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ES 2803217713

DESCRIPCION
Antigeno de superficie de células de cancer de prostata para el diagnostico
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo del diagnostico del cancer de préstata. En particular, la presente
invencion se refiere a la identificacion de biomarcadores en muestras biolégicas, que pueden usarse en la deteccion de
cancer de préstata. Como se describe en la presente descripcion, los marcadores identificados pueden usarse, ademas,
para determinar el prondstico y controlar la respuesta al tratamiento en los pacientes con cancer de prostata.

Antecedentes de la invencion

El cancer de prostata es el cancer visceral diagnosticado con mayor frecuencia y la segunda causa principal de muerte
por cancer en hombres en los Estados Unidos. La Sociedad Estadounidense del Cancer estima que en 2013 se
diagnosticaran unos 238 590 nuevos casos de cancer de prostata y 29 720 hombres moriran de la enfermedad. En general,
uno de cada seis hombres sera diagnosticado con cancer de préstata en su vida.

Actualmente, el cancer de prostata puede detectarse mediante un examen rectal digital (DRE) o mediante la medicion del
antigeno prostatico especifico (PSA) en la sangre de los pacientes. Sin embargo, ninguna de las pruebas es
completamente concluyente, y ambas pueden conducir a falsos negativos (lo que deja sin detectar los canceres reales) y
falsos positivos (que sefiala cancer donde no lo hay). Por ejemplo, las pruebas estandar de PSA realizadas con el limite
recomendado de 4,0 ng/mL, son 86 % sensibles en pacientes con cancer pero solo 33 % especificas, lo que produce
falsos positivos en aproximadamente el 67 % de los pacientes sin cancer (Hoffman y otros, 2002). Los falsos positivos
habitualmente son seguidos por biopsias invasivas y dolorosas. Suhovskih y otros, (2013) describen la expresion de
glipicano-1 en tejido prostatico humano normal y en cancer de préstata.

Existe una necesidad de pruebas de diagndstico de cancer de prostata con mayor precision y/o sensibilidad.
Resumen de la invencion

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que los niveles del proteoglicano de heparan sulfato de
glipicano-1 (GPC-1) soluble estan elevados en los fluidos o tejidos corporales de pacientes con cancer de préstata. Los
presentes inventores descubrieron que el glipicano-1 soluble es un nuevo marcador para el cancer de prostata. Por
consiguiente, la presente invencion proporciona los métodos para detectar glipicano-1 soluble con el propdsito de
determinar la existencia de cancer de préstata en pacientes.

La invencioén proporciona un método in vitro para detectar cancer de prostata 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 cancer de préstata o una
mayor probabilidad de desarrollar cancer de prostata 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 cancer; o valores
de referencia predeterminados o intervalos de valores de referencia. En algunas modalidades, los niveles de uno o mas
marcadores adicionales de prostata se miden en la muestra de fluido corporal, y la determinacién de que el paciente tiene
cancer se basa en los niveles de glipicano-1 soluble y en los niveles de uno o mas marcadores adicionales en la muestra
de fluido corporal del paciente. En algunas modalidades, el cancer es cancer de prostata, 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 facil deteccion. El
marcador de anticuerpos puede ser un marcador fluorescente, un sistema de amplificacion 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.

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

En otras modalidades, el nivel de unién del anticuerpo anti-glipicano-1 al fluido corporal del paciente se compara con el
nivel de unién del anticuerpo anti-glipicano-1 a un estandar de referencia, en donde la unién incrementada del anticuerpo
anti-glipicano-1 a la muestra de fluido corporal con respecto a la muestra estandar de referencia se asocia con la presencia
de cancer de préstata. En algunas modalidades, dicho estandar de referencia comprende una muestra con un contenido
conocido de glipicano-1 soluble. En algunas modalidades, la comparacion de la unién del anti-glipicano-1 al fluido o tejido
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corporal se compara con la unién del anti-glipicano-1 a los estandares 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 cancer de préstata.

Los métodos de diagnodstico descritos en la presente descripcion pueden comprender, ademas, administrar uno o mas
tratamientos para el cancer de prostata a un paciente, y seguir los cambios en el nivel de glipicano-1 en fluidos o tejidos
corporales como un mecanismo para controlar la recuperacion del paciente o las respuestas a los tratamientos para el
cancer de prostata. La union del anticuerpo antiglipicano-1 puede detectarse mediante técnicas tales como
inmunofluorescencia, radiomarcaje, inmunotransferencia, inmunoensayo ligado a enzimas, citometria de flujo, densidad
optica, y quimioluminiscencia.

La presente descripcion incluye, ademas, kits para detectar glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de los pacientes.
Como se describe en la presente descripcion, el kit para detectar el cancer de préstata comprende un primer anticuerpo
anti-glipicano-1, un vehiculo aceptable farmacéuticamente, y estandares 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 descripcion, el kit
comprende, ademas, un ligando secundario. Como se describe en la presente descripcion, el ligando secundario es un
segundo anticuerpo anti-glipicano-1. Como se describe en la presente descripcion, el segundo anticuerpo anti-glipicano-
1 es el mismo que el primer anticuerpo anti-glipicano-1.

Como se describe en la presente descripcion, el ligando secundario se conjuga con un marcador para la deteccion rapida
de dicho ligando.

La presente invencion se refiere, por lo tanto, a un método in vitro para detectar cancer de préstata 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 cancer
de prostata o una mayor probabilidad de desarrollar cancer de prostata 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
tiene cancer; o valores de referencia predeterminados o intervalo de valores de referencia.

Otras modalidades se definen mediante las reivindicaciones adjuntas.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Caracterizacion del antigeno glipicano-1 MIL-38 unido a la célula.

Las células de cancer de prostata DU-145 se procesaron con un kit de Extraccion de Proteina de Membrana (MPEK,
Merck) y se incubaron con el anticuerpo MIL-38 unido a perlas magnéticas. El antigeno se inmunoprecipité y se lavo sobre
las perlas magnéticas antes de eluir el antigeno y someter dicho antigeno a analisis de espectrometria de masas. Los
resultados del analisis de espectrometria de masas muestran que se identifica glipicano-1 como el antigeno de MIL-38.
Las 18 secuencias peptidicas Unicas que abarcan la proteina glipicano-1 estan subrayadas.

Figura 2. Inmunoprecipitacion de MIL-38 y cromatografia de exclusion por tamafrio.

Los extractos de membrana de las células DU-145 de cancer de préstata se inmunoprecipitaron mediante el uso de MIL-
38 y se pasaron por una columna de cromatografia de exclusion por tamafio. La figura muestra el andlisis de transferencia
Western de fracciones de cromatografia por pares mediante el uso del anticuerpo MIL-38 o el control de anticuerpo
secundario. El antigeno de MIL-38 se muestra a 60Kd en las fracciones A28 y A30.

Figura 3. La espectrometria de masas del antigeno de MIL-38 purificado por cromatografia de exclusion por tamafrio.

La fraccion nimero A29 de la separacion mediante cromatografia de exclusion por tamafio de la Figura 2 se analizd
mediante espectrometria de masas. Los resultados del analisis de espectrometria de masas muestran que se identificd
glipicano-1 como el antigeno de MIL-38 con 8 secuencias peptidicas Unicas que abarcan la proteina 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 proteinas de membrana de las células DU-145 de cancer de prostata se separaron en gel 2D (gradiente
horizontal pl 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 proteina de 60Kd
(encerrada en un circulo en la figura). El carril D es una separacion unidimensional para los extractos de DU-145 como
control. El carril M es un carril de separacion unidimensional para marcadores de tamafio molecular como controles.
Figura 5. MIL-38 puede detectar inmunoprecipitados de anticuerpos GPC-1 y viceversa.

Cada uno de los anticuerpos MIL-38 y anti-GPC-1 de conejo se usaron para inmunoprecipitar sus antigenos a partir de
los extractos de proteina de membrana de las células DU-145 de cancer de prostata 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 deteccion de GPC-1 de los inmunoprecipitados de MIL-38 (izquierda) y la deteccién de MIL-38 de
los inmunoprecipitados de GPC-1 (derecha). La Figura 5B representa la deteccion de MIL-38 de inmunoprecipitados de
MIL-38 como un control. Los carriles son: marcador de proteina comercial Magic Mark como control; extracto de proteina
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de membrana de cancer de préstata DU145 MPEK (no inmunoprecipitado); flujo de DU145 FT de cancer de prostata a
través de la inmunoprecipitacion; inmunoprecipitados DU145 IP mediante el uso de anticuerpo; Extracto de proteina de
membrana de control C3 MPEK- (negativo MIL-38) (no inmunoprecipitado); C3 FT- (MIL-38 negativo) flujo celular a través
de la inmunoprecipitacion; elucion 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,
ademas, 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 NSO se evalud 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 proteina comercial Magic Mark como control;
GPC-1 Proteina Glipicano-1 recombinante; GPC-1 red- Proteina Glipicano-1 recombinante con agente reductor.

Figura 7. MIL-38 puede detectar el antigeno secretado en el sobrenadante de cultivo celular.

Las células de cancer de préstata DU-145 se incubaron con medio libre de suero durante 36 horas para producir medio
condicionado sin células. El medio condicionado sin células se inmunoprecipité mediante el uso del anticuerpo MIL-38 y
se compard con un IP estandar mediante el uso de extractos de proteina de membrana MPEK DU-145. Se muestra una
transferencia western de los inmunoprecipitados mediante el uso del anticuerpo MIL-38. El anticuerpo MIL-38 puede
detectar antigenos de 40 y 55 kD en el medio liquido condicionado.

Figura 8. El antigeno de MIL-38 detectado en el sobrenadante del cultivo celular es glipicano-1

Las células de cancer de préstata DU-145 se incubaron con medio libre de suero durante 36 horas para producir medio
condicionado sin células. El medio condicionado se inmunoprecipité mediante el uso del anticuerpo MIL-38 y los
inmunoprecipitados se enviaron para analisis de espectrometria de masas. Figura 8A. Una muestra que contenia los
antigenos reactivos de MIL-38 de 40 y 55 kD se someti6 a analisis de espectrometria de masas. Los resultados del analisis
de espectrometria de masas muestran que se identifica glipicano-1 como el antigeno de MIL-38 del medio liquido
condicionado con 9 secuencias de péptidos Unicas que abarcan el extremo N-terminal de la proteina glipicano-1
subrayada. Figura 8B. Una muestra que contiene el antigeno reactivo de MIL-38 de 40 kDa se sometié a analisis de
espectrometria de masas. Los resultados del analisis de espectrometria de masas muestran que se identifica glipicano-1
como el antigeno de MIL-38 del medio liquido condicionado con 10 secuencias peptidicas Unicas que abarcan el extremo
N-terminal de la proteina glipicano-1 subrayada. Figura 8C. Una muestra que contiene el antigeno reactivo de MIL-38 de
55 kDa se sometié a analisis de espectrometria de masas. Los resultados del analisis de espectrometria de masas
muestran que se identifica glipicano-1 como el antigeno de MIL-38 del medio liquido condicionado con 9 secuencias de
péptidos Unicas que abarcan el extremo N-terminal de la proteina glipicano-1 subrayada.

Figura 9. El anticuerpo MIL-38 puede detectar glipicano-1 en el plasma de pacientes con cancer de préstata y en extractos
de membrana de canceres de préstata.

Figura 9A. Las muestras de plasma de un paciente control normal y un paciente con cancer de prostata se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo MIL-38. Se muestran transferencias Western con los anticuerpos MIL-38 y rGPC1.
MIL-38 inmunoprecipitd niveles mas altos de proteina glipicano-1 en el plasma del paciente con cancer de prostata que
en el plasma del paciente control. Los carriles son: 046 IP NT -IP del plasma de cancer de préstata; 046 IP Hepl- IP del
plasma de cancer de préstata tratado con heparinasa; 042 IP NT -IP del plasma de control normal; 042 IP Hepl -IP del
plasma de control normal tratado con heparinasa; Magic Mark marcador de proteina comercial como control. Figura 9B.
Se obtuvieron extractos de proteinas de membrana de una prostata normal y de préstata de cancer a partir de Novus Bio.
Se realizaron transferencias western de cantidades equivalentes de proteina mediante el uso del anticuerpo MIL-38. EI
extracto de cancer de préstata demostré una mayor expresion del antigeno de MIL-38.

Figura 10. MIL-38 puede detectar cancer en la orina de pacientes con cancer de préstata.

Se recolectaron muestras de orina de 125 pacientes de la misma edad y se analizé la presencia de cancer de prostata
mediante el uso del anticuerpo MIL-38 en un ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Los pacientes se clasificaron como
controles sanos, hipertrofia prostatica benigna (BPH) o cancer de prostata (CaP) en base a la confirmacion de la biopsia
(BPH, CaP) o al analisis de los factores de riesgo (controles sanos). La figura muestra imagenes 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 sandwich se realizaron mediante el uso de 0, 0,1, 1 o 10 ng de la proteina de glipicano-1 humana
producida en NSO recombinante (rhGPC1) como analito. Figura 11A. Captura con anticuerpos MIL-38, deteccién con
policlonal anti-GPC1 (a-GPC1) generado en conejo. Figura 11B. Captura con anticuerpo anti-glipicano-1, deteccion con
MIL-38. Figura 11C. Captura con MIL-38, deteccion con MIL-38 biotinilado.

Figura 12. Ensayos ELISA de tipo sandwich comparativos realizados mediante el uso de diferentes preparaciones de
anticuerpos MIL-38 como anticuerpos de captura.

La Figura 12A muestra ensayos ELISA de tipo sandwich comparativos mediante el uso de AM3 y AM4 como anticuerpos
de captura. La Figura 12B muestra los ensayos ELISA comparativos de tipo sandwich mediante el uso de una preparacion
mixta (34A) o una poblacion clonal (AM4 1F5) como anticuerpos de captura.

Figura 13. Graficos de diagrama de caja de datos sin procesar de deteccion de anticuerpos.

La union del anticuerpo AM4 MIL-38 a cada uno de los péptidos sintetizados se evalué en un ELISA basado en PEPSCAN.
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 estan en 1,5 del rango intercuartilico, una indicacion de valores estadisticos
atipicos dentro del conjunto de datos (Mcgill y otros, The American Statistician, 32: 12-16, 1978);

Figura 14. Representacion de diagrama de letra de MIL38-AM4 detectado en el andlisis de sustitucion del conjunto 3
(Ejemplo 13).
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Descripcion detallada

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que los niveles del proteoglicano de heparan sulfato de
glipicano-1 (GPC-1) estan elevados en los fluidos corporales de pacientes con cancer de prostata. Los presentes
inventores descubrieron que el glipicano-1 es un nuevo marcador para el cancer de prostata. Por consiguiente, la presente
invencién proporciona los métodos para detectar la existencia de cancer de préstata 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 cancer de prdstata no estan sujetas al
limite de divisiones de Hayflick y contindan dividiéndose indefinidamente lo que causa crecimientos anormales.

La manifestaciéon mas comun de cancer es la formacion de tumores en los cuerpos de los pacientes. Los tumores de
cancer de préstata pueden ser indoloros y asintomaticos. Los tumores pueden causar molestias fisicas u otros sintomas
localizados, tales como bloqueos de fluidos o sangrado. El cancer de préstata puede causar sintomas sistémicos, tales
como los causados por la interrupcién de las funciones normales del cuerpo. Los sintomas de los canceres de prostata
pueden incluir cambios en los habitos intestinales o en la funcién de la vejiga.

Uno de los factores distintivos entre los tumores benignos de préstata (no cancerosos) y los tumores malignos de prostata
(cancerosos) es la capacidad de hacer metastasis. La metastasis es la capacidad de los canceres de propagarse (hacer
metastasis) a otras partes del cuerpo. El cancer de préstata en pacientes se clasifica, ademas, en fases de acuerdo con
la progresion de la enfermedad. El sistema de estadificacion mas comun es el sistema TNM, que clasifica el cancer en
base al tamario y a la extension del tumor primario (T), la propagacion del cancer a los ganglios linfaticos cercanos (N), y
la presencia de un tumor secundario formado por las metastasis (M) del tumor primario a otras partes del cuerpo (American
Cancer Society). La Tabla 1 muestra ejemplos de las definiciones para cada fase de cancer. Tabla 1. Definiciones para
las fases de cancer del sistema TNM, adaptadas de la American Cancer Society.

Fase Definicion

Fase 0 Carcinoma in situ

Fase |, Fase ll, y Fase lll |Los nimeros mas altos indican una enfermedad mas extensa: mayor tamafio tumoral y/o
diseminacion del cancer mas alla del 6érgano en el que se desarrollé por primera vez a los|
ganglios linfaticos y/o tejidos u érganos adyacentes a la ubicacion del tumor primario

Fase IV El cancer se ha diseminado a tejidos u 6rganos distantes

Los métodos descritos en la presente descripcion pueden detectar canceres en una o mas fases.

El glipicano-1 esta codificado por la SEQ ID NO: 1. La proteina Glipicano-1 es la secuencia de aminoacidos completa de
la SEQ ID NO: 2. En algunos ejemplos, la proteina glipicano-1 no incluye el péptido sefial de la SEQ ID NO: 3. En algunos
ejemplos, la proteina glipicano-1 no incluye el propéptido de la SEQ ID NO: 4. En algunos ejemplos, la proteina glipicano-
1 esla 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 descripcion proporciona, ademas, un método para determinar un pronoéstico para un
paciente con cancer de prostata. 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 mas altos de glipicano-1 se asocian con un peor prondstico o un resultado menos favorable
del paciente.

Ejemplos no limitantes de canceres de prostata que pueden detectarse con la presente invencion incluyen neoplasia
intraepitelial prostatica, adenocarcinoma, leiomiosarcoma, y rabdomiosarcoma

Una de las herramientas mas poderosas contra el cancer es la deteccion temprana. Las fases mas tempranas del cancer
tienden a ser mas faciles de tratar, y el prondstico para la mayoria de los canceres generalmente es mejor si la enfermedad
aun esta localizada. Existen muchas pruebas que pueden ayudar a diagnosticar el cancer. En algunos ejemplos, la
presente descripcion usa glipicano-1 solo para detectar el cancer de prostata. En otros ejemplos, el GPC-1 se usa junto
con otro antigeno en donde la presencia de cancer de prostata se determina mediante la deteccion de ambos antigenos.
En un ejemplo, el otro antigeno es el PSA.

La presente invencion proporciona los métodos para detectar el cancer de prostata. El cancer de prostata es el cancer
visceral diagnosticado con mayor frecuencia y la segunda causa principal de muerte por cancer en hombres en los Estados
Unidos. La Sociedad Estadounidense del Cancer estima que en 2013 se diagnosticaran alrededor de 238 590 casos
nuevos de cancer de prostata y 29 720 hombres moriran de la enfermedad. En general, uno de cada seis hombres sera
diagnosticado con cancer de prostata en su vida. Los canceres de préstata se han asociado con muchos sintomas, que
incluyen dificultad para orinar, disfuncién eréctil y dolor. Aunque la mayoria de los canceres de prostata son de crecimiento
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lento, hay casos de canceres de prostata agresivos que pueden producir metastasis y, en Ultima instancia, provocar la
muerte.

Hay dos pruebas principales de deteccion de cancer de prostata usadas actualmente por profesionales médicos: un
examen rectal digital (DRE), y la medicidon del antigeno prostatico especifico (PSA) en la sangre de los pacientes.
Desafortunadamente, ninguna de estas pruebas es completamente concluyente y ambas pueden dar como resultado
falsos negativos (lo que deja los canceres reales sin ser detectados) y falsos positivos (que sefiala cancer donde no lo
hay). Por ejemplo, las pruebas estandar de PSA realizadas con el limite recomendado de 4,0 ng/mL, son 86 % sensibles
en pacientes con cancer pero solo 33 % especificas, lo que produce falsos positivos en aproximadamente el 67 % de los
pacientes sin cancer (Hoffman y otros, 2002). La presente invencion describe los métodos para combinar las mediciones
de glipicano-1 soluble con otro antigeno de cancer de préstata, el PSA, en donde la presencia de cancer de prostata 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 linea celular de cancer
de vejiga humano UCRU-BL-17CL (Walker y otros, 1989). Se demostré que el anticuerpo resultante se une a la mayoria
de las lineas de cancer de vejiga humano (Russell y otros, 2004). Se describié que el anticuerpo se une a una proteina
de 30 Kd de la superficie celular y que era Uutil para detectar determinados tipos de carcinoma de vejiga (patente de los
EE.UU. nim. 5,622,836).

La presente invencion describe por primera vez la identidad del antigeno de MIL-38. Los presentes inventores
descubrieron el antigeno a través de una serie de inmunoprecipitaciones, analisis de transferencia westerns, analisis de
espectrometria de masas, y geles 2D descritos mas abajo en los Ejemplos 1-8. De acuerdo con la presente invencion,
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 medicién
para diagnosticar el cancer de préstata en un paciente del que se deriva la muestra. En algunas modalidades, el agente
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 antigeno glipicano-1 en la superficie de las células de cancer
de prostata. De acuerdo con la invencion, el anticuerpo MIL-38 se usa para detectar glipicano-1 soluble en los fluidos
corporales de pacientes con cancer de prostata. El anticuerpo MIL-38 tiene especificidad de unién para un epitopo del
glipicano-1 que comprende un primer segmento KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 6) o KYNPQGPGP (SEQ ID NO: 7). El
epitopo puede comprender, ademas, un segundo segmento TQNARA (SEQ ID NO: 8) o TQNARAFRD (SEQ ID NO: 9).
En la presente descripcion se describe que la capacidad de MIL-38 para unirse al tejido del cancer de prostata se basa
en la presencia del antigeno glipicano-1 y demuestra, ademas, el uso de otros anticuerpos anti-glipicano-1 para detectar
células cancerosas de prostata. Por lo tanto, en algunas modalidades, el anticuerpo anti-glipicano-1 no es MIL-38.
Ademas, la presente invencion demuestra la capacidad de detectar cancer de préstata mediante la deteccion de niveles
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 cancer de prostata.

De acuerdo con la invencion, los niveles de glipicano-1 soluble en los fluidos corporales pueden detectarse mediante el
uso de cualquier técnica adecuada (por ejemplo, cualquier técnica protedmica). 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 region
variable de cadena pesada que comprende una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o
que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 10; una region
determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida
por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 10; una regién determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende
0 que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 10; y comprende
una region variable de cadena ligera que comprende una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 11; una
region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 11; una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos 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 region
variable de la cadena ligera que comprende una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 12; una region
determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida
por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 12; y una regién determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende
0 que consiste en una secuencia de aminoacidos 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
hibridoma como el depositado el 22 de agosto de 2014 en CellBank Australia (CBA) con el numero de acceso
CBA20140026.

En algunas modalidades de la invencion, pueden usarse uno o mas 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
los anticuerpos enumerados en la (Tabla 2) de esta solicitud. El anticuerpo que se usa para detectar glipicano-1 soluble
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en los fluidos corporales de los pacientes podria 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 unién a antigeno, F(ab'),, ScFv, Di-scFv sdAb, F(ab'); unido quimicamente, anticuerpos biespecificos, anticuerpos
triespecificos Fab3, Bis-scFv, anticuerpos minicuerpos bivalentes, anticuerpos triacuerpos ftrivalentes, anticuerpos
diacuerpos biespecificos, anticuerpos tetracuerpos tetravalentes. Puede encontrarse una revision 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-1

Compafiia Catalogo # Reactividad [Uso Huésped |M/P Especificidad |Inmundégeno
de unién
R&D BAF4519 Humano WB, FC Cabra poli @a24-530 Glipicano-1 humano
recombinante derivado de NSO
linea celular de mieloma de
raton, Asp24-Ser530 (Acceso #
P35052)
Bioss bs-2426R-Biotina  [Humano, \WB, ELISA,|Conejo poli Inmundégeno desconocido.
raton, rata,||[HC-P&F Conjugado a Biotina
perro,  vaca,
caballo
Bioss bs-2426-HRP Humano, \WB, ELISA,|Conejo poli Inmundégeno desconocido.
raton, rata,||[HC-P&F Conjugado a HRP
perro,  vaca,
caballo
antibodies- IABIN740102 Humano, \WB, ELISA,|Conejo poli C Terminal Péptido sintético derivado del
online raton, rata,||[HC-P&F extremo C terminal de glipicano-
perro,  vaca, 1 humano. Conjugado a biotina.
caballo
antibodies- IABIN1174125 Humano IHC, WB,|Conejo poli Inmundégeno desconocido.
online ELISA Biotina conjugada
antibodies- IABIN740109 Humano, \WB, ELISA,|Conejo poli C Terminal Péptido sintético derivado del
online raton, rata,||[HC-P&F extremo C terminal de glipicano-
perro,  vaca, 1 humano. Indagar sobre Ila
caballo informacién de la secuencia.
Conjugado a HRP
antibodies- IABING653109 Humano WB, IHC,|Conejo poli N Terminal Péptido sintético conjugado a
online FACS, KLH entre 12-41aa de la region
ELISA N-terminal de Glipicano-1
humano
antibodies- IABIN952553 humano ELISA, Conejo poli N Terminal Péptido sintético conjugado a
online IHC-p, WB, KLH entre 12-41aa de la region
FACS N-terminal de Glipicano-1
humano
antibodies- IABIN797896 humano IHC, WB  [Conejo poli N Terminal péptido sintético derivado del
online dominio N-terminal de GPC1
humano
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antibodies- ABIN347483 raton, rata,l[HC, WB  |Conejo poli N Terminal péptido sintético derivado del
online humano dominio N-terminal de GPC1
humano
antibodies- ABIN347484 humano IHC, WSB,|Conejo poli N Terminal péptido sintético derivado del
online ICC, ELISA dominio N-terminal de GPC1
humano
antibodies- ABIN740100 Humano, \WB, ELISA,|Conejo poli C Terminal Péptido sintético derivado del
online raton, rata,|[HC-P&F, extremo C-terminal de glipicano-
perro,  vaca,|lF 1 humano. Indagar sobre la
caballo informacién de la secuencia.
antibodies- ABIN207433 humano \WB, ELISA |Conejo poli C Terminal péptido sintético
online correspondiente a residuos C-

terminales del precursor de
GPC1 humano

antibodies- ABIN964659 humano, \WB, ELISA |Conejo poli region interna |péptido sintético
online raton, rata correspondiente a una region
interna de GPC-1 humano

antibodies- ABIN349638 humano \WB, ELISA |Conejo poli region interna |péptido sintético

online correspondiente a GPC1
humano

antibodies- ABIN1101824 humano \WB, ELISA |Conejo poli region interna |péptido sintético

online correspondiente a una region

interna de GPC-1 humano

antibodies- ABIN595376 humano \WB, ELISA |Conejo poli region interna |péptido sintético
online correspondiente a una region
interna de GPC-1 humano

antibodies- ABIN330371 humano \WB, ELISA |cabra poli @a24-530 @a24-530 de rhGlipicano 1
online derivado de NSO

antibodies- ABIN1479675 humano FACS, IHC,|Conejo poli aa12-41 péptido sintético de la region N-|
online WB, ELISA terminal de GPC1 humano

conjugado a KLH

En algunos aspectos, puede generarse un nuevo anticuerpo anti-glipicano-1 a partir de la proteina 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 epitopo de glipicano-1 que comprende un primer segmento KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 6) o KYNPQGPGP (SEQ ID
NO: 7). El epitopo puede comprender, ademas, un segundo segmento TQNARA (SEQ ID NO: 8) o TQNARAFRD (SEQ
ID NO: 9). Un experto en la técnica reconocera que hay muchos procedimientos disponibles para la produccion de
anticuerpos, por ejemplo, los métodos descritos en (Harlow y otros, 1988). En algunos ejemplos, el inmundgeno de
glipicano-1 que se usa para crear los anticuerpos anti-glipicano-1 incluira las modificaciones postraduccionales de la
proteina natural (por ejemplo, el plegamiento). En algunos ejemplos, el inmundgeno de glipicano-1 no incluira el péptido
sefal (SEQ ID No: 3), o las secuencias del propéptido C-terminal (SEQ ID No: 4). En algunos ejemplos, los inmunégenos
de glipicano-1 se obtienen de células humanas u otras células de mamiferos tales como NSO murina transformada, DU-
145 de tipo silvestre, u otra linea celular que expresa glipicano-1. En algunas modalidades, el antigeno de glipicano-1
pueden ser células que expresan glipicano-1. En algunos ejemplos, el inmundgeno de glipicano-1 puede ser células
enteras o partes de células con la proteina glipicano-1 en su superficie. Un experto en la técnica apreciara, ademas, que
los fragmentos de unién o los fragmentos Fab pueden prepararse a partir de informacion genética mediante diversos
procedimientos bien conocidos tales como los descritos en (Borrebaeck y otros, 1995; y la patente de los EE.UU. nim.
7,960,517).

Pueden crearse anticuerpos policlonales dirigidos contra el glipicano-1 para la deteccién del cancer de prostata. De nuevo,
solo a modo de ejemplo no limitante, el anticuerpo policlonal dirigido a glipicano-1 puede generarse contra una serie de
epitopos de glipicano-1 que incluyen un epitopo de glipicano-1 que comprende un primer segmento KVNPQGPGPE (SEQ
ID NO: 6) o KYVNPQGPGP (SEQ ID NO: 7). El epitopo puede comprender, ademas, un segundo segmento TQNARA (SEQ
ID NO: 8) o TQNARAFRD (SEQ ID NO: 9). Pueden usarse diversos procedimientos conocidos en la técnica para la
produccion de anticuerpos policlonales contra glipicano-1 o un fragmento de glipicano-1. La proteina 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 purifico y se evalud su
capacidad para reaccionar con glipicano-1 a través de técnicas bien conocidas en la técnica, tales como transferencia
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westerns, ensayos ELISA, selecciéon por inmunofluorescencia, citometria de flujo, clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) u otros.

En otro ejemplo, pueden crearse anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos contra glipicano-1 para la deteccién del cancer
de préstata. De nuevo, solo a modo de ejemplo no limitante, el anticuerpo monoclonal dirigido al glipicano puede generarse
contra un epitopo de glipicano-1 que comprende un primer segmento KVMPQGPGPE (SEQ ID NO: 6) o KVNPQGPGP
(SEQ ID NO: 7). El epitopo puede comprender, ademas, 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. nim. 6,116,013). Para mas detalles y
ejemplos sobre la produccion de anticuerpos, ver la patente de los EE.UU. num. 7,985,560.

En algunas modalidades de la presente invencion, el glipicano-1 soluble se detecta en los fluidos corporales de los
pacientes mediante un anticuerpo anti-glipicano-1. De acuerdo con la invencién, 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 descripcion, el
glipicano-1 se detecta en muestras de tejido de pacientes. En algunos ejemplos, las muestras de tejido incluyen biopsias
tumorales u otro tejido del paciente. En algunos aspectos, el anticuerpo detecta glipicano-1 mediante analisis de
transferencia Western, ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), clasificacion de células fluorescentes o
FACS, inmunofluorescencia, radiomarcaje, inmunoprecipitacion, inmunohistoquimica, inmunotransferencia,
quimioluminiscencia, y/u otras técnicas conocidas para detectar proteina con un anticuerpo u otro ligando tal como una
proteina capaz de unirse a glipicano-1. En algunos ejemplos, el glipicano-1 se detecta mediante una prueba de biopelicula,
0 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 union a glipicano-1 recubiertos con superficies transparentes (por ejemplo,
portaobjetos de policarbonato). La unién de células portadoras de glipicano-1 o glipicano-1 puede detectarse mediante
cambios en la densidad éptica. En algunos ejemplos, la unién del anticuerpo anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido o
de tejido corporal se compara con la uniéon del anticuerpo anti-glipicano-1 a uno o mas estandares de calibracion de
glipicano-1; en donde la union del anticuerpo anti-glipicano-1 de los estandares de calibracion se usa para cuantificar la
cantidad de glipicano-1 en dicha muestra de fluido corporal. En un ejemplo, los estandares de calibracion comprenden
una o mas muestras con concentraciones conocidas de glipicano-1.

En algunos ejemplos, la medicion de glipicano-1 se logra mediante el contacto de dicha muestra de fluido corporal con un
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 deteccion por el
ligando anti-glipicano-1. En algunos ejemplos, dicho pretratamiento puede incluir tratamiento con agentes tales como
heparinasa PNGasaF, N-glucosidasa, fosfatasa alcalina, o heparitinasa, entre otros. En otros ejemplos, dicho tratamiento
previo puede incluir lisis de tejidos, purificacion de membranas, fraccionamiento del plasma sanguineo o del suero,
purificacién celular, o purificacién de proteinas, entre otros.

En algunas modalidades, los niveles medidos de glipicano-1 soluble en el fluido corporal de un paciente se comparan con
una muestra de control de fluido corporal de un paciente que no tiene cancer. 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 tamafio o de la progresion del tumor de préstata.

En algunos ejemplos, la deteccion 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 colorimetria,
quimioluminiscencia, y fluorometria. Los ensayos ELISA se han aplicado con éxito en la determinacion de cantidades
infimas de farmacos 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 util en la presente descripcién puede emplear
cualquier reactivo de captura adecuado y reactivos detectables, que incluyen anticuerpos y derivados de estos, ligandos
proteicos y similares. En determinados ejemplos, el ELISA esta basado en células. En otros ejemplos, el ELISA detecta
antigenos libres de células. En algunos ejemplos, la muestra biolégica 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
o0 se unan al glipicano-1. La etapa de deteccion implica el uso del anticuerpo detectable o ligandos de proteinas
detectables, que pueden unirse a dicho glipicano-1y usarse para detectar la presencia o cantidad de glipicano-1 en funcién
de la deteccion de su marcador.

En algunos ejemplos, la muestra biolodgica 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
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 inmovilizacién se realiza convencionalmente insolubilizando el
reactivo de captura bien sea antes del procedimiento del ensayo, como mediante adsorcién a una matriz o superficie
insoluble en agua (patente de los EE.UU. num. 3,720,760), o mediante un acoplamiento no covalente o covalente (por
ejemplo, mediante el uso de las uniones cruzadas con el glutaraldehido o carbodiimida, con o sin activacion previa del
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soporte con, por ejemplo, acido nitrico y un agente reductor como se describe en la patente de los EE.UU. nim. 3,645,852
o en Rotmans y otros, 1983), o después, por ejemplo, mediante inmunoprecipitacion.

En algunos ejemplos, la fase solida que se usa para la inmovilizacién puede ser cualquier soporte o vehiculo inerte que
sea esencialmente insoluble en agua y util en ensayos inmunométricos, lo que incluye los soportes en forma de, por
ejemplo, superficies, particulas, matrices porosas, etcétera. Los ejemplos de soportes usados cominmente incluyen
laminas pequefias, Sephadex, cloruro de polivinilo, perlas de plastico, y placas de ensayo o tubos de ensayo fabricados
de polietileno, polipropileno, poliestireno y similares, que incluyen placas de microtitulacion de 96 pocillos, asi como
también materiales particulados tales como papel de filtro, agarosa, dextrano reticulado, y otros polisacaridos.
Alternativamente, las matrices reactivas insolubles en agua tales como los carbohidratos activados con bromuro de
cianogeno y los sustratos reactivos descritos en las patentes de los EE.UU. nums. 3,969,287; 3,691,016; 4,195,128;
4,247,642; 4,229,537; y 4,330,440 se emplean adecuadamente para la inmovilizacion de reactivos de captura. En un
ejemplo, el reactivo de captura inmovilizado se recubre sobre una placa de microtitulacion, y en particular la fase soélida
usada es una placa de microtitulacién de multiples pocillos que puede usarse para analizar numerosas muestras a la vez,
por ejemplo, una placa de ELISA de 96 pocillos de microtitulacion tal como las que vende Nunc Maxisorb o Immulon. En
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 soélida se recubre con el reactivo de captura como se definié anteriormente, que puede estar
unido por una interaccién no covalente o covalente o enlace fisico, segun conveniencia. Las técnicas de fijacion incluyen
las descritas en las patentes de los EE.UU. nim. 4,376,110 y las referencias citadas en ella. Si es covalente, la placa u
otra fase solida se incuba con un agente de reticulacién 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 reticulacion que se usan comunmente para unir el reactivo de captura al sustrato en
fase solida incluyen, por ejemplo, ésteres de 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxi-
succinimida, por ejemplo, ésteres con acido 4-azido-salicilico, imidoésteres homobifuncionales, que incluye ésteres
disuccinimidilicos tales como 3,3'-ditio-bis-(succinimidil-propionato) y maleimidas bifuncionales tales como bis-N-
maleimido-1,8-octano. Los agentes de derivacion 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.

En algunos ejemplos, se utilizan placas de 96 pocillos. En algunos ejemplos, las placas de 96 pocillos se recubren con el
reactivo de captura (tipicamente, diluido en un tampon tal como carbonato de sodio 0,05 M mediante la incubacién 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-
10, o aproximadamente pH 9,6). Si se desean tiempos de recubrimiento mas 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
simultaneamente en numerosas muestras de forma manual, semiautomatica, o automatica, tal como mediante el uso de
la robdtica.

En algunos ejemplos, las placas recubiertas pueden tratarse con un agente bloqueador que se une de manera no
especifica y satura los sitios de union para evitar la uniéon 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 propésito incluyen, por ejemplo,
gelatina, albumina de suero bovino, albumina de huevo, caseina, y leche descremada. En algunos ejemplos, el tratamiento
de blogueo 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 estandar de glipicano-1 (por ejemplo, la proteina de glipicano-1 purificada) o la muestra biolégica
que se va a analizar, adecuadamente diluida, se afade a la fase inmovilizada. En algunos ejemplos, la tasa de dilucion
es de aproximadamente 1-15 % en volumen. En algunos ejemplos, el estandar de proteina glipicano-1 incluira las
modificaciones postraduccionales de la proteina natural. En algunos ejemplos, los estandares de proteina de glipicano-1
se obtienen a partir de células humanas u otras células de mamiferos tales como NSO transformada, DU-145 de tipo
silvestre, u otra linea celular que expresa glipicano-1. En otros ejemplos, la proteina glipicano-1 puede purificarse a partir
de fluidos o tejidos corporales. En algunos ejemplos, el estandar de glipicano-1 sera un péptido parcial de glipicano-1 u
otro epitopo detectado por el anticuerpo de deteccion de glipicano-1, o ligando. En algunos ejemplos, el estandar puede
ser una célula que expresa glipicano-1. En algunos ejemplos, la diluciéon es de aproximadamente 10 % en volumen. Un
grupo no limitante de tampones que pueden usarse para la dilucion para este propdsito incluye (a) PBS que contiene BSA
0,5 %, detergente TWEEN 20™ (P20) 0,05 %, antibiético PROCLIN™ 300 0,05 %, EDTA 5 mM, tensioactivo CHAPS 0,25
%, y-globulinas bovinas 0,2 %, y NaCl 0,35M, pH 7,4; (b) PBS que contiene albumina de suero bovino 0,5 %, polisorbato
20 0,05 %, EDTA 5 mM, CHAPS 0,25 %, y-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, y-globulinas bovinas 0,2 %, y NaCl 0,35 M, pH 7.,4; y (f) PBS que contiene BSA 0,5 %, P20 0,05
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%, PROCLIN™ 300 0,05 %, EDTA 5 mM, CHAPS 0,25 % y NaCl 0,35 M, pH 7,4. PROCLIN™ 300 actua como
conservante, y TWEEN 20™ actia como un detergente para eliminar la unién no especifica.

Si bien la concentracion de los reactivos de captura generalmente estara determinada por el intervalo de concentracion
de interés del glipicano-1, teniendo en cuenta cualquier dilucion necesaria de la muestra bioldgica, la concentracion final
del reactivo de captura normalmente se determinara empiricamente para maximizar la sensibilidad del ensayo sobre el
intervalo de interés.

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

En algunos ejemplos, el método de deteccion es un ELISA competitivo. En algunos ejemplos, la etapa de incubacion
incluye la adicién de anticuerpos no unidos y sin marcar. En algunas modalidades, la concentracién conocida de
anticuerpo no marcado se une al antigeno de glipicano-1 libre y evita que se inmovilice en la placa. En algunos ejemplos,
la etapa de incubacion incluye la adicion de proteina 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 unién que disminuye la de la
proteina mixta glipicano-1 marcada. En otros ejemplos, el ELISA es un ELISA de tipo sandwich.

En esta etapa, el pH de la mezcla de incubaciéon normalmente estara en el intervalo de aproximadamente 4-9,5. En otras
modalidades, el intervalo de pH sera de aproximadamente 6-9. Aln en otros ejemplos, el intervalo de pH sera de
aproximadamente 7-8. En otra modalidad, el pH del diluyente de ensayo (ELISA) es pH 7,4. El pH del tampdn de
incubacién se elige para mantener un nivel significativo de unién especifica del reactivo de captura al glipicano-1
capturado. Pueden emplearse diversos tampones para lograr y mantener el pH conveniente durante esta etapa, que
incluye borato, fosfato, carbonato, Tris-HCI o Tris-fosfato, acetato, barbital, y similares. El tampén particular empleado no
es critico para la invencion, pero en ensayos individuales puede preferirse un tampdn sobre otro.

En algunos ejemplos, la muestra bioldgica se separa (preferentemente mediante lavado) del reactivo de captura
inmovilizado para eliminar las moléculas no capturadas. La solucién usada para el lavado es generalmente un tampoén
("tampodn de lavado™) con un pH determinado mediante el uso de las consideraciones y tampones descritos anteriormente
para la etapa de incubacién. En un ejemplo, el intervalo de pH del tampén de lavado es de aproximadamente 6-9. El
lavado puede hacerse una o mas veces. La temperatura de lavado es generalmente del refrigerador hasta temperaturas
moderadas, con una temperatura constante que se mantiene durante el periodo de ensayo, tipicamente, de
aproximadamente 0-40 °C. En otros ejemplos, la temperatura de lavado es de aproximadamente 4-30 °C. Por ejemplo, el
tampon de lavado puede colocarse en hielo a 4 °C en un deposito antes del lavado, y puede utilizarse un lavador de
placas para esta etapa. Ademas, puede afiadirse un agente de reticulacion 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 preocupacién acerca
de que el glipicano-1 capturado pueda disociarse en cierta medida en las etapas posteriores.

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
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 deteccion empleados. Por ejemplo, cuando se usan estreptavidina-peroxidasa y 3,3,5,5'-
tetrametilbencidina como medios para la deteccion, por ejemplo, en un ejemplo, el contacto se realiza (por ejemplo,
aproximadamente 1 hora o mas) para amplificar la sefial al maximo. En algunos ejemplos, un exceso molar de un
anticuerpo o ligando con respecto a la concentracion maxima de glipicano-1 libre esperado se afiade a la placa después
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. Ademas, 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
esta biotinilado y el medio de deteccion es avidina o estreptavidina-peroxidasa y 3,3',5,5'-tetrametilbencidina. En algunos
ejemplos, el anticuerpo detectable puede marcarse con un sistema de amplificacion de biotina-avidina, un sistema de
quimioluminiscencia, microesferas, u oro coloidal. La lectura de los medios de deteccidon puede ser fluorimétrica o
colorimétrica, entre otros. La afinidad del anticuerpo debe ser lo suficientemente alta como para que puedan detectarse
pequefas cantidades de glipicano-1 libre.
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En algunos ejemplos, el glipicano-1 que esta unido al reactivo de captura se mide mediante el uso de un medio de
deteccion para el anticuerpo detectable. Si la muestra de fluido corporal es del paciente, la etapa de medicion comprende
comparar la reaccién que ocurre como un resultado de las etapas anteriores con una curva estandar para determinar el
nivel de glipicano-1 en dicha muestra de fluido o de tejido corporal. En otros ejemplos, la reaccion que ocurre como
resultado de las etapas anteriores se compara con una reaccion similar mediante el uso de una muestra de fluido corporal
de control tal como el fluido corporal de un individuo de la misma edad que no tiene cancer.

En otros ejemplos de deteccion de glipicano-1, el glipicano-1 en el fluido corporal de los pacientes se detecta mediante
un analisis de transferencia Western. En algunos ejemplos, este ensayo separa las proteinas en una muestra compleja
mediante el uso de electroforesis. En otros ejemplos, la separacion por electroforesis se realiza en un gel de exclusion
por tamario, tal como un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (cominmente conocido como SDS-PAGE). En
un ejemplo, las proteinas separadas después se transfieren a una membrana. Un experto en la técnica reconocera que
hay una variedad de materiales que pueden usarse para las transferencias westerns. En algunas modalidades, la
membrana esta hecha de nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno, PVDF. En algunos ejemplos, la transferencia se
produce en una caja de transferencia de proteinas de manera que las proteinas retienen el mismo patrén de separacion
en la membrana que tenian en el gel. En algunos ejemplos, la membrana se incuba en soluciones de proteinas diluidas,
por ejemplo, leche en polvo descremada o albumina de suero bovino (BSA), para bloquear los sitios de unién no
especificos. La membrana bloqueada puede incubarse con un anticuerpo primario que es especifico para la proteina
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
de manera que pueda detectarse facilmente. 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 amplificacién de biotina-avidina, un sistema de quimioluminiscencia, microesferas,
y oro coloidal.

Opcionalmente, algunos aspectos de la descripcion ensefian que una vez que un usuario ha determinado si una proteina
diana esta 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 especifico para la misma u otra
proteina. En algunos ejemplos, la segunda proteina puede usarse como un control de carga. En otros ejemplos, la
segunda proteina es otro marcador para la salud del paciente.

En un ejemplo, el glipicano-1 se detecta mediante citometria 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
descripcion, la deteccion de glipicano-1 para citometria de flujo puede realizarse como se describe mas abajo. En algunos
ejemplos, las células de los fluidos corporales se purifican. La purificacion de las células puede incluir una etapa de
neutralizacion. En algunos ejemplos, la etapa de neutralizacion comprende almacenar las células en tampén de
neutralizacion. El tampdn de neutralizacion puede hacerse mediante la combinacion de 39 mL de NaH;PO4 0,2 M con 61
mL de Na;HPO, 0,2 My la adicién 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 purificacion. En algunos ejemplos, las células se
suspenden o se lavan en solucion CytoLyt. En otros ejemplos, las células se suspenden o se lavan en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). En algunos ejemplos, la suspension celular se trata con cloruro de amonio para lisar los
glébulos 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.
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 deteccidon conjugado con un
marcador de deteccion. En ejemplos alternativos, el anticuerpo primario puede detectar el antigeno directamente si el
anticuerpo primario se conjuga con un marcador de deteccién. En casos particulares, ademas de marcarse con el
anticuerpo glipicano-1, las células pueden marcarse de manera distintiva con otras sondas, que incluyen, pero no se
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 sefales o recuentos celulares totales. En algunos ejemplos, las otras
sondas marcan los antigenos intracelulares. En otros ejemplos, las otras sondas marcan los antigenos extracelulares.
Una vez marcadas, las células marcadas pueden aislarse mediante citometria de flujo FACS. En algunos ejemplos, la
maquina de FACS puede aislar las células marcadas individualmente (es decir, como células individuales). En otros
ejemplos, las células marcadas pueden aislarse como una poblacion 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 nimero de células en la muestra.

En los ejemplos en los que la célula esta marcada con una pluralidad de marcadores diferentes, las células pueden
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 concentracion de glipicano-1. De manera similar, las células pueden clasificarse en
cualquier secuencia segun lo disefiado junto con las sondas y la deteccion de la maquina de FACS. Los principios
generales de la clasificacion de células activadas por fluorescencia, que incluye los métodos por los cuales pueden
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 si,
asi como también el equipo de computadora que pueden emplearse en citometria 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).

La presente descripcion incluye, ademas, kits para detectar glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de pacientes. El
kit para detectar cancer comprende los materiales necesarios para realizar cualquiera de los ensayos de deteccion
descritos en este. El kit para detectar cancer comprende un primer anticuerpo anti-glipicano-1 u otro ligando, un vehiculo
aceptable farmacéuticamente, y estandares de glipicano-1; en donde dicho kit es capaz de detectar glipicano-1 en el fluido
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 region variable de la cadena pesada que comprende una region determinante de
complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las
posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 10; una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que
consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 10; una region
determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida
por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 10; y comprende una region variable de cadena ligera que comprende una
region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 11; una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 11; una
region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
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 region variable de la cadena ligera que comprende una region
determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida
por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 12; una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende
0 que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 12; y una region
determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos 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 nimero de acceso CBA20140026.

El kit requerira el uso adicional de herramientas o maquinaria de laboratorio estandar. Las herramientas necesarias
incluyen pipetas, maquinas de clasificacion de células, lectores de placas, centrifugas, etcétera, como es conocido por los
expertos en la técnica. El uso del kit puede requerir reactivos de laboratorio estandar adicionales, tales como puntas de
pipeta, membranas, tampones, o productos quimicos, como son bien conocidos por los expertos en la técnica. El kit
comprende, ademas, 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 deteccién rapida de dicho ligando. Los anticuerpos del kit pueden ser fragmentos de anticuerpos o
combinaciones de anticuerpos como se describe en esta solicitud.

La deteccion de glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de un paciente es indicativa de la presencia de cancer de
préstata. La presenciade 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,
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 cancer de préstata.

La deteccion de glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de un paciente es indicativa de la presencia de cancer de
préstata. La presenciade 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,
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 cancer de proéstata.

La deteccion de glipicano-1 en los fluidos o tejidos corporales de un paciente es indicativa de la presencia de cancer de
préstata. La presenciade 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 cancer de prostata.

Los niveles elevados de glipicano-1 o la sefial de deteccion de glipicano-1 en el fluido corporal de un paciente son
indicativos de cancer de préstata. En algunos casos, los niveles de glipicano-1 de pacientes con cancer 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 %,
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 %,
>15 000 % mas alto que los niveles de glipicano-1 o la sefial de deteccion de glipicano-1 de un control del fluido corporal
no canceroso. El fluido corporal control de no canceroso se ajustara a la edad del paciente.

Ejemplos
Ejemplo 1. Caracterizacion del antigeno de MIL-38 unido a la célula.

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

Mediante el uso del anticuerpo MIL-38 para experimentos de inmunoprecipitacion, fuimos capaces de aislar
especificamente la proteina de 60 kDa de una diversidad de extractos celulares. Se investigo la presencia del antigeno
de 60 kDa en la superficie celular mediante el uso de inmunoprecipitaciones de células vivas. En estos experimentos, las
células vivas se incubaron en hielo con medio sin suero que contenian el anticuerpo MIL-38. Después, las células se
lavaron, se prepararon los lisados y se incubaron con perlas de proteina 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 reconocié el
antigeno en la superficie celular en el medio.

Ejemplo 2. Inmunoprecipitacion del antigeno de MIL-38 y espectrometria de masas.

Las células de cancer de prostata DU-145 se procesaron a través de un kit de extraccion de proteinas 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 analisis de espectrometria de masas o
se eluyeron directamente de las perlas y después se sometieron a espectrometria de masas. Los antigenos unidos al
anticuerpo MIL-38 se analizaron después mediante analisis de espectrometria de masas, que puede identificar péptidos
en base a los datos de masa/carga.

El espectrometro de masas identificod glipicano-1 con una puntuacion de péptido de 4278 y una cobertura de secuencia
del 46 %, que incluye 18 secuencias distintas (Figura 1).

Ejemplo 3. Inmunoprecipitacion del antigeno de MIL-38, cromatografia de exclusiéon por tamafio y espectrometria de
masas.

Las células de cancer de prostata DU-145 se procesaron a través de un kit de extraccion de proteinas 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 eluy6 en TBS (solucién salina tamponada con tris)
que contenia SDS al 2 %. El eluato se sometié a cromatografia de exclusion por tamario (SEC) y cada segunda fraccién
se precipitd con acetona, se suspendid en tampon de carga de muestra y se uso para transferencias Western de MIL-38.
Las fracciones 28 y 30 contenian altas cantidades del antigeno de MIL-38 (Figura 2), lo que indica que la fraccion 29,
ademas, contendria altas concentraciones del antigeno de MIL-38. La fraccion 29 se someti6 a analisis de espectrometria
de masas y se identifico glipicano-1 con una cobertura de secuencia del 14 % (Figura 3). Esto confirmé, ademas, que el
antigeno para el anticuerpo MIL-38 era glipicano-1.

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

Se adquirié un anticuerpo de conejo anti-GPC-1 y mostré reactividad con la porcién central de la proteina glipicano-1 a
un peso molecular de aproximadamente 60 kDa, el mismo peso molecular detectado por MIL-38. Para confirmar que MIL-
38 reconocio el glipicano-1, los extractos de las células de cancer de préstata 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 detectd una proteina con un peso molecular de 60 kDa y puntos isoeléctricos que variande 5a 7.

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 antigenos a partir de

extractos MPEK de DU-145 o C3 (MIL-38 negativo). Los inmunoprecipitados (IP) se sometieron a transferencia Western
con anticuerpo MIL-38 o anti-GPC-1 (Figura 5).
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Se detecté una banda reactiva a GPC-1 de 60 kDa en los IP de MIL-38 revelada con el anti-GPC-1, mientras que se
detectd una banda reactiva a MIL-38 de 60 kDa en los IP del anti-GPC-1 revelada con MIL-38. No se detecto reactividad
con los controles secundarios solamente. Ademas, la inmunoprecipitacion con el anticuerpo MIL-38 dio como resultado
un agotamiento casi completo de los antigenos de MIL-38 y de anti-GPC-1, lo que sugiere que el antigeno de MIL-38 es
el glipicano-1.

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
no contendria las modificaciones postraduccionales apropiadas de mamiferos). La segunda fuente fue el glipicano-1 de
longitud completa producido en células NSO murinas. No se observo 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 observé una reactividad muy fuerte con MIL-38 y anticuerpos anti-GPC-1 para el glipicano-1 producido
en células NSO (Figura 6).

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

Hasta la fecha, no ha habido evidencia experimental para la secreciéon del antigeno 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
medios condicionados resultantes se inmunoprecipitaron con MIL-38 y las muestras resultantes se compararon con un IP
estandar de extractos MPEK de DU-145. Se observaron bandas de aproximadamente 40 y 55 kDa en el IP de medio
condicionado, en comparacion con la banda de 60 kDa aislada de extractos de DU-145 (Figura 7).

La muestra de IP de medio acondicionado que contenia las bandas de 40 y 55 kD se sometio a analisis de espectrometria
de masas. El glipicano-1 (SEQ ID No: 2) se identificd con una cobertura peptidica del 16 % (Figura 8a). Analisis 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
celular a partir de la linea celular de cancer de préstata DU-145.

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

Hasta la fecha, no ha habido evidencia experimental de la secrecion del antigeno de MIL-38 en muestras de plasma de
pacientes con cancer de prostata o normal. Para evaluar esto, las muestras de plasma de un paciente normal (042) y un
paciente con cancer de prostata (046) se inmunoprecipitaron con el anticuerpo MIL-38 y la muestra de IP se revel6 con
anticuerpos MIL-38 y anti-GPC-1 (Figura 9a).

Ambos anticuerpos detectaron bandas especificas de aproximadamente 70kDa en ambas muestras de plasma. Las
sefiales fueron notablemente mas altas (bandas mas oscuras) para los anticuerpos MIL-38 y anti-GPC-1 en el plasma del
paciente con cancer de prostata en comparacion con el plasma del paciente normal, lo que sugiere que esta forma soluble
de glipicano-1 puede estar elevada en pacientes con cancer de proéstata.

Para determinar si el antigeno de MIL-38 podria detectarse en extractos de proteinas de membrana de préstata normal y
cancer de préstata, se obtuvo una muestra de cada uno de Novus Bio. Cantidades equivalentes de proteina se sometieron
a transferencia Western mediante el uso del anticuerpo MIL-38 (Figura 9b). El extracto de cancer de préstata demostrd
una expresion mucho mayor del antigeno de MIL-38 que la muestra de prostata normal.

Ejemplo 9. Deteccion del antigeno de MIL-38 en orina de pacientes.

MIL-38 puede detectar células en la orina de pacientes con cancer de prostata. Para evaluar la sensibilidad y especificidad
de este método de deteccién, 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
analizaron un total de 47 controles sanos, 37 hipertrofia prostatica benigna (BPH) y 41 canceres de prostata confirmados
por biopsia. Se muestran ejemplos de células positivas de cancer de prostata, controles positivos de células DU-145 y
negativos de células C3 (Figura 10).

La prueba de ensayo de inmunofluorescencia (IFA) con MIL-38 demostré una sensibilidad del 71 % y una especificidad

del 73 % en la identificacion de canceres de prostata dentro de la cohorte. La prueba mostré 71 % de sensibilidad y 76 %
de especificidad en la identificacion de canceres de préstata en comparacion con los pacientes con BPH. (Tabla 3).
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Tabla 3. Calculos de sensibilidad y especificidad de deteccion de cancer de préstata en orina de pacientes.

Calculos de Sensibilidad y Especificidad

Verdadero positivo Falso positivo
29 12
Falso negativo Verdadero negativo
23 61

Calculos de sensibilidad y especificidad solo para BPH

Verdadero positivo Falso positivo
29 12
Falso negativo Verdadero negativo
9 28

Ejemplo 10. La combinacién de la deteccion del antigeno de MIL-38 con el nivel de PSA aumenta la capacidad de detectar
el cancer de prostata.

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 varian segun el valor de corte aplicado a la prueba de PSA. Cuando el
limite para un diagnostico 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 limite para un diagnostico 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 analisis de regresion logistica que muestra aumentos en OR y Cl 95 % cuando
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

Estratificado por 2 ng/mL Cancer
PSA <2 ng/mL 1 0 Sensibilidad = 67 %
Cancer GPC-1 1 24 4 Especificidad = 83 %
1 0 IFA 0 h2 o
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
Cancer
1 0 Sensibilidad = 77 %
GPC-1 1 10 20 Especificidad = 71 %
IFA 0 3 48
Cancer
1 0 Sensibilidad = 68 %

—_

GPC-1 1 19
IFA 0 9 8

Especificidad = 89 %
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Regresion logistica

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 paraPSA<2) 134 4,0-44,7

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

Se realizaron tres formatos de ensayo ELISA como se muestra en la Figura 11. El glipicano-1 recombinante se evalué 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 deteccion. 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 deteccion. Ademas, se evalué un ELISA de
anticuerpo Unico mediante el uso del anticuerpo MIL-38 como el anticuerpo de captura y un anticuerpo MIL-38 biotinilado
como el anticuerpo de deteccion. Los resultados indican que los anticuerpos anti-GPC pueden usarse en una variedad de
formatos ELISA y que el GPC-1 de las NSO podria representar un control positivo adecuado.

Ejemplo 12. Deteccion de antigeno glipicano-1 mediante el uso de anticuerpos AM4 MIL-38

Los experimentos realizados por los presentes inventores determinaron que un depdsito original del hibridoma para el
anticuerpo MIL-38 (nimero de acceso ATCC HB11783: hibridoma murino BLCA-38), denominado posteriormente como
"hibridoma BLCA-38" es una poblacién 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
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 nimero de acceso C8A20140026.

Las placas de noventa y seis pocillos se recubrieron con preparaciones MIL-38 AM3 o AM4 (1 ug/pocillo) en tampén de
carbonato pH 9,5 durante la noche, las placas se bloquearon con PBS-Tween (0,1 %) que contenia leche descremada al
5 % a 37 °C y se lavaron. El antigeno (GPC-1 NS0) se diluy6 en Tampén Il (HEPES 20 mM, pH 7,5, EDTA 0,5 mM, Triton
X-100 al 0,5%) con la adicion de NaCl 150 mM y se incubd durante la noche a 37 °C. La deteccién se realizd con el
anticuerpo AM4 biotinilado seguido de la deteccion con avidina HRP (1 ug/mL). Se afiadié TMB (Sigma cat nim. T0440)
y se detuvo con la solucién de parada TMB (Sigma S5814). La absorbancia se ley6 a 450 nm. Los resultados se muestran
en la Figura 12A.

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 ug/pocillo) en PBS pH 7,2 a temperatura ambiente. Las placas se
bloguearon con Blocker Casein (Thermo) en PBS-Tween (0,05 %) durante 1 hora a 37 °C. Después del lavado, el antigeno
(GPC-1 NSO) se diluyé en TBS pH 7,2 que contenia Tricina 50 mM y NaCl 150 mM y se incub6 a 37 °C durante 1 hora.
La deteccion se realizo con el clon 1F5 de AM4 biotinilado seguido de la deteccién con avidina HRP (1 pg/mL). Se afiadié
TMB (Sigma cat num. T0440) y se detuvo con la solucion de parada TMB (Sigma S5814). La absorbancia se ley6 a 450
nm. Los resultados se muestran en la Figura 12B.

El primer ELISA descrito anteriormente se desarrollé mediante el uso de MIL-38 para capturar GPC-1 producido por las
NSO (es decir, el antigeno de MIL-38). Este experimento comparé el monoclonal AM3 MIL-38 y el monoclonal AM4 MIL-
38 para la captura. AM3 no funciond como un agente de captura en un ensayo ELISA de tipo sandwich, mientras que se
demostré que AM4 lo hacia (Figura 12A).

El segundo ELISA descrito anteriormente compard la sefial de ELISA que se obtiene cuando se compara una poblacion
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 proporcion6 una sefial ELISA mas alta que el uso de la poblacién mixta de anticuerpos 34A (Figura 12).

Los resultados del ELISA tipo sandwich demuestran que solo las formas similares a AM4 del anticuerpo monoclonal MIL-
38 tienen utilidad en la deteccién del antigeno glipicano-1 como un reactivo de captura y que un agente de captura que
contiene una poblacién monoclonal proporciona una sefial de ELISA superior a la que consiste en una poblaciéon mixta.
Ejemplo 13 analisis de secuencia de las poblaciones de anticuerpos AM4 y AM3 de MIL-38

Materiales y métodos

Secuenciacion de cadenas pesadas y ligeras (ADN)

Se realizaron tres corridas de secuenciacion separadas. La primera corrida (codificada 224945) utilizd células de
hibridoma bi-clonales de una preparacion mixta (AM4 y AM3) denominada 1-O. La segunda corrida (codificada 449295-
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1) utilizé células de Alfio |, una estirpe del hibridoma que se us6 para generar AM4. La tercera corrida (codificada 449295-
5) utilizé células de Alfio Il, una estirpe del hibridoma que se us6 para generar AM3.

Para las secuencias 224945 (1-O) y 449295-1 (Alfio 1), el ARN total se extrajo de las células de hibridoma congeladas y
el ADNc se sintetiz6 a partir del ARN. Después se realizé RT-PCR para amplificar las regiones variables (cadenas pesadas
y ligeras) y las regiones constantes del anticuerpo, que luego se clonaron en un vector de clonacion estandar por separado
y se secuenciaron.

El ARN total se aisl6 de las células del hibridoma siguiendo el manual técnico del Sistema de purificacion de ARN TRIzol®
Plus. EI ARN total se analizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa. El ARN total se transcribié inversamente en ADNc
mediante el uso de cebadores antisentido especificos de isotipo o cebadores universales siguiendo el manual técnico del
Sistema de SuperScriptTM Il First-Strand Synthesis. Los fragmentos de anticuerpos de VH, VL, CH y CL se amplificaron
de acuerdo con el procedimiento operativo estandar de RACE de GenScript.

Los fragmentos de anticuerpos amplificados se clonaron por separado en un vector de clonacion estandar mediante el
uso de los procedimientos de clonacién molecular estandar.

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

Los plasmidos V4 y V. codificaron las regiones variables de longitud completa del anticuerpo y una parte de Cy1y C. El
plasmido Cy codificé una parte de Cx1 y Cr2 y Cnx3 de longitud completa. El plasmido C, codificéd una parte de C.. Para
obtener regiones constantes de longitud completa o cadena pesadalligera, la parte de las regiones constantes codificadas
por los plasmidos Vy y V. y la parte de las regiones constantes codificadas por los plasmidos Cy y C. se amplificaron
mediante PCR por separado, y después se empleé PCR de extension solapada para obtener los ADN de longitud
completa. Se enviaron cinco colonias individuales con los tamafios de inserto V4, Vi, Cy y CL correctos para la
secuenciacion.

La corrida de la secuencia de 449295-5 (Alfio II) encontré 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
células, se usaron cebadores oligo-dT y cebadores CDS lll para la transcripcion inversa (RT). VH/CH y VK/CK se
amplificaron por PCR mediante el uso de cebadores especificos IgG1 e IgK, el gen parcial de B-actina de ratéon se amplificd
como control positivo. Las bandas de cadena ligera normales se obtuvieron faciimente, mientras que en el gel solo pudo
observarse VH débil. Se enviaron cinco colonias individuales con tamafios de inserto VK y CK correctos para la
secuenciacion. Se descubrid que los genes VK y CK de cinco clones diferentes eran casi idénticos. Las secuencias
consenso de cadena ligera del hibridoma Alfio Il se enumeran a continuacion. Se obtuvo una secuencia de cadena pesada
no productiva de ocho clones VH positivos secuenciados aleatoriamente, que se muestran mas abajo. Se obtuvieron tres
tipos de secuencias de la region constante de la cadena pesada de diez clones CH positivos secuenciados aleatoriamente
(un IgG+CB, un 1gG2,CH y ocho 1gG2,Ch). Para evitar la influencia del cambio de clase potencial, se realizé la amplificacion
de la Cx mediante el uso de un cebador especifico de IgM, pero no se obtuvo un producto diana del PCR. Tampoco hubo
un producto diana de PCR cuando se amplific la cadena pesada de longitud completa (Vui-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 intento aislar la secuencia de la
cadena pesada del segundo frasco de células Alfio Il. Para el segundo frasco de células, inicialmente se usé el cebador
oligo-dT para la transcripcion inversa. Se amplificd V4 mediante el uso de cebadores especificos 1gG1, IgG2b, IgM, IgA 'y
cebador degenerado IgG, respectivamente, y se amplific6 VK mediante el uso de cebadores especificos IgK. Se
obtuvieron la cadena ligera productiva y la cadena pesada no productiva, que eran idénticas a los resultados anteriores.
Ademas, la transcripcién inversa mediante el uso de cebadores aleatorios de 6 mer se intento sin éxito.

En resumen, se realizaron multiples 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 secuenciacion no dio como resultado
ninguna secuencia de cadena pesada consistente.

Resultados

Tabla de Resumen de Secuencia

La Tabla 5 mas abajo proporciona una vision general de las secuencias de proteinas y acido nucleico de cadena pesada
y ligera de los anticuerpos estudiados, indicando las posiciones de varias regiones internas.
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Secuenciacion (ADN)

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

Se corrieron cuatro microlitros de productos de PCR de cada muestra junto con el marcador de ADN (Marcador Ill) 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 V4, Vi, Cx y Ci de cinco clones diferentes eran casi idénticos. Se determind que la secuencia consenso, que
se enumera mas abajo, es la secuencia del anticuerpo producido por la poblacién del hibridoma monoclonal (AM-4).

Secuencia consenso de ADN de Cadena Pesada de IgG+1de Raton AM4 MIL-38 (SEQ ID NO: 13)

Bt octacts:
L

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

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

S o FAP R VW Aoy
TATCTGCAT I TETGEEAGARA

roASToGTe
TCoTGETC

e rom

L1 AN rr . W NN
SRR} RO FAlALRGUE

ACCARGUTEGAR

Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena ligera de ratdon se resaltan con texto alterno
sombreado/no sombreado. Posiciones: 1-60 = secuencia lider; 61-129 = regidon marco (LFR1); 130-162 = region
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determinante de complementariedad (LCDR1): 163-207 = LFR2; 208-228 - LCDR2; 229-324 = LFR3; 325-351 = LCDRS3;
352-381 LFR4; 382-702 = regiones constantes (CK); 703-705 = coddn 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 aminoacidos de la cadena pesada y la cadena ligera:

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

QEGPELERPGEIVEIZCE

TYFCAR

Las regiones individuales de la secuencia de cadena pesada de IgG1 de ratén se indican en la secuencia de aminoacidos
anterior. Posiciones 1-19 - secuencia lider; 20-49 - region marco (HFR1); 50-54 - region determinante de
complementariedad 1 (HCD1); 55-68 - HFR2; 69-85 - HCDR2; 86-117 - HFR3; 118-126 - HCDR3; 127-137 - HFR4
(también llamada regidn de union o region J); 138-461 - Regiones constantes de la cadena IgG1 (CH1 - CH3) y codén de
parada (*). Region de bisagra: esta subrayada en la secuencia anterior.

)

Las regiones individuales de la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera se indican como marcadas: Posiciones 1-
20 - Secuencia lider; region marco (LFR1); 21-43 - region determinante de complementariedad 1 (LCDR1); 44-54 - LFR2;
55-69 - LCDR2; 70-76 - LFR3; 77-108 = LCDRS3; 109-117 - LFR4; 118-234 - region constante kappa (CK) y codén de
parada (*)

Secuencias consenso AM3

No pudo obtenerse una secuencia de cadena pesada consistente de las células Alfio Il similar a AM3. La secuencia de la
cadena ligera que se obtiene de la corrida de secuenciacion 449295-5 (Alfio 1l) se obtuvo consistentemente y mostré
claras diferencias tanto en las regiones marco como en las regiones determinantes de la complementariedad en
comparacion con la secuencia para las otras dos corridas de secuenciacion.

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

R

. v o TR T ¢ e
FTCACTGATCGUTTCACAGGLALTY

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

TR AR T T TR T S T TR P
DIVMTOIUKFMSTSIGDRVAV

LTINRVQEEDLA

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

Ejemplo 14 identificacion y caracterizacion del epitopo de glipicano-1 que se une a los anticuerpos anti-glipicano-1 AM4
Materiales y métodos

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

Tabla 6: descripcién de los anticuerpos AM4 usados

Nombre Origen Concentracion Ubicacion Estado

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

Péptidos

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

GPC1_residuos #343-366 GNPKVNPQGPGPEEKRRRGKLAP (SEQID NO: 17)
GPC1_residuos #140-149 GELYTQNARAFRDLYSELR (SEQ ID NO: 18)

Sintesis de péptidos

La sintesis de péptidos se realizé6 mediante el uso de los métodos mencionados en el Ejemplo 1. Los péptidos lineales y
CLIPS sintetizados quimicamente se sintetizaron de acuerdo con los disefios que se muestran mas abajo:

Péptidos Ligados Quimicamente en la tecnologia de Andamios (CLIPS)
A continuacion se describen los principios generales de la tecnologia CLIPS utilizada.

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

La reaccion CLIPS tiene lugar entre los grupos bromo del andamio CLIPS y las cadenas laterales tiol de las cisteinas. La
reaccion es rapida y especifica en condiciones suaves. Mediante el uso de esta quimica, las secuencias de proteinas
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.
Recognit. 2007; 20: 283-29).

La seleccién de la biblioteca CLIPS comienza con la conversion de la proteina diana en una biblioteca de hasta 10 000
construcciones de péptidos superpuestos, mediante el uso de un disefio de matriz combinatoria. En un vehiculo sélido,
se sintetiza una matriz de péptidos lineales, que posteriormente se forman en construcciones CLIPS definidas
espacialmente. Las construcciones que representan ambas partes del epitopo discontinuo en la conformacion correcta se
unen al anticuerpo con alta afinidad, lo que se detecta y cuantifica. Las construcciones que presentan el epitopo
incompleto se unen al anticuerpo con menor afinidad, mientras que las construcciones que no contienen el epitopo no se

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2803217713

unen en absoluto. La informacién de afinidad se utiliza en selecciones iterativas para definir la secuenciay la conformacion
de los epitopos en detalle.

La proteina diana que contiene un epitopo conformacional discontinuo se convierte en una biblioteca matricial. Los
péptidos combinatorios se sintetizan sobre una tarjeta patentada y se convierten quimicamente en construcciones CLIPS
definidas espacialmente. La union de anticuerpos se cuantifica.

Sintesis de péptidos

Para reconstruir epitopos discontinuos de la molécula diana, se sintetizé una biblioteca de péptidos estructurados. Esto
se realiz6 mediante el uso de la tecnologia de Péptidos Ligados Quimicamente en Andamios (CLIPS). La tecnologia
CLIPS permitié la generacion 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 cisteina. Las cadenas laterales de multiples cisteinas en los péptidos se acoplaron a uno o dos moldes CLIPS. Por
ejemplo, una solucion 0,5 mM del molde T2 CLIPS 1,3-bis (boromometil) benceno se disolvié en bicarbonato de amonio
(20 mM, pH 7,9)/acetonitrilo (1:1(v/v)). Esta solucion se afiadio a las matrices de péptidos. El molde CLIPS se unié a las
cadenas laterales de dos cisteinas tal como estan presentes en los péptidos unidos en fase sélida de las matrices de
péptidos (placa de 455 pocillos con pocillos de 3 pl). Las matrices de péptidos se agitaron suavemente en la solucion
durante 30 a 60 minutos al mismo tiempo que estaban cubiertas completamente en solucién. Por ultimo, las matrices de
péptidos se lavaron extensamente con exceso de H.O y se sonicaron en un tampén de ruptura que contiene 1 por ciento
SDS/0,1 por ciento beta-mercaptoetanol en PBS (pH 7,2) a 70 °C durante 30 minutos, seguido por sonicacion en H,O
durante otros 45 minutos. Los CLIPS T3 que portan péptidos se hicieron de manera similar pero con tres cisteinas.

Los péptidos lineales y CLIPS se sintetizaron quimicamente de acuerdo con los siguientes disefios:

Serie 1

Mimético Mimético de epitopos discontinuos

Tipo

Marcador MAT.A, MAT.B

Tipo de mimético Mimético de epitopos discontinuos

Descripcion 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
cisteinas. Estas se unen mediante un CLIPS T3.

Serie 2

Mimético Péptidos lineales

Tipo

Marcador RN.PKVNPQGPGPEEKRR (SEQ ID NO: 19)

Descripcion Analisis de sustitucion, a partir de la secuencia base PKVNPQGPGPEEKRR (SEQ ID NO: 20),
todos los aminoacidos individuales son reemplazados por todos los aminoacidos de origen
natural, excepto la cisteina.

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)
Descripcion Los analisis de sustituciéon, que empiezan desde las secuencias base como se indica en los

nombres de las etiquetas, todos los aminoacidos individuales son reemplazados por todos los
aminoacidos de origen natural, excepto la cisteina.

Deteccion por ELISA
La unién del anticuerpo a cada uno de los péptidos sintetizados se evalué en un ELISA basado en PEPSCAN. Las matrices
de péptidos se incubaron con solucion de anticuerpo primario (durante la noche a 4 °C). Después del lavado, las matrices
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de péptidos se incubaron con una dilucién 1/1000 de un anticuerpo conjugado a peroxidasa (SBA, cat.nr.2010-05) durante
una hora a 25 °C. Después del lavado, se afiadieron el sustrato de peroxidasa 2,2'-azio-di-3-etilbenzotiazolina sulfonato
(ABTS) y 2 pyl/mL de H202 al 3 por ciento. Después de una hora, se midi6 el desarrollo del color. El desarrollo del color
se cuantificé con un dispositivo de carga acoplada (CCD) a una camara y un sistema de procesamiento de imagenes.

Procesamiento de los datos

Los valores obtenidos de la camara CCD varian de 0 a 3000 mAU, similar a un lector de ELISA de placa de 96 pocillos
estandar. 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
valor causado por una burbuja de aire se registra como 0.

Control de calidad de sintesis

Para verificar la calidad de los péptidos sintetizados, se sintetiz6é un conjunto separado de péptidos de control positivo y
negativo en paralelo. Estos se seleccionaron con el anticuerpo 57,9 (ref. Posthumus y otros, J. Virology, 1990, 64:3304-
3309).

Detalles de deteccion

La Tabla 7 resume las condiciones de union del anticuerpo. Para el tampdn Pepscan y el Precondicionamiento (SQ), los
numeros indican la cantidad relativa de proteina competidora (una combinacion de suero de caballo y ovoalbumina).

Tabla 7: condiciones de deteccion

suero dilucién tampon de muestra  precondicionamiento

MIL-38 AM4 10 yg/mL 10 % SQ 50 % SQ

Resultados
Resultados experimentales primarios y determinacion de la relacion sefal/ruido

En la Figura 13 se muestra una descripcién grafica del conjunto de datos completo de los resultados de ELISA sin procesar
generados por la deteccidon. Aqui, un diagrama de caja representa cada conjunto de datos e indica la sefial de ELISA
promedio, la distribucion y los valores atipicos dentro de cada conjunto de datos. En dependencia de las condiciones del
experimento (cantidad de anticuerpo, fuerza de bloqueo, etcétera) se obtienen diferentes distribuciones de datos de
ELISA.

Anticuerpo MIL 38-AM4

En analisis anteriores realizados por los presentes inventores, se establecié que MIL 38-AM4 se une al glipicano en el
tramo 348VNPQGPGPEEK3ss (SEQ ID NO: 22), y ademas se une al tramo 13sTQNARA14 (SEQ ID NO:
8)/135sTQNARAFRD143 (SEQ ID NO: 9), que se tomd como una indicacion para un epitopo discontinuo.

Las construcciones en bucle que contienen el tramo principal identifican los residuos que son mas criticos para la unién.
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

El epitopo conformacional del anticuerpo MIL38-AM4 se caracterizé.

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

MIL38-AM4.

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

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 adicién al péptido de los residuos del intervalo 135-140 o 135-143.
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Tabla 8: Epitopo del anticuerpo MIL38-AM4

MIL38-AM4 242KVNPQGPGP345 V348, Q351, G352, P353 Y
(SEQ ID NO: 7)

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

Las publicaciones discutidas en la presente descripcién se proporcionan Unicamente por su descripcion antes de la fecha
de presentacion de la presente solicitud. Nada en la presente descripcion debe interpretarse como una admision de que
la presente invencién no tiene derecho a anteceder tal publicaciéon en virtud de una invencién anterior.

Si bien la invencion se ha descrito en relacion con modalidades especificas de esta, se entendera que es capaz de realizar
modificaciones adicionales y esta solicitud esta destinada a cubrir cualquier variacion, usos, o adaptaciones de la
invencion siguiendo, en general, los principios de invencion que incluyen tales desviaciones de la presente descripcion
como se encuentran dentro de la practica conocida o habitual dentro de la técnica a la que pertenece la invenciéon y como
puede aplicarse a las caracteristicas esenciales expuestas anteriormente en la presente descripcion y como sigue en el
alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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Ley

Ser

Cys

Lys

2la

His

Arg

315

Lys

Glu

Tyr

Leu

Frp

335

Ile

Gin

His

Pro

Lew

Pro

Arg

Gln

Thr

300

Ser

Glu

Lys

Thr

Thr

388

Glin

Met

Lys

Slu

Gly
480

45

60

B

a0

34

TYr

Tyr

Tyr

Asp

Ser

Cys

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Ala

Val

Fhe

Thr

Ile

365

Cys

Trp

Asp

Ser

Gly

445
Lys

3¢

Trp

Sex

Ser

Lys

Val

Lys

His

Gln

Sar

Lys

Ile

360

Bro

Mat

Asn

Thr

15

a5

Leu

Leu

Giy

Ser

Pro

Iia

Phe

Thr

siu

Cys

335

Ser

Proa

Ite

Giy

Asp

415

Trp

His

Gin

Leu

320

Arg

Lys

Fra

Thr

Gin

400

Gly

Glu

Asn

Thr

Sar

Asn

Bra

Ser

80

Asn

Trp



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 12
<211> 238
<212> PRT

Ser

Ala

Ley

I45

Pro

Asn

Tyy

His

Ile
225

<213> Mus musculus

<400> 12

Met

Leu

Lys

Ala

Gly

13

Gly

Leyg

Gln

Glu

Ser

Asn

Asp

i30

Thr

Lys

Gly

Saxr

Asn
210

Val

Gly

Trp

Phe

Bar

50

Gln

Yal

Thx

Sln

Ile

136

Ser

Pro

115

Ala

Ser

App

Val

Met

125

Ser

Lys

Tle

Leut

Mat

35

Gin

Ser

Thr

Iie

Tyxr

115

Lys

Gla

100
Trp

Ala

Gly

Ile

Lty

i8¢

Sex

Twx

Ser

Lys
Ber
20

Sex

Aszn

Pro

Bsh
100

Asn

Thr

Pro

Gly

Asn

168

Asn

Ser

Thx

Phe

Met

Gly

Thr

val

vs

Aryg

85

Asr

Ser

Ala

Lew

ES 2803217713

Phe

The

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Glu

Val

Ser

Gly

BAla

TQ

Phe

Val

Phe

Asp

Thr

Gly

Val

138

Sor

Lys

Trp

Leu

Glu

215
Brg

Sex

Asp

Ils

Ber

55

Leu

Thr

Ein

BPro

Ala

135

Sar

Gly

120

Sar

val

Trp

Thr

Thx

2060

Ala

Asn

8in

Gly

Gly

40

Hix

Tile

Gly

Ser

Phe

120

Ala

Gly

108
Gly

Ile

Val

Lys

Asp

188

Leu

Thr

Gla

Thr

hsp

25

Asp

val

Ty

Ser

Ela

108

Thr

Pro

Gly

35

Thx

Fhe

Cys

Ile

176

Gln

Thx

His

Cys

Gln
14
Ile

Als

Sex

Gly

a0

Asp

Phe

Thx

Ala

Lys

Pro

Fhe

155

Asp

Asp

Lys

Lys

Val

Val

Val

Trp

Ala

75

Sar

Leu

iy

Val

Ser

Leu

Pro

140

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
220

Phe

Met

Ser

Pha

60

Ser

Gly

Ala

Ser

Ser

140
val

Glu

125

Ser

Asn

Bex

Lys

Glu

208

Ser

Val

Thr

Val

45

Gin

Tye

Thr

Gglu

Gly

125

Ile

Val

110
Ile

Sar

Asn

Glu

Asp

186

Tyr

Thr

Tyxr

Gln

30

Thr

Gln

Ary

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Lys

Glu

Fhe

Arg

175

Sar

Giu

Bex

Met

is

Ser

Cysg

Lys

Tye

Fhe

95

Bhie

Lys

Pro

Phe

Arg

Gln

Tyr

180

Gin

Thr

Axrg

Pro

Leu

Giln

Lys

Pro

Ser

80
Thr

Cys

Leu

Pra

Leu
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<210> 13
<211> 1386
<212> ADN

1435

Asn

Ber

Lys

Glu

Asn Phe Tyr

Gluy Arg Gln

180

Azp Sey Thr

i85

Tyr Glu Arg

210

Ser

225

<213> Mus musculus

<400> 13

<210> 14
<211> 705
<212> ADN

atggotigay
atccagtigg
tgeaaggaott
ggaaagggtt
gatgacttca
cagatocaacs
tacggggggt
acaceoceat
accotgggat
ggatcccatgt
cigagoagot
gttgocccace
tgtaagactt
cooaagyaty
agcaaggatg
gotocagacgs
cocateaton
gotttooctg
caggtgtaca
tgoatgataa
cmagcggaga
tacagoaage
gtgttacaty

aaatga

<213> Mus musculus

<400> 14

Thr Ser Pra

tgtggacott
tgoagtotgg
ctggttatge
taaggtggat
agggacggtt
accteagaaa
ttoottacktg
ctgtatateo
gootggtoaa
ccagaggtgt
caghgactgt
cggooagcag
goatatgbac
tgotaacoat
atocagaggt
aacccoggga
accaggacty
cooccatega
acattecaco
cagacttett
actacaagas
toaatgtgea
aggucctges

ES 2803217713

150
Pro

165

Lys Asp
Asn Gly Val
Tyr Ser Met

Asn Ser
215

His
Ile Val Lys
230

goetattoaty
acctgagcoctg
cttecacagac
gggctaggata
tgeottctet
tgragacacg
gggccaaggyg
actggeooat
gggctattte
goacacctto
aoantacaqs
caccaaggtyg
agteccagaa
tactotgant
coagtteageo
Jgagoagtte
gotoastgge
gaaaaccato
teccaaggag
cecoetgaagac
cactoagocs
gazgagoaac

caaceaseat

Ile

Asn Val

158

Lys Trp

17¢

Lt

185
Ser
2G0
Ty

Ser

atggotgety
aagaagcoctyg
tattcaatga
aacactgaga
ttggaaacck
getacatatt
actetggtea
ggatotgetg
cctgagocag
coagetgtac
acotggosoa
gacaagaaaa
ghbataatety
cotaaggbca
tggtttgtag
aacagcactt
aaggaghtoa
toacaaaacoa
cagatggeoa
attactgtygg
atcatggaca
tgggaggoag

acktgagaaga

36

Asn Serxr

Ser The

The Cys

Phe Asn

Trp Thr

Ley Thr

Lys

Azp

Ley

Ile Asp

175
Gln Asp
180

205

zly Ala
220
Arg Asn

235

conaaagtat
gagagacagt
actgggtgaa
ctggtgagce
ctgocagoac
totgtgetag
ctgtetetge
cooazactaa
tgacagtgac
tgecagtatga
gogagacagt
ttgtgecorag
tatteatoht
cgtgbgtigt
atgatgtgga
teegetaoagt
aatgoagygt
aaggoagaceo
aggataaagt
agtggoagtyg
cagatggotc
gaaatacttt

gostetcoooa

The

Glu

His Lys

Cys

ceaagoacag
caagatoctoc
gaaggotoca
asacatatacs
tgoottitttg
acactatgat
agecaaaacg
ctocatggtg
ctggaactot
cotetacact
cacotgcans
ggattgtggt
cecaacaaag
aggtagacate
ggtgcacaca
cagtgaactt
caavagtgoer
gaaggcteoca
cagtotgace
gaatgggcag
ttacttogte
cacctgotot

atectootagt

160
Gly

Sexr

Thy Lys Asp

Thx

60
iz2¢
180
240
300
360
420
480
540C
6480
660
720
780
840
900
960

iezn
1080
1140
1200
12860
1320
1380
1386
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<210> 15
<211>717
<212> ADN

atgagtygtge
gacatccaga
atcacatbgbo
ggaaaatots
aggttcagty
gqaagattttg
gaeaccasys
tacagtgaga
cocaaagaca
aacagtigga
ttgacoaagg

tecaacticac

<213> Mus musculus

<400> 15

<210> 16
<211> 558
<212> PRT

atgggoatea
gatgtigaty
gacagggteca
cagoagaaac
ggagteactg
aatgtgeagh
acgttoggtt
atcttoacac
aacaacttot
aatggegton
agoaccaetoa

actcacaaga

<213> Homo sapiens

<400> 16

toactocaggh
tgactoagte
gageaagtyy
atcaactoat
goagtggata
ggacttatta
tggasatcaa
agttaacate
tcaatgtcoaa
ctgateagyga
acgagtatga
coattgtcaa

agatggagteo
gagacatigl
gegteacotg
cagggeaate
atcgetteac
stgaagactd
oggggacaaa
catocagtga
aceooaaaga
tgracagtiy
cgttgaccaa

cateaactic

ES 2803217713

cotggaghbte
tocagecteo
gaatgttcao
ggtotatact
aggaacacaa
ctgteaacat
acsgygcetgat
tggaggtgoe
gitggaagatt
caguasagans
acgacataac

gagcttcaac

acagactoag
gatgacocag
caaggeccagh
tootaaagea
aggecagtgga
ggoagagtat
gttggaaata
goagttaaca
catoaatgte
gqactgatoag
ggacgagtat

acceattgte

ctgetgetgt
ctatctgoat
aattatttag
gouaaaaacot
tattatatea
ttttggagta
gotgcacoaa
taagteghgt
gatggeagtyg
ageacctasa
agotatacot

aggaatgagt

gtectttgtat
toteanaagt
cagaatgtgy
ctgatttact
tetgggacag
thetgbtaage
aaacgggotg
totggaggtg
aagtggaaga
gacagcaaayg
gaacgacata

aagagettoa

37

ggettacagg
ctgtgggaga
catggtatoea
tagcagatgyg
agatceaatay
atoogtagan
ctgtatceat
geottottgaa
Azcgacaaan
goeatgageay
gtgaggocad
gttag

acatgttgeot

teatgtccas
gtteteoatgt
cggecatacta
atttocactet
aatataacayg
atgetgeaco
cotaagtegt
ttgatggcayg
sacagoasots
acagctatac

acaggaatga

tgecagatgt
aactgtcaco
goagaaacayg
tgtgocatea
aotgeagaat
gtteggtygya
chicaracsa
caacttetac
tggogtcockg
caseetoany

toacaagaca

gtggttgtot
atcastagga

agooctggtit
coggtacage
caceatcaac
trbttacatbs
aactgtatoc
gtgottotty
tgaacgacaa
cagatgage
ctgtgaggeoc
gtgttag

&0
120
180
240G
300
360
420
480
540
600
560
T05

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6560
717
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Met

Leu

Gly

Val

Gly

65

Ser

Gln

His

Ala

Tyr

145

Glu

Gln

Gly

Leu

Gln

225

Pro

Ala

Glu

Trp
305

Lens

Ala

Glu

Val

Slu

Pro

50

Tyx

Bis

Ala

Leu

Phe

130

Ser

Thr

Lt

Lys

Arg

216

Gly

Le

His

Asn

Trp
290
Gly

Ala

Lys

Leu

Bla

Val

&ln

Thr

Ala

Tett

115

Gly

Glu

Leuw

Bis

Gln

195

Leu

Leuw

Gly

Cys

Val

275
Arg

Thr

Giun

Val

Arg

Tys

2¢

Arg

Ala

Cys

Glun

Leu

100

BAsn

Glu

Leu

Ria

Pro

180

Ala

Arg

Gly

Prao

Leu

280
Loz

Bsn

Bar

Ala

Xle
340

Aia

Ala

Gln

Glu

Cy=

Lewu

as

Ala

Asp

Lew

Arg

Giu

185

Gin

Giu

Ala

Val

Glu

245

Gly

Lys

Loz

Gly

Ile

325
&in

ES 2803217713

Ile

Ile

Thr

7o

Glun

Thr

Ser

Tyr

Leu

150

Fhe

Leu

Ala

Thr

hia

230

Cys

Val

Gly

Leu
Val
310

Asn

Gly

Gly

Sly

Tyx

Ser

58

Bar

Thr

Gln

Glu

Thr

135

Tyr

Trp

Lew

Leu

21%

Sexr

Ser

Pxze

Cys

Asp
295
Glu

Ala

Gy

Trp

Asp

@ly

40

Sly

&lu

Ala

Leu

Axrg

120

aln

Tyr

Ala

Leu

Arg

240

Ala

Asp

Arg

Gly

Leu

280

Ser

Sar

Lew

Gly

Trp

Pro

25

Ala

Glu

Mat

Leu

Arg

ins

The

Asn

Arg

Arg

Pro

i85

Pro

Phe

Val

Ala

Ala

285
Ala

val

Gln

Asn
348

38

Lew

10

Ala

Lys

His

Giu

Arg

e

Sexr

Leu

Ala

Giy

Leu

179

Asp

Phe

Val

Val

Val

250

Axg

Asn

Yal

Ile

bep

330

Proa

Leau

Ser

Gly

Lau

Giu

75

Asp

Phe

Gln

Arg

Ala

1585

Lau

Asp

Gly

Ala

Arg

235

Met

Pro

Gin

Leu
Gly
315

Asn

Lys

Cys

Lys

Phe

Arg

&0

Asn

Ser

Asp

Ala

Ala

140

Asn

Glu

Tyr

[cRRTY

Ala

220

Lys

lys

Cys

Ala

Ile
300
Jer

Arg

Val

Ala

Ser

Ser

45

Ile

Leu

Ser

Asp

Thr

128

Fhe

Lew

Arg

Leu

Ala

208

Arg

Val

Lew

Pre

Asp

285
Thr

Val

Asp

hsn

Ala

Arg

30

Lau

Cys

Als

Aryg

His

1140

Phe

Arcgy

His

Leu

Asp

180

Pro

Ser

Ala

val

Asp

270

Ley

Asp

His

The

Pra

350

Aia

i5

Ser

Ser

Pro

Asn

Val

9k

Phe

Pro

Asp

Leu

FPhe

175

Cys

Arg

Phe

Gin

Tyr

255

Tyx

Asp

Lys

Thr

Leu

335
Gin

Ala

Cys

Asp

Gin

Arg

80

Lau

Gin

Gly

Leu

Glu

160

Lys

Lou

Glu

Val

Val

240

Cye

Cys

Ala

Phe

Trp
320

Gly
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Pro Gly Pre
355
Arg Pra Pro
370
Gln Leu Aryg
388
Cys Ser Glu

Asn Gly Met

Leu Als Asn
435
Pro Asp Met
458
Asn Arg Leu
4465
Ala Ser Asp

Asp Leu Cys

Pro Leu Thr

515

Thr Ser Ala
830G

Ley Leu Phe
545
<210> 17
<211>23
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 17
Ggly Asn Pro
k3
Arg Arg Gly
<210> 18
<211>19
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 18
Gly Glu Leu
3
Gilu Leu Arg
<210>19
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

Glu

Ser

Asp

Lys

Ala

420

Gln

Thr

Arg

Asp

Seay

500

His

Ala

Leu

Lys

Lys
20

Fyr

ES 2803217713

Glu Lys

Gly Thr

Val Gin
390
Met Ala
405
Arg Gly

Ile Asn

Tle Arg

Ser Ala

470

Gly Ser

485

Arg Lys

Ala Leun

Ser Cys

Ala Leu
850

Leu

378

Amp

Leu

Arg

Asn

Bin

455

Tyr

Gly

Val

Pro

Pro

535
Thy

Arg Arg
360
Giu Lys
Phe Trp
Ser Thr
Tyr Leu
42%
Pro Glu
440
Gin Tle
Asn Gly
Ser Gly
Ser Arg
8ly Leu
520

Gin Pro

Val Ala

Gly

Leas

Ile

Ala

416

Pro

Val

Meat

Asn

Sex

490

Lys

Sex

Pro

Arg

Val Asn Pro Gin #ly Pro

=g Ala

Thr &ln

Pro

16

Lys Leu Ala
365
¥al Ser Glu
380
Ser Leu Pro
385

Ser Asp Asp

Glu Val Met

Glua Val Asp
445
Gin Leu Lys
460
Asp Val Asp
475
Gly Asp Gly

Ser Sear Ser

#lu Gln Glu G

525
Phr Phe Leu
540
Proc Arg Trp
555

Pra

Ala

Gly

Arg

Gly

4306

Ile

Ile

Phe

Cys

Beyr

516

Len

Arg

Arg

Lys

Thr

cys

416

Asp

Thr

Mat

Gln

ILeu

495

Arg

Gin

Pro

Glu

Ala

Leu

400

Trp

Gly

Lys

Thr

Asp

480

Asp

Thy

Lys

Lea

Gly Fro Glu Glu Lys Arg

i5

Aszn Ala Arg Ala Phe Arg Asp Leu Tyr Ser

16

15

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Secuencia etiquetada de Glipicano-1 de homo sapiens
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ES 2803217713

<400> 19
Arg Asn Pro Lys Val &sn Pro Gln Gly Pro Sly Pro Glu Glu Lys Arg
3 5 10 15
Arg
<210> 20
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 20
Pro Lys Val Asn Pro Gln Gly Pro Gly Pro Glu Gilu Lys Arg Arg
1 5 16 15
<210> 21
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Secuencia etiquetada de Glipicano-1 de homo sapiens
<400> 21
Arg Asn Glu Lesu Cys Thr @Gln Asn Cys Arg Ala Phe Arg Asp Leu Tyx
3 B 10 1k

Bayr
<210> 22
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 22

Val Asp Pro Gin Gly Pro Gly Pro &lu Glu Lys

1 5 1@

<210> 23

<211> 558

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 23

Met Glu Leu Arg Ala Arg Gly Trp Trp Leu Leu Cys ARla Ala Ala Ala

Leur Val Ala Cys Ala Arg Gly A=sp Pro Ala Ser Lys Ser Arg Ser Cys
20 25 30
Gly Glu Val Arg Gln Ile Tyr Gly Ala Lys Gly Phe Ser Leu Ber Asp
35 40 45
Val Pro Gin Ala 6lu Ile Ser Gly Glu Hiz Leu BArg Ile Cys Pro Gin
50 55 60
Gly Tyxr Thr Cys Cys Thr Serxr Glu Met Glw Giu bsn Leu Ala Asn Axg
65 70 15 80
Ser His Ala Glu Leu Glu Thr Alz Leuw Arg Asp Ser Ser Arg Val Leu
85 90 a5
Gln Ala Met Leuw Ala Thr Gin Leu Arg Ser Phe Asp Asp His Phe GIn
ico 108 110
His Leu Leu Asn Asp Ser Giu Arg Thr Leu Gin Ala Thr Phe Pro Gly
115 120 125

40
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Ala Phe Gly Slu Len Tyr Thr éln Asn Ala Arg Ala Phe Arg Asp Leu
136 135 140
Tyr Ser Slu Leu Arg Leu Tyr Tyr Arg Gly Ala Asn Leu His Leu Glu
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148
Glu

Gln

Gly

Ly

Gin

225

Pro

Ala

Glu
Trp

305

Leu

Pro

Gin
385
Cys

Leu

Prao

465

The

Let

Lys

Arg

210

Gly

Leaw

His

Azn

Trp

280

Gly

Ala

Lys

Gly

Pro

370

Leu

Ser

Gly

Ala

Asp

450
Arg

Leu

His

Gin

19%

Leu

Leu

Gliy

Cys

val

278

Arg

Thr

Giu

Val

Prao

385

Ero

Arg

Glu

Met

Asn

435

Mat

Ley

Ala

Pra

180

Als

Arg

Gly

Bro

Leu

280

Leu

Asn

Sex

iz

Ile

340

Glu

Ser

Asp

Lys

Ala

420

Gln

Thr

Arg

Glu

1e5

Gin

Giu

Ala

val

Giu

245

Gly

Lys

Leu

Gly

Ile

325

Gin

Glu

Gly

Val

Mat

405

Arg

Ile

tie

Ber

150
Phe

Leu

Ala

Thr

Ala

230

cye

Val

a1y

Lew

Val

310

Asn

Gly

Lys

Thr

Gln

396

Ala

Giy

Asn

Arg

Ala
470

Trp

Leu

Leu

Axg

215

Ber

Sexr

Pro

Cys

Asp

235

Blu

Ala

Cys

Arg

Ley

378

Asp

Leu

Arg

Asn

Gin

455
Ty

Ala

Leu

Arg

200

Ala

Asp

Arg

Gly

Leu

280

Ser

Ser

Leu

Gly

Arg

380

Glu

Pha

Sar

Tyr

Pro

440

Sin

Azn

Arg

Pro

185

Fro

Phe

Val

Ala

Ala

285

Ala

Met

Val

Gln

Asnt

345

Arg

Lys

Trp

Thr

Leu

428

Glu

Ile

Gly

41

Len

1T

Asp

Phe

Val

Val

val

280

Asn

val

Ile

Asp

330

Pro

-~

\aly

et

Ile

Ala

410

FPrao

Val

Met

Asn

15%

Leam

Asp

Sly

Bla

RAxrg

Z35

Met

Pro

&ln

Leu

Gly

315

Asn

Liys

Lys

Val

Ser

385

Ser

&lu

&lua

Gln

Asp
475

Glu

Tyr

Glu

Ala

220

Lys

Lys

Cys

Ala

Ile

300

Ser

Arg

Val

Lea

Sar

380

Leu

Asp

Val

Val

Leuw

480
val

Arg

Ley

Als

208
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REIVINDICACIONES

Un método in vitro para detectar cancer de préstata 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 cancer de préstata o una
mayor probabilidad de desarrollar cancer de préstata 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 cancer; o

valores de referencia predeterminados o intervalos de valores de referencia.

El método in vitro para detectar cancer de prostata en un paciente de conformidad con la reivindicacion 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 cancer de prdstata o una mayor probabilidad de desarrollar cancer de
prostata en base a la unién de dicho anticuerpo anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal;

en donde la unién del anticuerpo anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal se compara con la unién del
anticuerpo anti-glipicano-1 de una muestra de control;

en donde la unién 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 cancer de préstata.

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

El método in vitro de conformidad con la reivindicaciéon 2, en donde dicha muestra de fluido corporal se pone en
contacto con una poblacién de anticuerpos, en donde: los anticuerpos de la poblacién comprenden:

(a) unaregion variable de cadena pesada que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 10;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 10;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 10; y

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

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 11;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 11;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 11;y

los anticuerpos de la poblacién no comprenden una region variable de la cadena ligera que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 12;

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

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

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

El método in vitro de conformidad con la reivindicacién 4, en donde la poblacién de anticuerpos es producida por,
o de cualquier otra manera idéntica a una poblacion de anticuerpos generada por células del hibridoma depositado
el 22 de agosto de 2014 en CellBank Australia (CBA) con el nimero de acceso CBA20140026.

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

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

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

El método in vitro de conformidad con la reivindicacion 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 unién incrementada del anticuerpo anti-glipicano-1 de la muestra de fluido corporal con
respecto a la muestra de control, preferentemente, un aumento del 50 % o mas 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 cancer de préstata.

El método in vitro de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en donde un aumento del 50 % o
mas en la unién del anticuerpo anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal por encima del nivel de unién del

anticuerpo anti-glipicano-1 de la muestra de control, es indicativo de cancer de préstata.

El método in vitro de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a7 0 9, en donde la unién del anticuerpo
anti-glipicano-1 a dicha muestra de fluido corporal se compara con la union del anticuerpo anti-glipicano-1 a uno o
mas estandares de glipicano-1; en donde la unién del anticuerpo anti-glipicano-1 de los estandares se usa para

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

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 cancer de prostata.

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

medir el nivel de antigeno prostatico especifico (PSA) en una muestra de fluido corporal que se obtiene del
paciente, y determinar que dicho paciente tiene cancer de préstata o una mayor probabilidad de desarrollar cancer
de prostata en base a (i) el nivel de PSA medido en la muestra de fluido corporal, y (ii) la unién de dicho anticuerpo

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

El método in vitro de conformidad con la reivindicacion 12, en donde el nivel de antigeno prostatico especifico
(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

se asocia con la presencia de cancer de proéstata.

El uso de un kit que comprende:

un primer anticuerpo anti-glipicano-1, y
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estandares de glipicano-1;
en el método in vitro de conformidad con la reivindicacién 1, en donde el primer anticuerpo anti-glipicano-1 se usa

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

El uso de conformidad con la reivindicacion 14, en donde el anticuerpo anti-glipicano-1 es:
(i) noesMIL-38; 0
(i) MIL-38; 0

(iii) el anticuerpo mencionado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 4, 50 7.
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