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DESCRIPCION

Medicamentos para el tratamiento de tumores y sus metdstasis utilizando una molécula de unién contra la sialo-
proteina dsea.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a medicamentos para el tratamiento y el combate de tumores y de metastasis que colonizan
con especial frecuencia tejidos 6seos.

Antecedentes de la invencion

Estan actualmente en desarrollo numerosos medicamentos que deben combatir tumores y sus metdstasis dispersa-
das en huesos. A pesar de todos los avances médicos, sin embargo, las metastasis 6seas no son consideradas curables
y tratables. Hay intentos, mediante anticuerpos contra antigenos de superficie de células tumorales, de combatir sus
metdstasis. Sin embargo, a pesar de ello las metastasis seas son en tumores de mama en el 73% de los casos y en tu-
mores de préstata en el 68% de los casos la causa de la muerte. Para tumores de otros tejidos, son validos los siguientes
nimeros: cuello del dtero 50%, tiroides 42%, vejiga 40%, pulmén 36%, ovario 9% y colon 6%.

Las células tumorales que expresan la denominada sialoproteina 6sea tienen la particularidad de que anidan pre-
feriblemente en tejidos 6seos y forman alli metastasis, especialmente en tumores de préstata, mama, pulmon, rifién y
tiroides y menos frecuentemente en tumores malignos y semimalignos. La sialoproteina dsea (BSP) es una glucopro-
teina 6sea fosforilada con una masa relativa de aprox. 80 kDa en PAGE-SDS. El ADNc de BSP codifica una secuencia
peptidica de aprox. 33 kDa (Fisher L.W. y col. (1990), J. Biol. Chem., 265, 2347-51; US 5.340.934). La BSP es una
de las pocas proteinas de matriz cuya presencia estd limitada a tejidos mineralizados como huesos, dentina y cartilago
calcificado. La BSP representa aprox. el 10 al 15% de las proteinas no colagénicas totales en la matriz 6sea. Se expre-
sa generalmente en células que participan en la formacién de dentina, hueso y cartilago, por ejemplo de osteoblastos,
osteocitos emergentes, condrocitos hipertréficos, odontoblastos y cementoblastos, pero también de trofoblastos en la
placenta, asi como de algunos tipos de células cancerosas, por ejemplo, en tumores primarios y secundarios de pulmoén,
mama, prostata, riidn, tiroides y neuroblastoma, en mieloma multiple y en metéstasis 6seas. El grado de expresion de
la BSP por el tumor se correlaciona estrechamente con la gravedad de la enfermedad cancerosa (Waltregny D. y col.,
“Increased expression of bone sialoprotein in bone metastases compared with visceral metastases in human breast and
prostate cancers”, en J. Bone Miner. Res., 2000, 15(5), 834-43; Bellahcene, A. y col., “Bone sialoprotein expression
in primary human breast cancer is associated with bone metastases development”, en J. Bone Miner. Res., 1996, 11,
665-670; Waltregny, D. y col., “Prognostic value of bone sialoprotein expression in clinically localized human prostate
cancer”, en Journal of the National Cancer Institute, 1998, 90, 1000-1008; Bellahcene, A. y col., “Expression of bone
sialoprotein in primary breast cancer is associated with poor survival”, en Int. J. Cancer, 1996, 69, 350-353).

La BSP debe causar como molécula de adhesion el anclaje y la difusion de células en la matriz de tejido, ya que in
vitro forma nticleos de cristalizacién para apatita bioldgica e in vivo participa en las mineralizaciones. La desactivacién
del gen de BSP en ratones con inactivacién génica no condujo a ninguna alteracién perceptible de la formacién y
funcién esquelética. En tumores, se atribuye a la BSP la participacion en la microcalcificacién (Castronovo, V. y col.,
“Evidence that breast cancer associated microcalcifications are mineralized malignant cells”, en Int. J. Oncol., 1998,
12, 305-308) y la colonizacién del hueso por células tumorales metastasticas (Bellahcene, A. y col., “Expression of
bone sialoprotein in primary breast cancer is associated with poor survival”, en Int. J. Cancer, 1996, 69, 350-353).

El valor de concentracién de BSP en el suero de pacientes con carcinomas primarios sirve para el diagndstico
de si estos pacientes poseen metdstasis Oseas o éstas provienen probablemente del tumor primario (Tesina de la Sra.
Ina-Alexandra Meier, “Sntwicklung eines Radioimmunoassays zur Bestimmung von Bonesialoprotein (BSP)”, 1996,
Darmstadt, Fachhochschule, FB Chemische Technologie; discurso del Sr. Markus Karmatschek, “Isolierung von Bo-
nesialoprotein aus humanem Knochen, Aufbau eines Radioimmunoassays zu dessen Messung im Serum”, 1996; FB
Biologie der Technischen Hochschule Darmstadt; Diel I.J. y col., “Elevated bone sialoprotein in primary breast can-
cer patients is a potent marker for bone metastases”; en Proceedings of ASCO, 1998, 17, Resumen 461; Diel LJ.
y col., “Serum bone sialoprotein in patients with primary breast cancer is a prognostic marker for subsequent bone
metastasis”, en Clin. Cancer Res., 1999, 5, 3914-19; DE 19.813.633; DE 19.821.533; WO 99/50666).

La BSP libre se une sin embargo con alta afinidad en fluidos corporales al factor de complemento H. Ademas,
la BSP puede unirse a distintos receptores. Asi, se han preparado anticuerpos en conejos contra distintas estructuras
parciales peptidicas de la BSP (Fisher, L.W. y col., “Antisera and cDNA probes to human and certain animal model
bone matrix noncollagenous proteins”. Acta Orthop. Scand. Suppl. 1995, 266, 61-655), contra BSP recombinante
(Stubbs JT 3°y col., “Characterization of native and recombinant bone sialoprotein: delineation of the mineralbinding
and cell adhesion domains and structural analysis of the RGD domain”. J. Bone Miner. Res. 1997, 12 (8), 1210-22) y
contra BSP aislada de hueso, que no reconocen la BSP completa en suero humano. La gran molécula de factor H de
150 kDa enmascara supuestamente la BSP mds pequefia (de aprox. 65 kDa) de modo que los anticuerpos no pueden
unirse. Ademds, el factor H se presenta en el suero en exceso (0,5 mg de factor H/ml en comparacién con BSP < 20
ng/ml de suero en personas sanas y como maximo 160 ng/ml en pacientes de tumores). Se afirma que la deteccién
directa inmunolégica de la BSP en fluidos corporales es imposible debido a la unién al factor H sin procesamiento
reductor de muestra y posiblemente los trofoblastos y células tumorales productoras de BSP se protegen asi del ataque
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del sistema inmunitario, porque el factor H pertenece al sistema de complemento y causa conocidamente la inhibicién
de la ruta alternativa a la lisis de complemento (Fedarko N. S. y col., “Factor H binding of bone sialoprotein and
osteopontin enables tumor cell evasién of complement-mediated attack™, en J. Biol. Chem., 2000, 275, 16666- 16672;
WO 00/062065). Ademas, la BSP puede unirse mediante la secuencia de reconocimiento propia (arginina-glicina-
aspartato, RGD) especificamente a los receptores de integrina en la superficie celular. En la expresion de BSP, las
células tumorales deben unirse entonces al factor H en la sangre y en los fluidos tisulares en su superficie celular
o concentrarse alrededor. Dicha proteccion de BSP ante el sistema de complemento de la sangre de la madre se
supone también para los trofoblastos en la placenta (Fedarko N. S. y col., “Factor H binding of bone sialoprotein and
osteopontin enables tumor cell evasion of complement-mediated attack”, en J. Biol. Chem., 2000, 275, 16666-16672;
WO 00/62065). Se supone ademds una funcién de la BSP en la angiogénesis. Ademads de la adhesién de osteoclastos
y osteoblastos a la matriz 6sea mediante la unién de la secuencia de reconocimiento RGD en la matriz a los receptores
de integrina alfa(v)beta(3) sobre la pared celular, se observa también que la adhesién, difusién y orientacién de las
células endoteliales estd mediada supuestamente por BSP. A saber, la formacion de vasos sanguineos alrededor de un
tumor estd acompafiada por la expresion de BSP en las células tumorales (Bellahcéne A y col., “Bone sialoprotein
mediates human endothelial cell attachment and migration and promotes angiogenesis”, en Circ. Res. 2000, 86(8),
885-91).

Estas propiedades hacen por tanto de la BSP un punto de partida para medicamentos de todo tipo. Asi, la unién de
BSP por la secuencia RGD a receptores de vitronectina o integrina de células tumorales y epiteliales puede inhibirse
mediante antagonistas (documentos US 6.069.158; US 60.008.213; US 5.849.865; van der Pluijm y col., “Bone-
sialoprotein peptides are potent inhibitors of breast cancer cell adhesién to bone in vitro”, en Cancer Res., 1996,
56, 1948-1955). El documento EP 1.084.719 Al ensefia una composicién farmacéutica con BSP como sustancia activa
para apoyar la reparacién de tejidos dseos y conectivos dafiados. El documento WO 94/13310 ensefia una composicion
con una proteina de unién a BSP de Staphylococcus aureus como principio activo. El documento WO 00/36919 da
a conocer elementos reguladores para el control o la supresion especificos de la expresion de BSP en células de
tejidos tumorales y conectivos que promueve la calcificacion. O sea, generalmente las sustancias de regulacién del
crecimiento celular y la migracién celular son especialmente interesantes para diagndstico y terapia. Pero hay todavia
demasiados factores desconocidos que controlan el crecimiento del cancer, al interaccionar los tumores primarios y
secundarios y los érganos colonizados. Son etapas importantes en este momento la invasion, la adhesién, la migracién
y la divisién celular de las células tumorales. Ademds de metaloproteinasas de matriz, las moléculas de adhesién y
factores quimiotacticos desempefian aqui un papel especial. No es conocido un medicamento para combatir ni tampoco
para curar metdstasis 6seas basado en anticuerpos contra y moléculas de unién a BSP. Tampoco es conocido que la
BSP de células tumorales es distinta de la BSP de células sanas normales.

Sumario de la invencion

Es objeto de la invencién un medicamento definido en la reivindicacion 1 para la terapia de tumores y sus metés-
tasis, que colonizan preferiblemente tejidos 6seos, que comprende como principio activo al menos una molécula de
unién que se une a sialoproteina 6sea o un fragmento de la misma en suero o plasma. El principio activo es preferible-
mente un anticuerpo o un aptdmero o Spiegelmer® (Noxxon, Berlin, Alemania) basado en ADN o ARN y que se une
en un sentido amplio a una molécula que corresponde a una sialoproteina ésea modificada quimica o naturalmente en
la glucosilacién. La molécula de unién puede ser un anticuerpo o aptdmero que se une especificamente a sialoproteina
6sea de células tumorales, o también a la estructura de unién del receptor de BSP natural o de la molécula del factor
H. La molécula de unién se une a o puede prepararse contra sialoproteina 6sea modificada en la glucosilacion a partir
de material 6seo cuyo donante no era capaz de glucosilacién normal de las proteinas dseas.

En una forma de realizacién especialmente preferida, el medicamento contiene como principio activo un anticuer-
po o una pluralidad de anticuerpos contra la sialoproteina ésea humana (BSPh), en el que los anticuerpos se unen a
epitopos que estan presentes en sialoproteina sea humana de células tumorales cuya glucosilacién postraduccional es-
td modificada o incompleta en el intervalo de los aminoacidos 120 a 135 (SWISSPROT: SIAL_HUMAN, N° de acceso
P21815, incl. secuencia sefial), que contiene los aminodcidos TGLAA, frente a sialoproteina 6sea normal de hueso. El
medicamento segtin la invencidén puede contener como principio activo también un anticuerpo y/o un aptamero pro-
ducido contra un epitopo de BSPh, que comprende la secuencia aminoacidica TGLAA o YTGLAA y opcionalmente
grupos de azucar asi como una molécula portadora. El principio activo es preferiblemente un anticuerpo IgY de galli-
na. El anticuerpo IgY de gallina puede ser también un correspondiente anticuerpo humano o humanizado. Ademads, se
prefieren medicamentos en que la molécula de unién contenga como anticuerpo biespecifico otro paratopo adicional
que sea preferiblemente especifico del epitopo de CD3. El principio activo puede ser también una inmunotoxina que
sea un conjugado de molécula de unién y un resto con actividad citotéxica. La inmunotoxina puede ser por ejemplo
un conjugado que contenga la cadena A de ricina o un fragmento no de unién de la toxina de la difteria. La molécula
de unién puede estar acoplada ademds con un radionucleido, de modo que el medicamento pueda utilizarse también
para inmunoescintografia o para la localizacién y observacién de la progresion de metastasis 6seas.

El medicamento segun la invencién puede contener adicionalmente al menos un anticuerpo, ligando o inhibidor
del grupo de moléculas de adhesion, proteasas asociadas a membrana, receptores que median el quimiotactismo, re-
ceptores de quimiocina y sustancias inductoras de la apoptosis. Los inhibidores pueden elegirse de modo que bloqueen
al menos parcialmente la BSP y modulen su funcién. El medicamento segtin la invencién es por tanto especialmente
adecuado en el campo de aplicacién para el tratamiento de tumores del grupo de tumores de prostata, mama, pulmon,
rifién y tiroides, enfermedades tumorales del sistema sanguineo, del sistema linfatico, del sistema cardiocirculatorio,
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del sistema nervioso, del tracto respiratorio, del tracto digestivo, del sistema endocrino, de la piel incluyendo anejos,
del aparato locomotor y del tracto urogenital.

Se describen ahora otros rasgos y ventajas con referencia a los ejemplos y las figuras adjuntas.
Breve descripcion de las figuras

Se muestran:

Fig. 1 una transferencia Western con isoformas especificas de tumor y de hueso de la BSP;

Fig. 2 una transferencia Western del sobrenadante de cultivo celular de células EBNA-293 no transfectadas (con-
troles negativos) y células EBNA-293 transfectadas con los constructos de expresion GST-EK-BSP e hiss-myc-EK-
BSP usando un anticuerpo monoclonal de ratén anti-BSP;

Fig. 3 la secuencia aminoacidica de la BSP secretada (SEQ ID N* 2) segtin Fisher y col. (1991);

Fig. 4a curva de los tamafios de lesion en milimetros cuadrados de una metdstasis dsea en la tibia de la rata 988
durante el periodo de observacion y terapia;

Fig. 4b radiografia 31 dias después de la operacion de la lesion en la tibia antes del inicio de la terapia;

Fig. 4c radiografia 52 dias después de la operacion de la lesion con lisis atin progresiva del hueso después del inicio
de la terapia;

Fig. 4d radiografia 73 dias después de la operacién de la lesion regresiva;

Fig. 4e radiografia 126 dias después de la operacion de la lesion curada;

Fig. 4f reconstruccién por TC de la lesién 31 dias después de la operacion;

Fig. 4g reconstruccién por TC de la lesién regresiva 80 dias después de la operacion;

Fig. 5a curva de los tamafios de lesion en milimetros cuadrados de una metéstasis 6sea en fémur distal de la rata
987 durante el periodo de observacion y terapia;

Fig. 5b radiografia 52 dias después de la operacién de la lesién en fémur distal;
Fig. 5c radiografia 96 dias después de la operacion de la lesion regresiva y la formacion de callo.
Descripcion detallada de la invencion

Es por tanto objeto de la invencién un medicamento para la terapia de enfermedades tumorales que contiene el
principio activo definido en la reivindicacion 1. En una forma de realizacién, la molécula de unién es un anticuerpo o un
aptdmero basado en ARN o ADN que reconoce la BSP en presencia de factor H. Las moléculas de unién especialmente
preferidas reconocen la BSP especifica de células tumorales. El medicamento puede reforzarse con las siguientes
sustancias: anticuerpos, ligandos o inhibidores que interaccionan con moléculas de adhesion, con proteasas asociadas
a membrana o con receptores que median el quimiotactismo como, por ejemplo, los receptores de quimiocina, asi
como sustancias inductoras de la apoptosis como preferiblemente anticuerpos, aptdmeros o proteinas/péptidos que se
obtienen a partir de peptidotecas naturales o artificiales. Una interaccién proteina(péptido) especifica, preferiblemente
con moléculas inespecificas que se obtienen de extractos naturales, de proteinas de unién preparadas sintéticas o
recombinantes, asi como de otras peptidotecas-proteotecas, basta sin embargo para causar el efecto de la apoptosis de
células tumorales. Segtn el correspondiente diagndstico, puede emplearse una terapia especifica. En este momento,
se observa sorprendentemente en el empleo de anticuerpos anti-BSP o proteinas de unién un inicio acelerado de la
muerte de las células tumorales (apoptosis).

Son tumores asi tratables particularmente del grupo de tumores de mama, prostata, pulmén, rifién y tiroides, asi
como enfermedades tumorales del sistema sanguineo, del sistema linfético, del sistema cardiocirculatorio, del sistema
nervioso, del tracto respiratorio, del tracto digestivo, del sistema endocrino, de la piel incluyendo anejos, del aparato
locomotor y del tracto urogenital incluyendo rifiones.

La administracion de las proteinas de unidn y anticuerpos permite una nueva terapia de las enfermedades tumorales
basadas en el sistema de BSP y el reforzamiento por inclusién de otros agrupamientos de proteoma asociados a super-
ficies tumorales. El medicamento se basa en el uso de anticuerpos, aptdmeros, ligandos o inhibidores especificos de
BSP contra tumor primario o secundario y metastasis dispersantes, es decir, para la supresion del crecimiento cancero-
s0, incluyendo la metastatizacién. El medicamento segtin la invencidn se basa en la comprobacién de que la BSP actia
sobre células tumorales especificas de modo autocrino, paracrino y endocrino mediante la configuracion especifica
de enfermedad del proteoma de células tumorales. Se controla en tumores primarios y determinados secundarios su
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comportamiento de adhesién, migracién y proliferacién. Mediante la deteccidn diagnéstica de los factores expresados
y regulados elevados localmente asi como la presencia de BSP, resulta la posibilidad de suprimir decisivamente o
impedir completamente el crecimiento canceroso, incluyendo la metastatizacién tumoral.

Una forma de realizacién adicional de la invencién se refiere al uso de los anticuerpos segtin la invencién en
composiciones farmacéuticas para el tratamiento de tumores y metastasis. Los anticuerpos segtn la invencién asi
como sus estructuras parciales o conjugados pueden aplicarse mediante inyecciéon o mediante supositorios y se unen
a la BSP circulante libre o unida a factor H en la sangre o fluido tisular y la neutralizan. En caso de que existiera
una funcién protectora no documentada hasta ahora del complejo de factor H frente al modo alternativo de activacién
por complemento, se desactiva éste y las células tumorales se hacen atacables por el sistema inmunitario. Ademads, se
desactiva el efecto angiogénico de la BSP.

Para la unién al complejo de factor H y BSP, los anticuerpos deben reconocer los epitopos de BSP que no estén
enmascarados por la pareja de unién. La preparacién de dichos anticuerpos no era posible hasta ahora. La invencién
pone a disposicion dichos anticuerpos porque los anticuerpos estdn dirigidos contra una isoforma de la sialoproteina
osea (BSP) plegada y se unen a epitopos que s6lo se forman en una sialoproteina 6sea plegada de células tumorales
cuyas glucosilaciones en el intervalo de los aminoécidos 120 a 135 (con secuencia sefial), que comprende la secuencia
aminoacidica TGLAA o YTGLAA, estan modificadas o incompletas o faltan frente a la sialoproteina ésea normal de
hueso. Normalmente, no pueden obtenerse anticuerpos especificos contra estructuras de aziicar postraduccionales o
complejas de proteinas, debido a que dichas estructuras de azicar se unen de igual forma a muchas proteinas distintas.
Correspondientemente, los anticuerpos reaccionan contra determinadas estructuras de azdcar con muchas proteinas
distintas y se consideran entonces generalmente como inespecificos y sin valor. Al contrario en la sialoproteina dsea
de células tumorales. La estructura de aziicar modificada o faltante causa otro plegamiento de la sialoproteina dsea
y crea nuevos epitopos en los que participan tanto aminodcidos o estructuras peptidicas como los mdltiples restos de
azucar restantes. Estos epitopos son sin embargo caracteristicos de la BSP de células tumorales degeneradas.

Los anticuerpos contra estos epitopos pueden producirse con una BSP modificada quimica o naturalmente en
la glucosilacién como antigeno, y dado el caso mediante la purificacién o absorcién de la isoforma de BSP dsea.
Preferiblemente, se preparan los anticuerpos usando BSP de células tumorales como antigeno. Después de poder
aislar dificilmente la BSP de células tumorales en cantidades suficientes, la expresién por ingenieria genética de la
BSP modificada en la glucosilacién en células tumorales es el procedimiento de eleccién. Se ha encontrado también
que algunos pacientes contienen la BSP modificada en la glucosilacién en material 6seo. Es decir, estos pacientes
mayoritariamente muy ancianos y aquejados de osteoporosis grave producian una BSP que al menos en parte no
estaba glucosilada normalmente. También esta BSP es adecuada en principio para la obtencién de los anticuerpos
segln la invencidn. El aislamiento de la isoforma parcialmente glucosilada que es igual a la isoforma tumoral de la
BSP, puede realizarse andlogamente a procedimientos descritos (Karmatschek M. y col., “Improved purification of
human bone sialoprotein and development of a homologous radioimmunoassay”, en Clin. Chem. 1997, 43(11), 2076-
82).

Los anticuerpos pueden prepararse en ratén, conejillos de Indias, conejos, perros, cabras, cerdos, seres humanos,
asnos o caballos, pero también en todos los mamiferos. Se prefiere especialmente la inmunizacion de aves, particular-
mente gallina, ya que pueden obtenerse con especial facilidad anticuerpos contra la isoforma tumoral de BSP a causa
de las grandes diferencias en la historia evolutiva. Ademds, la presencia de anticuerpos IgY no conduce a una activa-
cion del sistema de complemento, lo que a causa de la posible unién entre factor H y BSP puede ser problematico. Los
anticuerpos segiin la invencién reconocen la isoforma tumoral de BSP en la unién con factor H.

Son por tanto objeto de la invencién isoformas de BSP, anticuerpos especificos contra las isoformas formadas en
tumores y su utilizacioén para terapia de anticuerpos o también para inmunoescintografia. Como efectos secundarios
causados por anticuerpos anti-BSP se tienen en cuenta: dafios directos e indirectos de hueso y dentina por la activacién
del sistema inmunitario contra la matriz dsea y las células seas y/o la destruccion directa por el uso de conjugados de
anticuerpos con venenos celulares o radiois6topos. Ademads, es impensable una inmunoescintografia con anticuerpos
anti-BSP que se unen a la matriz dsea. La matriz se marcaria radiactivamente y la localizacién de los tumores seria
imposible. Los anticuerpos especificos de BSP tumoral son adecuados de modo especial para una terapia y localizacién
tumorales, ya que no se unen o sélo en poca extension a la matriz ésea o a las células productoras de BSP del esqueleto
y de la dentina.

En una aplicacién especialmente preferida de la invencidn, se utilizan anticuerpos para terapia tumoral que son
especificos de BSP tumoral y reconocen adicionalmente la BSP en complejo con factor H. Dichos anticuerpos se
suministran por la invencién. Tras la aplicacién de dichos anticuerpos especificos en pacientes de tumores, se marca
en la sangre y el fluido tisular la BSP tumoral presente libre y unida al factor H y por tanto se eleva la proteccién
contra la activacién del complemento. Por tanto, se marcan las células tumorales especificamente para destruccién por
el sistema inmunitario (por ejemplo, mediante activacion cldsica de la cascada de complemento) y se evitan los efectos
secundarios como, por ejemplo, por activacion del sistema inmunitario frente a la matriz 6sea o la dentina.

Para la terapia tumoral e inmunoescintografia posibilitadas por la invencién pueden usarse, por ejemplo, anticuer-
pos policlonales que pueden prepararse mediante inmunizacién de gallinas con BSP recombinante o de BSP modifi-
cada en la glucosilacion aislada en hueso. Los anticuerpos se aislan entonces de modo conocido de la yema del huevo
y se purifican mediante cromatografia de afinidad.
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En otra aplicacién de la invencidn, se aislan anticuerpos policlonales humanos anti-BSP del huevo de gallinas
transgénicas con el sistema inmunitario humanizado.

Son igualmente adecuados anticuerpos monoclonales de ratén o de gallina que satisfagan las condiciones anterior-
mente descritas y puedan obtenerse mediante una seleccion. En una aplicacién especial de la patente, se usan para ello
las lineas celulares monoclonales descritas en los ejemplos. Ademads, son adecuados fragmentos de anticuerpos como,
por ejemplo, fragmentos Fab proteoliticos u obtenidos por ingenieria genética.

Para terapia tumoral, son adecuados ademads los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos anteriormente descritos
en conjugacién con venenos celulares y radioisétopos para la destruccién directa de células tumorales después de la
unién de BSP a la superficie celular.

Son especialmente adecuados anticuerpos policlonales y monoclonales humanizados que reconocen la BSP en
complejo con factor H y no se unen a BSP en la matriz 6sea. En el uso de anticuerpos de ratén y de gallina, ha de
esperarse ciertamente un efecto terapéutico especial por la formacién de anticuerpos humanos anti-ratén (HAMA) o
anti-gallina (HACA). Los HAMA y HACA pueden inducir y reforzar una respuesta inmunitaria del organismo sobre
el antigeno tumoral. En la determinacion de los marcadores tumorales, se generan sin embargo interferencias con
los HAMA y HACA que perturban el procedimiento de medida in vitro. De este modo, aparecen altos valores de
medida falsos para los marcadores tumorales. Esto sucede después de inmunoescintografia o inmunoterapia con los
correspondientes anticuerpos, de modo que puede realizarse una determinacién correcta de los marcadores tumorales
s6lo después de la absorcion de los HAMA o HACA in vitro.

Estos efectos pueden desactivarse mediante el uso de anticuerpos humanizados. Los anticuerpos policlonales hu-
manizados anti-BSP pueden obtenerse, por ejemplo, mediante inmunizacién de gallinas transgénicas con BSP en las
que se ha intercambiado en las células madre embrionarias la zona del gen de la parte Fe de la inmunoglobulina (IgY)
especifica de gallina por una especifica humana (documentos US 5.340.740; US 5.656.479). Los anticuerpos humani-
zados se depositan entonces en los huevos de gallina y pueden aislarse de la yema de huevo (Mohammed S. M. y col.,
“Deposition of genetically engineered human antibodies into the egg yolk of hens”. Immunotechnology, 1998, 4: 115-
125).

Para la preparacion de anticuerpos monoclonales humanizados, pueden obtenerse células de hibridoma de ratén o
de gallina con anticuerpos anti-BSP adecuados seguin procedimientos estdndar y desarrollarse anticuerpos humaniza-
dos a partir de material genético contenido en estas células mediante recombinacién (documentos US 5.585.089; US
5.565.332; US 5.225.539; US 5.693.761; US 5.585.089; US 5.530.101).

La BSP puede utilizarse con la secuencia completa SEQ ID N° 1 y la secuencia parcial ID N° 2 en su totalidad o
con sus epitopos especificos para generar anticuerpos.

Son fragmentos de BSP preferidos para la preparacién de anticuerpos especificos:

SEQ ID N° 1:
X-YTGLAAIQLPKKAGD-Z,

SEQ ID N° 2:
X=-FSMKNLHRRVKIEDSEENGVFKYRPRYYLYKHAYEFYPHLKRFPVOGSSDSSEENGD

DSSEEEEEEEETSNEGENNEESNEDEDSEAENTTLSATTLGYGEDAT PGTGYTGLA
AIQLPKKAGDITNKATKERESDEEEEEEEEGNENEESEAEVDENEQGINGTSTNST
EAENGNGSSGVDNGEEGEEESVTGANAEGT TETGGQGKGT SKTTTSPNGGFEPTTP
POVYRTTSPPFPGKTTTVEYEGEYEY TYDRGYEIYESENGEPRGDNYRAYEGEYSYE
KGOGYDGYDGONYYHHQ-Z

en las que la T marcada no esta glucosilada o lo estd incompletamente o en otra forma y X y Z representan un resto
aminoacidico o peptidico de hasta 30 aminoacidos. En la SEQ ID N° 2, pueden presentarse las siguientes variaciones:
en la posicién 179 Gly — Val; en la posicién 252 Val — Ala; en la posicién 254 Glu — Asp; en la posicién 279
Asp — Gly.

Para la preparacion de anticuerpos, se acoplan los péptidos que normalmente son no inmunogénicos a la pro-
tefna portadora KLH (hemocianina de lapa bocallave). Este acoplamiento puede realizarse mediante NBS (éster N-
hidroxisuccinimida de N-maleimidobenzoilo) por una cisteina afiadida terminal al péptido o directamente mediante
carbodiimida.
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Los anticuerpos se obtienen con procedimientos convencionales mediante inmunizacion preferiblemente de galli-
nas, conejos, ratones, conejillos de Indias, etc. Pueden utilizarse también procedimientos de biologia molecular como
la preparacion recombinante de los anticuerpos. Los anticuerpos se coprocesan entonces para purificacién y galénica-
mente. Pueden utilizarse también preparaciones celulares, extractos celulares asi como particularmente aislamientos
de membrana de células que expresan BSP transfectadas artificialmente de forma sobreexpresada para la generacion
de anticuerpos especificos.

Los medicamentos segtin la invencién pueden administrarse en formas de aplicacién galénicas adecuadas, parti-
cularmente en forma liofilizada, incorporada con manita o aziicares similares a ampollas estériles para disoluciéon en
disolucién de sal comun fisiolégica y/o disolucién de infusién para inyeccién individual repetida y/o infusién continua
en cantidades de 300 mg a 30 mg de anticuerpo puro o ligandos de BSP por unidad terapéutica. Preferiblemente, se
administra el medicamento segtn la invencion en una forma de aplicacién galénica en la que el medicamento se utiliza
en microesferas biocompatibles y por via sistémica o local mediante aerosol, aplicacién intravenosa o subcutédnea.

Es comprobable con distintos procedimientos rutinarios que las células tumorales reaccionan de forma antiapop-
tética, adhesiva, mitética y quimiotactica con la toma de agonistas que se unen a las correspondientes moléculas de
proteoma. Se causa la inhibicién de su obtencién, adhesién, mitosis o migraciéon mediante incubacién previa con
antagonistas o anticuerpos.

Con el uso de anticuerpos altamente purificados contra BSP en cultivos celulares de lineas celulares tumorales
que expresan BSP, pudo comprobarse que éstos son capaces en modelos in vitro de causar la apoptosis de células
tumorales. Si se cultivan lineas celulares o células tumorales extraidas con el uso de procedimientos de cultivo celular
habituales, se reduce en gran medida su tiempo supervivencia in vitro por la adicién de anticuerpos de BSP cuando se
habia detectado BSP en sus correspondientes superficies celulares. A este respecto, se observa la apoptosis de un gran
nidmero de estas células cultivadas. También en modelos in vivo, puede comprobarse sorprendentemente una reduccién
de las células tumorales por apoptosis.

Ademds, en ensayos en cultivo celular de células tumorales que expresan BSP, el empleo de anticuerpos especificos
de BSP puede inducir la lisis celular mediada por complemento asi como la lisis tumoral mediada por célula.

Ya que los ratones desnudos o ratas desnudas poseen un sistema inmunitario deficiente, puede investigarse el com-
portamiento de metastatizacién en un cuerpo hospedador en un modelo de ratén/rata desnudo sin que tenga lugar la
conocida reaccién inmunitaria entre especies ni se realice un rechazo de las células extrafias. Se inocularon los ratones
desnudos de modo conocido con células tumorales o lineas celulares tumorales cuya expresion de BSP se habia deter-
minado y se ensay6 la metastatizacion por estas células en el tratamiento con anticuerpos de BSP y en el tratamiento
con ligados de BSP. A este respecto, resulta sorprendentemente que en los tumores positivos de BSP encontrados se
inhibe o impide claramente la formacién de metastasis, porque la toma de anticuerpos conduce a una modulacién del
crecimiento tumoral. Sorprendentemente, resulta igualmente que los preparados analizados mediante inmunohistoqui-
mica muestran una distribucién especifica de BSP y otros agrupamientos de proteoma asociados a la superficie tumoral
en tumor y tejidos circundantes de tumor. Por tanto, se identifican otras posibilidades de intervencion selectiva.

Resulta la ampliacién de la preparacién terapéutica, particularmente emplear aditivamente antagonistas dirigidos
contra otros agrupamientos del proteoma de superficie de célula tumoral. Puede conseguirse un reforzamiento de
este efecto especialmente mediante la combinacién de anticuerpos de BSP con anticuerpos, ligandos o inhibidores
que interaccionen con (i) moléculas de adhesion, (2) proteasas asociadas a membrana o (3) receptores que medien el
quimotactismo como, por ejemplo, receptores de quimiocina, asi como (4) sustancias inductoras de la apoptosis como,
preferiblemente, anticuerpos o proteinas/péptidos que puedan obtenerse a partir de peptidotecas naturales o artificiales.

Para confirmar estos hallazgos, pueden transfectarse también establemente lineas de células tumorales con BSP.
Después de la inyeccion de estas células (en las que BSP estd sobreexpresada) en animales, colonizan dichas células
tumorales preferiblemente la matriz 6sea. Dichas células modificadas forman por tanto particularmente metéstasis en
tejido 6seo mediante las cuales el principio terapéutico es igualmente detectable.

La invencién se ilustra con detalle a continuacién mediante los ejemplos.

Ejemplo 1
Caracterizacion de isoformas de BSP especificas de tumor y hueso en transferencia Western

Se separaron los sobrenadantes exentos de suero de lineas celulares de osteosarcoma humano UMR-108, MHH-
ES1 y de la linea celular de cdncer de mama MCF-7 (positiva de receptor de estrégeno) asi como BSP humana purifi-
cada a partir de hueso (K-BSP) mediante PAGE-SDS sobre gel al 10% en condiciones reductoras y desnaturalizantes
y se transfirieron electroforticamente a nitrocelulosa. Se incubd la membrana con anticuerpo monoclonal de ratdn.
Se realiz6 la deteccion de la BSP mediante un anticuerpo de cabra anti-ratén acoplado con peroxidasa y deteccion de
quimioluminiscencia en una pelicula de rayos X. Se representa el resultado en la Fig 1. Se dan los pesos moleculares
y recorridos de los marcadores en el lado izquierdo. Las puntas de flecha individuales y dobles muestran el distinto
comportamiento de migracién de la BSP 6sea/de osteosarcoma y la MCF-7-BSP. Esta tltima contiene adicionalmente
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una banda de alto peso molecular (triple punta de flecha) que en las otras trazas estd ausente. La BSP de una linea
celular tumoral presenta por tanto un peso molecular claramente mayor que la BSP ésea y de lineas celulares de
osteosarcoma, observandose ademas una segunda isoforma de peso molecular atin mayor.

Ejemplo 2

Preparacion de anticuerpos policlonales mediante inmunizacion de gallinas con BSP dsea y estructuras parciales
péptidicas de BSP

Se inmunizaron gallinas y conejos con BSP que se habia aislado de pacientes segtin el procedimiento descrito por
Karmatschek y col. (1997).

Se aislaron de las yemas de huevo y los sueros inmunoglobulinas policlonales y en un procedimiento ELISA
se ensayd la unién de BSP frente a distintas estructuras parciales peptidicas. La Tabla 1 muestra los resultados de
esta cartografia epitdpica. A este respecto, se sintetizaron quimicamente estructuras parciales peptidicas a partir de la
secuencia peptidica de preproBSP (incluyendo secuencias lider) de 317 aminoécidos de largo en total, se unieron a
una placa de microvaloracién y se incubaron los anticuerpos sobre la placa. Se realizé el ensayo de unién después de
incubacién con un conjugado de peroxidasa con inmunoglobulinas anti-IgY o anti-IgG de conejo y posterior reaccién
enzimadtica con reaccion de un cromdgeno como sustrato.

TABLA 1

Cartografia epitdpica de las IgG e IgY anti-BSP obtenidas

Situacidn | Secuencia aminoacidica Intensidad
de la de la
estructura reacciédn
Cartografia epitdpica de las IgG e IgY anti-BSP obtenidas
parcial ELISA
peptidica

en la BSP

(posicidn IgY | IgG de
incl. conejo
tider)

112-123 LeuGlyTyrGlyGluAspAlaThrProGlyThrGly _ >
216-227 GIUThGlyGlyGInGlyLysGlyThrSerLysThr _ s
300-311 PheLysGlyGInGlyTyrAspGlyTyrAspGlyGin _ >
130-144 lleGinLeuProlyslysAlaGlyAsplleThrAsnlLysAlaThr | 4 /_ | &
124-138 TyrThrGlyleuAlaAlalleGinLeuProLysl.ysAlaGlyAsp | _ ++
137-151 GlyAsplieThrAsnLysAlaThrLysGluLysGluLysGlu- | _ +

SerAspGlu
280-317 SerGluAsnGlyGluProArgGlyAspAsnTyiArgAlaTyr- | |
GluAspGluTyrSerTyrPhelysGlyGinGly TyrAspGly-
TyrAspGlyGinAsnTyrTyrHisHisGin

BSP bsea 4+ | 4+
humana

Los resultados muestran que los anticuerpos de gallina obtenidos se unen preferiblemente a la secuencia C-terminal
de BSP, mientras que los anticuerpos de conejo se unen por un amplio intervalo.
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Ademds, se obtuvieron anticuerpos policlonales (A0001) mediante inmunizacién de conejos con la estructura
parcial peptidica TyrThrGlyLeuAlaAlalleGlnLeuProLysLysAlaGlyAsp (posicién 124-138) de BSP que reaccionan
preferiblemente con esta estructura parcial peptidica, pero también especificamente con BSP 6sea humana.

Sin embargo, los anticuerpos policlonales (AK_tBSP) que se obtuvieron mediante inmunizacién de conejos con
las estructuras parciales peptidicas ThrGlyLeuAlaAla (posicion 125-130), por ejemplo TyrThrGlyLeuAlaAla (posi-
cion 124 a 130), es decir, después de acoplamiento con tireoglobulina bovina como portador, reaccionaban ciertamente
con la estructura parcial peptidica sintética, pero no con la BSP 6sea humana. Estos anticuerpos reconocen sorpren-
dentemente exclusivamente BSP de células tumorales.

Para los ensayos, se usaron ademds los anticuerpos policlonales A002 (obtenido de L. W. Fisher) y A0O03 (obteni-
do del Dr. van Ryden). Estos anticuerpos se obtuvieron después de inmunizacién con las estructuras parciales pepti-
dicas TyrGluSerGluAsnGlyGluProArgGlyAspAsnTyrArgAlaTyrGluAsp (A002) o LeuLysArgPheProValGInGlyGly.
El primer péptido procede del extremo C de BSP (posicién 278-295) y contiene la secuencia de reconocimiento RGD
(ArgGlyAsp) de BSP para receptores de tipo integrina. El dltimo péptido procede del extremo N de la estructura
primaria de BSP. También estos péptidos reconocieron preferiblemente las estructuras parciales respectivas y reaccio-
naron especificamente con BSP 6sea humana.

Ejemplo 3
Obtencion de BSP recombinante a partir de células de cdncer de mama como antigeno

Se amplificé a partir del plasmido B6-5g (Fisher L. W. y col., “Human bone sialoprotein. Deduced protein sequence
and chromosomal localisation”, en J. Biol. Chem., 1990, 265(4), 2347-51) el ADNc completo de BSP humana (sin
péptido sefial) mediante PCR y se cloné en el vector de expresion eucaridtico episémico pCEP-Pu (Kohfeldt E y col.,
“Properties of the extracellular calcium binding module of the proteoglycan testican”, en FEBS Lett. 1997, 414(3),
557-61). Los cebadores fueron los siguientes:

Nhe I BSP (codificante)

5’-GCCCGCTAGCCTTCTCAATGAAAAATTTGCATCG-3’

Not I BSP (no codificante):

5’-CAATGACTGCGGCCGCTCACTGGTGGTGGTAGTAATTC-3’

Los sitios de corte Nhe I y Not I insertados con los cebadores eran necesarios para la clonacién en el vector de
expresion PCEP-PU. Este vector estd equipado ademas en el extremo 5’ del sitio de clonacién mdltiple con distintos
marcadores para facilitar la purificacién de proteina (por ejemplo, His, Myc, G8T). Estos marcadores pueden escindirse
después de la purificacién de la proteina con una proteasa (por ejemplo, factor X o enterocinasa). Se comprobd el

cumplimiento del marco de lectura correcto mediante secuenciacion.

Se insertaron los constructos de expresion mediante transfeccion estable mediada por liposomas (FUGENE™.-
reactivo de transfeccion de la compaiiia Roche) entre otras en las siguientes lineas celulares humanas:

e la linea celular renal embrionaria EBNA-293,
e las lineas celulares de osteosarcoma SAOS-2 y MG-63
e la linea celular de cancer de mama humana MCF-7.

Se obtuvo la expresion recombinante sélo en células MCF-7 y EBNA-293 (véase la figura 2). Las lineas celulares
de osteosarcoma no se expresan tampoco después de ensayos de transfeccion repetidos.

Ejemplo 4
Andlisis de la glucosilacion de BSP recombinante de células degeneradas y BSP dsea

Se cultivaron células transitorias durante 48 horas después de transfeccién de dos dias en medio exento de suero.
Puesto que las proteinas en FCS no dificultaban la purificacién de la BSP recombinante, se cultivaron células que
expresaban BSP después de alcanzar la confluencia en condiciones exentas de suero. En estas condiciones, sélo pudie-
ron sobrevivir las células EBNA-293 mds de 2 a 4 horas. Se control6 la expresion de la BSP recombinante mediante
PAGE-SDS e inmunotransferencia.

El andlisis de sobrenadantes de cultivo celular exentos de suero resultd con todas estas lineas celulares en sefiales
positivas en transferencia Western tanto con respecto a la BSP como a la presencia de los distintos marcadores.
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Se purificaron 2,5 1 de sobrenadante de cultivo exento de suero de la linea celular MCF-7 transfectada por una
columna de Sepharose™ vy se obtuvieron de ella 250 ug de His-myc-EK-BSP homogénea. El producto de expresion
asi purificado estaba parcialmente glucosilado, pero no poseia glucosilacion en la treonina 125, es decir, la treonina en
la secuencia de BSP YT'®LPAA.

Para el andlisis de azicares, se separaron los N-glucanos de la BSP recombinante (BSPr) o de la BSP 6sea enzi-
maticamente con el péptido N-glucosidasa F (PNGasa F, Roche). La enzima causa una escision catalitica de todos los
tipos de N-glucano de las asparaginas. Para la digestion, se precipitaron 20 a 200 ug de BSP con etanol y se incubd el
residuo de precipitaciéon en SDS al 1%, S-mercaptoetanol, EDTA 0,1 M durante 30 minutos a temperatura ambiente
con un exceso de enzima. Sigui6 una digestion con N-glucosidasa F durante una noche a 37°C. Para el desalado de la
disolucién de N-glucano, se circuld la digestién por una columna de carbono de 150 mg (Carbograph SPE, Alltech) y
se eluy6 el N-glucano con ACN al 25% en 0,05% de TFA.

Se escindié el O-glucano de la BSP mediante hidrazindlisis anhidra con un kit (Oglycan release kit, Glyco). Para
ello, se liofilizaron aproximadamente 200 ug de BSP exenta de sal durante 24 horas, se mezclaron con atmésfera de
gas protector de argén con 50 ul de reactivo de hidrazina, se disolvieron y se incubaron durante 5 horas a 60°C. Se
retird la hidrazina a vacio. Siguié una re-N-acetilacién de los grupos N-acetilo con anhidrido acético.

Se marcaron los N- y O-glucanos con el colorante fluorescente 2-aminobenzamida (Fluka) y se digirieron los
oligosacdridos marcados con 2-AB secuencialmente con glucosidasas terminales especificas y se analizaron mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF.

Discusion del andlisis

La secuencia aminoacidica de BSP humana contiene cuatro sitios de N-glucosilacién potenciales en las posiciones
88 (NTT), 161 (NGT), 166 (NST) y 174 (NGS). Para la O-glucosilacion, no es conocida ninguna secuencia consenso
comparable. Todas las estructuras de N-glucano identificadas se encontraban tanto en la BSP aislada de hueso como
en la BSP recombinante de EBNA-293. Sin embargo, habia diferencias en la proporcién porcentual de las estructuras
respectivas en los N-glucanos totales. Asi, la proporcién principal de BSP-N-glucanos en hueso consistia en estructuras
trirramificadas (58%) y en la linea celular EBNA en estructuras tetrarramificadas (48%).

Para la localizacién de los sitios de O-glucosilacién de la BSP recombinante, se eliminaron los O-glucanos me-
diante digestion secuencial de la proteina con neuraminidasa, §-galactosidasa y §-N-acetilhexosaminidasa hasta el
nicleo de GalNAc. Se escindi6 entonces en fragmentos peptidicos la proteina parcialmente desglucosilada mediante
tratamiento con tripsina y proteasa V8. Mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, se determinaron las masas
de los péptidos y se secuencié una parte de los péptidos mediante espectrometria de masas PSD-MALDI-TOF. Con
este procedimiento, pudieron determinarse ocho sitios de O-glucosilacion de la BSP recombinante, 5 en el péptido
211-229 (TTTSP... QVYR) y como méximo 3 en el péptido entre los aa 120 y aa 135 con la secuencia TGLAA. Por
ello, las treoninas estdn glucosiladas en la secuencia DATPGTG de la BSP recombinante. En la BSP 6sea, se realiza
una tercera O-glucosilaciéon. En la BSP recombinante, no esta presente un tercer sitio de glucosilacién. Presuntamente,
este sitio de glucosilacion se encuentra en la estructura parcial TGLAA-BSP.

Ejemplo 5
Preparacion de anti-BSP-1gY a partir de yemas de huevo

Para la purificacion cié grandes cantidades de anti-BSP-IgY para terapia e inmunoescintografia, se describen dis-
tintos procedimientos. Se prefiere emplear el procedimiento de Akita y Nakal (Akita E.M. y col., “Comparison of four
purification methods for the production of immunoglobulins from eggs laid by hens immunized with an enterotoxige-
nic E. coli strain”, en J. Immunol. Methods. 1993, 160 (2), 207-14).

Para la produccién de huevos, se usa una raza de alto rendimiento como “Lohmann blancas” o “Lohmann marro-
nes” con un rendimiento de 4,5 huevos por semana y una produccién de mas de 10 mg de IgY especifica por yema.
La inmunizacidn se realiza con antigeno de BSP aislada de hueso humano o recombinante en coadyuvante de Freund,
aplicandose inyecciones de recuerdo cada 6 semanas después de una inmunizacion basica con aprox. 0,1 mg de BSP.
Aproximadamente un 30% de estas gallinas normalmente no reaccionan a la inmunizacién. Se desinfectan externa-
mente los huevos con 4cido peracético, se cascan entonces y se separan las yemas de las claras. Se baten entonces las
yemas con 5 a 10 voldmenes de agua destilada enfriada con hielo a entre pH 5y 5,2 y se incuban a 2 a 5°C durante 2
a 6 h. Sedimentan asf los granulos de yema, que estan compuestos esencialmente por lipoproteinas. Se filtra entonces
por papel de filtro para aclarar el sobrenadante acuoso (por ejemplo, Whatman N° 1).

A partir de este sobrenadante, pueden purificarse homogéneamente los anti-BSP-IgY directamente mediante cro-
matografia de afinidad. Se une por enlace quimico covalente a una columna de Sepharose-4B activada con bromuro
de ciandgeno BSP aislada de hueso humano o de sobrenadantes de cultivo de lineas celulares humanas recombinan-
tes. Para la unién de 1 g de IgY, es necesario 0,5 g de BSP inmovilizada (unida covalentemente a aprox. 5 ml de
Sepharose™).
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La IgY unida se eluye con un gradiente 4cido y después se neutraliza la disolucién. Esta disolucién debe entonces
desalarse y concentrarse los anticuerpos, lo que es posible en gran medida con un procedimiento de flujo cruzado (por
ejemplo, Amicon™ Spiralfilter SY100 con una exclusién de 100.000 Da).

Ejemplo 6
Aislamiento de anti-BSP-IgY que estd unido al complejo BSP-factor H

La baja reaccién de los anticuerpos policlonales de gallina con BSP en la matriz 6sea puede superarse mediante
la seleccién de aquel anticuerpo que reaccione con BSP en el complejo con factor H. Asi, se une por enlace quimico
covalente el factor H o la BSP aislada de hueso o preparada por ingenieria genética a Sepharose 4B activada con
bromuro de cian6geno y después, por mucho BSP o factor H aplicados o unidos a la columna, todos los ligandos en
la matriz estdn complejados con la pareja. Se aplica entonces extracto de yema filtrado sobre esta columna de afinidad
y se obtiene como en el ejemplo 4 sélo aquella fraccién de anticuerpo que se une especificamente al epitopo libre del
complejo BSP-factor H.

Ejemplo 7
Preparacion de anticuerpos anti-BSP en gallinas transgénicas

Los anti-BSP-IgY presentan algunas dificultades en terapia o diagnéstico humano. Asi, han de esperarse efec-
tos secundarios como reacciones contra proteinas extrafias y la semivida bioldgica asciende en comparacion con los
anticuerpos humanos sélo a 12 a 24 horas. La IgY no activa tampoco el sistema de complemento.

Los anticuerpos humanos contra BSP pueden prepararse en gallinas transgénicas especiales en las que se ha inter-
cambiado mediante modificacién genética dirigida la regidn constante de inmunoglobulina aviar en los genes respon-
sables de la formacién de anticuerpos por la regién constante de inmunoglobulina humana. Se describen células de
gallina y sistemas de vector adecuados en las patentes de EE.UU. n°® 5.340.740, n°® 5.656.479 y n° 5.464.764. Después
de inmunizacién con BSP, dichas gallinas reaccionan con la produccién de anticuerpos humanos en el huevo.

Ejemplo 8
Andlisis de inmunotransferencia de la expresion de BSP en lineas celulares de cdncer de mama humanas

Se extrajeron las lineas celulares tumorales MDA-MB-231 (linea celular de cancer de mama, negativa de receptor
de estrégeno), MCF-7 (linea de cancer de mama, positiva de receptor de estrégeno) y T-47-D (linea de cancer de
mama, positiva de receptor de estrégeno) con tampon de inmunoprecipitacion y se precipité la BSP con la mezcla de
anticuerpos policlonales AO0O1 de conejo contra BSP humana. Se aplicaron los precipitados después de desnaturaliza-
cion sobre geles de SDS, se llevo a cabo la electroforesis y se transfirieron las proteinas a membranas de nitrocelulosa.
Después, se realiz6 una inmunotincién con el antisuero de conejo anti-BSP A0001 y un anticuerpo monoclonal de ra-
tén anti-BSP (BSP 1.2), usdndose como segundo anticuerpo conjugados de peroxidasa de anticuerpos de cabra contra
IgG de conejo y contra IgG de ratén. En ambas transferencias A y B, era claramente reconocible la banda de BSP
inmunoprecipitada a 70.000 Da.

Para mostrar la presencia o ausencia de BSP en la superficie celular de células tumorales, se biotinilaron las
superficies celulares de las lineas de ciancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7, se extrajeron con tampdn de inmu-
noprecipitacion y precipité la BSP con la mezcla de anticuerpos policlonales AOOO1 de conejo contra BSP humana.
Se aplicaron los precipitados después de desnaturalizacién sobre geles de SDS, se llevé a cabo la electroforesis y se
transfirieron las protefnas a una membrana de nitrocelulosa. Se detectaron entonces las protefnas biotiniladas sobre
esta membrana con un conjugado de peroxidasa y estreptavidina con el sistema ECL (Amersham).

Se marcaron por inmunofluorescencia células de cdncer de mama humanas de las lineas T-47-D y MDA-MB-231
con y sin permeabilizacion previa con un anticuerpo de conejo anti-BSP de cerdo y un anticuerpo de cabra anti-conejo
conjugado con fluoresceina. La BSP marcada fluorescentemente es reconocible en ambas lineas celulares después
de la permeabilizacién. Sé6lo en las células T-47-D podia detectarse BSP mediante inmunofluorescencia también sin
permeabilizacion.

Ejemplo 9
Deteccion de la expresion de BSP en células tumorales mediante PCR-TI

Se aisl6 ARNm de las lineas celulares tumorales MDA-MB-231 (linea celular de cdncer de mama, negativa de
receptor de estrégeno), MCF-7 (linea celular de cdncer de mama, positiva de receptor de estrégeno) y T-47-D (linea
celular de cancer de mama, positiva de receptor de estrogeno) y fibroblastos humanos (HGF) como células de control,
se prepar6 el ADN complementario mediante transcriptasa inversa y se amplificé el ADNc de BSP mediante PCR con
cebadores especificos de BSP. La expresion de ARNm de BSP era especialmente alta en la linea celular de cdncer de
mama MCF-7, baja en las células MDA-MB-231 y T-47-D y no detectable en la linea celular de control.
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Ejemplo 10
Preparacion de anticuerpos monoclonales humanizados

El anticuerpo monoclonal BSP1.2 puede utilizarse debido a su unién especifica a BSP tumoral para la terapia de
tumores primarios y metastasis. A este respecto, el anticuerpo se une a BSP en la superficie celular de determinadas
células tumorales y estimula el sistema inmunitario para la destruccién de estas células, por ejemplo, mediante la
activacion de la cascada de complemento. Igualmente, pueden utilizarse también los IgY anti-BSP policlonales o
monoclonales para terapia. Con el empleo de estos anticuerpos, el sistema inmunitario humano reacciona con la
formacién de anticuerpos endégenos humanos anti-IgG de raton (HAMA) o anticuerpos anti-IgY de gallina (HACA).
Los HAMA y HACA pueden inducir y reforzar una respuesta inmunitaria del organismo ante el antigeno tumoral. En
la determinacién de los marcadores tumorales, se generan sin embargo interferencias con los HAMA y HACA que
alteran los procedimientos de medida in vitro. De este modo, aparecen altos valores de medida falsos para marcadores
tumorales.

Por tanto, son especialmente adecuados para la terapia e inmunoescintografia los anticuerpos monoclonales hu-
manizados. Se describen muchos procedimientos de como se derivan los correspondientes anticuerpos humanizados a
partir de lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales anti-BSP.

Ejemplo 11
Conjugados de anticuerpos anti-BSP con venenos celulares y radioisotopos

En una aplicacién adicional de la invencién, pueden unirse por enlace quimico covalente venenos celulares y
radioisétopos con anticuerpos anti-BSP o sus fragmentos Fab. Con radiois6topos como yodo 125 o yodo 131, los
anticuerpos marcados son adecuados en la aplicacion de bajas cantidades para la localizacién tumoral mediante inmu-
noescintografia y en la aplicacién de grandes cantidades para la destruccién directa de los tumores. Dichos conjugados
quimicos pueden prepararse, por ejemplo, mediante yodacién de anticuerpos con yodo 125 6 131 (Garvey, J.S. y col.,
“Methods in Immunology”. 3% ed., W. A. Benjamin Publ., 1977, 171-182). Se encuentra una visién general sobre
los procedimientos adecuados para radioinmunoterapia e inmunoescintografia en Vuillez, “Radioimmunotargeting:
diagnosis and therapeutic use”, en Bull. Cdncer. 2000, 87(11), 813-27.

Ejemplo 12
Terapia de tumores con expresion de BSP sobre la superficie celular

Se comprobé en primer lugar en material de biopsia si la BSP se expresa sobre la superficie de células tumorales.
Los pacientes en que es detectable BSP sobre la superficie de células tumorales se tienen en cuenta para terapia con
anticuerpos anti-BSP de gallina, de ratén, los correspondientes anticuerpos humanizados y con conjugados de estos
anticuerpos con venenos celulares o radiois6topos.

El tratamiento de tumores con anticuerpos terapéuticos que estan dirigidos contra marcadores tumorales expresados
sobre superficies celulares es estado de la técnica. Asi, puede someterse exitosamente a terapia con el anticuerpo
humanizado herceptina contra el receptor del factor de crecimiento epitelial humano incluso cancer de mama en forma
metastatizada en aproximadamente un 25% de los afectados. (Hotaling TE y col., “The humanized anti-HER2 antibody
rhuMAb HER2 mediates antibody dependent cell-mediated cytotoxicity via FcgR III” [resumen]. Proc. Annu. Meet.
Am. Assoc. Cancer. Res. 1996; 37: 47; Pegram MD y col., “Antibody dependent cell- mediated cytotoxicity in breast
céncer patients in Phase III clinical tridis of a humanized anti-HER2 antibody” [resumen] Proc. Am. Assoc. Cdncer
Res. 1997; 38: 602.

Igualmente que con la herceptina, el correspondiente anticuerpo anti-BSP puede aplicarse en forma de infusion,
por ejemplo de infusién de 90 minutos, en la primera aplicacién y después en forma de infusién de 30 minutos. La
frecuencia de las infusiones y la cantidad de anticuerpos se ajusta segin la vida media del anticuerpo en la sangre
(aprox. 6 dias en un anticuerpo humanizado y menos de 24 horas en un anticuerpo de gallina) y el peso corporal.

Ejemplo 13
Terapia de tumores mediante neutralizacion de BSP libre no unida a células y del complejo BSP-factor H

Se comprobd con los procedimientos anteriormente descritos que las células tumorales de pacientes expresan BSP
que no puede detectarse sobre la superficie celular. En estos tumores, puede suponerse que las células suministran
BSP a la sangre o fluidos tisulares y, por ejemplo, sirve para la unién de factor H para inactivar la ruta alternativa
de la cascada de complemento o para la emigracién a tejidos 6seos. Son un posible indicador adicional para este
tipo tumoral las concentraciones elevadas de BSP en suero sanguineo (> 20 ng/ml de suero). En estos casos, los
anticuerpos anti-BSP pueden utilizarse para neutralizar la BSP tumoral libre o complejada con factor H. La dosis
puede determinarse a este respecto por la cantidad presente de BSP libre en suero y en fluido tisular. Para la terapia, se
tienen en cuenta anticuerpos anti-BSP de gallina, de ratén y anticuerpos anti-BSP humanizados que pueden reconocer
el epitopo de BSP libre en complejo con factor H. También se tienen en cuenta los fragmentos Fab de estos anticuerpos,
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que pueden prepararse segtin un procedimiento estdndar mediante digestién proteolitica (Garvey, J.S. y col., “Methods
in Immunology”. 3* ed., W. A. Benjamin Publ., 1977, 256-266). También se tienen en cuenta para dicha terapia
fragmentos Fab preparados por ingenieria genética derivados a partir de los anticuerpos anti-BSP anteriores.

La invencion procura por tanto anticuerpos contra la sialoproteina 6sea humana (BSPh) que se unen especificamen-
te s6lo a epitopos de BSPh de células tumorales, porque la BSPh tumoral no contiene O-glucosilacién postraduccional
en el intervalo de los aminoacidos 120 a 135 (SWISSPROT: SIAL_HUMAN. N° de acceso P21815, sin secuencia
sefial), que contiene los aminodcidos TGLAA. Al contrario la BSPh normal de hueso. Los anticuerpos pueden reco-
nocer BSPh sérica tumorigénica en complejo con el factor H de complemento y formar por tanto un instrumento de
diagndstico y terapéutico valioso.

Ejemplo 14
Preparacion de anticuerpos especificos contra BSP u otros agrupamientos de proteoma de superficie de célula tumoral

Para la preparacién de anticuerpos especificos contra las proteinas citadas, se ha mostrado sorprendentemente que,
ademads del uso de moléculas completas, también son adecuadas secuencias aminoacidicas especificas de epitopos
especialmente para la inmunizacién, cuando los péptidos sintéticos se acoplan con moléculas portadoras segin los
procedimientos habituales y se inyectan en ratones. Ademds, son adecuados también multiples péptidos antigénicos
(véase anteriormente las secuencias) que se unen mediante lisina a moléculas grandes, o lineas celulares transfectadas
con BSP, para preparar estos anticuerpos. Se ha probado como otro procedimiento sorprendentemente bueno el uso de
inmundgenos de células transfectadas establemente que expresan BSP, en el que se usaban aislamientos de membrana,
extractos celulares con receptores completos o fragmentados o también preparados completos liofilizados.

Se utilizaron ratones (de tipo NZW X NZB) para la preparacion de anticuerpos monoclonales, lo que se realizé con
los procedimientos rutinarios de Immundiagnostik AG e IPF PharmaCeuticals GmbH. Los anticuerpos examinados
mediante transferencia Western y ELISA pueden utilizarse después de alta purificacion para los fines de diagndstico y
terapéuticos citados.

Ejemplo 15
Induccion de la apoptosis mediante anticuerpos especificos de BSP en lineas celulares que expresan BSP

Los andlisis de expresion en distintas lineas celulares han mostrado, entre otros, que las lineas celulares de tumor
de proéstata, asi como las lineas celulares de tumor de mama, expresan BSP. Se llevé a cabo este andlisis de expresion
a nivel de ARNm mediante PCR-TI y a nivel de proteina mediante transferencia Western y andlisis FACS. Un tra-
tamiento de estas lineas celulares tumorales que expresan BSP con anticuerpos especificos de BSP ha conducido en
células cultivadas a la muerte celular programada, lo que pudo detectarse entre otros mediante citometria de flujo.

Ejemplo 16
Reduccion de metdstasis oseas en modelo animal

Después de la aplicacién de lineas celulares tumorales que expresan BSP en ratones/ratas desnudos inmunodefi-
cientes, se llega regularmente a una metastatizacién 6sea. Con la toma simultdnea del anticuerpo especifico de BSP,
se lleg6 sorprendentemente a una clara reduccién de la formacién de metdstasis éseas manifiestas, lo que pudo docu-
mentarse mediante andlisis histoldgico de los tejidos.

1. Material y metodologia

Este modelo animal comprendia la inyeccién de células de cancer de mama y la posterior terapia de las lesiones
liticas generadas con los anticuerpos anti-BSP, que representan una mezcla de anticuerpos policlonales IgY de gallina
con especificidad predominante por BSP humana de células tumorales, que ademads se unen cuantitativamente a BSPh
en suero humano en presencia de factor H y que se unen predominantemente a un epitopo en el intervalo de aminod-
cidos 120 a 135 de la BSPh, modificdndose la glucosilacién postraduccional en este intervalo en BSPh de las células
tumorales frente a la BSP natural de hueso.

Se inyectaron células MDA-MB 231 (ATCC, HTB-26) que se aplicaron por via intracardiaca en un estudio prece-
dente a ratones desnudos (T. A. Guise, 1997; “PTH-rP and Bone Metastases”; American Cancer Society). Se obtuvo
la linea celular a partir de un adenocarcinoma humano metastatizado, no posee ademds receptores de estrégeno. En
este caso, estaba marcada con proteina fluorescente verde (GFP), lo que facilitaba el descubrimiento de las células en
preparado histolégico. Como animales de ensayo, se usaron ratas desnudas de 6 a 8 semanas de edad (RNU, Charles
River Breeding, Sulzfeld, Alemania) a las que se habia reducido su inmunocompetencia, de modo que las células hu-
manas inyectadas no se reconocieran como tal y se combatieran. Los andlisis previos con distintos recuentos celulares
en hombres y mujeres dieron como resultado que las metastasis fueran visibles en ratas masculinas después de la
inyeccion de 10° células MDA-MB 231 después de aproximadamente 1 mes en forma de lesiones liticas.
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Se inyectaron las células (1 x 10° en tamp6n PBS) por via intraarterial en la A. femoralis (0,2 ml; n=8). Para ello, se
canul6 una rama lateral de este vaso y después de la inyeccion se ligd para impedir la salida de las células incorporadas.
El animal compensa sin problemas la pérdida del vaso mediante formacién colateral. Las células cancerosas llegan
entonces con la sangre a las ramificaciones finas de las ramas alimentadas de fémur, tibia y peroné. Tiene lugar aqui
en los vasos terminales extravasacion y la consiguiente adhesion de células a la matriz ésea. Probablemente, se realiza
aqui también la interaccién con BSP.

La vigilancia posterior del crecimiento de metastasis se realiz6 durante 10 dias con radiografias de rayos X an-
teroposteriores y posteroanteriores convencionales con anestesia con éter del animal. Se efectud la cuantificacién
aproximada de la lesién mediante medida de la longitud y anchura de su extension.

Después de dos controles de rayos X positivos, se trataron los animales con anticuerpo anti-BSP o patrén. Se
realiz6 la terapia en los animales descritos una vez por semana por via subcutdnea a una concentracién de 10 mg/kg
de peso corporal.

Se realizé la observacion posterior de los animales ademds mediante tomografia computerizada e histologia (toda-
via no completada). La TC permite una reconstruccién tridimensional del hueso y del defecto asi como una medida
exacta del tamafio de la lesion. Después del tiempo de observacion, se sacrificaron los animales y se analizaron histolé-
gicamente. Mediante el mareaje con GFP, las células son visibles bajo luz UV en el preparado de corte 6seo. Ademis,
pueden encontrarse evidencias histolégicas mas exactas mediante la remodelacién previa del tejido 6seo.

2. Resultados

Se documentan por ejemplo los resultados en las siguientes series de figuras 4 a 5. Se observaron los animales mas
de 3 meses después de la operacién por diagnéstico con rayos X (Siemens Opti 150/30/50 HC-100). En los desarrollos
de las curvas, ha de observarse que los datos de superficie aplicados a las ordenadas de tamafio de lesién en mm? son
distintos en ambos animales mostrados. En total, se trataron 8 animales.

Los animales 987 y 988 (véanse las figuras) se trataron por via subcutdnea con el anticuerpo anti-BSP (10 mg/kg)
una vez por semana. La duracién total del tratamiento ascendié a aprox. 50 dias. La terapia empezé después de 2 6
3 controles de rayos X positivos. Esto corresponde en el animal 987 al dia 46 después de la operacién y en el animal
988 al dia 32 después de la operacion.

A un rdpido aumento del tamafio de la lesién a partir del dia 24 después de la operacién en el animal 988 siguid
una lisis continua del hueso, que condujo a partir del dia 38 a una fractura del tercio medio de la tibia. Esto tuvo lugar
con la terapia empezada (a partir del dia 32). Las primeras tendencias de curacién se mostraron a partir del dia 52
en forma de formacidn de callo en el sitio de fractura y también las lesiones en la tibia proximal y el fémur distal se
hicieron menores. Los limites exteriores de las lesiones estaban inicialmente delimitados nitidamente, después durante
la curacidn estaban cada vez menos nitidamente limitados. La neoplasia del hueso se realizé desde el borde exterior
de fuera a dentro hasta el centro de la lesidn. A partir del dia 89, el tamafio de la lesion era dificilmente cuantificable,
ya que por la formacioén de callo creciente no eran ya reconocibles los bordes exactos. Después del dia 126, puede
hablarse de una remision total, como muestra la imagen adjunta (desaparicién completa de la lesién litica reconocible
por rayos X). Las reconstrucciones por TC tridimensionales (Siemens Somato Plus 4, Volume Zoom) muestran los
cambios de la lesion de la tibia después de 31 y 80 dias después de la operacidn. Es visible un claro aumento del tejido
4seo.

Se trat6 el animal 987 después de 3 hallazgos de rayos X positivos también con 10 mg/kg s.c. una vez por semana a
partir del dia 46. Aqui se mostré sélo una metastasis en el fémur distal, que ya desde el dia 89 después de la operacién
(o sea 42 dias de terapia) estaba curada en el hueso.

Se sometieron a terapia otros animales en las mismas condiciones hasta cinco veces por semana con 10 mg/kg s.c.
y hasta dos veces por semana con 10 mg/kg i.v. Se observé sin embargo un aumento del tamafio de la lesién durante y
después de la terminacién de la terapia, cuando se indujo mediante el tratamiento una reaccién inmunitaria contra los
anticuerpos de BSP inyectados.

Comparativamente, se sometieron a terapia animales con alquilfosfocolina Er-PC; 40 umol/kg i.v. dos veces por
semana, que a esta concentraciéon pudo remitir el carcinoma de mama primario (control positivo), pero en metastasis
dseas no mostro efecto [Berger, M. R. y col., (1998) “Erucylphosphocholine is the prototype of i.v. injectable alkylp-
hosphocholines”. Drugs of Today, 34 (supl. F), 73-81]. Aqui no se mostré ningin cambio después de la terminacién
de la terapia en un animal, en otro incluso un empeoramiento de la situacion (progresién) en comparacién con el inicio
de la terapia.

Es por tanto objeto de la presente invencién un medicamento que contiene anticuerpos o moléculas de unién como
aptameros contra BSP especifica de tumor u otros ligandos de la misma proteina. Puede reforzarse también el uso
de la aplicacién de medicamento propuesta mediante el empleo de las siguientes sustancias: anticuerpos, ligandos o
inhibidores que interaccionan con moléculas de adhesion, proteasas asociadas a membrana o receptores que median
el quimiotactismo como, por ejemplo, receptores de quimiocina, asi como sustancias inductoras de la apoptosis como
preferiblemente anticuerpos o proteinas/péptidos que pueden obtenerse a partir de peptidotecas naturales o artificiales.
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El medicamento puede emplearse solo o en combinacion con las sustancias anteriormente citadas particularmente para
terapia de enfermedades tumorales, preferiblemente de metdstasis dseas.

La invencion se refiere ademds a un procedimiento para la terapia y el uso médico y comercial de los anticuerpos
contra BSP citados u otros ligandos de la misma proteina o su combinacién con anticuerpos, ligandos o inhibidores
reforzantes que interaccionan con moléculas de adhesion, proteasas asociadas a membrana o receptores que median
el quimiotactismo como, por ejemplo, receptores de quimiocina, asi como sustancias inductoras de la apoptosis como
preferiblemente anticuerpos o proteinas/péptidos que pueden obtenerse a partir de peptidotecas naturales o artificiales,
para inhibir el crecimiento canceroso incluyendo la metastasis. El procedimiento se basa en la comprobacion de que
la BSP puede actuar sobre células tumorales especificas mediante la configuracién especifica de enfermedad de la
expresion. Se controla el comportamiento de migracién y proliferacion de tumores primarios y secundarios, entre
otros, mediante la BSP. Asi, resulta la posibilidad de impedir decisivamente o reprimir completamente el crecimiento
del cancer asi como la metastatizaciéon tumoral mediante el citado procedimiento/terapia.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpos, inmunotoxinas, moléculas con estructura de unién a BSP de receptores de BSP naturales o molé-
culas de factor H y aptdmeros o Spiegelmer® basados en ADN o ARN, que se unen a sialoprotefna ésea o fragmentos
de la misma en suero o plasma, para uso como principio activo en el tratamiento de metastasis 6seas y tumores que
expresan BSP que colonizan preferiblemente tejidos dseos.

2. Principios activos segun la reivindicacién 1 que se unen especificamente a sialoproteina ésea humana (BSPh) o
fragmentos de la misma en suero o plasma.

3. Principios activos segtn la reivindicacién 1 6 2 que se unen especificamente a sialoproteina ésea de células
tumorales.

4. Principios activos segtin una de las reivindicaciones precedentes, preparados contra sialoproteina ésea modifi-
cada quimica o naturalmente en la glucosilacién o un fragmento de la misma.

5. Principios activos segtin la reivindicacidn 4, preparados contra sialoproteina dsea de material 6seo cuyo donante
no es capaz de una glucosilacién normal de las proteinas dseas.

6. Principios activos segin una de las reivindicaciones precedentes que se unen especificamente a sialoproteina
6sea humana (BSPh) cuya glucosilacién postraduccional en el intervalo de los aminoécidos 120 a 135 (SWISSPROT:
SIAL_HUMAN, n° de acceso P21816), que incluye los aminodcidos TGLAA, estd modificada o incompleta frente a
la sialoproteina dsea normal de hueso.

7. Principios activos seguin una de las reivindicaciones precedentes, preparados contra un epitopo de BSPh que
comprende la secuencia aminoacidica TGLAA o YTGLAA y grupos de aziicar opcionales.

8. Principios activos segin una de las reivindicaciones precedentes, preparados contra un antigeno de BSPh con la
secuencia aminoacidica YTGALAAIQLPKKAGD (SEQ ID N° 1).

9. Principio activo segin una de las reivindicaciones precedentes, en el que el principio activo es un anticuerpo
IgY de gallina.

10. Principio activo segtn la reivindicacién 9, en el que el anticuerpo es humano o humanizado.

11. Principio activo seguin una de las reivindicaciones precedentes, en el que el principio activo es un anticuerpo
biespecifico que incluye un paratopo adicional que preferiblemente es especifico del epitopo de CD3.

12. Principio activo segiin una de las reivindicaciones precedentes, en el que el principio activo es una inmunoto-
xina que es un conjugado de molécula de unién y un resto con actividad citotdxica.

13. Principio activo segtin la reivindicacién 11, en el que el conjugado incluye la cadena A de ricina o un fragmento
no de unién de la toxina de la difteria.

14. Principio activo segtin una de las reivindicaciones precedentes, en el que el principio activo se acopla con un
radionucleido.

15. Composicién farmacéutica para el tratamiento de enfermedades por tumores y sus metdstasis que colonizan
preferiblemente tejidos 6seos, que contiene un principio activo segtin una de las reivindicaciones 1 a 14.

16. Composicién farmacéutica segtn la reivindicacioén 15, que contiene al menos otro anticuerpo, ligando o inhi-
bidor seleccionado de moléculas de adhesion, proteasas asociadas a membrana, receptores mediadores del quimiotac-
tismo, receptores de quimiocina y sustancias inductoras de la apoteosis.

17. Composicion farmacéutica segtin la reivindicacion 16, en la que los inhibidores bloquean al menos parcialmente
la BSP y por tanto modulan su funcién.

18. Principio activo o composicién farmacéutica segtin una de las reivindicaciones precedentes para el tratamiento
de tumores que expresan BSP del grupo de tumores de prdstata, mama, pulmoén, rifién y tiroides, enfermedades tu-
morales del sistema sanguineo, del sistema linfético, del sistema cardiocirculatorio, del sistema nervioso, del tracto
respiratorio, del tracto digestivo, del sistema endocrino, de la piel incluyendo anejos, del aparato locomotor y del tracto
urogenital, incluyendo los rifiones.

16
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