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ES 2307911 T3

DESCRIPCION

Uso de SC6 para el diagndstico y tratamiento del carcinoma de mama.

Esta invencion se refiere a nuevas aplicaciones del portador de solutos 6 (SC6), un transportador de la taurina, en el
diagndstico, escrutinio, tratamiento y profilaxis del carcinoma de mama. También se incluyen las composiciones que
contienen la proteina, como vacunas y agentes que modulan la expresién de las proteinas o su actividad, incluyendo
anticuerpos que son inmunoespecificos para la proteina.

El portador de solutos 6

El gen del portador de solutos 6, con nimero de registro del NCBI NM_003043 fue clonado y caracterizado por
Ramamoorthy, S. et al. (1994, Biochem J., 300 (Pt 3), 893-900) y codifica una proteina transportadora de taurina. El
ADNCc fue aislado de una genoteca de ADNc de placenta humana y estd altamente relacionado con el transportador de
taurina del cerebro de rata (US 5.658.786). La transfeccion de este ADNc en una célula HelLa da como resultado un
aumento notable de la actividad de transporte de la taurina. La actividad del transportador inducido por ADNc depende
de la presencia de Na* asi como de CI". La estequiometria Na*/Cl /taurina para el transportador clonado es 2:1:1.
El transportador es especifico para taurina y otros beta- amino acidos, incluyendo beta-alanina, y presenta una alta
afinidad por la taurina (constante de Michaelis-Menten de aproximadamente 6microM). La secuencia nucleétidos de
la regién codificante predice una proteina de 620 amino 4acidos con un M(r) calculado de 69.858 Da (Ramamamoorthy
S, et al., 1994).

La patente WO01/90148 desarrolla métodos para el diagnéstico, tratamiento, o prevencion de trastornos asociados
con una expresion anormal de los transportadores de neurotransmisores, incluyendo el SC6, en el que alguno de esos
trastornos son el cancer de préstata y los neoplasmas cerebrales.

Funcion celular de la taurina

La taurina (acido 2-aminoetanosulfénico), un beta-amino acido ubicuo, es esencial, con reservas, en el hombre. Se
deriva de la metionina y de la cisteina y no se utiliza en la sintesis de proteinas aunque se encuentra libre o en algunos
péptidos simples. La taurina intracelular normalmente se mantiene en concentraciones altas aunque su papel parece
ser especifico de la célula. Los niveles de taurina en plasma también son altos, aunque se han observado descensos en
respuesta a dafios quirdrgicos y numerosos estados patolégicos incluyendo cancer y sepsis (Stapleton PP, et al. (1998)
J Parenter Enteral Nutr, Jan-Feb, 22 (1),42-8).

La taurina es un conocido neuromodulador y un amino acido inhibidor. Otra funcién clave es como osmolito en
la mayoria de las células. De este modo, puede regular muchos procesos bioldgicos, incluyendo el ritmo cardiaco, la
funcidn contrictil, la presidn sanguinea, la agregacion de plaquetas, la excitabilidad neuronal, la temperatura del cuer-
po, el aprendizaje, el comportamiento motor, el consumo de alimentos, la agudeza visual, la movilidad del esperma, la
viabilidad y proliferacién celular, el metabolismo energético y la sintesis de dcidos biliares. Muchas de estas acciones
estdn asociadas con alteraciones en el transporte de iones o en la fosforilacién de proteinas. Aunque los efectos en el
transporte de iones se han atribuido a cambios en la estructura de la membrana, pueden estar igualmente influidos por
un cambio en la actividad de los transportadores afectados. La actividad de los transportadores puede estar alterada
por una expresion intensificada de la proteina, cambios en el estado de fosforilacién de la proteina y cambios citoes-
queléticos. Curiosamente, estos tres sucesos estdn afectados por el estrés osmético (Schaffer S, et al., (2000) Amino
Acids, 19 (3-4), 527-46).

Adicionalmente, la taurina se ha asociado con la hipoxia, la hipoglucemia, la isquemia, la antioxidacién (estrés
oxidativo y presencia de radicales libres), la detoxificacion y la estimulacion de la glicdlisis y la glicogénesis.

Un papel importante de la taurina es la proteccion celular contra la hipoxia (Canas PE (1992) Acta Physiol Pha-
macol Ther Latinoam, 42(3), 133-7). Estudios en cultivos de células renales han indicado que cuando la taurina se
administré durante la hipoxia, el dafio celular concomitante se redujo considerablemente. Por lo tanto, se redujo el
deterioro osmoregulador durante la hipoxia y la reoxigenacién, de forma que la homeostasis del calcio mejor6 desta-
cadamente. Lo que es mds, la salida de Ca’* durante la hipoxia asi como la sobrecarga de Ca** durante la reoxigenacion
se redujo significativamente. El efecto de la taurina es parcialmente comparable al efecto inducido por lo bloqueantes
del canal de Ca**. Uno de los efectos mayoritariamente responsables de la proteccion celular parece ser la aceleracion
inducida por la taurina de los procesos de crecimiento celular pese a la hipoxia y la reoxigenacion. El espectro de
efectos citoprotectores de la taurina predispone a esta sustancia a ser un agente fisiol6gico protector responsable de
la homeostasis o enantiostasis celular. (Michalk DV et al., (1996) Adv Exp Med Biol, 403, 223-32). En condicio-
nes de dafio neuronal puede constituir un importante mecanismo protector contra la excitotoxicidad, p. ej. Isquemia
(Saransaari P, Oja S S, (2000) Amino Acids 19 (3-4), 509-26).

Finalmente, la taurina, la arginina y la homocisteina son aminodcidos que se ha demostrado que afectan a los
factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares en los seres humanos. (Nittynen L, et al., (1999) Ann Med, Oct;
31(5), 318-26).
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Hipoxia y crecimiento tumoral

El crecimiento tumoral depende del oxigeno y los nutrientes suministrados por la vasculatura de los tejidos locales.
Es bien conocido que los tumores s6lidos estdn peor oxigenados que los tejidos normales. (En: Vaupel, PW. et al.,
(eds.) Tumour Oxygenation pp219-232: Gustav Fisher Verlag, 1995). La hipoxia (baja concentracién de oxigeno
celular, <1%) aparece cuando las células tumorales proliferan fuera de la zona de difusién del suministro vascular
local. Los tumores responden a la hipoxia produciendo factores inducibles por hipoxia (p. ej. VEGF) que estimulan
el crecimiento de las células endoteliales (las células que recubren los capilares sanguineos) de los vasos sanguineos
(es decir, angiogénesis) (Weidner N, et al., N Engl J Med,1991 Jan 3, 324:1,1-8). El flujo sanguineo en estos vasos
sanguineos celulares es lento e irregular lo que da como resultado una menor eficiencia en el aporte de oxigeno y
propaga la tendencia hipdxica de los tumores (para revisién véase, Brown J.M. Mol Med Today 6; 157-62, 2000).
Este proceso angiogénico inducido por hipoxia permite a las células tumorales acceder al sistema circulatorio del
animal huésped. Lo que es mds, los nuevos vasos sanguineos proporcionan a los tumores una puerta para acceder a
la circulacién y mestatatizar en zonas distantes (Folkman J, J Natl Cancer Inst., 1990, Jan 3; 82(1):4-6). De hecho, la
extension de la neurovascularidad estd fuertemente relacionada con el cancer de mama primario, el cdncer de vejiga,
el cancer de prostata, el cancer de pulmén de células no pequefias, melanomas cutdneos y cancer de cuello de utero
(revisado en: Ferrara N, Breast Cancer Res Treat, 1995, 36:2, 127-37). Estos hallazgos han llevado a los investigadores
a especular que la vascularizacién tumoral podria utilizarse como herramienta diagnéstica para predecir el estado del
céncer, i.e. si el cdncer ha metastatizado o no y en qué extension.

Hipoxia y terapia tumoral

Se sabe que los carcinomas tienen fracciones hipdxicas significativas, p. ej. 80% del tumor en carcinomas de cé-
lulas escamosas de cuello y cabeza y el 50% del tumor en carcinomas del cuello uterino (Van de Wiele, C et al.,
(2001 Nuclear Med, 22, 945-947). Las zonas hip6xicas son heterogéneas y lo son debido, parcialmente, a diferentes
presiones de oxigeno en el tumor. Las dreas hipdxicas de los tumores tienden a escapar de la radiacién y la quimiote-
rapia. Estas dreas son las mds alejadas de los vasos sanguineos y por tanto reciben un aporte pobre de fairmaco. Las
células tumorales hipdxicas tienden a ser de proliferacion lenta y muchos de los farmacos de quimioterapia hacen
blanco rapidamente dividiendo solamente las células tumorales. Esta puede ser una de las razones por las que la hi-
poxia puede inducir la recaida después del tratamiento y la evolucion de los tumores mds agresivos y resistentes. La
hipoxia aumenta la velocidad de mutacién de las células y da como resultado tipos celulares mutados que son menos
susceptibles a las sefiales de muerte celular programada como p53. En conjunto, la hipoxia tumoral ha emergido como
predictora de una prognosis pobre. Puesto que la hipoxia es una afeccién anormal que aparece en todos los tumores
sélidos, las células hipdxicas podrian ser utilizadas como dianas muy especificas en terapias anti cdncer

Angiogénesis

En condiciones normales la angiogénesis es necesaria para facilitar la cicatrizacién de heridas, la reparacién de
tejidos, la reproduccidn, el crecimiento y el desarrollo. No obstante, muchos episodios patolégicos también dependen
de este proceso. El proceso de cicatrizacion de heridas es complejo y representa un serio problema médico que afecta a
un gran nimero de individuos. Los problemas de cicatrizacién aparecen en heridas dérmicas como ulceras de dectibito,
quemaduras severas, Ulceras diabéticas y lesiones oculares (incluyendo sequedad ocular y dlceras cérneas) asi como
en heridas quirtrgicas y otras patologfas relacionadas con las heridas. Un aspecto importante de la cicatrizacién de
heridas es la migracién controlada de células nuevas a partir de los tejidos que rodean la zona de la herida. Esto se
hace para establecer una poblacidn apropiada de tipos de células y corregir la organizacion de los tejidos en el tejido
que se esta desarrollando nuevamente. La hipoxia promueve un incremento del crecimiento vascular y se asocia asi
con el crecimiento tumoral tal y como se describe anteriormente. Adicionalmente, se sabe que el crecimiento vascular
excesivo contribuye a trastornos no-neopldsicos, como la retinopatia diabética, el asma, la degeneraciéon macular, la
psoriasis y la artritis reumatoide.

Por tanto, existe la necesidad de identificar nuevos marcadores y dianas potenciales de la ruta angiogénica regu-
lada por oxigeno que son importantes en el desarrollo del ciancer y que pueden ser utilizados para su diagndstico y
tratamiento.

Una proteina diana ideal para la inmunoterapia del cdncer deberd tener un patrén de expresion restringido en
tejidos normales y deberd estar sobre-expresada en tumores, de forma que la respuesta inmune estard dirigida a las
células tumorales y no contra otros érganos. Ademas, la proteina diana deberd estar expuesta en la superficie celular,
donde serd accesible a los agentes terapéuticos. Se han identificado antigenos tumorales para varios tipos de cancer,
empleando técnicas como el diagnéstico diferencial del ADNc (Hubert, R.S., ef al., Proc. Natl. Acad, Sci. USA 96,
14523-14528(1999); Lucas, S., De Plaen, E. & Boon, T. Int. J. Cancer 87, 55-60 (2000)) y la purificacién de antigenos
de la superficie celular que son reconocidos por anticuerpos especificos de tumores (Catimel, B., et. al., J. Biol. Chem
271, 25664-25670 (1996)).

Esta invencién se basa en el descubrimiento del que el SC6 estd regulado en ascenso en la respuesta celular
a la hipoxia. Nuestros hallazgos indican que la expresion del SC6 aumenta bajo condiciones hipdxicas en lineas
celulares de cancer endotelial microvascular dérmico humano (HDMEC) y de cancer renal (RCC4) indicando que
responde a estimulos hipdxicos. Ademads, el SC6 estaba expresado en cantidades relativamente pequefias en muchos
tejidos normales investigados. Sin embargo, aumenté la expresion del SC6 en algunas muestras clinicas de tejido
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de carcinomas cervicales, de colon, renales, de pulmén y de células uterinas, en muestras clinicas de linfoma y en
algunas lineas celulares de ciertos tumores, p. €j. linfoma de Burkitt, leucemia mieloide y de células T, lineas celulares
de carcinoma de mama, renal y pancredtico, que indican que el SC6 juega un papel importante en el desarrollo de
muchos tipos de cdncer y puede ser apropiado como diana en el diagnéstico y la terapia del cdncer.

La secuencia de aminodcidos para el SC6 puede encontrarse en la base de datos GenBank, gestionada por el Na-
tional Institute of Health (NIH) (disponible en http:/www.ncbi.nlm.nih.gov) con ndimero de identificacién NP_003034
(SEQID N° 1) y la secuencia de nucledtidos se muestra con el nimero de identificacién NM_003043 (SEQ ID N° 2).

Esta invencién contempla el uso de una proteina SC6 p. ej. de longitud completa, en el diagndstico, prondstico
y tratamiento del cancer de mama. Se contempla especificamente el uso de anticuerpos terapéuticos obtenidos de la
porcién extracelular del SC6.

Por consiguiente, esta invencién proporciona un método para el escrutinio y/o el diagndstico del carcinoma de
mama en un sujeto y/o controlar la eficacia de la terapia para la enfermedad mencionada, que comprende la etapa de
detectar y/o cuantificar en una muestra bioldgica obtenida a partir de dicho sujeto un polipéptido SC6 que:

comprende o consiste en la secuencia de aminodcidos SEQ ID N° 1

es una variante que tiene una o mds sustituciones, deleciones, inserciones o modificaciones de aminodcidos rela-
tivas a la secuencia de aminodcidos SEQ ID N° 1, siempre que tal variante presente la actividad inmunoldgica y/o
transportadora del polipéptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID N° 1; o

es un fragmento de un polipéptido que se define en los apartados a) y b) anteriores que tiene una longitud de al
menos diez aminoacidos.

En una realizacién, la cantidad de polipéptido SC6 se compara con un control o con un intervalo de referencia.
Preferentemente, la afeccion relacionada con hipoxia es cdncer, p. €j. células cancerosas hipdxicas. Un medio adecuado
para tal deteccién/cuantificacién incluird el uso de anticuerpos. Por lo tanto, en una realizacién del método descrito
més arriba el polipéptido se detecta y/o cuantifica utilizando un anticuerpo que se une especificamente a uno o mds
polipéptidos SC6.

La expresion “polipéptido SC6” incluye en lo sucesivo polipéptidos como los que se describen en los apartados de
a) a ¢) anteriores.

La expresion “afeccion relacionada con hipoxia” incluye cancer, tal como pero sin limitarse a, carcinoma cervical,
de colon, renal, pulmonar, uterino, de mama o de células pancredticas, linfoma de Burkitt, leucemia, p. €j. mieloide o
de células T, angiogénesis y trastornos relacionados con la angiogénesis, como pero sin limitarse a, retinopatia diabé-
tica, asma, degeneracién macular, psoriasis y artritis reumatoide. El término “cdncer” tanto leucemia como linfoma.
“Leucemia” es el término utilizado para describir una enfermedad aguda o crénica que implica a los 6rganos en los que
se forma la sangre y se caracteriza por un aumento anormal en el nimero de leucocitos en los tejidos del cuerpo con o
sin el correspondiente aumento de los mismos en la sangre circulante y que se clasifica conforme al tipo de leucocito
involucrado més destacado. “Linfoma” es el término empleado para describir un tumor maligno de los linfoblastos
derivado de los linfocitos B.

La expresion “muestra bioldgica” incluye fluidos, p. €j. suero o linfa, y muestras de tejidos, p. €j. tejido mamario.

El término “agente” se refiere a, sin limitaciones, agentes que interaccionan con y/o modulan la expresién o la
actividad de un polipétido SC6 p. ej. anticuerpos que se unen a un polipéptido SC6, agonistas o antagonistas de un
polipéptido SC6 y moléculas, p. €j. compuestos quimicos, o bio-moléculas, p. ej. péptidos.

Esta invencion también proporciona un método para el escrutinio y/o el diagnéstico del carcinoma de mama en un
sujeto y/o para vigilar la eficacia de la terapia para la afeccion mencionada, que comprende la etapa de detectar y/o
cuantificar en una muestra bioldgica obtenida de dicho sujeto la cantidad de una secuencia de 4dcido nucleico ADN
que,

comprende o consiste en la secuencia de ADN de SEQ ID N° 2, o su ARN equivalente;

es una secuencia que es complementaria a las secuencias de a);

es una secuencia que codifica el mismo polipéptido que las secuencias de a) o b);

es una secuencia que muestra una identidad sustancial con cualquiera de las de a), b) y ¢); o

es una secuencia que codifica una variante o fragmento del polipéptido con la secuencia de aminodcidos SEQ ID
N° 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2307911 T3

Se prefiere que las secuencias que muestran identidad sustancial con cualquiera de las de a), b) y ¢) tengan p. ej.
al menos un 50%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95% o al
menos un 98% de identidad de secuencia.

La expresion “moléculas de dcidos nucleicos SC6” incluye en lo sucesivo las secuencias de acidos nucleicos como
las descritas en los apartados a) a e) anteriores.

En un aspecto adicional, el método de deteccién de la presencia de un polipéptido SC6 comprende la deteccion del
polipéptido capturado utilizando un reactivo de deteccién marcado directa o indirectamente.

Un polipéptido SC6 puede ser detectado por varios de métodos conocidos por los expertos en la técnica. Los
métodos de diagndstico conforme a esta invencién pueden realizarse usando los siguientes métodos conocidos por
los expertos en la técnica, incluyendo, sin limitacién, la inmunoprecipitacién seguida de de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico, electroforesis en gel en 2 dimensiones, sistemas de ensayo competitivos
y no competitivos utilizando técnicas como la transferencia tipo Western, inmunocitoquimica, inmunohistoquimica,
inmunoensayos, p. €j. radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de inmunoabsorcién con enzimas ligadas), inmunoensayo
en sandwich, ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones de precipitinas, reacciones de precipitinas con difusién
en gel, ensayos de inmunodifusién, ensayos de aglutinacién, ensayos de fijacién del complemento, ensayos inmuno
radiométricos, inmunoensayos fluorescentes e inmunoensayos con proteina A.

Se describen kits de diagndstico, que comprenden un reactivo de captura (p. €j. un anticuerpo) frente a un polipép-
tido SC6. Adicionalmente, esos kits pueden comprender uno o mas de los siguientes:

instrucciones para utilizar el reactivo de captura para el diagndstico, prondstico, vigilancia terapéutica o cualquier
combinacién de estas aplicaciones;

un coparticipe de unién marcado para el reactivo de captura;
una fase sélida (tal como una tira de reactivo) sobre la que se inmoviliza el reactivo de captura; y

una etiqueta o prospecto que indique la autorizacién de la especialidad farmacéutica a para el diagnéstico, pronds-
tico o uso terapéutico o cualquier combinacidn de ellas

Si no se suministra un coparticipe de unién marcado para el reactivo de captura, el reactivo de captura del anti-po-
lipéptido mismamente puede marcarse con un marcador luminiscente, p.ej. un grupo quimioluminescente, enzimatico,
fluorescente o radiactivo.

Los polipéptidos SC6 también encuentran aplicacién en la generacién de anticuerpos. En otro aspecto, esta inven-
cién proporciona anticuerpos, que se unen a un polipéptido SC6. Los anticuerpos preferidos se unen especificamente
a polipéptidos SC6 de forma que pueden usarse para purificar, capturar y/o inhibir la actividad de tales polipéptidos
SC6. Los anticuerpos pueden ser monoclonales, policlonales, quiméricos, humanizados o biespecificos o estar conju-
gados con una fraccidn terapéutica, un segundo anticuerpo o un segmento del mismo, un agente citotéxico o citoquina.
Preferiblemente estos anticuerpos son anticuerpos humanos o humanos quiméricos.

Como se indica anteriormente, los polipéptidos SC6 constituyen una diana para la intervencion terapéutica en
afecciones relacionadas con la hipoxia. Lo que es mds, esta invencién proporciona ensayos para el uso en el descubri-
miento de firmacos con objeto de identificar o verificar la eficacia de los agentes para el tratamiento o prevencién de
afecciones relacionadas con la hipoxia. Los agentes candidatos se pueden ensayar para determinar su capacidad para
modular los niveles de un polipéptido SC6 en un sujeto que padece una afeccion relacionada con la hipoxia, p. ej.
céncer. Preferiblemente, el agente candidato inhibe la expresion o los niveles de actividad de un polipéptido SC6. Los
agentes capaces de modular los niveles de un polipéptido SC6 en un sujeto que padece una afeccion relacionada con
la hipoxia, p. ej. cdncer, hacia los niveles encontrados en sujetos libres de afecciones relacionadas con la hipoxia o de
producir cambios similares en un modelo experimental de afecciones relacionadas con la hipoxia, pueden usarse co-
mo agentes guia para la deteccién de farmacos, o usarse terapéuticamente. La expresion de un polipéptido SC6 puede
ser ensayada por, por ejemplo inmunoensayos, electroforesis en gel seguida de visualizacion, deteccién de actividad
de ARNm o de polipéptido o cualquier otro método mostrado en este documento o conocido por los expertos en la
técnica. Tales ensayos pueden ser utilizados para escrutar los agentes candidatos, en el seguimiento clinico o en el
desarrollo de farmacos, en los que la abundancia de un polipéptido SC6 puede servir como marcador subrogado de la
enfermedad clinica.

Por lo tanto, también se especifican métodos para el escrutinio de agentes que modulan (p. ej. regulan en ascenso,
regulan en descenso, estimulan o inhiben) la expresion (p. ej. expresidon de proteinas) o actividad (p. ej. actividad
unién/transporte) de un polipéptido SC6. En consecuencia, se especifica un método para el escrutinio de agentes que
modulan

(i) la expresion o actividad de un polipéptido SC6, o

(ii) la expresion de una molécula de 4acido nucleico SC6, que comprende
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comparar la expresién o la actividad del mencionado polipéptido, o la expresién de dicha molécula de acido
nucleico, en presencia de un agente candidato con la expresion o actividad de dicho polipéptido, o la expresion de dicha
molécula de dcido nucleico, en ausencia del agente candidato o en presencia de un agente de control; y determinar si el
agente candidato causa cambio de expresion o actividad de dicho polipéptido o de dicha molécula de dcido nucleico.

El grado de expresion o actividad del péptido mencionado, o el grado de expresion de dicha molécula de 4cido
nucleico, se compara con un intervalo de referencia predeterminado. Preferentemente, el agente regula en descenso o
inhibe, la expresion, p. ej. la expresion de proteinas, o actividad, p. ej. actividad ligando/transporte, de un polipéptido
SC6, o la expresion de una molécula de dcido nucleico de un polipéptido SC6.

Se describe un método para el escrutinio de agentes que interaccionan con (p. €j. se unen a) un polipéptido SC6,
que comprende poner en contacto el polipéptido mencionado con un agente candidato y que determinar si el agente
candidato interacciona o no con dicho polipéptido. Los agentes que interaccionan con un polipéptido SC6 pueden
emplearse en la preparacién de conjugados de farmacos terapéuticos.

Los ensayos de escrutinio pueden comprender, un ensayo de crecimiento (en condiciones hipdxicas), un ensayo de
unién o un ensayo de inhibicién de la traduccién. Los ensayos de unién incluyen ensayos de unién competitiva, en los
que la afinidad de unién del compuesto candidato se compara con la de un sustrato conocido de enzima para el SC6,
un sustrato de enzima preferido es la taurina.

Ejemplos de agentes candidatos para los que puede analizarse la actividad en los ensayos descritos, incluyen, pero
no se limitan a, dcidos nucleicos (p. ej. ADN y ARN), carbohidratos, lipidos, proteinas, péptidos, peptidomiméticos,
agonistas, antagonistas, moléculas pequefias y otros farmacos. Los agentes pueden obtenerse utilizando cualquiera de
las estrategias apropiadas en los métodos de las colecciones combinatorias descritos por la técnica, incluyendo: colec-
ciones biolégicas; colecciones espacialmente dirigibles en fase sélida paralela o en disolucién; métodos de colecciones
sintéticas que requieren desenrollado; método de colecciones “una perla- un compuesto”; y métodos de colecciones
sintéticas que usan la seleccién por cromatografia de afinidad. La estrategia de colecciones bioldgicas se limita a co-
lecciones de péptidos, mientras que las otras cuatro estrategias s son aplicables a péptidos, oligomeros no peptidicos o
colecciones de compuestos de moléculas (Lam, 1997, Anticancer Drug Des. 12:145; US 5.738.996 y US 5.807.683).

Ejemplos de métodos de sintesis de colecciones moleculares pueden encontrarse en la técnica, por ejemplo en:
DeWitt et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909; Erb er al. 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11422;
Zuckermann et al., 1994, J. Med Chem 37:2678; Cho et al., 1993, Science 261:1303; Carrell et al., 1994, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carrell et al., 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061; y Gallop et al., 1994, J.
Med. Che, 37:1233.

Se pueden presentar colecciones de compuestos, p. €j. presentes en disolucién (p. ej. Houghten, 1992, Bio/Techni-
ques 13:412-421), o en perlas(Lam, 1991, Nature 354:82-84); en virutas (Fodor, 1993, Nature 364:555-556); bacterias
(US 5.223.409), esporas (US 5.571.698; US 5.403.484; y US 5.223.409), plasmidos (Cull et al., 1992, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:1865-1869) o fagos (Scott and Smith, 1990, 386-390; Devlin, 1990, Sciencie 249:404-406; Cwirla
et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-6382; y Fellici, 1991, J. Mol. Biol. 222:301-310).

Los agentes que interaccionan con (es decir se unen a) un polipéptido SC6 (o 4cido nucleico) son identificados
mediante un sistema de ensayo basado en células. Conforme a esto, las células que expresan el polipéptido SC6 (o
el 4cido nucleico) se ponen en contacto con un agente candidato o un agente de control y se determina la capacidad
del agente candidato para interaccionar con el polipéptido SC6 (o 4cido nucleico).Si se desea, este ensayo puede
utilizarse para escrutar una pluralidad (p. e€j. una coleccién) de agentes candidatos. La célula, por ejemplo, puede
ser de origen procariético (p. ej. E. coli) o de origen eucaridtico (p. ej. levadura o célula de mamifero). Ademads,
las células pueden expresar el polipéptido SC6 de forma enddgena o ser modificadas genéticamente para expresar
dicho polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido SC6 (o dcido nucleico) o el agente candidato se marca,
por ejemplo con un marcador radioactivo (como *H, *P, **S o '*I) 0 un marcador fluorescente (como el isotiocianato
de fluoresceina, la rodamina, la ficoeritrina, la ficocianina, la aloficocianina, el o-ftlaldehido o la fluorescamina),
para permitir la deteccién de una interaccidn entre dicho polipéptido (o dcido nucleico) y un agente candidato. La
capacidad del agente candidato para interaccionar directa o indirectamente con el polipéptido SC6 (o dcido nucleico)
puede determinarse por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la interaccién entre un agente
candidato y un polipéptido SC6 puede determinarse por citometria de flujo, ensayo de centelleo, inmunoprecipitacién
o andlisis por transferencia tipo Western.

Los agentes que interaccionan con (i.e. se unen a) un polipéptido SC6 (o 4dcido nucleico) son identificados mediante
un sistema de ensayo libre de células. De acuerdo con esta realizacion, un polipéptido SC6 (o 4cido nucleico) nativo o
recombinante o un fragmento de los mismos, se pone en contacto con un agente candidato o un agente de control y se
determina la capacidad del agente candidato para interaccionar con el polipéptido. Si se desea, este ensayo puede uti-
lizarse para escrutar una pluralidad (p. €j. una coleccioén) de agentes candidatos. Preferiblemente, un polipéptido SC6
(o 4cido nucleico) primero se inmoviliza, por ejemplo, poniendo en contacto el polipéptido SC6 con un anticuerpo
inmovilizado que lo reconoce selectivamente y se une a él, o poniendo en contacto una preparacién de polipéptidos
purificada con una superficie disefiada para unirse a proteinas, o poniendo en contacto una preparacién de acido nu-
cleicos purificada con una superficie disefiada para unirse a dcidos nucleicos. El polipéptido SC6 (o 4cido nucleico)
puede estar purificado parcial o completamente (p. ej. parcial o completamente libre de otros polipéptidos o acidos

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2307911 T3

nucleicos) o ser parte de lisado celular. Ademas, el polipéptido SC6 puede ser una proteina de fusién que comprende
el polipéptido SC6 para su uso en la invencién o una porcion activada biolégicamente de los mismos y un dominio
como la glutatién-S-transferasa. Alternativamente, el polipéptido SC6 puede ser bio-tinilado empleando técnicas bien
conocidas por los expertos en la técnica (p. ej. kit de biotinilacién, Pierce Chemicals; Rockford, IL, USA). La capaci-
dad del agente candidato para interaccionar con el polipéptido SC6 puede ser determinada por métodos conocidos por
los expertos en la técnica.

Se utiliza un sistema de ensayo basado en células para identificar los agentes que se unen o modulan la actividad
de una proteina, tal como una enzima o una porcién biolégicamente activa de las mismas (que es responsable de la
produccion o degradacién del polipéptido SC6 o es responsable de la modificacién post-traduccidn del polipéptido. En
un primer escrutinio, una pluralidad (p. ej. una coleccidén) de agentes contactan con las células que expresan natural o
recombinantemente: (i) un polipéptido SC6 y (ii) una proteina que es responsable del procesamiento del péptido SC6,
con objeto de identificar los compuestos que modulan la produccién, degradacién o modificacion post-traduccion del
polipéptido SC6. Si se desea, los agentes identificados en el primer escrutinio, pueden ser ensayados en un escrutinio
secundario frente a células que se expresan el polipéptido SC6 natural o recombinantemente. La capacidad del agente
candidato para modular la produccién, degradacién o modificacién post-traduccién de un polipéptido SC6 puede
determinarse por métodos conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo, sin limitaciones, la citometria de flujo,
ensayos de centelleo, inmunoprecipitacion o ensayos de transferencia tipo Western.

Los agentes que interaccionan competitivamente con (p. €j. se unen a) un polipéptido SC6 se identifican con un
ensayo de unién competitiva. Conforme a esta realizacion, las células que expresan el polipéptido se pone en contacto
con un agente candidato y un agente conocido por interaccionar con el polipéptido, p. €j. taurina; después, se deter-
mina la capacidad del agente candidato para interaccionar competitivamente con el polipéptido. Alternativamente, los
agentes que interaccionan competitivamente con (p. €j. se unen a) un polipéptido SC6 son identificados con un ensayo
libre de células por contacto del polipéptido con un agente candidato y un agente conocido por interaccionar con el
polipéptido, p. ej. taurina. Como se ha establecido anteriormente, la capacidad del agente candidato de interaccionar
con un polipéptido SC6 puede ser determinada por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Estos ensayos,
ya sean basados en células o libres de células, pueden utilizarse para detectar una pluralidad (p. ej. una coleccién) de
agentes candidatos.

Los agentes que modulan (p. ej. regulan en ascenso o regulan en descenso) la expresion de un polipéptido SC6 (o
dcido nucleico) son identificados poniendo en contacto las células (p. ej. células de origen procariota o eucariota) que
expresan el polipéptido SC6 (o el dcido nucleico) con un agente de contacto o un agente de control (p. €j. suero salino
tamponado con fosfato (PBS)) y determinando la expresion del polipéptido SC6 (o el 4cido nucleico p. ej. ARNm) que
codifica el polipéptido. El nivel de expresion de un polipéptido SC6 o de un ARNm que codifica un polipéptido SC6 en
presencia del agente candidato se compara con el nivel de expresion de un polipéptido SC6 o de un ARNm que codifica
un polipéptido SC6 en ausencia del agente candidato (p.ej. en presencia de un agente de control). Basandonos en esta
comparacion, el agente candidato puede ser identificado como modulador de la expresién del polipéptido SC6. Por
ejemplo, cuando la expresion del polipéptido SC6 o de un ARNm que codifica el polipéptido SC6 es significativamente
mayor en presencia del agente candidato que en su ausencia, el agente candidato se identifica como estimulador de la
expresion del polipéptido SC6 o de un ARNm que codifica el polipéptido SC6. Alternativamente, cuando la expresion
del polipéptido SC6 o de un ARNm que codifica el polipéptido SC6 es significativamente menor en presencia del
agente candidato que en su ausencia, el agente candidato se identifica como inhibidor de la expresion del polipéptido
SC6 o de un ARNm que codifica el polipéptido. El nivel de expresién, de un polipéptido SC6 (o dcido nucleico) puede
determinarse por métodos conocidos por los expertos en la técnica basdndose en esta descripcion. Por ejemplo, la
expresion de ARNm puede evaluarse por andlisis de transferencia tipo Northern o RT-PCR, y los niveles de proteina
pueden evaluarse por andlisis de transferencia tipo Western.

Los agentes que modulan la expresién de la actividad de un polipéptido SC6 para su uso en la invencién se identifi-
can poniéndolos en contacto con una preparacién que contiene el polipéptido SC6, o células (p. €j. células procariotas
o eucariotas) que expresan el polipéptido SC6 con un agente candidato o un agente de control y determinando la capa-
cidad del agente candidato para modular (p. ej. estimular o inhibir) la actividad del polipéptido SC6. Preferentemente
el agente candidato inhibe la actividad del polipéptido SC6. La actividad de un polipéptido SC6 puede evaluarse de-
tectando su efecto sobre un “efector secuencia abajo” o sustrato, por ejemplo, pero sin limitacion, induciendo una ruta
de transduccién de una sefal celular (p. ej. Ca®* intracelular, diacilglicerol, IP3, etc.), detectando la actividad catali-
tica enzimadtica de la diana sobre un sustrato adecuado (p. €j. concentraciones de taurina, Shi YR ez. Al, (2000) Acta
Pharmacol Sin, Oct 23, 10, 910-918 & Warskulat U et al., (1997) 321, 683-690), detectando la induccién de un gen
indicador (p. €j. un elemento regulador que es sensible a un polipéptido de la invencidn y estd unido operativamente
a un 4cido nucleico que codifica un marcador detectable, p. ej. luciferasa), o detectando una respuesta celular, por
ejemplo, diferenciacion celular, o proliferacion celular segtin sea el caso, basada en esta descripcidn, para medir estas
actividades se pueden utilizar técnicas conocidas por los expertos en la técnica (véase, p. ej. US 5.401.639). El agente
candidato puede entonces ser identificado como un modulador de la actividad del polipéptido SC6 por comparacién
de los efectos del candidato con los del agente de control. Agentes apropiados incluyen sueros salinos tamponados
con fosfato (PBS) y sueros salinos normales (NV).

Los agentes que modulan (p. ej. regulan en ascenso o regulan en descenso) la expresion, la actividad o ambas,
expresion y actividad, de un polipéptido SC6 para su utilizacién en la invencién se identifican en un modelo ani-
mal. Ejemplos de animales apropiados, incluyen, aunque no se limitan a, ratones, ratas, conejos, cobayas, perros y
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gatos. De acuerdo con esta realizacidn, el agente candidato o un agente de control se administra (p. ej. oral, rectal o
parenteralmente asi como intraperitoneal o intravenosamente) a un animal apropiado y se determina el efecto en la
expresion, actividad o ambas, expresion y actividad, del polipéptido. Los cambios en la expresién de un polipéptido
SC6 para su uso en la invencién pueden evaluarse por cualquier método adecuado descrito anteriormente, basado en
esta descripcion.

Se utiliza un polipéptido SC6 para uso en la invencién como “proteina cebo” en un ensayo con dos hibridos o en un
ensayo con tres hibridos para identificar estas proteinas que se unen o interaccionan con el polipéptido SC6 (véase, p.
ej. US 5.283.317; Zervos et al. (1993) Cell 72:223-232; Madura et al. (1993) J. Biol. Chem 268:12046-12054; Bartel
et al. (1993) Bio/Techniques 14:920-924; Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696; y WO 94/103000). Como
apreciaran los expertos en la técnica, estas proteinas de unién probablemente estardn implicadas en la propagacion de
sefiales de los polipéptidos SC6 para uso en la invenciéon como, por ejemplo, elementos secuencia arriba o secuencia
abajo de una ruta de sefalizacion que implican a los polipéptidos SC6 para uso en la invencidn.

Un experto en la técnica apreciard que un polipéptido SC6 puede utilizarse en un método de disefio basado en
estructuras de un agente, en particular una molécula pequefia que actda para modular (p. ej. estimular o inhibir) la
actividad de dicho polipéptido, comprendiendo dicho método:

determinar la estructura tridimensional de dicho polipéptido,
deducir la estructura tridimensional del probable sitio(s) reactivo o de union de dicho polipéptido,
sintetizar agentes candidatos que se ha predicho que reaccionan o se unen al reactivo o sitio de union deducido, y

analizar si el agente candidato es capaz de modular la actividad de dicho polipéptido.

Se apreciard que es probable que el proceso anterior sea un proceso iterativo. En un modo preferido el agente
inhibe un polipéptido SC6. En otro modo preferido el agente se une a un sitio de unién alostérico sobre el polipéptido
SC6 e inhibe la actividad del polipéptido SC6.

La invencién comprende el uso de un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido SC6 que comprende
la SEQ ID N° 1, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento del carcinoma de mama, en el que el
anticuerpo es preferiblemente monoclonal, policlonal, quimérico, humanizado o biespecifico o estd conjugado con un
grupo terapéutico, un agente citotéxico o una citoquina.

Se describen aqui los agentes identificados mediante los ensayos de escrutinio arriba descritos y el uso de los
mismos en tratamientos. Adicionalmente, se describe el uso de un agente que interacciona con, o modula la expresién
y/o actividad de un polipéptido SC6, en la fabricacion de medicamentos para el tratamiento de afecciones relaciona-
das con la hipoxia, p. ej. cancer. Preferiblemente, el agente interacciona con o inhibe la expresion y/o actividad de
un polipéptido SC6. Tales agentes pueden ser utilizados en la fabricacién de medicamentos para el tratamiento de
condiciones relacionadas con la hipoxia, p. ej. cancer. Cuando en este documento se hace una referencia a un método
para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién utilizando un agente particular o una combinacién de agentes, debe
entenderse que tal referencia pretende incluir el uso de dicho agente o combinacién de agentes en la preparacion de
un medicamento (preparacidn farmacéutica) para el tratamiento o prevencion de la enfermedad o afeccién.

Como se discute en este documento los agentes que se describen encuentran aplicacion en el tratamiento o pro-
filaxis de afecciones relacionadas con la hipoxia, p. ej. cdncer. Asi, en otros aspectos, se describe una composicion
farmacéutica que comprende al menos uno de los agentes, opcionalmente junto con uno o més excipientes, portadores
o diluyentes farmacéuticamente aceptables. En otro aspecto, la composicion farmacéutica es para su uso como vacu-
na por lo que también serdn aceptables cualesquier componentes adicionales para su uso como vacuna. Ademas, el
experto apreciard que pueden afiadirse uno o mds coadyudantes adecuados a tales preparaciones de vacunas.

La composicién farmacéutica puede administrase simultdneamente, por separado o secuencialmente con otro trata-
miento apropiado para afecciones relacionadas con la hipoxia, como pero sin limitarse a, cancer, angiogénesis y otros
tratamientos relacionados con la angiogénesis, como pero sin limitarse a, retinopatia diabética, asma, degeneracién
macular, psoriasis y artritis reumatoide.

La composicién farmacéutica puede ser administrada a un sujeto por cualquiera de las rutas convencionalmente
usadas para la administracién de farmacos, por ejemplo dichas composiciones pueden destinarse a la administracién
oral (incluyendo bucal, sublingual), tépica (incluyendo transdérmica), nasal (incluyendo inhalacién), rectal, vaginal
o parenteral (incluyendo subcutdnea, intramuscular, intravenosa o intradérmica) a mamiferos incluyendo a seres hu-
manos. La ruta mds adecuada para la administracién en un caso dado dependerd del compuesto particular o de su
composicion farmacéutica, del sujeto, y de la naturaleza y severidad de la enfermedad y de la condicién fisica del
sujeto. Tal composicién puede ser preparada por cualquier método conocido en la técnica farmacéutica, por ejemplo
por asociacién del agente activo con vehiculo(s), excipiente(s) o diluyentes(s).
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La composicién serd suministrada habitualmente como parte de una composicién farmacéutica estéril, que habi-
tualmente incluird un portador farmacéuticamente adecuado. Esta composicion farmacéutica puede estar en cualquier
forma apropiada (dependiendo del método deseado de administracién al paciente).

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracion oral pueden presentarse en unidades discretas co-
mo capsulas o comprimidos, polvos o granulos, soluciones o suspensiones en liquidos acuosos 0 no acuosos, espumas
comestibles o batidos, en emulsiones liquidas de agua en aceite o de aceite en agua.

Los comprimidos y cdpsulas destinados a la administracién oral se pueden presentar en forma de dosis unitarias,
y pueden contener excipientes convencionales tales como agentes aglutinantes por ejemplo jarabe de glucosa, goma
arabiga, gelatina, sorbitol, goma tragacanto o polivinilpirrolidona; cargas, por ejemplo lactosa, azicar, almidén de
maiz, fosfato de calcio, sorbitol o glicina; lubricantes para hacer comprimidos, por ejemplo estearato magnésico, tal-
co, polietilenglicol o silice; disgregantes, por ejemplo el almidén de patata; o agentes humectantes aceptables como
el lauril sulfato sédico. Los comprimidos pueden ser recubiertos conforme a métodos bien conocidos en la practica
farmacéutica normal. Las preparaciones liquidas orales pueden estar en forma de, por ejemplo, suspensiones acuosas u
oleosas, disoluciones, emulsiones, jarabes o elixires, o pueden presentarse como producto seco para su reconstitucién
con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Estas preparaciones liquidas pueden contener aditivos convencio-
nales, tales como agentes de suspension, por ejemplo sorbitol, metil celulosa, jarabe de glucosa, gelatina, hidroxietil
celulosa, carboximetil celulosa, gel de estearato de aluminio o grasas hidrogenadascomestibles, agentes emulsionan-
tes, por ejemplo lecitina, monooleato de sorbitol, o goma ardbiga; vehiculos no acuosos (que pueden incluir grasas
comestibles), por ejemplo aceite de almendras, ésteres oleosos como la glicerina, el propilenglicol, o el alcohol eti-
lico; conservantes,como por ejemplo, p-hidroxibenzoato de metilo o propilo o dcido sérbico, y, si se desea, agentes
aromatizantes y colorantes convencionales.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracién tépica pueden estar formuladas como pomadas,
cremas, suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, apdsitos impregnados, pulverizaciones, aerosoles
o aceites y pueden contener aditivos convencionales apropiados como conservantes, disolventes para facilitar la pe-
netracién del farmaco y emolientes en pomadas y cremas. Estas aplicaciones incluyen las oculares o a otros tejidos
externos, por ejemplo la boca y la piel y las composiciones son aplicadas preferentemente como pomada tépica o
crema. Cuando se formula en pomada, el agente activo puede emplearse en una base de pomada parafinica o en una
base miscible en agua. Alternativamente, el agente activo puede ser formulado en crema con una base de aceite en
agua o con una base de agua en aceite. La composicion también puede contener soportes convencionales compatibles,
como bases de crema o pomada y etanol o alcoholes oleicos para lociones.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracién tépica en el ojo incluyen gotas oftdlmicas en las
que el agente activo se disuelve o suspende en un soporte especifico, especialmente un disolvente acuoso.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a administracién tépica en la boca incluyen grageas, pildoras y colu-
torios bucales.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracion transdérmica pueden presentarse como parches
desarrollados para permanecer en contacto intimo con la epidermis del receptor por un periodo prolongado de tiempo.
Por ejemplo, el agente activo puede ser repartido desde el parche por ionoforesis como se describe en Pharmaceutical
Research 3(6), 318, (1986).

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracién nasal en la que el que el vehiculo es un sélido
incluyen un polvo grueso que tiene un tamafio de particula en el intervalo de, por ejemplo, 20 a 500 micras que
se administra por inhalacién rdpida a través de un pasadizo nasal que va desde el contenedor de polvo hasta las
proximidades de la nariz. Las composiciones apropiadas en las que el vehiculo es un liquido, para la administracién
como pulverizacién nasal o como gotas nasales, incluyen soluciones acuosas o soluciones oleosas del ingrediente
activo.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracién por inhalacién incluyen particulas finas como
polvos o nieblas que pueden ser generadas mediante varios tipos de de aerosoles presurizados de dosis tarada, nebuli-
zadores o insufladores.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracion rectal pueden presentase en forma de supositorios
o enemas. Los supositorios contendran bases de supositorio convencionales, p. €j. manteca de cacao u otro glicérido.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracion vaginal pueden presentarse en forma de pesarios,
tampones, cremas, geles, pastas, espumas o composiciones en pulverizacion.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a la administracion parenteral incluyen soluciones inyectables estéri-
les acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, soluciones tampdn, bacteriostéticos y solutos que llevan
a una formulacién isoténica con la sangre del receptor; suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspension y agentes espesantes. Las composiciones se pueden presentar en contenedores unidosis o mul-
tidosis, por ejemplo ampollas selladas y viales, y pueden almacenarse en condiciones de frio seco (liofilizadas) que
requieran Unicamente la adicién de un vehiculo liquido, por ejemplo agua para inyectables, inmediatamente antes de
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su uso. Las soluciones y suspensiones de inyeccién extemporaneas pueden prepararse a partir de polvos, granulos y
tabletas estériles.

Para la administracion parenteral, las formas de administracion fluidas unitarias se preparan usando el agente
activo y un vehiculo estéril, prefiriéndose agua. El ingrediente activo, dependiendo de la concentracién y el vehiculo
empleado, puede estar suspendido o disuelto en el vehiculo. Para preparar disoluciones el ingrediente activo se puede
disolver en agua para inyectables y esterilizar por filtracién antes de introducirlo en un vial o ampolla adecuado y
sellarlo.

Ventajosamente, se pueden disolver agentes como anestésicos locales, conservantes y agentes taponadores en el
vehiculo. Para aumentar su estabilidad, la composicidon puede congelarse después de rellenar el vial y eliminar el agua
a vacio. El polvo liofilizado seco se sella después y se puede suministrar un vial adicional de agua para inyectables para
reconstituir el liquido antes de su uso. Las suspensiones parenterales se preparan sustancialmente de la misma forma
exceptuando que el agente activo se suspende en el vehiculo en lugar de disolverse y que la esterilizacién no puede
obtenerse por filtracion. El agente activo puede esterilizarse por exposicion al 6xido de etileno antes de suspenderlo
en el vehiculo estéril. Ventajosamente, para facilitar la distribucién uniforme del ingrediente activo se incluye en la
composicion un agente tensioactivo o humectante.

Debe entenderse que ademds de los ingredientes mencionados anteriormente de forma particular, las composicio-
nes deben incluir otros agentes convencionales en la técnica que estén relacionados con el tipo de formulacién en
cuestion, por ejemplo los apropiados para la administracion oral pueden incluir aromatizantes. Pueden incluir también
agentes terapéuticamente activos junto con los agentes de esta invencion. Estos vehiculos pueden presentarse desde
1% p/p hasta alrededor de 98% p/p de la formulacién. Usualmente constituirdn hasta aproximadamente un 80% de la
formulacidn.

Las composiciones pueden contener desde 0,1% en peso, preferentemente 10-60% del material activo, dependiendo
del método de administracién.

Las composiciones farmacéuticas pueden suministrarse en forma de dosis unitarias, generalmente se suministraran
en un contenedor cerrado o pueden suministrarse como parte de un kit. Semejante kit normalmente incluirfa (aunque
no necesariamente) instrucciones para su uso. Puede incluir una pluralidad de las dosis unitarias mencionadas. Las
composiciones de unidades de dosificacion preferidas son aquellas que contienen una dosis o subdosis diaria, 0 una
proporcién adecuada de las mismas, de un ingrediente activo.

Las dosificaciones 6ptimas de las composiciones farmacéuticas puede variar entre amplios limites, dependiendo
de la naturaleza y extension de la afeccién que se esté tratando, la forma, la ruta y el lugar de administracién y el
sujeto particular que se esté tratando, y ese Optimo se puede determinar con técnicas convencionales. Un experto en la
técnica apreciard que el transcurso 6ptimo del tratamiento, i.e. el nimero de dosis de las composiciones mencionadas
administradas por dia en un nimero determinado de dias, puede establecerse por expertos en la técnica empleando
pruebas convencionales de determinacién de la evolucién del tratamiento. Si se desarrollan efectos colaterales se
puede reducir la cantidad y/o frecuencia de la dosificacién, de acuerdo con la practica clinica normal.

En aspectos adicionales, se describe lo siguiente:

un método para la profilaxis y/o el tratamiento de un sujeto que sufre una afeccion relacionada con la hipoxia, que
comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos un polipéptido SC6 o un
dcido nucleico SC6 como el que se describe aqui.

un método para la profilaxis y/o el tratamiento de un sujeto que sufre una afeccion relacionada con la hipoxia, que
comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente que inhibe la expresion o

la actividad de un polipéptido SC6 como el que aqui se describe.

el uso de al menos un polipéptido SC6 o un 4acido nucleico SC6, como el aqui descrito, para la profilaxis y/o el
tratamiento de condiciones relacionadas con la hipoxia.

el uso de un agente que inhibe la expresion o la actividad de un polipéptido SC6, como el que aqui se describe,
para la profilaxis y/o el tratamiento de condiciones relacionadas con la hipoxia.

el uso de al menos un polipéptido SC6 o un 4cido nucleico SC6, como el aqui descrito, en la preparacién de un
medicamento para su uso en la profilaxis y/o el tratamiento de condiciones relacionadas con la hipoxia.

el uso de un agente que inhibe la expresién o la actividad de un polipéptido SC6, como el aqui descrito, en la
preparaciéon de un medicamento para la profilaxis y/o el tratamiento de condiciones relacionadas con la hipoxia.

Preferentemente, el agente para uso, en el método o uso de los aspectos adicionales mencionados anteriormente,
es un anticuerpo que se une a un polipéptido SC6.

A la vista de la importancia del SC6 en el cancer los siguientes constituyen otros aspectos adicionales;
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un método para el control/evaluacion del tratamiento del cincer, como el carcinoma cervical, de colon, renal, de
pulmoén, de ttero, de mama o de células pancredticas, linfoma, p. ej. linfoma de Burkitt, o leucemia, p. €j. leucemia
mieloide o de células T, tratamiento en un paciente, que comprende la etapa de determinar la presencia o ausencia y/o
cuantificar al menos un polipéptido SC6 en una muestra biolégica obtenida del mencionado paciente.

Un método para la identificacién de células cancerosas hip6xicas, como el carcinoma cervical, de colon, renal, de
pulmoén, de tdtero, de mama o de células pancredticas, linfoma, p. €j. Linfoma de Burkitt; o leucemia, p. €j. leucemia
mieloide o de células T, en una muestra bioldgica obtenida de un sujeto, que comprende la etapa de determinar la
presencia o ausencia y/o cuantificar al menos un polipéptido SC6.

Para apreciar mas completamente esta invencion, los polipéptidos SC6 serdn analizados con mayor detalle.

El término “polipéptidos” incluye péptidos, polipéptidos y proteinas. Estos términos se utilizan indistintamente a
menos que se especifique otra cosa.

Los polipéptidos se proporcionan preferentemente en una forma sustancialmente pura, es decir, que estan libres,
en una extension sustancial, de otras proteinas. As{, un polipéptido SC6 puede proporcionarse en una composicién en
la que es el componente predominante presente (i.e. estd presente en un nivel de al menos el 50%; preferentemente al
menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, o al menos un 95%; cuando se determina en
base al peso excluyendo disolventes o vehiculos).

Los polipéptidos SC6 pueden estar en forma aislada o recombinante, y pueden estar fusionados a otros grupos. Los
polipéptidos SC6 pueden estar en forma de una proteina “madura” o pueden formar parte de una proteina mayor como
una proteina de fusién. A menudo es ventajoso incluir una secuencia adicional de aminodcidos que contiene secuencias
secretoras o guia, una secuencia de pre-, pro-, prepo- proteina, o una secuencia que ayuda en la purificacion, tal como
una etiqueta de afinidad, por ejemplo, pero sin limitacién, restos multiples de histidina, una etiqueta FLAG, una
etiqueta HA o una etiqueta myc. Puede utilizarse una secuencia adicional que pueda proporcionar estabilidad durante
la produccion recombinante. Estas secuencias pueden opcionalmente eliminarse si es necesario por incorporacion de
una secuencia de escisién como una secuencia adicional o una parte de la misma. Asi, un polipéptido SC6 puede
fusionarse a otros restos incluyendo otros polipéptidos. Estas secuencias adicionales y etiquetas de afinidad son bien
conocidas por la técnica.

En particular, se contemplan en esta invencién fusiones de los polipéptidos SC6 con proteinas localizadoras-infor-
madoras, como la Proteina Fluorescente Verde (documentos de patente US 5.625.048, US 5.777.079, US 6.054.321 y
US 5.804.387), la proteina fluorescente Roja Ds (Matz, M. V., et al., (1999) Nature Biotech. 17:969-973) o proteinas
fluorescentes procedentes de especies de Anthozoa no bioluminescentes.

Polipéptidos dentro del alcance de a)

Un polipéptido dentro del alcance de a), puede consistir en la secuencia particular de aminodcidos de SEC ID N°
1 o puede tener una secuencia adicional de aminodcidos N-terminal y/o C-terminal relacionada con la secuencia de
SEQID N° 1.

Se pueden proporcionar secuencias adicionales N-terminal o C-terminal por varios motivos. Las técnicas para
proporcionar tales secuencias adicionales son bien conocidas por la técnica. Las secuencias adicionales pueden sumi-
nistrarse para alterar las caracteristicas de un polipéptido particular. Esto puede ser ttil para mejorar la expresién o
la regulacién de la expresion en sistemas de expresion especificos. Por ejemplo, una secuencia adicional puede pro-
porcionar alguna proteccién contra la escision proteolitica. Esto se ha realizado con la hormona Somatoestatina por
fusion de su extremo-N con una parte de la enzima S-galactosidasa (Itakwa er al., Science 198:105-63(1977)).

Las secuencias adicionales también pueden ser ttiles en la alteracion de las proteinas de un polipéptido para ayudar
en la identificacién o purificacién. Por ejemplo, se puede proporcionar una proteina de fusion en la que un polipéptido
se une a un resto capaz de ser aislado por cromatografia de afinidad. El resto puede ser un antigeno o un epitopo
y la columna de afinidad puede comprender anticuerpos inmovilizados o fragmentos inmovilizados de anticuerpos
que se unen a dicho epitopo o antigeno (deseablemente con un alto grado de especificidad). La proteina de fusién
normalmente puede ser eluida de la columna por adicién de un tampén adecuado.

Las secuencias adicionales N-terminales o C-terminales pueden, no obstante, estar presentes simplemente como
resultado de una técnica particular usada para obtener un polipéptido SC6 y no proporcionar necesariamente ninguna
caracteristica ventajosa particular al polipéptido.

Cualquiera que sea la secuencia N-terminal o C-terminal presente, preferiblemente el polipéptido resultante exhi-
bird la actividad inmunoldgica y/o transportadora del polipéptido que tiene la secuencia de SEQ ID N° 1.
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Polipéptidos dentro del alcance de b)

Volviendo ahora a los polipéptidos definidos en el apartado b) anterior, el experto en la técnica apreciard que
estos polipéptidos son variantes del polipéptido dado en el apartado a) anterior, siempre que esas variantes exhiban la
actividad inmunoldgica y/o de transporte del polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos de SEC ID N° 1.

Pueden darse alteraciones de la secuencia de aminodcidos de una proteina que no afecten a la funcion de la proteina.
Estas incluyen sustituciones, delecciones e inserciones de aminodcidos y pueden ser el resultado de cortes y empalmes
alternativos y/o de la presencia de multiples puntos de inicio y fin. Pueden surgir polimorfismos como resultado de la
falta de fidelidad en el proceso de traduccién. Asi, pueden tolerarse cambios en la secuencia de amino 4cidos que no
afecten a la funcién de las proteinas.

El experto apreciard que a menudo se pueden realizar varios cambios en la secuencia de aminodcidos de un po-
lipéptido que tiene una actividad particular para producir variantes (conocidas a veces como “muteinas’) que tienen
al menos una proporcioén de dicha actividad, y preferentemente una proporcién sustancial de dicha actividad. Tales
variantes de los polipéptidos descritos en el apartado a) anterior se analizan en mayor detalle mas abajo. Incluyen
variantes alélicas y no alélicas.

Un ejemplo de la variante es un polipéptido como se define en a) anterior, aparte de la sustitucién de uno o
mds amino dcidos con uno o mds de otros aminodcidos. El experto es consciente de que varios aminodcidos tienen
propiedades similares. Uno o mds de esos aminodcidos pueden estar sustituidos a menudo por uno o mds de esos
otros aminodcidos sin eliminar una actividad deseada de esa sustancia. Asi, los amino 4cidos glicina, alanina, valina,
leucina e isoleucina pueden ser sustituidos a menudo por otro (amino dcidos que tienen restos alifaticas laterales). De
las posibles sustituciones, es preferible que la glicina y la alanina se utilicen para sustituirse entre si (ya que tienen
cadenas laterales relativamente cortas) y que la valina, la leucina y la isoleucina se utilicen para sustituirse unas por
otras (puesto que tienen cadenas laterales relativamente mds largas que son hidrofébicas).

Otros amino dcidos que pueden ser sustituidos los unos por los otros incluyen:

fenilalanina, tirosina y triptéfano (amino 4cidos con cadenas laterales arométicas);

lisina, arginina e histidina (amino 4cidos con cadenas laterales bésicas);

aspartato y glutamato (amino 4cidos con cadenas laterales 4cidas)

asparagina y glutamina (amino 4cidos con cadenas laterales amida); y

cisteina y metionina (amino 4cidos que contienen cadenas laterales que contienen sulfuros).

Las sustituciones de esta naturaleza se denominan sustituciones de amino acidos conservativas o semi-conservati-
vas.

Las deleciones o inserciones de amino 4dcidos pueden hacerse relativas a la secuencia dada en el apartado a) anterior.
De esta forma, por ejemplo, los amino dcidos que no tienen efecto sustancial en la actividad del polipéptido, o al
menos que no eliminan esa actividad pueden ser suprimidos. Estas deleciones pueden ser ventajosas puesto que se
puede reducir la longitud del péptido y su masa molecular manteniendo atn su actividad. Lo que puede permitir que
se reduzca la cantidad de polipéptido que se requiere para un propdsito determinado- por ejemplo, se pueden reducir
los niveles de dosificacién. También se pueden hacer inserciones de aminodcidos relacionadas con la secuencia dada
en el apartado a) anterior. Esto puede hacerse para alterar las propiedades de un polipéptido (p. €j. para ayudar en la
identificacidn, purificacién o expresion, como se ha expuesto antes con relacion a las proteinas de fusion).

Los cambios en los aminodcidos relativos a la secuencia dada en el apartado a) anterior pueden realizarse utili-
zando cualquier técnica apropiada p. ej. utilizando la mutagénesis dirigida (Hutchinson et al., (1978) J. Biol. Chem.
235:6551).

Se apreciard que las sustituciones o inserciones de aminodcidos dentro del alcance de esta invencién pueden reali-
zarse usando aminodcidos presentes en la naturaleza o aminodcidos no presentes en la naturaleza. Ya se utilicen o no
aminodcidos naturales o sintéticos, es preferible que s6lo estén presentes L- aminodcidos.

En una realizacién particular, el/los amino dcido(s) sustituido(s) afectan significativamente a la actividad del poli-
péptido SC6 y pueden seleccionarse especificamente para producir actividad negativa dominante sobre el péptido. En
otra realizacion, el/los amino 4cido(s) sustituido(s) pueden seleccionarse especificamente para producir significativa-
mente polipéptido activo.

Las modificaciones incluyen modificaciones que tienen lugar naturalmente, como pero sin limitacién, modifica-

ciones post-traduccién y también modificaciones que no tienen lugar naturalmente como las que pueden introducirse
por mutagénesis.
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Cualquiera que sea el cambio que se haga en el amino 4cido (ya sea por medio de sustitucién, insercién, delecién o
modificacién), los polipéptidos SC6 preferidos tienen al menos un 50% de identidad en la secuencia con el polipéptido
SEQ ID N° 1, més preferiblemente el grado de identidad de la secuencia es al menos del 75%.Y aln mads preferible
el grado de identidad en la secuencia es de al menos el 80% o al menos del 85%. Las m4s preferibles de todas son
secuencias con identidades de al menos el 90%, o al menos el 95%, o al menos el 98%.

El porcentaje de identidad es un concepto bien conocido por la técnica y para dos secuencias de aminodcidos o
de 4cidos nucleicos, se determina por alineacién de las secuencias para una comparaciéon 6ptima (p. ej. se pueden
introducir mellas en la primera secuencia para una mejor alineacién con la secuencia) y comparacién los residuos
de aminoécidos o nucleétidos en las posiciones correspondientes. La “mejor alineacién” es una alineacién de dos
secuencias que da como resultado un mayor porcentaje de identidad. El porcentaje de identidad se determina por el
nimero de restos de aminodcidos o nucleétidos de las secuencias que se comparan, i.e. Porcentaje de identidad = n°

de posiciones idénticas/n® de posiciones totalesx100.

La determinacién del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede conseguirse utilizando un algoritmo ma-
temdtico conocido por el experto en la técnica. Un ejemplo de algoritmo matemadtico para comparar dos secuencias
es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, modificado como en Karlin
y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Los programas NBLAST y XBLAST de Altschul e?
al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 han incorporado ese algoritmo. Las buisquedas BLAST de nucleétidos pueden
realizarse con el programa NBLAST, puntuacién=100, longitud de palabra=12 para obtener secuencias de nucled-
tidos homdlogas a las moléculas de 4cidos nucleicos de la invencién. Las busquedas de proteinas BLAST pueden
realizarse con el programa XBLAST, puntuacién=50, longitud de palabra=3 para obtener secuencias de aminoéci-
dos homologas a las moléculas de proteinas descritas en este documento. Para obtener alineaciones con mellas con
el prop6sito de comparacion, se puede utilizar BLAST Gapped como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic
Acid Res. 25:3389-3402. Alternativamente, puede utilizarse PSI-Blast para llevar a cabo una bisqueda iterativa que
detecte relaciones distantes entre molécula (Id.). Cuando se utilizan programas BLAST, gapped BLAST y PSI-Blast,
se pueden usar los pardmetros que por defecto tiene el programa correspondiente (p. ej. XBLAST y NBLAST). Véase
http://www.ncbi.nim.nih.gov.

Otro ejemplo de algoritmo matemadtico que se utiliza en la comparacién de secuencias es el algoritmo de Myers &
Miller, CABIOS (1989). El programa ALIGN (version 2.0) que forma parte del paquete de software de alineacién de
cadenas CGC ha incorporado este algoritmo. Otros algoritmos de alineacién de secuencias conocidos por la técnica
incluyen ADVANCE y ADAM como se describe en Torellis & Robotti (1994) Comput. Appl. Biosci., 10:3-5; y
FASTA descrito en Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci 85:2444-8. Dentro de FASTA ktup es una opcién
de control que establece la sensibilidad y la velocidad de la busqueda. Cuando se presenten altos grados de identidad
de secuencia habra relativamente pocas diferencias en la secuencia de amino 4cidos. Asi por ejemplo puede haber
menos de 20, menos de 10, o incluso menos de 5 diferencias.

Polipéptidos dentro del alcance de c)

Como se discute mds arriba, a menudo es ventajoso reducir la cadena de un polipéptido, siempre que el polipéptido
resultante de longitud reducida tenga todavia la actividad deseada o pueda llevar a que surjan anticuerpos ttiles o una
vacuna. El punto c¢) por tanto cubre fragmentos de polipéptido de a) o b) anteriores.

El experto puede determinar si un fragmento particular tiene o no actividad utilizando las técnicas mencionadas
anteriormente. Los fragmentos preferidos tienen al menos 10, al menos 20, al menos 50 o al menos 100 aminodcidos
de longitud.

Los polipéptidos SC6 encontrardn aplicacién en una estrategia terapéutica de afecciones relacionadas con la hipo-
Xia, particularmente en el cancer. El experto apreciard que para la preparacién de uno o mas polipéptidos, la estrategia
preferible estard basada en técnicas de ADN recombinante.

Los polipéptidos SC6 pueden estar codificados por una gran variedad de de moléculas de dcidos nucleicos, tenien-
do en cuenta la bien-conocida degeneracion del cédigo genético. Pueden ser insertados en vectores y clonados para
proporcionar mayores cantidades de ADN o ARN para un estudio adicional. Los vectores apropiados pueden intro-
ducirse en células huésped para permitir la expresion del polipéptido SC6 utilizando técnicas conocidas por personas
entrenadas en la técnica.

La expresion “equivalente de ARN” cuando se utiliza anteriormente se refiere que una molécula de ARN dada
tiene una secuencia de amino dcidos complementaria a la de una molécula de ADN dada, permitiendo el hecho de
que en el ARN “U” reemplace a “T” en el c6digo genético. La molécula de dcido nucleico puede obtenerse de forma
aislada, recombinante o sintetizada quimicamente.

La técnicas para clonar, expresar y purificar polipéptidos son bien conocidas por los expertos. Los constructos de
ADN pueden prepararse facilmente utilizando métodos bien conocidos por la técnica. Estas técnicas son descritas, por
ejemplo en J. Sambrock et al., Molecular Cloning 2* edicién, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989); en Old &
Primrose Principles o Gene Manipulation 5* edicidn, Blackwell Scientific Publications (1994); y Stryer, Biogchemistry
4* edicién, W H Freeman and Company (1995). De esta forma, pueden estar facilitadas las modificaciones de los
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constructos de ADN y de las proteinas expresadas como la adicién de promotores, potenciadores, secuencias sefial,
secuencias guia, sefiales de inicio y fin de la traduccion y regiones de control de la estabilidad del ADN, o la adicién
de pares de adicién o de fusién.

Normalmente el constructo de ADN se insertard en un vector, que puede ser originario de un fago o de un plasmido.
La expresion de la proteina se consigue por la transformacion o transfeccion del vector en una célula huésped que
puede ser de origen eucariota o procariota.

El conocimiento de la estructura del dcido nucleico puede utilizarse para generar anticuerpos y en la terapia de
genes. Las técnicas para hacerlo son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Utilizando sistemas de expresion apropiados, los polipéptidos SC6 pueden expresarse en forma glicosilada o no
glicosilada. Para formas no glicosiladas se pueden producir por expresién en huéspedes procariotas, como E. coli.

Los polipéptidos que comprenden metionina N-terminal pueden producirse utilizando determinados sistemas de
expresion, mientras en otros el polipéptido maduro carecerd este residuo. Las técnicas preferidas para clonar, expresar
y purificar una sustancia se resumen mas abajo.

Los polipéptidos se pueden preparar nativamente o bajo condiciones desnaturalizantes y después replegarse sub-
secuentemente. Los vectores de expresion baculovirales incluyen plasmidos secretores (como pACGP67 de Pharmiw-
gen), que pueden tener una secuencia etiqueta de epitopo clonada en marco (p. ej. myc, V5 o His) para facilitar la
deteccién y permitir la purificacién subsecuente de la proteina. Los vectores de expresion de mamiferos pueden in-
cluir pCDNA3 y pSecTag (ambos de Invitrogen) y pREP9 y pCEP4 (Invitrogen). Los sistemas de E. coli incluyen la
serie pBad (marcadas con His-Invitrogen) o la serie pGEx (Pharmacia).

Ademds de las moléculas de 4cidos nucleicos que codifican el polipéptido SC6 denominadas en este documento
como moléculas de dcidos nucleicos “codificantes”, se describen también moléculas de acidos nucleicos complementa-
rias a las mismas. También se describen moléculas de ARNm y moléculas de ADN complementarias (p. j. moléculas
de ADNc).

También se describen las moléculas de dcidos nucleicos que pueden hibridarse con cualesquier moléculas de dcidos
nucleicos analizadas anteriormente. Aqui se hace referencia a estas moléculas de dcidos nucleicos como moléculas
de 4cidos nucleicos “hibridantes”. Las moléculas de dcidos nucleicos hibridantes pueden ser titiles como sondas o
cebadores, por ejemplo.

Es deseable que estas moléculas hibridantes tengan al menos 10 nucledtidos de longitud, preferentemente al menos
25 o al menos 50 nucleétidos de longitud. Las moléculas de dcidos nucleicos hibridantes preferiblemente se hibridan
con acidos nucleicos dentro del alcance de a), b), ¢), d) o e), como se menciona especificamente mas arriba.

Deseablemente las moléculas hibridantes se hibridaran con esas moléculas en condiciones de hibridacién restric-
tiva. Un ejemplo de condiciones de hibridacién restrictiva es cuando la hibridacién que se pretende se lleva a cabo a
temperaturas desde aproximadamente 35°C hasta aproximadamente 65°C utilizando una solucidn salina, que estd en
torno a 0,9 molar. No obstante, el experto serd capaz de variar esas condiciones como sea apropiado para tener en
cuenta variables como la longitud de la sonda, la composicién de las bases, los tipos de iones presentes, etc.

La manipulacién del ADN que codifica la proteina es una técnica particularmente potente tanto para modificar la
proteina y como para generar grandes cantidades de proteina con el propdsito de purificacidn. Esto puede incluir el
uso de técnicas PCR para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos deseada. Puede utilizarse la sintesis quimica
como una alternativa adicional a las técnicas PCR. Esta puede automatizarse. Secuencias relativamente cortas pueden
sintetizarse quimicamente y ligarse juntas para proporcionar una secuencia mayor.

Asi la secuencia de datos proporcionada aqui puede utilizarse para disefiar cebadores para su uso en PCR de forma
que la secuencia deseada puede marcarse y después ampliarse en un alto grado. Tipicamente los cebadores deberdn
tener al menos cinco nucledtidos de longitud y generalmente deberdn tener al menos 10 nucledtidos de longitud (p. €j.
de quince a veinticinco nucleétidos de longitud). En algunos casos, se pueden utilizar cebadores de al menos treinta o
treinta y cinco nucleétidos de longitud.

Ademds de ser utilizados como sondas y/o como cebadores, las moléculas de dcido nucleico hibridantes pueden
utilizarse como moléculas anti- sentido para alterar la expresién de los dcidos nucleicos que codifican los polipéptidos
SC6 por unién a moléculas de dcidos nucleicos complementarias. Estas técnicas pueden utilizarse en terapias anti-
sentido.

Una molécula de 4cido nucleico hibridante puede tener un alto grado de identidad de secuencia a lo largo de
su longitud con una molécula de dcido nucleico dentro del alcance especifico de los apartados de a) a e) anteriores
(p. €j. al menos 50%; al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o 95% de la secuencia). Como
puede apreciar un experto, cuanto mayor sea la identidad de secuencia de un acido nucleico de cadena simple con
otra molécula de 4cido nucleico, mayor serd la probabilidad de que se hibride con una molécula de dcido nucleico
complementaria a esa otra molécula de 4dcido nucleico en las condiciones apropiadas.
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A la vista de la descripcién precedente el experto apreciard que un gran nimero de acidos nucleicos son de utilidad
en esta invencién. A menos que el contexto indique otra cosa, las moléculas de 4dcidos nucleicos de esta invencién
pueden tener una o varias de las siguientes caracteristicas:

pueden ser ADN o ARN;
pueden ser de cadena simple o de cadena doble;

pueden proporcionarse en forma recombinante, i.e. covalentemente unidas a una secuencia flanqueante 5’ y/o 3’
para proporcionar una molécula que no esta presente en la naturaleza;

pueden proporcionarse sin secuencias flanqueantes 5 y/o 3’ que normalmente estdn presentes en la naturaleza;

se pueden proporcionar en forma sustancialmente pura. Asi se pueden proporcionar en una forma que estd sustan-
cialmente libre de proteinas contaminantes y/o otros dcidos nucleicos; y

pueden proporcionarse con intrones y sin intrones (p. ej. como ADNCc).

Ahora se analizan con mayor detalle los anticuerpos que se unen especificamente a uno o mds polipéptidos SC6
para su uso en esta invencion.

El polipéptido SC6, sus fragmentos y otros derivados, o andlogos de los mismos, pueden utilizarse como inmuné-
geno para generar anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a tal inmunégeno. Los anticuerpos de la invencién
incluyen, pero no estin limitados a anticuerpos de cadena simple, monoclonales, policlonales, quiméricos, humaniza-
dos o biespecificos, fragmentos Fab y F(ab’), fragmentos producidos por un banco de expresion de Fab, anticuerpos
anti-idiotipicos (anti Id), fragmentos que se unen a epitopos y cualquiera de los anteriores. Los anticuerpos pueden
estar conjugados con una fraccién terapéutica, un segundo anticuerpo o un fragmento de los mismos, un agente cito-
téxico o citoquina.

El término anticuerpo como se usa en este documento se refiere a moléculas de inmunoglobulina y proporciones
inmunoldgicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, i.e. moléculas que contienen un sitio de unién a anti-
genos que se une especificamente a un antigeno. Las moléculas de inmunoglobulina de la invencién pueden ser de
cualquier clase (p. ej. IgG, IgE, IgM, IgD e IgA) o una subclase de la molécula de inmunoglobulina.

En la produccién de anticuerpos, el escrutinio del anticuerpo deseado puede realizarse con técnicas conocidas, p. €j.
ELISA (ensayo de inmunoabsorcién con enzimas ligadas). Por ejemplo, para seleccionar anticuerpos que reconocen un
dominio especifico de un polipéptido SC6, se pueden ensayar hibridomas generados para un producto que se une a un
fragmento del polipéptido que contiene dicho dominio. Para la seleccién de un anticuerpo que se une especificamente
al primer polipéptido homologo pero que no se une especificamente a (o0 que se une menos dvidamente a) un segundo
polipéptido homdblogo, se puede seleccionar en base a una unién positiva al primer polipéptido homélogo y una falta
de unién (o una unién reducida a) al segundo polipéptido homdlogo.

Para la preparacion de anticuerpos monoclonales (AcMo) dirigidos hacia un polipéptido SC6 o un fragmento o
analogo del mismo, puede usarse cualquier técnica que conduzca a la produccién de moléculas de anticuerpos por
cultivo de lineas celulares continuas. Por ejemplo, la técnica de hibridoma originalmente desarrollada por Kohler and
Misltein (1975, Nature 256:495-497), asi como la técnica trioma, la técnica de hibridoma de células B humanas (Koz-
bor et al., 1983, Inmulogy Today 4:72), y la técnica hibridoma-EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos
(Cole et al., 1985, en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp 77-96). Estos anticuerpos
pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina incluyendo IgG, IgM, IgE IgA, IgD y cualquier subclase de las
mismas. Los hibridomas que producen los AcMo pueden cultivarse in vitro o in vivo. Adicionalmente, los anticuerpos
monoclonales pueden producirse en animales libres de gérmenes usando tecnologias conocidas en la técnica.

Los anticuerpos monoclonales incluyen pero no se limitan a anticuerpos monoclonales humanos y quiméricos
(p. €j. quimeras humano-ratén). Un anticuerpo hibrido es una molécula en la que diferentes porciones se derivan de
diferentes especies animales; tales como aquellas que tienen una regién constante de inmunoglobulina humana y una
region derivada de un AcMo murino (véase, p. ej. Cabilly et al., US 4.816.567; y Boss et al., US 4.816.397). Los
anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpos de especies no humanas que tienen una o mds regiones de la
complementareidad determinantes (CDR) de la especie no humana y una regién marco procedente de una molécula
de inmunoglobulina humana (véase, p. ej. Queen, US 5.585.089).

Los anticuerpos monoclonales y quiméricos humanizados pueden producirse por técnicas de ADN recombinante
conocidas en la técnica, por ejemplo utilizando métodos descritos en WO 87/02671; EP 184.187; EP 171.496; EP
173.494; WO 86/01533; US 4.816.567; EP 125.023; Better et al., 1988, Science, 240:1041-1043; Liu et al.,1987,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu et al., 1987, J. Inmunol. 139:3521-3526; Sun et al., 1987, Proc. Natl.
Acad. Sci USA 84:214-218, Nashimura et al., 1987, Canc. Res. 47:999-1005; Wood et al., 1985, Nature 314:446-
449; y Shaw et al. 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559; Morrison, 1985, Science 229:12020-1207; Oi et al.,
1986, Bio/techniques 4:214; US 5.225.539; Jones et al., 1986, Nature 321:552-525; Verhoeyan et al. (1988) Science
239:1534, y Beidler et al., 1988, J. Inmunol. 141:4053-4060.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2307911 T3

Los anticuerpos completamente humanos son particularmente deseables en el tratamiento terapéutico de pacien-
tes humanos. Estos anticuerpos pueden producirse utilizando ratones transgénicos que son incapaces de expresar los
genes endégenos de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, pero que pueden expresar los genes humanos de
cadenas ligeras y pesadas. Los ratones transgénicos se inmunizan por regla general con un antigeno seleccionado, p. €j.
todo el polipéptido SC6 o una porcién del mismo. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno pueden
obtenerse utilizando tecnologias de hibridoma convencionales. Los transgenes de inmunoglobulina humanos portados
por ratones transgénicos se reorganizan durante la diferenciacion de las células B, y subsecuentemente experimentan
una conmutacion de clase y una mutacion somadtica. Asi, utilizando tal técnica, es posible producir anticuerpos IgG,
IgA, IgM e IgE ttiles terapéuticamente. Para tener una vision de conjunto de esta tecnologia de produccién de anti-
cuerpos humanos, véase Lonberg y Huszar (1995, Int. Rev. Inmunol 13:65-93). Para tener una descripcion detallada
de esta tecnologia de produccién de anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales humanos y de los protocolos
para la produccién de dichos antibidticos, véase, p. ej. los documentos US 5.625.126; US 5.633.425; US 5.569.825;
US 5.661.016; y US 5.545.806. Ademds, compaiiias como Abgenix, Inc. (Freemont, CA, USA) y Genpharm (San Jo-
sé, CA, USA) pueden comprometerse a proporcionar anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno seleccionado
usando tecnologias similares a las descritas anteriormente.

Pueden generarse anticuerpos completamente humanos que reconocen un epitopo seleccionado, utilizando una
técnica conocida como “seleccién guiada”. En esta estrategia, un anticuerpo monoclonal no humano seleccionado, p.
€j. un anticuerpo de ratdn, se utiliza para guiar la seleccion de un anticuerpo completamente humano que reconozca el
mismo epitopo (Jespers et al., (1994) Bio/technology 12:899-903).

Los anticuerpos también pueden generarse utilizando varios métodos de presentacién de fagos conocidos por
la técnica. En estos métodos de presentacién de fagos, los dominios funcionales del anticuerpo se presentan en la
superficie de las particulas de fago que portan las secuencias de polinucleétidos que los codifican. En un particular,
tal fagos puede utilizarse para desplegar dominios de unién a antigenos expresados a partir de un repertorio de bancos
de anticuerpos combinatorios. (p. €j. humanos o murinos). El fago que expresa un dominio de unién a un antigeno
que se une al antigeno de interés puede ser seleccionado o identificado con otro antigeno, p. ej. un antigeno marcado
o antigeno unido o capturado en una superficie sélida o perla. El fago empleado en estos métodos es tipicamente un
fago filamentoso que incluye dominios de unién fd y M13, expresado a partir de un fago con dominios de anticuerpo
Fab, Fv o Fv estabilizado con disulfuro fusionados recombinantemente ya sea a la proteina de gen III o de gen VIII
del fago. Los métodos de presentacién de fagos que pueden utilizarse para fabricar los anticuerpos incluidos aquellos
descritos en Brinkman et al., J. Inmunol. Methods 182:41-50 (1995); Ames et al., J. Immunol. Methods 184:177-
186 (1995); Kettleborough et al., Eur. J. Immunol. 24:952-958 (1994); Persic et al., Gene 187 9-18 (1997); Burton et
al., Advances in Immunology 57:191-280 (1994); WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92118619; WO
93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401; US 698.426; US 5.223.409; US 5.403.484; US 5.580.717; US 5.427.908;
5.750.753; US 5.821.047; US 5.571.698; US 5.427.908; US 5.516.637; US 5.780.225; US 5.658.727; 5.733.743 y US
5.969.108.

Como se describe en las referencias anteriores; después de la seleccién del fago, las regiones del fago que codifican
el anticuerpo pueden ser aisladas y utilizadas para generar anticuerpos completos, incluyendo anticuerpos humanos, o
cualquier otro fragmento de unién al antigeno deseado, y expresadas en el huésped que se desee, incluyendo células
de mamiferos, células de insectos, células de plantas, levaduras y bacterias, p. ej. como las que se describen en detalle
mads abajo. Por ejemplo, también se pueden utilizar técnicas para producir recombinantemente fragmentos Fab, Fab’,
F(ab’)2 empleando métodos conocidos por la técnica como los descritos en WO 92/22324; Mullinax et al., (1992)
BioTechniques 12(6):864-869; y Sawai et al., (1995) 34:26-34; y Better et al., (1998) Science 240:1041-1043.

Ejemplos de técnicas que pueden utilizarse para producir Fvs de cadena simple y anticuerpos incluyen las descritas
en los documentos US 4.946.778 y US.5.258.498; Huston et al., (1991) Methods in Enzymology 203:46-88, Shu et
al., (1993) PNAS-90:7995-7999; y Skerra et al., (1988) Science 240:1038-1040.

La invencion proporciona ademas el uso de anticuerpos biespecificos, que pueden obtenerse por métodos conocidos
por la técnica. La produccién tradicional de de anticuerpos bi-especificos de cadena de longitud completa se basa en
la coexpresion de dos pares de cadenas de inmunoglobulina cadena pesada-cadena ligera, en que las dos cadenas
tienen diferentes especificidades (Milstein et al., 1983, Nature, 305:537-539). Debido a la distribucién al azar de las
cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de diez
moléculas de anticuerpos diferentes, de las cuales s6lo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacién de
la molécula correcta, que normalmente se realiza mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa,
y los rendimientos del producto son bajos. Procedimientos similares se describen en WO 93/08829 y en Traucknecker
etal., (1991) EMBO J. 10:3655-3659.

De acuerdo con una estrategia diferente, los dominios variables del anticuerpo con las especificidades de unién
deseadas (sitios de combinacién antigeno-anticuerpo) se fusionan con secuencias de inmunoglobulina de dominio
constante. La fusidn se realiza preferiblemente con un dominio constante de inmunoglobulina de cadena pesada, que
comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Es preferible que la primera region constante de
cadena pesada (CH1) que contenga el sitio necesario para la unién de la cadena ligera, esté presente en al menos una
de las fusiones. Los ADNs que codifican las fusiones de las cadenas pesadas, y si se desea de las cadenas ligeras
de inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion separados, y son co-transferidos a un organismo huésped
adecuado. Esto proporciona una gran flexibilidad en el ajuste de de las proporciones mutuas de los tres fragmentos
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de polipéptidos en realizaciones en las que proporciones desiguales de las tres cadenas de polipéptidos empleadas en
la construccién proporcionan los rendimientos 6ptimos. No obstante, es posible insertar las secuencias codificantes
para las dos o las tres cadenas de polipéptidos en un vector de expresion cuando la expresion de al menos dos cadenas
de polipéptidos en la misma proporcién da como resultado altos rendimientos o cuando la proporcién no tiene una
importancia especifica.

En una estrategia preferida, los anticuerpos biespecificos estin compuestos por una cadena hibrida pesada de
inmunoglobulina con una primera especificidad de unién en un brazo, y un par hibrido de cadena pesada- cadena
ligera de inmunoglobulina (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Se ha encontrado
que esta estructuras asimétrica facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado de combinaciones indeseadas
de cadenas de inmunoglobulina, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en sélo la mitad de
la molécula biespecifica proporciona una fécil separacion. Esta estrategia se desarrolla en WO 94/04690. Para mas
detalles sobre la generacion de anticuerpos biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology,
1986,121:210.

Se describen fragmentos, derivados o andlogos funcionalmente activos de moléculas de inmunoglobulina del po-
lipéptido anti-SC6. Funcionalmente activo indica que el fragmento, derivado o andlogo descrito es capaz de incitar
anticuerpos anti-anti-idiotipo (i.e. anticuerpos terciarios) que reconocen el mismo antigeno reconocido por el anticuer-
po del que se deriva el fragmento, derivado o andlogo. Especificamente, en una realizacion preferida la antigeneidad
del idiotipo de la molécula de inmunoglobulina puede aumentarse por delecién de un marco y de secuencias CDR que
son C-terminales para la secuencia CDR que reconoce el antigeno especificamente. Para determinar que secuencias
CDR se unen al antigeno, pueden utilizarse péptidos sintéticos que contienen secuencias CDR en ensayos de unién
con el antigeno mediante cualquier ensayo de unién descrito en la técnica.

Se describen fragmentos de anticuerpos como, pero sin limitarse a, fragmentos F(ab’)2 y fragmentos Fab. Los frag-
mentos de anticuerpo que reconocen epitopes especificos pueden generarse con técnicas conocidas. Los fragmentos F
(ab’)2 consisten en la region variable, la regién constante de la cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena pesada y
se generan por digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo. Los fragmentos Fab se generan por reduccion de
los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab’)2. La invencién también proporciona dimeros de cadena pesada y cadena
ligera de los anticuerpos de la invencién, o cualquier minimo fragmento de los mismos como Fvs o cadenas simples de
anticuerpos (SCAs) (p. €j. como se describe en el documento US 4.946.778; Bird (1988) Science 242:423-42; Huston
et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; y Ward et al., (1989) Nature 334:544-54), o cualquier otra
molécula con la misma especificidad que el anticuerpo. Los anticuerpos de cadena simple se forman por unién de los
fragmentos de cadena ligera y de cadena pesada de la region Fv via un puente de aminoécidos, dando como resultado
un polipéptido de cadena simple. Pueden utilizarse las técnicas para el ensamblaje de fragmentos funcionales Fv en E.
coli (Skerra et al., (1988) Science 242. 1038-1041).

Las proteinas de fusién de las inmunoglobulinas descritas (o los fragmentos funcionalmente activos de las mis-
mas), en las que por ejemplo la inmunoglobulina se fusiona via enlace covalente (p. ej. enlace peptidico), ya sea en el
extremo-N o en el extremo - C de la secuencia de aminoacidos de otra proteina (o una porcién de la misma, preferible-
mente una porcién de al menos 10, 20 o 50 aminodcidos de la proteina) que no sea inmunoglobulina. Preferentemente
la inmunoglobina, o fragmento de la misma, estd unida covalentemente a otra proteina en el extremo-N del dominio
constante. Como se establece anteriormente, estas proteinas de fusién pueden facilitar la purificacién, incrementar la
vida media in vivo, y potenciar el aporte de un antigeno a través de la barrera epitelial hasta el sistema inmune.

Las inmunoglobulinas incluyen andlogos y derivados que también estdn modificados, i.e. por la unién covalente de
cualquier tipo de molécula siempre que dicha unién covalente no perjudique la unién inmunoespecifica. Por ejemplo,
pero en modo alguno como limitacién, los derivados o andlogos de la inmunoglobulina incluyen aquellos que han sido
mads modificados, p. €j. por glucosilacion, acetilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacidn, derivatizacién por grupos
protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica, unién a un ligando celular u otra proteina, etc. Cualquiera de
las numerosas modificaciones quimicas puede realizarse mediante técnicas conocidas, incluyendo, pero sin limitarse a
escision quimica especifica, acetilacion, formilacion, etc. Adicionalmente, el andlogo o derivado puede contener uno
0 mds amino 4cidos no clasicos.

Los anticuerpos anteriores pueden utilizarse en métodos conocidos en la técnica relativos a la localizacién y la
actividad de los polipéptidos SC6, p. ej. mediante formacion de imdgenes o formacién de radio imédgenes de estos
polipéptidos, midiendo los niveles de los mismos en muestras fisiol6gicas adecuadas, en métodos de diagnéstico, etc.
y para radio terapia.

Los anticuerpos de la invencién pueden producirse por cualquier método conocido en la técnica para la sintesis de
anticuerpos, en particular, por sintesis quimica o por expresién recombinante, y son producidos preferentemente por
técnicas de expresion recombinante.

La expresion recombinante de anticuerpos, o fragmentos, derivados o andlogos de los mismos, requiere la cons-
truccién de un dcido nucleico que codifique el anticuerpo. Si se conoce la secuencia de nucle6tidos de los anticuerpos,
se puede ensamblar un dcido nucleico que codifica el anticuerpo a partir de oligonucledtidos sintetizados quimicamen-
te (p. ej. como los descritos en Kutmeier et al., (1994) BioTechniques 17:242), que, brevemente, incluye la sintesis de
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oligonucleétidos de solapamiento que contienen porciones de la secuencia codificante del anticuerpo, reasociacién y
ligado de esos oligonucleétidos, y después amplificacién de los nucleétidos ligados por PCR.

Alternativamente, el 4dcido nucleico que codifica el anticuerpo puede obtenerse clonando el anticuerpo. Si no estd
disponible un clon que contenga el 4cido nucleico que codifica el anticuerpo particular, pero se conoce la secuencia
de la molécula de anticuerpo, se puede obtener un acido nucleico que codifique el anticuerpo a partir de una fuente
apropiada (p. €j. un banco de ADNc de anticuerpos, o un banco de ADNc generado a partir de de cualquier tejido
celular o célula que exprese el anticuerpo) por amplificacién PCR utilizando cebadores sintéticos hibridables con los
extremos 3’ y 5’ de la secuencia o por clonacién usando un sonda de oligonucle6tidos especifica para la secuencia
particular de genes.

Si no se dispone de una molécula de anticuerpo que reconoce especificamente un antigeno particular (o de una
fuente para un banco de ADNc para clonar un 4cido nucleico que codifica dicho anticuerpo), se pueden generar
anticuerpos especificos para un antigeno particular mediante cualquier método conocido por la técnica, por ejemplo,
inmunizando un animal, como un conejo, para generar anticuerpos policlonales, o, mds preferiblemente, generando
anticuerpos monoclonales. Alternativamente, se puede obtener un clon que codifique al menos la porcién Fab del
anticuerpo por deteccién de genotecas de expresion de Fab (p. ej. las descritas en Huse et al., (1989) Science 246:1275-
1281) para clones de fragmentos Fab que se unen al antigeno especifico o por escrutinio de colecciones de anticuerpos
(véase, p. ej. Clackson et al., (1991) Nature 352:624; Hane et al., (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4937).

Una vez obtenido un 4cido nucleico que codifica al menos el dominio variable de la molécula de anticuerpo, se
puede introducir en un vector que contenga la secuencia de nucledtidos que codifica la region constante de la molécula
de anticuerpo (véase, p. €j. los documentos WO 86/05807; WO 89/01036; y US 5.122.464). También estan disponibles
los vectores que contienen la cadena completa, ligera o pesada, para la coexpresion con el dcido nucleico que permite
la expresién de una molécula completa de anticuerpo. Después, el 4dcido nucleico que codifica el anticuerpo puede
utilizarse para introducir en el nucledtido sustitucion(es) o delecién(es) necesarias para sustituir (o eliminar) uno
o mds restos de cisteina de la region variable que participan en un enlace disulfuro intracatenario con un resto de
aminodcido que no contiene el grupo sulthidrilo. Estas modificaciones pueden llevarse a cabo por cualquier método
conocido en la técnica para la introduccién de mutaciones o deleciones especificas en una secuencia de aminoacidos,
por ejemplo, pero no limitadas a, mutagénesis quimica, mutagénesis dirigida in vitro (Hutchinson et al., (1978), J.
Biol. Chem. 253:6551), métodos basados en PCR, etc.

Ademads, pueden utilizarse las técnicas desarrolladas para la produccién de “anticuerpos quiméricos” (Morrison
et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci 81:851-855; Neuberger et al., (1984) Nature 312:604-608; Takeda et al., (1985)
Nature 314:452-454) por empalme de genes de una molécula de anticuerpo de ratén del antigeno de especificidad
antigénica apropiada junto con genes de una molécula de anticuerpo humano de actividad bioldgica adecuada. Como
se describe mds arriba, un anticuerpo quimérico es una molécula en la que las diferentes porciones se derivan de
diferentes especies animales, como aquellos que tienen una regién variable derivada de un mAb murino y una regién
constante de anticuerpo humano, p. ej. anticuerpos humanizados.

Una vez obtenido un 4cido nucleico que codifica una molécula de anticuerpo la invencidn, se puede producir el
vector para la produccién de la molécula de anticuerpo mediante la tecnologia de ADN recombinante empleando téc-
nicas bien conocidas en este campo. Por tanto, aqui se describen los métodos para preparar la proteina de la invencién
por expresién de un 4cido nucleico que contiene las secuencias de la molécula de anticuerpo como las que se descri-
ben en este documento. Se pueden emplear métodos conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores
de expresion que contienen una molécula de anticuerpo que codifica secuencias y sefiales apropiadas de control de
transcripcion y traduccién. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas
sintéticas y recombinacién genética in vivo. Véase, por ejemplo las técnicas descritas en Sambrook et al. (1990) Mo-
lecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d. Ed., Cold Spring Harbor, NY y Ausubel et al. (1998) Current Protocols in
Molecular Biology, eds., John Wiley & Sons, NY.

El vector de expresion se transfiere a una célula hospedante mediante técnicas convencionales y las células trans-
fectadas se cultivan después mediante técnicas convencionales para producir un anticuerpo.

Las células hospedantes usadas para expresar un anticuerpo recombinante de la invencién pueden ser o células
bacterianas como E. coli, o, preferiblemente, células eucariotas, especialmente para la expresion de la molécula de
anticuerpo recombinante completa. En particular, las células de mamiferos como las células ovaricas de los hamsters
chinos (CHO), en conjuncién con un vector tal como el elemento promotor principal del gen precoz inmediato del
citomegalovirus humano es un sistema de expresion efectivo para anticuerpos (Foecking et al., (1986) Gene 45:101;
Cockett et al., (1990) Bio/technology 8:2).

Para expresar una molécula de anticuerpo de la invencidn se pueden utilizar variedad de sistemas de vectores de
expresion en un huésped. Tales sistemas de expresion en un huésped representan vehiculos a través de los que las
secuencias codificantes de interés se pueden producir y purificar subsecuentemente, pero también representan células
que pueden, cuando se transforman o transfectan con las secuencias codificantes de nucleétidos apropiadas, expresar la
molécula de anticuerpo de la invencion in situ. Estas incluyen pero no se limitan a microorganismos como bacterias (p.
ej. E. coli, B. subtilis) transformadas con ADN bacteri6fago recombinante, vectores plasmidos o césmidos de expresion
de ADN que contienen secuencias codificantes de anticuerpos; levaduras (p. ej. Saccharomyces, Pichia) transformadas
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con vectores recombinantes de expresion de levaduras que contienen secuencias codificantes de anticuerpos; sistemas
de células de insectos infectadas con vectores de expresion de virus recombinantes (p. €j. baculovirus) que contienen
secuencias codificantes del anticuerpo; sistemas celulares de plantas infectados con vectores de expresion del virus
recombinante (p. €j. virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con
vectores de expresion de plasmidos recombinantes (p. ej. plasmido Ti) que contienen las secuencias que codifican el
anticuerpo; o sistemas de células de mamiferos (p. ej. COS, CHO, BHK, 293, células 3T39 que portan constructos de
expresion recombinantes que contienen promotores derivados del genoma de células de mamiferos (p. ej. promotor de
la metalotioneina) o de virus de mamiferos (p. €j. el promotor tardio del adenovirus; el promotor del virus vaccinia de
7,5K).

En sistemas bacterianos, se pueden seleccionar ventajosamente un nimero de vectores de expresion dependiendo
del uso que se pretenda dar a la molécula de anticuerpo que se expresa. Por ejemplo, cuando se va a producir una
gran cantidad de tal proteina, para la generacion de composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula
de anticuerpo, pueden ser deseables vectores que dirige la expresién de altos niveles de productos de proteinas de
fusién que sean facilmente purificados. Tales vectores incluyen, sin limitarse a ellos, al vector de expresion de E. coli
pUR278 (Ruther et al., (1983) EMBO J. 2:1791), en el que la secuencia que codifica el anticuerpo puede estar ligada
individualmente en el vector en marco con la regién codificante lac Z de forma que se produce la proteina de fusion;
vectores pIN (Inouye & Inouye, (1985) Nucleic Acid Res. 13:3101-3109; Van Heenke & Schuster, (989) J. Biol. Chem.
24:5503-5509); y similares. Los vectores pGEX se pueden utilizar también para expresar polipéptidos fordneos como
proteinas de fusion con Glutation S-transferasa (GST). En general, tales proteinas de fusion son solubles y pueden
ser purificadas facilmente a partir de células lisadas por adsorcién y unién a una matriz de perlas de glutatién-agarosa
seguida de elucién en presencia de glutation libre. Los vectores pGEX se disefian para incluir sitios de escision de la
trombina o la proteasa del factor Xa de forma que el producto del gen diana clonado pueda ser liberado de la fraccién
GST.

En un sistema basado en insectos, el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa califérnica (AcNPV) se usa
como vector de expresion de genes fordneos. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. El anticuerpo que
codifica la secuencia puede clonarse individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo el gen polihedrina) del
virus y colocarse bajo el control de un promotor de AcNPV (por ejemplo el promotor de la polihedrina). En células
hospedantes de mamiferos, se pueden utilizar un nimero de sistemas de expresion basados en virus (p. €j. un sistema
de expresion del adenovirus).

Como se indica arriba, se puede seleccionar una capa celular hospedante que module la expresion de las secuencias
insertadas, o modifique y procese el producto del gen en la forma especifica deseada. Tales modificaciones (p. €j.
glucosilacion) y procesamiento (p. €j. escision) de productos de la proteina pueden ser importantes para la funcién de
la proteina.

Para la produccién a largo plazo y con alto rendimiento de anticuerpos recombinantes, se prefiere la expresion
estable. Por ejemplo, se pueden producir lineas celulares que expresan establemente un anticuerpo de interés por
transfeccion de las células con un vector de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos del anticuerpo y la
secuencia de nucledtidos de un marcador seleccionable (p. ej. neomicina o higromicina), y seleccionando la expre-
sién del marcador seleccionable. Tales lineas celulares disefiadas pueden ser particularmente ttiles en el escrutinio y
evaluacién de compuestos que interaccionan directa o indirectamente con la molécula del anticuerpo.

Los niveles de expresion de la molécula de anticuerpo pueden incrementarse por amplificacién de vectores (para
revision, véase Bebbington y Hentschel, The use of vectors based on gene amplification for the expression of cloned
genes in mammalian cells in DNA cloning, (1987) Vol. 3. Academic Press, New York). Cuando un marcador del
sistema de vectores que expresa el anticuerpo es amplificable, un aumento en el nivel de inhibidor presente en el
cultivo de la célula huésped incrementard el nimero de copias del gen marcador. Puesto que la regién amplificada se
asocia con el gen del anticuerpo, la produccién de anticuerpo también aumentard (Crouse et al., (1983) Mol. Cell. Biol
3:257).

La célula huésped puede ser co-transfectada con dos vectores de expresién de la invencidn, el primer vector que
codifica un polipéptido derivado de la cadena pesada y el segundo vector que codifica un polipéptido derivado de
la cadena ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables idénticos que permiten una expresion
equivalente de polipéptidos de cadenas pesadas y ligeras. Alternativamente, puede usarse un vector simple que codifica
polipéptidos tanto de cadena pesada como de cadena ligera. En estas situaciones, la cadena ligera puede colocarse
delante de la cadena pesada para evitar un exceso de cadena pesada libre téxica (Proudfoot, (1986) Nature 322:52;
Kohler, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197). Las secuencias codificantes de cadenas pesadas y ligeras pueden
comprender ADNc y ADN genémico.

Una vez que la molécula de anticuerpo de la invencién se ha expresado recombinantemente, puede purificarse
por cualquier método conocido en la técnica para la purificaciéon de una molécula de anticuerpo, por ejemplo, por
cromatografia (p. ej. cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de afinidad, tal como con proteina A o un
antigeno especifico y cromatografia en columna para separar por tamafios), centrifugacién, solubilidad diferencial, o
por cualquier técnica estandar de purificacién de proteinas.
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Alternativamente, cualquier proteina de fusidn puede ser facilmente purificada utilizando un anticuerpo especifico
para la proteina de fusién que se esté expresando. Por ejemplo, un sistema descrito por Janknetch et al. permite una
purificacién fécil de proteinas de fusién no desnaturalizadas expresadas en lineas celulares humanas (Janknecht et
al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:8972-897). En este sistema, el gen de interés se subclona en un pldsmido
recombinacién de vaccinia, de forma que el marco de lectura abierto del gen se fusiona en traduccién con una etiqueta
amino terminal que consiste en seis residuos de histidina. La etiqueta sirve a la proteina de fusién como dominio
de unién a la matriz. Los extractos de células infectadas con virus vaccinia recombinante se cargan en columnas
agarosa-dcido nitriloacético Ni** y las proteinas etiquetadas con histidina son eluidas selectivamente con tampones
que contienen imidazol.

En una forma preferida, los anticuerpos o fragmentos de los mismos se conjugan con una fraccién de diagnéstico
o terapéutica. Los anticuerpos pueden utilizarse en la diagnosis o para determinar la eficacia de un régimen de tra-
tamiento dado. La deteccion puede facilitarse por el acoplamiento del anticuerpo con una sustancia detectable. Los
ejemplos de sustancias detectables incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminescentes, materiales bioluminescentes, nicleos radiactivos, metales que emiten positrones (para su uso en tomo-
grafia de emisién de positrones), e iones de metales paramagnéticos no radiactivos. Véase generalmente US 4.741.900
para conocer los iones metélicos que pueden conjugarse con anticuerpos para su uso en el diagndstico.

Las enzimas apropiadas incluyen peroxidasa de rdbano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, o acetilco-
linesterasa; los grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina, avidina y biotina; Los materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbelliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinil amino fluo-
resceina, cloruro de dansilo y ficoeritrina; los materiales luminescentes adecuados incluyen luminol; los materiales
bioluminescentes adecuados incluyen luciferasa, luciferina y aecuorina; y los nucleidos radiactivos adecuados inclu-

1257 1317 111 99
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Los anticuerpos o fragmentos de los mismos pueden conjugarse con restos de un agente terapéutico o de un farma-
co para modificar una respuesta bioldgica dada. El agente terapéutico o resto farmacolégico no debe malinterpretarse
como limitado a agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto farmacoldgico puede ser una proteina
o un polipéptido que posea una actividad biolégica deseada. Tales proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina
como abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas, o toxina de la difteria; una proteina como el factor de necrosis
tumoral, el interferén-c, el interferén-g, el factor de crecimiento de nervios, el factor de crecimiento derivado de pla-
quetas, el activador de plasmindgeno de tejidos, un agente trombdtico o un agente anti-angiogénico, p. €j. angiostatina
o endostatina; o un modificador de la respuesta bioldgica como la linfoquina, la interleucina-1(IL-1), la interleucina-
2 (IL-2), la interleucina-6 (IL-6), el factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF), el fac-
tor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), el factor de crecimiento de nervios (NGF) y otros factores de
crecimiento.

Las técnicas para conjugar tales restos terapéuticos con anticuerpos son bien conocidas, p. ej. véase Arnon et al.,
“Monoclonal Antibodies For Inmunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”, en Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Reisfeld ef al., (1985) eds. Alan R. Liss, Inc. pp.243-256; Hellstrom et al., “Antibodies For Drug Delivery”,
in Controlled Drug Delivery (1987), eds. Robinson et al., (Marcel Dekker,Inc.) pp. 623-53; Thorpe, “Antibody Carriers
Of Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: A Review” en Monoclonal Antibodies’ 84: Biological And Clinical Applica-
tions, Pinchera et al. (eds.) pp. 475-506 (1985); “Analysis, Results And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of
Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy” en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection and Therapy, Baldwin et
al. (eds.) pp. 303-16 (Academic Press 1985); Thorpe et al., “The Preparation And Citotoxic Properties Of Antibody-
Toxin Conjugates”, Inmunol. Rev., 62:119-58 (1982) y Dubowchik et al., 1999, Pharmacology and Therapeutics, 83,
67-123.

Alternativamente, un anticuerpo puede conjugarse con un segundo anticuerpo para formar un heteroconjugado de
anticuerpo como se describe en Segal en la patente US 4.4.676.980.

Un anticuerpo con o sin resto terapéutico conjugado puede usarse como terapéutico que se administra sélo o en
combinacién con factor(es) citotéxico(s) y/o citoquina(s).

Un anticuerpo que se utiliza solamente para la deteccién/ cuantificacién puede generarse en otras especies de
mamiferos p. €j. conejo y dirigirse contra su homologo del SC6 humano, consiguiendo que el anticuerpo reaccione
cruzadamente y todavia reconozca los polipéptidos SC6 humanos para uso en la invencién (p. ej. transportador de
taurina de conejo y anti-rata (TAU 11) n°® de catdlogo TAU 118, Alpha Diagnostic International Inc, San Antonio, TX
78238 USA).

Ahora se describe la invencién con referencia a los siguientes ejemplos, que no deben constituirse en modo alguno
en limitaciones del alcance de esta invencion. Los ejemplos hacen referencia a las figuras en que:

Figura 1: Muestra la expresion de un ARNm de SC6 en células endoteliales microvasculares dérmicas humanas
(HDMEC) en condiciones normdxicas e hipoxicas durante un periodo de tiempo de 4-16 horas. Los niveles de ARNm
de 6 se cuantificaron por RT-PCR en tiempo real. Los niveles de ARNm se expresan como niimero de copias ng™' de
ADNCc.
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Figura 2: muestra la expresion de ARNm del 6 en lineas celulares de cancer de mama (MCF7 y MDA435) y en
células de carcinoma de células renales (RCC4), bajo condiciones norméxicas (N) e hipdxicas (H). Las barras rellenas
representan los recuentos hipdxicos y las barras claras representan recuentos norméxicos. Los niveles de ARNm se
expresan como nimero de copias ng~' de ADNc.

Figura 3: muestra la distribucion en tejidos de ARNm de 6. Los niveles de ARNm de SC6 fueron determinados en
un panel de tejidos normales por RT-PCR en tiempo real. Los niveles de ARNm se expresan como ntimero de copias
ng~! de ADNc.

Figura 4: muestra la expresion de ARNm de SC6 en siete tejidos de tumor de mama emparejados. Los tejidos
tumorales se designan con una (T) y los tejidos normales emparejados con una (N). Los niveles d¢ ARNm se expresan
como ndmero de copias ng™' de ADNc.

Figura 5: muestra la expresion de ARNm de SC6 en tejidos de tumor emparejados y tejidos de control procedentes
de la mama, el cuello de ttero, el coldn, los rifiones, los pulmones, el timo y el dtero. Los niveles de ARNm de SC6
fueron determinados por RT-PCR en tiempo real. Los niveles de ARNm se expresan como niimero de copias ng™' de
ADNec. Las barras sombreadas representan recuentos en tejidos tumorales y las barras claras representan recuentos en
tejidos de control.

Figura 6: muestra la expresion de ARNm de SC6 en varias lineas celulares cancerosas. El panel de lineas celula-
res humanas investigado es el siguiente: osteosarcoma humano (MG63); carcinoma de mama (MDA-MB-453, MDA-
MB-468, BT20, BT474, CALS51, DU4475 y T47D); carcinoma renal (Wilm); células renales normales transformadas
(293); lineas celulares fibroblasticas normales transformadas (MRC-5); sarcoma uterino (MES-SA); carcinoma cervi-
cal (HeLa S3); carcinoma pancredtico (Mia Paca, Panc 1, PC3, PC3M); células endoteliales microvasculares dérmicas
humanas (HDMECQ y HDMECQ-VEGF). Los niveles d¢ ARNm de SC6 fueron determinados por RT-PCR en tiempo
real. Los niveles de ARNm se expresan en niimero de copias ng~' de ADNc.

Figura 7: muestra la expresion de ARNm de SC6 en muestras clinicas y normales del sistema linfatico, clinicas:
muestras de linfoma 9-37 y normales: CD34+, de leucocito en sangre, bazo y timo. Adicionalmente, se muestra
también la expresién de ARN de SC6 para un panel de lineas celulares de linfoma/leucemia, que incluye, linfoma de
Burkitt (Raji, Daudi. CA46, Namalwa, Ramos); MUTU III, BL58, OZ, SUD HL6, KHM108, leucemia de células T
(Jurkat); leucemia aguda monocitica (THP-1); leucemia mielégena crénica (K-562); leucemia miel6gena aguda (KG-
1); REC1 MV, K1106, K-231, AS293, BL115 y leucemia promielocitica (HL-60). Los niveles de ARNm se expresan
en nimero de copias ng™' de ADNc.

Ejemplo 1
Expresion de ARNm de SC6 en condiciones hipoxicas

Crecimiento de células endoteliales primarias en condiciones normoxicas e hipoxicas

Las células HDMEC se trataron exponiéndolas a condiciones normdxicas o hipéxicas (1% O,) durante 4, 8, o
16 h (metodologia para el cultivo de células como en Ratcliffe P et al., Nature, 1999, 399, 271-275). Después de la
exposicion, se recolectaron las células para la preparaciéon de ARNm.

Andlisis de la expresion génica mediante micromatrices (GEM)

Se realiz6 un andlisis detallado de la expresion diferencial de genes en células HDMEC que han crecido en con-
diciones norméxicas (control) o hipdxicas (tratadas) durante 4, 8 y 16 h utilizando los servicios de contruccién de
micromatrices GEM™ ofertados por Incyte Genomics, Ltd. Paloalto, USA). En resumen, se suministraron pares de
ARNm polyA* que se correspondlan con las claves de comparacién sometidas a investigacion (en este caso hipoxia
frente a normoxia) La preparacmn de ARNm se realiz6 utilizando el protocolo Incyte. Incyte, prepard sondas etiqueta-
das y realizé una reaccién de hibridacién competitiva con estas sondas a una de sus micromatrices humanas estandar.

El andlisis GEM de células endoteliales primarias mostr6 que el gen del SC6 aumenté en condiciones de hipoxia.

TABLA 1
Cambio en niimero de veces de SC6 por andlisis GEM utilizando matrices Incyte ADNc10.000

Hipoxia (h) 4 8 16
Aumento en numero de veces en la
expresion del SC6 comparado con células en 2,4 2,8 6,1
normoxia
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Cuantificacion del ARNm de SC6 por RT-PCR

Para confirmar los resultados del andlisis GEM, se usé RT-PCR cuantitativa en tiempo real (como se describe en
el ejemplo 2) para analizar la expresion de ARNm de SC6 en cultivos primarios de células endoteliales, HDMEC,
cultivados en condiciones normoxicas e hipoxicas.

La expresion del ARNm de SC6 fue cuantificada en células endoteliales HDMEC tras 4,8 y 16 h de exposicion
a condiciones norméxicas o hipdxicas (Figura 1). En consonancia con los resultados del andlisis GEM, encontramos
un aumento drastico de los niveles de ARNm de SC6 después de 16 h de exposicion a la hipoxia comparado con
condiciones de normoxia.

La expresion de ARNm de SC6 se cuantific también en lineas celulares de carcinoma celular renal, (RCC4), y en
dos lineas celulares de carcinoma de mama, (adenocarcinoma de mama de humanos caucésicos, ECACC, MCF7 y efu-
siones pleurales metastaticas de glandulas mamarias, carcinoma ductal, ATCC, MDA-435), cultivados en condiciones
hipdxicas o normoxicas durante 16 h (figura 2).

La presencia de hipoxia se asoci6 a un gran aumento de la expresiéon de ARNm de SC6 en todos los casos, indicando
que la expresion del SC6 estd inducida por factores hipdxicos.

Ejemplo 2
Expresion del ARNm de SC6 en tejidos humanos

Se utiliz6 RT-PCR cuantitativa a tiempo real (Heid, C.A., Stevens, J., Livak, K.J. & Williams, P.M. Genome Res.
6, 986-994 (1996); Morrison, T.B., Weis,J.J. & Wittwer, C.T. Biotechniques 24, 954-958 (1998)) para analizar la
distribuciéon de ARNm en tejidos humanos normales (Figura 3) y en parejas de tejidos clinicamente normales y tejidos
tumorales cancerosos (Figuras 4 y 5) y en lineas celulares tumorales (Figura 6).

Cuantificacion del ARNm de SC6 por RT-PCR

Se utiliz6 RT-PCR para medir cuantitativamente la expresiéon del ARNm del SC6 en tejidos humanos normales y
en parejas de tejidos clinicamente normales y tejidos tumorales cancerosos (Clontech). Los cebadores utilizados para
PCR fueron los siguientes:

homosentido 5’ atcggctatgectecgttgtaa 3°  (SEQ ID N° 3)
antisentido 5’ agttggtggagctgatggtgat 3°  (SEQ ID N° 4)

Las reacciones que contienen de 5 ng de ADNCc, preparados utilizando el kit de RT-PCR Superscript para la sintesis
de la primera hebra (Life Technologies), reactivos de deteccién de secuencias SYBR verdes (PE Biosystems) y ceba-
dores homosentido y antisentido, se ensayaron en un sistema de deteccién de secuencias ABI7700 (PE Biosystems).
Las condiciones del PCR fueron 1 ciclo a 95°C durante 10 min seguido de 40 ciclos a 95°C durante 30 seg y 65°C
durante 1 min. La acumulacién del producto de PCR se midi6 en tiempo real como el aumento de fluorescencia verde
de SYBR, y los datos se analizaron con el programa Sequence Detector v1.6.3 (PE Biosystems). Las curvas patrén
que relacionan el nimero inicial de copias del molde con la fluorescencia y el ciclo de amplificacién se generaron
utilizando como molde el producto PCR amplificado, y se utilizaron para calcular el nimeros de copias de SC6 en
cada muestra. La expresion del ARNm del SC6 se muestra como un nivel relativo de expresiéon de ARNm (nimero de
copias ng™' de ADNc).

La expresion del ARNm de SC6 fue baja en 1a mayoria de los tejidos normales, encontrandose los mayores niveles
de expresion en tejidos normales de las amigdalas, de la traquea y mamarios (Figura 3).

La expresién del ARNm de SC6 se examind en siete parejas de muestras clinicas de tejidos normales y tumorales
de mama (obtenidas con permiso del IMM, Oxford, UK). En todos los casos la expresiéon del ARNm de SC6 aument6
en las muestras tumorales con respecto a las muestras de los tejidos normales emparejados (Figura 4).

El nivel de ARNm de SC6 ademas fue cuantificado en parejas de tejidos normales y tumorales de muestras de
mama, cuello de ttero, colon, rifiones, pulmones, timo y utero (Figura 5). Estas muestras fueron obtenidas de de BD
Biosciencies Clontech, 1020 East Meadow Circle, Palo Alto, CA 94303. Encontramos que la expresiéon del ARNm de
SC6 en las células de carcinoma cervical (1/1), de colon (2/3), de rifién (1/1), de pulmén (2/2) y uterinas (1/1) aumentd
con respecto a las muestras de control emparejadas correspondientes.

La expresion del ARNm de SC6 fue también determinada en un nimero de lineas celulares tumorales humanas
(Figura 6). Se investigé la siguiente lista de lineas celulares humanas: osteosarcoma humano (MG63); carcinoma de
mama (MDA-MB-453, MDA-MB-468, BT20, BT474, CALS1, DU4475 y T47D); carcinoma renal (Wilm); lineas
celulares renales normales transformadas (293); lineas celulares fibroblasticas normales transformadas (MRC-5); sar-
coma uterino (MES-SA); carcinoma cervical (HeLa S3); carcinoma pancredtico (Mia Paca, Panc 1, PC3, PC3M);
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células endoteliales microvasculares dérmicas humanas (HDMECQ y HDMECQ-VEGF). Estas lineas celulares se
obtuvieron de los siguientes proveedores: American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA; European Co-
llection of Cell Cultures (ECACC), Salisbury, Witlshire, UK y BioWhittaker House, Wokingham, Berkshire, UK y se
cultivaron en medios acordes con las especificaciones del fabricante. Se encontré que los niveles de ARNm de SC6 en
determinadas lineas celulares de carcinomas mamarios estaban elevados y que los niveles de ARNm de SC6 habian
aumentado particularmente en lineas celulares de carcinomas renales, uterinos y pancreéticos.

Adicionalmente, se examinaron los niveles de ARNm de SC6 en muestras clinicas y normales del sistema linfatico.
Las muestras clinicas de linfoma validadas patolégicamente se obtuvieron de Ardais Corporation (Lexington, MA,
USA) con el apoyo consiguiente del Institucional Review Board (Figura 7). Adicionalmente, la expresién del ARNm
de SC6 se comparé en una gama de lineas celulares de linfoma/leucémicas, que incluye, linfoma de Burkitt (Raji,
Daudi. CA46, Namalwa, Ramos); leucemia de células T (Jurkat); leucemia aguda monocitica (THP-1); leucemia
mielégena crénica (K-562); leucemia mielégena aguda (KG-1); leucemia promielocitica (HL-60)-todas disponibles
en ATCC o ECACC- y otras lineas celulares de leucemia, MUTU III, BL58, OZ, SUD HL6, KHM108,REC1 MV,
K1106, K-231, AS293, y BL115. en cuanto a las lineas celulares de carcinoma de la Figura 3, ciertas lineas celulares
linfoma/leucemia presentaron aumento de la expresion del ARNm del SC6, incluyendo lineas celulares de linfoma de
Burkitt (1/5), leucemia aguda monocitica (1/1), leucemia mieloide crénica (1/1) y SUD HL6.

Similarmente se observé un aumento del ARNm de SC6 en el 65% de las muestras clinicas de linfoma comparadas
con las muestras normales del sistema linfatico. En estos casos el SC6 pudiera ser una buena diana para la intervencién
terapéutica p. ej. con un anticuerpo humano anti-SC6 o con agentes que inhiben o regulan en descenso la expresion o
actividad del SC6.

En los escenarios clinicos es muy probable que ciertas regiones de un cancer sean hipdxicas. Nuestros descubri-
mientos indican que el SC6 estd regulado en ascenso en respuesta a la hipoxia. Puede producirse el caso de que (para
alguna o todas las células) el tejido canceroso esté desregulado con respecto a su respuesta hipdxica y asi, SC6 esta
expresado en ascenso constitutivamente.

En resumen, SC6 muestra un perfil de expresién bajo en tejidos normales aunque este perfil de expresion es alto
en ciertos tejidos tumorales y lineas celulares cancerosas p. ej. carcinoma celular cervical, de colon, renal, de pulmoén,
uterino, de mama y pancredtico, ademds de linfoma de Burkitt y leucemia mieloide. En particular, el SC6 esta elevado
en condiciones hipdxicas indicando que puede ser un marcador celular de tumores hipdxicos.

La regulacién en ascenso del SC6 puede servir para aumentar los niveles de taurina de la célula hipéxica tumoral y
de esa manera proteger la célula tumoral del dafio celular debido a bajas concentraciones de oxigeno. Lo que es mads,
este mecanismo de proteccion permitiria la continua proliferacién y movilidad de las células tumorales. Asi, el SC6
puede usarse como marcador en la diagnosis de, o como diana en el tratamiento de, el cancer.

Los caracteristicas preferidas de cada aspecto de esta invencion son aplicables, mutatis mutandi, a cada uno de los
otros aspectos de la invencidn.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para escrutar y/o diagnosticar el carcinoma de mama en un sujeto y/o controlar la efectividad de la
terapia para dicho carcinoma, que comprende la etapa de detectar y/o cuantificar en una muestra biolégica obtenida
de dicho sujeto un polipéptido SC6 que comprende o consiste en la secuencia de aminodcidos SEQ ID N° 1, en el que
el polipéptido se detecta y/o cuantifica utilizando un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido SC6.

2. Un método para escrutar y/o diagnosticar el carcinoma de mama en un sujeto y/o controlar la efectividad de la
terapia para dicho carcinoma, que comprende la etapa de detectar y/o cuantificar en una muestra biolgica obtenida
de dicho sujeto la cantidad de una secuencia de acido nucleico ADN aislado o recombinante que:

a) comprende o consiste en la secuencia de ADN de SEQ ID N° 2; o su ARN equivalente;

b) es una secuencia que es complementaria de las secuencias de a; o

¢) es una secuencia que codifica el mismo polipéptido que la secuencia de aminodcidos SEQ ID N° 1.

3. Un método segtin la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo es monoclonal, policlonal, quimérico, humanizado
o biespecifico o estd conjugado con un segundo anticuerpo, o un fragmento del mismo.

4. El uso de un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido SC6 que comprende la SEQ ID N° 1, en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento del carcinoma de mama.

5. El uso segtin la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo es monoclonal, policlonal, quimérico, humanizado o
biespecifico, o estd conjugado con un resto terapéutico, un agente citotéxico o una citoquina.
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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agaactggct
ggtactatac
taaactgtgce

cacgcacaaa
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ccgtcatgaa
ctctctecggg
ggaccaggtt
agaaaatgta
gtgtgtgttt
gtccgtggag
tttttctttg
cttttaccac
tcggtgetgt
gactctacac
gcaggagaga

tacctcatta

acataaagga.

gagcagtaga
atagtcagta
ctggcaggaa
cagtecttce
ggtctcaggg
tccccaagca
tgttgaggga
atgcagatgg
tctcagectg
cacctagcaa
ccagttcaga
caaaaccect
gcctaggaga
tgatcaaggg
ctttcaaatc
catttgaaca

ggcagtcact

cggcgectctce
tcgacggggce
tacagagctt
attgtgggta
tgttttgatt
aggcagagct
tattteettt
ttgaattgat
gtagctggca
ccatcttaag
ggacccatta
aacttggcett
gactggctga
aacttgtacc
gaccgtcaga
tgaggctcac
tggggcatte
ctcagatgag
acatctcagc
ctaggggagt
geceggtgte
ggagactcct
ggcacaccaa
acaagggcag
gcaatagctg
gttttctaga
ccttatgtgg
cccagggcag
gtcacttcca

gctcgagyggg

gtgaaaccga
cggcggettt
‘tatatttgca
tgtgtgegtg
tgggggatat
ttcatactga
tttacatata
cttettgeca
gaaagttctg
gtggtatacc
gctggcagac
agtgaagaag
agctgaatga
agaagcaaaa
accactggcce
aactcagecct
caggcagaga
tectgttgecat
atctcttaaa
ggtggggagg
ggggagggagt
gccaagececet
gaacagcttt
ceccgtggtge
ggtttacaga
aggttgggat
agcagaggtt
acacacccecec
agctcagtcet

tgcagaccge

cccacatcat
cctgetgttt
ctaggatttt
cgtgtgtgtg
tttgtacaaa
attagatgta
agtatatata
gcaatagatc
tccagtaaac
ttccaaatce
ccaggggaag
agagatgcca
ggaggcccta
tecccactttt
agagagggag
cgcaagaggt
aggagcagag
ttgaatgggg
gttgectgeca
tgagtggacc
gctttcttee
cattaaagat
tgagtcgtat
tgacctagga
catttaccac
tgtcagggtc
gtctctgaac
acccagcccce
aaatgaaacc

agaattttca

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3600



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cagcaggggce
tttggtgtcc
actgtttceca
gattctatct
tttactgttet
ataactttag

gcggaatte

<210>3

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 3

tcttggaact
ccctececcaag
aagctatcta
tgttectgtt
ttteectgat

taaactaacc

atcggotatg ccteegttgt aa

<210>4

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 4

agttggtgga getgatggtg at
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ctggaaaccc
ggcaattctg
ctctgecaaa
tttctatgta
tttatggagt

actgtcaatg

22

22

ccttecttaaa
aaccceatct
caacacccag
tttatggttg
agcattgtga

attgagggca

tttgggagga
ttggcaggea
tectatteca
ccgtttgtgt
cctgttttee

ggtggcacgt

ggagtatgece
tacatattte
aactctcaac
ctgatttgat
tttgtettat

ggggaagagy

3660

3720

3780

3840

3900

3360

3868
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