión del tumor de próstata.

45
En algunos ejemplos, la detección de glipicano-1 a partir de muestras de fluido corporal se realiza a través de ensayos 
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA). Los ensayos ELISA comprenden aquellos basados en colorimetría, 
quimioluminiscencia, y fluorometría. Los ensayos ELISA se han aplicado con éxito en la determinación de cantidades 
ínfimas de fármacos y otros componentes antigénicos en tejidos o fluidos corporales, tales como muestras de sangre, 
suero, y plasma, y son bien conocidos en la técnica. Un ELISA que es útil en la presente descripción puede emplear 50
cualquier reactivo de captura adecuado y reactivos detectables, que incluyen anticuerpos y derivados de estos, ligandos 
proteicos y similares. En determinados ejemplos, el ELISA está basado en células. En otros ejemplos, el ELISA detecta 
antígenos libres de células. En algunos ejemplos, la muestra biológica sospechosa de contener glipicano-1 se pone en 
contacto y se incuba con los anticuerpos de captura (o recubrimiento) de manera que los anticuerpos de captura capturen 
o se unan al glipicano-1. La etapa de detección implica el uso del anticuerpo detectable o ligandos de proteínas 55
detectables, que pueden unirse a dicho glipicano-1 y usarse para detectar la presencia o cantidad de glipicano-1 en función 
de la detección de su marcador.

En algunos ejemplos, la muestra biológica se pone en contacto y se incuba con el reactivo de captura (o recubrimiento) 
inmovilizado, que puede ser un anticuerpo glipicano-1. Este anticuerpo puede ser de cualquier especie, pero en algunos 60
ejemplos, el anticuerpo es un anticuerpo murino o de rata. En otros ejemplos, el anticuerpo es un anticuerpo murino. En 
otras modalidades, el anticuerpo se deriva de un hibridoma. En algunos ejemplos, el anticuerpo de glipicano-1 es un 
anticuerpo recombinante o un fragmento de anticuerpo. La inmovilización se realiza convencionalmente insolubilizando el 
reactivo de captura bien sea antes del procedimiento del ensayo, como mediante adsorción a una matriz o superficie 
insoluble en agua (patente de los EE.UU. núm. 3,720,760), o mediante un acoplamiento no covalente o covalente (por 65
ejemplo, mediante el uso de las uniones cruzadas con el glutaraldehído o carbodiimida, con o sin activación previa del 
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soporte con, por ejemplo, ácido nítrico y un agente reductor como se describe en la patente de los EE.UU. núm. 3,645,852 
o en Rotmans y otros, 1983), o después, por ejemplo, mediante inmunoprecipitación.

En algunos ejemplos, la fase sólida que se usa para la inmovilización puede ser cualquier soporte o vehículo inerte que 
sea esencialmente insoluble en agua y útil en ensayos inmunométricos, lo que incluye los soportes en forma de, por 5
ejemplo, superficies, partículas, matrices porosas, etcétera. Los ejemplos de soportes usados comúnmente incluyen 
láminas pequeñas, Sephadex, cloruro de polivinilo, perlas de plástico, y placas de ensayo o tubos de ensayo fabricados 
de polietileno, polipropileno, poliestireno y similares, que incluyen placas de microtitulación de 96 pocillos, así como 
también materiales particulados tales como papel de filtro, agarosa, dextrano reticulado, y otros polisacáridos. 
Alternativamente, las matrices reactivas insolubles en agua tales como los carbohidratos activados con bromuro de 10
cianógeno y los sustratos reactivos descritos en las patentes de los EE.UU. núms. 3,969,287; 3,691,016; 4,195,128; 
4,247,642; 4,229,537; y 4,330,440 se emplean adecuadamente para la inmovilización de reactivos de captura. En un 
ejemplo, el reactivo de captura inmovilizado se recubre sobre una placa de microtitulación, y en particular la fase sólida 
usada es una placa de microtitulación de múltiples pocillos que puede usarse para analizar numerosas muestras a la vez, 
por ejemplo, una placa de ELISA de 96 pocillos de microtitulación tal como las que vende Nunc Maxisorb o Immulon. En 15
determinadas modalidades, la placa es una placa ELISA MICROTEST™ o MAXISGRP™ de 96 pocillos, tal como la que 
se venden como NUNC MAXISORB™ o IMMULON™.

En algunos ejemplos, la fase sólida se recubre con el reactivo de captura como se definió anteriormente, que puede estar 
unido por una interacción no covalente o covalente o enlace físico, según conveniencia. Las técnicas de fijación incluyen 20
las descritas en las patentes de los EE.UU. núm. 4,376,110 y las referencias citadas en ella. Si es covalente, la placa u 
otra fase sólida se incuba con un agente de reticulación junto con el reactivo de captura en condiciones bien conocidas 
en la técnica, por ejemplo, tal como durante 1 hora a temperatura ambiente.

En otros ejemplos, los agentes de reticulación que se usan comúnmente para unir el reactivo de captura al sustrato en 25
fase sólida incluyen, por ejemplo, ésteres de 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehído, ésteres de N-hidroxi-
succinimida, por ejemplo, ésteres con ácido 4-azido-salicílico, imidoésteres homobifuncionales, que incluye ésteres 
disuccinimidílicos tales como 3,3'-ditio-bis-(succinimidil-propionato) y maleimidas bifuncionales tales como bis-N-
maleimido-1,8-octano. Los agentes de derivación tales como metil-3-[(p-azidofenil)-ditio]pro-pioimi-dato producen 
intermedios que se activan con la luz, capaces de formar enlaces cruzados en presencia de luz.30

En algunos ejemplos, se utilizan placas de 96 pocillos. En algunos ejemplos, las placas de 96 pocillos se recubren con el 
reactivo de captura (típicamente, diluido en un tampón tal como carbonato de sodio 0,05 M mediante la incubación durante 
al menos aproximadamente 10 horas, con mayor preferencia al menos durante la noche, a temperaturas de 
aproximadamente 4-20 °C, o aproximadamente 4-8 °C, y a un pH de aproximadamente 8-12, o aproximadamente pH 9-35
10, o aproximadamente pH 9,6). Si se desean tiempos de recubrimiento más cortos, en algunos ejemplos la placa puede 
recubrirse durante menos tiempo, por ejemplo, a temperatura ambiente durante dos horas o menos. En algunos ejemplos, 
las placas pueden apilarse y recubrirse mucho antes del propio ensayo, y después el ensayo puede realizarse 
simultáneamente en numerosas muestras de forma manual, semiautomática, o automática, tal como mediante el uso de 
la robótica.40

En algunos ejemplos, las placas recubiertas pueden tratarse con un agente bloqueador que se une de manera no 
específica y satura los sitios de unión para evitar la unión no deseada del ligando libre a los sitios en exceso en los pocillos 
de la placa. Los ejemplos no limitantes de agentes bloqueadores apropiados para este propósito incluyen, por ejemplo, 
gelatina, albúmina de suero bovino, albúmina de huevo, caseína, y leche descremada. En algunos ejemplos, el tratamiento 45
de bloqueo puede tener lugar en condiciones de temperatura ambiente durante aproximadamente 1-4 horas. En otros 
ejemplos, el bloqueo puede tener lugar en el transcurso de 1 a 3 horas o menos. En otros ejemplos, el bloqueo puede 
tener lugar durante la noche a 0-4 °C.

En algunos ejemplos, el estándar de glipicano-1 (por ejemplo, la proteína de glipicano-1 purificada) o la muestra biológica 50
que se va a analizar, adecuadamente diluida, se añade a la fase inmovilizada. En algunos ejemplos, la tasa de dilución 
es de aproximadamente 1-15 % en volumen. En algunos ejemplos, el estándar de proteína glipicano-1 incluirá las 
modificaciones postraduccionales de la proteína natural. En algunos ejemplos, los estándares de proteína de glipicano-1 
se obtienen a partir de células humanas u otras células de mamíferos tales como NS0 transformada, DU-145 de tipo 
silvestre, u otra línea celular que expresa glipicano-1. En otros ejemplos, la proteína glipicano-1 puede purificarse a partir 55
de fluidos o tejidos corporales. En algunos ejemplos, el estándar de glipicano-1 será un péptido parcial de glipicano-1 u 
otro epítopo detectado por el anticuerpo de detección de glipicano-1, o ligando. En algunos ejemplos, el estándar puede 
ser una célula que expresa glipicano-1. En algunos ejemplos, la dilución es de aproximadamente 10 % en volumen. Un 
grupo no limitante de tampones que pueden usarse para la dilución para este propósito incluye (a) PBS que contiene BSA 
0,5 %, detergente TWEEN 20™ (P20) 0,05 %, antibiótico PROCLIN™ 300 0,05 %, EDTA 5 mM, tensioactivo CHAPS 0,25 60
%, γ-globulinas bovinas 0,2 %, y NaCl 0,35M, pH 7,4; (b) PBS que contiene albúmina de suero bovino 0,5 %, polisorbato 
20 0,05 %, EDTA 5 mM, CHAPS 0,25 %, γ-globulinas bovinas 0,2 % y NaCl 0,35 M; pH 7,4 (c) PBS que contiene BSA 
0,5 %, polisorbato 20 (P20) 0,05 % y PROCLIN™ 300 0,05 %, pH 7; (d) PBS que contiene BSA 0,5 %, P20 0,05 %, 
PROCLIN™ 300 0,05 %, EDTA 5 mM, y NaCl 0,35 M, pH 6,35; (e) PBS que contiene BSA 0,5 %, P20 0,05 %, PROCLIN™ 
300 0,05 %, EDTA 5 mM, γ-globulinas bovinas 0,2 %, y NaCl 0,35 M, pH 7,4; y (f) PBS que contiene BSA 0,5 %, P20 0,05 65
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%, PROCLIN™ 300 0,05 %, EDTA 5 mM, CHAPS 0,25 % y NaCl 0,35 M, pH 7,4. PROCLIN™ 300 actúa como 
conservante, y TWEEN 20™ actúa como un detergente para eliminar la unión no específica.

Si bien la concentración de los reactivos de captura generalmente estará determinada por el intervalo de concentración 
de interés del glipicano-1, teniendo en cuenta cualquier dilución necesaria de la muestra biológica, la concentración final 5
del reactivo de captura normalmente se determinará empíricamente para maximizar la sensibilidad del ensayo sobre el 
intervalo de interés.

Las condiciones para la incubación de la muestra y el reactivo de captura inmovilizado se seleccionan para maximizar la 
sensibilidad del ensayo y para minimizar la disociación. En algunos ejemplos, la incubación se realiza a temperaturas 10
bastante constantes, que varían de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 40 °C. En otros ejemplos, la incubación 
se realiza de aproximadamente 20 a 25 °C. El tiempo de incubación depende principalmente de la temperatura, 
generalmente no es mayor de aproximadamente 10 horas para evitar un ensayo insensible. En algunos ejemplos, el 
tiempo de incubación es de aproximadamente 0,5 a 3 horas. En otros ejemplos, la incubación es de aproximadamente 
1,5-3 horas o menos a temperatura ambiente para maximizar la unión del glipicano-1 libre a los reactivos de captura. La 15
duración de la incubación puede ser mayor si se agrega un inhibidor de proteasa para evitar que las proteasas en el fluido 
biológico degraden el glipicano-1.

En algunos ejemplos, el método de detección es un ELISA competitivo. En algunos ejemplos, la etapa de incubación 
incluye la adición de anticuerpos no unidos y sin marcar. En algunas modalidades, la concentración conocida de 20
anticuerpo no marcado se une al antígeno de glipicano-1 libre y evita que se inmovilice en la placa. En algunos ejemplos, 
la etapa de incubación incluye la adición de proteína de glipicano-1 marcada de concentraciones conocidas. En algunos 
ejemplos, la cantidad de glipicano-1 en la muestra de fluido corporal se detecta como una unión que disminuye la de la 
proteína mixta glipicano-1 marcada. En otros ejemplos, el ELISA es un ELISA de tipo sándwich.

25
En esta etapa, el pH de la mezcla de incubación normalmente estará en el intervalo de aproximadamente 4-9,5. En otras 
modalidades, el intervalo de pH será de aproximadamente 6-9. Aún en otros ejemplos, el intervalo de pH será de 
aproximadamente 7-8. En otra modalidad, el pH del diluyente de ensayo (ELISA) es pH 7,4. El pH del tampón de 
incubación se elige para mantener un nivel significativo de unión específica del reactivo de captura al glipicano-1 
capturado. Pueden emplearse diversos tampones para lograr y mantener el pH conveniente durante esta etapa, que 30
incluye borato, fosfato, carbonato, Tris-HCl o Tris-fosfato, acetato, barbital, y similares. El tampón particular empleado no 
es crítico para la invención, pero en ensayos individuales puede preferirse un tampón sobre otro.

En algunos ejemplos, la muestra biológica se separa (preferentemente mediante lavado) del reactivo de captura 
inmovilizado para eliminar las moléculas no capturadas. La solución usada para el lavado es generalmente un tampón 35
("tampón de lavado") con un pH determinado mediante el uso de las consideraciones y tampones descritos anteriormente 
para la etapa de incubación. En un ejemplo, el intervalo de pH del tampón de lavado es de aproximadamente 6-9. El 
lavado puede hacerse una o más veces. La temperatura de lavado es generalmente del refrigerador hasta temperaturas 
moderadas, con una temperatura constante que se mantiene durante el período de ensayo, típicamente, de 
aproximadamente 0-40 °C. En otros ejemplos, la temperatura de lavado es de aproximadamente 4-30 °C. Por ejemplo, el 40
tampón de lavado puede colocarse en hielo a 4 °C en un depósito antes del lavado, y puede utilizarse un lavador de 
placas para esta etapa. Además, puede añadirse un agente de reticulación u otro agente adecuado en esta etapa para 
permitir que el glipicano-1 ahora unido se una covalentemente al reactivo de captura si existe alguna preocupación acerca 
de que el glipicano-1 capturado pueda disociarse en cierta medida en las etapas posteriores.

45
En algunos ejemplos, el reactivo de captura inmovilizado se pone en contacto con anticuerpos detectables. En algunas 
modalidades, los anticuerpos detectables son anticuerpos anti-glipicano-1. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-
glipicano-1 es MIL-38. En otros ejemplos, los anticuerpos son los descritos en la tabla 2. En otros ejemplos, los anticuerpos 
detectables son cualquier anticuerpo capaz de detectar glipicano-1. El anticuerpo detectable se pone en contacto con el 
glipicano-1 inmovilizado a una temperatura de aproximadamente 20-40 °C. En otros ejemplos, el anticuerpo detectable 50
se pone en contacto a aproximadamente 20-25 °C, y la temperatura y el tiempo exactos para contactar los dos dependen 
principalmente de los medios de detección empleados. Por ejemplo, cuando se usan estreptavidina-peroxidasa y 3,3,5,5'-
tetrametilbencidina como medios para la detección, por ejemplo, en un ejemplo, el contacto se realiza (por ejemplo, 
aproximadamente 1 hora o más) para amplificar la señal al máximo. En algunos ejemplos, un exceso molar de un 
anticuerpo o ligando con respecto a la concentración máxima de glipicano-1 libre esperado se añade a la placa después 55
de lavarla. Este anticuerpo es directa o indirectamente detectable. El anticuerpo detectable puede ser un anticuerpo 
policlonal o monoclonal, por ejemplo, en determinados ejemplos, es un anticuerpo monoclonal, en un ejemplo murino, y 
en una modalidad MIL-38. Además, el anticuerpo detectable puede ser directamente detectable, y en un ejemplo tiene un 
marcador colorimétrico, y en otro ejemplo tiene un marcador fluorimétrico. En otros ejemplos, el anticuerpo detectable 
está biotinilado y el medio de detección es avidina o estreptavidina-peroxidasa y 3,3',5,5'-tetrametilbencidina. En algunos 60
ejemplos, el anticuerpo detectable puede marcarse con un sistema de amplificación de biotina-avidina, un sistema de 
quimioluminiscencia, microesferas, u oro coloidal. La lectura de los medios de detección puede ser fluorimétrica o 
colorimétrica, entre otros. La afinidad del anticuerpo debe ser lo suficientemente alta como para que puedan detectarse 
pequeñas cantidades de glipicano-1 libre.

65
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En algunos ejemplos, el glipicano-1 que está unido al reactivo de captura se mide mediante el uso de un medio de 
detección para el anticuerpo detectable. Si la muestra de fluido corporal es del paciente, la etapa de medición comprende 
comparar la reacción que ocurre como un resultado de las etapas anteriores con una curva estándar para determinar el 
nivel de glipicano-1 en dicha muestra de fluido o de tejido corporal. En otros ejemplos, la reacción que ocurre como 
resultado de las etapas anteriores se compara con una reacción similar mediante el uso de una muestra de fluido corporal 5
de control tal como el fluido corporal de un individuo de la misma edad que no tiene cáncer.

En otros ejemplos de detección de glipicano-1, el glipicano-1 en el fluido corporal de los pacientes se detecta mediante 
un análisis de transferencia Western. En algunos ejemplos, este ensayo separa las proteínas en una muestra compleja 
mediante el uso de electroforesis. En otros ejemplos, la separación por electroforesis se realiza en un gel de exclusión 10
por tamaño, tal como un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (comúnmente conocido como SDS-PAGE). En 
un ejemplo, las proteínas separadas después se transfieren a una membrana. Un experto en la técnica reconocerá que 
hay una variedad de materiales que pueden usarse para las transferencias westerns. En algunas modalidades, la 
membrana está hecha de nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno, PVDF. En algunos ejemplos, la transferencia se 
produce en una caja de transferencia de proteínas de manera que las proteínas retienen el mismo patrón de separación 15
en la membrana que tenían en el gel. En algunos ejemplos, la membrana se incuba en soluciones de proteínas diluidas, 
por ejemplo, leche en polvo descremada o albúmina de suero bovino (BSA), para bloquear los sitios de unión no 
específicos. La membrana bloqueada puede incubarse con un anticuerpo primario que es específico para la proteína 
diana glipicano-1. En algunos ejemplos, después la membrana se lava y se incuba, con un anticuerpo secundario que se 
dirige al primer anticuerpo. En algunos ejemplos, el primer o el segundo anticuerpo se conjuga con un marcador detectable 20
de manera que pueda detectarse fácilmente. En algunos ejemplos, el marcador incluye un marcador fluorescente, un 
marcador quimioluminiscente, un radiomarcador, u otra marcador bien conocido en la técnica. En algunos ejemplos, 
dichos marcadores conjugados con el ligando secundario se eligen de un grupo que consiste en un radiomarcador, un 
marcador fluorescente, un sistema de amplificación de biotina-avidina, un sistema de quimioluminiscencia, microesferas, 
y oro coloidal.25

Opcionalmente, algunos aspectos de la descripción enseñan que una vez que un usuario ha determinado si una proteína 
diana está presente en la muestra, los anticuerpos primarios y secundarios (opcionales) pueden eliminarse de la 
membrana, y la membrana puede incubarse con un anticuerpo primario alternativo que es específico para la misma u otra 
proteína. En algunos ejemplos, la segunda proteína puede usarse como un control de carga. En otros ejemplos, la 30
segunda proteína es otro marcador para la salud del paciente.

En un ejemplo, el glipicano-1 se detecta mediante citometría de flujo. En algunos ejemplos, el glipicano-1 se detecta en 
la superficie celular de las células en los fluidos o tejidos corporales del paciente. En determinados aspectos de la 
descripción, la detección de glipicano-1 para citometría de flujo puede realizarse como se describe más abajo. En algunos 35
ejemplos, las células de los fluidos corporales se purifican. La purificación de las células puede incluir una etapa de 
neutralización. En algunos ejemplos, la etapa de neutralización comprende almacenar las células en tampón de 
neutralización. El tampón de neutralización puede hacerse mediante la combinación de 39 mL de NaH2PO4 0,2 M con 61 
mL de Na2HPO4 0,2 M y la adición de agua hasta 200 mL. En algunos ejemplos, las células se centrifugan y se suspenden 
en diferentes soluciones. En otros ejemplos, las células se clasifican sin purificación. En algunos ejemplos, las células se 40
suspenden o se lavan en solución CytoLyt. En otros ejemplos, las células se suspenden o se lavan en solución salina 
tamponada con fosfato (PBS). En algunos ejemplos, la suspensión celular se trata con cloruro de amonio para lisar los 
glóbulos rojos. En algunos ejemplos, las células se fijan en portaobjetos. En otros ejemplos, las células permanecen libres. 
En algunos ejemplos, las células se ponen en contacto con un anticuerpo principalmente anti-glipicano-1 u otro ligando. 
En algunas modalidades, el anticuerpo primario es MIL-38. En algunas modalidades, el anticuerpo primario no es MIL-38. 45
En otros ejemplos, el anticuerpo primario es cualquier otro anticuerpo anti-glipicano-1 (Tabla 2). En determinados 
ejemplos, las células se ponen en contacto adicionalmente con un segundo anticuerpo de detección conjugado con un 
marcador de detección. En ejemplos alternativos, el anticuerpo primario puede detectar el antígeno directamente si el 
anticuerpo primario se conjuga con un marcador de detección. En casos particulares, además de marcarse con el 
anticuerpo glipicano-1, las células pueden marcarse de manera distintiva con otras sondas, que incluyen, pero no se 50
limitan a, anticuerpos para marcadores de superficie celular que distinguen un tipo celular de otro. En algunos aspectos, 
las otras sondas pueden usarse para normalizar señales o recuentos celulares totales. En algunos ejemplos, las otras 
sondas marcan los antígenos intracelulares. En otros ejemplos, las otras sondas marcan los antígenos extracelulares. 
Una vez marcadas, las células marcadas pueden aislarse mediante citometría de flujo FACS. En algunos ejemplos, la 
máquina de FACS puede aislar las células marcadas individualmente (es decir, como células individuales). En otros 55
ejemplos, las células marcadas pueden aislarse como una población mixta y luego diluirse en células individuales después 
del FACS. En algunos ejemplos, el segundo marcador puede ser un colorante. En algunos ejemplos, el marcador colorante 
es DAPI. En algunos ejemplos, el marcaje con DAPI se usa para cuantificar el número de células en la muestra.

En los ejemplos en los que la célula está marcada con una pluralidad de marcadores diferentes, las células pueden 60
seleccionarse mediante el uso de una pluralidad de propiedades diferentes. Por ejemplo, las células pueden clasificarse 
primero por una sonda y luego por otra. En algunos ejemplos, las células pueden clasificarse primero por tipo de célula y 
posteriormente clasificarse por la concentración de glipicano-1. De manera similar, las células pueden clasificarse en 
cualquier secuencia según lo diseñado junto con las sondas y la detección de la máquina de FACS. Los principios 
generales de la clasificación de células activadas por fluorescencia, que incluye los métodos por los cuales pueden 65
hacerse suspensiones de células individuales, los métodos por los cuales las células pueden marcarse mediante el uso 
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de, por ejemplo, sondas marcadas con fluorescencia, los métodos por los cuales las células pueden separarse entre sí, 
así como también el equipo de computadora que pueden emplearse en citometría de flujo, que incluye flujo de las células, 
los reactivos, y los sistemas de control por computadora son conocidos y se revisan en una variedad de publicaciones, 
que incluyen, pero no se limitan a: (Orfao y otros, 1996; Johnson y otros, 2007; Tung y otros, 2007; y Dainiak y otros, 
2007).5

La presente descripción incluye, además, kits para detectar glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de pacientes. El 
kit para detectar cáncer comprende los materiales necesarios para realizar cualquiera de los ensayos de detección 
descritos en este. El kit para detectar cáncer comprende un primer anticuerpo anti-glipicano-1 u otro ligando, un vehículo 
aceptable farmacéuticamente, y estándares de glipicano-1; en donde dicho kit es capaz de detectar glipicano-1 en el fluido 10
o tejido corporal de un paciente. El primer anticuerpo anti-glipicano-1 puede o no ser MIL-38. El primer anticuerpo anti-
glipicano-1 puede comprender: una región variable de la cadena pesada que comprende una región determinante de 
complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las 
posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 10; una región determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que 
consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 10; una región 15
determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida 
por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 10; y comprende una región variable de cadena ligera que comprende una 
región determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos 
definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 11; una región determinante de complementariedad 2 (CDR2) que 
comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 11; una 20
región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos 
definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 11. El anticuerpo anti-glipicano-1 que se usa para detectar los 
niveles de glipicano-1 puede no comprender: una región variable de la cadena ligera que comprende una región 
determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida 
por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 12; una región determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende 25
o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 12; y una región 
determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos definida 
por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 12. El primer anticuerpo anti-glipicano-1 puede producirse por, o de cualquier 
otra manera ser idéntico a un anticuerpo generado por células del hibridoma como el depositado el 22 de agosto de 2014 
en CellBank Australia (CBA) con el número de acceso CBA20140026.30

El kit requerirá el uso adicional de herramientas o maquinaria de laboratorio estándar. Las herramientas necesarias 
incluyen pipetas, máquinas de clasificación de células, lectores de placas, centrífugas, etcétera, como es conocido por los 
expertos en la técnica. El uso del kit puede requerir reactivos de laboratorio estándar adicionales, tales como puntas de 
pipeta, membranas, tampones, o productos químicos, como son bien conocidos por los expertos en la técnica. El kit 35
comprende, además, un ligando secundario. El ligando secundario es un segundo anticuerpo anti-glipicano-1. El segundo 
anticuerpo anti-glipicano es el mismo que el primer anticuerpo anti-glipicano-1. El ligando secundario se conjuga con un 
marcador para la detección rápida de dicho ligando. Los anticuerpos del kit pueden ser fragmentos de anticuerpos o 
combinaciones de anticuerpos como se describe en esta solicitud.

40
La detección de glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de un paciente es indicativa de la presencia de cáncer de 
próstata. La presencia de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 
62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 
94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 45
300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 600, 700, 800, 
900, 1000 pg/mL de glipicano-1 en el fluido corporal de un paciente es indicativa de cáncer de próstata.

La detección de glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de un paciente es indicativa de la presencia de cáncer de 
próstata. La presencia de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 50
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 
62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 
94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 
300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 600, 700, 800, 
900, 1000 ng/mL de glipicano-1 en el fluido corporal de un paciente es indicativa de cáncer de próstata.55

La detección de glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de un paciente es indicativa de la presencia de cáncer de 
próstata. La presencia de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 mg/mL de glipicano-1 en el fluido o 
tejido corporal de un paciente es indicativa de cáncer de próstata.60

Los niveles elevados de glipicano-1 o la señal de detección de glipicano-1 en el fluido corporal de un paciente son 
indicativos de cáncer de próstata. En algunos casos, los niveles de glipicano-1 de pacientes con cáncer son 1 %, 2 %, 3 
%, 4, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 
24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 65
43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %, 51 %, 53 %, 54 %, 55 %, 56 %, 57 %, 58 %, 59 %, 60 %, 61 %, 62 %, 
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63 %, 64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 
82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 
%, 110 %, 120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %, 180 %, 190 %, 200 %, 210 %, 220 %, 230 %, 240 %, 250 %, 260 
%, 270 %, 280 %, 290 %, 300 %, 310 %, 320 %, 330 %, 340 %, 350 %, 360 %, 370 %, 380 %, 390 %, 400 %, 410 %, 420 
%, 430 %, 440 %, 450 %, 460 %, 470 %, 480 %, 490 %, 500, 600 %, 700 %, 800 %, 900 %, 1 000 %, 5 000 %, 10 000 %, 5
>15 000 % más alto que los niveles de glipicano-1 o la señal de detección de glipicano-1 de un control del fluido corporal 
no canceroso. El fluido corporal control de no canceroso se ajustará a la edad del paciente.

Ejemplos
10

Ejemplo 1. Caracterización del antígeno de MIL-38 unido a la célula.

A pesar de los informes iniciales del antígeno de MIL-38 como una proteína de 30kD (Russell y otros, 2004), el trabajo de 
los presentes inventores indicó que el anticuerpo MIL-38 detecta predominantemente un antígeno de 60 kDa en una 
diversidad de extractos celulares. La reactividad de la transferencia Western de MIL-38 con el antígeno se pierde si la 15
muestra se ha incubado con agentes reductores antes de la electroforesis en gel.

Mediante el uso del anticuerpo MIL-38 para experimentos de inmunoprecipitación, fuimos capaces de aislar 
específicamente la proteína de 60 kDa de una diversidad de extractos celulares. Se investigó la presencia del antígeno 
de 60 kDa en la superficie celular mediante el uso de inmunoprecipitaciones de células vivas. En estos experimentos, las 20
células vivas se incubaron en hielo con medio sin suero que contenían el anticuerpo MIL-38. Después, las células se 
lavaron, se prepararon los lisados y se incubaron con perlas de proteína G para aislar cualquier anticuerpo asociado con 
las células. La banda de 60 kDa estaba presente en estos inmunoprecipitados, lo que indica que el MIL-38 reconoció el 
antígeno en la superficie celular en el medio.

25
Ejemplo 2. Inmunoprecipitación del antígeno de MIL-38 y espectrometría de masas.

Las células de cáncer de próstata DU-145 se procesaron a través de un kit de extracción de proteínas de membrana 
(MPEK). Los extractos de membrana se inmunoprecipitaron con MIL-38 unido a las perlas magnéticas mediante enlaces 
cruzados. Los inmunoprecipitados se introdujeron en un gel y se escindieron para análisis de espectrometría de masas o 30
se eluyeron directamente de las perlas y después se sometieron a espectrometría de masas. Los antígenos unidos al 
anticuerpo MIL-38 se analizaron después mediante análisis de espectrometría de masas, que puede identificar péptidos 
en base a los datos de masa/carga.

El espectrómetro de masas identificó glipicano-1 con una puntuación de péptido de 4278 y una cobertura de secuencia 35
del 46 %, que incluye 18 secuencias distintas (Figura 1).

Ejemplo 3. Inmunoprecipitación del antígeno de MIL-38, cromatografía de exclusión por tamaño y espectrometría de 
masas.

40
Las células de cáncer de próstata DU-145 se procesaron a través de un kit de extracción de proteínas de membrana 
(MPEK). Los extractos de membrana se inmunoprecipitaron con MIL-38 unido a las perlas magnéticas mediante enlaces 
cruzados. Después de un lavado exhaustivo, el inmunoprecipitado se eluyó en TBS (solución salina tamponada con tris) 
que contenía SDS al 2 %. El eluato se sometió a cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) y cada segunda fracción 
se precipitó con acetona, se suspendió en tampón de carga de muestra y se usó para transferencias Western de MIL-38. 45
Las fracciones 28 y 30 contenían altas cantidades del antígeno de MIL-38 (Figura 2), lo que indica que la fracción 29, 
además, contendría altas concentraciones del antígeno de MIL-38. La fracción 29 se sometió a análisis de espectrometría 
de masas y se identificó glipicano-1 con una cobertura de secuencia del 14 % (Figura 3). Esto confirmó, además, que el 
antígeno para el anticuerpo MIL-38 era glipicano-1.

50
Ejemplo 4. Los anticuerpos MIL-38 y anti-glipicano-1 (anti-GPC-1) muestran una reactividad superpuesta en las 
transferencias de Western 2D.

Se adquirió un anticuerpo de conejo anti-GPC-1 y mostró reactividad con la porción central de la proteína glipicano-1 a 
un peso molecular de aproximadamente 60 kDa, el mismo peso molecular detectado por MIL-38. Para confirmar que MIL-55
38 reconoció el glipicano-1, los extractos de las células de cáncer de próstata MPEK DU-145 se sometieron a 
electroforesis 2D y a transferencia Western.

Como se muestra en la Figura 4, el anticuerpo MIL-38 y los anticuerpos anti-GPC-1 mostraron una reactividad superpuesta 
que detectó una proteína con un peso molecular de 60 kDa y puntos isoeléctricos que varían de 5 a 7.60

Ejemplo 5. MIL-38 se detecta en inmunoprecipitados de anti-GPC-1 y viceversa.

Se usaron anticuerpos MIL-38 o anti-GPC-1 de conejo para inmunoprecipitar sus respectivos antígenos a partir de 
extractos MPEK de DU-145 o C3 (MIL-38 negativo). Los inmunoprecipitados (IP) se sometieron a transferencia Western 65
con anticuerpo MIL-38 o anti-GPC-1 (Figura 5).
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Se detectó una banda reactiva a GPC-1 de 60 kDa en los IP de MIL-38 revelada con el anti-GPC-1, mientras que se 
detectó una banda reactiva a MIL-38 de 60 kDa en los IP del anti-GPC-1 revelada con MIL-38. No se detectó reactividad 
con los controles secundarios solamente. Además, la inmunoprecipitación con el anticuerpo MIL-38 dio como resultado 
un agotamiento casi completo de los antígenos de MIL-38 y de anti-GPC-1, lo que sugiere que el antígeno de MIL-38 es 
el glipicano-1.5

Ejemplo 6. MIL-38 detecta el GPC-1 recombinante

Se evaluaron dos fuentes de glipicano-1 recombinante purificado o la reactividad con anticuerpos MIL-38 y anti-GPC-1. 
La primera fuente fue una forma truncada producida a partir de extractos de germen de trigo (tenga en cuenta que esto 10
no contendría las modificaciones postraduccionales apropiadas de mamíferos). La segunda fuente fue el glipicano-1 de 
longitud completa producido en células NSO murinas. No se observó reactividad de MIL-38 con el glipicano-1 expresado 
en germen de trigo, sin embargo, pudo detectarse con el anticuerpo anti-GPC-1 generado en conejo (datos no mostrados). 
En contraste, se observó una reactividad muy fuerte con MIL-38 y anticuerpos anti-GPC-1 para el glipicano-1 producido 
en células NSO (Figura 6).15

Ejemplo 7. MIL-38 puede detectar el antígeno secretado en el sobrenadante de cultivo celular.

Hasta la fecha, no ha habido evidencia experimental para la secreción del antígeno de MIL-38. Para evaluar esto, las 
células DU-145 se lavaron en medios sin suero y después se incubaron con medios sin suero durante 36 horas. Los 20
medios condicionados resultantes se inmunoprecipitaron con MIL-38 y las muestras resultantes se compararon con un IP 
estándar de extractos MPEK de DU-145. Se observaron bandas de aproximadamente 40 y 55 kDa en el IP de medio 
condicionado, en comparación con la banda de 60 kDa aislada de extractos de DU-145 (Figura 7).

La muestra de IP de medio acondicionado que contenía las bandas de 40 y 55 kD se sometió a análisis de espectrometría 25
de masas. El glipicano-1 (SEQ ID No: 2) se identificó con una cobertura peptídica del 16 % (Figura 8a). Análisis separados 
de solo la banda de 40 kD (Figura 8b) o la banda de 55 kD (Figura 8c), ambos identificados como péptidos de glipicano-
1 (SEQ ID No: 2).

Estos resultados sugieren que puede liberarse una forma reactiva a MIL-38 de glipicano-1 en el sobrenadante de cultivo 30
celular a partir de la línea celular de cáncer de próstata DU-145.

Ejemplo 8. GPC-1 puede detectarse por MIL-38 en muestras de plasma de cáncer de próstata y en extractos de membrana 
de pacientes con cáncer de próstata (ejemplo comparativo).

35
Hasta la fecha, no ha habido evidencia experimental de la secreción del antígeno de MIL-38 en muestras de plasma de 
pacientes con cáncer de próstata o normal. Para evaluar esto, las muestras de plasma de un paciente normal (042) y un 
paciente con cáncer de próstata (046) se inmunoprecipitaron con el anticuerpo MIL-38 y la muestra de IP se reveló con 
anticuerpos MIL-38 y anti-GPC-1 (Figura 9a).

40
Ambos anticuerpos detectaron bandas específicas de aproximadamente 70kDa en ambas muestras de plasma. Las 
señales fueron notablemente más altas (bandas más oscuras) para los anticuerpos MIL-38 y anti-GPC-1 en el plasma del 
paciente con cáncer de próstata en comparación con el plasma del paciente normal, lo que sugiere que esta forma soluble 
de glipicano-1 puede estar elevada en pacientes con cáncer de próstata.

45
Para determinar si el antígeno de MIL-38 podría detectarse en extractos de proteínas de membrana de próstata normal y 
cáncer de próstata, se obtuvo una muestra de cada uno de Novus Bio. Cantidades equivalentes de proteína se sometieron 
a transferencia Western mediante el uso del anticuerpo MIL-38 (Figura 9b). El extracto de cáncer de próstata demostró 
una expresión mucho mayor del antígeno de MIL-38 que la muestra de próstata normal.

50
Ejemplo 9. Detección del antígeno de MIL-38 en orina de pacientes.

MIL-38 puede detectar células en la orina de pacientes con cáncer de próstata. Para evaluar la sensibilidad y especificidad 
de este método de detección, se obtuvieron 125 muestras de orina de pacientes con la misma edad. Las células se 
centrifugaron a partir de la orina y se analizaron mediante el ensayo de inmunofluorescencia indirecta con MIL-38. Se 55
analizaron un total de 47 controles sanos, 37 hipertrofia prostática benigna (BPH) y 41 cánceres de próstata confirmados 
por biopsia. Se muestran ejemplos de células positivas de cáncer de próstata, controles positivos de células DU-145 y 
negativos de células C3 (Figura 10).

La prueba de ensayo de inmunofluorescencia (IFA) con MIL-38 demostró una sensibilidad del 71 % y una especificidad 60
del 73 % en la identificación de cánceres de próstata dentro de la cohorte. La prueba mostró 71 % de sensibilidad y 76 % 
de especificidad en la identificación de cánceres de próstata en comparación con los pacientes con BPH. (Tabla 3).
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Tabla 3. Cálculos de sensibilidad y especificidad de detección de cáncer de próstata en orina de pacientes.

5

10

15

20
Ejemplo 10. La combinación de la detección del antígeno de MIL-38 con el nivel de PSA aumenta la capacidad de detectar 
el cáncer de próstata.

Cuando la prueba de ensayo de inmunofluorescencia (IFA) con MIL-38 se combina con la prueba de PSA, aumenta la 
sensibilidad y la especificidad. Estos aumentos varían según el valor de corte aplicado a la prueba de PSA. Cuando el 25
límite para un diagnóstico positivo es superior a 2 ng/mL, la especificidad aumenta del 73 % solo para la prueba IFA hasta 
el 83 % para las dos pruebas combinadas. Cuando el límite para un diagnóstico positivo es superior a 4 ng/mL, la 
especificidad aumenta del 73 % solo para la prueba IFA hasta el 89 % para las dos pruebas combinadas.

Esto se ilustra adicionalmente mediante el análisis de regresión logística que muestra aumentos en OR y CI 95 % cuando 30
se combinan las dos pruebas.

Tabla 4. Aumentos de sensibilidad y especificidad cuando la prueba IFA de MIL-38 se combina con puntajes de PSA

35

40

45

50

55

60

65

Cálculos de Sensibilidad y Especificidad

Verdadero positivo Falso positivo

29 12

Falso negativo Verdadero negativo

23 61

Cálculos de sensibilidad y especificidad solo para BPH

Verdadero positivo Falso positivo

29 12

Falso negativo Verdadero negativo

9 28

Estratificado por 2 ng/mL Cáncer

PSA <2 ng/mL 1 0 Sensibilidad = 67 %

Cáncer GPC-1 1 24 4 Especificidad = 83 %

1 0 IFA 0 12 20

GPC-1 1 5 17 Sensibilidad = 100 %
IFA    0 0 36 Especificidad = 68 % Estratificado por 4 ng/mL

PSA ≥ 2 ng/mL PSA < 4 ng/mL

Cáncer

1 0 Sensibilidad = 77 %
GPC-1 1 10 20 Especificidad = 71 %

IFA 0 3 48

Cáncer

1 0 Sensibilidad = 68 %

GPC-1 1 19 1 Especificidad = 89 %

IFA 0 9 8
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5

Ejemplo 11. MIL-38 puede detectar glipicano-1 recombinante en una diversidad de formatos de ELISA.10

Se realizaron tres formatos de ensayo ELISA como se muestra en la Figura 11. El glipicano-1 recombinante se evaluó a 
concentraciones de 0, 0,1, 1 y 10 ng/mL mediante el uso de MIL-38 como anticuerpo de captura y anti-GPC-1 generado 
en conejo como anticuerpo de detección. Se realizaron experimentos similares mediante el uso del anti-GPC-1 generado
en conejo como anticuerpo de captura y el MIL-38 como anticuerpo de detección. Además, se evaluó un ELISA de 15
anticuerpo único mediante el uso del anticuerpo MIL-38 como el anticuerpo de captura y un anticuerpo MIL-38 biotinilado 
como el anticuerpo de detección. Los resultados indican que los anticuerpos anti-GPC pueden usarse en una variedad de 
formatos ELISA y que el GPC-1 de las NS0 podría representar un control positivo adecuado.

Ejemplo 12. Detección de antígeno glipicano-1 mediante el uso de anticuerpos AM4 MIL-3820

Los experimentos realizados por los presentes inventores determinaron que un depósito original del hibridoma para el 
anticuerpo MIL-38 (número de acceso ATCC HB11783: hibridoma murino BLCA-38), denominado posteriormente como 
"hibridoma BLCA-38" es una población mixta de células del hibridoma que producen dos poblaciones de anticuerpos 
distintas, denominadas en la presente como "AM3" y "AM4". Las células del hibridoma responsables de producir cada una 25
de las poblaciones de anticuerpos diferentes se separaron, y las células del hibridoma "AM4" se depositaron el 22 de 
agosto de 2014 en el CellBank Australia (CBA) con el número de acceso C8A20140026.

Las placas de noventa y seis pocillos se recubrieron con preparaciones MIL-38 AM3 o AM4 (1 µg/pocillo) en tampón de 
carbonato pH 9,5 durante la noche, las placas se bloquearon con PBS-Tween (0,1 %) que contenía leche descremada al 30
5 % a 37 °C y se lavaron. El antígeno (GPC-1 NS0) se diluyó en Tampón II (HEPES 20 mM, pH 7,5, EDTA 0,5 mM, Triton 
X-100 al 0,5%) con la adición de NaCl 150 mM y se incubó durante la noche a 37 °C. La detección se realizó con el 
anticuerpo AM4 biotinilado seguido de la detección con avidina HRP (1 µg/mL). Se añadió TMB (Sigma cat núm. T0440) 
y se detuvo con la solución de parada TMB (Sigma S5814). La absorbancia se leyó a 450 nm. Los resultados se muestran 
en la Figura 12A.35

En un segundo experimento, se recubrieron placas de noventa y seis pocillos con preparaciones de MIL-38 34A (una 
mezcla de anticuerpos AM3 y AM4) o AM4 (2,5 µg/pocillo) en PBS pH 7,2 a temperatura ambiente. Las placas se 
bloquearon con Blocker Casein (Thermo) en PBS-Tween (0,05 %) durante 1 hora a 37 °C. Después del lavado, el antígeno 
(GPC-1 NS0) se diluyó en TBS pH 7,2 que contenía Tricina 50 mM y NaCl 150 mM y se incubó a 37 °C durante 1 hora. 40
La detección se realizó con el clon 1F5 de AM4 biotinilado seguido de la detección con avidina HRP (1 µg/mL). Se añadió 
TMB (Sigma cat núm. T0440) y se detuvo con la solución de parada TMB (Sigma S5814). La absorbancia se leyó a 450 
nm. Los resultados se muestran en la Figura 12B.

El primer ELISA descrito anteriormente se desarrolló mediante el uso de MIL-38 para capturar GPC-1 producido por las 45
NS0 (es decir, el antígeno de MIL-38). Este experimento comparó el monoclonal AM3 MIL-38 y el monoclonal AM4 MIL-
38 para la captura. AM3 no funcionó como un agente de captura en un ensayo ELISA de tipo sándwich, mientras que se 
demostró que AM4 lo hacía (Figura 12A).

El segundo ELISA descrito anteriormente comparó la señal de ELISA que se obtiene cuando se compara una población 50
mixta de MIL-38 (AM3 y AM4) con la que se obtiene de un clon monoclonal AM4 1F5. El uso del AM4 1F5 como agente 
de captura proporcionó una señal ELISA más alta que el uso de la población mixta de anticuerpos 34A (Figura 12).

Los resultados del ELISA tipo sándwich demuestran que solo las formas similares a AM4 del anticuerpo monoclonal MIL-
38 tienen utilidad en la detección del antígeno glipicano-1 como un reactivo de captura y que un agente de captura que 55
contiene una población monoclonal proporciona una señal de ELISA superior a la que consiste en una población mixta.

Ejemplo 13 análisis de secuencia de las poblaciones de anticuerpos AM4 y AM3 de MIL-38

Materiales y métodos60

Secuenciación de cadenas pesadas y ligeras (ADN)

Se realizaron tres corridas de secuenciación separadas. La primera corrida (codificada 224945) utilizó células de 
hibridoma bi-clonales de una preparación mixta (AM4 y AM3) denominada 1-O. La segunda corrida (codificada 449295-65

Regresión logística

OR IC 95 %

GPC-1 IFA 6,4 2,8-14,9

GPC-1 IFA (ajustado para PSA <4) 10,2 3,2-32,8

GPC-1 IFA (ajustado para PS A <2) 13,4 4,0-44,7

E15737205
14-01-2021ES 2 803 217 T3

 



18

1) utilizó células de Alfio I, una estirpe del hibridoma que se usó para generar AM4. La tercera corrida (codificada 449295-
5) utilizó células de Alfio II, una estirpe del hibridoma que se usó para generar AM3.

Para las secuencias 224945 (1-O) y 449295-1 (Alfio I), el ARN total se extrajo de las células de hibridoma congeladas y 
el ADNc se sintetizó a partir del ARN. Después se realizó RT-PCR para amplificar las regiones variables (cadenas pesadas 5
y ligeras) y las regiones constantes del anticuerpo, que luego se clonaron en un vector de clonación estándar por separado 
y se secuenciaron.

El ARN total se aisló de las células del hibridoma siguiendo el manual técnico del Sistema de purificación de ARN TRIzol® 
Plus. El ARN total se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa. El ARN total se transcribió inversamente en ADNc 10
mediante el uso de cebadores antisentido específicos de isotipo o cebadores universales siguiendo el manual técnico del 
Sistema de SuperScriptTM III First-Strand Synthesis. Los fragmentos de anticuerpos de VH, VL, CH y CL se amplificaron 
de acuerdo con el procedimiento operativo estándar de RACE de GenScript.

Los fragmentos de anticuerpos amplificados se clonaron por separado en un vector de clonación estándar mediante el 15
uso de los procedimientos de clonación molecular estándar.

Se realizó un examen de PCR de colonias para identificar clones con insertos de tamaños correctos. Se secuenciaron no 
menos de cinco colonias individuales con insertos de tamaños correctos para cada fragmento de anticuerpo.

20
Los plásmidos VH y VL codificaron las regiones variables de longitud completa del anticuerpo y una parte de CH1 y CL. El 
plásmido CH codificó una parte de CH1 y CH2 y CH3 de longitud completa. El plásmido CL codificó una parte de CL. Para 
obtener regiones constantes de longitud completa o cadena pesada/ligera, la parte de las regiones constantes codificadas 
por los plásmidos VH y VL y la parte de las regiones constantes codificadas por los plásmidos CH y CL se amplificaron 
mediante PCR por separado, y después se empleó PCR de extensión solapada para obtener los ADN de longitud 25
completa. Se enviaron cinco colonias individuales con los tamaños de inserto VH, VL, CH y CL correctos para la 
secuenciación.

La corrida de la secuencia de 449295-5 (Alfio II) encontró dificultades para obtener la secuencia correspondiente a la 
secuencia esperada de la cadena pesada de IgG1. Se realizaron dos preparaciones de ARN. Para el primer lote de 30
células, se usaron cebadores oligo-dT y cebadores CDS III para la transcripción inversa (RT). VH/CH y VK/CK se 
amplificaron por PCR mediante el uso de cebadores específicos IgG1 e IgK, el gen parcial de β-actina de ratón se amplificó 
como control positivo. Las bandas de cadena ligera normales se obtuvieron fácilmente, mientras que en el gel solo pudo 
observarse VH débil. Se enviaron cinco colonias individuales con tamaños de inserto VK y CK correctos para la 
secuenciación. Se descubrió que los genes VK y CK de cinco clones diferentes eran casi idénticos. Las secuencias 35
consenso de cadena ligera del hibridoma Alfio II se enumeran a continuación. Se obtuvo una secuencia de cadena pesada 
no productiva de ocho clones VH positivos secuenciados aleatoriamente, que se muestran más abajo. Se obtuvieron tres 
tipos de secuencias de la región constante de la cadena pesada de diez clones CH positivos secuenciados aleatoriamente 
(un IgG1CB, un IgG2aCH y ocho IgG2bCH). Para evitar la influencia del cambio de clase potencial, se realizó la amplificación 
de la CH mediante el uso de un cebador específico de IgM, pero no se obtuvo un producto diana del PCR. Tampoco hubo 40
un producto diana de PCR cuando se amplificó la cadena pesada de longitud completa (VH-CH) mediante el uso de 
cebadores degenerados FR1 de cadena pesada.

Como no se pudo obtener una cadena pesada productiva después de varios intentos, se intentó aislar la secuencia de la 
cadena pesada del segundo frasco de células Alfio II. Para el segundo frasco de células, inicialmente se usó el cebador 45
oligo-dT para la transcripción inversa. Se amplificó VH mediante el uso de cebadores específicos IgG1, IgG2b, IgM, IgA y 
cebador degenerado IgG, respectivamente, y se amplificó VK mediante el uso de cebadores específicos IgK. Se 
obtuvieron la cadena ligera productiva y la cadena pesada no productiva, que eran idénticas a los resultados anteriores. 
Además, la transcripción inversa mediante el uso de cebadores aleatorios de 6 mer se intentó sin éxito.

50
En resumen, se realizaron múltiples intentos para aislar la secuencia de la cadena ligera y la cadena pesada. Una 
secuencia de cadena ligera reordenada se obtuvo de manera consistente después de diferentes intentos en dos lotes de 
células. Sin embargo, solo se observaron productos débiles de PCR diana de VH y la secuenciación no dio como resultado 
ninguna secuencia de cadena pesada consistente.

55
Resultados

Tabla de Resumen de Secuencia

La Tabla 5 más abajo proporciona una visión general de las secuencias de proteínas y ácido nucleico de cadena pesada 60
y ligera de los anticuerpos estudiados, indicando las posiciones de varias regiones internas.

65
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Secuenciación (ADN)

El ARN total aislado de la muestra se procesó junto con un marcador de ADN (Marker III-TIANGEN, Cat. No.: MD103) en 
un gel de agarosa/GelRed™ al 1,5 %.

5
Se corrieron cuatro microlitros de productos de PCR de cada muestra junto con el marcador de ADN (Marcador III) en un 
gel de agarosa/GelRed™ al 1,5 %. Los productos de PCR se purificaron y se almacenaron a -20 °C hasta su uso posterior.

Los genes VH, VL, CH y CL de cinco clones diferentes eran casi idénticos. Se determinó que la secuencia consenso, que 
se enumera más abajo, es la secuencia del anticuerpo producido por la población del hibridoma monoclonal (AM-4).10

15

20

25

30

35

40

Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena pesada del ratón se resaltan con texto alterno 45
sombreado/no sombreado. Posiciones: 1-57 = secuencia líder; 58-147 = región marco (HFR1); 148-162 = región 
determinante de complementariedad (HCDR1); 163-204 = HFR2; 205-255 = HCDR2; 256-351 = HFR3; 352-378 = HCDR3; 
379-411 = HFR4; 412-1383 = región constante (CH1-CH3): 703-741 = región de bisagra (subrayado); 1384-1386 = codón 
de parada.

50
Secuencia consenso de ADN de Cadena Ligera Kappa de Ratón AM4 MIL-38 (SEQ ID NO: 14)

55

60

Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena ligera de ratón se resaltan con texto alterno 65
sombreado/no sombreado. Posiciones: 1-60 = secuencia líder; 61-129 = región marco (LFR1); 130-162 = región 

Secuencia consenso de ADN de Cadena Pesada de IgG1 de Ratón AM4 MIL-38 (SEQ ID NO: 13)
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determinante de complementariedad (LCDR1): 163-207 = LFR2; 208-228 - LCDR2; 229-324 = LFR3; 325-351 = LCDR3; 
352-381 LFR4; 382-702 = regiones constantes (CK); 703-705 = codón de parada.

Las secuencias consenso de ADN de AM4 MIL-38 de la cadena pesada y ligera anteriores se traducen en las siguientes 
secuencias de aminoácidos de la cadena pesada y la cadena ligera:5

Secuencia consenso de aminoácidos de Cadena Pesada IgG1 de Ratón AM4 MIL-38 (SEQ ID NO: 10)

10

15

Las regiones individuales de la secuencia de cadena pesada de IgG1 de ratón se indican en la secuencia de aminoácidos 20
anterior. Posiciones 1-19 - secuencia líder; 20-49 - región marco (HFR1); 50-54 - región determinante de 
complementariedad 1 (HCD1); 55-68 - HFR2; 69-85 - HCDR2; 86-117 - HFR3; 118-126 - HCDR3; 127-137 - HFR4
(también llamada región de unión o región J); 138-461 - Regiones constantes de la cadena IgG1 (CH1 - CH3) y codón de 
parada (*). Región de bisagra: está subrayada en la secuencia anterior.

25
Secuencia Consenso de aminoácidos de Cadena Ligera de AM4 MI L-38 (SEQ ID NO: 11)

30

Las regiones individuales de la secuencia de aminoácidos de la cadena ligera se indican como marcadas: Posiciones 1-
20 - Secuencia líder; región marco (LFR1); 21-43 - región determinante de complementariedad 1 (LCDR1); 44-54 - LFR2; 35
55-69 - LCDR2; 70-76 - LFR3; 77-108 = LCDR3; 109-117 - LFR4; 118-234 - región constante kappa (CK) y codón de 
parada (*)

Secuencias consenso AM3
40

No pudo obtenerse una secuencia de cadena pesada consistente de las células Alfio II similar a AM3. La secuencia de la 
cadena ligera que se obtiene de la corrida de secuenciación 449295-5 (Alfio II) se obtuvo consistentemente y mostró 
claras diferencias tanto en las regiones marco como en las regiones determinantes de la complementariedad en 
comparación con la secuencia para las otras dos corridas de secuenciación.

45
Secuencia consenso de ADN de la Cadena Ligera Kappa AM3 MIL-38 (SEQ ID NO: 15)

50

55

60

Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena ligera se resaltan con texto alternativo sombreado-no 
sombreado. Posiciones: 1-72 = secuencia líder; 73-141 = región marco (LFR1); 142-174 = región determinante de 
complementariedad (LCDR1); 175-219 = LFR2; 220-240 = LCDR2; 241-336 = LFR3; 337-363 = LCDR3; 364-393 = LFR4; 65
394-714 = región constante (CK); 715-717 = codón de parada
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Secuencia consenso de aminoácidos de cadena ligera AM3 MIL-38 (SEQ ID NO: 12)

5

Las regiones individuales de la secuencia de aminoácidos de la cadena ligera se indican como marcadas; Posiciones 1-
24 = secuencia líder; 25-47 = región marco (LFR1); 48-58 = región determinante de complementariedad 1 (LCDR1); 59-10
73 = LFR2; 74-80 = LCDR2: 81-112 = LFR3; 113-121 = LCDR3; 122-131 = LFR4; 132-238 = región constante kappa (CK) 
y codón de parada (*)

Ejemplo 14 identificación y caracterización del epítopo de glipicano-1 que se une a los anticuerpos anti-glipicano-1 AM4
15

Materiales y métodos

La Tabla 6 más abajo proporciona información sobre los anticuerpos anti-glipicano-1 AM4 usados en este estudio.

Tabla 6: descripción de los anticuerpos AM4 usados20

Nombre Origen Concentración Ubicación Estado

MIL38-AM4* ratón 4,6 mg/mL -20 °C/73 OK
* Producido por células del hibridoma depositado en Cellbank Australia con el número de acceso CBA20140026

Péptidos
25

La secuencia de glipicano-1 humano (GPC-1) en la que se basó este estudio se define en la SEQ ID NO: 16. Se usaron 
las siguientes secuencias de residuos:

30

Síntesis de péptidos

La síntesis de péptidos se realizó mediante el uso de los métodos mencionados en el Ejemplo 1. Los péptidos lineales y 35
CLIPS sintetizados químicamente se sintetizaron de acuerdo con los diseños que se muestran más abajo:

Péptidos Ligados Químicamente en la tecnología de Andamios (CLIPS)

A continuación se describen los principios generales de la tecnología CLIPS utilizada.40

La tecnología CLIPS fija estructuralmente los péptidos en estructuras tridimensionales definidas. Esto resulta en miméticos 
funcionales incluso de los sitios de unión más complejos. La tecnología CLIPS ahora se usa de manera rutinaria para dar 
forma a las bibliotecas de péptidos en estructuras de bucle simple, doble o triple, así como también plegamientos en forma 
de hojas y hélices.45

La reacción CLIPS tiene lugar entre los grupos bromo del andamio CLIPS y las cadenas laterales tiol de las cisteínas. La 
reacción es rápida y específica en condiciones suaves. Mediante el uso de esta química, las secuencias de proteínas 
naturales se transforman en construcciones CLIPS con una gama de estructuras que incluyen bucles T2 simples, bucles 
dobles T3, bucles conjugados T2+T3, hojas beta estabilizadas, y hélices alfa estabilizadas (Timmerman y otros, J. Mol. 50
Recognit. 2007; 20: 283-29).

La selección de la biblioteca CLIPS comienza con la conversión de la proteína diana en una biblioteca de hasta 10 000 
construcciones de péptidos superpuestos, mediante el uso de un diseño de matriz combinatoria. En un vehículo sólido, 
se sintetiza una matriz de péptidos lineales, que posteriormente se forman en construcciones CLIPS definidas 55
espacialmente. Las construcciones que representan ambas partes del epítopo discontinuo en la conformación correcta se 
unen al anticuerpo con alta afinidad, lo que se detecta y cuantifica. Las construcciones que presentan el epítopo 
incompleto se unen al anticuerpo con menor afinidad, mientras que las construcciones que no contienen el epítopo no se 

GPC1_residuos #343-366 GNPKVNPQGPGPEEKRRRGKLAP (SEQ ID NO: 17)

GPC1_residuos #140-149 GELYTQNARAFRDLYSELR (SEQ ID NO: 18)
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unen en absoluto. La información de afinidad se utiliza en selecciones iterativas para definir la secuencia y la conformación
de los epítopos en detalle.

La proteína diana que contiene un epítopo conformacional discontinuo se convierte en una biblioteca matricial. Los 
péptidos combinatorios se sintetizan sobre una tarjeta patentada y se convierten químicamente en construcciones CLIPS 5
definidas espacialmente. La unión de anticuerpos se cuantifica.

Síntesis de péptidos

Para reconstruir epítopos discontinuos de la molécula diana, se sintetizó una biblioteca de péptidos estructurados. Esto 10
se realizó mediante el uso de la tecnología de Péptidos Ligados Químicamente en Andamios (CLIPS). La tecnología
CLIPS permitió la generación de péptidos estructurados en bucles simples, bucles dobles, bucles triples, plegamientos en 
forma de hojas, plegamientos en forma de hélice y combinaciones de estos. Los moldes CLIPS se acoplaron a los residuos 
de cisteína. Las cadenas laterales de múltiples cisteínas en los péptidos se acoplaron a uno o dos moldes CLIPS. Por 
ejemplo, una solución 0,5 mM del molde T2 CLIPS 1,3-bis (bromometil) benceno se disolvió en bicarbonato de amonio 15
(20 mM, pH 7,9)/acetonitrilo (1:1(v/v)). Esta solución se añadió a las matrices de péptidos. El molde CLIPS se unió a las 
cadenas laterales de dos cisteínas tal como están presentes en los péptidos unidos en fase sólida de las matrices de 
péptidos (placa de 455 pocillos con pocillos de 3 µl). Las matrices de péptidos se agitaron suavemente en la solución 
durante 30 a 60 minutos al mismo tiempo que estaban cubiertas completamente en solución. Por último, las matrices de 
péptidos se lavaron extensamente con exceso de H2O y se sonicaron en un tampón de ruptura que contiene 1 por ciento 20
SDS/0,1 por ciento beta-mercaptoetanol en PBS (pH 7,2) a 70 °C durante 30 minutos, seguido por sonicación en H2O 
durante otros 45 minutos. Los CLIPS T3 que portan péptidos se hicieron de manera similar pero con tres cisteínas.

Los péptidos lineales y CLIPS se sintetizaron químicamente de acuerdo con los siguientes diseños:
25

30

35

40

45

50

55

60

Detección por ELISA
La unión del anticuerpo a cada uno de los péptidos sintetizados se evaluó en un ELISA basado en PEPSCAN. Las matrices 65
de péptidos se incubaron con solución de anticuerpo primario (durante la noche a 4 °C). Después del lavado, las matrices 

Serie 1

Mimético Mimético de epítopos discontinuos
Tipo

Marcador MAT.A, MAT.B

Tipo de mimético Mimético de epítopos discontinuos

Descripción Péptidos miméticos restringidos de longitud variable. A partir de las dos secuencias de partida 
(SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18) se hicieron todos los péptidos de 10 a 22, y de 10 a 18 mer 
con la etapa 4, y estos se aparearon. En el extremo terminal y entre los dos péptidos se colocan 
cisteínas. Estas se unen mediante un CLIPS T3.

Serie 2

Mimético Péptidos lineales
Tipo

Marcador RN.PKVNPQGPGPEEKRR (SEQ ID NO: 19)

Descripción Análisis de sustitución, a partir de la secuencia base PKVNPQGPGPEEKRR (SEQ ID NO: 20), 
todos los aminoácidos individuales son reemplazados por todos los aminoácidos de origen 
natural, excepto la cisteína.

Serie 3

Mimético Péptidos restringidos

Tipo

Marcador RN.PKVNPQGPGPEEKRR_BUCLE (SEQ ID NO: 19),
RN.ELCTQNCRAFRDLYS_heli3 (SEQ ID NO: 21)
RN.ELCTQNCRAFRDLYS_BUCLE (SEQ ID NO: 21)

Descripción Los análisis de sustitución, que empiezan desde las secuencias base como se indica en los 
nombres de las etiquetas, todos los aminoácidos individuales son reemplazados por todos los 
aminoácidos de origen natural, excepto la cisteína.
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de péptidos se incubaron con una dilución 1/1000 de un anticuerpo conjugado a peroxidasa (SBA, cat.nr.2010-05) durante 
una hora a 25 °C. Después del lavado, se añadieron el sustrato de peroxidasa 2,2'-azio-di-3-etilbenzotiazolina sulfonato 
(ABTS) y 2 µl/mL de H2O2 al 3 por ciento. Después de una hora, se midió el desarrollo del color. El desarrollo del color 
se cuantificó con un dispositivo de carga acoplada (CCD) a una cámara y un sistema de procesamiento de imágenes.

5
Procesamiento de los datos

Los valores obtenidos de la cámara CCD varían de 0 a 3000 mAU, similar a un lector de ELISA de placa de 96 pocillos 
estándar. Los resultados se cuantificaron y se almacenaron en la base de datos de Peplab. Ocasionalmente, un pocillo 
contiene una burbuja de aire que resulta en un valor falso positivo, las tarjetas se inspeccionan manualmente y cualquier 10
valor causado por una burbuja de aire se registra como 0.

Control de calidad de síntesis

Para verificar la calidad de los péptidos sintetizados, se sintetizó un conjunto separado de péptidos de control positivo y 15
negativo en paralelo. Estos se seleccionaron con el anticuerpo 57,9 (ref. Posthumus y otros, J. Virology, 1990, 64:3304-
3309).

Detalles de detección
20

La Tabla 7 resume las condiciones de unión del anticuerpo. Para el tampón Pepscan y el Precondicionamiento (SQ), los 
números indican la cantidad relativa de proteína competidora (una combinación de suero de caballo y ovoalbúmina).

Tabla 7: condiciones de detección
25

suero dilución tampón de muestra precondicionamiento

MIL-38 AM4 10 µg/mL 10 % SQ 50 % SQ

Resultados
30

Resultados experimentales primarios y determinación de la relación señal/ruido

En la Figura 13 se muestra una descripción gráfica del conjunto de datos completo de los resultados de ELISA sin procesar 
generados por la detección. Aquí, un diagrama de caja representa cada conjunto de datos e indica la señal de ELISA 
promedio, la distribución y los valores atípicos dentro de cada conjunto de datos. En dependencia de las condiciones del 35
experimento (cantidad de anticuerpo, fuerza de bloqueo, etcétera) se obtienen diferentes distribuciones de datos de 
ELISA.

Anticuerpo MIL 38-AM4
40

En análisis anteriores realizados por los presentes inventores, se estableció que MIL 38-AM4 se une al glipicano en el 
tramo 348VNPQGPGPEEK358 (SEQ ID NO: 22), y además se une al tramo 135TQNARA140 (SEQ ID NO: 
8)/135TQNARAFRD143 (SEQ ID NO: 9), que se tomó como una indicación para un epítopo discontinuo.

Las construcciones en bucle que contienen el tramo principal identifican los residuos que son más críticos para la unión. 45
Los resultados de este estudio demostraron que los residuos V348, Q351, G352, y P353 no toleran el reemplazo, con 
requisitos significativos para K347, N349 y P350, y en menor medida de G354, P355 y E356 (Figura 14).

Conclusiones
50

El epítopo conformacional del anticuerpo MIL38-AM4 se caracterizó.

Los péptidos obtenidos en análisis anteriores que apuntan a un epítopo discontinuo para MIL38 - AM4 se usaron para 
generar un conjunto de matrices en la que los bucles tienen diferentes longitudes. Además, se realizaron análisis de 
sustitución completa de las secuencias de péptidos individuales. Todas las matrices se sondearon con el anticuerpo 55
MIL38-AM4.

Para el reconocimiento de glipicano-1, el anticuerpo MIL38 - AM4 investigado en este estudio se une a un epítopo que 
consiste exclusiva o principalmente en el bucle flexible entre los residuos 347 y 358.

60
El anticuerpo monoclonal MIL38-AM4 se une principalmente al glipicano-1 en el bucle entre los residuos 347-355, pero 
este anticuerpo claramente se beneficia de la adición al péptido de los residuos del intervalo 135-140 o 135-143.
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5

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y científicos utilizados en la presente 
descripción tienen el mismo significado como lo entiende comúnmente el experto en la técnica a la que pertenece esta 10
invención. Aunque cualquiera de los métodos y materiales, similar o equivalente a los descritos en la presente descripción, 
puede usarse en la práctica o prueba de la presente invención, los métodos y materiales preferidos se describen en la 
presente descripción.

Las publicaciones discutidas en la presente descripción se proporcionan únicamente por su descripción antes de la fecha 15
de presentación de la presente solicitud. Nada en la presente descripción debe interpretarse como una admisión de que 
la presente invención no tiene derecho a anteceder tal publicación en virtud de una invención anterior.

Si bien la invención se ha descrito en relación con modalidades específicas de esta, se entenderá que es capaz de realizar 
modificaciones adicionales y esta solicitud está destinada a cubrir cualquier variación, usos, o adaptaciones de la 20
invención siguiendo, en general, los principios de invención que incluyen tales desviaciones de la presente descripción 
como se encuentran dentro de la práctica conocida o habitual dentro de la técnica a la que pertenece la invención y como 
puede aplicarse a las características esenciales expuestas anteriormente en la presente descripción y como sigue en el 
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

25
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para detectar cáncer de próstata en un paciente, el método comprende medir el nivel de 

glipicano-1 soluble en una muestra de fluido corporal seleccionada del grupo que consiste en sangre, suero, 

plasma, y orina, que se obtiene de un paciente y determinar que dicho paciente tiene cáncer de próstata o una 5

mayor probabilidad de desarrollar cáncer de próstata en base al nivel de glipicano-1 soluble en la muestra de fluido 

corporal, en donde los niveles medidos de glipicano-1 soluble en la muestra de fluido corporal del paciente se 

comparan con: una muestra de control de fluido corporal que se obtiene de un paciente que no tiene cáncer; o 

valores de referencia predeterminados o intervalos de valores de referencia.

10

2. El método in vitro para detectar cáncer de próstata en un paciente de conformidad con la reivindicación 1, que 

comprende las etapas de:

(a) poner en contacto dicha muestra de fluido corporal que se obtiene del paciente con un anticuerpo anti-

glipicano-1; y

(b) determinar que dicho paciente tiene cáncer de próstata o una mayor probabilidad de desarrollar cáncer de 15

próstata en base a la unión de dicho anticuerpo anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal;

en donde la unión del anticuerpo anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal se compara con la unión del 

anticuerpo anti-glipicano-1 de una muestra de control;

en donde la unión incrementada del anticuerpo anti-glipicano-1 de la muestra de fluido corporal con respecto a la 

muestra de control se asocia con la presencia de cáncer de próstata.20

3. El método in vitro de conformidad con la reivindicación 2, en donde dicho anticuerpo anti-glipicano-1 es MIL-38.

4. El método in vitro de conformidad con la reivindicación 2, en donde dicha muestra de fluido corporal se pone en 

contacto con una población de anticuerpos, en donde: los anticuerpos de la población comprenden:25

(a) una región variable de cadena pesada que comprende:

una región determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 10;

una región determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 10;30

una región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 10; y

(b) una región variable de la cadena ligera que comprende:

una región determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 11;35

una región determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 11;

una región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 11; y

los anticuerpos de la población no comprenden una región variable de la cadena ligera que comprende:40

una región determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 12;

una región determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 12;
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una región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de 

aminoácidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 12.

5. El método in vitro de conformidad con la reivindicación 4, en donde la población de anticuerpos es producida por, 

o de cualquier otra manera idéntica a una población de anticuerpos generada por células del hibridoma depositado5

el 22 de agosto de 2014 en CellBank Australia (CBA) con el número de acceso CBA20140026.

6. El método in vitro de conformidad con la reivindicación 2, en donde dicho anticuerpo anti-glipicano-1 no es MIL-38.

7. El método in vitro de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde dicho anticuerpo anti-10

glipicano-1 es un fragmento de anticuerpo o anticuerpo recombinante capaz de unirse al glipicano-1.

8. El método in vitro de conformidad con la reivindicación 1, en donde dicho nivel de glipicano-1 soluble en la muestra 

de fluido corporal que se obtiene de un paciente se compara con el nivel de glipicano-1 soluble en una muestra de 

control; en donde la unión incrementada del anticuerpo anti-glipicano-1 de la muestra de fluido corporal con 15

respecto a la muestra de control, preferentemente, un aumento del 50 % o más en el nivel de glipicano-1 soluble 

de dicha muestra de fluido corporal con respecto al nivel de glipicano-1 soluble en la muestra de control, se asocia 

con la presencia de cáncer de próstata.

9. El método in vitro de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en donde un aumento del 50 % o 20

más en la unión del anticuerpo anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal por encima del nivel de unión del 

anticuerpo anti-glipicano-1 de la muestra de control, es indicativo de cáncer de próstata.

10. El método in vitro de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7 o 9, en donde la unión del anticuerpo 

anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal se compara con la unión del anticuerpo anti-glipicano-1 a uno o 25

más estándares de glipicano-1; en donde la unión del anticuerpo anti-glipicano-1 de los estándares se usa para 

cuantificar la cantidad de glipicano-1 soluble en dicha muestra de fluido corporal.

11. El método in vitro de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde un contenido de 

glipicano-1 soluble superior a 10 ng/mL en la muestra de fluido corporal es indicativo de cáncer de próstata.30

12. El método in vitro de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende, además:

medir el nivel de antígeno prostático específico (PSA) en una muestra de fluido corporal que se obtiene del 

paciente, y determinar que dicho paciente tiene cáncer de próstata o una mayor probabilidad de desarrollar cáncer 

de próstata en base a (i) el nivel de PSA medido en la muestra de fluido corporal, y (ii) la unión de dicho anticuerpo 35

anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal.

13. El método in vitro de conformidad con la reivindicación 12, en donde el nivel de antígeno prostático específico 

(PSA) en la muestra de fluido corporal medido se compara con el nivel de PSA medido en una muestra de control; 

en donde el aumento de los niveles de PSA en la muestra de fluido corporal con respecto a la muestra de control 40

se asocia con la presencia de cáncer de próstata.

14. El uso de un kit que comprende:

un primer anticuerpo anti-glipicano-1, y
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estándares de glipicano-1;

en el método in vitro de conformidad con la reivindicación 1, en donde el primer anticuerpo anti-glipicano-1 se usa 

para detectar glipicano-1 soluble en la muestra de fluido corporal.

15. El uso de conformidad con la reivindicación 14, en donde el anticuerpo anti-glipicano-1 es:5

(i) no es MIL-38; o

(ii) MIL-38; o

(iii) el anticuerpo mencionado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 4, 5 o 7.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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(S
E

Q
 I

D
 N

O
: 
2
3
)

L
o
s
 p

é
p
tid

o
s 

co
in

ci
d
e
n
te

s
 e

st
á
n
 s

u
b
ra

ya
d
o
s

C
o
b
e
rt

u
ra

 d
e
 s

e
cu

e
n
c
ia

: 
1
8
 %

G
lip

ic
a
n
o
 -

1

M
a
s
a
: 

6
1
6
4
1

0
5
 =

 H
o
m

o
 s

e
p
ie

n
e

P
u
n
tu

a
ci

ó
n
: 

1
5
3
1

C
o
in

ci
d
e
n
ci

a
s
: 

4
8
(4

3
)

S
e
cu

e
n
ci

a
s:

G
P

C
1
 H

U
M

A
N

O

E15737205
14-01-2021ES 2 803 217 T3

 



54

Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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