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ES 2 805085 T3

DESCRIPCION
Epitopos de glipicano y usos de éstos
Campo técnico

La presente invencion se refiere en general a los campos de la inmunologia y la medicina. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a epitopos de glipicano-1 (GPC-1) y usos de éstos.

Antecedentes

El cancer de prostata es el cancer que se produce mas comunmente en hombres de todas las razas y es el segundo
s6lo con respecto al cancer de pulmén en cuanto a mortalidad entre hombres blancos, negros, indios
americanos/nativos de Alaska e hispanos. En 2011, 209 292 hombres en los Estados Unidos de América se
diagnosticaron con cancer de prostata y 27 970 de ellos murieron a causa de la enfermedad (U.S. Cancer Statistics
Working Group, "United States Cancer Statistics: 1999-2011 Incidence and Mortality Web-based Report", Atlanta
(GA): Department of Health and Human Services, Centers for Disease Control and Prevention, y National Cancer
Institute; 2014).

El tratamiento con cirugia y/o radioterapia es exitoso en muchos pacientes si el cancer de prostata se diagnostica
tempranamente. Sin embargo, muchos pacientes con enfermedad avanzada y una proporcion considerable de todos
los pacientes con cancer de préstata desarrollan eventualmente enfermedad metastasica después de la terapia
localizada.

Por lo tanto, existe la necesidad de pruebas convenientes, confiables y precisas para diagnosticar el cancer de
préstata, especialmente durante las etapas tempranas de la enfermedad.

El glipicano-1 (GPC-1) es un proteoglicano de sulfato de heparano de la superficie celular con una proteina central que
se ancla a la membrana citoplasmatica a través de un glicosil fosfatidil inositol. Es un miembro de una familia mas
grande de glipicanos. La secuencia de GPC-1 y el acido nucleico codificante se han descrito, por ejemplo, en el
documento WO 99/37764. Se ha informado que el GPC-1 se sobreexpresa en algunas formas de cancer (por ejemplo,
cancer de pancreas, cancer de mama), pero la expresion no difiere significativamente en otras. Los presentes
inventores han determinado recientemente que el GPC-1 se sobreexpresa por las células de cancer de prostata, y
puede usarse como un medio para diagnosticar la enfermedad (solicitud de patente provisional de Estados Unidos
nam. 61/928/776 titulada "Cell Surface Prostate Cancer Antigen for Diagnosis”, Walsh y otros - no publicada; num. de
solicitud PCT PCT/AU2014/000999"Monoclonal ANTI-GPC-1 antibodies and uses thereof", Walsh y otros - no
publicada).

En vista de la asociacion entre los niveles de GPC-1 y el cancer de prostata determinada por los presentes inventores,
existe la necesidad de identificar epitopos dentro del GPC-1 que sean ventajosos para detectar y cuantificar los niveles
de GPC-1 en personas sometidas a pruebas de diagndstico y/o prondstico.

Breve descripcion de la invencion

Los presentes inventores han determinado que una serie de epitopos dentro de la proteina GPC-1 se seleccionan
como objetivo preferentemente por entidades de union lo que incluye, pero no se limita a, anticuerpos. La patente se
refiere a la invencion tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

En la presente descripcion se describen las siguientes modalidades:

Modalidad 1: Un epitopo para un anticuerpo anti-glipicano 1 (GPC-1) ubicado dentro de una porcién del bucle
flexible de GPC-1 definido por una secuencia de aminoacidos KVNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1).

Modalidad 2: El epitopo de acuerdo con la modalidad 1, en donde el epitopo comprende un primer segmento que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

(i\VNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 2); 0

(iijuna variante de VNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 2), en donde la variante comprende un residuo de aminoacido
sustituido solo en:

una cualquiera o mas de las posiciones 2, 3,7, 8,9, 10 y/u 11; o
una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3,4, 6,8, 10 y/u 11; 0

una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10 y/u 11.
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Modalidad 3: El epitopo de acuerdo con la modalidad 1, en donde el epitopo comprende un primer segmento que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

(i) KVNPQGPGP (SEQ ID NO: 6); 0

(i) una variante de KYNPQGPGP (SEQ ID NO: 6) que comprende un residuo de aminoacido sustituido solo en
una cualquiera o mas de las posiciones 1, 3, 4, 8 y 9 de la SEQ ID NO: 6.

Modalidad 4: La variante de acuerdo con la modalidad 3, que comprende un residuo de aminoacido sustituido solo
en una cualquiera o mas de las posiciones 8 y 9 de la SEQ ID NO: 6.

Modalidad 5: El epitopo de acuerdo con la modalidad 1, en donde el epitopo comprende un primer segmento que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

(i) KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 5); 0

(i) una variante de KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 5) que comprende un residuo de aminoacido sustituido solo
en una cualquiera o mas de las posiciones 1, 3, 4, 8, 9y 10 de la SEQ ID NO: 5.

Modalidad 6: La variante de acuerdo con la modalidad 5, que comprende un residuo de aminoacido sustituido solo
en una cualquiera o mas de las posiciones 8, 9y 10 de la SEQ ID NO: 6.

Modalidad 7: La variante de acuerdo con la modalidad 5 o la modalidad 6, en donde E (glu) en la posicion 10 se
sustituye con cualquier otro aminoacido.

Modalidad 8: La variante de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 3 a 7, en donde la variante comprende
una sustitucién solo en una cualquiera o mas de:

posicion 1, en donde K (lys) se sustituye con uno cualquiera de W (trp), R (arg), L (lys), Y (tyr) o F (phe);
posicion 3, en donde N (asn) se sustituye con uno cualquiera de H (his), P (pro) o D (asp);

posicion 4, en donde P (pro) se sustituye con uno cualquiera de R (arg), K (lys), W (trp), S (ser), H (his) o N
(asn);

posicion 8, en donde G (gly) se sustituye con uno cualquiera de D (asp), E (glu), N (asn), Q (gIn), K (lys), R (arg)
o A (ala);

posicion 9, en donde P (pro) se sustituye con uno cualquiera de M (met), A (ala), | (ile), K (lys), R (arg), Q (gin),
S (ser), T (thr) o Y (tyr).

Modalidad 9: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 8, que comprende un segundo
segmento que comprende una secuencia de aminoacidos TQNARA (SEQ ID NO: 8).

Modalidad 10: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 8, que comprende un segundo
segmento que comprende una secuencia de aminoacidos TQNARAFRD (SEQ ID NO: 7).

Modalidad 11: El epitopo de acuerdo con la modalidad 1 o la modalidad 2, en donde el epitopo comprende un
primer segmento que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

(i) NPQGPGPEE (SEQ ID NO: 4); 0

(i) una variante de NPQGPGPEE (SEQ ID NO: 4), en donde la variante comprende un residuo de aminoacido
sustituido solo en una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3,5, 7y 9 de la SEQ ID NO: 4.

Modalidad 12: La variante de acuerdo con la modalidad 11, que comprende un residuo de aminoacido sustituido
solo en una cualquiera o mas de las posiciones 2, 7 y 9 de la SEQ ID NO: 4.

Modalidad 13: La variante de acuerdo con la modalidad 11 o la modalidad 12, en donde la variante comprende una
sustituciéon en una cualquiera o mas de:

posicion 1, en donde N (asn) se sustituye con H (his);

posicion 2, en donde P (pro) se sustituye con cualquier otro aminoacido;
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posicion 3, en donde Q (gln) se sustituye con uno cualquiera de N (asn), M (met), T (thr), S (ser) o R (arg);
posicion 5, en donde P (pro) se sustituye con A (ala);

posicion 7, en donde P (pro) se sustituye con uno cualquiera de A (ala), D (asp), C (cys), E (glu), Z (glx), G (gly),
H (his), K (lys), M (met), F (phe), P (pro), S (ser), T (thr), W (trp) o Y (tyr);

posicion 9, en donde E (glu) se sustituye con cualquier otro aminoacido.

Modalidad 14: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 11 a 13, en donde el epitopo
comprende un segundo segmento que comprende una secuencia de aminoacidos ALSTASDDR (SEQ ID NO: 9).

Modalidad 15: El epitopo de acuerdo con la modalidad 1 o la modalidad 2, en donde el epitopo comprende un
primer segmento que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

(i) VNPQGPGPEE (SEQ ID NO: 3); 0

(i) una variante de VNPQGPGPEE (SEQ ID NO: 3), en donde la variante comprende un residuo de aminoacido
sustituido solo en una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 8 y 10 de la SEQ ID NO: 3.

Modalidad 16: La variante de acuerdo con la modalidad 15, que comprende un residuo de aminoacido sustituido
solo en una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3y 8 de la SEQ ID NO: 3.

Modalidad 17: La variante de acuerdo con la modalidad 15 o la modalidad 16, en donde la variante comprende una
sustitucion en una cualquiera o mas de:

posicion 1, en donde V (val) se sustituye con cualquier otro aminoacido;
posicion 2, en donde N (asn) se sustituye con cualquier otro aminoacido;
posicion 3, en donde P (pro) se sustituye con cualquier otro aminoacido;

posicion 4, en donde Q (gln) se sustituye con uno cualquiera de Y (tyr), A (ala), E (glu), V (val), M (met), F (phe),
L (leu), I (ile), T (thr) o R (arg);

posicion 5, en donde G (gly) se sustituye con A (ala), S (ser), T (thr), H (his), W (trp), Y (tyr), F (phe) o M (met);
posicion 8, en donde P (pro) se sustituye con cualquier otro aminoacido;

posicion 10, en donde E (glu) se sustituye con Q (gIn), D (asp), F (phe), H (his) o M (met).

Modalidad 18: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 15 a 17, en donde el epitopo
comprende un segundo segmento que comprende:

una secuencia de aminoacidos PRERPP (SEQ ID NO: 10) o

una secuencia de aminoacidos QDASDDGSGS (SEQ ID NO: 11).
Modalidad 19: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 15 a 17, en donde el epitopo
comprende un segundo segmento que comprende una secuencia de aminoacidos PRERPP (SEQ ID NO: 10) y un

tercer segmento que comprende una secuencia de aminoacidos QDASDDGSGS (SEQ ID NO: 11).

Modalidad 20: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 10, que comprende la secuencia
de aminoacidos CGELYTQNARAFRDLCGNPKVNPQGPGPEEKRRRGC (SEQ ID NO: 12).

Modalidad 21: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 20, en donde el epitopo es un
epitopo lineal.

Modalidad 22: El epitopo de acuerdo con la modalidad 19, en donde el segundo segmento y el tercer segmento del
epitopo son discontinuos.

Modalidad 23: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 9, 10, 14, 18 o0 22 en donde el primer
segmento y el segundo segmento del epitopo son discontinuos.

Modalidad 24: Un epitopo para un anticuerpo anti-glipicano 1 (GPC-1) que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de una cualquiera o una pluralidad de: TQNARA (SEQ ID NO: 8), ALSTASDDR (SEQ ID
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NO: 9), PRERPP (SEQ ID NO: 10), QDASDDGSGS (SEQ ID NO: 11), LGPECSRAVMK (SEQ ID NO: 13) y
TQNARAFRD (SEQ ID NO: 7).

Modalidad 25: El epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 24, en donde el epitopo es un
polipéptido aislado o un polipéptido sintético.

Modalidad 26: Una disposicion de epitopos que comprende una combinacion de dos o mas epitopos distintos, en
donde

cada uno de dichos epitopos distintos es un epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 25;
cada uno de dichos epitopos es un epitopo de acuerdo con la Tabla 1; o
la combinacioén de epitopos es una cualquiera o mas de las combinaciones expuestas en la Tabla 3.

Modalidad 27: Una disposicion de epitopos que comprende una combinacion de dos o mas epitopos distintos, en
donde la disposicién comprende

un primer epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 10, y
un segundo epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 11 a 14.

Modalidad 28: Una disposicion de epitopos que comprende una combinaciéon de dos o mas epitopos distintos, en
donde la disposicién comprende

un primer epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 10, y

un segundo epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 15 a 19.

Modalidad 29: Una composiciéon que comprende un epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a
25, o una disposicion de epitopos de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 26 a 28, y un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Modalidad 30: Un conjunto que comprende un epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 25,
o una disposicion de epitopos de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 26 a 28, unido a uno o mas

soportes solubles o insolubles.

Modalidad 31: El ensamble de la modalidad 30, en donde el ensamble es un componente de un ensayo de
inmunosorcion ligada a enzimas (ELISA).

Modalidad 32: Un acido nucleico que codifica el epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 25.
Modalidad 33: Un vector que comprende el acido nucleico de acuerdo con la modalidad 32.
Modalidad 34: Una célula huésped que comprende el vector de acuerdo con la modalidad 33.

Modalidad 35: Una entidad de unién aislada capaz de especificamente unirse a un epitopo de acuerdo con una
cualquiera de las modalidades 1 a 25, en donde la entidad de unién no es un anticuerpo.

Modalidad 36: Una entidad de unién aislada capaz de especificamente unirse a un epitopo de acuerdo con una
cualquiera de las modalidades 1 a 25, en donde la entidad de unién es un anticuerpo y con la condicion de que el
anticuerpo no sea un: anticuerpo MIL38 (CBA20140026), anticuerpo policlonal anti-GPC-1 de conejo (ab137604,
abcam), anticuerpo monoclonal anti-glipicano de ratén 2600 clon 4D1 (Millipore), o anticuerpo anti-glipicano 1 de
cabra (AA 24-530).

Modalidad 37: Un método para detectar cancer de prostata en un sujeto, el método que comprende obtener una
muestra biolégica del sujeto, detectar la presencia de un epitopo de acuerdo con una cualquiera de las
modalidades 1 a 25 en la muestra, y determinar que el sujeto tiene cancer de prostata o una mayor probabilidad de
desarrollar cancer de prostata basado en la cantidad del epitopo detectado en la muestra.

La muestra biologica puede ser una muestra de fluido corporal.

La muestra bioldgica puede ser una muestra de tejido.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 805085 T3

Modalidad 38: El método de acuerdo con la modalidad 37, en donde detectar la presencia del epitopo en la muestra
comprende poner en contacto la muestra con una entidad de unién capaz de especificamente unirse a un epitopo
de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 25.

Modalidad 39: El método de acuerdo con la modalidad 38, en donde la entidad de unién es una poblacién de
anticuerpos.

Modalidad 40: EI método de acuerdo con la modalidad 39, en donde la poblacién de anticuerpos comprende uno o
mas de: anticuerpo MIL38 (CBA20140026), anticuerpo policlonal anti-GPC-1 de conejo (ab137604, abcam),
anticuerpo monoclonal anti-glipicano de ratén 2600 clon 4D1 (Millipore), o anticuerpo anti-glipicano 1 de cabra (AA
24-530).

Modalidad 41: El método de acuerdo con la modalidad 39, en donde la poblacién de anticuerpos no contiene
ninguno de: anticuerpo MIL38 (CBA20140026), anticuerpo policlonal anti-GPC-1 de conejo (ab137604, abcam),
anticuerpo monoclonal anti-glipicano de ratén 2600 clon 4D1 (Millipore), o anticuerpo anti-glipicano 1 de cabra (AA
24-530).

Modalidad 42: El método de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 37 a 41, que comprende comparar la
cantidad de epitopo presente en la muestra bioldgica con una cantidad de epitopo presente en una muestra de
control, en donde la deteccion de una mayor cantidad de epitopo en la muestra de fluido corporal comparada con
una medida equivalente de la muestra de control es indicativa de cancer de prostata en el sujeto o de una mayor
probabilidad de desarrollar cancer de prostata en el sujeto.

Modalidad 43: El método de acuerdo con la modalidad 42, en donde la cantidad de epitopo detectada en la muestra
se incrementa en mas del 50 % por encima de la cantidad de epitopo detectada en la muestra de control.

Modalidad 44: El método de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 37 a 43, en donde detectar la
presencia del epitopo comprende poner en contacto la muestra con una poblacion de anticuerpos MIL38
depositados en Cellbank Australia con el num. de acceso CBA20140026.

Modalidad 45: El método de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 37 a 43, en donde detectar la
presencia del epitopo comprende poner en contacto la muestra con una poblaciéon de anticuerpos que no
comprende un anticuerpo que comprende una region variable de cadena ligera que comprende: una region
determinante de la complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 20; una regién determinante de la complementariedad 2
(CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la
SEQ ID NO: 20; y/o una region determinante de la complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en
una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 20.

Modalidad 46: El método de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 37 a 45, que comprende, ademas,
determinar el nivel de antigeno prostatico especifico (PSA) en la muestra biolégica y comparar el nivel detectado
con el de la muestra de control.

Modalidad 47: El método de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 37 a 46, en donde la muestra
bioldgica es una muestra de fluido corporal.

Modalidad 48: El método de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 37 a 46, en donde la muestra
bioldgica es una muestra de tejido.

Modalidad 49: Una proteina de fusién que comprende el epitopo de acuerdo con una cualquiera de las
modalidades 1 a 25.

Modalidad 50: El uso del epitopo de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 1 a 25, la disposicién de
epitopos de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 26 a 28, o la proteina de fusion de acuerdo con la
modalidad 48, como un elemento de control positivo en un método para detectar el GPC-1.

Modalidad 51: El uso de acuerdo con la modalidad 50, en donde el método es el método para detectar cancer de
préstata de acuerdo con una cualquiera de las modalidades 37 a 48.

El elemento de control positivo, cuando se usa en un método de deteccion o ensayo de deteccion, puede proporcionar
directa o indirectamente una sefial positiva/afirmativa y de esta manera al menos en parte o totalmente validar que el
método o ensayo es capaz de funcionar correctamente.

Breve descripcion de las figuras
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Las modalidades preferidas de la presente invencion se describiran ahora, solo a manera de ejemplo, con referencia a
las figuras adjuntas en donde:

La Figura 1 muestra una representacion de la cadena B tal como esta presente en el identificador del Protein Data
Bank (ID PBD) 4AD7 (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/4AD7);

La Figura 2 muestra graficos de diagrama de caja de datos sin procesar del tamizaje de anticuerpo MIL38-AM4. La
parte inferior y superior de los recuadros 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 intercuartil, una indicacion de valores atipicos
estadisticos dentro del conjunto de datos (Mcgill y otros, The American Statistician, 32: 12-16, 1978);

La Figura 3 muestra graficas del nimero de péptidos frente a la intensidad registrada obtenida para las cinco matrices
(series 1-5, Ejemplo 1), cuando se incuban con 1 pg/ml (trazo superior) o 10 ug/ml de MIL38-AM4 (trazo inferior);

La Figura 4 muestra la representacion de la cadena B a partir del identificador del Protein Data Bank (ID PBD) 4AD7
(http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/4AD7) con secuencia TQNARAFRDLYS (SEQ ID NO: 21) en esferas de color oscuro, y
los residuos K347, V348, G362 y K363 en esferas de color claro. El bucle que conecta V348 a G362 no se resuelve a
partir de la difraccion de rayos X;

La Figura 5 muestra graficos de diagrama de caja de datos sin procesar de tamizaje de anticuerpos policlonales y
monoclonales anti-GPC-1 y MIL38-AMS3. La parte inferior y superior de los recuadros son los percentiles 25y 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
intercuartil, una indicacion de valores atipicos estadisticos dentro del conjunto de datos (Mcgill y otros, The American
Statistician, 32: 12-16, 1978);

La Figura 6 muestra graficos del nimero de péptidos frente a la intensidad registrada obtenida para tres preparaciones
anti-glipicano 1 disponibles comercialmente, probadas en la matriz usada para mapear MIL38-AM4, que se muestra
para comparacion;

La Figura 7 muestra la representacion de la cadena B a partir del identificador del Protein Data Bank (ID PBD) 4AD7
(http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/4AD7). La Figura 7A muestra la representacion de la cadena B con la secuencia
PRERPP (SEQ ID NO: 10) en esferas de sombreado claro, y los residuos K347, V348, G362 y K363 en esferas
sombreadas oscura. El bucle que conecta V348 a G362 no se resuelve a partir de la difraccion de rayos X. Estos
epitopos se reconocen por el anti-GPC-1 de conejo. Un epitopo adicional, QDASDDGSGS (SEQ ID NO: 11), no se
resuelve en el archivo de coordenadas. La Figura 7B muestra la representacion de la cadena B con la secuencia
LGPECSRAVMK (SEQ ID NO: 13) en esferas sombreadas. Este epitopo se reconoce por el anti-GPC-1 de ratoén;

La Figura 8 muestra graficos de diagrama de caja de datos sin procesar de tamizaje de anticuerpos. La parte inferior y
superior de los recuadros son los percentiles 25y 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 intercuartil, una indicacién de valores atipicos estadisticos dentro
del conjunto de datos (Mcgill y otros, The American Statistician, 32: 12-16, 1978);

La Figura 9 muestra una representacion en diagrama de letras del Ac policlonal 137604 de conejo sondeado en el
analisis de sustitucion del conjunto 3. La barra central/horizontal representa la intensidad media registrada para la
secuencia base. Las mutaciones individuales se dibujan en la columna correspondiente a la posicion de la mutacioén, y
los simbolos se trazan a la altura correspondiente a la intensidad registrada;

La Figura 10 muestra una representacion de diagrama de letras del anti-GPC-1 policlonal de cabra sondeado en el
analisis de sustitucion del conjunto 2 (Ejemplo 3);

La Figura 11 muestra una representacion de diagrama de letras de MIL38-AM4 sondeado en el analisis de sustitucion
del conjunto 3 (Ejemplo 3);

La Figura 12 muestra una representacion de mapa de calor de los datos obtenidos para MIL38-AM4 sondeado en los
péptidos del conjunto 1 (Ejemplo 3). La intensidad de la sefal va de negro (linea de base) a blanco (media) a gris
(maximo); 'X' = eje x; las secuencias peptidicas del eje x representadas en las columnas X1-X33 son las siguientes: el
péptido X-1 es los residuos 344 - 353 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-2 es los residuos 348 - 357 de la SEQ ID NO: 1;
el péptido X-3 es los residuos 352 - 361 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-4 es los residuos 356 - 365 de la SEQ ID NO:
1; el péptido X-5 es los residuos 344 - 354 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-6 es los residuos 348 - 358 de la SEQ ID
NO: 1; el péptido X-7 es los residuos 352 - 362 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-8 es los residuos 356 - 366 de la SEQ
ID NO: 1; el péptido X-9 es los residuos 344 - 355 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-10 es los residuos 348 - 359 de la
SEQ ID NO: 1; el péptido X-11 es los residuos 352 - 363 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-12 es los residuos 344 - 356
de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-13 es los residuos 348 - 360 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-14 es los residuos 352
- 364 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-15 es los residuos 344 - 357 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-16 es los residuos
348 - 361 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-17 es los residuos 352 - 365 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-18 es los
residuos 344 - 358 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-19 es los residuos 348 - 362 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-20
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es los residuos 352 - 366 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-21 es los residuos 344 - 359 de la SEQ ID NO: 1; el péptido
X-22 es los residuos 348 - 363 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-23 es los residuos 344 - 360 de la SEQ ID NO: 1; el
péptido X-24 es los residuos 348 - 364 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-25 es los residuos 344 - 361 de la SEQ ID NO:
1; el péptido X-26 es los residuos 348 - 365 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-27 es los residuos 344 - 362 de la SEQ ID
NO: 1; el péptido X-28 es los residuos 348 - 366 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-29 es los residuos 344 - 363 de la
SEQ ID NO: 1; el péptido X-30 es los residuos 344 - 364 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-31 es los residuos 344 - 365
de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-32 es los residuos 344 - 366 de la SEQ ID NO: 1; el péptido X-33 es una secuencia
aleatoria/desorganizada; 'Y' = eje y; las secuencias peptidicas del eje y representadas en las columnas Y1-Y19 son las
siguientes: el péptido Y-1 es los residuos 131 - 140 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-2 es los residuos 135 - 144 de la
SEQ ID NO: 1; el péptido Y-3 es los residuos 139 - 148 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-4 es los residuos 131 - 141 de
la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-5 es los residuos 135 - 145 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-6 es los residuos 139 - 149
de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-7 es los residuos 131 - 142 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-8 es los residuos 135 -
146 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-9 es los residuos 131 - 143 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-10 es los residuos
135 - 147 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-11 es los residuos 131 - 144 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-12 es los
residuos 135 - 148 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-13 es los residuos 131 - 145 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-14
es los residuos 135 - 149 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-15 es los residuos 131 - 146 de la SEQ ID NO: 1; el péptido
Y-16 es los residuos 131 - 147 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-17 es los residuos 131 - 148 de la SEQ ID NO: 1; el
péptido Y-18 es los residuos 131 - 149 de la SEQ ID NO: 1; el péptido Y-19 es una secuencia aleatoria/ desorganizada.

La Figura 13 es una matriz de diagrama de dispersion de todos los resultados obtenidos en los péptidos del conjunto 1;

La Figura 14 muestra resultados de electroforesis y transferencia Western 2D que demuestran que los anticuerpos
MIL38 y anti-GPC-1 muestran reactividad superpuesta en la transferencia Western en gel 2D;

La Figura 15 muestra transferencias Western de inmunoprecipitaciones realizadas en extractos de proteinas de
membrana celular de cancer de prdstata DU-145 o C3 (negativas para MIL38) con anticuerpos MIL38 o anti-GPC-1; y

La Figura 16 muestra transferencias Western de inmunoprecipitaciones que demuestran que el anticuerpo MIL38
puede detectar glipicano-1 en el plasma (Figura 16A) de pacientes con cancer de prostata y en extractos de canceres
de prostata (Figura 16B). Los carriles de la Figura 16A son: 046 IP NT-IP a partir de plasma de cancer de préstata; 046
IP Hepl-IP a partir de plasma de cancer de préstata tratado con heparinasa; 042 IP NT-IP a partir de plasma de control
normal; 042 IP Hepl-IP a partir de plasma de control normal tratado con heparinasa; Magic Mark - marcador de
proteina comercial como estandar de peso molecular.

Definiciones

Como se usa en esta solicitud, la forma singular "un", "una" y "el/la" incluyen referencias al plural a menos que el
contexto lo indique claramente de cualquier otra manera. Por ejemplo, la frase "un anticuerpo” incluye, ademas,
multiples anticuerpos.

Como se usa en la presente descripcion, el término "que comprende" significa "que incluye". Las variaciones de la
palabra "que comprende”, tales como "comprenden" y "comprende", tienen significados correspondientemente
variados. Por lo tanto, por ejemplo, una muestra "que comprende” el anticuerpo A puede consistir exclusivamente en el
anticuerpo A o puede incluir uno o mas componentes adicionales (por ejemplo, el anticuerpo B).

Como se usa en la presente descripcion, los términos "mdltiple" y "pluralidad" significan mas de uno. En ciertos
aspectos o modalidades especificos, multiple o pluralidad puede significar 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 o0 mas, y cualquier nimero entero derivable de ellos, y cualquier intervalo derivable de ellos.

El término "epitopo”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a la(s) porcion(es) especifica(s) de un antigeno
que interactua(n) (por ejemplo, se une(n)) con una o mas entidades de union tales como, por ejemplo, una proteina,
ligando, anticuerpo, fragmento de anticuerpo o derivado de anticuerpo. Como se usa en la presente descripcion, los
términos "anticuerpo” y "anticuerpos" incluyen IgG (lo que incluye IgG1, 1IgG2, IgG3 e IgG4), IgA (lo que incluye IgA1 e
IgA2), IgD, IgE, IgM e IgY, anticuerpos enteros, lo que incluyen anticuerpos enteros unicatenarios y fragmentos de
unién a antigeno de estos. Los fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno incluyen, pero no se limitan a, Fv, Fab,
Fab'y F(ab")2, Fd, Fv monocatenario (scFv), anticuerpos monocatenarios, Fv unidos por disulfuro (sdFv) y fragmentos
que comprenden ya sea un dominio VL o un dominio VH. Los anticuerpos pueden ser de cualquier origen animal o
huésped de produccion apropiado. Los fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno, lo que incluye anticuerpos
monocatenarios, pueden comprender la(s) region(es) variable(s) sola(s) o en combinacion con la totalidad o parte de lo
siguiente: region bisagra, dominios CH1, CH2 y CH3. Ademas, se incluyen cualesquiera combinaciones de regiones
variable y regiéon bisagra, dominios CH1, CH2 y CH3. Los anticuerpos pueden ser monoclonales, policlonales
quiméricos, multiespecificos, humanizados y anticuerpos monoclonales y policlonales humanos que se unen
especificamente a la molécula biolégica. El anticuerpo puede ser un anticuerpo biespecifico, avicuerpo, diacuerpo,
tricuerpo, tetracuerpo, nanocuerpo, anticuerpo de dominio Unico, dominio VHH, anticuerpo humano, anticuerpo
completamente humanizado, anticuerpo parcialmente humanizado, anticalina, adnectina o un aficuerpo.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 805085 T3

Como se usa en la presente descripcion, el término "anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo que reconoce
un Unico epitopo antigénico, y que se obtiene a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos
que se unen especificamente al mismo epitopo antigénico, y son idénticos con la posible excepcidon de mutacion(es)
de origen natural que puede(n) estar presente(s) en cantidades minoritarias.

Como se usa en la presente descripcion, el término "anticuerpo humanizado" se refiere a formas de anticuerpos que
contienen secuencias de anticuerpos humanos asi como también anticuerpos no humanos (por ejemplo, anticuerpos
murinos). Por ejemplo, un anticuerpo humanizado puede comprender sustancialmente todos o al menos uno y
tipicamente dos dominios variables, en el que todos/sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a
los de una inmunoglobulina no humana y todas/sustancialmente todas las regiones FR son a partir de la secuencia de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado puede comprender opcionalmente, ademas, al menos una
porcién de una region constante de inmunoglobulina (Fc) que puede ser tipicamente la de una inmunoglobulina
humana.

Como se usa en la presente descripcion, el término "anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que exhibe una
actividad bioldgica deseada, y en el que una porcién de la cadena ligera y/o cadena pesada es idéntica u homologa
con respecto a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie dada/especifica, mientras
que la(s) cadena(s) restante(s) es(son) idéntica(s) u homéloga(s) con las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de otra especie diferente. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico puede comprender regiones variables que
se derivan de una primera especie y comprender regiones constantes que se derivan de una segunda especie. Los
anticuerpos quiméricos pueden construirse, por ejemplo, mediante modificacion por ingenieria genética a partir de
segmentos de genes de inmunoglobulina que pertenecen a diferentes especies.

Como se usa en la presente descripcion, el término "hibridoma" se refiere a una célula producida por la fusion de una
célula inmortal (por ejemplo, una célula de mieloma multiple) y una célula productora de anticuerpos (por ejemplo, un
linfocito B), que es capaz de producir anticuerpos monoclonales de una especificidad de unién uUnica.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "unirse especificamente" y "especificamente unirse" en
referencia a un anticuerpo, variante de anticuerpo, derivado de anticuerpo, fragmento de unién a antigeno, y similares
se refiere a su capacidad para unirse a una molécula objetivo dada preferentemente sobre otras moléculas no objetivo.
Por ejemplo, si el anticuerpo, variante de anticuerpo, derivado de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
("molécula A") es capaz de "unirse especificamente” o "especificamente unirse" a una molécula objetivo dada
("molécula B"), la molécula A tiene la capacidad de discriminar entre la molécula B y cualquier otro nimero de posibles
parejas de union alternativas. En consecuencia, cuando se expone a una pluralidad de moléculas diferentes pero
igualmente accesibles como posibles parejas de union, la molécula A se unira selectivamente a la molécula B y otras
posibles parejas de union alternativas permaneceran sustancialmente sin unirse por la molécula A. En general, la
molécula A se unira, preferentemente, a la molécula B al menos 10 veces, preferentemente, 50 veces, con mayor
preferencia, 100 veces, y con la maxima preferencia, mas de 100 veces mas frecuentemente que otras posibles
parejas de unién. La molécula A puede ser capaz de unirse a moléculas que no son la molécula B a un nivel débil pero
detectable. Esto se conoce cominmente como unién de fondo y puede distinguirse faciimente de la unién especifica a
la molécula B, por ejemplo, mediante el uso de un control apropiado.

Como se usa en la presente descripcion, el término "sujeto” incluye cualquier animal de importancia econémica, social
o de investigacion, lo que incluye especies de bovinos, equinos, ovinos, primates, aves y roedores. Por lo tanto, un
"sujeto" puede ser un mamifero tal como, por ejemplo, un mamifero humano o no humano.

Como se usa en la presente descripcion, el término "aislado” en referencia a una molécula biolégica (por ejemplo, un
anticuerpo) es una molécula bioldgica que esta libre de al menos algunos de los componentes con los que se produce
naturalmente.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "proteina”, "péptido" y "polipéptido” se refieren cada uno a un
polimero compuesto de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos y se usan indistintamente. Para los propdésitos de
la presente invencion, un "polipéptido" puede constituir una proteina de longitud completa o una porcién de una
proteina de longitud completa, y no existe una diferencia deseada en el significado de un "péptido" y un "polipéptido".

Como se usa en la presente descripcion, una sustitucion de aminoacidos "conservadora” se refiere a la sustitucion de
un residuo de aminoacido dado en una secuencia de aminoacidos con otro residuo de aminoacido diferente de un
tamafio similar y/o de propiedades quimicas similares. Los ejemplos no limitantes de sustituciones conservadoras de
aminoacidos incluyen: A (Ala) sustituido con S (Ser); R (arg) sustituido con K (lys); N (asn) sustituido con Q (gin) o H
(his); D (asp) sustituido con E (glu); Q (gIn) sustituido con N (asn); C (cys) sustituido con S (ser); E (glu) sustituido con
D (asp); G (gly) sustituido con P (pro).

Como se usa en la presente descripcion, el término "polinucleétido” se refiere a un polimero monocatenario o
bicatenario de bases de desoxirribonucleétidos, bases de ribonucledtidos, analogos conocidos o nucleétidos
naturales, o mezclas de estos.
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Como se usa en la presente descripcion, el término "entidad de unién" abarca cualquier molécula capaz de unirse
especificamente a un epitopo de GPC-1 o imitacién de este como se describe en la presente descripcion. Los
ejemplos no limitantes de entidades de union incluyen polipéptidos tales como, por ejemplo, anticuerpos.

Como se usa en la presente descripcion, el término "kit" se refiere a cualquier sistema de suministro para suministrar
materiales. Dichos sistemas de suministro incluyen sistemas que permiten el almacenamiento, transporte o suministro
de reactivos de reaccion (por ejemplo, marcadores, muestras de referencia, material de soporte, etcétera, en los
recipientes apropiados) y/o materiales de soporte (por ejemplo, tampones, instrucciones escritas para realizar un
ensayo, etcétera) de un lugar a otro. Por ejemplo, los kits pueden incluir uno o mas recintos, tales como cajas, que
contienen los reactivos de reaccion y/o materiales de soporte relevantes.

Como se usa en la presente descripcion, el término "elemento de control positivo" en el contexto de un método de
deteccion o ensayo de deteccion se refiere a un elemento que, cuando se usa en el método o ensayo, proporciona
directa o indirectamente una sefial positiva/afirmativa y, de esta manera, al menos en parte o en su totalidad valida que
el método o ensayo es capaz de funcionar correctamente.

Se entendera que el uso del término "entre" en la presente descripcion, cuando se refiere a un intervalo de valores
numéricos, abarca los valores numéricos en cada punto final del intervalo. Por ejemplo, un polipéptido de entre 10
residuos y 20 residuos de longitud incluye un polipéptido de 10 residuos de longitud y un polipéptido de 20 residuos de
longitud.

Cualquier descripcion de documentos de la técnica anterior en la presente descripcion, o declaraciones en la presente
descripcién derivadas o basadas en dichos documentos, no es una admisién de que los documentos o declaraciones
derivadas son parte del conocimiento general comun de la técnica relevante.

Descripcion Detallada

Los presentes inventores han identificado epitopos especificos dentro del glipicano-1 (GPC-1) ventajosos para
detectar y cuantificar los niveles de GPC-1 cuando se usan entidades de union tales como anticuerpos. Aunque son
utiles para muchos propésitos, estos epitopos y sus combinaciones pueden seleccionarse como objetivo en ensayos
de diagndstico para el cancer de prostata que buscan cuantificar los niveles de GPC-1.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a epitopos de GPC-1 y componentes de estos; combinaciones de
dichos epitopos y/o componentes de epitopo; entidades de union capaces de dirigirse especificamente a los epitopos,
componentes y/o combinaciones; composiciones, kits y otras entidades que comprenden los epitopos, componentes
y/o combinaciones; métodos para generar entidades de union capaces de dirigirse especificamente a los epitopos,
componentes y/o combinaciones; y métodos de diagndstico para el cancer de prostata que requieren la deteccion de
los epitopos, componentes y/o combinaciones.

Glipicano-1 (GPC-1)

La presente invencion surge de una serie de epitopos en el proteoglicano de sulfato de heparano de glipicano-1
(GPC-1) que se seleccionan como objetivo por entidades de unién especificas (por ejemplo, anticuerpos).

Los epitopos pueden estar presentes en una proteina GPC-1 de mamifero tal como, por ejemplo, una especie bovina,
equina, ovina, de primates o roedores. Por lo tanto, los epitopos pueden estar presentes en una proteina GPC-1 de
mamifero tal como, por ejemplo, un mamifero humano o no humano (por ejemplo, una proteina GPC-1 de perro).

Adicional o alternativamente, los epitopos pueden estar presentes en una proteina GPC-1 no mamifera tal como, por
ejemplo, una proteina GPC-1 aviar.

Los epitopos pueden estar presentes en una proteina GPC-1 humana (por ejemplo, como se define mediante una
secuencia expuesta en cualquiera de: secuencia de referencia NCBI nim. de acceso NP_002072.2, nim. de acceso
GenBank AAH51279.1, num. de acceso GenBank AAA98132.1, nim. de acceso GenBank EAW71184.1, nim. de
acceso UniProtKB/Swiss-Prot P35052.2 y/o SEQ ID NO: 14).

Ademas, se entendera que los epitopos pueden estar presentes en una variante de GPC-1 (por ejemplo, una isoforma
GPC-1, variante de empalme o alotipo). Los epitopos pueden estar presentes en formas unidas a la superficie celular
y/o secretadas de GPC-1.

Epitopos

Epitopos de glipicano-1
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dichos epitopos y/o componentes de epitopo.

En algunas modalidades, un epitopo de GPC-1 de acuerdo con la presente invencion puede comprender o consistir en

uno cualquiera o mas de los epitopos expuestos en la Tabla 1 mas abajo.

Tabla 1: Ejemplos no limitantes de epitopos de GPC-1 de acuerdo con la presente invencion

SEQ ID NO

SECUENCIA DE EPITOPO

KVNPQGPGPEEK (o0 una variante o fragmento de esta)

VNPQGPGPEEK (o0 una variante o fragmento de esta)

VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)

NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)

KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)

KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)

TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

TQNARA (0 una variante o fragmento de esta)

O [N[oJO[R[W[N][—

ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

PRERPP (o0 una variante o fragmento de esta)

QDASDDGSGS (o0 una variante o fragmento de esta)

CGELYTQNARAFRDLCGNPKVNPQGPGPEEKRRRGC (0 una variante o fragmento de
esta)

13

LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)

En ciertas modalidades, un epitopo de la presente invencion comprende o consiste en una pluralidad de segmentos.
Estos epitopos pueden ser lineales o discontinuos. En la Tabla 2 mas abajo se exponen ejemplos no limitantes de

epitopos que comprenden una pluralidad de segmentos.

Tabla 2: Ejemplos no limitantes adicionales de epitopos de GPC-1 de acuerdo con la presente invencion

SEQ ID NO.

SECUENCIAS DE SEGMENTO DE EPITOPO

1er segmento: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

VOV NN XN SN O~ =

1er segmento: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

0 O1{00 N[00 w[oo »[oo O[oo —

1er segmento: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

—_

1er segmento: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

11
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6 1er segmento: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)
9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)
4 1er segmento: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)
3 1er segmento: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)
2 1er segmento: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)
5 1er segmento: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)
1 1er segmento: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
11 2do segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
6 1er segmento: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)
11 2do segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
4 1er segmento: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
11 2do segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
3 1er segmento: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
11 2do segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
2 1er segmento: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
11 2do segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
5 1er segmento: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
11 2do segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
1 1er segmento: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
6 1er segmento: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
4 1er segmento: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
3 1er segmento: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
2 1er segmento: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
5 1er segmento: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
1 1er segmento: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

1er segmento: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)
4 1er segmento: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)
3 1er segmento: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)
2 1er segmento: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)
5 1er segmento: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)
11 1er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
10 1er segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
9 1er segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
8 1er segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
7 1er segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)
13 2do segmento: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
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7 1er segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

8 1er segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)
10 1er segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)
11 1er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
9 2do segmento: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

7 1er segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

8 1er segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 1er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

7 1er segmento: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)
11 2do segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
8 1er segmento: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

11 2do segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
1 1er segmento: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
6 1er segmento: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
4 1er segmento: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
3 1er segmento: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
2 1er segmento: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
5 1er segmento: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
1 1er segmento: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do segmento: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er segmento: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)

En otras modalidades, se describen combinaciones de epitopos distintos que comprenden o consisten en una
pluralidad de epitopos discretos. Estos epitopos discretos pueden ser lineales o discontinuos. Los ejemplos no
limitantes de combinaciones de epitopos que comprenden una pluralidad de epitopos distintos se exponen en la Tabla

50

55

60

65

3 mas abajo.

Tabla 3: Ejemplos no limitantes de combinaciones de epitopos de GPC-1 de acuerdo con la presente invencion

SEQ ID NO.

SECUENCIAS DE COMBINACION DE EPITOPOS

1er epitopo: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
2do epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

1er epitopo: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta

)
2do epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)
1er epitopo: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
2do epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

1er epitopo: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
2do epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

1er epitopo: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
2do epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

NSNS EE RIEIRE

1er epitopo: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
2do epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)
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1 1er epitopo: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
8 2do epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

6 1er epitopo: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)

8 2do epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

4 1er epitopo: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)

8 2do epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

3 1er epitopo: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
8 2do epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

2 1er epitopo: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
8 2do epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

5 1er epitopo: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
8 2do epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

1 1er epitopo: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

6 1er epitopo: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)

9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

4 1er epitopo: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)

9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

3 1er epitopo: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

2 1er epitopo: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

5 1er epitopo: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

1 1er epitopo: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
11 2do epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
6 1er epitopo: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)

11 2do epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
4 1er epitopo: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)

11 2do epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
3 1er epitopo: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
11 2do epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
2 1er epitopo: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
11 2do epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
5 1er epitopo: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
11 2do epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
1 1er epitopo: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
6 1er epitopo: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)

13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
4 1er epitopo: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)

13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
3 1er epitopo: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
2 1er epitopo: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
5 1er epitopo: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
1 1er epitopo: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

6 1er epitopo: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)

10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

4 1er epitopo: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)

10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

3 1er epitopo: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

2 1er epitopo: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)
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5 1er epitopo: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 1er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
10 1er epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
9 1er epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
8 1er epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
7 1er epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

13 2do epitopo: LGPECSRAVMK (o una variante o fragmento de esta)
7 1er epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

8 1er epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

10 1er epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

11 1er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
9 2do epitopo: ALSTASDDR (o una variante o fragmento de esta)

7 1er epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

8 1er epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 1er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

7 1er epitopo: TQNARAFRD (o una variante o fragmento de esta)

11 2do epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
8 1er epitopo: TQNARA (o una variante o fragmento de esta)

11 2do epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
1 1er epitopo: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
6 1er epitopo: KVNPQGPGP (o una variante o fragmento de esta)

10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
4 1er epitopo: NPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)

10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
3 1er epitopo: VNPQGPGPEE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
2 1er epitopo: VNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
5 1er epitopo: KVNPQGPGPE (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)

1 1er epitopo: KVNPQGPGPEEK (o una variante o fragmento de esta)
10 2do epitopo: PRERPP (o una variante o fragmento de esta)

11 3er epitopo: QDASDDGSGS (o una variante o fragmento de esta)
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Una combinacién de epitopos puede comprender el antigeno prostatico especifico (PSA), también conocido como
gamma-seminoproteina o calicreina-3 (KLK3). En consecuencia, una combinacion de epitopos puede comprender
uno cualquiera de los epitopos enumerados en la Tabla 1 o la Tabla 2 en combinaciéon con PSA, o una cualquiera de
las combinaciones de epitopos enumeradas en la Tabla 3 combinadas, ademas, con PSA.

— Variantes
En la presente descripcién se proporcionan variantes de los epitopos de GPC-1.

Las variantes pueden comprender sustituciones de aminoacidos conservadoras o no conservadoras, Como conocen
los expertos en la técnica.

En algunas modalidades, una variante de un epitopo de la presente invencion puede tener un porcentaje especificado
de residuos de aminoacidos que son los mismos (porcentaje de "identidad de secuencia"), sobre una region
especificada, o, cuando no se especifica, sobre toda la secuencia. En consecuencia, una "variante" de un epitopo de
GPC-1 descrito en la presente descripcion puede compartir al menos 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %,
80 %, 83 %, 85 %, 88 %, 90 %, 93 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de
un epitopo de GPC-1 descrito en la presente descripcion.

La variante puede retener una actividad bioldgica idéntica, sustancialmente idéntica o alterada en comparacion con la
secuencia del epitopo de GPC-1 de la que surge la variante.

La variante puede ser un epitopo de GPC-1 homdlogo de una familia, género o especie diferente que tiene una funcién
o actividad biolégica idéntica o sustancialmente idéntica a la secuencia del epitopo de GPC-1 de la que surge la
variante (por ejemplo, las derivadas de otras especies de mamiferos).

Las diferencias en la identidad de secuencia pueden surgir de sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservadoras
y/o no conservadoras), inserciones y/o deleciones de aminoacidos. Una sustitucion conservadora de aminoacidos se
refiere a una sustitucion o reemplazo de un aminoacido por otro aminoacido con propiedades similares dentro de una
cadena polipeptidica, como conocen bien los expertos en la técnica. Por ejemplo, la sustitucion del aminoacido
cargado acido glutamico (Glu) por el aminoacido cargado de forma similar acido aspartico (Asp) seria una sustitucion
conservadora de aminoacidos.

El porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias puede determinarse sin dificultad mediante el uso de
métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de secuencia entre dos
secuencias puede determinarse al comparar dos secuencias alineadas oOptimamente sobre una ventana de
comparacion. La parte de la secuencia en la ventana de comparacion puede, por ejemplo, comprender deleciones o
adiciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de referencia (por ejemplo, una secuencia de epitopo
de GPC-1 como se describe en la presente descripcion), que no comprende deleciones o adiciones, para alinear las
dos secuencias de manera o6ptima. A continuacion, puede calcularse un porcentaje de identidad de secuencia
mediante la determinacion del nimero de posiciones en las que se presenta una base de acido nucleico o residuo de
aminoacido idéntico en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividir el nimero de
posiciones coincidentes por el numero total de posiciones en la ventana de comparacion y multiplicar el resultado por
100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

El nivel de identidad de secuencia puede medirse mediante el uso de un programa informatico de analisis de
secuencia (por ejemplo, Sequence Analysis Software Package, Genetics Computer Group, University of Wisconsin
Biotechnology Center, 1710 University Ave., Madison, Wis. 53705). Este programa informatico combina secuencias
similares al asignar grados de homologia a diversas sustituciones, deleciones y otras modificaciones. Otros ejemplos
de programas informaticos adecuados para medir el grado de identidad de secuencia entre dos o mas secuencias
incluyen, pero no se limitan a, CLUSTAL en el programa PC/Gene (disponible en Intelligenetics, Mountain View,
California); el programa ALIGN (version 2.0) y GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA en el paquete de programa
informatico GCG Wisconsin Genetics, version 10 (disponible en Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego,
California, EE. UU.).

Con relacién a las modalidades anteriores, lo que incluye las expuestas en las Tablas 1-3 anteriores, la Tabla 4 mas
abajo proporciona ejemplos adecuados y no limitantes de las variantes mencionadas.

16



ES 2 805085 T3

opreounwe opreounue A© v 0 N© god'H | Mueuep
Janbend Janbend | 1'SOUMNIT'V'N|OEND H'SMAY
‘N‘3'a
3 3 d 9 9 0 d N ¥ ‘ON Q1 D3S
NOH'3'Q'D 3 | oproeounwe sainbjend 5] 4 Ho opeounue opreounue opoeoulwe £ ueuep
HILIT'4'N Janbend Janbjend sunbend
Y| A3VA
opreounue 3 A ) ) Ho opoeounue H oproeoulwe Z Jeuep
Janbend OML'S'd'INMN S'L'W'N JaInbend sunbjend
‘H9'Z'30aV
opreouwe opreounue A0 v 9 0 N© god'H A | Mueuep
Jjanbeno Janbieno | L'STDENT'V'IN|OEND H'S'M™MY
‘N'3'0
3 3 d 9 d 9 [9) d N A £°ONQID3S
opreoulwe | WOH'4°Q'D 3 | oproeounwe sainbjend 9 4 ¥o opoeounue opreounue oproeoulwe £ ueuep
Janbjend HILTITT'4'N Janbend Janbjend sunbend
V| ASIVA
opreoulwe opreounue El A ) ) Ho opeoulue - opoeoulwe T Aueuep
Janbjend sanbend OM'L'S'd'd'WM SL'W'N Janbjend sunbjend
‘HO9'Z'3'0aV
opreculwe opreounue opreounue A0 v 9 0 N© god'H A | Sweuep
Janbjend Janbend JanbEend | 1'SODEUNT'YVN|OEND HS'MAY
‘N'3'0
A 3 3 d 9 9 9] d N A Z:ONQID3S
opreoulwe | WO H'4°'AQ'D 3 | oproeounwe sainbjend ) 4 Ho opoeoulue opreounue opoeoulwe opreoule £ ueuep
Janbjend HILIT4A'N Janbend Jainbjend sunbend Janbjend
V| A3VA
oppeoulwe opreounwe 3 A 9 9 yo opeoulue H opreoulwe opreculue T ueuep
Janbjend Janbend OML'S'd'd'W™M SL'N'N Janbjend sunbjend Janbjend
‘H9'Z'30'aV
oppeoulwe opreounwe opreounue A© v v} N© god'H A[d9ATTE'M | Mueuep
Janbjend Janbend Janbend | 1'SOUMNT'V'N|OEND H'SMMAMY
‘N‘3'a
p.] 3 3 d 9 o) d N A M| | ONQID3S
Od O 3 NO . . ONQIO

uoIouBAUl dJuasald e| uod oplande ap |-0d9 ap odoyds ap sajueleA ap sajuejwi| ou sojdwsa(g :§ ejqel

17




ES 2 805085 T3

NOD NOD|NOD NOD NOD NOD NOD NOD NOD aueuep
[
El d ) 3 ) d| ‘ON@ID3S
NOD NO2 | NOD NOD NOD NOD NOD NOD NOD aueue)
¥ al a S v 1 S 1 V| 6:0NQID3S
NOD NOD | NOD NOD NOD NOD NOD NOD NO2 aweuen
v ) v N (] 1| 8:ONQID3S
NOD NOD | NOD NO2 NOD NOD NOD NOD NOD aueuep
a ¥ 4 v N v N 4] 1| 2:ONQID3S
opoeounwe sanbiend 9| 4 W'd ¥o| opweounue| opoeoulwe| OpEOUIWE|  OPREOUIE € 3ueuep
ATMHILITTAN Janbjend Janbjend sunbjend Janbend
LS| AIVWA
A 9| ¥ o ¥o| opweoulwe H| opweouwe| opneoulwe T 3weuep
OML'S'd'AWMA S'L'N'N Janbend sunbjend Janbgend
‘H'9'Z'3'0'aV
AO vl 4 o 0 NO Qod'H Al40ATTEM | 3weuep
L'SOENITYN[oEND H'S'MMY
‘N'3'0
d 9| d 9 0 d N A M| 9:ONQID3S
3 | oproeoulwe sainbjend 9| 4 W3 ¥o| opweoulue| oppeoulue| OpIEOUIWE|  OpREOUIWE € Jueuep
AMHE|LTITTEN Janbend Janbjend sunbjend Janbiend
‘LS| A'IVCA
- A o| V¥ o ¥o| opweounue H| opweouwe| opneoulwe T 3weuep
OML'S'd'IWMA S'L'N'N Janbend sunbjend Janbgend
‘H'9'Z'3'0'aV
opoeounue A© vl d 5] 0 NO Qod'H AldoATTEM | 3weuep
JanbEend | 1'SDOENTY'N[O¥MND H'S'MMY
‘N'3'a
3 d 9| d 9 [s] d N A M| S:ONQID3S
WNOH'3'QD 3 | opoeourwe sanbjend 9| 4 W'd ¥o| opweounue| opweoulue £ 3eue)
AMH[LITTEN Janbjeno Jainbjeno
L'S'¥| A3IVA
oproeoune - A o| ¥ B} ¥o| opweoulwe - T 3weuep
Janbgend OML'Sd'IWNA S'L'N'N Janbend

‘H9'Z'30AaYV

18



ES 2 805085 T3

soplogouILIR 8p BIOPBAISSLOI UQIdNISNS - ,NOD,

(1ler) A o (M) A (A M “(y3) 1 “(18S) S
‘(01d) g “(ayd) 4 “(ow) w ‘(A1) M ‘(ney) 7 “(an) 1 “(S1y) H (A1B) © ‘(x16) Z “(uib) © “(nib) 3 ‘(sA2) O ‘(xse) g ‘(dse) g ‘(use) N ‘(Bie)  ‘(eje) v - ,0propoUlLIE JBINbiEND,

NOD NOD NOD NOD | NOD NOD NOD NOD NOD NOD NOD aweuen
£l

b W A v| ¥ s 2 E d ) 1| ONQID3S

NOD NOD NOD NOD NOD [ NOD NOD NOD NOD NOD NOD NOD aweuen
2 L) y ) ¥ w 3 E B B} d 9 | (uordenunuod)
NOD NOD NOD NOD NOD [ NOD NOD NOD NOD NOD NOD NOD aweue)
[5) d N A ¥ d N o 2 1 a ¥ | (uoroenunuo)
NOD NOD NOD NOD NOD | NOD NOD NOD NOD NOD NOD NOD aweue)
Z

4 v ¥y v N| © 1 A 1 3 ) 2| ‘onaib3s
NOD NOD NOD | NOD NOD NOD NOD NOD NOD NOD sweuep

i

s ) s| o a a s v a ol :onaib3s

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 805085 T3

En consecuencia, una variante de KYNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1) puede comprender V (val) en la posicion 2, Q
(gIn) en la posicion 5, G (gly) en la posicién 6 y P (pro) en la posicion 7. La variante puede comprender, ademas, K (lys)
en la posicion 1, y/o N (asn) en la posicion 3, y/o P (pro) en la posicion 4. Adicional o alternativamente, la variante
puede comprender, ademas, G (gly) en la posiciéon 8, y/o P (pro) en la posicion 9, y/o E (glu) en la posicion 10.
Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho residuos
sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una cualquiera o mas de las posiciones
1,3,4,8,9 10, 11 y/o 12 de la SEQ ID NO: 1.

Alternativamente, una variante de KYNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1) puede comprender G (gly) en la posicién 6, G
(gly) en la posicién 8 y E (glu) en la posiciéon 10. La variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicion 3, y/o
Q (glIn) en la posicién 5, y/o P (pro) en la posicion 7. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s)
puede(n) estar en una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3,4, 5,7, 9, 11 y/o 12 de la SEQ ID NO: 1.

Alternativamente, una variante de KYNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1) puede comprender P (pro) en la posicion 7, G
(gly) en la posicion 8 y E (glu) en la posicion 10. La variante puede comprender, ademas, Q (gln) en la posicion 5, y/o
G (gly) en la posicion 6, y/o E (glu) en la posicion 11. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s)
puede(n) estar en una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 6,9, 11 y/o 12 de la SEQ ID NO: 1.

Una variante de VNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 2) puede comprender V (val) en la posicion 1, Q (gIn) en la posicion 4,
G (gly) en la posicion 5 y P (pro) en la posicion 6. La variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicion 2 y/o
P (pro) en la posicion 3. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender, ademas, G (gly) en la posicioén 7,
y/o P (pro) en la posicién 8, y/o E (glu) en la posicion 9. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender
uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s)
puede(n) estar en una cualquiera o mas de las posiciones 2, 3, 7, 8, 9, 10 y/u 11 de la SEQ ID NO: 2.

Alternativamente, una variante de VNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 2) puede comprender G (gly) en la posicion 5, G (gly)
en la posicion 7 y E (glu) en la posicién 9. La variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicion 2, y/o Q (gin)
en la posicion 4, y/o P (pro) en la posicion 6. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete u ocho residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar
en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 y/u 11 de la SEQ ID NO: 2.

Alternativamente, una variante de VNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 2) puede comprender P (pro) en la posicién 6, G
(gly) en la posicion 7 y E (glu) en la posicién 9. La variante puede comprender, ademas, Q (gIn) en la posicién 4, y/o G
(gly) en la posicion 5, y/o E (glu) en la posiciéon 10. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s)
puede(n) estar en una o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10 y/u 11 de la SEQ ID NO: 2.

Una variante de VNPQGPGPEE (SEQ ID NO: 3) puede comprender V (val) en la posicién 1, Q (gIn) en la posicion 4, G
(gly) en la posicion 5 y P (pro) en la posicion 6. La variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicion 2, y/o P
(pro) en la posicion 3. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender, ademas, G (gly) en la posicion 7,
y/o P (pro) en la posicién 8, y/o E (glu) en la posicion 9. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar
en una cualquiera o mas de las posiciones 2, 3, 7, 8, 9 y/o 10 de la SEQ ID NO: 3.

Alternativamente, una variante de VNPQGPGPEE (SEQ ID NO: 3) puede comprender G (gly) en la posicion 5, G (gly)
en la posicion 7, y E (glu) en la posicién 9. La variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicion 2, y/o Q (gin)
en la posicion 4, y/o P (pro) en la posicion 6. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos, tres,
cuatro, cinco, seis o siete residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una
cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 6, 8 y/o 10 de la SEQ ID NO: 3.

Alternativamente, una variante de VNPQGPGPEE (SEQ ID NO: 3) puede comprender P (pro) en la posicién 6, G (gly)
en la posicion 7, y E (glu) en la posicion 9. La variante puede comprender, ademas, Q (gln) en la posicion 4, y/o G (gly)
en la posicién 5, y/o E (glu) en la posicion 10. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos,
tres, cuatro, cinco, seis o siete residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en
una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 8 y/o 10 de la SEQ ID NO: 3.

Una variante de NPQGPGPEE (SEQ ID NO: 4) puede comprender Q (gln) en la posicion 3, G (gly) en la posicion 4y P
(pro) en la posicién 5. La variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicién 1, y/o P (pro) en la posicion 2.
Adicional o alternativamente, la variante puede comprender, ademas, G (gly) en la posicion 6, y/o P (pro) en la posicién
7, ylo E (glu) en la posicion 8. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco
o seis residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una cualquiera o mas de
las posiciones 1, 2, 6, 7, 8 y/o 9 de la SEQ ID NO: 4.
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Alternativamente, una variante de NPQGPGPEE (SEQ ID NO: 4) puede comprender G (gly) en la posicién 4, G (gly) en
la posicion 6, y E (glu) en la posicién 8. La variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicion 1, y/o Q (gin) en
la posicion 3, y/o P (pro) en la posicién 5. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos, tres,
cuatro, cinco o seis residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una
cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3, 5, 7 y/o 9 de la SEQ ID NO: 4.

Alternativamente, una variante de NPQGPGPEE (SEQ ID NO: 4) puede comprender P (pro) en la posicion 5, G (gly)
en la posicion 6 y E (glu) en la posicién 8. La variante puede comprender, ademas, Q (gIn) en la posicién 3, y/o G (gly)
en la posicion 4, y/o E (glu) en la posicion 9. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos, tres,
cuatro, cinco o seis residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una
cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 7 y/o 9 de la SEQ ID NO: 4.

Una variante de KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 5) puede comprender V (val) en la posicién 2, Q (gIn) en la posicion 5, G
(gly) en la posicion 6 y P (pro) en la posicion 7. La variante puede comprender, ademas, K (lys) en la posicion 1, y/o N
(asn) en la posicion 3, y/o P (pro) en la posicion 4. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender,
ademas, G (gly) en la posicion 8, y/o P (pro) en la posicion 9, y/o E (glu) en la posicion 10. Adicional o alternativamente,
la variante puede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de
aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una cualquiera o mas de las posiciones 1, 3, 4, 8, 9 y/o 10 de la SEQ ID
NO: 5.

Alternativamente, una variante de KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 5) puede comprender G (gly) en la posicién 6, G (gly)
en la posicién 8 y E (glu) en la posicion 10. La variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicién 3, y/o Q
(gIn) en la posicion 5, y/o P (pro) en la posicion 7. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos,
tres, cuatro, cinco, seis o siete residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en
una cualquiera o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 7 y/o 9 de la SEQ ID NO: 5.

Alternativamente, una variante de KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 5) puede comprender P (pro) en la posicion 7, G (gly)
en la posicion 8 y E (glu) en la posicion 10. La variante puede comprender, ademas, Q (gln) en la posicion 5, y/o G (gly)
en la posicién 6. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete
residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una cualquiera o mas de las
posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 6 y/o 9 de la SEQ ID NO: 5.

Una variante de KVNPQGPGP (SEQ ID NO: 6) puede comprender V (val) en la posicion 2, Q (gin) en la posicién 5, G
(gly) en la posicion 6 y P (pro) en la posicion 7. La variante puede comprender, ademas, K (lys) en la posicion 1, y/o N
(asn) en la posicion 3, y/o P (pro) en la posicion 4. Adicional o alternativamente, la variante puede comprender,
ademas, G (gly) en la posicion 8, y/o P (pro) en la posicion 9. Adicional o alternativamente, la variante puede
comprender uno, dos, tres, cuatro o cinco residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s)
puede(n) estar en una cualquiera o mas de las posiciones 1, 3, 4, 8 y/o 9 de la SEQ ID NO: 6.

Una variante de KVNPQGPGP (SEQ ID NO: 6) puede comprender G (gly) en la posicion 6 y G (gly) en la posicion 8. La
variante puede comprender, ademas, N (asn) en la posicién 3, y/o Q (gIn) en la posicion 5, y/o P (pro) en la posicion 7.
Adicional o alternativamente, la variante puede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete residuos
sustituidos. El(los) residuo(s) de aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una cualquiera o mas de las posiciones
1,2,3,4,5,7ylo9delaSEQ ID NO: 6.

Una variante de KVNPQGPGP (SEQ ID NO: 6) puede comprender P (pro) en la posicién 7 y G (gly) en la posicion 8. La
variante puede comprender, ademas, Q (gIn) en la posicion 5, y/o G (gly) en la posicion 6. Adicional o alternativamente,
la variante puede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete residuos sustituidos. El(los) residuo(s) de
aminoacido(s) sustituido(s) puede(n) estar en una o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 6 y/o 9 de la SEQ ID NO: 6. Una
variante de uno cualquiera de los epitopos de la presente invencién como se establece en las SEQ ID NO.: 7-13 puede
comprender una sustituciéon de aminoacidos en una o mas posiciones de la secuencia del epitopo. La sustitucion de
aminoacidos puede ser una sustitucion de aminoacidos conservadora o una sustitucion de aminoacidos no
conservadora, como conocen los expertos en la técnica. Las variantes pueden comprender solo sustituciones
conservadoras, solo sustituciones no conservadoras o una mezcla de sustituciones conservadoras y sustituciones no
conservadoras.

— Fragmentos

En la presente descripcion se proporcionan fragmentos de los epitopos de GPC-1 y variantes de estos.

En algunas modalidades, un fragmento de un epitopo de la presente invencion puede comprender o consistir en 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos. En consecuencia, un fragmento de un epitopo de
acuerdo con la presente invencion puede comprender o consistir en, por ejemplo, entre 5y 10, entre 5y 15, entre 5y

20, entre 10y 20, entre 10y 15, entre 7y 15, entre 7 y 13, entre 8 y 12, entre 8 y 10, entre 11y 19, entre 12y 18, o entre
13 y 17 aminoacidos de longitud. En general, un fragmento de un epitopo de GPC-1 completo descrito en la presente
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epitopo de GPC-1 completo.

Con relacién a las modalidades anteriores, lo que incluye las expuestas en las Tablas 1-4 anteriores, la Tabla 5 mas

abajo proporciona ejemplos adecuados y no limitantes de los fragmentos a los que se hace referencia.

Tabla 5: Ejemplos no limitantes de fragmentos de epitopos de GPC-1 de acuerdo con la presente invencion

SEQ |SECUENCIA FRAGMENTOS ILUSTRATIVOS

ID NO

SEQ | KVNPQGPGPEEK (o una variante de esta como se | residuos 1-11, 1-10, 1-9, 1-8, 2-12,2-11, 2-10,

ID NO: | describe en la presente descripcion) 2-9, 2-8, 3-12, 3-11,3-10, 3-9, 3-8, 4-12, 4-11,

1 4-10, 4-9 0 4-8

SEQ | VNPQGPGPEEK (o una variante de esta como se | residuos 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 2-11, 2-10, 2-9, 2-8,

ID NO: | describe en la presente descripcion) 2-7, 3-11, 3-10, 3-9, 3-8 0 3-7

2

SEQ | VNPQGPGPEE (o una variante de esta como se|residuos 1-9, 1-8,1-7, 2-10,2-9,2-8, 2-7, 3-10,

ID NO: | describe en la presente descripcion) 3-9,3-803-7

3

SEQ NPQGPGPEE (o una variante de esta como se |residuos 1-8, 1-7, 1-6, 2-9, 2-8, 2-7, 2-6, 3-9, 3-8

ID NO: | describe en la presente descripcion) o03-7

4

SEQ KVNPQGPGPE (o una variante de esta como se | residuos 1-9, 1-8, 1-7, 2-10, 2-9, 2-8, 2-7, 3-10,

ID NO: | describe en la presente descripcion) 3-9,3-803-7

5

SEQ KVNPQGPGP (o una variante de esta como se |residuos 1-8, 1-7, 1-6, 2-9, 2-8, 2-7, 2-6, 3-9, 3-8

ID NO: | describe en la presente descripcion) o0 3-7

6

SEQ TQNARAFRD (o una variante de esta como se |residuos 1-8, 1-7, 1-6, 2-9, 2-8, 2-7, 3-9, 3-8 o

ID NO: | describe en la presente descripcion) 3-7

7

SEQ TQNARA (o una variante de esta como se describe | residuos 1-5, 1-4, 2-6 0 2-5

ID NO: | en la presente descripcion)

8

SEQ |ALSTASDDR (o una variante de esta como se|residuos 1-8, 1-7, 1-6, 2-9, 2-8, 2-7, 3-9, 3-8 o

ID NO: | describe en la presente descripcion) 3-7

9

SEQ PRERPP (o una variante de esta como se describe | residuos 1-5, 1-4, 2-6 0 2-5

ID NO: | en la presente descripcion)

10

SEQ QDASDDGSGS (o una variante de esta como se | residuos 1-9, 1-8, 1-7, 2-10, 2-9, 2-8, 3-10, 3-9 o

ID NO: | describe en la presente descripcion) 3-8

11

SEQ | CGELYTQNARAFRDLCGNPKVNPQGPGPEEKR | 1-residuos 1-35, 1-34, 1-33, 1-32, 1-31, 1-30,

ID NO: | RRGC (o una variante de esta como se describe en | 1-29, 28, 1-27, 1-26, 1-25, 2-36, 2-35, 2-34,

12 la presente descripcion) 2-33, 2-32, 2-31, 2-30, 2-29, 2-28, 2-27, 2-26,
2-25, 3-36, 3-35, 3-34, 3-33, 3-32, 3-31, 3-30,
3-29, 3-28, 3-27, 3-26, 3-25, 4-36, 4-35, 4-34,
4-33, 4-32, 4-31, 4-30, 4-29, 4-28, 4-27, 4-26,
4-25, 5-36, 5-35, 5-34, 5-33, 5-32, 5-31, 5-30,
5-29, 5-28, 5-27, 5-26, 5-25, 6-36, 6-35, 6-34,
6-33, 6-32, 6-31, 6-30, 6-29, 6-28, 6-27, 6-26,
6-25, 7-36, 7-35, 7-34, 7-33, 7-32, 7-31, 7-30,
7-29, 7-28, 7-27, 7-26, 7-25, 8-36, 8-35, 8-34,
8-33, 8-32, 8-31, 8-30, 8-29, 8-28, 8-27, 8-26,
8-25, 9-36, 9-35, 9-34, 9-33, 9-32, 9-31, 9-30,
9-29, 9-28, 9-27, 9-26, 9-25, 10-36, 10-35,
10-34, 10-33, 10-32, 10-31, 10-30, 10-29, 10-28,
10-27, 10-26 o0 10-25

SEQ LGPECSRAVMK (o una variante de esta como se | residuos 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 2-11, 2-10, 2-9, 2-8,

ID NO: | describe en la presente descripcion) 2-7, 3-11, 3-10, 3-9, 3-8 0 3-7

13
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— Polipéptidos de fusion

Ciertas modalidades de la presente invencion proporcionan epitopos de GPC-1 en forma de polipéptidos de fusion.
Por ejemplo, dos o mas epitopos completos seleccionados de la Tabla 1, dos o mas segmentos de epitopos
seleccionados de la Tabla 2, una combinacién de dos o mas epitopos completos seleccionados de la Tabla 3, o una
combinacion de un epitopo completo de la Tabla 1 y uno cualquiera o mas segmentos de epitopos seleccionados de la
Tabla 2, pueden unirse para formar los polipéptidos de fusion.

Los polipéptidos de fusion pueden prepararse mediante el uso de técnicas estandar conocidas por los expertos en la
técnica, lo que incluye, por ejemplo, conjugacion quimica. Los polipéptidos de fusiéon pueden expresarse, ademas,
como un polipéptido recombinante en un sistema de expresion. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican los
componentes polipeptidicos del polipéptido de fusién pueden ensamblarse por separado y enlazarse en un vector de
expresion apropiado. El extremo 3' de la secuencia de ADN que codifica un componente polipeptidico puede
enlazarse, con o sin un enlazador peptidico, al extremo 5' de una secuencia de ADN que codifica el segundo
componente polipeptidico para que los marcos de lectura de las secuencias estén en marco. Esto puede permitir la
traduccion en un unico polipéptido de fusidn que retiene la actividad biolégica de ambos componentes polipeptidicos.

Puede emplearse una secuencia enlazadora para separar el primer y el segundo componente polipeptidico de la
proteina de fusién mediante una distancia suficiente para asegurar que cada componente polipeptidico se pliegue en
estructuras secundarias y/o terciarias apropiadas. Los ejemplos no limitantes de enlazadores adecuados incluyen
péptidos/polipéptidos, cadenas de alquilo u otras moléculas espaciadoras convenientes como conocen los expertos en
la técnica. Las secuencias enlazadoras de péptidos adecuadas pueden seleccionarse de acuerdo con factores que
incluyen la capacidad de adoptar una conformacion extendida flexible, la incapacidad de adoptar una estructura
secundaria que podria interactuar con epitopo(s) funcional(es) en los componentes polipeptidicos de los polipéptidos
de fusion, y/o una falta de residuos hidréfobos y/o cargados que puedan reaccionar con epitopo(s) funcional(es) en los
componentes polipeptidicos del polipéptido de fusion.

A manera de ejemplo no limitante solamente, las secuencias enlazadoras de péptidos pueden contener residuos Gly,
Asn y/o Ser. Adicional o alternativamente, también pueden usarse en las secuencias enlazadoras de péptidos otros
aminoacidos casi neutros tales como Thr y Ala. Otros ejemplos de secuencias de aminoacidos que pueden emplearse
utilmente como enlazadoras incluyen las descritas en la patente de Estados Unidos num. 4,935,233; patente de
Estados Unidos nim. 4,751,180; Murphy y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262, 1986; y Maratea y otros,
Gene 40:39-46, 1985). La secuencia enlazadora puede ser generalmente de 1 a aproximadamente 50 aminoacidos de
longitud. En consecuencia, las secuencias enlazadoras pueden ser de 5, 10, 15, 20, 30, 40, entre 10 y 50, entre 10y
40, entre 10 y 30, entre 20 y 30, entre 1y 5, o entre 5y 10 aminoacidos de longitud. Los polipéptidos de fusion de
acuerdo con la presente invencién pueden no requerir una secuencia enlazadora si los componentes polipeptidicos
primero y segundo del polipéptido de fusion tienen regiones de aminoacidos N-terminales no esenciales que pueden
usarse para separar los dominios funcionales y prevenir la interferencia estérica.

— Polinucledtidos, vectores y células huésped

La presente invencion proporciona, ademas, polinucleétidos que codifican los epitopos de GPC-1 de la presente
invencion, segmentos de los epitopos de GPC-1 y proteinas de fusion que comprenden epitopos de GPC-1 y/o
segmentos de estos.

Los polinucleétidos pueden clonarse en un vector. El vector puede comprender, por ejemplo, una secuencia de ADN,
ARN o ADN complementario (ADNc) que codifica los epitopos de GPC-1, segmento(s) del epitopo GPC-1 y/o
proteinas de fusion. El vector puede ser un vector plasmidico, un vector viral o cualquier otro vehiculo adecuado
adaptado para la insercion de secuencias extrafas, su introduccion en las células y la expresion de las secuencias
introducidas. Tipicamente, el vector es un vector de expresiéon y puede incluir secuencias de procesamiento y de
control de la expresién tales como un promotor, un potenciador, sitios de unién al ribosoma, sefiales de poliadenilacion
y secuencias de terminacion de la transcripcion.

En la presente descripcion se describen, ademas, células huésped transformadas por dichos vectores. Por ejemplo,
los polinucleétidos de la invencién pueden clonarse en un vector que se transforma en una célula huésped bacteriana,
por ejemplo, E. coli.

Los métodos para la construccion de vectores y su transformacion en células huésped se conocen generalmente en la
técnica, y se describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2da ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, Nueva York, y, Ausubel F.M. y otros. (Eds) Current Protocols in Molecular Biology (2007),
John Wiley and Sons, Inc.
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— Produccién

Los epitopos de GPC-1 de la presente invencion, los segmentos de los epitopos de GPC-1 y las proteinas de fusion
que comprenden los epitopos de GPC-1 y/o segmentos de estos pueden fabricarse de acuerdo con metodologias
estandar bien conocidas por los expertos en la técnica.

Los epitopos, segmentos y proteinas de fusion pueden prepararse mediante el uso de cualquiera de una variedad de
técnicas sintéticas y/o recombinantes bien conocidas. Los polipéptidos pueden, por ejemplo, generarse por medios
sintéticos mediante el uso de metodologias bien conocidas por los expertos en la técnica. En un ejemplo no limitante,
pueden usarse técnicas de fase sélida disponibles comercialmente (por ejemplo, el método de sintesis de fase sdélida
Merrifield) en el que los aminoacidos se afiaden secuencialmente a una cadena de aminoacidos en crecimiento
(Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2146, 1963). El equipo para la sintesis automatizada de los epitopos,
segmentos y proteinas de fusidn descritos en la presente descripcion esta disponible comercialmente (por ejemplo,
Perkin Elmer/Applied BioSystems Division (Foster City, California)), y puede usarse de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Adicional o alternativamente, los epitopos, segmentos y proteinas de fusiéon pueden producirse mediante cualquier
otro método disponible para un experto en la técnica. Por ejemplo, pueden usarse medios recombinantes en los que
los acidos nucleicos que codifican el(los) epitopo(s), segmento(s) y/o proteina(s) de fusion seleccionado(s) pueden
insertarse en un vector de expresion mediante el uso de cualquiera de una variedad de procedimientos conocidos en la
técnica (por ejemplo, Sambrook y otros, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2da ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ra edicion
(15 de enero de 2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN: 0879695765; Ausubel y otros, Current Protocols in
Molecular Biology, Green Publishing Associates y Wiley Interscience, NY (1989)). La construccion de vectores de
expresion adecuados que contienen acidos nucleicos que codifican epitopo(s), segmento(s) y/o proteina(s) de fusion
seleccionado(s) emplea técnicas de ligamiento estandar conocidas por los expertos en la técnica.

Las secuencias de acido nucleico ligadas pueden unirse operativamente a elementos reguladores transcripcionales o
traduccionales adecuados que faciliten la expresion del(de los) epitopo(s), segmento(s) y/o proteina(s) de fusion. Los
elementos reguladores responsables de la expresion de proteinas pueden ubicarse en direccion 5' con respecto a la
region codificante para el polipéptido. Los codones de parada que finalizan las sefales de traduccién y terminacion de
la transcripcion pueden estar presentes en direccion 3' en la secuencia de acido nucleico que codifica el(los)
epitopo(s), segmento(s) y/o proteina(s) de fusion. Después de la construccion de un acido nucleico que codifica el(los)
polipéptido(s) de interés con los elementos reguladores unidos operativamente, el casete de expresion resultante
puede introducirse en una célula huésped y puede(n) expresarse el(los) polipéptido(s) codificado(s).

De acuerdo con la presente invencion, los epitopos de GPC-1, los segmentos de los epitopos de GPC-1 y las
proteinas de fusién que comprenden los epitopos de GPC-1 y/o segmentos de estos, estan "aislados". Un polipéptido
"aislado" es uno que se extrae de su entorno original. Por ejemplo, una proteina o polipéptido de origen natural al que
se hace referencia en la presente descripcion se considera aislado si se separa de algunos o todos los materiales que
coexisten en el sistema natural. Los polipéptidos aislados a los que se hace referencia en la presente descripcion
también pueden purificarse. Por ejemplo, los polipéptidos aislados pueden ser al menos aproximadamente 90 %
puros, al menos aproximadamente 95 % puros o al menos aproximadamente 99 % puros.

Los polinucledtidos y los acidos nucleicos de acuerdo con la presente invencion se conocen generalmente en la
técnica y se describen, por ejemplo, en Ausubel F.M. y otros (Eds) Current Protocols in Molecular Biology (2007), John
Wiley and Sons, Inc; Sambrook y otros (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2da ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, Nueva York; y Maniatis y otros, Molecular Cloning (1982), 280-281. Los polinucleétidos
pueden prepararse, por ejemplo, mediante técnicas de sintesis quimica, por ejemplo, los métodos de fosfodiéster y
fosfotriéster (ver, por ejemplo, Narang S.A. y otros (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown, E.L. (1979) y otros, Meth.
Enzymol. 68:109; y la Patente de Estados Unidos num. 4356270), el método de dietilfosforamidita (ver Beaucage S.L.
y otros (1981) Tetrahedron Letters, 22:1859-1862). Un método para sintetizar oligonucleétidos sobre un soporte sélido
modificado se describe en la Patente de Estados Unidos nim. 4458066.

— Soportes

Los epitopos y los polipéptidos de fusion de acuerdo con la presente invencion pueden unirse a un soporte. El soporte
puede ser, por ejemplo, un material insoluble o una matriz que retiene el epitopo y lo excluye de moverse libremente en
la masa de una mezcla de reaccién. Los soportes adecuados para inmovilizar o localizar epitopos y polipéptidos de
fusion se conocen bien por los expertos en la técnica. El soporte puede seleccionarse de una amplia variedad de
matrices, polimeros y similares en una variedad de formas, lo que incluye perlas convenientes para su uso en
microensayos, placas de plastico y vidrio con pocillos individuales, asi como también otros materiales compatibles con
las condiciones de reaccion. En ciertas modalidades preferidas, el soporte puede ser un material plastico, tal como
perlas plasticas u obleas, o el del pocillo o tubo en el que se realiza un ensayo particular (por ejemplo, un ELISA).
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Entidades de union

En la presente descripcién se describen entidades de unidn capaces de unirse especificamente a los epitopos de
GPC-1 descritos en la presente descripcion.

La entidad de unién puede ser cualquier molécula capaz de unirse especificamente a un epitopo de GPC-1 como se
describe en la presente descripcion. Los ejemplos no limitantes de entidades de union incluyen polipéptidos,
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, improntas moleculares, lectinas y compuestos de captura. La entidad de
union puede ser un agente que puede unirse a un epitopo de GPC-1 de la presente invencion o, alternativamente, a
una region diferente de GPC-1, y también modificar una interaccion de union entre el epitopo y otra entidad de union
diferente tal como, por ejemplo, un anticuerpo como se describe en la presente descripcion.

Las entidades de union tales como los anticuerpos capaces de unirse especificamente a los epitopos de GPC-1 de la
presente invencion pueden unirse a un epitopo objetivo dado, a una combinacién de segmentos de epitopo o a una
combinacion de epitopos, preferentemente, por encima de a otras moléculas no objetivo. Por ejemplo, si la entidad de
unién ("molécula A") es capaz de "unirse especificamente" o "especificamente unirse" a un epitopo de GPC-1 objetivo
dado ("molécula B"), la molécula A tiene la capacidad de discriminar entre la molécula B y cualquier otro nimero de
parejas de unién alternativas potenciales. En consecuencia, cuando se expone a una pluralidad de moléculas
diferentes pero igualmente accesibles como posibles parejas de unién, la molécula A se unira selectivamente a la
molécula B y ofras posibles parejas de union alternativas permaneceran sustancialmente sin unirse por la molécula A.
En general, la molécula A se unira, preferentemente, a la molécula B al menos 10 veces, preferentemente, 50 veces,
con mayor preferencia, 100 veces, y con la maxima preferencia, mas de 100 veces mas frecuentemente que otras
posibles parejas de unién. La molécula A puede ser capaz de unirse a moléculas que no son la molécula B a un nivel
débil pero detectable. Esto se conoce cominmente como unién de fondo y puede distinguirse faciimente de la union
especifica a la molécula B, por ejemplo, mediante el uso de un control apropiado.

En el conocimiento de los epitopos especificos de GPC-1 proporcionados en la presente descripcion, los expertos en
la técnica pueden generar entidades de unién sin esfuerzo inventivo. Por ejemplo, las preparaciones de anticuerpos
policlonales y monoclonales que se unen especificamente a los epitopos de GPC-1 de la presente invencién pueden
prepararse mediante el uso de técnicas conocidas.

Cualquier técnica que proporcione la produccién de moléculas de anticuerpos mediante lineas celulares continuas en
cultivo puede usarse en la preparacion de anticuerpos monoclonales dirigidos hacia un epitopo de GPC-1 objetivo. La
metodologia general se describe en Harlow y Lane (eds.), (1988), "Antibodies-A Laboratory Manual", Cold Spring
Harbor Laboratory, N.Y. Las metodologias especificas incluyen la técnica de hibridoma desarrollada originalmente por
Kohler y otros, (1975), "Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity”, Nature,
256:495-497, asi como también la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de células B humanas (Kozbor y otros,
(1983), "The Production of Monoclonal Antibodies from Human Lymphocytes", Immunology Today, 4:72-79), y la
técnica de hibridoma EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole y otros, (1985), en "Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy", pags. 77-96, Alan R. Liss, Inc.). Las lineas celulares inmortales productoras de
anticuerpos pueden crearse mediante técnicas distintas a la fusion, tales como la transformacion directa de linfocitos B
con ADN oncogénico o la transfeccion con el virus de Epstein-Barr (ver, por ejemplo, M. Schreier y otros, (1980),
"Hybridoma Techniques", Cold Spring Harbor Laboratory; Hammerling y otros, (1981), "Monoclonal Antibodies and
T-cell Hybridomas", Elsevier/North-Holland Biochemical Press, Amsterdam; Kennett y otros, (1980), "Monoclonal
Antibodies", Plenum Press).

En resumen, un medio para producir un hibridoma a partir del cual se produce el anticuerpo monoclonal, un mieloma u
otra linea celular autoperpetuante puede fusionarse con linfocitos obtenidos a partir del bazo de un mamifero
hiperinmunizado con una porcién de unién al factor de reconocimiento de este, o factor de reconocimiento, o una
porcion de unién a ADN especifica de origen de este. Los hibridomas que producen un anticuerpo monoclonal capaz
de unirse especificamente a un epitopo de GPC-1 de la presente invencién se identifican por su capacidad de
inmunorreaccionar con el(los) epitopo(s) presentados.

Puede producirse un anticuerpo monoclonal util en la practica de la invencién al iniciar un cultivo de hibridoma
monoclonal que comprende un medio nutriente que contiene un hibridoma que secreta moléculas de anticuerpo de la
especificidad de antigeno apropiada. El cultivo se mantiene en condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente
para que el hibridoma secrete las moléculas de anticuerpo en el medio. A continuacioén, se recolecta el medio que
contiene el anticuerpo. Las moléculas de anticuerpo pueden aislarse después mediante técnicas bien conocidas.

De manera similar, existen diversos procedimientos conocidos en la técnica que pueden usarse para la produccion de
anticuerpos policlonales. Para la produccién de anticuerpos policlonales contra una combinacion dada de epitopos de
GPC-1, pueden inmunizarse diversos animales hospedadores mediante inyeccion con los epitopos, lo que incluye,
pero no se limita a, conejos, pollos, ratones, ratas, ovejas, cabras, etcétera. Ademas, la molécula objetivo puede
conjugarse con un portador inmunogénico (por ejemplo, albimina de suero bovino (BSA) o hemocianina de lapa
californiana (KLH)). Ademas, pueden usarse diversos adyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica, lo que
incluye, pero no se limita a, adyuvante de Freund (completos e incompletos), geles minerales tales como hidréxido de
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aluminio, sustancias tensioactivas tales como risolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de
aceite, hemocianinas de lapa californiana, dinitrofenol y adyuvantes humanos potencialmente utiles tales como BCG
(bacilo Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum.

La deteccion del anticuerpo deseado puede lograrse mediante una variedad de técnicas conocidas en la técnica. Los
ensayos adecuados para la unidon inmunoespecifica de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a,
radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas), inmunoensayos sandwich, ensayos
inmunoradiométricos, reacciones de precipitacion por difusiéon en gel, ensayos de inmunodifusion, inmunoensayos in
situ, transferencias de Western, reacciones de precipitacion, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion del
complemento, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos de proteina A, ensayos de inmunoelectroforesis y similares
(ver, por ejemplo, Ausubel y otros, (1994), "Current Protocols in Molecular Biology", Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York). La unién de anticuerpos puede detectarse en virtud de un marcador detectable sobre el anticuerpo
primario. Alternativamente, el anticuerpo puede detectarse en virtud de su unién con un anticuerpo secundario o
reactivo que se marca apropiadamente. Se conocen en la técnica una variedad de métodos para la deteccion de la
unién en un inmunoensayo y se incluyen en el alcance de la presente invencion.

Los anticuerpos (o fragmentos de estos) generados contra epitopo(s) de GPC-1 especificos de interés tienen afinidad
de union por el(los) epitopo(s). Preferentemente, los anticuerpos (o fragmentos de estos) tienen una afinidad o avidez
de unién superior a aproximadamente 10° M-", con mayor preferencia, superior a aproximadamente 10® M-', ain con
mayor preferencia, superior a aproximadamente 10 M- y, con la maxima preferencia, superior a aproximadamente
108 M.

En términos de obtener una cantidad adecuada de un anticuerpo de acuerdo con la presente invencion, puede(n)
fabricarse el(los) anticuerpo(s) mediante el uso de fermentacion discontinua con medio sin suero. Después de la
fermentacion, el anticuerpo puede purificarse mediante un procedimiento de varias etapas que incorpora
cromatografia y etapas de inactivacion/eliminacion viral. Por ejemplo, el anticuerpo puede separarse primero por
cromatografia de afinidad con proteina A y después tratarse con solvente/detergente para inactivar cualquier virus
envuelto en lipidos. Puede usarse una purificacion adicional, tipicamente mediante cromatografia de intercambio
anionico y cationico para eliminar proteinas residuales, solventes/detergentes y acidos nucleicos. El anticuerpo
purificado puede purificarse adicionalmente y formularse en solucién salina al 0,9 % mediante el uso de columnas de
filtracion en gel. La preparacion a granel formulada puede después esterilizarse, filtrarse para eliminar los virus y
dispensarse.

Los ejemplos no limitantes de anticuerpos capaces de unirse a uno o multiples epitopos de GPC-1 de la presente
invencion incluyen:

(i) anticuerpo MIL38 tal como se depositd bajo los términos del Tratado de Budapest en Cellbank Australia en 214
Hawkesbury Road, Westmead, NSW 2145, Australia el 22 de agosto de 2014 bajo el num. de acceso
CBA20140026;

(ii) anticuerpo anti-glipicano 1/GPC1 (ab137604): un policlonal de conejo (IgG) especifico para GPC-1 humano y
disponible comercialmente en abcam® (ver: http://www.abcam.com/glypican-1-gpc1-antibody-ab137604.html);

(iii) MAB2600| anticuerpo anti-glipicano-1, clon 4D1: un monoclonal de raton (IgGk) especifico para GPC-1 humano
y de rata y disponible comercialmente en Millipore (ver:
http://www.emdmillipore.com/AU/en/product/,MM_NF-MAB26007?cid=BI-XX-BRC-A-BIOC-ANTI-B033-1308);

(iv) anticuerpo anti-glipicano 1 de cabra (AA 24-530): un policlonal de cabra especifico para GPC-1 humano y
disponible comercialmente de LifeSpan BioSciences, Inc. (ver
https://www.Isbio.com/antibodies/anti-gpc1-antibody-glypican-antibody-aa24-530-icc-wb-western-flow-Is-c330760/
341104).

Composiciones y Kits
Las composiciones y kits descritos en la presente descripcion comprenden:

— uno o mas epitopos de GPC-1, variantes o fragmentos de estos como se describe en la presente descripcion (por
ejemplo, la Tabla 1); y/o

— uno o mas segmentos de epitopos de GPC-1, variantes o fragmentos de estos como se describe en la presente
descripcion (por ejemplo, la Tabla 2); y/o

— una o mas combinaciones de epitopos de GPC-1 como se describe en la presente descripciéon (por ejemplo, la
Tabla 3); y/o
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— una o mas proteinas de fusidon que comprenden epitopo(s) de GPC-1, segmento(s) de epitopos de GPC-1, y/o
variantes o fragmentos de estos, como se describe en la presente descripcion (ver la subseccion anterior titulada
"Polipéptidos de fusién "); ylo

— una o mas entidades de unién como se describe en la presente descripcion (ver la seccion anterior titulada
"Entidades de union").

Las composiciones pueden comprender adicionalmente un portador, adyuvante y/o diluyente aceptable. Los
portadores, diluyentes y adyuvantes pueden ser "aceptables" en términos de ser compatibles con los otros
ingredientes de la composicion, y/o "farmacéuticamente aceptables" en que en general no son perjudiciales para
ningun receptor de estos. Los portadores, diluyentes y adyuvantes adecuados se conocen bien por los expertos en la
técnica (ver, por ejemplo, Gilman y otros (Eds.) Goodman y Gilman: the pharmacological basis of therapeutics, 8va
edicion, Pergamon Press (1990); Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.: Easton, Pa., 17ma Ed.
(1985)). Las composiciones pueden, en algunas modalidades, usarse para fines de diagnéstico o investigacion.

Los kits pueden ser kits fragmentados o combinados. Un "kit fragmentado” se refiere a un sistema de suministro que
comprende dos 0 mas recipientes separados que contienen cada uno una subporcién del total de componentes del kit.
Cualquier sistema de suministro que comprenda dos o mas recipientes separados que contengan cada uno una
subporcion de los componentes totales del kit se incluye dentro del significado del término kit fragmentado. Un "kit
combinado" se refiere a un sistema de suministro que contiene todos los componentes del kit en un solo recipiente (por
ejemplo, en una sola caja que contiene cada uno de los componentes deseados). Los kits pueden, en algunas
modalidades, usarse para fines de diagndstico o investigacion.

Métodos de diagndstico

Los epitopos de GPC-1 de la presente invencion, los segmentos de los epitopos de GPC-1 y las proteinas de fusion
que comprenden los epitopos de GPC-1 y/o segmentos de estos, pueden usarse en métodos de diagnostico.
Especificamente, los presentes inventores han descubierto que el glipicano-1 es un nuevo marcador para el cancer de
prostata (solicitud de patente provisional de Estados Unidos num. 61/928/776 titulada "Cell Surface Prostate Cancer
Antigen for Diagnosis", Walsh y otros — no publicado).

En consecuencia, la presente invencion proporciona métodos para el diagnéstico, prondstico o probabilidad de
desarrollar cancer de prostata en sujetos basados en la deteccion de epitopo(s) de GPC-1, segmentos de epitopos de
GPC-1 ylo variantes y fragmentos de los epitopos/segmentos de epitopos como se describe en la presente
descripcion. Adicional o alternativamente, las variantes y fragmentos de los epitopos de GPC-1 y/o fragmentos de
epitopos de GPC-1 pueden detectarse en los métodos de diagnostico.

En general, los métodos comprenden determinar el nivel de epitopo(s) de GPC-1 y/o segmentos de epitopos de
GPC-1 en una muestra biolégica de un sujeto a analizar. Adicional o alternativamente, el nivel de variante(s) y
fragmento(s) de los epitopos de GPC-1 y/o segmentos de estos en la muestra biolégica también puede determinarse
al llevar a cabo los métodos. Los ejemplos no limitantes de epitopos de GPC-1, segmentos de epitopos de GPC-1y
variantes y fragmentos incluyen los mencionados en la seccion titulada "Epitopos” (ver en particular las Tablas 1-3 y la
descripcion asociada de variantes y fragmentos).

Los métodos pueden comprender, ademas, determinar los niveles de antigeno prostatico especifico (PSA), también
conocido como gamma-seminoproteina o calicreina-3 (KLK3), en la muestra bioldgica, y opcionalmente, comparar el
nivel de PSA detectado con el de un control.

En algunas modalidades, el nivel de epitopo(s) de GPC-1, segmentos de epitopo de GPC-1, y/o variantes y
fragmentos de los epitopos/segmentos de epitopos detectados en la muestra bioldgica del sujeto puede compararse
con los niveles determinados como presentes en una muestra de control. Los niveles en la muestra de control pueden
determinarse antes, durante o después de determinar el nivel presente en la muestra bioldgica del sujeto. A manera de
ejemplo no limitante, los niveles presentes en la muestra de control pueden determinarse en base a los presentes en
una muestra biolégica equivalente de un individuo o en base a los niveles medios presentes en muestras bioldgicas a
partir de una poblacién de individuos. Es posible que se haya determinado que el individuo o los individuos no tienen
cancer y/o que se ha determinado que no tienen cancer de prostata. En general, la deteccion de niveles aumentados
en la muestra bioldgica del sujeto en comparacion con los del control puede tomarse como indicativo de que el sujeto
tiene cancer de préstata, o una mayor probabilidad de desarrollar cancer de prostata. Por ejemplo, un aumento de al
menos 10 %, al menos 20 %, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 % o al menos 60 % puede indicar que el
sujeto tiene cancer de prostata, o una mayor probabilidad de desarrollar cancer de prostata. Alternativamente, la
deteccion de niveles equivalentes o disminuidos en la muestra bioldgica del sujeto en comparacion con los del control
puede considerarse como indicativo de que el sujeto no tiene cancer de prdstata, o no tiene una mayor probabilidad de
desarrollar cancer de prostata.

En algunas modalidades, el(los) epitopos(s) de GPC-1, los segmentos de epitopos de GPC-1, y/o las variantes y
fragmentos de los epitopos/segmentos de epitopos como se describe en la presente descripcion se usan como
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controles positivos en los métodos de diagnoéstico de la presente invencion. Por ejemplo, pueden usarse en un ensayo
determinado para confirmar que el ensayo tal como se realiza es capaz de detectar el(los) epitopo(s) de GPC-1,
segmentos de epitopos de GPC-1, y/o variantes y fragmentos.

En algunas modalidades, los métodos de diagndstico de la presente invencion usan proteina(s) de fusion de la
presente invencion. Se proporcionan ejemplos no limitantes de proteinas de fusion adecuadas en la subseccion
titulada "Proteinas de fusion". La(s) proteina(s) de fusion puede(n) usarse como control positivo en los métodos de
deteccion.

La muestra biolégica puede ser una muestra de tejido (por ejemplo, una muestra de biopsia de tejido prostatico) o una
muestra de fluido corporal.

La muestra de fluido corporal puede ser una muestra de sangre, suero, plasma u orina.

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

Sin limitacion con respecto a los métodos de deteccion especificos y solo a manera de ejemplo no limitante, la
deteccion de los epitopos de GPC-1, segmentos de epitopos de GPC-1 y variantes y fragmentos puede realizarse
mediante ensayos estandar conocidos por los expertos en la técnica, lo que incluye, pero no se limita a, analisis de
transferencia de Western, ensayos de inmunosorcion ligados a enzimas (ELISA), clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS), una prueba de biopelicula o una prueba de anillo de afinidad (ver, por ejemplo, la solicitud de
Estados Unidos num. 2013/016,736). Puede usarse en los ensayos una entidad de unién de acuerdo con la presente
invencion.

En algunas modalidades, la entidad de unidon es un anticuerpo. En otras modalidades, la entidad de unién no es un
anticuerpo. En algunas modalidades, el anticuerpo se selecciona de uno o mas de:

(iyanticuerpo MIL38 tal como se depositd bajo los términos del Tratado de Budapest en Cellbank Australia en 214
Hawkesbury Road, Westmead, NSW 2145, Australia el 22 de agosto de 2014 bajo el num. de acceso
CBA20140026;

(ii)anticuerpo anti-glipicano 1/GPC1 (ab137604): un policlonal de conejo (IgG) especifico para GPC-1 humano y
disponible comercialmente en abcam® (ver: http://www.abcam.com/glypican-1-gpc1-antibody-ab137604.html);

(iii)anticuerpo anti-glipicano-1 MAB2600, clon 4D1: un monoclonal de raton (IgGk) especifico para GPC-1 humano y
de rata y disponible comercialmente en Millipore (ver:
http://www.emdmillipore.com/AU/en/product/,MM_NF-MAB26007?cid=BI-XX-BRC-A-BIOC-ANTI-B033-1308);

(iv)anticuerpo anti-glipicano 1 de cabra (AA 24-530): un policlonal de cabra especifico para GPC-1 humano vy
disponible comercialmente de LifeSpan BioSciences, Inc. (ver
https://www.Isbio.com/antibodies/anti-gpc1-antibody-glypican-antibody-aa24-530-icc-wb-western-flow-Is-c330760/
341104).

En algunas modalidades, el anticuerpo no se selecciona de uno o mas de:

(iyanticuerpo MIL38 tal como se depositd bajo los términos del Tratado de Budapest en Cellbank Australia en 214
Hawkesbury Road, Westmead, NSW 2145, Australia el 22 de agosto de 2014 bajo el num. de acceso
CBA20140026;

(ii)anticuerpo anti-glipicano 1/GPC1 (ab137604): un policlonal de conejo (IgG) especifico para GPC-1 humano y
disponible comercialmente en abcam® (ver: http://www.abcam.com/glypican-1-gpc1-antibody-ab137604.html);

(iii)anticuerpo anti-glipicano-1 MAB2600, clon 4D1: un monoclonal de raton (IgGk) especifico para GPC-1 humano y
de rata y disponible comercialmente en Millipore (ver:
http://www.emdmillipore.com/AU/en/product/,MM_NF-MAB26007?cid=BI-XX-BRC-A-BIOC-ANTI-B033-1308);

(iv)anticuerpo anti-glipicano 1 de cabra (AA 24-530): un policlonal de cabra especifico para GPC-1 humano vy
disponible comercialmente de LifeSpan BioSciences, Inc. (ver
https://www.Isbio.com/antibodies/anti-gpc1-antibody-glypican-antibody-aa24-530-icc-wb-western-flow-Is-c330760/
341104).

En algunas modalidades, la entidad de unién es una poblacion de anticuerpos que comprende el anticuerpo MIL38

(CBA20140026) y que no comprende un anticuerpo anti-glipicano 1 (GPC-1) capaz de unirse a un epitopo que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de una cualquiera o una pluralidad de: TQNARA (SEQ ID

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 805085 T3

NO: 8), ALSTASDDR (SEQ ID NO: 9), PRERPP (SEQ ID NO: 10), QDASDDGSGS (SEQ ID NO: 11), LGPECSRAVMK
(SEQ ID NO: 13) y TQNARAFRD (SEQ ID NO: 7).

Ejemplos

La presente invencion se describira ahora con referencia a ejemplos especificos, que no deben interpretarse de ningun
modo como limitantes.

Ejemplo 1: identificacion y caracterizacion de un epitopo de glipicano-1 unido por el anti-glipicano 1 humano murino
(MIL38-AM4)

1.1 Materiales y métodos

Se prepararon conjuntos empiricos que abarcan la secuencia de referencia con diferentes restricciones
conformacionales, y el anticuerpo se sonde6 en la matriz de péptidos.

— Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal anti-glipicano 1 humano murino MIL38-AM4 se proporcioné como se expone en la Tabla 6
mas abajo.

Tabla 6: descripcién del anticuerpo usado

Nombre Origen Concentracion Almacenamiento Estado

MIL38-AM4* Raton 4,6 mg/ml (100 pl) -20°C/ 73 OK

* producido por células de hibridoma tal como se depositaron en Cellbank Australia con el nim. de acceso|
CBA20140026

— Péptidos

La siguiente secuencia de glipicano-1 humano (GPC-1) se us6 como base para generar una biblioteca de péptidos
estructurados.

P35052 (GPC1_HUMANO)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

MELRARGWWL
DAEISGEHLR
ATQLRSFDDH
YYRGANLHLE
PFGEAPRELR
MELVYCAHCL
TDEFWGTSGV
DGPGPEEKRR
CSEEMALSTA
MTIRQOQIMOL
REVERES535
TVARPRWER

(SEQ ID NO: 14)

La Figura 1A muestra la representacion de la cadena B tal como se presenta bajo el identificador del Protein Data Bank

LCAAAALVAC
ICPQGYTCCT
FQHLLNDSER
ETLAEFWARL
LRATRAFVARA
GVPGARPCPD
ESVIGSVHTW
RGELAFPRERP
SDDRCWNGMA
KIMTNRLRSA
RTPLTHALPG

ARGDPASEKSR
SEMEENLANR
TLOATFPGAF
LERLFEQLHP
REFVOGLGVA
YCRNVLEKGCL
LAEAINALQD
PSGTLEKLVS
RGRYLPEVMG
YNGNDVDFQD
LSEQEGQETS

(ID PBD) 4AD7 (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/4AD7).

SCGEVRQIYG
SHAELETALR
GELYTQNARA
QLLLPDDYLD
SDVVREVRQV
ANQADLDAEW
NRDTLTAKWVI
EAKAQLRDVQ
DGLANQINNP
ASDDGSGSGE
ARLSCPQPPTF

— Tecnologia de péptidos enlazados quimicamente sobre armazones (CLIPS)

A continuacion, se describen los principios generales de la tecnologia CLIPS usada.

AKGESLSDVP
DSSRVLOAML
FRDLYSELRL
CLGKQAEALR
PLGPECSRAV
RNLLDSMVLI
QGCGNPEVIE
DEWISLPGTL
EVEVDITEPD
GDGCLDDLCS
LLPLLLFLAL

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
558

La tecnologia CLIPS fija estructuralmente los péptidos en estructuras tridimensionales definidas. Esto da como
resultado imitaciones funcionales de incluso los sitios de unién mas complejos. La tecnologia CLIPS se usa ahora de
forma rutinaria para dar forma a las bibliotecas de péptidos en estructuras de bucle simple, doble o triple, asi como
también pliegues en forma de laminas y hélices.
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La reaccion CLIPS tiene lugar entre los grupos bromo de la armazén CLIPS y las cadenas laterales de tiol de cisteinas.
La reaccion es rapida y especifica en condiciones moderadas. Mediante el uso de esta quimica, las secuencias de
proteinas nativas se transforman en constructos CLIPS con una gama de estructuras que incluyen bucles T2 simples,
bucles dobles T3, bucles T2+T3 conjugados, laminas beta estabilizadas y hélices alfa estabilizadas (Timmerman y
otros, J. Mol. Recognit. 2007; 20: 283-29).

El tamizaje de la biblioteca CLIPS comienza con la conversion de la proteina objetivo en una biblioteca de hasta 10 000
constructos de péptidos superpuestos, mediante el uso de un disefio de matriz combinatoria. Sobre un portador sélido,
se sintetiza una matriz de péptidos lineales, que posteriormente se conforman en constructos CLIPS definidos
espacialmente. Los constructos que representan ambas partes del epitopo discontinuo en la conformacion correcta se
unen al anticuerpo con alta afinidad, que se detecta y cuantifica. Los constructos que presentan el epitopo incompleto
se unen al anticuerpo con menor afinidad, mientras que los constructos que no contienen el epitopo no se unen en
absoluto. La informacioén de afinidad se usa en pantallas iterativas para definir la secuencia y la conformacion de los
epitopos en detalle.

La proteina objetivo que contiene un epitopo conformacional discontinuo se convierte en una biblioteca matricial. Los
péptidos combinatorios se sintetizan en una miniplaca patentada y se convierten quimicamente en constructos CLIPS
definidos espacialmente. Se cuantifica la unién de anticuerpos.

— Sintesis de péptidos

Para reconstruir epitopos discontinuos de la molécula objetivo, se sintetizd una biblioteca de péptidos estructurados.
Esto se realizé mediante el uso de la tecnologia de péptidos enlazados quimicamente sobre armazones (CLIPS). La
tecnologia CLIPS permitié la generacion de péptidos estructurados en bucles simples, bucles dobles, bucles triples,
pliegues en forma de laminas, pliegues en forma de hélice y sus combinaciones. Las plantillas CLIPS se acoplaron a
los residuos de cisteina. Las cadenas laterales de mudltiples cisteinas en los péptidos se acoplaron a una o dos
plantillas CLIPS. Por ejemplo, una solucién 0,5 mM de la plantilla CLIPS T2 1,3-bis (bromometil)benceno se disolvié en
bicarbonato de amonio (20 mM, pH 7,9)/acetonitrilo (1:1(v/v)). Esta solucion se afadio a las matrices de péptidos. La
plantilla CLIPS se uni6 a las cadenas laterales de dos cisteinas tal como estan presentes en los péptidos unidos en
fase sdlida 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 mientras estaban completamente cubiertas en solucion.
Por ultimo, las matrices de péptidos se lavaron extensamente con exceso de H,O y se sonicaron en tampén de
disrupcion que contiene SDS al 1 por ciento/betamercaptoetanol al 0,1 por ciento 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 prepararon de
manera similar pero con tres cisteinas.

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

Conjunto 1
Marcador lin
Tipo de imitacion Péptidos lineales
Descripcion Péptidos lineales de longitud 15 con una superposicion de 14 que cubren la secuencia de
referencia (SEQ ID NO: 14).
Conjunto 2
Marcador bucle
Tipo de imitacion Péptidos en forma de bucle
Descripcion Péptidos de longitud 17, con residuos de cisteina en las posiciones 1y 17. Las posiciones 2 -

16 contienen los 15 mer lineales del conjunto 1 en los que las cisteinas se reemplazan por
alanina. Después de la sintesis, los péptidos se restringen por un enlazador P2 CLIPS™ para
restringir la forma.
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Conjunto 3
Marcador hél_i3
Tipo de imitacion Péptidos helicoidales
Descripcion Péptidos de longitud 15, con una superposicion de 14 derivados a partir de la secuencia de

referencia (SEQ ID NO: 14). Los residuos de cisteina se reemplazaron por alanina. Después,
las posiciones 3 y 7 se reemplazaron por cisteina, que estaban conectadas por un P2
CLIPS™. Esta conexion i, i+4 (‘grapado’) indujo la nucleacién de la hélice en secuencias que
eran propensas al plegamiento helicoidal.

Conjunto 4
Marcador hél_i7
Tipo de imitacion Péptidos helicoidales
Descripcion Péptidos de longitud 15, con una superposicion de 14 derivados a partir de la secuencia de

referencia (SEQ ID NO: 14). Los residuos de cisteina se reemplazaron por alanina. Después,
las posiciones 3 y 11 se reemplazaron por cisteina, que estaban conectadas por un P2
CLIPS™. Esta conexion i, i+7 (‘grapado’) indujo la nucleacion de la hélice en secuencias
propensas al plegamiento helicoidal.

Conjunto 5
Marcador lamina
Tipo de imitacion Péptidos en forma de lamina
Descripcion Péptidos de longitud 15, con una superposicion de 14 derivados a partir de la secuencia de

referencia (SEQ ID NO: 14). Los residuos de cisteina se reemplazaron por alanina. Después,
las posiciones 6 y 9 se reemplazaron por cisteina, que estaban conectadas por un P2
CLIPS™. En péptidos propensos al plegamiento de la lamina (3, esta forma se estabilizo.

— Tamizaje por ELISA

La unién del anticuerpo a cada uno de los péptidos sintetizados se probdé en un ELISA basado en PEPSCAN. Las
matrices de péptidos se incubaron con solucién de anticuerpo primario (durante toda la noche a 4 °C). Después del
lavado, las matrices de péptidos se incubaron con una dilucién 1/1000 de un conjugado de peroxidasa de anticuerpo
(SBA, num. cat. 2010-05) durante una hora a 25 °C. Después del lavado, se afadieron el sustrato de peroxidasa de
2,2'-azino-di-3-etilbenzotiazolina sulfonato (ABTS) y 2 pl/ml de H;O; al 3 por ciento. Después de una hora, se midio el
desarrollo del color. El desarrollo del color se cuantificé con un dispositivo de carga acoplada (CCD) - camara y un
sistema de procesamiento de imagenes.

— Procesamiento de datos

Los valores obtenidos de la camara CCD variaron de 0 a 3000 mAU, similar a un lector ELISA de placas de 96 pocillos
estandar. Los resultados se cuantificaron y almacenaron en la base de datos de Peplab. Ocasionalmente, un pocillo
contenia una burbuja de aire, lo que daba como resultado un valor falso positivo. Las placas se inspeccionaron
manualmente y los valores provocados por una burbuja de aire se puntuaron como 0.

— Control de calidad de la sintesis

Para verificar la calidad de los péptidos sintetizados, se sintetizé un conjunto separado de péptidos de control positivo
y negativo en paralelo. Estos se tamizaron con el anticuerpo 57.9 (ref. Posthumus y otros, J. Virology, 1990,
64:3304-3309).

— Detalles del tamizaje

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

dilucién tampdn de muestra preacondicionamiento
MIL38-AM4 en suero* 1 pug/ml SQ 50 % SQ 50 %
MIL38-AM4* 10 pg/mi SQ 50 % SQ 50 %

* producido por células de hibridoma tal como se depositaron en Cellbank Australia con el nim. de acceso
CBA20140026

1.2 Resultados
— Resultados experimentales primarios y determinacion de la relacién sefial/ruido

En la Figura 2 se muestra una descripcion grafica del conjunto de datos completo de los resultados de ELISA sin
procesar generados por el tamizaje. Aqui, un diagrama de caja representa cada conjunto de datos e indica la sefial
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 obtuvieron diferentes
distribuciones de datos de ELISA. Los datos permitieron la identificaciéon de un epitopo.

La matriz se incubd con MIL38-AM4 a diluciones de 1 ug/ml y 10 ug/ml, en condiciones normales de rigurosidad. Se
observo una respuesta dependiente de la concentracion (Figuras 3A y 3B). A 10 yg/ml no se observo saturacion, lo
que indica que ninguno de los péptidos represento el epitopo completo. Se identificaron dos grupos de respuestas que
no son adyacentes en la estructura primaria. Surgieron dos nucleos comunes: 13sTQNARAFRD143 (SEQ ID NO: 7) y
248VNPQGPGPEEKS3ss (SEQ ID NO: 2), donde el ultimo es claramente dominante con respecto al primero.

En el modelo tridimensional (3D) derivado del identificador del Protein Data Bank (ID PBD) 4AD7
(http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/4AD7) (Figura 4), el tramo 348VNPQGPGPEEK3ss (SEQ ID NO: 2) no se resolvid, ni
estaba en otro archivo de coordenadas pdb disponible publicamente (4ACR, 4BWE), lo que indica que probablemente
sea flexible. El tramo 13sTQNARAFRD143 (SEQ ID NO: 7) se encuentra adyacente a este bucle perdido, como es
evidente por las posiciones de V348 y G362, que se resuelven en el modelo 3D.

Es comun ver la unién a imitaciones incompletas que cumplen parcialmente los requisitos de anticuerpos similares a la
uniéon que observamos para MIL38-AM4 a los péptidos en esta matriz. Postulamos un epitopo discontinuo, que
consiste en contribuciones principales del bucle flexible 38VNPQGPGPEEK3ss (SEQ ID NO: 2), y contribuciones
minoritarias de (residuos de) la hélice 13 TQNARAFRD143 (SEQ ID NO: 7).

1.3 Resumen y discusion

Este estudio tuvo como objetivo mapear el epitopo del anti glipicano 1 humano murino (MIL38-AM4). Se prepararon
conjuntos empiricos que abarcan la secuencia de referencia con diferentes restricciones conformacionales, y el
anticuerpo se sondeo en la matriz de péptidos. La union significativa indicd un epitopo discontinuo, que consiste en
contribuciones mayoritarias del bucle flexible 3:sVNPQGPGPEEK3:sg (SEQ ID NO: 2) y contribuciones minoritarias de
(residuos de) la hélice 13sTQNARAFRD143 (SEQ ID NO: 7).

Ejemplo 2: identificacion y caracterizacion de epitopos adicionales de glipicano-1 unidos por otros anticuerpos
anti-glipicano-1

2.1 Materiales y métodos

La Tabla 8 mas abajo proporciona informacion sobre los anticuerpos usados en este estudio. Los primeros tres
anticuerpos enumerados estan disponibles comercialmente.
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Tabla 8: descripcion de los anticuerpos usados

Nombre Origen  Concentracion Ubicacién Estado
/Anti-glipicang 1 (GPC1) (AA 24-530)" cabra 1 mg/ml 4 °Ci1 OK
Anticuerpo anti-glipicang 1/GPC1 (ab137604)" conejo 0,97 mg/mi -20°C/73  OK

illi 1 i-glipi -
TE?:))%OO Merck Millipore?™ (Ac anti-glipicano-1, 'gmrat()n 1 mg/ml 4°C/11 OK
MIL38-AM3§ ratén 1,25 mg/ml -20°C/73  usado

\ Disponible comercialmente de: antibodies-online (http./Mww.antibodies-online.com); Lifespan Biosciences, Inc,
(https./fwww. Ishio.com)

Disponible comercialmente de gbgam® (http.//iwww.abcam.com)

T Disponible comercialmente de Merck Millipore (hitp:dlwww.emdmillipore.com)

§ Una de las dos poblaciones distintas de anticuerpos producidas por hibridoma mixto depositadas en |
Coleccién Americana de Cultivos Tipo de Tejidos (ATCC) con el num. de acceso HB11785 1

— Péptidos

La secuencia de glipicano-1 humano (GPC-1) definida por la SEQ ID NO: 14 se us6 como base para generar una
biblioteca de péptidos estructurados.

La Figura 1A muestra la representacion de la cadena B tal como se presenta bajo el identificador del Protein Data Bank
(ID PBD) 4AD7 (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/4AD7).

— Tecnologia de péptidos enlazados quimicamente sobre armazones (CLIPS)

Los principios generales de la tecnologia CLIPS usada en estos experimentos se exponen en el Ejemplo 1 anterior.
— Sintesis de péptidos

La sintesis de péptidos se realizé6 mediante el uso de los métodos mencionados en el Ejemplo 1. Los péptidos CLIPS
}ll_llisr;eales sintetizados quimicamente se sintetizaron de acuerdo con los disefios mostrados en el Ejemplo 1 (conjuntos
— Tamizaje por ELISA

La union del anticuerpo a cada uno de los péptidos sintetizados se probd en un ELISA basado en PEPSCAN, como se
expone en el Ejemplo 1.

— Procesamiento de datos y control de calidad de la sintesis

El procesamiento de datos y el control de calidad de la sintesis se realizaron segun el Ejemplo 1.

— Detalles del tamizaje

La Tabla 9 resume las condiciones de union de anticuerpos. Para el tampon Pepscan y Preacondicionamiento (SQ),
los numeros indican la cantidad relativa de proteina competidora (una combinacion de suero de caballo y

ovoalbumina). También se usé P/Tw (PBS-Tween) para reducir la rigurosidad de la union.

Tabla 9: condiciones de tamizaje

Muestra Concentracion Tampon de Pr'errecubrl
muestra miento

Anticuerpo anti-glipicano 1/GPC1 (ab137604)* 1/1000 SQ SQ
Anticuerpo anti-glipicano 1/GPC1 (ab137604)* 1/10 000 SQ SQ
Anti-glipicano 1 (GPC1) (AA 24-530) 1 pg/ml SQ SQ

Mab 2600 Merck Millipore (Ac anti-glipicano-1, clon 4D1)10 ng/ml SQ SQ
Anti-glipicano 1 (GPC1) (AA 24-530) 0,01 pg/mi SQ SQ
MIL38-AM3 1 pg/ml SQ 10 % SQ 10 %
MIL38-AM3 10 ug/ml SQ 10 % SQ 10 %
MIL38-AM3 2,5 pg/mi P/Tw SQ0,1%

2.2 Resultados

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 805085 T3

— Resultados experimentales primarios y determinacion de la relacién sefial/ruido

En la Figura 5 se muestra una descripcion grafica del conjunto completo de datos de resultados de ELISA sin procesar
generados por el tamizaje. Aqui, un diagrama de caja representa cada conjunto de datos e indica la sefial 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. Los datos permitieron la identificacion de un epitopo para los sueros monoclonales y policlonales, pero no
para MIL38-AM3.

- MIL38-AM3

Incluso cuando se probo a altas concentraciones (10 pg/ml) y a rigurosidad reducida (PBS-Tween) no pudo detectarse
MIL38-AM3. La muestra también se probd con un anticuerpo secundario diferente (anti-lgG de ratén de oveja HRP; GE
Healthcare, NXA931), pero nuevamente no se obtuvo ningun resultado.

Como confirmacion, probamos un ELISA directo, en el que MIL38-AM3 estaba recubierto sobre la placa. Mediante el
uso de anti-IgG de ratén de conejo - HRP (Southern Biotech) no pudo detectarse el anticuerpo.

— Anticuerpo anti Glipicano1/GPC1 de conejo ab137604

El anti-GPC1 de conejo produce 3 sefales principales, como puede verse en el panel correspondiente en la Figura 6.
Estas sefiales corresponden a los tramos 34sVNPQGPGPEEK3:ss (SEQ ID NO: 2), 366PRERPP371 (SEQ ID NO: 10) y
478QDASDDGSGS4s7 (SEQ ID NO: 11).

— AcM (Mab) 2600 de raton (Millipore)

El anticuerpo 2600 de raton reconoce un pico claro en todos los conjuntos de péptidos, que comparten el nucleo
comun 242L GPECSRAVMK:>s2 (SEQ ID NO: 13). Esto puede verse en el panel correspondiente en la Figura 6.

— Anti-GPC-1 de cabra (GPC1)

El anti-GPC-1 de cabra produce 2 sefiales principales, como puede verse en el panel correspondiente en la Figura 6.
Estas sefiales corresponden a los tramos 34sVNPQGPGPEEK3sg (SEQ ID NO: 2) y 40sALSTASDDRA414 (SEQ ID NO: 9).

2.3 Resumen y discusion

Este estudio tuvo como objetivo perfilar tres anticuerpos anti-glipicano 1 disponibles comercialmente y un AcM
adicional (MIL38-AM3) en las mismas matrices. Los anticuerpos se sondearon en una matriz de péptidos existente
como se expone en el Ejemplo 1. Todos los anticuerpos anti GPC-1 disponibles en el mercado podrian mapearse
mediante el uso de estas matrices. El anticuerpo MIL38-AM3 resulté refractario al mapeo, debido a la naturaleza
discontinua del epitopo o a la degradacion de la muestra, y no produjo sefial en ninguna de las matrices.

El anti GPC-1 de conejo reconoce al menos tres tramos en el glipicano 1, 3:8VNPQGPGPEEK3ss (SEQ ID NO: 2),
366PRERPP371 (SEQ ID NO: 10), y 4786oaDASDDGSGS4s7 (SEQ ID NO: 11). Dos de estos tramos se resuelven en el
archivo de coordenadas 4AD7.pbd, como se muestra en la Figura 7A. Como se trata de una preparacion de
anticuerpos policlonales, no puede evaluarse si los epitopos son lineales o son parte de un epitopo complejo.

El AcM 2600 anti glipicano de ratdn reconoce el tramo 242 GPECSRAVMK35, (SEQ ID NO: 13) en todos los conjuntos
de péptidos de la matriz. La localizacién del epitopo en el archivo de coordenadas 4AD7.pdb se representa en la
Figura 7B.

El anti glipicano 1 de cabra reconoce al menos dos tramos en el glipicano 1, 31sVNPQGPGPEEK3zss (SEQ ID NO: 2) y
208ALSTASDDR414 (SEQ ID NO: 9). Como se trata de una preparacion de anticuerpos policlonales, no puede
evaluarse si los epitopos son lineales o son parte de un epitopo complejo. Ninguno de los tramos se resuelve en el
archivo de coordenadas disponible.

Las preparaciones policlonales de conejo y cabra reconocen un tramo 34sVNPQGPGPEEK3ss (SEQ ID NO: 2) en el
glipicano 1, que también forma parte del sitio de union (probablemente discontinuo) del AcM MIL38-AM4. Ambas
preparaciones policlonales también reconocen epitopos adicionales en el glipicano 1, pero no puede evaluarse si
estos epitopos forman un epitopo discontinuo o si son manifestaciones de la naturaleza policlonal de la muestra.
Ninguno de los AcP reconoce el tramo 135 TQNARA 149, que se cree contribuye a la union a MIL38-AM4.

El AcM 2600 de ratdn reconoce un epitopo que no se comparte por ningun otro anticuerpo anti-GPC-1 probado hasta
ahora.
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Ejemplo 3:identificacion y caracterizacion de epitopos adicionales de glipicano-1 unidos por otros anticuerpos
anti-glipicano-1

3.1 Materiales y métodos
La Tabla 10 mas abajo proporciona informacion sobre los anticuerpos usados en este estudio. Se usaron tres
anticuerpos anti-glipicano 1, cada uno de los cuales se usé en experimentos anteriores como se describe en el

Ejemplo 1 y/o el Ejemplo 2 anterior.

Tabla 10: descripcion de los anticuerpos usados

Nombre Origen Concentracion Ubicacion Estado
IAnti-glipicano 1 (GPC1) (AA 24-530)" cabra 1 mg/mi 4 °C/11 OK
IAnticuerpo anti-glipicano 1/GPCA1 . o o

(ab137604)* conejo 0,97 mg/ml 20 °C/ 73 OK
MIL38-AM4T ratén 4,6 mg/ml -20°C/ 73 OK

Disponible comercialmente de: antibodies-online (http://www.antibodies-online.com); Lifespan Biosciences,
Inc. (https://www. Isbio.com)
Disponible comercialmente de abeam® (http.//www.abcam.com)
" Producido por células de hibridoma depositadas en Cellbank Australia con el nim. de acceso CBA20140026)

— Péptidos

La secuencia del glipicano-1 humano (GPC-1) en la que se basoé este estudio se define en la SEQ ID NO: 14. Se
usaron las siguientes secuencias de residuos:

residuos GPC1 #344-366 GNPKVNPQGPGPEEKRRRGKLAP (SEQ ID NO: 15)
residuos GPC1 #131-149 GELYTQNARAFRDLYSELR (SEQ ID NO: 16)
— Sintesis de péptidos

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

Conjunto 1
Tipo de imitacion Imitaciéon de epitopos discontinuos
Marcador MAT.A, MAT.B
Descripcion Imitaciones de péptidos restringidos de longitud variable. A partir de las dos

secuencias de partida (SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16) se prepararon todos los
péptidos 10 a 22 y 10 a 18 mer con paso de progresion 4, y estos se emparejaron.
En los extremos y entre los dos péptidos se colocaron cisteinas. Estas se enlazaron
por un CLIPS T3.

Conjunto 2
Tipo de imitacion Péptidos lineales
Marcador RN.PKVNPQGPGPEEKRR (SEQ ID NO: 17)
Descripcion Analisis de sustitucion, a partir de la secuencia de bases PKVNPQGPGPEEKRR

(SEQ ID NO: 18), todos los aminoacidos individuales se reemplazaron por
aminoacidos todos de origen natural, excepto la cisteina.
Conjunto 3

Tipo de imitacion Péptidos restringidos.

Marcador BUCLE RN.PKVNPQGPGPEEKRR (SEQ ID NO: 17),
hélice 3 RN.ELCTQNCRAFRDLYS (SEQ ID NO: 19)
BUCLE RN.ELCTQNCRAFRDLYS (SEQ ID NO: 19)

Descripcion Analisis de sustitucion, a partir de las secuencias de bases como se indica en los
nombres de los marcadores, todos los aminoacidos individuales se reemplazaron
por aminoacidos todos de origen natural, excepto la cisteina.

— Tamizaje por ELISA

La unién del anticuerpo a cada uno de los péptidos sintetizados se proboé en un ELISA basado en PEPSCAN, como se
expone en el Ejemplo 1.

— Procesamiento de datos y control de calidad de la sintesis
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El procesamiento de datos y el control de calidad de la sintesis se realizaron segun el Ejemplo 1.
— Analisis de mapa de calor
A continuacion, se presenta una breve descripcion general de la metodologia del mapa de calor usada.

Un mapa de calor es una representacion grafica de datos donde los valores tomados por una variable en un mapa
bidimensional se representan como colores. Para péptidos CLIPS de doble bucle, dicho mapa bidimensional puede
derivarse de las secuencias independientes del primer y segundo bucles. Por ejemplo, las secuencias de una serie
dada de 16 péptidos CLIPS son efectivamente permutaciones de 4 subsecuencias Unicas en el bucle 1y 4
subsecuencias unicas en el bucle 2. Por lo tanto, los datos de ELISA observados pueden trazarse en una matriz 4x4,
donde cada coordenada X corresponde a la secuencia del primer bucle, y cada coordenada Y corresponde a la
secuencia del segundo bucle.

Para facilitar ain mas la visualizacion, los valores de ELISA pueden reemplazarse con un gradiente continuo de
sombreado. En este caso, los valores extremadamente bajos son de color claro, los valores extremadamente altos son
de color mas oscuro y los valores promedio son de color negro. Cuando este mapa de gradiente se aplica a una matriz
de datos, se obtiene un mapa de calor sombreado.

— Detalles del tamizaje
La Tabla 11 resume las condiciones de unién de anticuerpos. Para el tampon Pepscan y Preacondicionamiento (SQ),

los ndmeros indican la cantidad relativa de proteina competidora (una combinacion de suero de caballo y
ovoalbumina).

Tabla 11: condiciones de tamizaje

suero dilucién tampodn de muestragreacondicionamient
Anti-glipicano 1 (GPC1) (AA 24-530) 10 ng/ml SQ SQ

Anticuerpo anti glipicano 1/GPC1 (ab137604) 1/2500 SQ SQ

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

3.2 Resultados
— Resultados experimentales primarios y determinacion de la relacién sefial/ruido

En la Figura 8 se muestra una descripcion grafica del conjunto de datos completo de los resultados de ELISA sin
procesar generados por el tamizaje. Aqui, un diagrama de caja representa cada conjunto de datos e indica la sefial
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.

— Ac policlonal de conejo 137604

En el Ejemplo 2, se encontr6 que el tramo 348 VNPQGPGPEEKS3ss (SEQ ID NO: 2) es suficiente para unir algo de 1gG
del Ac policlonal de conejo 137604. En este estudio, todos los constructos que contienen 3sVNPQGPGPEE3s57 (SEQ
ID NO: 3) se unieron nuevamente por IgG a partir de esta muestra a dilucién 1/2500. En las matrices del Conjunto 1 no
existe aumento de sefial en constructos especificos.

A partir del analisis de sustitucion en la Figura 9 puede verse que los residuos P353, G354 y E356 son esenciales. Se
permiten sustituciones limitadas en las posiciones Q351, G352 y E357.

— AntiGPC-1 policlonal de cabra

En el Ejemplo 2, el tramo 3.sVNPQGPGPEEKzss (SEQ ID NO: 2) también fue suficiente para unir algo de 1gG del
antiGPC-1 policlonal de cabra. Este anticuerpo reconoce el mismo bucle que el policlonal de conejo, pero lo hace con
una especificidad fina ligeramente diferente. En el diagrama de letras de la Figura 10 puede verse que los residuos
mas criticos son G352, G354 y E356, y que se permite una sustitucion limitada en las posiciones N349, Q351 y P353.
En las matrices del Conjunto 1 se ve aumento de sefial. Aunque el tramo alrededor de los residuos 140-149 no estaba
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implicado en el mapeo primario de este anticuerpo, los distintos constructos que incluyen este tramo son mejores
cebos para la unién de algunas IgG en este policlon.

— Anticuerpo MIL38-AM4

En los ejemplos 1y 2 se establecié que MIL38-AM4 se une al glipicano en el tramo 348 VNPQGPGPEEKS3ss (SEQ ID
NO: 2), y también se une al tramo 135 TQNARA14 (SEQ ID NO: 8), lo que se tomé como una indicacion de un epitopo
discontinuo.

Los constructos en bucle que contienen el tramo principal resaltan los residuos que son mas criticos para la unién. De
la Figura 10 puede verse que los residuos V348, Q351, G352 y P353 no toleran el reemplazo, con requerimientos
significativos para K347, N349 y P350, y en menor medida de G354, P355 y E356.

Optimizacién de una imitacion para reconocimiento por MIL38-AM4 mediante la adicion de residuos del intervalo 135 -
143 a las matrices de bucles principales del Conjunto 1.

El requerimiento para V348 y los residuos circundantes fue nuevamente evidente en estas series. Existid unién
adicional en los conjuntos de matriz que culminé en la senal 6ptima para
CGELYTQNARAFRDLCGNPKVNPQGPGPEEKRRRGC con restriccion T3 (SEQ ID NO: 12) (Figura 12).

— Similitudes y diferencias

Los anticuerpos se unen o no a constructos similares, como puede verse en los graficos de dispersion de la Figura 13.
Sin embargo, muchos constructos son vistos exclusivamente por una de las preparaciones (puntos a lo largo de los
ejes, o en las esquinas inferiores derecha y superior izquierda).

— Conclusiones

En el seguimiento de los Ejemplos 1y 2, se perfilé el epitopo conformacional del anticuerpo MIL 38-AM4. Se descubrio
que los anticuerpos policlonales AB137604 (conejo) y anti GPC-1 24-530 (cabra) reconocen un epitopo similar. Estos
se contrastaron y compararon en las mismas matrices.

Los dos lideres obtenidos en el Ejemplo 1 que apuntan a un epitopo discontinuo para MIL 38 - AM4 se usaron para
generar una matriz en la que los bucles tienen diferentes longitudes. Ademas, se realizaron analisis de sustitucion
completa de las secuencias lider individuales. Todas las matrices se probaron con los tres anticuerpos enumerados
anteriormente.

Para el reconocimiento de glipicano 1, todos los anticuerpos investigados en este estudio se unen a un epitopo que
consiste exclusiva o principalmente en el bucle flexible entre los residuos 347 y 358. Sin embargo, sus especificidades
finas difieren, lo que puede tener implicaciones para sus propiedades funcionales, que a su vez puede influir en la
selectividad in vivo o la aplicabilidad en pruebas discriminatorias.

El epitopo del (algunas especies de IgG presentes en) policlonal de conejo Ab 137604 es el tramo lineal
348 VNPQGPGPEE3s7 (SEQ ID NO: 3). No existe indicacion de la presencia de anticuerpos que reconozcan un epitopo
conformacional.

El mismo bucle flexible también es visto por el (algunas especies de IgG en) policlonal de cabra anti GPC-1. Existe
cierta preferencia por imitaciones estructuradas, aunque esto no es importante. Es muy posible que no todos los
anticuerpos en esta preparacion vean el bucle flexible de la misma manera. El anticuerpo monoclonal MIL38-AM4 se
une principalmente al glipicano 1 en el bucle entre los residuos 347 - 355, pero este anticuerpo se beneficia claramente
de la adicién de residuos del intervalo 135 - 143 al péptido. Las imitaciones que se producen todavia son suboéptimas,
lo que se refleja en el hecho de que se necesitan concentraciones de anticuerpo 1000 veces mas altas para obtener
intensidades de sefial similares a las registradas para el Ac de conejo 137604, lo que demuestra ain mas los
requerimientos adicionales planteados en el sustrato de union.

Esto no tiene implicaciones para la afinidad hacia la proteina objetivo, que se determinara por métodos cuantitativos

(por ejemplo, Biacore). De hecho, la exquisita selectividad distingue los anticuerpos que pueden usarse in vivo sin
provocar efectos secundarios.
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Tabla 12: Epitopos de los anticuerpos en este estudio

Anticuerpo Epitopo Residuos mas Conformacion
importantes sensible

Anticuerpo anti-glipicano 1 dessVNPQGPGPEE3zs7 (SEQ ID NO:

conejo/GPC1 (ab137604) 3) P353, G354, E356 N

ﬁ'ng’g%%’;o 1 de cabra (GPC1)_ NPQGPGPEE;s; (SEQ ID NO: 4)G352, G354, E356 2

10 MIL38-AM4 247KVNPQGPGP3s5 (SEQ ID NO: e)gg‘s‘g’ Q351, G352

Y

En base a los resultados presentados anteriormente, la Tabla 13 mas abajo representa un resumen de las
sustituciones toleradas en las secuencias de los epitopos analizadas.
15
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Ejemplo 4: Los anticuerpos MIL38 y anti-glipicano-1 (anti-GPC-1) muestran una reactividad superpuesta en las
transferencias de Western 2D.

El anticuerpo anti-GPC-1 de conejo ab137604 mostré reactividad con la proteina central del glipicano-1 a un peso
molecular de aproximadamente 60 kDa, el mismo peso molecular detectado por MIL38. Para confirmar que MIL38
reconoci6 glipicano-1, los extractos MPEK DU-145 de cancer de prostata se sometieron a electroforesis y a
transferencia de Western 2D.

Los extractos de proteinas de membrana (MPEK) de células de cancer de prostata DU-145 se separaron en gel 2D
(gradiente de pl horizontal y masa molecular vertical). Las transferencias de Western mediante el uso del anticuerpo
MIL38 y los anticuerpos policlonales de conejo rGPC-1 comerciales muestran una reactividad superpuesta que marca
una proteina de 60 Kd (encerrada en un circulo en la Figura 14). El carril D (Figura 14) es una separacion
unidimensional para los extractos DU-145 como un control. El carril M (Figura 14) es un carril de separacion
unidimensional para marcadores de tamafio molecular como controles.

Como se muestra en la Figura 14, el anticuerpo MIL38 y los anticuerpos anti-GPC-1 mostraron una reactividad
superpuesta al detectar una proteina con un peso molecular de 60 kDa y puntos isoeléctricos que variande 5a 7.

Ejemplo 5: MIL38 se detecta en inmunoprecipitados de anti-GPC-1 y viceversa.

Se usaron anticuerpos MIL38 o anti-GPC-1 de conejo para inmunoprecipitar sus respectivos antigenos a partir de
extractos de MPEK DU-145 o C3 (negativo para MIL38). Los inmunoprecipitados (IP) se sometieron a transferencia de
Western con anticuerpo MIL38 o anti-GPC-1 (Figura 15).

Se detectd una banda reactiva GPC-1 de 60 kDa en IP de MIL38 en ensayo de transferencia con anti-GPC-1, mientras
que se detectd una banda reactiva MIL38 de 60 kDa en IP de anti-GPC-1 en ensayo de transferencia con MIL38. No se
detecto reactividad con los controles secundarios solamente. Ademas, la inmunoprecipitacién con el anticuerpo MIL38
resultd en una deplecion casi completa de los antigenos MIL38 y anti-GPC-1, lo que sugiere fuertemente que el
antigeno de MIL38 es el glipicano-1.

Cada uno de los anticuerpos MIL38 y anti-GPC-1 de conejo se us6 para inmunoprecipitar sus antigenos a partir de los
extractos de proteina de membrana celular de cancer de prostata DU-145 o C3 (negativo para MIL38). Se muestran
las transferencias de Western de las inmunoprecipitaciones detectadas ya sea con anticuerpo MIL38 o con
anti-GPC-1. La Figura 15A representa la deteccion por GPC1 de inmunoprecipitados de MIL38 (izquierda) y la
deteccion por MIL38 de inmunoprecipitados de GPC1 (derecha). La Figura 15B representa la deteccion por MIL38 de
inmunoprecipitados de MIL38 como control. Los carriles son: Magic Mark-marcador de proteina comercial como
control; MPEK DU145-extracto de proteina de membrana de cancer de prostata (no inmunoprecipitado); DU145 FT-
flujo continuo de cancer de prostata a partir de inmunoprecipitacion; DU145 IP-inmunoprecipitado mediante el uso de
anticuerpo; C3 MPEK-extracto de proteina de membrana de control (negativo para MIL38) (no inmunoprecipitado); C3
FT- flujo continuo a partir de inmunoprecipitacion; elucion IP C3- inmunoprecipitado mediante el uso de anticuerpos
(negativo para MIL38). MIL38 puede detectar el inmunoprecipitado a partir del anticuerpo rGPC1 y viceversa. MIL38
también puede unirse a todos los controles, lo que incluye el MPEK DU145 y a la IP realizada por MIL38.

Ejemplo 6: GPC-1 puede detectarse por MIL38 en muestras de plasma de cancer de préstata y en extractos de
membrana de pacientes con cancer de proéstata.

Las muestras de plasma de un paciente normal (042) y un paciente con cancer de prostata (046) se
inmunoprecipitaron con anticuerpo MIL38 y la muestra IP se sometié a transferencia de Western con anticuerpos
MIL38 y anti-GPC-1 (Figura 16A).

Ambos anticuerpos detectaron bandas especificas de aprox. 70 kDa en ambas muestras de plasma. Las sefiales
fueron marcadamente mas altas (bandas mas oscuras) para los anticuerpos MIL38 y anti-GPC-1 en el plasma del
paciente con cancer de préstata 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 prostata.

Para determinar si el antigeno de MIL38 podria detectarse en extractos de proteinas de membrana de préstata normal
y cancer de prostata, se obtuvo una muestra de cada uno de Novus Bio. Cantidades equivalentes de proteina se
sometieron a transferencia de Western mediante el uso del anticuerpo MIL38 (Figura 16B). El extracto de cancer de
prostata demostré una expresion mucho mayor del antigeno de MIL38 que la muestra de prostata normal.

Ejemplo 7: Deteccion del antigeno de MIL38 en orina del paciente.
MIL38 puede detectar células en la orina de pacientes con cancer de préstata. Para probar la sensibilidad y

especificidad de este método de deteccion, se obtuvieron 125 muestras de orina de la misma edad. Las células se
separaron por centrifugacion de la orina y se analizaron mediante el ensayo de inmunofluorescencia indirecta para
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MIL38. Se analizaron un total de 47 controles sanos, 37 con hipertrofia prostatica benigna (BPH) y 41 canceres de
préstata confirmados por biopsia.

La prueba de analisis de inmunofluorescencia para MIL38 (IFA) demostré una sensibilidad del 71 % y una
especificidad del 73 % en la identificacion de canceres de prostata dentro de la cohorte. La prueba mostré un 71 % de
sensibilidad y un 76 % de especificidad en la identificacion de canceres de prdstata en comparacion con los pacientes
con BPH (Tabla 14).

Tabla 14: 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
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REIVINDICACIONES
1. Un epitopo o segmento de epitopo aislado para un anticuerpo anti-glipicano 1 (GPC-1) ubicado dentro de una
porcién del bucle flexible de GPC-1 definido por una secuencia de aminoacidos KVNPQGPGPEEK (SEQ ID
NO: 1), en donde el epitopo o segmento de epitopo aislado consiste en:
(i) KVNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1);
(i) un fragmento de KVNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1) que consiste en VNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 2),
VNPQGPGPEE (SEQ ID NO: 3), NPQGPGPEE (SEQ ID NO: 4), KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 5) o
KVNPQGPGP (SEQ ID NO: 6);
(iii) una variante de la SEQ ID NO: 3 con una sustitucion en una cualquiera de:
posicion 1, en donde V (val) se sustituye con cualquier otro aminoacido,
posicion 2, en donde N (asn) se sustituye con cualquier otro aminoacido,

posicion 3, en donde P (pro) se sustituye con cualquier otro aminoacido,

posicién 4, en donde Q (gIn) se sustituye con uno cualquiera de Y (tyr), A (ala), E (glu), V (val), M (met),
F (phe), L (leu), I (ile), T (thr) o R (arg),

posicion 5, en donde G (gly) se sustituye con A (ala), S (ser), T (thr), H (his), W (trp), Y (tyr), F (phe) o M
(met)1

posicion 8, en donde P (pro) se sustituye con cualquier otro aminoacido, o

posicion 10, en donde E (glu) se sustituye con Q (gIn), D (asp), F (phe), H (his) o M (met),
(iv)una variante de la SEQ ID NO: 4 con una sustitucion en una cualquiera de:

posicion 1, en donde N (asn) se sustituye con H (his),

posicion 2, en donde P (pro) se sustituye con cualquier otro aminoacido,

posicion 3, en donde Q (gIn) se sustituye con uno cualquiera de N (asn), M (met), T (thr), S (ser) o R
(arg),

posicion 5, en donde P (pro) se sustituye con A (ala),

posicion 7, en donde P (pro) se sustituye con uno cualquiera de A (ala), D (asp), C (cys), E (glu), Z (glx),
G (gly), H (his), K (lys), M (met), F (phe), P (pro), S (ser), T (thr), W (trp), o Y (tyr), o

posicion 9, en donde E (glu) se sustituye con cualquier otro aminoacido; o

(v) una variante de la SEQ ID NO: 5 o la SEQ ID NO: 6 con una sustituciéon solo en una cualquiera de:

~

posicion 1, en donde K (lys) se sustituye con uno cualquiera de W (irp), R (arg), L (lys), Y (tyr) o F (phe);
posicion 3, en donde N (asn) se sustituye con uno cualquiera de H (his), P (pro) o D (asp);

posicién 4, en donde P (pro) se sustituye con uno cualquiera de R (arg), K (lys), W (trp), S (ser), H (his)
o N (asn);

posicion 8, en donde G (gly) se sustituye con uno cualquiera de D (asp), E (glu), N (asn), Q (gIn), K (lys),
R (arg) o A (ala); o

posicion 9, en donde P (pro) se sustituye con uno cualquiera de M (met), A (ala), | (ile), K (lys), R (arg), Q
(gln), S (ser), T (thr) o Y (tyr).

2. Un epitopo aislado que consiste en un primer segmento de acuerdo con la reivindicacion 1 y un segundo
segmento, en donde:
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(i) el primer segmento es: el fragmento de KVNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1) que consiste en
VNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 2), KVNPQGPGPE (SEQ ID NO: 5) o KYNPQGPGP (SEQ ID NO: 6); la
variante de KYNPQGPGPE (SEQ ID NO: 5); o la variante de KYNPQGPGP (SEQ ID NO: 6); y

(i) el segundo segmento consiste en una secuencia de aminoacidos TQNARA (SEQ ID NO: 8).

El epitopo de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el segundo segmento consiste en una secuencia de
aminoacidos TQNARAFRD (SEQ ID NO: 7).

Un epitopo aislado que consiste en un primer segmento de acuerdo con la reivindicacion 1 y un segundo
segmento, en donde:

(i) el primer segmento es: el fragmento de KVNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1) que consiste en
NPQGPGPEE (SEQ ID NO: 4); o la variante de NPQGPGPEE (SEQ ID NO: 4); y

(i) el segundo segmento consiste en una secuencia de aminoacidos ALSTASDDR (SEQ ID NO: 9).

Un epitopo aislado que consiste en un primer segmento de acuerdo con la reivindicacion 1 y un segundo
segmento, en donde:

(i) el primer segmento es: el fragmento de KVNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1) que consiste en
VNPQGPGPEE (SEQ ID NO: 3); y

(i) el segundo segmento del epitopo consiste en:
una secuencia de aminoacidos PRERPP (SEQ ID NO: 10) o
una secuencia de aminoacidos QDASDDGSGS (SEQ ID NO: 11).

Un epitopo aislado que consiste en un primer segmento de acuerdo con la reivindicacion 1, un segundo
segmento y un tercer segmento en donde:

(i) el primer segmento es: el fragmento de KVNPQGPGPEEK (SEQ ID NO: 1) que consiste en
VNPQGPGPEE (SEQ ID NO: 3); y

(i) el segundo segmento consiste en una secuencia de aminoacidos PRERPP (SEQ ID NO: 10), y el tercer
segmento consiste en una secuencia de aminoacidos QDASDDGSGS (SEQ ID NO: 11).

Un epitopo aislado que comprende el segmento del epitopo de acuerdo con la reivindicacion 1, y que consiste
en la secuencia de aminoacidos CGELYTQNARAFRDLCGNPKVNPQGPGPEEKRRRGC (SEQ ID NO: 12).

Un acido nucleico que codifica el epitopo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

Un método para detectar cancer de prostata en un sujeto, el método comprende detectar la presencia de un
epitopo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en una muestra biolégica de un sujeto, y
determinar que el sujeto tiene cancer de prdstata o una mayor probabilidad de desarrollar cancer de prostata
basado en la cantidad del epitopo detectado en la muestra.

El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde la deteccion de la presencia del epitopo en la muestra
comprende poner en contacto la muestra con una entidad de unién capaz de unirse especificamente a un
epitopo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde la entidad de unién es una poblacién de anticuerpos.
El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la poblacién de anticuerpos comprende uno o mas de:
anticuerpo MIL38 (CBA20140026), anticuerpo policlonal anti-GPC-1 de conejo (ab137604, abcam), anticuerpo
monoclonal anti-glipicano de ratén 2600 clon 4D1 (Millipore) o anticuerpo anti-glipicano 1 de cabra (AA 24-530).

Una proteina de fusién que comprende el epitopo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

El uso del epitopo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o la proteina de fusién de
acuerdo con la reivindicacion 13, como un elemento de control positivo en un método para detectar el GPC-1.
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