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DESCRIPCION
Mutante de la subunidad B de la citotoxina subtilasa
Campo técnico de la invencién

Esta invencién se refiere a proteinas de toxinas bacterianas. Mas particularmente, esta invencién se refiere a una proteina
mutante de la subunidad B de la citotoxina subtilasa que tiene capacidad para unirse al acido N-glicoliineuraminico ligado
a a2-6 al tiempo que conserva la capacidad de unirse al 4cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3.

Antecedentes de la invencién

Las toxinas AB5 ejercen sus efectos en un proceso de dos pasos: (i) unién de la subunidad B pentamérica a receptores
glicanos especificos en la superficie de la célula objetivo; (ii) internalizacién de la toxina AB5, seguida de la inhibicién o
corrupcion de funciones esenciales del hospedero mediada por la subunidad A '. Las subunidades B de las toxinas AB5
reconocen los receptores glicanos de la superficie celular, dirigiendo la internalizacién y el trafico intracelular de la
holotoxina. La especificidad de estas interacciones proteina-glicano es critica para la patogénesis, ya que determina la
susceptibilidad del hospedero y el tropismo tisular. Ademas, las interacciones pentavalentes entre las subunidades B de
la toxina ABS y sus glicanos afines dan lugar a uniones de muy alta afinidad, lo que las convierte en potentes ligandos
para la deteccién de glicanos, siendo un ejemplo notable el uso de la subunidad B de la toxina del clera para la deteccidn
del gangliésido GM1 en secciones histopatoldgicas ? y para el etiquetado de balsas lipidicas en membranas 3.

En 2004, Paton et al. describieron el descubrimiento y la caracterizacién biolégica inicial de una nueva subfamilia de
toxinas bacterianas AB5 cuyo prototipo se denominé citotoxina subtilasa (SubAB) 4. En el caso de SubAB, se descubrié
que la subunidad A (SubA) es una serina proteasa de la familia de las subtilasas con una especificidad excelente para la
chaperona esencial del reticulo endoplasmico BiP/GRP78 5. Los estudios estructurales revelaron que, a diferencia de la
mayoria de las subtilasas, la SubA poseia una hendidura del sitio activo inusualmente profunda, lo que explicaba su
excelente especificidad de sustrato 5. La SubA ha demostrado ser una poderosa herramienta para examinar el papel de
BiP en diversos procesos celulares y también tiene potencial como un agente terapéutico contra el cancer &7,
Significativamente, el anélisis de matrices de glicanos ha demostrado que la subunidad B de la toxina (SubB) tiene un alto
grado de especificidad de unién para los glicanos que terminan con acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 (Neu5Gc),
un acido sialico que los humanos no pueden sintetizar 8. De todos los glicanos de la matriz, la mejor unién se produjo con
Neu5Gca2-3GalB1-4GIcNACB-. La unidn de la toxina etiquetada a la matriz se redujo 20 veces si se cambiaba el Neu5Gce
por Neu5Ac; mas de 30 veces si se cambiaba el enlace Neu5Gc de a2-3 a a2-6; y 100 veces si se eliminaba el 4cido
sidlico. El patrén general de unién a las estructuras representadas en la matriz indicé que la SubB tiene una gran afinidad
por el Neu5Gce terminal ligado a a2-3 con poca discriminacién por el penultima resto. La estructura cristalina del complejo
SubB-Neu5Gce revel6 la base de esta especificidad. El hidroxilo adicional en el grupo metilo del resto N-acetilo que
distingue al Neu5Gc del Neu5Ac interactiia con el Tyr78°H de la SubB y establece uniones de hidrégeno con la cadena
principal del Met10 8. Estas interacciones clave no podrian producirse con NeuSAc, explicando asi la marcada preferencia
por Neu5Gc. Guiados por los datos estructurales, se mutagenizaron residuos clave en el bolsillo de unién previsto, y esto
anulé el reconocimiento del glicano, la unién celular y la toxicidad. Los amino&cidos S12 e Y78 de la SubB forman uniones
estabilizadoras cruciales con el Neu5Gc®. Una mutacion S12A abolié completamente la union al glicano, mientras que una
mutacion Y78F que impide las interacciones con el grupo®! OH que distingue el Neu5Gc del Neu5Ac redujo la union al
glicano en un 90 % y abolié la preferencia de la proteina SubB mutante por Neu5Gc frente a Neu5AcS.

La forma més prominente de glicosilacién aberrante en los canceres humanos es la expresién de glicanos terminados por
Neu5Gc. El Neu5Gce no se expresa en niveles significativos en las células humanas sanas normales °'2, ya que los
humanos no pueden sintetizar Neu5Gc debido a una mutacion inactivadora en el gen CMAH '3. No obstante, las
investigaciones sugieren que la presentacién de Neu5Gc en pacientes con cancer puede explicarse por la absorcidén de
Neu5Ge a través de la ingesta dietética de carne roja y productos lacteos, que son las fuentes més ricas en Neu5Gc 4.
La presencia de Neu5Gc tiene importancia pronéstica, ya que su expresion se correlaciona frecuentemente con la
invasividad, la metastasis y el grado tumoral '°. La visualizacion preferente de los glicanos Neu5Gc en las células
cancerosas puede explicarse, al menos en parte, por el entorno tumoral hipéxico, que induce notablemente la expresion
del transportador de acido sidlico sialina, lo que da lugar a una mayor visualizacién de Neu5Gc y otros &cidos sialicos en
la superficie celular '®. Debido a que los sialil-conjugados regulan la adhesién y promueven la movilidad celular, estas
alteraciones en la sialilacion superficial pueden influir en la colonizacion y el potencial metastésico de las células tumorales
18 Se han observado niveles elevados de &cidos siélicos anormales, tal como el Neu5Geg, en el cancer de mama, ovario,
prostata, colon y pulmoén 112, Es importante destacar que la incorporacion de Neu5Gc en las células cancerosas es mas
prominente en las glicoproteinas solubles que se encuentran tanto en el espacio extracelular como en el interior de la
célula, y el Neu5Gc es el 4cido sidlico dominante en las glicoproteinas secretadas por las células cancerosas a los tejidos
circundantes °. También se sabe que la expresion de Neu5Gc en el cancer impulsa la produccién de xeno-autoanticuerpos
contra Neu5Gc 1718, Estos anticuerpos anti-Neu5Gc se estan investigando para determinar su potencial para nuevos
diagndsticos, pronésticos y terapias en carcinomas humanos '7.

Byres et al. (2008) Nature 456: 648-53 demostraron que la SubB tiene una fuerte preferencia por los glicanos que terminan
en el acido sialico N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) e identificaron residuos especificos implicados en esta especificidad,
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cuya mutagénesis anulaba el reconocimiento del glicano.
Breve descripcién de la invencién

La presente invencién se refiere a una proteina mutante de la subunidad B de la citotoxina subtilasa (SubB) que puede
unirse a glicanos que tienen acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3y a glicanos que tienen acido N-glicolilneuraminico
ligado a a2-6. Por lo tanto, la proteina SubB mutante tiene una capacidad no descrita anteriormente para unirse a glicanos
que tienen 4cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6, mientras que no pierde la capacidad de unirse a glicanos que tienen
acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3. Esto proporciona una proteina SubB mutante que puede utilizarse para detectar
y tener como objetivo un espectro mas amplio de glicanos que contienen &cido N-glicoliineuraminico de lo que era posible
anteriormente.

Un aspecto de la invencién proporciona una proteina aislada que comprende una secuencia de aminoéacidos de SubB
(SEQ ID NO:2) o un fragmento de la misma que comprende la secuencia de aminoacidos TTSTE (SEQ ID NO:3), que
comprende una delecién de uno o mas de los residuos de aminoécidos de la secuencia de aminoacidos TTSTE (SEQ ID
NO:3), y en donde la proteina aislada o el fragmento de la misma es capaz de unirse a acido N-glicoliineuraminico ligado
a a2-3y acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6.

En una realizacién, la proteina aislada o fragmento de la misma comprende una delecién de al menos uno de los residuos
subrayados de TTSTE (SEQ ID NO:3) y opcionalmente una delecién del residuo subrayado de TTSTE (SEQ ID NO:3).

En otra realizacién particular, la proteina aislada o fragmento de la misma comprende una delecién de los residuos
subrayados de TTSTE (SEQ ID NO:3). De forma adecuada, la proteina aislada o el fragmento de esta realizacion puede
unir glicanos NeuSAc, tales como Neu5Ac-a2-6-lac y NeubAc-a2-3-lac.

En una realizacién, la proteina aislada o fragmento de la misma comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
SEQ ID NO: 1 o una secuencia de aminoacidos que sea idéntica en un 98 % en toda la longitud completa de SEQ ID NO:
1.

Otro aspecto de la invencién proporciona un complejo molecular aislado que comprende la proteina aislada o el fragmento
del primer aspecto y un glicano que comprende acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-glicolilneuraminico
ligado a a2-6.

Otro aspecto més de la invencién proporciona una composicién que comprende la proteina aislada o el fragmento del
primer aspecto.

En una realizacién la composicién es una composicién farmacéutica.
En otra realizacion , la composicién es una composicién diagnéstica.

Todavia otro aspecto de la invencién proporciona un método para detectar el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o
el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6, en donde dicho método incluye el paso de combinar la proteina aislada o el
fragmento del primer aspecto con una muestra para formar asi un complejo detectable que comprenda la proteina aislada
o el fragmento del primer aspecto y el &cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o el acido N-glicoliineuraminico ligado a
a2-6.

En algunas realizaciones, el acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o el &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6
pueden ser expresados por una célula tumoral o células sanguineas felinas.

En otra realizacion, el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 puede ser
un contaminante en una muestra o preparacién que comprenda farmacos glicosilados recombinantes, anticuerpos y otras
biomoléculas terapéuticas para administracién humana.

Otro aspecto de la invencién proporciona un método de aislar un glicano o una célula que expresa el glicano, en donde el
glicano comprende &cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o un &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6, en donde
dicho método incluye los pasos de: combinar la proteina aislada o el fragmento divulgado en la presente con una muestra
para formar asi un complejo que comprenda la proteina aislada o el fragmento y el acido N-glicolilneuraminico ligado a
a2-3 y/o el &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6; y aislar la proteina o la célula.

En algunas realizaciones, la célula es una célula tumoral o una célula sanguinea felina.
En otra realizacion, el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 puede ser
un contaminante en una preparacién o formulacién que comprenda farmacos glicosilados recombinantes, anticuerpos y

otras biomoléculas terapéuticas para administracién humana.

Otro aspecto de la invencién proporciona una proteina aislada o un fragmento de acuerdo con la presente invencién para
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su uso en el tratamiento del cdncer en un sujeto para asi dirigirse selectivamente a una célula cancerosa que exprese un
acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o un acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6.

De forma adecuada, la proteina aislada o el fragmento del primer aspecto se acopla a un agente citotéxico.

Otro aspecto de la invencién proporciona un &cido nucleico aislado que codifica la proteina aislada o el fragmento del
primer aspecto.

Otro aspecto adicional de la invencién proporciona un constructo genético que comprende el &cido nucleico aislado de la
invencién.

Otro aspecto adicional de la invencién proporciona una célula hospedera que comprende el constructo genético del
aspecto mencionado.

Aspectos relacionados de la invencién proporcionan kits que comprenden la proteina aislada o fragmento de la misma,
acido nucleico aislado, composicién, y/o constructo genético. Pueden utilizarse, por ejemplo, en la deteccién del 4cido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o del acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 o en el direccionamiento terapéutico de
las células tumorales que expresan el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o el 4cido N-glicoliineuraminico ligado a
a2-6.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que se indique lo contrario, “comprenden”, “comprende” y “que
comprende” se utilizan de forma inclusiva y no exclusiva, de modo que un nimero entero o grupo de nimeros enteros
establecido puede incluir uno 0 mas numeros enteros o grupos de nlmeros enteros no establecidos.

Por “consistir esencialmente en” se entiende en este contexto que la proteina aislada o el fragmento tiene uno, dos o no
mas de tres residuos de aminoacidos ademés de la secuencia de aminoacidos recitada. Los residuos de aminoacidos
adicionales pueden producirse en los extremos N- y/o C-terminales de la secuencia de aminoacidos recitada, aunque sin
limitacion al respecto.

También se entendera que los articulos indefinidos “un” y “una” no deben leerse como singulares 0 como si de otro modo
excluyeran mas de uno o mas de un unico sujeto al que se refiera el articulo indefinido. Por ejemplo, “una” proteina incluye
una proteina, una o mas proteinas o una pluralidad de proteinas.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Representacion de la superficie de la SubB en complejo con (A) Neu5Gea2-3GalB1-3GIcNAc (determinado a
partir de una estructura cristalina de rayos X (Byres et al., 2008)) y (B) Neu5Gca2-6GalB1-3Glc (modelado con la estructura
cristalina de rayos X). Los trisacaridos se muestran como una barra verde o cian con residuos rojos y azules que
representan el oxigeno y el nitrégeno, respectivamente.

Figura 2. Representacién de la superficie de los mutantes de tipo silvestre y SubB modelados con Neu5Gca2-6Galp1-
3Glc (mostrado como una barra cian). Los residuos SubB mutados se muestran como barras grises, y los residuos rojos
y azules representan el oxigeno y el nitrégeno, respectivamente.

Figura 3. ELISA de SubB modificada frente a suero humano y bovino etiquetado con FITC. SubB (A) y SubBasioeati07 (B)
recubiertas sobre placas ELISA fueron capaces de capturar proteinas séricas humanas y bovinas etiquetadas con FITC.
Las barras de error muestran +1SD de la media de ensayos duplicados.

Figura 4. Ensayo de superposicién de lectinas. Unién de SubBasios/aT107 @ diluciones seriadas de AGP humana o bovina
aplicadas como manchas sobre nitrocelulosa (se indican las cantidades totales de proteina por mancha).

Figura 5. lones de oxonio NeuAc y NeuGc procedentes de digestiones tripticas de glicoproteinas alfa-1 acidas humanas
y bovinas. Regidén de baja masa de los espectros MS/MS de (A) el ion glucopéptido a un m/z de 1183,163+ correspondiente
al péptido TFMLAASWN[Hex2HexNAc2NeuAcTNeuGe1+Man3GIcNAC2]GTK de la glucoproteina alfa-1 acida bovina y
(B) el ion glucopéptido a un m/z de 1122,284+ correspondiente al péptido
QDQCIYN[Hex3HexNAc3NeuAc2+Man3GIcNAC2]TTYLNVQR de la glicoproteina alfa-1 acida humana que muestra
abundantes iones oxonio, incluyendo los 274,1 y 2921 especificos de NeuAc, y los 290,1 y 308,1 especificos de NeuGec.
(C) Intensidad de los iones de oxonio especificos de NeuAc y NeuGe como una proporcién de la intensidad total de iones
de todos los espectros MS/MS procedentes del anélisis LC-MS/MS de digestiones tripticas de glicoproteinas alfa-1 acidas
humanas y bovinas. (D) Gel de proteinas de la AGP humana y bovina utilizada en MS, ELISA, Biacore y transferencia en
mancha.

Figura 6. Imagenes en bruto de SubB de tipo silvestre (WT) y mutante de delecién SubB AS106/AT107 (2M) de las
matrices Z-biotech. Glicanos Neu5Gc de la Regién A (Parte superior y 3 manchas en la parte inferior derecha de cada
submatriz). Glicanos Neu5Ac de la Regidn B (Parte inferior de cada submatriz). Manchas de control de la Regién C (Lado
derecho de cada submatriz).

Figura 7. Interaccién SubB WT con la matriz de glicanos Neu5Ac/Gec Z-Biotech. Los glicanos Neu5Ge se muestran en
azul, los NeuSAc se muestran en rojo.

Figura 8. Interaccién del mutante de delecién SubB AS106/AT107 (Sub2M) con la matriz de glicanos NeuSAc/Ge Z-
Biotech. Los glicanos Neu5Gc se muestran en azul, los NeuSAc se muestran en rojo.

Figura 9. Glicanos en la matriz Z-biotech.
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Figura 10. SubB WT con AGP bovina mezclada con un 1 % de suero humano normal.
Figura 11. SubB 2M (mutante de delecién AS106/AT107) con AGP bovina mezclada con un 1 % de suero humano normal.

Descripcidn detallada

La presente invencién se refiere a una proteina mutante modificada de la subunidad B de la citotoxina subtilasa (SubB) o
a un fragmento de la misma que tiene uno 0 mas residuos de aminoacidos delecionados de la secuencia de aminoacidos
TTSTE que pueden unirse a glicanos que terminan en Neu5Gc ligados a a2-3 o0 a2-6. La proteina aislada o un fragmento
de la misma pueden utilizarse en métodos de deteccién de glicanos que comprenden acido N-glicoliineuraminico ligado a
a2-3 y/o &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6, tales como los expresados por ciertas células tumorales y también
expresados por las células sanguineas felinas tipo A. Estos glicanos también pueden ser contaminantes en las
preparaciones de farmacos y otras biomoléculas. Por lo tanto, otros aspectos de la invencién pueden estar relacionados
con la purificacién, eliminacién o agotamiento de glicanos que comprenden &cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o
acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6, o células que expresan estos glicanos. Otro aspecto de la invencién se refiere
a los usos terapéuticos de la proteina aislada para el suministro dirigido de agentes anticancerigenos a determinadas
células tumorales.

A los efectos de la presente invencién, por “aislado” se entiende un material que ha sido extraido de su estado natural o
sometido a cualquier otra manipulacién humana. El material aislado puede estar parcial, sustancial o esencialmente libre
o agotado de los componentes que normalmente lo acompafian en su estado natural. El material aislado puede estar en
forma nativa, sintética quimica o recombinante. En algunas realizaciones, el material aislado puede estar en forma
enriquecida, parcialmente purificada o purificada.

Tal como se utiliza en la presente, una “muestra” puede ser cualquier fraccién, pieza, porcién o parte que sea
representativa de una entidad mayor. La muestra puede ser de un producto farmacéutico, un farmaco, un anticuerpo u
otra formulacién o preparacion terapéutica, o una muestra biolégica, tal como una obtenida de un ser humano, un animal
u otra fuente biolégica. En algunas realizaciones, una muestra biolégica puede ser una muestra de célula o de tejido, tal
como una biopsia, un frotis, una seccién de tejido o un sedimento celular, o una muestra de fluido, tal como orina, suero,
plasma, liquido cefalorraquideo o saliva, aunque sin limitaciones.

En general, tal como se utiliza en la presente, una “composicién” comprende una proteina aislada o un fragmento de la
misma, un acido nucleico, un constructo genético, un anticuerpo u otra molécula junto con uno o mas componentes, tales
como agua u otros disolventes, sales, agentes amortiguadores y/o estabilizadores, aunque sin limitacién de los mismos.
En una realizacién particular, una composicién “diagnéstica” puede comprender uno o mas componentes moleculares que
faciliten la detecciébn de proteinas que comprendan &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o é&cido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-6. Dichos componentes pueden incluir sustratos enziméticos, anticuerpos secundarios,
reactivos de color, etiquetas y catalizadores (por ejemplo, “reactivos de deteccidén”), como se describird con mas detalle a
continuacién. En otras realizaciones particulares, una composicién “farmacéutica” puede comprender uno o mas
componentes moleculares que faciliten la administracién terapéutica de la proteina aislada o del fragmento de la misma
divulgado en la presente (por ejemplo, un portador, diluyente o excipiente), como se describira con méas detalle en lo
sucesivo.

Por “proteina” se entiende un polimero de aminoacidos. Los aminoacidos pueden ser aminodacidos naturales o no
naturales, D- o L-aminoacidos como son bien conocidos en la técnica. El término “"proteina” incluye y abarca “péptido”,
que se utiliza tipicamente para describir una proteina que no tiene mas de cincuenta (50) aminoacidos, y “polipéptido”,

que se utiliza tipicamente para describir una proteina que tiene mas de cincuenta (50) aminoacidos.

Tal como se utiliza generalmente en la presente, un “glicano” es una glicoproteina, un glicolipido u otra macromolécula
que contiene carbohidratos, e incluye moléculas que pueden denominarse peptidoglicanos, glicoproteinas, glicopéptidos,
glicolipoproteinas y similares. Un glicano particular comprende el acido N-glicoliineuraminico (Neu5Gc). El glicano puede
comprender acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 o acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6. Convenientemente, el
acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3y los acidos N-glicoliineuraminicos ligados a a2-6 son acidos sialicos terminales.
A modo de ejemplo, el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 es un acido sidlico terminal, tal como en Neu5Gca2-
3Galp1-4GIcNAcR-; y el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 es un acido sialico terminal en Neu5Gceca2-6Galp1-3Glc-

Como se entendera a partir de lo anterior, un aspecto preferido de la invencién proporciona una proteina aislada que
comprende una secuencia de aminoacidos de la proteina SubB (SEQ ID NO:2) o un fragmento de la misma que
comprende la secuencia de aminoacidos TTSTE (SEQ ID NO:3), que tiene uno o mas residuos de aminoacidos
delecionados de la secuencia de aminoacidos TTSTE, en donde la proteina aislada o el fragmento es capaz de unir un
glicano que comprende acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y un glicano que comprende acido N-glicolilneuraminico
ligado a a2-6. Un aspecto relacionado de la invencién proporciona un complejo molecular aislado que comprende la
proteina aislada o el fragmento del primer aspecto y un glicano que comprende acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3
y/o acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6.

En este contexto, por “capaz de unirse a acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y &cido N-glicolilneuraminico ligado a
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a2-6” se entiende que la proteina aislada o el fragmento une glicanos de acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 con
una afinidad sustancialmente mayor que la de una proteina SubB de tipo silvestre, mientras que también une glicanos de
acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 con una afinidad comparable a la de una proteina SubB de tipo silvestre. En una
realizacién particular, la proteina aislada o el fragmento se une a glicanos de 4cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 con
una afinidad de aproximadamente 5-15 nM, aproximadamente 7-12 nM o aproximadamente 8-10 nM. En una realizacién
particular, la proteina aislada o el fragmento se une a glicanos de acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 con una afinidad
de aproximadamente 8-20 nM, 10-18 nM o aproximadamente 14-16 nM.

La secuencia de aminoacidos TTSTE estd normalmente presente en una proteina SubB de tipo silvestre. La proteina
SubB de tipo silvestre puede comprender una secuencia de aminoéacidos establecida en SEQ ID NO:2:

Los residuos subrayados son una regién N-terminal que esta ausente en la forma madura de la SubB. Por lo tanto, la
numeracidn utilizada en la presente comienza en el residuo de glutamato 24 (es decir, Glu24 = residuo 1). Utilizando esta
numeracion, los residuos en negrita TTSTE (SEQ ID NO:3) corresponden al “bucle T104-E108”. Se propone que el azucar
terciario de la estructura a2-6 se pliega de nuevo sobre la superficie de la proteina SubB, haciendo estrecho contacto con
un bucle que comprende los residuos T104-E108 de SubB. Este bucle esta estabilizado por un enlace disulfuro entre
C103 y C109. El impedimento estérico resultante distorsiona el acoplamiento del Neu5Gc terminal en el bolsillo de unién,
lo que explica la unién significativamente mas deficiente de las estructuras Neu5Gc enlazadas con a2-6 observada en el
analisis original de la matriz de glicanos de la SubB 2. La modificacién de uno o mas residuos en el bucle potencia la union
de una proteina SubB mutante a la estructura o2-6 al tiempo que permite la unién a las estructuras a2-3. En general, las
deleciones de aminoacidos que reducen o disminuyen la “altura” del bucle pueden ser ventajosas para mejorar la unién
de las estructuras de Neu5Gc ligado a2-6. En este contexto, la “altura” puede ser una funcién de la distancia que un grupo
R del aminoé&cido proyecta o se extiende desde la cadena principal del péptido en el espacio tridimensional (por ejemplo,
la valina tiene mayor altura que la leucina). Por lo tanto, en una realizacién se prefiere la delecién de uno o mas de los
residuos TTSTE (SEQ ID NO:3) del bucle (denominado en la presente “mutante de delecidn”). Preferiblemente, estan
subrayados en TTSTE (SEQ ID NO:3). Con base en la numeracién de la secuencia de aminocidos SubB madura en
SEQ ID NO:2, se delecionan los residuos S106 y/o T107. En una realizacion particularmente preferida, se delecionan los
residuos S106 y T107.

Por lo tanto, una realizacién particular de una proteina SubB mutante comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ
ID NO:1:

En otra realizacion, la proteina aislada o el fragmento comprenden una delecién de los residuos de aminoacidos
subrayados en la secuencia de aminoacidos TTSTE (SEQ ID NO:3).

Con base en la numeracién de la secuencia de aminoacidos SubB madura en SEQ ID NO:2, se delecionan los residuos
T107 y E108. Como resultara evidente a partir de los datos mostrados en la Tabla 1, la proteina aislada “mutante de
delecién” que carece de T107 y E108 se une a glicanos de acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 con una afinidad
sustancialmente mayor que la de una proteina SubB de tipo silvestre, al tiempo que también se une a glicanos de acido
N-glicolilneuraminico ligado a a2-3. Sin embargo, a diferencia de un mutante de delecién S106 y T107 (tal como el de la
SEQ ID NO:1), el mutante de delecién T107 y E108 puede unirse ampliamente a glicanos, incluidos glicanos NeuSAc,
tales como NeuSAc-a2-6-lac y NeuSAc-a2-3-lac (por ejemplo, véase la Tabla 1). También se observa que la SubB WT no
se une de forma detectable a NeuSAc-a2-6-lac. Por lo tanto, la proteina mutante de delecién T107 y E108 puede ser una
proteina util para unir o detectar glicanos Neu5Gc, tales como los glicanos de acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 y
los glicanos de acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3, y también los glicanos Neu5Ac, tales como Neub5Ac-a2-6-lac y
NeubSAc-a2-3-lac.

También se divulgan en la presente variantes, fragmentos y derivados de la proteina aislada. Convenientemente, las
variantes, fragmentos y derivados de la proteina aislada conservan la capacidad de unirse a glicanos que terminan en
Neu5Gc ligado a a2-3 y ligado a a2-6. En realizaciones particulares, se trata de al menos el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70
%, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de la capacidad de la proteina
aislada de una proteina aislada divulgada en la presente para unirse a glicanos que terminan en Neu5Gc ligados a a2-3
y ligados a a2-6.
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Como se utiliza en la presente, una “variante” peptidica tiene al menos un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
0 99% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos de una proteina aislada divulgada en la presente.
La “variante” peptidica divulgada en la presente puede tener uno o mas aminoéacidos delecionados o sustituidos por
aminoécidos diferentes. Es bien sabido en la técnica que algunos aminoacidos pueden sustituirse o delecionarse sin
cambiar la actividad bioldgica del péptido (sustituciones conservativas).

Los términos utilizados en general en la presente para describir las relaciones de secuencia entre las proteinas y los
acidos nucleicos respectivos incluyen “ventana de comparacién”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de
secuencia” e “identidad sustancial”. Debido a que los acidos nucleicos/proteinas respectivos pueden comprender cada
uno (1) sbélo una o mas porciones de una secuencia completa de &cido nucleico/proteina que comparten los acidos
nucleicos/proteinas, y (2) una o mas porciones que son divergentes entre los &cidos nucleicos/proteinas, las
comparaciones de secuencias se realizan tipicamente comparando secuencias sobre una “ventana de comparacién” para
identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencias. Una “ventana de comparacién” se refiere a un segmento
conceptual de tipicamente 6, 9 0 12 residuos contiguos que se compara con una secuencia de referencia. La ventana de
comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) de aproximadamente un 20 % o menos en
comparacién con la secuencia de referencia para un alineamiento 6ptimo de las secuencias respectivas. El alineamiento
6ptimo de las secuencias para alinear una ventana de comparaciéon puede realizarse mediante implementaciones
informaticas de algoritmos (programa Geneworks de Intelligenetics; GAP, BESTFIT, FASTAy TFASTA en el paquete de
software Wisconsin Genetics Software Package Liberaciéon 7,0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison,
WI, EE. UU.), o por inspeccién y el mejor alineamiento (es decir, el que tenga como resultado el mayor porcentaje de
homologia sobre la ventana de comparacién) generado por cualquiera de los diversos métodos seleccionados.

La similitud y la identidad de secuencias se definen cominmente con referencia al algoritmo GAP (Wisconsin Package,
Accelerys, San Diego EE. UU.). GAP utiliza el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias completas
de forma que se maximice el nimero de coincidencias y se minimice el numero de huecos. En general, se utilizan los
parametros por defecto, con una penalizacién por creacién de hueco = 12 y una penalizaciéon por ampliacién de hueco =
4.

También se hace referencia a la familia de algoritmos BLAST, que utiliza el método de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol.
215: 405-410), el algoritmo psi-Blast (Nucl. Acids Res. (1997) 25 3389-3402), FASTA (que utiliza el método de Pearson y
Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-2448), el algoritmo Smith-Waterman (Smith y Waterman (1981) J. Mol Biol. 147: 195-
197), o el programa TBLASTN, de Altschul et al. (1990) supra, empleando generalmente parametros por defecto.

Se encontrara una discusion detallada sobre el analisis de secuencias en la Unidad 19,3 de CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, Eds. Ausubel et al. (John Wiley & Sons Inc NY, 1995-2015).

La comparacién de secuencias puede realizarse sobre la longitud completa de la secuencia pertinente descrita en la
presente.

El término “identidad de secuencia” se utiliza en la presente en su sentido méas amplio para incluir el nimero de
coincidencias exactas de nucleétidos o aminoacidos teniendo en cuenta un alineamiento adecuado mediante un algoritmo
estandar, teniendo en cuenta hasta qué punto las secuencias son idénticas a lo largo de una ventana de comparacion.
Por lo tanto, un “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas
durante la ventana de comparacién, determinando el nimero de posiciones en las que aparece la base de acido nucleico
idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, I) en ambas secuencias. para obtener el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo
el numero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacidn (es decir, el tamafio
de la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. Por ejemplo, por
‘identidad de secuencia” puede entenderse el “porcentaje de coincidencia” calculado por el programa informatico DNASIS
(Version 2,5 para Windows; disponible sw Hitachi Software Engineering Co., Ltd., South San Francisco, California, EE.
uu.).

La invencion también proporciona fragmentos del péptido aislado divulgado en la presente. En algunas realizaciones, los
fragmentos pueden comprender, consistir esencialmente o estar formados por 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115 aminoacidos contiguos de una proteina aislada divulgada en la presente.

También se divulgan en la presente los derivados del péptido aislado.

Tal como se utilizan en la presente, las proteinas o péptidos “derivados” han sido alterados, por ejemplo, por conjugacion
o formacién de complejos con otras moléculas quimicas, por modificaciéon postraduccional (por ejemplo, fosforilacion,
ubiquitinacién, glucosilacién), modificacién quimica (por ejemplo, reticulacién, acetilacidén, biotinilaciéon, oxidacién o
reduccién y similares), conjugacién con etiquetas (por ejemplo, fluoréforos, enzimas, isétopos radiactivos) y/o inclusién de
secuencias de amino4cidos adicionales, segln se entienda en la técnica.

Con respecto a esto, se remite al experto al Capitulo 15 de CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE, Eds.
Coligan et al. (John Wiley & Sons NY 1995-2015) para una metodologia més amplia relativa a la modificacién quimica de
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las proteinas.

Las secuencias de aminoéacidos adicionales pueden incluir secuencias de aminoacidos de compafieros de fusién que
crean una proteina de fusiéon. A modo de ejemplo, las secuencias de aminoé&cidos del compafiero de fusién pueden ayudar
en la deteccién y/o purificacién de la proteina de fusién aislada. Entre los ejemplos no limitativos se incluyen las proteinas
de fusién de unién a metales (por ejemplo, polihistidina), la proteina de unién a la maltosa (MBP), la proteina A, la glutatién
S-transferasa (GST), secuencias de proteinas fluorescentes(por ejemplo, GFP), etiquetas epitépicas, tales como las
etiquetas myc, FLAG y hemaglutinina.

Los péptidos aislados de la presente invencién pueden producirse por cualquier medio conocido en la técnica, incluidos,
entre otros, la sintesis quimica y la tecnologia del ADN recombinante.

La sintesis quimica incluye la sintesis en fase sélida y en fase de disoluciénsolucién. Tales métodos son bien conocidos
en la técnica, aunque se hace referencia a ejemplos de técnicas de sintesis quimica tal como se proporcionan en el
Capitulo 9 de SYNTHETIC VACCINES, Ed. Nicholson (Blackwell Scientific Publications) y Capitulo 15 de CURRENT
PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE, Eds. Coligan et al.,, (John Wiley & Sons, Inc. NY EE.UU. 1995-2014). A este
respecto, también se hace referencia a la Publicacién Internacional WO 99/02550 y la Publicacidén Internacional WO
97/45444.

Las proteinas recombinantes pueden ser convenientemente preparadas por un experto en la materia utilizando protocolos
estandar como los descritos, por ejemplo, en Sambrook et al., MOLECULAR CLONING. A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Press, 1989), en particular las Secciones 16 y 17; CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY Eds.
Ausubel et al., (John Wiley & Sons, Inc. NY, EE. UU. 1995-2014), en particular los capitulos 10 y 16; y CURRENT
PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE Eds. Coligan et al., (John Wiley & Sons, Inc. NY EE.UU. 1995-2014), en particular
los Capitulos 1,5y 6.

Un aspecto de la invencién proporciona un método para detectar el acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o el acido
N-glicolilneuraminico ligado a a2-6, en donde dicho método incluye el paso de combinar la proteina aislada o el fragmento
divulgado en la presente con una muestra para formar asi un complejo detectable que comprenda la proteina aislada o el
fragmento del primer aspecto y el &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o el 4cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-
6.

El acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o el 4cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 pueden ser componentes de
glicanos expresados por células tumorales, y ciertas células sanguineas, tales como las células sanguineas felinas. En
realizaciones particulares, los glicanos que comprenden &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-6 pueden ser expresados por carcinomas humanos, detectdndose una expresion elevada
en el cancer de mama, ovario, préstata, colon y pulmén. En otras realizaciones particulares, el 4cido N-glicolilneuraminico
define el grupo sanguineo “A” de los felinos, mientras que el acido N-acetilneuraminico define el grupo sanguineo “B” de
los felinos.

En consecuencia, la proteina aislada o el fragmento pueden utilizarse para detectar la presencia de células tumorales que
expresen acido N-glicoliineuraminico ligado a o2-3 y/o acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 en una muestra de un
paciente, tal como una biopsia, una muestra de fluido, un frotis o similares. En otra realizacién, la proteina aislada o el
fragmento pueden utilizarse para la tipificacién sanguinea felina mediante la deteccién de células sanguineas que
expresen glicanos de acido N-glicoliineuraminico, tales como los que comprenden acido N-glicolilneuraminico ligado a
a2-3 y/o acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6, en una muestra de sangre felina.

En otras realizaciones particulares, los glicanos que comprenden acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-6 pueden estar presentes en una preparacién o formulacién que comprenda farmacos,
anticuerpos u otras biomoléculas terapéuticas para administracién humana.

Los farmacos glicosilados recombinantes, los anticuerpos y otras biomoléculas terapéuticas para administracién humana
se producen a menudo en lineas celulares de mamiferos no humanos que pueden sintetizar y/o incorporar
metabdlicamente el acido siélico no humano acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc). Algunos humanos tienen altos niveles
de anticuerpos anti-Neu5Gc circulantes. A modo de ejemplo, el mAb antiEGFR Cetuximab, clinicamente eficaz, puede
tener Neu5Gc unido covalentemente. Los anticuerpos anti-Neu5Gc de humanos normales interactian con el Cetuximab
de forma Neu5Gc-especifica y generan complejos inmunes in vitro. Estos anticuerpos pueden potenciar la depuracién del
cetuximab (u otro anticuerpo terapéutico) in vivo. Por lo tanto, la contaminacién por Neu5Gce de farmacos, anticuerpos y
otras biomoléculas terapéuticas puede afectar negativamente a la vida media, la eficacia y las reacciones inmunolégicas
de los pacientes a los que se administran dichos farmacos. Aunque sea posible evitar la contaminacién por Neu5Gc
utilizando células y medios deficientes en Neu5Gc, puede que ésta no sea una disolucidén éptima en todos los casos. Por
lo tanto, ciertas realizaciones de la invencidn proporcionan la deteccién del acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o
del acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 en farmacos, anticuerpos u otras biomoléculas terapéuticas para la
administracién humana. Otras realizaciones de la invencién proporcionan el aislamiento, agotamiento o eliminacién de
contaminantes que contienen acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6 de
farmacos, anticuerpos u otras biomoléculas terapéuticas para la administracién humana.
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En consecuencia, puede ser ventajoso acoplar, unir, fijar o ligar de otro modo la proteina aislada (por ejemplo, de una
proteina aislada divulgada en la presente como la que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:1), o un
fragmento de la misma, a un agente que facilite la deteccién del acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o del 4cido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-6. En una forma preferida, la proteina aislada o el fragmento se acopla covalentemente a
una etiqueta.

En otras realizaciones, puede utilizarse un agente de unién secundario etiquetado, tal como un anticuerpo o un fragmento
de anticuerpo, para detectar la proteina aislada cuando se une a glicanos que comprenden acido N-glicolilneuraminico
ligado a a2-3 y/o acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6.

De acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores, una etiqueta puede seleccionarse de entre un grupo que
incluya un cromégeno, un catalizador, biotina, avidina, digoxigenina, una enzima, un fluoréforo, una molécula
quimioluminiscente o un radiois6topo, aunque sin limitacién al respecto.

El fluoréforo puede ser, por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC), tintes Alexa, isotiocianato de
tetrametilrhodamina (TRITL), aloficocianina (APC), rojo Texas, FAM, ROX, Cy5, Cy3, o R-ficoeritrina (RPE) aunque sin
limitacién de los mismos.

La enzima puede ser peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasa alcalina (AP), B-galactosidasa o glucosa oxidasa,
aunque sin limitacién de las mismas. Entre los sustratos apropiados se incluyen la diaminobanzidina (DAB), el rojo
permanente, el acido 3-etilbenzotiazolina sulfénico (ABTS), el 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP), el azul de nitro
tetrazolio (NBT), la 3,3,5,5-tetrametil bencidina (TNB) y el 4-cloro-1-naftol (4-CN), aunque sin limitacién de los mismos.
Un ejemplo no limitativo de sustrato quimioluminiscente es el Luminol™, que se oxida en presencia de HRP y peréxido
de hidrégeno para formar un producto de estado excitado (3-aminoftalato).

Las etiquetas radioisotdpicas pueden incluir 21, 13'|, 31Cry %Tc, aunque sin limitacién de las mismas.

En el caso de una etiqueta visual directa, puede utilizarse una particula coloidal metélica o no metalica, una particula de
tinte, un polimero organico, una particula de latex, un liposoma, una minicélula u otra vesicula que contenga una sustancia
productora de sefiales y similares.

La proteina aislada etiquetada o el fragmento pueden utilizarse en sistemas de deteccién, tales como la histoquimica, la
citometria de flujo, la microscopia de fluorescencia y los ensayos ELISA, la imagenologia corporal (por ejemplo, las
tomografias por emisién de positrones) y la medicina nuclear, aunque sin limitacién de los mismos.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método de aislar un glicano o una célula que expresa el glicano, en
donde el glicano comprende acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o un &cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6, en
donde dicho método incluye los pasos de: combinar la proteina aislada o el fragmento divulgado en la presente con una
muestra para formar asi un complejo que comprenda la proteina aislada o el fragmento y el acido N-glicolilneuraminico
ligado a a2-3 y/o el 4cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6; y aislar el glicano o la célula.

En este contexto, el término “aislar” se refiere preferentemente a purificar, enriquecer o agotar o eliminar el glicano que
comprende el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o un acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6, o las células que
lo expresan.

En algunas realizaciones, la proteina aislada (por ejemplo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1), o un fragmento del mismo, se acopla a una etiqueta como la descrita anteriormente, que facilita la deteccién del glicano
que comprende el 4cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o un acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6, o las células
que lo expresan. Un ejemplo no limitativo incluye una etiqueta fluorescente (como la descrita anteriormente) que facilita
la clasificacién por citometria de flujo de células tumorales o células sanguineas felinas.

En otra realizacion, la proteina aislada divulgada en la presente, o un fragmento de la misma, puede acoplarse, unirse,
fijarse o enlazarse de otro modo a un sustrato que facilite el aislamiento, enriquecimiento, purificacién, agotamiento o
eliminacién de un glicano que comprenda acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-glicoliineuraminico ligado
a a2-6, o células que lo expresen.

La proteina aislada divulgada en la presente, o un fragmento de la misma, puede acoplarse, unirse, fijarse o ligarse de
otro modo a un sustrato que puede ser una perla, una matriz, un polimero reticulado, un gel, una particula, una superficie
u otro sustrato sélido o semisélido. En realizaciones particulares, el sustrato puede ser o comprender sefarosa, agarosa,
proteina A, proteina G, una perla magnética, una particula paramagnética o la superficie de un chip sensor (por ejemplo,
para BIACore o resonancia de plasmén superficial). De manera adecuada, una muestra comprende una mezcla de
moléculas que pueden comprender, o que se sospecha que comprenden, acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o
acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6, o células que lo expresan.

En ciertas realizaciones, la proteina aislada divulgada en la presente o un fragmento de la misma, acoplada, unida, fijada

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983352 T3

o ligada de otro modo a un sustrato puede ser adecuada para la cromatografia (por ejemplo, cromatografia de afinidad),
agotamiento por perlas magnéticas u otras técnicas que faciliten el aislamiento, enriquecimiento, purificacién, agotamiento
o eliminacién de un glicano que comprenda acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-glicolilneuraminico ligado
a a2-6, o células que lo expresen.

En una realizacién particular, el &cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o un acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6
pueden estar presentes como contaminantes en una muestra, por lo que el complejo formado entre la proteina aislada y
el acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o el acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6 elimina los contaminantes de
la muestra. Un ejemplo particular es una preparacién o formulacién que comprende farmacos glicosilados recombinantes,
anticuerpos y otras biomoléculas terapéuticas para administracion humana, como se ha descrito anteriormente.

La proteina aislada divulgada en la presente, tal como la que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1,
o un fragmento puede ser adecuada para el suministro dirigido de compuestos anticancerigenos a células tumorales que
expresan glicanos que comprenden acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-
6. La capacidad de unirse tanto al acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 como al acido N-glicoliineuraminico ligado a
a2-6 significa que la presente invencién proporciona un sistema de suministro dirigido mucho més eficaz que el que podria
proporcionarse utilizando una proteina SubB de tipo silvestre.

Por consiguiente, otro aspecto de la invencién proporciona una proteina aislada o un fragmento de la misma de acuerdo
con la invencién para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto para asi dirigirse selectivamente a una célula
cancerosa que exprese un acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o un &cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6.

Como se ha descrito anteriormente, algunas células tumorales expresan glicanos que comprenden acido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6, mientras que las células normales no suelen
expresar estos azucares. En realizaciones particulares, los glicanos que comprenden &cido N-glicolilneuraminico ligado a
a2-3 y/o acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 pueden ser expresados por carcinomas humanos, detectandose una
expresion elevada en el cancer de mama, ovario, préstata, colon y pulmén, aunque sin limitacién al respecto.

En una realizacion, la proteina aislada o el fragmento pueden acoplarse, unirse, fijarse o enlazarse de otro modo a un
agente citotéxico que facilite la unién a células tumorales que expresen acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o &cido
N-glicolilneuraminico ligado a a2-6, asi como su destruccién o desactivacion.

El agente citotéxico puede ser un radionuclido, un farmaco quimioterapéutico, un mutageno, una toxina, un inhibidor de
la mitosis u otro agente antiproliferativo, un agente proapoptético, un agente intercalante del ADN, o cualquier otro agente
que ayude o provoque la muerte o desactivacién de las células tumorales.

Ejemplos no limitativos de radionucleidos incluyen 2"At, 212B1, 213Bi, 25|, "™1|n, 20yt 93Pt 177y, "3*Eu y %7Ga, aunque sin
limitacién de los mismos.

Los farmacos quimioterapéuticos, mutagenos, toxinas, inhibidores de la mitosis, agentes proapoptéticos y agentes
intercalantes del ADN pueden incluir la doxorrubicina, la N-acetil-y-calicheamicina, los maytansinoides, los taxoides, las
auristatinas y las duocarmicinas, aunque sin limitacion de los mismos. Los farmacos quimioterapéuticos, mutagenos,
toxinas, inhibidores de la mitosis, agentes proapoptéticos y agentes intercalantes del ADN pueden acoplarse a la proteina
aislada o al fragmento mediante un enlazador escindible o no escindible para formar un conjugado escindible.
Tipicamente, el conjugado escindible es internalizado por la célula tumoral, en donde el enlazador escindible se escinde
para liberar el farmaco en la célula. En el caso de los enlazadores no solubles, éstos pueden ser preferibles cuando sea
esencial que el farmaco esté totalmente localizado en la célula tumoral objetivo y no haya “fugas” del farmaco de la célula
tumoral objetivo a células, tejidos o fluidos adyacentes. En algunas realizaciones, los farmacos quimioterapéuticos,
mutagenos, toxinas, inhibidores de la mitosis, proapoptéticos y agentes intercalantes del ADN pueden estar en forma de
profarmaco que se activa al internalizarse en el interior de una célula tumoral objetivo.

En las realizaciones relativas a los usos terapéuticos, la proteina aislada (por ejemplo, que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:1), o un fragmento de la misma, puede administrarse como una composicion farmacéutica.

De manera adecuada, la composicién farmacéutica comprende un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Por “portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable” se entiende un material de relleno sélido o liquido,
diluyente o sustancia encapsulante que pueda utilizarse con seguridad en la administracidén sistémica. Dependiendo de
la via de administracién particular, se pueden usar una variedad de portadores bien conocidos en la técnica. Estos
portadores pueden seleccionarse entre un grupo que incluya azucares, almidones, celulosa y sus derivados, malta,
gelatina, talco, sulfato calcico, liposomas y otros portadores a base de lipidos, aceites vegetales, aceites sintéticos,
polioles, acido alginico, disoluciones amortiguadoras de fosfatos, emulsionantes, disolucién salina isoténica y sales como
sales de 4cidos minerales, incluidos clorhidratos, bromuros y sulfatos, acidos organicos, tales como acetatos, propionatos
y malonatos y agua libre de pir6genos.
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Una referencia util que describe portadores, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables es Remington’s
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co. N.J. EE.UU., 1991).

Puede emplearse cualquier via de administracién segura para proporcionar a un paciente la composicién de la invencién.
Por ejemplo, pueden emplearse por via oral, rectal, parenteral, sublingual, bucal, intravenosa, intraarticular, intramuscular,
intradérmica, subcutanea, inhalatoria, intraocular, intraperitoneal, intracerebroventricular, transdérmica y similares. La
inyeccion intramuscular y subcutdnea es apropiada, por ejemplo, para la administracién de composiciones
inmunoterapéuticas, vacunas proteinicas y vacunas de 4cidos nucleicos.

Las formas de dosificacién incluyen comprimidos, dispersiones, suspensiones, inyecciones, disoluciones, jarabes,
troqueles, capsulas, supositorios, aerosoles, parches transdérmicos y similares. Estas formas de dosificaciéon también
pueden incluir la inyeccidén o el implante de dispositivos de liberacién controlada disefiados especificamente para este fin
u otras formas de implantes modificados para actuar adicionalmente de esta manera. La liberacién controlada del agente
terapéutico puede efectuarse mediante el recubrimiento del mismo, por ejemplo, con polimeros hidréfobos, incluyendo
resinas acrilicas, ceras, alcoholes alifaticos superiores, acidos polilactico y poliglicélico, y ciertos derivados de la celulosa,
tal como la hidroxipropilmetilcelulosa. Ademés, la liberacion controlada puede efectuarse utilizando otras matrices
poliméricas, liposomas y/o microesferas.

Las composiciones de la presente invencién adecuadas para la administracién oral o parenteral pueden presentarse como
unidades separadas, tales como cépsulas, sobres o comprimidos que contengan cada uno una cantidad predeterminada
de uno o mas agentes terapéuticos de la invencién, como un polvo o granulos o como una disolucién o una suspension
en un liquido acuoso, un liquido no acuoso, una emulsién de aceite en agua o una emulsién liquida de agua en aceite.
Dichas composiciones pueden prepararse por cualquiera de los métodos de farmacia, pero todos los métodos incluyen el
paso de poner en asociacién uno o varios de los agentes descritos anteriormente con el portador que constituye uno o
varios ingredientes necesarios. En general, las composiciones se preparan mezclando uniforme e intimamente los
agentes de la invencién con portadores liquidos o sélidos finamente divididos, o ambos, y luego, si es necesario, dando
forma al producto en la presentacién deseada.

Las composiciones anteriores pueden administrarse de una manera compatible con la formulacién de la dosis y en la
cantidad que sea farmacéuticamente eficaz. La dosis administrada a un paciente, en el contexto de la presente invencién,
debe ser suficiente para efectuar una respuesta beneficiosa en un paciente durante un periodo de tiempo apropiado. La
cantidad de agente(s) a administrar puede depender del sujeto a tratar, incluyendo la edad, el sexo, el peso y el estado
general de salud del mismo, factores que dependeran del criterio del profesional.

También se describe en la presente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a la proteina aislada o a un
fragmento de la misma. De manera adecuada, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo no se une a una proteina SubB
de tipo silvestre (como la que comprende la secuencia de aminoé&cidos de la SEQ ID NO:2), o se une con una afinidad al
menos 5 o 10 veces menor en comparacion con la afinidad con la que se une a la proteina aislada o fragmento divulgado
en la presente (como la que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:1). De forma adecuada, el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo se une a un epitopo de SEQ ID NO:1 que comprende uno o més residuos de
aminoacidos modificados de la secuencia de aminoacidos TTSTE.

Tal como se utiliza en la presente, un “anticuerpo” es 0 comprende una inmunoglobulina. El término “nmunoglobulina”
incluye cualquier producto proteico de unién a antigeno de un complejo génico de inmunoglobulina de mamifero, incluidos
los isotipos de inmunoglobulina IgA, IgD, IgM, 1gG e IgE y sus fragmentos de unién a antigeno. Se incluyen en el término
‘inmunoglobulina” las inmunoglobulinas que son quiméricas o humanizadas o que comprenden de otro modo residuos de
aminoécidos, secuencias y/o glicosilacion alterados o variantes, ya sean naturales o producidos por intervencién humana
(por ejemplo, mediante tecnologia de ADN recombinante).

Los fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab y Fab’2, diacuerpos y fragmentos de anticuerpos de cadena
Unica (por ejemplo, scVs), aunque sin limitacién a los mismos. Tipicamente, un anticuerpo comprende regiones variables
respectivas de cadena ligera y cadena pesada que comprenden cada una secuencias de aminoacidos CDR 1, 2y 3. El
anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede comprender al menos una parte de una secuencia de aminoacidos CDR1, 2
y/o 3. Un fragmento de anticuerpo preferido comprende al menos una region variable CDR de la cadena ligera completa
y/o al menos una regién variable CDR de la cadena pesada completa.

Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos pueden ser policlonales o, preferiblemente, monoclonales. Los
anticuerpos monoclonales pueden producirse utilizando el método estdndar como, por ejemplo, el descrito en un articulo
de Kéhler & Milstein, 1975, Nature 256, 495, o mediante modificaciones mas recientes del mismo como por ejemplo las
descritas en Capitulo 2 de Coligan et al., CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, inmortalizando células del bazo u
otras células productoras de anticuerpos derivadas de una especie de produccién a la que se haya inoculado la proteina
aislada (por ejemplo, que comprenda la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) o un fragmento de la misma. También
se entendera que los anticuerpos pueden producirse como anticuerpos sintéticos recombinantes o fragmentos de
anticuerpos expresando un acido nucleico que codifique el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo en una célula
hospedera apropiada. El anticuerpo sintético recombinante o el fragmento de anticuerpo de cadena pesada y ligera
pueden coexpresarse a partir de diferentes vectores de expresidén en la misma célula hospedera o expresarse como un

1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983352 T3

anticuerpo de cadena Unica en una célula hospedera. Se proporcionan ejemplos no limitativos de técnicas de expresion
y seleccién de anticuerpos recombinantes en Capitulo 17 de Coligan et al., CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY
supray Zuberbuhler et al., 2009, Protein Engineering, Design & Selection 22 169.

Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos pueden modificarse para que sean administrables a una especie
habiendo sido producidos en, u originarios de, otra especie sin provocar una respuesta inmunitaria deletérea al anticuerpo
“extrafio”. En el contexto de los humanos, se trata de la “humanizacién” del anticuerpo producido en, u originario de, otra
especie. Tales métodos son bien conocidos en la técnica y generalmente implican el “injerto” recombinante de regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de anticuerpos no humanos en un andamiaje o cadena principal de
anticuerpos humanos.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede estar etiquetado. Las etiquetas pueden ser como las descritas
anteriormente.

La invencién también proporciona un acido nucleico aislado que codifica la proteina aislada divulgada en la presente, o
un fragmento de la misma. En una realizacién, el acido nucleico aislado codifica la proteina aislada que comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO:1, o un fragmento de la misma.

El término “acido nucleico’, tal y como se utiliza en la presente, designa el ADN y el ARN monocatenarios o bicatenarios.
EI ADN incluye el ADN genémico y el ADNc. El ARN incluye ARNm, ARN, ARNi, ARNip, ARNc y ARN autocatalitico. Los
acidos nucleicos también pueden ser hibridos de ADN-ARN. Un &cido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos
que tipicamente incluye nucleétidos que comprenden una base A, G, C, T o U. Sin embargo, las secuencias de nucleétidos
pueden incluir otras bases, tales como la inosina, la metilcitosina, la metilinosina, la metiladenosina y/o la tiouridina,
aunque sin limitacién alguna.

También se contemplan variantes del acido nucleico aislado.

En una realizacién, una variante de acido nucleico puede tener al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia de nucleébtidos con una secuencia de nucleétidos
que codifica SEQ ID NO:1.

En otra realizacién, una variante de acido nucleico puede hibridarse con una secuencia de nucledtidos que codifica la
SEQ ID NO:1 en condiciones de alta rigurosidad.

Las condiciones de alta rigurosidad son bien conocidas en la técnica, tales como las descritas en los capitulos 2,9 y 2,10
de Ausubel et al. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (John Wiley & Sons NY, 1995-2018) y en particular
en las paginas 2,9.1 a 2,9.20.

Generalmente, la rigurosidad depende de la concentracién de uno o mas factores durante la hibridacién y/o el lavado.
Dichos factores pueden incluir la fuerza iénica, el tipo y/o la concentracion de detergente, la temperatura, el tiempo, el tipo
y/o la concentracién de desnaturalizante, como es bien sabido en la técnica.

Los ejemplos especificos y no limitativos de condiciones de alta rigurosidad se incluyen:

(i) de al menos aproximadamente 31 % v/v a al menos aproximadamente 50 % v/v de formamida y de al menos
aproximadamente 0,01 M a al menos aproximadamente 0,15 M de sal para la hibridacién a 42 °C, y de al menos
aproximadamente 0,01 M a al menos aproximadamente 0,15 M de sal para el lavado a 42 °C;

(i) BSAal 1 %, 1 mM EDTA, 0,5 MNaHPO, (pH 7,2), SDS al 7 % para la hibridacién a 65 °C, y (a) 0,1 x SSC, SDS al 0,1
%; o (b) BSA al 0,5 %, 1mM EDTA, 40 mMNaHPO, (pH 7,2), SDS al 1 % para el lavado a una temperatura superior a 65
°C durante aproximadamente una hora; y

(iii) 0,2 x SSC, SDS al 0,1 % para el lavado a 68 °C o mas durante aproximadamente 20 minutos.

En general, el lavado se realiza a T, = 69,3 + 0,41 (G + C) % -12 °C. En general, la T, de un ADN ddplex disminuye
aproximadamente 1 °C con cada aumento del 1 % en el nimero de bases con falta de concordancia.

En un aspecto, el acido nucleico aislado se encuentra en un constructo genético que comprende el 4cido nucleico aislado
enlazado o conectado operativamente a otro u otros componentes genéticos. Un constructo genético puede ser adecuado
para el suministro terapéutico del acido nucleico aislado o para la produccién de proteinas recombinantes en una célula
hospedera.

En términos generales, el constructo genético tiene la forma de, o comprende componentes genéticos de, un plasmido,
un bacteriéfago, un césmido, un cromosoma artificial de levadura o bacteriano, tal y como se conocen bien en la técnica.
Los constructos genéticos pueden ser adecuados para el mantenimiento y la propagacién del acido nucleico aislado en
bacterias u otras células hospedadoras, para su manipulacién mediante la tecnologia de ADN recombinante y/o la
expresion de acido nucleico o de una proteina codificada de la invencién.

A efectos de la expresion en células hospedadoras, el constructo genético es un constructo de expresién. De forma
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adecuada, el constructo de expresién comprende el acido nucleico de la invencién ligado operativamente a una o mas
secuencias adicionales en un vector de expresiéon. Un “vector de expresién” puede ser un vector extracromosémico
autorreplicante, tal como un plasmido, o un vector que se integra en un genoma hospedero.

Por “ligado operativamente” se entiende que dicha secuencia o secuencias nucleotidicas adicionales estan posicionadas
con respecto al &acido nucleico de la invencion preferentemente para iniciar, regular o controlar de otro modo la
transcripcién.

Las secuencias de nucledtidos reguladoras seran generalmente apropiadas para la célula hospedera utilizada para la
expresidn. Se conocen en la técnica numerosos tipos de vectores de expresidn apropiados y secuencias reguladoras
adecuadas para una gran variedad de células hospedadoras.

Tipicamente, dichas una o mas secuencias nucleotidicas reguladoras pueden incluir, entre otras, secuencias promotoras,
secuencias lider o sefial, sitios de unién ribosémica, secuencias de poliadenilacién, secuencias de inicio y terminacién
transcripcional, secuencias de inicio y terminacién traslacional, y secuencias potenciadoras o activadoras.

La invencion contempla los promotores constitutivos, reprimibles o inducibles como son conocidos en la técnica.

El constructo de expresién también puede incluir una secuencia de nucleétidos adicional que codifique un compafiero de
fusién (normalmente proporcionado por el vector de expresién) de modo que la proteina recombinante se exprese como
una proteina de fusién, tal como se ha descrito anteriormente.

El constructo de expresién también puede incluir una secuencia de nucleétidos adicional que codifique un marcador de
seleccion como ampR, neoR o kanR, aunque sin limitacién de los mismos.

En realizaciones particulares relacionadas con el suministro de acidos nucleicos aislados a una herida o a un sujeto, el
constructo de expresién puede estar en forma de ADN plasmidico, que comprende adecuadamente un promotor operable
en una célula animal (por ejemplo, un CMV, un promotor de SV40 o a A-cristalina). En otras realizaciones, el acido nucleico
puede estar en forma de un constructo viral, tal como un vector viral adenoviral, vaccinia, lentiviral 0 adenoasociado.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una célula hospedera transformada con una molécula de &cido nucleico o un
constructo genético descrito en la presente.

Las células hospedadoras adecuadas para la expresién pueden ser procariotas o eucariotas. Por ejemplo, las células
hospedadoras adecuadas pueden incluir, entre otras, células de mamifero (por ejemplo, células HelLa, Cos, NIH-3T3,
HEK293T, Jurkat), células de levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae), células de insecto (por ejemplo, Sf9,
Trichoplusia ni) utilizadas con o sin un sistema de expresién de baculovirus, células vegetales (por ejemplo,
Chlamydomonas reinhardtii, Phaeodactylum tricornutum) o células bacterianas, tal como E. coli. La introduccién de
constructos genéticos en células hospedadoras (ya sean procariotas o eucariotas) es bien conocida en la técnica, como,
por ejemplo, se describe en CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Eds. Ausubel et al., (John Wiley &
Sons, Inc. 1995-2015), en particular los Capitulos 9y 16.

Los aspectos relacionados de la invencién proporcionan kits que comprenden la proteina aislada o fragmento de la misma,
acido nucleico aislado, y/o constructo genético, tal como para la expresién de la proteina aislada o fragmento, su uso en
la deteccidn del acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o del 4cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6 o en el objetivo
terapéutico de células tumorales que expresen el acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o el é&cido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-6, aunque sin limitacién de los mismos.

A modo de ejemplo, los kits para detectar el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o el acido N-glicolilneuraminico
ligado a a2-6 pueden comprender la proteina aislada o el fragmento, que puede estar etiquetado o no etiquetado,
opcionalmente un agente de unién secundario etiquetado como un anticuerpo que se une a la proteina aislada o al
fragmento, opcionalmente uno o mas sustratos para enzimas, tales como AP o HRP, e instrucciones de uso.

En otro ejemplo, los kits para la expresion de la proteina o fragmento aislado pueden comprender un constructo genético
que codifique la proteina o fragmento aislado, células hospedadoras adecuadas para la transfeccién y expresién de la
proteina aislada e instrucciones de uso.

Para que la invencién pueda comprenderse facilmente y llevarse a la practica, se hace referencia a los siguientes Ejemplos
no limitativos.

Ejemplos
Introduccién

Debido a su conocida implicacién en el cdncer y a su nivel normalmente bajo en los tejidos humanos no cancerosos, la
deteccién de una gran cantidad de Neu5Gc en el suero y en los tejidos se consideraria anormal y seria indicativa de la
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presencia de un tumor. Esto plantea la posibilidad de explotar la especificidad de la SubB para Neu5Gc con el fin de
desarrollar una prueba de cribado diagnéstico de alto rendimiento para una serie de canceres. Sin embargo, la escasa
afinidad por el Neu5Gc ligado a a2-6 podria repercutir en la sensibilidad de una prueba de este tipo. En el presente estudio,
hemos examinado la interaccién entre la SubB y los glicanos que terminan en Neu5Gc ligado a a2-3, 0 a2-6, con vistas a
disefiar un mutante SubB con capacidad para reconocer ambos tipos de estructuras con alta afinidad.

Resultados
Mutacidn guiada por la estructura del sitio de unién del glicano de la SubB

Para comprender la base molecular de la preferencia por las estructuras ligadas a a2-3, hemos comparado la interaccién
entre SubB y Neu5Gca2-3GalB1-3GIcNAc (determinada por cristalografia de rayos X) frente a Neu5Gea2-6Gal1-3Glc
(Figura 1). Mientras que los azlcares subterminales del primer glicano se extienden libremente hacia el disolvente, tal y
como se informé anteriormente & el azlcar terciario de la estructura 02-6 se pliega de nuevo sobre la superficie SubB,
haciendo estrecho contacto con un bucle que comprende los residuos de SubB T104-E108. Este bucle esta estabilizado
por un enlace disulfuro entre C103 y C109. El impedimento estérico resultante distorsiona el acoplamiento del Neu5Ge
terminal en el bolsillo de unién, lo que explica la unién significativamente mas deficiente de las estructuras Neu5Gc
enlazadas con a2-6 observada en el andlisis original de la matriz de glicanos.

Dado que los acidos sialicos ligados a a2-6 son marcadores comunes del cancer de colon 120y estan ligados al prondstico
en una serie de canceres 2!, utilizamos la ingenieria molecular para mejorar la unién de las estructuras de Neu5Gc ligado
a a2-6 a SubB mediante el disefio de una serie de mutantes de sustitucién y/o delecién para reducir la altura del bucle
T104-E108. Hemos modelizado las interacciones entre estos mutantes SubB y Neu5Gca2-6GalB1-3Glc y predecimos que
habrian mejorado el reconocimiento de Neu5Gc a2-6-ligado sin impactar significativamente en el enlace de Neu5Gc ligado
a a2-3, como se muestra en la Figura 2. A continuacidén, construimos genes subB recombinantes y expresamos y
purificamos las distintas proteinas como proteinas de fusién marcadas con His6 terminal C a partir de E. coli recombinante
(véanse los Métodos). Se purificaron con éxito proteinas SubB con sustituciones de aminoacidos simples o dobles (T107A
y S106A/T107A), un mutante de delecién doble (AS106/AT107) y un mutante triple (AS106/AT107/E108D).

Resonancia de plasmén superficial de mutantes SubB modificados por ingenieria

A continuacién, la SubB purificada y los distintos derivados mutantes se inmovilizaron en chips Biacore y se probaron sus
afinidades de unién a una serie de estructuras con terminacién Neu5Ac o Neu5Gc (4cido sialico libre, acido sialico-a2-3-
lactosa y &cido sialico-a2-6-lactosa), asi como a la glicoproteina a1 4cida (AGP) humana y bovina, mediante resonancia
de plasmon superficial (SPR) (Tabla 1). Los glicanos AGP humanos contienen Neu5Ac 2223 y los glicanos AGP bovinos
contienen tanto NeuSAc como Neu5Gc 23. El andlisis glicoprotedmico por EM (Figura 5) se realizé para confirmar la
distribucién de NeuSAc y Neu5Gc en las AGP humana y bovina utilizadas en el estudio SPR. Se descubri6é que la SubB
de tipo silvestre tenia una gran afinidad por la Neu5Gce-lactosa ligada a a2-3 y la Neu5Gc libre, tal y como se predijo a
partir del resultado de la matriz de glicanos, observandose afinidades de unién nanomolares. No se observé ninguna unién
para la Neu5Gc-lactosa ligada a a2-6 (probada hasta una concentracién maxima de 25 uM) y se observé una afinidad de
2,2 UM para Neu5Ac ligado a a2-3, una disminucién de méas de 300 veces en la unién en comparacioén con la estructura
Neu5Gc equivalente. La SubB de tipo silvestre también tenia una afinidad de unién 13 veces menor por la AGP humana
en comparacién con la bovina. La mutacién en SubBrio7a no tuvo un efecto significativo en la unién a ninguna de las
estructuras probadas en comparacién con la proteina de tipo silvestre. SubBsigsar107a presentd una mejor unién a las
estructuras ligadas a a2-6, pero esta mejora se observé tanto para NeubAc como para Neu5Gc. Las afinidades de rango
nanomolar observadas para todos los azlcares de enlace probados revelan que la SubBsioeamioza €S una lectina que
reconoce bien el &cido sidlico. El mutante SubBasioeat107/£108D presentaba un reconocimiento mejorado del Neu5Gc ligado
a a2-6 sin cambiar la unién a las estructuras de NeuSAc ligado a a2-6. Sin embargo, la diferencia de afinidad entre el
Neu5Ac ligado a a2-3 y el Neu5Gc ligado a a2-3 se redujo a 50 veces en comparacién con las 300 veces observadas
para el tipo silvestre. EI mutante SubBasioeat107 mejord significativamente la discriminacion Neu5Ge frente a Neu5Ac en
comparacién con la proteina de tipo silvestre, y tuvo la capacidad de unir Neu5Gc ligado a a2-3 y Neu5CGc ligado a a2-6
con afinidades de unién que no fueron significativamente diferentes entre las dos estructuras (15,3 nM frente a 8,5 nM,
respectivamente; P = 0,12). Por lo tanto, SubBasiosiat1i07 mostrd la combinacién 6ptima de una mayor discriminacién
Neu5Gc frente a NeuSAc y la capacidad de reconocer estructuras Neu5Ge tanto ligado a a2-3 como ligado a a2-6. El
mutante de delecién SubBatio7/aE108 S€ unié a glicanos de acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6 con una afinidad
sustancialmente mayor que la proteina SubB de tipo silvestre, mientras que también se unié a glicanos de acido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-3. Sin embargo, a diferencia de SubBasios/aTi07, SUbBaT107/aE108 pUede unir ampliamente
glicanos Neu5Ac, tal como Neu5Ac-a2-6-lac, que no estan unidos de forma detectable ni por la SubB de tipo silvestre ni
por la SubBas1os/at107.

El anticuerpo anti-Neu5Gc producido en pollo se utilizé como control y mostré menos selectividad y menor afinidad por
los glicanos que contienen Neu5Gce que cualquiera de las proteinas SubB probadas.

Anélisis de matrices de glicanos de SubB de tipo silvestre, SUbBS106A/T107Ay SubBAS106/AT107.

Para valorar si la mutacion SubBAS106/AT107 preferida y especifica para Neu5Gc introducia especificidad para
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estructuras no sialiladas, no cubiertas por el analisis SPR, se realizaron analisis de matrices de glicanos en los mutantes
SubB de tipo silvestre, SubBAS106/AT107 y SubBS106A/T107A (Tabla 4). La SubB de tipo silvestre s6lo mostré una unién
significativa a cuatro de las 402 estructuras del conjunto de glicanos; Neu5Gcea2-3 Gal, Neu5Gca2-3 GalB1-4GIcNAc y
dos estructuras terminadas en Neu5Aca2-3GalB1-4GIcNAc. Esto concuerda con el analisis de matriz de glicanos de
SubB8 publicado anteriormente
(www.functionalglycomics. org/glycomics/HServilet?operation=view&sideMenu=no&psld=primscreen_1579%#).
SubBAS106/AT107 sélo habian mostrado una unién significativa a cuatro estructuras de la matriz. Estas se limitaron a
estructuras con terminacion en Neu5Gca2-3Gal o NeuSGea2-6 Gal. SubBS106A/T107A se unié a 18 glicanos en total en
la matriz, incluyendo estructuras que contenian Neu5Gc y NeuS5Ac. También reconocié estructuras sulfatadas, incluidos
glicosaminoglicanos (heparina y condroitina-6-sulfato) y estructuras de lactosamina sulfatada (Tabla 4).
SubBS106A/T107A también reconocié un rango con carga negativa de monosacaridos (NeuSAc, Neu5Gc, 9-NAc-
NeuSAc, 3-O-Su-GlcNAc) en la matriz.

ELISA de SubB modificado por ingenieria frente a proteinas/suero humano y bovino

Para valorar la capacidad de los mutantes disefiados para detectar la presencia de Neu5Gc en muestras biolégicas se
realizaron ensayos ELISA. Utilizando placas recubiertas con una serie de diluciones de SubB, se probaron proteinas
séricas etiquetadas de origen humano y bovino. Se identificé6 una mejora del doble en el reconocimiento diferencial de las
proteinas séricas bovinas que contienen Neu5Gc con SubBasioeatio7. (Fig. 3).

Deteccion de AGP humana frente a bovina

Para verificar de forma independiente la capacidad de discriminar entre AGP humana y bovina (s6lo la bovina muestra
niveles significativos de glicanos Neu5Ge-terminales), se aplicaron como manchas glicoproteinas diluidas en serie sobre
filtros de nitrocelulosa vy, tras lavarlos y bloquearlos, se superpusieron los filtros con SubBas1oe/aT107 biotinilado purificado.
A continuacién, la lectina unida se detect6 en los filtros lavados utilizando estreptavidina-AP (Figura 4). La unién de
SubBasioeat107 @ la AGP bovina fue detectable hasta aproximadamente 200 ng/mancha, mientras que la unién significativa
a la AGP humana no fue detectable ni siquiera en la cantidad méxima probada (12,5 pg/mancha). Este poder
discriminatorio es coherente con los datos de SPR anteriores.

Matrices de glicanos adicionales

Las distintas estructuras de glicanos Neu5Ac y Neu5Gc analizadas en las matrices de glicanos de Z-biotech se muestran
en la Figura 9 y un ejemplo de matriz en la Figura 6. La Tabla 3 proporciona el cédigo que enlaza los glicanos de la Figura
9 con los datos de la matriz de las Figuras 7 y 8. Los datos de la matriz resumidos en la Figura. 7 muestran que la unién
a estructuras Neu5Gc es preferida por la SubB de tipo silvestre, pero hay 4/40 glicanos Neu5Ac que se unen con més de
5000 unidades de fluorescencia por encima del fondo y 14/41 estructuras Neu5Gc que tienen una unién por debajo de
5000. Todas las estructuras Neu5Ac registran alguna unién por encima del fondo. Como también es evidente en la Figura
8, la unién a estructuras Neu5Gc es preferida por la SubB 2M. Ningun glicano NeuSAc se une con mas de 5000 unidades
de fluorescencia por encima del fondo y sélo 5/41 estructuras Neu5Gc tienen una unién por debajo de 5000. Sélo 7/14
glicanos Neu5Ac tienen alguna unién por encima del fondo. Estos resultados muestran una mejora definitiva con respecto
a los resultados obtenidos con la SubB WT en términos de especificidad para el Neu5Gc y de reconocimiento mejorado
de los diferentes enlaces y presentaciones de los glicanos que contienen Neu5Gec.

Desarrollo ulterior del cribado en chip de proteinas que contienen Neu5Gc en suero utilizando SubB 2M.

En referencia a las Figuras 10 y 11, todos los ensayos se realizaron en un fondo de suero humano normal al 1 % obtenido
de Sigma-Aldrich. La SubB de tipo silvestre no pudo analizarse ya que todas las uniones observadas procedian del suero
presente, con valores que caian por debajo del control de sélo suero cuando se afiadia una proteina que contenia Neu5Gec.
Esto indica que la SubB WT tenia preferencia por la proteina Neu5Gc sobre el suero pero se unia al suero a niveles
elevados en ausencia de la proteina (Figura 10). En la FIG. 11, la SubB 2M funcioné mucho mejor con respuestas por
encima del fondo sérico a partir de concentraciones entre 31,25 nM y 62,5 nM. Esto es a una concentracién de proteina
de -2 pg/mL.

Discusién

El Neu5Gc es un importante marcador diagnéstico y pronéstico en los carcinomas humanos, habiéndose detectado una
elevada expresion de Neu5Gc en el cancer de mama, ovario, prostata, colon y pulmén 12, La SubB de tipo silvestre tenfa
una especificidad sin precedentes para los glicanos con terminacién en Neu5Gc, pero se unia de manera deficiente al
Neu5Gc ligado a a2-6 y seguia reconociendo las estructuras de Neu5Ac ligado a a2-3, aunque débilmente 8. Para mejorar
el reconocimiento de la SubB para el Neu5Gc ligado a a2-6 y hacerla mas especifica para el Neu5Gc, disefiamos la SubB
utilizando modificaciones asistidas por la estructura, centrandonos especificamente en el bucle T104-E108.

La manipulacién de este bucle tuvo dos resultados especificos mediante la modificacion de los mismos dos aminoacidos.
En primer lugar, la sustitucién por alanina de S106 y T107 (S106A/T107A) condujo a una pérdida de especificidad por
Neu5Gec, produciendo una lectina capaz de unirse a todos los glicanos siallados terminales probados,
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independientemente del enlace (a2-3 y a2-6) o del tipo de acido sidlico (NeuSAc o Neu5Gc). La segunda fue que la
delecién de los mismos dos aminoacidos (AS106/AT107) produjo una lectina con una especificidad excelente para
Neu5Gc independientemente del enlace (a2-3 y a2-6). El mutante SubBasiosaTior mejoré significativamente en el
reconocimiento de estructuras que contienen Neu5Gc en comparacién con la SubB de tipo silvestre. La SubBasios/aT107
tampoco presentaba diferencias en su capacidad para unirse a estructuras Neu5Gc ligado a2-3 o Neu5Gc ligado a2-6, lo
que la convertia en una mejora significativa con respecto a la proteina de tipo silvestre. Otras modificaciones de la proteina
SubB fuera de los aminoacidos S106 y T107 no produjeron ninguna mejora significativa de la especificidad. La proteina
mutante SubBas1oe/aTi07/E108D, qUE €S la proteina SubBasiosaTio7 con una mutacion E108D también afiadida, era menos
capaz de distinguir el Neu5Gc ligado a a2-3 del Neu5Ac ligado a a2-3 que la SubBasios/aTi07 ¥ tenia una unién mas fuerte
a la glicoproteina a1-acido humana que el mutante SubBasiosaT107 (24 veces més proteina unida por SubBasios/at107/£108D
que SubBasioeat107). Por el contrario, el mutante de delecién SubBat1i07/aE108 N0 sblo se unié a glicanos de acido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-6 y glicanos de acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3, sino también glicanos Neu5Ac,
tales como NeubSAc-a2-6-lac y NeuSAc-a2-3-lac, que no estén unidos de forma detectable por SubBasioe/at107.

Estos mutantes SubB mejorados ofrecen una nueva herramienta para la prueba de muestras biolégicas, en particular
suero y otros fluidos de individuos con cancer o con sospechas de tener cancer.

Métodos
Modelado estructural de SubB.

La estructura tridimensional de los mutantes SubB se modelé utilizando Phyre2 2*. Neu5GCa2-6GalR1-3Glc se adquirié
de PDB ID: 4EN8 ?° y se model6 en las estructuras mutantes SubB y SubB manualmente utilizando Coot 2°.

Construccién y expresién de mutantes SubB.

Las mutaciones se introdujeron en la secuencia codificante de la subB (cerca del extremo 3’) mediante PCR directa de
alta fidelidad utilizando el cebador sentido pETSubBF y los cebadores antisentido especificos de las mutaciones
respectivos enumerados en la Tabla 2. Los productos de la PCR se clonaron en los sitios BamH/ y Xho/ de pET-23(+)
(Novagen) y se transformaron en E. coli BL21(DE3). Los derivados SubB se expresaron y purificaron como proteinas de
fusion etiquetadas con Hiss mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA, tal y como se ha descrito previamente . Las
proteinas tenian una pureza superior al 95 %, segln se juzgd mediante SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie.

Resonancia de plasmén superficial de SubB y mutantes de SubB modificados por ingenieria.

La resonancia de plasmén superficial (SPR) se llevé a cabo utilizando el sistema Biacore T100 (GE), tal y como se ha
descrito anteriormente 7. Brevemente, SubB, mutantes SubB e IgY anti-Neu5Gc (SiaMab; anteriormente Sialix/GC-Free
Inc., San Diego, CA, EE. UU.) se inmovilizaron en la celda de flujo 2-4 de un chip sensor CMS serie S (GE) utilizando el
kit de captura NHS y la celda de flujo 1 se utilizé como una inmovilizacién en blanco. Los monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos y la glicoproteina a1 acida de origen humano y bovino (Sigma-Aldrich; véase la Tabla 1) se pasaron a 0,01-
100 uM en los experimentos iniciales de determinacidn del rango. Las concentraciones se ajustaron y todos los datos se
analizaron mediante cinética de ciclo Unico utilizando el software Biacore T100 Evaluation.

Anélisis espectroscopico de masas de la glicoproteina a1 acida.

La AGP del plasma humano (Sigma-Aldrich G9885) y del plasma bovino (Sigma-Aldrich G3643) (1 mg en cloruro de
guanidinio 6M, Tris-HCI 50 mM pH 8) se redujo y alquilé con ditiotreitol 10 mM y acrilamida 25 mM, respectivamente. A
continuacién, se precipité la proteina afiadiendo 4 volimenes de metanol:acetona 1:1, incubando a -20 °C durante 16 h y
centrifugando después (18,000 rcf, 10 min) para recoger el precipitado. La proteina precipitada se resuspendié en 50 pl
de Tris-HCI 50 mM pH8 y se digirié (37 °C, 16 h) con 1 ug de tripsina (Trypsin Gold, Promega). A continuacién, los péptidos
digeridos se desalaron con C18 ZipTips (Millipore).

Anélisis ELISA de SubB y el mutante SubBasiosnt107 modificado por ingenieria.

Los pozos de las placas NUNC Maxisorp negras de 96 pozos se recubrieron con proteina SubB o SubBasige/at107 diluida
dos veces en serie en un amortiguador de recubrimiento de bicarbonato/carbonato 100 mM (pH 9,6) comenzando con
1,25 ug de proteina durante una noche a 4 °C. Los pozos se lavaron 3 veces con disolucion salina tamponada con fosfato,
Tween-20 al 0,05 %(PBS-T) antes de afiadir disolucién amortiguadora (BSA al 3 %) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las proteinas del suero humano normal y del suero bovino se marcaron con fluorescencia combinando suero
puro con 100 uM de tinte FITC (Peirce) e incubando en hielo durante 1 hora. El exceso de tinte se eliminé utilizando una
columna de centrifugacién de exclusién por tamafio de 1 kDa. Se afiadieron 100 pl de suero humano normal o bovino
marcado con FITC a los pozos recubiertos con SubB o SubBasioeati07 ¥ S€ incubaron los pozos durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los pozos se lavaron 3 veces con PBS-T. Se afiadieron 100 ul de PBS a cada pozo antes de medir
la fluorescencia a 485/535 nm. Los valores de las unidades de fluorescencia se muestran como la media de duplicados
+/- 8D, restando las unidades de fluorescencia medias obtenidas para los pozos que contienen todos los reactivos excepto
las proteinas SubB. Cualquier valor negativo se consideré 0.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983352 T3

Experimentos de superposicién de SubB.

La SubBas1osiat107 purificada se etiquetd con biotina utilizando el kit de biotinilaciénEZ-Link® Sulfo-NHS (Thermo Scientific)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Glicoproteina a-1 acida humana y bovina purificada (No. de cat. Sigma:
G9885 y G3643) se disolvieron en agua a 5 mg/ml y se aplicaron como manchas volimenes de 5 Jl de diluciones dobles
seriadas en filtros de nitrocelulosa y se secaron al aire a 37 °C durante la noche. A continuacién, los filtros se bloquearon
con leche desnatada al 5 % en disolucién salina amortiguada con Tris con Tween 20 al 0,05 % (TTBS) durante 2 h.
Después de lavarlos tres veces en TTBS, los filtros se recubrieron con 1 pg/ml de biotina-SubBasiosiat107 €en TTBS y se
incubaron durante toda la noche a 4 °C. A continuacién, los filtros se lavaron tres veces en TTBS y la biotina-SubBas1oe/at107
unida se detecté utilizando el conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Roche). Los filtros se revelaron utilizando
un sistema cromogénico de sustrato de tetrazolio nitroazul/X-fosfato (Roche).

Anélisis de matrices de glicanos de SubB y de mutantes de SubB modificados por ingenieria.

Para los datos mostrados en la Tabla 3, los portaobjetos de las matrices de glicanos se imprimieron en sustratos activados
con SuperEpoxy 3 (Arrayit) utilizando una impresora de contacto Arrayit Spotbot Extreme como se describié
previamente®. Para cada submatriz se precomplejaron 2 g de proteinas SubB con anticuerpo anti-etiqueta His
(Sefalizacién celular) y anticuerpos secundarios y terciarios Alexa555 (conejo anti-ratdén; cabra anti-conejo) en una
relacién de 2: 1:0,5:0,25 en un volumen final de 500 pl. Este complejo proteico de anticuerpos de 500 ul se afiadié a un
marco genético de 65 pl (Thermo Scientific) sin un cubreobjetos. El lavado y el anélisis se realizaron como se ha descrito
previamente?’.

Matrices de glicanos Neub5Ac/Neu5Gc

Los datos mostrados en las Figuras 6-9, las matrices de glicanos Neu5Ac/NeuS5Gce se obtuvieron de Z-biotech
(http:/iwww.zbiotech.com/neuSgc-xenoantigen-microarray.html). Las matrices se preformaron segun las instrucciones del
fabricante con un total de 2 ug de proteina aplicada a cada una de las areas de la matriz. La deteccién se realizé con IgG
anti-His de ratén (relacién molar 1: 1 con proteina), IgG de conejo anti-ratén Alexa 555 (0,5 de cantidad molar de 1gG de
ratén) e IgG de cabra anti-conejo Alexa 555 (0,5 de cantidad molar de IgG de conejo). Las proteinas se incubaron durante
1 hora y se lavaron 3 veces en 1xPBS. Los portaobjetos se escanearon en un Innoscan 1100AL utilizando laseres de 488,
532 y 647. Las matrices se analizaron con el software Mapix. Todos los datos se tomaron del canal laser 532 y en el
analisis se utilizé la fluorescencia con sustraccién de fondo.
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Tabla 1. Andlisis de resonancia de plasmén superficial de proteinas de unién a Neu5Gc

L Neu5 Neu5 : Neu5 |
Variantefant \gp o1 AGPat | Ac- (NeuS  NeuS vz i malt : Lact :
icuerpo . Ac : Gc : : i GT2
‘humana | bovina | a2-3- - - inS : osa i osa
SubB : lac . libre : libre :
Antiac::?_rpo 249
NeuSGc n.t. n.t. iélt/? ¥ n.t n.t
(IgY lgY) : i
1212+0,5 | 155,842 . s
SubBde < % ' 2,24+ : : 1181t
ipo i PV L0, 822 \opr  NeDl NeDl - 59 NG INCDENCD iyep nepl
t : (rmi_ (reraMx_ 003 oo - - - Do
silvestre + "125) | 525) I
z 1723+129 | 164%10 § : § : Lo : :
{S106A/T107 | nM nM 4891 +165520 134845 | 8601‘? 536227; 56'16;1' 'NC | NCD {NCD | f'zgg f?g
f A L (Rméax= | (Rméax= (71nM = 2° 12nM | ot R o I ST S I Bl B
L 142) 499) P
T107A n.t n.t
- 11,6504 | 115837
AS106/AT10 i 2 pM nM
7 | (Rméax= | (Rméx=
L7 299)
12,82+0,1 32,5¢2,6 3455 | a5l | : :
' AS106/AT10 | 5 uM nM 37146 7,390 | PO PR
T1E108D | Rméx= | (Rméx= | 4nM 72nm NOPU 08T NCDEL 12 nt it ntont ot
. 165) 276) :
| 308:24 | 98,8+43 5 P : :
 AT107/AE10 . nM nM | 989 4 ap. 494 371
{ ! . .._ 070 035 :041 . nt ¢ nt ntint int :nt n.t.
H 8 { (Rméx= | (Rméx= M ,65 nM M oM : : :
| 542+ | 865y P : '
A7S1126E/ﬁ)210 n.t n.t n.t n.t nt | ont n.t n.t nt int n.t n.t n.t
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Leyenda de la Tabla 1: Las afinidades de unién de la SubB de tipo silvestre, de varios derivados mutantes y de un
anticuerpo IgY anti-Neu5Gc, a tri- y monosacaridos purificados y/o a la glicoproteina a1 acida (AGP) humana o bovina,

se determinaron mediante SPR,

tal y como se describe en los Materiales y Métodos. NCDI indica que no se observd

ninguna interaccién dependiente de la concentracién con concentraciones de hasta 100 yM; ND: No realizado; Rmax: la
cantidad total de unidades de respuesta (RU) del analito unido a la proteina (cuanto mayor sea el nimero, mayor seré la

unién del glicano/glicoproteina a

§Cebador

la SubB inmovilizada).

Tabla 2. Oligonucledtidos

Secuencia 5'-3'

PETSUbBF

§TTGTAAGGATCCGGAGGTGCATATGACG (SEQ ID NO:4)

PETSUbBrio7aR

{PETSubBas10eaT107/E108DR

| GATTATCTCGAGTGAGTTCTTTTTCCTGTCAGGACCAAAACATTCTGTGGTGC

GATTATCTCGAGTGAGTTCTTTTTCCTGTCAGGACCAAAACATTCTGCCGATG
TGGTGCAGGTTG (SEQID NO:5)

GATTATCTCGAGTGAGTICTTTTTCCTGTCAGGACCAAAACATTCTGCCGCT
GTGGTGCAGGTTG (SEQID NO:6)

AGGTTGATAACCC (SEQ ID NO:7)

GATTATCTCGAGTGAGTTCTTTTTCCTGTCAGGACCAAAACAGTCTGTGGTG
CAGGTTGATAACCC (SEQ ID NOC:8)

licanos Neu5Gc

D de Glicano Ge

Tabla 3. Cédigos de glicanos para las Figuras 7-9

;ID de Glicano Ac {Glicanos Neu5Ac

{GC-1 {AC-1 IN0O2

62 N3G AC2 Noo3
63  NoSG A3 NoOS
R P Rt
B A — R
T P Rgrg
e A —— i
s — P g
g —— B N
R P g ——
p—— o A
Gec12  No426 AC12 Nos2
ec13 NoG AC3 No43
Gc14  No4sG AC14 No4s
ec15  Nos2G AC5 Nos2
cc%  Nos3G AC16 Nos3
ec17  NossG AC7 NoS5
ec8  Nt26 AC18 N2
ec19  Nm36 ACt9 IVIEEE
G20  NMSG AC20 N5
GC-21 AC-21 N122

.GC-22 [AC-22 IN123

.GC-23 AC-23 \N125
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§ID de Glicano Gc gGIicanos Neu5Gc ID de Glicano Ac §Glicanos Neu5Ac
.GC-24 IN133G [AC-24 N133

.GC-25 N134G [AC-25 IN134

.GC-26 IN135G {AC-26 N135

G6C-27 N 144G [AC-27 IN144

GC28 IN145G j

.GC-29 {N155G {AC-29 IN155

GC-30 {AC-30 N212

.GC-31 {AC-31 IN213

{GC-32 ‘AC-32 IN215

|GC-33 'AC-33 IN222

| GC-34 {AC-34 IN223

{GC-35 'AC-35 IN225

| GC-36 {AC-36 IN233

{GC-37

{GC-38

.GC-39 {AC-39 IN255

{GC-40

{GC-41
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina aislada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2 o un fragmento de la misma que
comprende la secuencia de aminoacidos TTSTE (SEQ ID NO:3), que comprende una delecién de uno o mas de los
residuos de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos TTSTE (SEQ ID NO:3), y en donde la proteina aislada o el
fragmento de la misma es capaz de unirse a acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3y acido N-glicoliineuraminico ligado
a a2-6.

2. La proteina aislada o fragmento de la reivindicacidén 1, que comprende una delecidén de al menos uno de los residuos
subrayados de TTSTE (SEQ ID NO:3).

3. La proteina aislada o fragmento de la reivindicacién 2, que comprende ademas una delecién del residuo subrayado de
TTSTE (SEQ ID NO:3).

4. La proteina aislada o fragmento de la reivindicaciéon 2, que comprende una delecién de los residuos subrayados de
TTSTE (SEQ ID NO: 3).

5. La proteina aislada o fragmento de la reivindicaciéon 1, que comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en
SEQ ID NO: 1 o una secuencia de aminoacidos que sea idéntica en un 98 % en toda la longitud completa de SEQ ID NO:
1.

6. Un complejo molecular aislado que comprende la proteina aislada o el fragmento de cualquiera de las reivindicaciones
1-5 y un glicano que comprende acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o un &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-
6.

7. El complejo molecular aislado de la reivindicacién 6, en donde el glicano que comprende el 4cido N-glicolilneuraminico
ligado a a2-3 y/o el acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6 es expresado por una célula tumoral o por células sanguineas
felinas.

8. Una composicién que comprende la proteina aislada o el fragmento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

9. Un método para detectar el acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-3 y/o el acido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6,
en donde dicho método incluye el paso de combinar la proteina aislada o el fragmento de cualquiera de las
reivindicaciones 1-5 o la composicién de la reivindicacién 8 con una muestra para formar asi un complejo detectable que
comprenda la proteina aislada y el acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o el 4cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-
6.

10. Un método para aislar un glicano o una célula que expresa el glicano, en donde el glicano comprende el acido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o un &cido N-glicoliineuraminico ligado a a2-6, en donde dicho método incluye los pasos
de: combinar la proteina o fragmento aislado de las reivindicaciones 1-5 o la composicién de la reivindicacién 8 con una
muestra para formar asi un complejo que comprenda la proteina o fragmento aislado y el glicano que comprende el 4cido
N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o el 4cido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6; y aislar la proteina o célula.

11. Una proteina aislada o fragmento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o la composicién de la reivindicacion 8,
para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto para asi dirigirse selectivamente a una célula cancerosa que exprese
un acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-6.

12. La proteina aislada o el fragmento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o la composicién de la reivindicaciéon 8
para su uso en la deteccién de células tumorales que expresen acido N-glicolilneuraminico ligado a a2-3 y/o acido N-
glicolilneuraminico ligado a a2-6.

13. Un é&cido nucleico aislado que codifica la proteina aislada o el fragmento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

14. Un constructo genético que comprende el acido nucleico aislado de la reivindicacién 13, opcionalmente en donde el
constructo genético se encuentra en una célula hospedera.

15. Un kit que comprende la proteina aislada o el fragmento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, la composicidén de
la reivindicacién 8, el 4cido nucleico aislado de la reivindicacién 13 y/o el constructo genético de la reivindicacién 14.
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Figura 1A
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Figura 1B
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