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DESCRIPCION
Sintesis enzimatica a gran escala de glicoconjugados de mucina y sus aplicaciones en inmunologia.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencioén se refiere a glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn, tales como glicoconjugados de
mucina-Tn, mucina sTn, mucina-TF, y a un complejo inmunitario soluble que comprende dicho glicoconjugado de
mucina basado en el antigeno Tn, para sus usos como inmundégenos, y a sus aplicaciones biolégicas, farmacéuticas
y médicas, mas particularmente a sus aplicaciones en inmunologia, notablemente en el campo del tratamiento
paliativo, preventivo o terapéutico de tumores.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

Las células malignas se expresan selectivamente en sus moléculas superficiales que tienen importancia funcional en
la adherencia, invasion y metastasis celulares. Algunas de estas estructuras asociadas a tumores son el resultado
de un bloqueo en la via de glicosilacion. En particular, el alargamiento incompleto de cadenas sacaridicas de O[]
glicano conduce a la expresién de estructuras de carbohidratos mas cortas, tales como los antigenos Tn, sialil-Tn o
TF (Hollingsworth and Swanson 2004). El antigeno Tn, definido como una unidad GalNAc a-enlazada a un residuo
de serina o treonina (a-GalNAc-O-Ser/Thr), es una de las estructuras asociadas a tumores humanas mas
especificas. El antigeno Tn se detecta en aproximadamente 90% de los carcinomas humanos (Springer 1984) y su
expresion esta correlacionada con la agresividad de los carcinomas (Springer 1997). Por otra parte, en condiciones
apropiadas, el antigeno Tn es capaz de inducir una fuerte respuesta inmunitaria en ratones y primates no humanos,
siendo los anticuerpos resultantes capaces de reconocer células cancerigenas humanas (Lo-Man et al., 2001, Lo-
Man et al., 2004).

Este epitopo O-enlazado se expresa generalmente en mucinas como sus estructuras nucleares de carbohidratos
(Hollingsworth and Swanson 2004). Las mucinas son proteinas O-glicosiladas de alto peso molecular (50-80% de
sus masas es debida a las cadenas de carbohidratos O-enlazadas) que participan en la proteccion, lubricacion y
resistencia a los acidos de la superficie epitelial (Gendler and Spicer 1995). Hasta la fecha, se han identificado y
numerado en orden cronolégico de su descripcion diferentes mucinas (MUC1-MUC20) (Chen et al., 2004, Filshie et
al., 1998, Gum et al., 2002, Higuchi et al., 2004, Moniaux et al., 2001, Pallesen et al., 2002, Williams et al., 2001, Yin
and Lloyd 2001). Aunque no muestran homologia de secuencias, todas las mucinas presentan una region grande
compuesta de un nimero variable de unidades repetitivas en tandem (VNTR, del inglés Variable Number of Tandem
Repeats). Estas regiones, denominadas generalmente unidades repetitivas de secuencias en tandem, se
caracterizan por un alto contenido en residuos de serina, treonina (que constituyen los sitios potenciales de OU
glicosilacion) y prolina.

Cada organo o tejido presenta un unico modelo de expresién de los genes MUC (Gendler and Spicer 1995). Este
perfil de la expresion de las mucinas se puede modificar en condiciones patoldgicas y especialmente durante la
transformacion maligna. La sobre-regulacion, la sub-regulacion y la expresion de novo de las proteinas mucinas han
sido descritas en células epiteliales cancerigenas y se sabe que influyen en la adherencia celular (Hilkens et al.
1992) y que contribuyen a la capacidad invasiva de los tumores (Segal-Eiras and Croce 1997). Por otra parte, estas
mucinas asociadas a tumores presentan diferencias antigénicas con las mucinas normales y son altamente
inmundgenas y en este sentido pueden usarse como dianas potenciales para inmunoterapia (Agrawal et al. 1998,
Apostolopoulos et al. 1996). En particular, la MUC1 esta siendo sometida a diversas pruebas clinicas como vacuna
anti-cancerigena (Finn et al. 1995, Gilewski et al. 2000).

La MUCG6 fue aislada primeramente de una genoteca humana de estdmago (Toribara et al., 1993) y se expresa a
altos niveles en el estbmago normal y en la vesicula biliar con expresion mas débil en el ileo terminal, colon derecho
y en el endo-cuello del utero (De Bolos et al., 1995, Ho et al. 1995, Reis et al., 2000, Toribara et al., 1993). La MUC6
tiene una unidad repetitiva en tdndem de 169 aminoacidos (507 pb cada uno) (Toribara et al., 1993) y los analisis por
transferencia Southern de los alelos més cortos de MUCG6 indican que contienen al menos 15 unidades repetitivas
(Vinall et al., 1998). Aunque el gen completo de MUC6 ha sido localizado e identificado, todavia no se ha
secuenciado completamente un cDNA de longitud completa (Rousseau et al., 2004). Ademas de su expresion
normal en los tejidos gastricos, la MUC6 ha sido detectada en el adenocarcinoma y la metaplasia de Barrett (Guillem
et al., 2000), en el adenoma y carcinoma intestinal (Guillem et al., 2000), en el carcinoma pulmonar (Hamamoto et
al., 2005, Nishiumi et al. 2003), en pdlipos colorrectales (Bartman et al., 1999) y en carcinoma de mama (De Bolos et
al., 1995, Pereira et al., 2001), mientras que no se expresa en los tejidos normales respectivos. En algunos casos,
se ha observado que la expresién de MUCG6 esta correlacionada con los grados de histopatologia relacionada con la
potencial malignidad (Bartman et al., 1999, Hamamoto et al., 2005, Nishiumi et al., 2003). Los inventores de la
presente solicitud han demostrado recientemente que la MUC6 esta andmalamente glicosilada en las células del
cancer de mama MCF7 puesto que contiene el antigeno Tn (Freire et al., 2005). Diversos estudios han demostrado
que las estructuras de carbohidratos de las mucinas (incluyendo el antigeno Tn del nucleo) pueden ser esenciales
para la definicion de las estructuras asociadas a tumores (Grinstead et al., 2003, von Mensdorff-Pouilly et al., 2005).
Por consiguiente, los glicoconjugados Tn-MUC6 representan dianas atractivas para ser utlizadas en la
inmunoterapia del cancer. Una respuesta del anticuerpos anti-Tn especificos debe dirigirse a las células
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cancerigenas a través del antigeno Tn, que se expresa en sus superficies. Ademas, se debe favorecer la activacion
de los linfocitos T citotdxicos especificos de las mucinas a través de la absorcidon de complejos inmunitarios MUC6[
Tn solubles por receptores Fc en células dendriticas (Amigorena and Bonnerot 1999).

Sin embargo las técnicas anteriores adolecen del inconveniente de no permitir una producciéon facil de
glicoconjugados de mucina-Tn.

Los glicoconjugados de mucina-Tn son:
- glicoconjugados que existen en la naturaleza o
- glicopéptidos sintéticos.

Los glicoconjugados mucina-Tn que existen en la naturaleza se obtienen por aislamiento a partir de una fuente
biologica (Podolsky 1985; Robbe et al., 2004). Dichos glicoconjugados se pueden obtener sélo en muy pequefias
cantidades. Su cadena principal de apomucina es una proteina completa de apomucina, que lleva un gran ndmero
de diferentes residuos de carbohidratos. Los glicoconjugados mucina-Tn que existen en la naturaleza no soélo
contienen antigenos Tn, sTn y TF, sino también un gran nimero de otros residuos de carbohidratos, cuya naturaleza
varia dependiendo del tipo, condicion y estado de la célula de la que proceden.

La preparacion de glicoconjugados antigénicos que existen en la naturaleza implica ademas purificaciones tediosas
en multiples etapas y/o que consumen tiempo.

Otros glicoconjugados mucina-Tn de la técnica anterior son los glicopéptidos sintéticos mucina-Tn. Su cadena
principal de apomucina esta limitada a unos cuantos aminoacidos.

Por ejemplo, Kagan et al., 2005 describen conjugados KHL de glicopéptidos de MUC1 o MUC2. La cadena principal
peptidica de estos conjugados de KHL es un péptido de 32 aa de MUC1 o MUC2 y la(s) enzima(s) utilizada(s) para
glicosilar estos péptidos es(son) N-acetilgalactosaminiltransferasa(s) T2 y/o T4.

Dichos glicopéptidos de la técnica anterior, cuando se utilizan solos, no son muy eficaces en inducir una respuesta
inmunitaria: requieren ser conjugados a un vehiculo proteinico, tal como KLH, para ejercer sus propiedades
antigénicas, si las tienen. Como consecuencia, los glicopéptidos derivados de mucina utilizados como inmundgenos
son de hecho conjugados con KLH.

Otros glicopéptidos de mucina sintéticos han sido descritos por los inventores de la presente solicitud, en Freire et
al., 2005 (Cancer Res. 65(17): 7880-7887).

Freire et al. 2005 describen la producciéon de un glicopéptido MUC6-Tn (GTTPPPTTLK; SEQ ID NO:14) y de los
glicopéptidos MUC1-Tn, MUC2-Tn y MUC5B-Tn. La cadena principal de apomucina de estos glicoconjugados de
mucina-Tn es un péptido con 9-12 aa (10 aa para MUC6-Tn; 9 aa u 11 aa para MUC1-Tn; 12 aa para MUC2-Tn; 11
para MUC5B-Tn; véase la pagina 7881 de Freire et al., 2005).

Estos glicopéptidos de mucina-Tn se producen:

- bien por el procedimiento bastante caro de sintesis glicopeptidica utilizando un bloque glicosilado
protegido [Fmoc-Thr(a-GalNAc(OAc)3)-OH] en el lugar adecuado de la secuencia peptidica (véase el
parrafo titulado "synthetic (glyco)peptides"”, en el apartado "Materials and Methods" en la pagina 7881),

- o por transferencia enzimatica de GalNAc al péptido de apomucina, en la que se utilizan extractos
microsomicos MCF-7 como fuente de actividad de ppGalNAc-T y en la que la glicosilacion es monitorizada
por HPLC en fase inversa (véase el parrafo titulado "Enzymatic transfer of GalNAc or Gal into MUC6 o
MUCB6-Tn, respectively”, en el apartado "Materials and Methods" en la pagina 7881; véase también la
Figura 1 en la pagina 7882).

Ambos procesos estan, sin embargo, limitados a la glicosilacion de péptidos con 9-12 aa y no consiguen cantidades
semi-preparativas de produccién (mg a g).

Freire et al., 2005 ademas no describen ningun resultado relacionado con la inmunizacién para estos glicopéptidos
MUC6-Tn, MUC1-Tn, MUC2-Tn y MUC5B-Tn, tanto si estan unidos a un vehiculo proteinico, tal como KLH, como si
no lo esta.

Ademas con el fin de desarrollar vacunas anti-tumorales basadas en el antigeno Tn, los inventores de la presente
solicitud proporcionan un método enzimatico in vitro para la preparacion de glicoconjugados de mucina basados en
el antigeno Tn y describen nuevos glicopéptidos de mucina y nuevas composiciones inmundgenas que superan los
inconvenientes de las técnicas anteriores y que pueden inducir una respuesta inmunégena altamente eficaz.

Los inventores de la presente solicitud desarrollaron un método enzimatico, que permite la produccién de
glicoconjugados de mucina con una alta densidad del antigeno Tn en cantidades a una escala al menos semi-
preparativa.
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Al contrario que los glicopeptidicos sintéticos de la técnica anterior, los glicoconjugados de mucina de la invencion
son inmundgenos, incluso cuando se utilizan en ausencia de proteina vehiculo.

Los glicoconjugados de mucina inmunégenos de la invencion difieren de los glicoconjugados que existen en la
naturaleza en que su componente de carbohidratos no tiene una composicion heterogénea ni variable. El
componente de carbohidratos de los glicoconjugados de mucina inmunégenos de la invenciéon tiene una
composicion precisa: cada uno de los restos de carbohidratos que estan O-enlazados directamente a un residuo de
Ser o Thr de la cadena principal de apomucina es un resto GalNAc.

Que sepan los inventores de la presente solicitud, este es el primer trabajo que describe la induccion de anticuerpos
especificos de células tumorales después de la inmunizacién con un polipéptido derivado de mucina que lleva el
antigeno Tn, sin un vehiculo proteinico.

Como un aspecto muy ventajoso, los glicoconjugados de mucina producidos de acuerdo con la presente invencion
inducen un efecto inmundgeno que es un efecto inmundgeno especifico: por administracion in vivo, los
glicoconjugados de mucina de la invencion son capaces de inducir anticuerpos y ventajosamente anticuerpos IgG
que son capaces de reconocer células tumorales humanas por medio de un mecanismo dependiente del antigeno
Tn.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion se refiere al objeto definido en las reivindicaciones.

Con el fin de desarrollar mas las vacunas anti-tumorales basadas en el antigeno Tn, los inventores de la presente
solicitud establecieron un procedimiento para la produccion in vitro de una composiciéon inmunégena, comprendiendo
dicho procedimiento la produccién enzimatica de glicoconjugados de mucina, mas particularmente de
glicoconjugados MUC6-Tn, como se define en las reivindicaciones.

Para este fin, los inventores de la presente solicitud realizaron la transferencia enzimatica de GalNAc a los residuos
de serina y treonina de la mucina, utilizando al menos una UDP-N-acetilgalactosamina:polipéptido NI
acetilgalactosaminiltransferasa (EC 2.4.1.41, ppGalNAc-T(s)).

Como caracteristica ventajosa de la invencion, se utiliza espectrometria de masas con desorcién-ionizacion laser
potenciada en superficie con detector de tiempo de vuelo (SELDI-TOF MS, del inglés Surface-Enhanced Laser
Desorption/lonization - Time-Of-Flight mass spectrometry) para monitorizar la conjugaciéon en la mucina,
particularmente cuando la mezcla de reaccion tiene una composicion compleja.

El método de transglicosilacion de una proteina de mucina recombinante de acuerdo con la invencién es muy
conveniente y eficaz, puesto que el 100% de la proteina de partida se convirtié en especies glicosiladas.

Ademas, se consigue una alta relacion de glicosilacion, es decir, una alta densidad de antigeno Tn.

Que sepan los inventores de la presente solicitud, esta es la primera vez que se obtiene un polipéptido recombinante
glicosilado de Tn/sTn/TF que carece de restos de carbohidratos distintos de Tn, sTn o TF, en cantidades semi-
preparativas, por el uso de al menos una ppGalNAc-T.

Que sepan los inventores de la presente solicitud, este el primer trabajo que describe la induccidon de anticuerpos
especificos de células tumorales humanas después de inmunizacién con un polipéptido derivado de mucina que
lleva el antigeno Tn, sin un vehiculo proteinico.

Como caracteristica muy ventajosa, los productos que son accesibles por la presente solicitud de patente son
capaces, por administracion in vivo, de inducir anticuerpos 1gG, que son capaces de reconocer células tumorales
humanas a través de un mecanismo dependiente de Tn.

Que sepan los inventores de la presente solicitud, esta es la primera vez que se utiliza espectrometria de masas
SELDI-TOF para monitorizar la conjugacion de mucina, particularmente cuando la mezcla tiene una composicion
compleja.

La invencion se refiere a un procedimiento que implica la produccion de glicoconjugados homogéneos de mucina,
por incorporacion de uno o diversos restos de carbohidratos elegidos entre las especies de carbohidratos definidas
(es decir, antigenos Tn, sTn y TF) y a los glicoconjugados homogéneos de mucina obtenibles por este
procedimiento, como se definen en las reivindicaciones.

El componente de carbohidratos de los glicoconjugados de la invencion consiste en al menos un antigeno Tn, sTn o
TF, pero no comprende ningun resto de carbohidratos distinto de Tn, sTn o TF. Por consiguiente, los
glicoconjugados de la invencién son estructuralmente mucho mas homogéneos que los glicoconjugados que existen
en la naturaleza.

La invencién también se refiere a glicoconjugados inmunégenos de mucina basados en el antigeno Tn (por ejemplo,
mucina-Tn, mucina-T o mucina-sTn), para sus usos como inmunoégenos, donde el componente apomucina es un
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polipéptido o proteina de apomucina que comprende al menos una unidad repetitiva en tandem de mucina o un
fragmento conservado o sus derivados, como se definen en las reivindicaciones. La solicitud describe acidos
nucleicos que codifican dichos glicopolipéptidos o glicoproteinas, vectores y células hospedantes que comprenden
dicho acido nucleico y/o que expresan dicho glicopolipéptido o glicoproteina. Dichos glicopolipéptidos o
glicoproteinas de mucina se obtienen por el procedimiento de la invencién.

La invencion se refiere también a un complejo inmunitario soluble, para utilizar como inmundgeno, que comprende al
menos un glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn y al menos una inmunoglobulina o fragmento de
inmunoglobulina, como se define en las reivindicaciones.

La invencién se refiere también a composiciones, principalmente composiciones farmacéuticas, farmacos, farmacos
inmunégenos, vacunas, que comprenden un glicoconjugado de mucina, para su usoO como composiciones
inmundégenas como se definen en las reivindicaciones. Dichas composiciones no requieren la presencia de un
vehiculo proteinico para inducir un efecto inmundgeno.

La invencion se refiere también a las aplicaciones anti-tumorales de los glicoconjugados de mucina.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURAS 1A, 1B, 1C:

FIG. 1A. Alineacion de las proteinas clonadas MUC6 con dos unidades repetitivas en tandem conocidas de
MUCS6.

La alineacion se realizé con ClustalW utilizando las secuencias predichas obtenidas de proteinas MUC6 clonadas
(MUCG6-1 de SEQ ID NO:4, primera linea de alineacion; y MUC6-2 de SEQ ID NO:5, segunda linea de alineacién) a
partir de las células de cancer de mama MCF7 y con unidades repetitivas en tdndem de MUCG6 ya citadas (TR1 y
TR2 y TR3, desde la tercera a la cuarta lineas de alineacion, respectivamente) amplificadas a partir de una genoteca
gastrica normal (nUmero de acceso Q14395). Los sitios potenciales de O-glicosilacion se determinaron utilizando el
servidor NetOGlyc3.1 en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGIvc/ y estan sombreados en gris. Las secuencias
correspondientes a la fusion cola de His estan subrayadas (es decir, los primeros 34 aminoacidos en el extremo N
de SEQ ID NO:4 y NO:5). Los aminoacidos idénticos estan marcados con [*].

FIG. 1 B. Purificacion de proteina recombinante MUC6-1 analizada por SDS-PAGE.

La proteina MUCB6-1 recombinante se purificd utilizando Ni-NTA-agarosa y HPLC. Las fracciones se resolvieron por
SDS-PAGE (13%) y se tifieron con azul de Coomassie. Pistas 1-4: fracciones de elucion con Ni-NTA agarosa; Pista
5: MUCB6-1 purificada después por HPLC. Los marcadores moleculares se expresan en kDa.

FIG. 1C. Purificacion de proteina recombinante MUC6-2 analizada por SDS-PAGE.

La proteina MUCG6-2 recombinante se purificé utilizando Ni-NTA-agarosa. Las fracciones se resolvieron por SDS[
PAGE (13%) y se tifieron con azul de Coomassie. Pistas 1-4: fracciones de elucién con Ni-NTA agarosa. Los
marcadores moleculares se expresan en kDa.

FIGURAS 2A, 2B, 2C, 2D: Transferencia de GalNAc a las proteinas MUC6 y determinaciéon del nimero de
GalNAc.

La reaccion de transglicosilacion se realizé bien con mucina MUC6-1 purificada (3 mg, 0,14 umoles) y UDP-GalNAc
(7,8 mg, 11,5 ymoles) utilizando bppGalNAc-T1 (300 ug) o con mucina MUC6-2 purificada (1 mg, 0,082 pmoles) y
UDP-GalNAc (3,2 mg, 4,92 pymoles en dos veces) utilizando extractos de células MCF7 (12 mg en dos veces). La
glicoproteina MUC6-1:Tn(T1) fue analizada directamente por HPLC (FIG. 2A). La glicoproteina MUC6-2:Tn(MCF7)
fue purificada utilizando Ni-NTA agarosa y analizada por HPLC (FIG. 2B). Después de purificacion por HPLC, MUC6(]
1:Tn(T1) (FIG. 2C) y MUC6-2:Tn(MCF7) (FIG. 2D) fueron analizadas por SELDI-TOF MS. Cada pico esta marcado
con el valor masa/carga (m/z) en Daltons. Entre paréntesis se indica el nimero correspondiente de unidades GalNAc
incorporadas.

FIGURA 3: SDS-PAGE de MUC6-1 y MUCG6-2 purificadas y sus glicoconjugados.

Los glicoconjugados purificados (0,5 pg) se separaron en SDS-PAGE al 13% y se tifieron con azul de Coomassie.
Pista 1: MUC6-2; Pista 2: MUC6-2:Tn(T1); Pista 3: MUC6-2:Tn(MCF7); Pista 4: MUCG6-1; Pista 5: MUC6-1:Tn(T1);
Pista 6: MUC6-1:Tn(MCF7). Los marcadores moleculares se expresan en kDa.

FIGURAS 4A, 4B, 4C, 4D, 4E: Reconocimiento de glicoconjugados MUC6-Tn por mAb anti-Tn por
transferencia de Western (A-B) y ELISA (C-E).

Los glicoconjugados se separaron en un SDS-PAGE al 13% y se transfirieron a laminas de nitrocelulosa. Se
afiadieron un mAb anti-His (FIG. 4A) y el mAb anti-Tn 83D4 (FIG. 4B), seguido de un conjugado de peroxidasa antilJ
raton y la reaccion se desarrollé con quimioluminiscencia mejorada. Pista 1: MUCG6-2; Pista 2: MUC6-2:Tn(T1); Pista
3: MUC6-2:Tn(MCF7); Pista 4: MUCG6-1; Pista 5: MUCG6-1:Tn(T1); Pista 6: MUC6-1:Tn(MCF7). Los marcadores
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moleculares se expresan en kDa.

El reconocimiento de los glicoconjugados MUCG6-Tn por anticuerpos monoclonales anti-Tn 83D4 (FIG. 4C) y MLS128
(FIG. 4D) y por un suero anti-MUCG6 policlonal (FIG. 4E) se analizaron también por ELISA. Como control se utilizd
mucina submaxilar asialo-ovina (aOSM, una mucina rica en Tn).

FIGURAS 5A, 5B: Reconocimiento de células tumorales de Jurkat humanas por sueros procedentes de
ratones inmunizados con MUC6-2: Tn(MCF7).

FIG. 5A: Se realizaron analisis por citometria de flujo de células tumorales de Jurkat Tn+ humanas incubadas con
sueros individuales (diluidas 1:500) extraidas de ratones BALB/c (5 por grupo) inmunizados con MUC6-2, MUC6(]
2:Tn(MCF7) o alumbre mas CpG solo (grupo control).

FIG. 5B: Para andlisis de inhibiciéon, se incubaron células con una mezcla de sueros procedentes de ratones
inmunizados con MUCG6-2:Tn(MCF7) junto con diversas concentraciones de asialo-OSM (mucina Tn+) u OSM
desglicosilado (mucina Tn-). Como controles se usaron el mAb IgM anti-Tn 83D4 y un mAb IgG anti-CD4. Se detectd
la unidon a anticuerpos utilizando anticuerpos marcados con PE especificos de la inmunoglobulina de raton. Las
concentraciones utilizadas para asialo-OSM u OSM desglicosilado fueron: 0 pg/ml (----); 0,01 pg/ml (-—x—1 pg/ml
(cormen ); 100 pg/ml (- -). Los resultados obtenidos con sueros de ratdn son el resultado de dos experimentos
independientes.

FIGURA 6: Esquema de transglicosilacion enzimatica de GalNAc desde UDPGalNAc a la mucina MUCS, utilizando
bien ppGalNAc-T1 recombinante o extractos de las células tumorales MCF-7.

FIGURAS 7A-7G: Analisis por SELDI-TOF MS

El analisis por SELDI-TOF MS del progreso de la transglicosilacion de GalNAc en MUCG6 (masa molecular, 12144.3,
FIG. 7A) utilizando ppGalNAcT1, dependiendo de la cantidad de donador (paneles FIG. 7B-7E), y de la cantidad
enzimatica (paneles E-G). El panel A sirvi6 como control para el material de partida MUC6 (reaccion de incubacion
sin UDP-GalNAc). Los valores medios de masa/carga (m/z) (en daltons) se muestran en cada panel sobre el pico
medio indicado con una flecha. Para detalles de las condiciones, véase la Tabla 2 siguiente.

FIGURAS 8A, 8B:

Comparacion de la resolucion del método de analisis en el experimento representativo de la FIG. 7G (1 eq. de UDP-
GalNAc y 1ug de ppGalNAcT T1/10 ug de MUCSG).

FIG. 8A: Espectro de masas SELDI-TOF ampliado que muestra los detalles del aumento de masa (valores m/z en
daltons).

FIG. 8B: Perfil de HPLC en fase inversa; condiciones cromatograficas: Waters Symmetry C18 (5 pm, 300 A, 3,9 x
250 mm), caudal 1 mL/min, gradiente con agua (acido trifluoracético 0,1% )/acetonitrilo (10-60%) durante 30 min.

FIGURAS 9A-9B:

Analisis por SELDI-TOF MS de la reaccion de conjugacion utilizando extractos de células tumorales MCF-7 (FIG.
9B).

La FIG. 9A sirvi6 como control para el material de partida MUC6 (reaccion de incubacion sin UDP-GalNAc). Los
valores medios de masa/carga (m/z) (en daltons) se muestran en ambos paneles en el pico medio indicado con una
flecha. Para los detalles de las condiciones, véase la Tabla 2 siguiente.

Las FIGURAS 10A y 10B muestran las secuencias de DNA y aminoacidos de MUC6-1 (secuencia de acidos
nucleicos SEQ ID NO:8 y secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9; secuencia de &cidos nucleicos de MUC6-1
con cola de His = SEQ ID NO:10) y de MUCG6-2 (secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO:11 y secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:12; secuencia de acidos nucleicos de MUC6-2 con cola de His = SEQ ID NO:13).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente solicitud, los términos “mucina”, “apomucina”, “Tn”, tienen el significado usual en su campo.

Mas particularmente, una mucina es definida por un experto en la técnica como una glicoproteina de alto peso
molecular (M>106) con un alto grado de glicosilacién O-enlazada en los residuos de serina y/o treonina. Las
glicoproteinas de tipo mucina se polimerizan ademas por el enlace dependiente de S-S y son los componentes
principales de las secreciones epiteliales.

Dos regiones claramente diferentes se encuentran en las mucinas maduras que existen en la naturaleza:

e las regiones de los extremos amino y carboxi estan muy glicosiladas, pero son ricas en cisteinas, que
estan implicadas probablemente en el establecimiento de enlaces disulfuro dentro y entre los mondémeros
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de mucina,

e una region central grande formada de multiples unidades repetitivas en tandem de 10 a 170 residuos en
los que hasta la mitad de los aminoacidos son serina o treonina. Esta zona llega a saturarse con cientos
de oligosacaridos O-enlazados. También se encuentran en las mucinas oligosacaridos N-enlazados, pero
mucho menos abundantes.

El término "apomucina" en la presente memoria se refiere a la porcion proteinica, polipeptidica o peptidica de una
mucina, en oposicion a su(s) componente(s) de carbohidratos.

El antigeno Tn (T independiente) es un carbohidrato N-acetilgalactosamina O-enlazado a un residuo de Ser o Thr de
la porcion apomucina de una mucina. El antigeno Tn es GalNAc-alpha1,0-Ser/Thr.

La invencion se refiere a productos, procedimiento y sus aplicaciones, que estén relacionados particularmente con el
concepto de proveer glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn, mas particularmente glicoconjugados
mucina-Tn, y glicoconjugados derivados directamente de ellos por adicién de un(os) grupo(s) organico(s), tales como
glicoconjugados mucina-T y glicoconjugados mucina-sTn:

- que no se obtienen por aislamiento de una fuente que existe en la naturaleza, sino que se obtienen por el
procedimiento de sintesis enzimatica in vitro de la invencion, y

- que son capaces de inducir anticuerpos y mas particularmente anticuerpos IgG, que reconocen células
tumorales humanas.

Mas particularmente, los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invenciéon son capaces de
inducir anticuerpos anti-Tn especificos de células tumorales humanas, preferiblemente IgG y/o IgA anti-Tn
especificos de células tumorales humanas, en ausencia de un vehiculo proteinico.

Que sepan los inventores de la presente solicitud, la presente invencion es la primera descripcion de medios que
permiten la produccion de glicoconjugados de mucina producidos sintéticamente que son capaces de inducir dichos
anticuerpos y mas particularmente la produccion de IgG en ausencia de un vehiculo proteinico.

Que sepan los inventores de la presente solicitud, también es la primera vez que se obtiene en cantidades semi-
preparativas un glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn.

Por consiguiente, como una caracteristica ventajosa de la invencion, por administracién a un roedor o a un primate
no humano o a un ser humano, los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencién son
capaces de inducir anticuerpos y preferiblemente anticuerpos IgG y/o IgA, que reconocen (es decir, se unen a) una
célula tumoral humana, tal como una célula de Jurkat, mientras que la misma mucina, pero no glicosilada no es
capaz de dicha induccion de Ig (véase el ejemplo 1 mas adelante, en el que se compara la administracion del
glicoconjugado MUC6-2:Tn(MCF7) con la administracién de la proteina MUC6-2 no glicosilada en alumbre mas
CpG).

Las IgG y/o IgA que son inducidas de acuerdo con la invencién estan dirigidas contra el glicoconjugado utilizado
para inmunizacioén (es decir, contra su componente de carbohidrato, tal como el antigeno Tn y/o contra su cadena
principal de MUC).

Las IgG y/o IgA inducidas reconocen (es decir, se unen a) células tumorales y mas particularmente células tumorales
humanas, tales como, por ejemplo, la linea de células tumorales humanas de Jurkat (ATCC TIB-152) (véase el
ejemplo 1 mas adelante). Preferiblemente, dichas células tumorales humanas son células tumorales de mama y/o
células tumorales de pancreas y/o células tumorales renales y/o células tumorales de estémago y/o células
tumorales de préstata y/o células tumorales de ovario y/o células tumorales intestinales y/o células tumorales
pulmonares y/o células tumorales colorrectales.

Ventajosamente, este reconocimiento del tumor puede ser especifico en el sentido de que un anticuerpo inducido
(por ejemplo, IgG y/o IgA) se une a una célula tumoral, pero no se une a una célula no tumoral pero por lo demas
equivalente.

El analisis de si un glicoconjugado dado induce anticuerpos (tales como IgG y/o IgA) que reconozcan células
tumorales es de la competencia de los expertos habituales de la técnica.

Por ejemplo (véase, por ejemplo, el ejemplo 1 mas adelante, véase también la Figura 5), el glicoconjugado que se va
a analizar puede ser inyectado i.p. a un ratén BALB/c. Dicho glicoconjugado puede ser inyectado, por ejemplo, en
alumbre mas CpG; los ratones de control reciben solamente CpG en alumbre. Los sueros se pueden recoger
después de la inmunizacién y se analizan por ELISA y/o FACS para determinar la presencia de IgG dirigida contra el
glicoconjugado que se ha utilizado para la inmunizacién. Los sueros recogidos pueden ser analizados por citometria
de flujo para reconocimiento de una célula tumoral, tal como la linea de células tumorales humanas de Jurkat (ATCC
TIB-152). El reconocimiento especifico se puede evaluar determinando que los sueros recogidos no reconocen una
célula no tumoral, tales como una célula de mama y/o una célula de pancreas y/o una célula renal y/o una célula de
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estdbmago y/o una célula de préstata y/o una célula de ovario y/o una célula intestinal y/o una célula pulmonar y/o
una célula colorrectal.

Si se desea, los anticuerpos inducidos (por ejemplo, IgG y/o IgA) se pueden purificar a partir de los sueros
recogidos.

Los glicoconjugados de mucina de la técnica anterior requieren ser acoplados a un vehiculo proteinico, tal como
KLH. Por consiguiente tienen limitaciones en cuanto a su aplicacién para inmunoterapia anti-cancerigena en seres
humanos. La respuesta inmunitaria a la molécula vehiculo da como resultado un nivel bajo de los anticuerpos
deseados, en comparacion con la cantidad total de anticuerpos producidos. Esto puede conducir a la supresion
inducida por el vehiculo de la respuesta inmunitaria dirigida contra la molécula hapténica (Schutze et al., 1985).

Al contrario de estos glicoconjugados de la técnica anterior, los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno
Tn de la invencion no requieren estar acoplados a un vehiculo proteinico, tal como KLH.

Ademas, al contrario que los conjugados acoplados a KLH de la técnica anterior, la estructura y la composicién de
los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencién, se pueden determinar precisamente por
espectrometria de masas. Esta caracteristica es esencial para satisfacer los requisitos de cuerpos reguladores para
su aprobacién en seres humanos. La invencion proporciona por ello compuestos que estan especialmente mucho
mas adaptados a una aplicacién para vacunas anti-tumorales, que los glicoconjugados de la técnica anterior.

La invencion se refiere asi a glicoconjugados inmunégenos de mucina basados en el antigeno Tn, para su uso como
inmunégenos, que, en ausencia de un vehiculo proteinico, son capaces de inducir anticuerpos y preferiblemente
anticuerpos 1gG y/o IgA, que reconocen células tumorales humanas, tal como un célula de Jurkat. Mas
particularmente, los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencion son capaces de inducir
anticuerpos anti-Tn especificos de células tumorales humanas, preferiblemente IgG anti-Tn especifica de células
tumorales humanas, en ausencia de un vehiculo proteinico.

Los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencién comprenden al menos un resto de
carbohidratos, preferiblemente una pluralidad de restos de carbohidratos, unidos a una cadena principal de
apomucina.

Al menos uno de estos restos de carbohidratos estd O-enlazado directamente a un residuo de Ser o Thr de la
cadena principal de apomucina.

En los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencion, cada uno de los restos de
carbohidratos que estan directamente O-enlazados a un residuo de Ser o Thr de dicha cadena principal de
apomucina es un resto GalNAc.

La cadena principal de apomucina de los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn, de la invencion es
ventajosamente una proteina apomucina o un fragmento de apomucina que ha retenido al menos una unidad
repetitiva en tandem o un subfragmento de apomucina que ha retenido un fragmento de al menos 15 aminoacidos,
preferiblemente de al menos 20 aminoacidos, de la unidad repetitiva en tdndem de apomucina.

Preferiblemente, dicho fragmento o subfragmento ha retenido dicha capacidad de inducir anticuerpos y mas
particularmente los anticuerpos IgG y/o IgA, que reconocen las células tumorales humanas, tales como las células
de Jurkat.

Dicha cadena principal de apomucina puede ser ventajosamente una variante conservada de una proteina
apomucina o de un fragmento de apomucina, habiendo retenido dicha variante conservada la capacidad de inducir
anticuerpos, y mas particularmente los anticuerpos IgG y/o IgA, que reconocen al menos una célula tumoral
humana, tales como las células de Jurkat.

Dicha cadena principal de apomucina puede ser ventajosamente un cadena principal de apomucina producida
sintética o recombinantemente, que comprende al menos dos proteinas apomucina y/o al menos dos fragmentos y/o
subfragmentos y/o variantes de apomucina. Dicha cadena principal de apomucina es muy ventajosa, puesto que
puede conducir a un glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn de la invencién, que puede ser util en el
tratamiento preventivo y/o paliativo y/o curativo de diferentes tumores.

Cada uno de al menos dichos dos proteinas y/o fragmentos y/o subfragmentos y/o variantes de apomucina pueden
tener idénticas secuencias o diferentes secuencias.

Cada uno de al menos dichos dos proteinas y/o fragmentos y/o subfragmentos y/o variantes de apomucina pueden
proceder del mismo grupo de mucinas (por ejemplo, MUC6 o MUC3 o MUC4 o MUCS5).

Cada uno de al menos dichos dos proteinas y/o fragmentos y/o subfragmentos y/o variantes de apomucina pueden
proceder de diferentes grupos de mucinas (por ejemplo, MUC6 y MUC3, MUC6 y MUC4, MUC6 y MUC5, MUC3 y
MUC4, MUC4 y MUC5, MUC3 y MUCS5). Por tanto, al menos dichas dos proteinas apomucinas pueden ser la
apomucina de mucinas que pertenecen a diferentes grupos de mucinas. Al menos dichos dos fragmentos o
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subfragmentos de apomucina pueden ser los fragmentos o subfragmentos de apomucina de mucinas que
pertenecen a diferentes grupos de mucinas.

La cadena principal de apomucina de los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencion
pueden comprender asi la secuencia de aminoacidos de:

i. al menos una apomucina, y/o

ii. al menos un fragmento de apomucina, en el que al menos dicho un fragmento comprende al menos una
unidad repetitiva en tdndem de apomucina y en el que al menos dicho fragmento ha retenido la capacidad
de inducir anticuerpos anti-tumorales, por ejemplo, IgG y/o IgA, y/o

iii. al menos un subfragmento de apomucina, en el que al menos dicho un subfragmento comprende al
menos 15 aminoacidos contiguos de una unidad repetitiva en tdndem de apomucina y en el que al menos
dicho subfragmento ha retenido la capacidad de inducir anticuerpos anti-tumorales, por ejemplo, IgG y/o
IgA, y/o

iv. al menos una variante conservada de apomucina o de un fragmento como se ha definido en el apartado
ii., en donde la secuencia de al menos dicha variante conservada tiene una identidad de al menos 70%
con la secuencia de dicha apomucina o fragmento, en toda la longitud de esta secuencia de la proteina o
del fragmento, y en el que al menos dicha variante conservada ha retenido la capacidad de inducir
anticuerpos anti-tumorales, por ejemplo, 1gG y/o IgA.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de la invencion, los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn
de la invencidon no estan enlazados a un vehiculo proteinico (es decir, una estructura antigénica, tipicamente un
péptido, polipéptido o proteina o un hapteno, que sea capaz de estimular la respuesta inmunitaria), tal como KLH,
BSA, ovoalbumina o tiroglobulina.

Dicha apomucina puede ser una apomucina o un fragmento o subfragmento de apomucina que los expertos en la
técnica puedan considerar apropiados.

La apomucina se puede aislar de mucinas que existen en la naturaleza o sintetizar de acuerdo con la secuencia de
la apomucina o fragmento o subfragmento de apomucina de una mucina conocida. Por tanto, dicha apomucina o
fragmento o subfragmento de apomucina, se puede obtener de una célula que existe en la naturaleza (como un
extracto celular o por purificacion) o a partir de una célula manipulada genéticamente. Las cadenas principales de
longitud corta se pueden sintetizar quimicamente.

Hasta la fecha, se han identificado veinte mucinas.

Las mucinas conocidas incluye principalmente: MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5, MUC6, MUC7, MUC8, MUCS9,
MUC10, MUC11, MUC12, MUC13, MUC14, MUC15, MUC16, MUC17, MUC18, MUC19, MUC20.

Cada una de MUC1-MUC20 comprende una unidad repetitiva en tdndem caracteristica en su region central.

Dicha cadena principal de apomucina puede ser asi un fragmento o sub-fragmento o variante de la apomucina de
MuUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5, MUC6, MUC7, MUC8, MUC9, MUC10, MUC11, MUC12, MUC13, MUC14,
MUC15, MUC16, MUC17, MUC18, MUC19 o MUC20.

La mayoria de las mucinas, tales como MUC1 y MUC2, tienen una expresion ubicua.

De acuerdo con la invencioén, las mucinas preferidas son por consiguiente las mucinas que tienen un modelo de
expresion que esta restringido mas particularmente a células tumorales, o es especifico de ellas, tales como MUCS,
MUC3, MUC4 y MUCS5.

Por ejemplo, las MUC6 y MUCS5 son expresadas por las células tumorales de tejidos de mama, pero no son
expresadas por células de mama no tumorales, mientras que la MUC1 es expresada tanto por células de mama
tanto tumorales como no tumorales. Las MUC5AC, MUC4, MUCG6 son expresadas por células tumorales de tejidos
de pancreas, pero no son expresadas por células de mama no tumorales, mientras que la MUC1 es expresada por
células de pancreas tanto tumorales como no tumorales.

La MUC4 esta ademas implicada en la apoptosis.

La estructura respectiva de las diferentes mucinas (y mas particularmente, de MUC6, MUC4, MUC3, MUC5) ha sido
descrita por Hollingsworth y Swanson, 2004, cuyo contenido se incorpora aqui como referencia. El recuadro 1 en la
pagina 48 del trabajo de Hollingsworth and Swanson, 2004 describe los dominios de mucina y mas particularmente
las unidades repetitivas en tandem.

La Tabla 3 siguiente muestra las secuencias ilustrativas de unidades repetitivas en tdndem de algunas mucinas.
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Tabla 3: Secuencias de algunas unidades en tdndem de mucinas

SEQ ID NO:
MUC1 GSTAPPAHGVTSAPDTRPAP (20 aa) 24
Muc-1 DSTSSPVHSGTSSPATSAPE (20-21 aa) (raton) 25
MUC2 PTTTRITTTTTVTPTPTPTGTQT (23 aa) 26
Muc-2 PSTPSTPPPST (11-12 aa) (MLP de rata) 27
MUC3 HSTPSFTSSITTTETTS (17 aa) 28
MUC4 TSSASTGHATPLPVTD (16 aa) 29
MUCS5AC TTSTTSAP (8 aa) 30
MUC5B SSTPGTAHTLTVLTTTATTPTATGSTATP (29 aa) 31
MUC7 TTAAPPTPSATTPAPPSSSAPPE (23 aa) 32

Dicha apomucina puede ser por tanto una apomucina de MUC3 o MUC4 o MUCS5.

Por ejemplo, dicha apomucina puede comprender la unidad repetitiva en tandem de MUC3 de SEQ ID NO: 28 o la
unidad repetitiva en tandem de MUC4 de SEQ ID NO:29 o la unidad repetitiva en tandem de MUC5 de SEQ ID NO:
30 o 31, preferiblemente de SEQ ID NO:30 (MUC5AC).

Como una caracteristica muy ventajosa de la invencion, dicha apomucina puede ser una apomucina de MUC6 o uno
de sus fragmentos o subfragmentos.

Ejemplos de células manipuladas genéticamente que expresan un fragmento de apomucina de MUCG6 son los clones
1-3491 e 1-3492 de E. coli, que fueron depositados el 10 de agosto de 2005 en el CNCM de acuerdo con los términos
del Tratado de Budapest.

El clon [-3491 expresa el fragmento polipeptidico de apomucina, que se denomina MUCG6-1 en los ejemplos que se
dan mas adelante: ha sido clonado a partir de la linea celular de cancer de mama MCF7 y esta asociado al cancer
de mama.

El clon 1-3492 expresa el fragmento polipeptidico de apomucina que se denomina MUCG6-2 en los ejemplos que se
dan mas adelante.

La unidad repetitiva en tandem de MUCG6 es una secuencia de 169 aa. Las secuencias ilustrativas de una unidad
repetitiva en tdndem de MUCG6 son las secuencias de aminoacido de SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 15 (véanse las Figuras 1A, 10A, 10B).

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn
de la invencién comprenden al menos un fragmento o subfragmento de la apomucina antes descrita. Pueden
comprender varios de tales fragmentos o subfragmentos.

Dichos fragmentos o subfragmentos son, en la invencion, como se han definido en los apartados ii. e iii. anteriores,
es decir:

- un fragmento comprende al menos una unidad repetitiva en tandem de apomucina y ha retenido la
capacidad de induccioén de anticuerpos anti-tumorales, por ejemplo, 1gG y/o IgA,

- un subfragmento comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de unidades repetitivas en tdndem de
apomucina y ha retenido la capacidad de induccién de anticuerpos anti-tumorales, por ejemplo, 1gG y/o
IgA.

Preferiblemente, dicho al menos un subfragmento, como se ha definido en el apartado iii. anterior, comprende al
menos 20 aminoacidos contiguos, mas preferiblemente al menos 22 aminoacidos contiguos, mas preferiblemente al
menos 25 aminodacidos contiguos, incluso mas preferiblemente al menos 30 aminoacidos contiguos, todavia més
preferiblemente al menos 35 aminoacidos contiguos, de dicha unidad repetitiva en tandem.

Dicho al menos un subfragmento, como se ha definido en el apartado iii. anterior, puede comprender, por ejemplo,
aproximadamente una mitad de una secuencia de la unidad repetitiva en tdndem (con la condicion de que esta mitad
de secuencia de la unidad repetitiva en tdndem tenga una longitud de al menos 15 aminoacidos).

Por ejemplo, en el caso de MUCBG, al menos dicho un subfragmento puede comprender al menos 85 aminoacidos
contiguos de la unidad repetitiva en tandem de MUCG6. Las secuencias de subfragmentos ilustrativas comprenden la
secuencia de SEQ ID NO: 12 (MUCB6-2, véase la Figura 10B).

La secuencia de al menos dicho fragmento, como se ha definido en el apartado iii. anterior, puede consistir en una
secuencia de unidades repetitivas en tdndem de una proteina apomucina, tal como la unidad repetitiva en tdndem de
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una apomucina de MUCG6 (por ejemplo, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7 o SEQ ID NO:15), MUC3 (por
ejemplo, SEQ ID NO: 28), MUC4 (por ejemplo, SEQ ID NO: 29) o MUCS5 (por ejemplo, SEQ ID NO: 30 o 31,
preferiblemente SEQ ID NO: 30).

Ventajosamente, la secuencia de dicha cadena principal de apomucina es o procede de una apomucina de MUCSG.
Mas particularmente, la secuencia de dicha cadena principal de apomucina puede ser:
a. una apomucina de MUCG6, o
b. un polipéptido o una proteina, que:
a. comprende al menos una unidad repetitiva en tandem de una apomucina de MUCS6, o

B. comprende al menos un fragmento conservado de una unidad repetitiva en tandem de apomucina
de MUCS6, en donde dicho fragmento conservado ha retenido varios residuos de Ser y Thr de al
menos 30, o

c. una variante conservada de aminoacidos de una apomucina de MUCG6 (como se ha definido en a.) o de
un polipéptido o proteina como se ha definido en b. a., en donde la secuencia de dicha variante
conservada tiene una identidad al menos del 70% con:

- la secuencia de al menos dichas unidades repetitivas en tandem contenida en dicho
fragmento de apomucina que contiene unidades repetitivas en tandem de MUCG6 (como se
ha definido en a.), a lo largo de toda la longitud de esta secuencia de unidades repetitivas
en tandem,

- dicha secuencia variante conservada ha retenido un nimero de al menos 30 residuos de
Sery Thr.

Preferiblemente dicho nimero minimo de residuos de Ser y Thr contenidos en la cadena principal polipeptidica de
apomucina derivada de MUC6 o MUC6 es al menos 32, mas preferiblemente al menos 35, todavia mas
preferiblemente al menos 37, mucho mas preferiblemente al menos 40, incluso mas preferiblemente al menos 45.

Los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencién pueden tener cualquier porcentaje
deseado de O-glicosilacion.

Cuando la cadena principal de apomucina que va a ser glicosilada tiene un numero pequefio de residuos de Ser y
Thr, se puede alcanzar un indice de transferencia de GalNAc muy alto, tal como por ejemplo al menos 80%,
preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos 90%, mucho mas preferiblemente al menos 95%,
todavia mas preferiblemente al menos 98%, incluso mas preferiblemente al menos 99%, por ejemplo, 100%.

Una caracteristica ventajosa de la invencion es que describe un procedimiento que permite alcanzar una alta
densidad de Tn en las complejas cadenas principales polipeptidicas o proteinicas, tales como las derivadas de
MUCSG. En la unidad repetitiva en tandem de MUCB6, que contiene 169 aminoacidos, el numero total de residuos de
Ser y Thr (= sitios potenciales de O-glicosilacion) es aproximadamente 83. La invencidon permite conseguir altos
indices de glicosilacion en una cadena principal polipeptidica o proteinica tan compleja como una cadena principal
de MUCEG6 o derivada de MUCG6 (véase el ejemplo 1 siguiente).

De acuerdo con la invencioén, al menos el 40% del niumero total de residuos de Ser y Thr contenidos en la cadena
principal de apomucina, tal como una cadena principal de MUC6 o derivada de MUCG6, puede estar O-enlazada
directamente a al menos una N-acetilgalactosamina (GalNAc).

En otras palabras, la densidad global de los antigenos Tn contenidos en un glicoconjugado de mucina basado en el
antigeno Tn de la invencion, tal como un glicoconjugado de MUC6 o derivado de MUCG6 de la invencién, es (o la
densidad de carbohidratos de los glicopolipéptidos de la invencion) al menos 40%.

Mas preferiblemente, dicho nimero total de residuos de Ser y Thr O-enlazados a GalNAc es al menos 41%, todavia
mas preferiblemente al menos 42%, incluso mas preferiblemente al menos 43%, mucho mas preferiblemente al
menos 45%.

Dicho numero total de residuos de Ser y Thr O-enlazados a GalNAc puede ser incluso al menos 50%,
preferiblemente al menos 51%, mas preferiblemente al menos 52%, incluso mas preferiblemente al menos 53%,
todavia incluso mas preferiblemente al menos 55%, mucho mas preferiblemente al menos 57%.

El procedimiento de la invencion permite ademdas la produccion de glicoconjugados de mucina basados en el
antigeno Tn, tales como los glicoconjugados de MUC6 o derivados de MUCG6, en donde el nimero total de residuos
de Ser y Thr O-enlazados a GalNAc es al menos 58%, mas preferiblemente al menos 60%, incluso mas
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preferiblemente al menos 61%, todavia incluso mas preferiblemente al menos 62%, mucho mas preferiblemente al
menos 65%.

Por ejemplo, los glicopolipéptidos mucina-Tn de MUCG6 o derivados de MUCG6 descritos en los ejemplos que se dan
mas adelante tienen una densidad de Tn (= % de residuos de Ser y Thr O-enlazados a GalNAc) de 42% [MUC6[]
2:Tn(T1)], 54% [MUC6-2:Tn(MCF7)], 58% [MUCG6-1:Tn(MCF7)] y 64% [MUCG6-1:Tn(T1)].

El glicoconjugado inmunégeno de mucina basado en el antigeno Tn de la invencion comprende preferiblemente al
menos un epitopo de CTL en su cadena principal de apomucina.

Ventajosamente, dicho fragmento o subfragmento de apomucina que puede estar incluido en la cadena principal de
apomucina de un glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn de la invencion ha retenido al menos un
epitopo de CTL.

De acuerdo con la invencion, los fragmentos preferidos de unidades repetitivas en tandem son los que han retenido
al menos un epitopo de CTL.

Los expertos en la técnica pueden identificar los epitopos de CTL, por ejemplo, utilizando el sitio de predicciones
http://www.svfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm.

En la secuencia de MUC6-1 de SEQ ID NO:4 mostrada en la Figura 1A (MUCG6-1 con cola de His), los epitopos de
CTL incluyen principalmente las siguientes secuencias:

- desde la posicion 38 hasta la posicién 46 (LVTPSTHTV; SEQ ID NO:16);

- desde la posicion 66 hasta la posicion 74 (GTIPPPTTL; SEQ ID NO:17);

- desde la posicion 73 hasta la posicion 81 (TLKATGSTH; SEQ ID NO:18);

- desde la posicion 67 hasta la posicion 75 (TIPPPTTLK; SEQ ID NO:19);

- desde la posicion 120 hasta la posicion 128 (EVTPTSTTT; SEQ ID NO:20);
- desde la posicion 40 hasta la posicion 48 (TPSTHTVIT; SEQ ID NO:21);

- desde la posicion 68 hasta la posicion 76 (IPPPTTLKA; SEQ ID NO:22);

- desde la posicion 31 hasta la posicion 39 (GRGSSTSLV; SEQ ID NO:23).

En la secuencia de MUCG6-1 sin cola de His (SEQ ID NO:9 mostrada en la Figura 10A), asi como en las secuencias
de MUC6 mostradas en SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:15 en la Figura 1A, estos epitopos de CTL
corresponden a las secuencias que se extienden:

- desde la posicion 4 hasta la posicion 12;

- desde la posicion 32 hasta la posicion 40;
- desde la posicion 39 hasta la posicion 47;
- desde la posicion 33 hasta la posicion 41;
- desde la posicion 86 hasta la posicion 94;
- desde la posicion 6 hasta la posicion 14;

- desde la posicion 34 hasta la posicion 40;

de SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:15, respectivamente.

En la secuencia de MUC6-2 de SEQ ID NO:5 mostrada en la Figura 1A (MUCG6-2 con cola de His), los epitopos de
CTL incluyen principalmente las siguientes secuencias:

- desde la posicion 38 hasta la posicién 46 (LVTPSTHTV; SEQ ID NO:16);
- desde la posicion 66 hasta la posicion 74 (GTIPPPTTL; SEQ ID NO:17);
- desde la posicion 73 hasta la posicion 81 (TLKATGSTH; SEQ ID NO:18);
- desde la posicion 67 hasta la posicion 75 (TIPPPTTLK; SEQ ID NO:19);
- desde la posicion 40 hasta la posiciéon 48 (TPSTHTVIT; SEQ ID NO:21);
- desde la posicion 68 hasta la posicion 76 (IPPPTTLKA; SEQ ID NO:22);
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- desde la posicion 31 hasta la posicion 39 (GRGSSTSLV; SEQ ID NO:23).

En la secuencia de MUC6-2 sin cola de His (SEQ ID NO:12 mostrada en la Figura 10B), estos epitopos de CTL
corresponden a las secuencias que se extienden:

- desde la posicion 4 hasta la posicion 12;
- desde la posicion 32 hasta la posicion 40;
- desde la posicion 39 hasta la posicion 47;
- desde la posicion 33 hasta la posicion 41;
- desde la posicion 6 hasta la posicion 14;
- desde la posicion 34 hasta la posicidn 40.

Otros glicoconjugados de mucina preferidos de la invencion son los que llevan al menos un neo-epitopo de CTL. En
realidad, las glicoproteinas, los glicopolipéptidos y los glicopéptidos se pueden enlazar a una o varias moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility Complex) Clase Il e inducir CTL
que son especificos de carbohidratos (Haurum et al. 1994, Aurum et al. 1999, Abdel-Motal et al. 1996,
Apostolopoulos et al. 2003, Glithero et al. 1999, Speir et al. 1999, Xu et al. 2004).

Los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencion puede comprender ademas al menos una
entidad, que puede ser una entidad organica, tal como una proteina o un polipéptido o un péptido o un carbohidrato,
pero que es distinta de una apomucina o un fragmento de apomucina (como se define en la presente memoria) o un
antigeno Tn.

Esta otra entidad puede encontrarse realmente util y ser elegida por los expertos en la técnica, principalmente para
colaborar en la produccion de dicho glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn y/o para servir en su
deteccién en una muestra y/o para aumentar sus efectos bioldgicos.

Dicho glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn puede comprender, por ejemplo, al menos una entidad
que puede ser util en su purificacion a partir de una muestra, tal como una secuencia de cola de His (por ejemplo,
los 34 primeros aminoacidos en el extremo N de SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:5 (véase la Figura 1A)).

Dicho glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn puede comprender, por ejemplo, al menos una entidad
que es util en la deteccion de un glicoconjugado en una muestra y principalmente en una muestra biolédgica.

Dicho glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn puede comprender, por ejemplo, al menos una cola para
purificacion y/o deteccion.

Dicho glicoconjugado de mucina basados en el antigeno Tn puede comprender, por ejemplo, al menos una entidad
que puede ser Util para su secrecion a partir de una célula hospedante, tal como un péptido sefial.

Para aumentar sus efectos bioldgicos, los glicoconjugados de mucina de la invencidon pueden comprender, por
ejemplo, al menos una entidad que es un agente anti-tumoral y/o que ayuda a dirigirlos a una célula tumoral como
diana.

Los glicoconjugados de mucina de la invenciéon pueden tener una cadena principal peptidica lineal, una cadena
principal peptidica ciclica o una cadena principal peptidica multivalente. Pueden comprender lipidos (como residuos
de palmitoilo), dendrimeros de lisina (tal como la cadena principal de MAG, véase la EP 969 873).

Aunque la invencién permite la produccion de glicoconjugados de mucina que son antigénicos en ausencia de un
vehiculo proteinico, los expertos en la técnica pueden encontrar apropiado o util, naturalmente, en ciertas
circunstancias, acoplarse o asociarse de algun otro modo al glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn con
dicho vehiculo proteinico. Dicho glicoconjugados acoplado a un vehiculo esta incluido por consiguiente en el alcance
de la invencién.

Sin embargo, la realizacién preferida de la invencién es que el glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn
de la invencién no comprende ningun vehiculo proteinico, tal como KLH.

La invencion se refiere también a los glicoconjugados de mucina que proceden de los glicoconjugados de mucina
basados en el antigeno Tn de la invencidn, por adicidon de al menos otro grupo carbohidrato distinto de dicho GalNAc
O-enlazado directamente, para su uso como inmundégenos.

El glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn puede comprender mas particularmente al menos un resto
carbohidrato unido a al menos uno de dichos restos GalNAc O-enlazados directamente.

Dichos glicoconjugados de mucina derivados incluyen principalmente glicoconjugados mucina-sTn (tales como
conjugados glicopeptidicos mucina-sTn) y glicoconjugados mucina-T (tales como conjugados glicopolipeptidicos
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mucina-T).

En realidad, la sialil-transferasa puede alargar el antigeno Tn con un grupo sialilo formando el antigeno sialosil-Tn o
sialil-Tn, (sTn) (NeuAc-alfa(2-6)-GalNAc-alfa-O-Ser/Thr). La expresion de este antigeno es inducida frecuentemente
durante el proceso de carcinogénesis.

El antigeno T (o TF, Thomsen-Friedenreich) es definido por un disacarido de mucina que esta O-enlazado a
proteinas: Gal-beta1,3-GalNAc-alfa1,0-Ser/Thr. El antigeno Tn (T negativo) es GalNAc-alfa1l,0-Ser/Thr. Asi, la
beta1,3-galactosilacién de Tn genera el epitopo T.

Por lo tanto, la invencién proporciona acceso directo a glicoconjugados de mucina-T, que se obtienen por (al menos
una) beta1,3-galactosilacion de un glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn descrito en la presente
memoria.

Dicho al menos un otro grupo carbohidrato puede comprender por tanto, o ser:

- un grupo sialilo (sialil-Tn), tales como Neu5Ac (acido N-acetilneuramico), Neu5Gc (acido N
glicolilneuramico), KDN o sus derivados directos, tales como Neu2en5Ac, Neu2en5Gc, KDN2en; o

- Gal
Dicho al menos un otro grupo carbohidrato puede comprender por tanto, o ser:

- un grupo sialilo (sialil-Tn), tales como Neu5Ac (acido N-acetilneuramico), Neu5Gc (acido NI
glicolilneuramico), KDN o sus derivados directos, tales como Neu2en5Ac, Neu2en5Gc, KDN2en;

- N-acetiimanosamina (ManNAc),
- Gal,o

- un grupo carbohidrato que los expertos en la técnica puedan considerar apropiado, principalmente para
aplicaciones anti-tumorales, tales como, por ejemplo, un glicolipido, principalmente un antigeno
glicosidico, incluyendo glicolipido acido, tal como, por ejemplo, gangliosidos GD2, GD3 y GM3
(melanoma) y glicolipidos neutros, tales como, por ejemplo, los antigenos Lewis.sup.y (Le.sup.y) (mama,
prostata, ovario) y los antigenos Globo H (mama, prdstata, ovario).

La invencion se refiere mas particularmente a glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn, en donde al
menos dicho un resto carbohidrato enlazado a GalNAc es un resto GalNAc, un grupo sialilo o un resto de galactosa.

Los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencion pueden comprender mas de una
apomucina o fragmento o subfragmento de apomucina en sus cadenas principales. Dichos glicoconjugados de
mucina basados en Tn tienen la ventaja de adaptarse al tratamiento preventivo y/o paliativo y/o curativo de
diferentes patologias de tumores.

Los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencién puede tener, por tanto, tienen una cadena
principal de apomucina, que comprende la secuencia de:

- al menos dos apomucinas, y/o

- al menos dos fragmentos como se han definido en la presente memoria (véase ii. anterior), y/o

- al menos dos subfragmentos como se han definido en la presente memoria eniii., y/o

- al menos una apomucina y al menos un fragmento como se ha definido en la presente memoria en ii., y/o
- al menos una apomucina y al menos un subfragmento como se ha definido en la presente memoria en iii.,
ylo

- al menos un fragmento como se ha definido en la presente memoria en ii., y al menos un subfragmento
como se ha definido en la presente memoria en iii.

Ventajosamente, cada uno de los dos elementos contenidos en dicha cadena principal de apomucina es de
diferentes apomucinas, preferiblemente de apomucinas de diferentes grupos de mucinas (por ejemplo, MUC6 y
MUC3, MUC6 y MUC4, MUC6 y MUC5, MUC3 y MUC4, MUC3 y MUC5, MUC4 y MUCS5).

Cada uno de dichos al menos dos fragmentos, y/o de dichos al menos dos sub-fragmentos, y/o de dichos al menos
un fragmento y al menos un sub-fragmento, contenido en dicha cadena principal de apomucina es preferiblemente
un fragmento, o sub-fragmento, de una apomucina diferente.

Ventajosamente, dicha cadena principal de apomucina comprende la secuencia de aminoacidos de al menos dos
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proteinas apomucinas, y/o de al menos dos fragmentos como se definen en la presente memoria en el aparatado ii.,
y/o al menos dos sub-fragmentos como se definen en la presente memoria en el aparatado iii. Preferiblemente, cada
uno de dichos al menos dos fragmentos o sub-fragmentos es un fragmento, o sub-fragmento, de una apomucina
diferente, mas preferiblemente de apomucinas de grupos mucina diferentes (por ejemplo, MUC6 y MUC3, MUC6 y
MUC4, MUC6 y MUC5, MUC3 y MUC4, MUC3 y MUC5, MUC4 y MUCS5).

De acuerdo con una realizacion muy ventajosa, la secuencia de cada uno de dichos al menos dos fragmentos es la
secuencia de la unidad repetitiva en tandem de una proteina apomucina.

La invencion se refiere por tanto a un proceso para la produccién de una composicién inmundgena, que comprende
la produccién de glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn.

El proceso de la invencién es una sintesis enzimatica in vitro.

El proceso de la invencién comprende por tanto la produccién in vitro de un glicloconjugado de mucina basado en el
antigeno Tn, que, en ausencia de un vehiculo proteinico, puede inducir anticuerpos, y mas particularmente
anticuerpos 1gG y/o IgA, que reconocen células tumorales humanas, tales como células de Jurkat. En un aspecto
muy ventajoso, el proceso de la invencion permite la produccién de dichos glicoconjugados de mucina basados en el
antigeno Tn, en al menos cantidades a escala semi-preparativa (mas de 100 microgramos, preferiblemente en
cantidades de mg).

El proceso de la invencion comprende transferir in vitro al menos una N-acetilgalactosamina (GalNAc) a un residuo
de Ser o Thr contenido en un aceptor de proteinico o polipeptidico o peptidico, en donde dicha transferencia in vitro
es una transferencia que se realiza enzimaticamente usando al menos un UDP-N-acetilgalactosamina:polipéptido-N
acetilgalactosaminiltransferasa (ppGalNAc-T).

El proceso de la invencion no requiere actividad de células intactas; ni requiere la presencia de células intactas.

El resultado de la implementacion del proceso de la invencion es que cada uno de los restos de carbohidrato que
estan O-enlazados directamente al residuo de Ser o Thr de dicha cadena principal de apomucina es un resto
GalNAc.

Dicho aceptor proteinico o polipeptidico o peptidico es ventajosamente una cadena principal de apomucina como se
define en la presente memoria, es decir, una proteina apomucina o un fragmento de apomucina que tiene retenida al
menos una unidad repetitiva en tandem o un sub-fragmento de apomucina que tiene retenido un fragmento de al
menos 15 aminoacidos, preferiblemente de al menos 20 aminoéacidos, de la unidad repetitiva en tandem de
apomucina.

Preferiblemente, dicho fragmento o sub-fragmento es un fragmento conservado que ha retenido dicha capacidad de
inducir anticuerpos, y mas particularmente anticuerpos IgG y/o IgA, que reconocen células tumorales humanas, tales
como células de Jurkat.

Dicho aceptor proteinico o polipeptidico o peptidico puede ser ventajosamente una variante conservada de una
proteina apomucina, o de un fragmento o sub-fragmento de apomucina, teniendo retenida dicha variante conservada
dicha capacidad de inducir anticuerpos, y mas particularmente anticuerpos IgG y/o IgA, que reconocen al menos una
célula tumoral humana, tales como células de Jurkat.

Dicho aceptor proteinico o polipeptidico o peptidico puede ser ventajosamente una cadena principal de apomucina
producida sintéticamente o recombinantemente que comprende al menos dos proteinas apomucinas, y/o al menos
dos fragmentos y/o sub-fragmentos y/o variantes de apomucina.

Cada uno de dichos al menos dos fragmentos y/o sub-fragmentos y/o variantes de apomucina puede tener
secuencias idénticas o diferentes.

Cada uno de dichos al menos dos fragmentos y/o sub-fragmentos y/o variantes de apomucina puede proceder del
mismo grupo mucina (por ejemplo, MUC6 o MUC3 o MUC4 o MUCS5).

Cada uno de dichos al menos dos fragmentos y/o sub-fragmentos y/o variantes de apomucina puede proceder de
diferentes grupos mucina (por ejemplo, MUC6 y MUC3, MUC6 y MUC4, MUC6 y MUC5, MUC3 y MUC4, MUC4 y
MUCS5, MUC3 y MUCS5). Por tanto, dichas al menos dos proteinas de apomucina pueden ser la apomucina de
mucinas que pertenecen a diferentes grupos de mucinas. Dichos al menos dos fragmentos o sub-fragmentos de
apomucina pueden ser los fragmentos o sub-fragmentos de apomucina de mucinas que pertenecen a diferentes
grupos de mucinas.

La cadena principal de la proteina o polipéptido o péptido usada como aceptor proteinico o polipeptidico o peptidico
en el proceso de la invencion tiene las mismas caracteristicas que la cadena principal de la proteina o polipéptido o
péptido de los glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn de la invencion.

Las caracteristicas dadas para los productos de la invencion se aplican al proceso de la invencion.
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Hasta la fecha, se han identificado quince ppGalNAc-Ts en mamiferos y se han establecido los perfiles funcionales
de cada miembro de la familia mostrando que estas enzimas no sélo tiene diferentes especificidades de sustrato,
sino también modelos especificos de expresion en tejidos (Cheng et al. 2004, Ten Hagen et al. 2003).

De acuerdo con la invencion, la ppGalNAc-Ts apropiada incluye notablemente las que estan implicadas en
patologias tumorales.

Las ppGalNAc-Ts ventajosas comprenden las ppGalNAc-Ts relacionadas con tumores que se seleccionan de
ppGalNAc-T1, ppGalNAc-T2, ppGalNAc-T3, ppGalNAc-T6, ppGalNAc-T7 y ppGalNAc-T13.

Las ppGalNAc-Ts muy ventajosas comprenden las ppGalNAc-Ts que se seleccionan de ppGalNAc-T1, ppGalNAc(]
T3, ppGalNAc-T6, ppGalNAc-T7 y ppGalNAc-T13.

Dicha al menos una ppGalNAc-T puede ser proporcionada en forma pura o purificada o en la forma de un extracto a
celular.

Dicha al menos una ppGalNAc-T puede ser proporcionada disponiendo de un extracto que contiene enzimas de una
célula cancerosa, tal como un extracto de microsomas o un extracto de proteina o proporcionando ppGalNAc-T(s)
purificadas de dicho extracto. Se puede emplear cualquier célula cancerosa que el experto en la técnica considere
apropiada.

Las células cancerosas preferidas incluyen células de cancer de mama, tales como la linea celular de cancer de
mama MCF7 (ATCC numero HTB-22), células de cancer de colon, de pulmon, de ovario y de préstata.

Dicha al menos una ppGalNAc-T puede ser una ppGalNAc-T producida recombinantemente, por ejemplo una
ppGalNAc-T obtenible por expresion y purificacion a partir de células de levadura manipuladas por ingenieria
genética, tales como un cepa de Pichia pastoris (por ejemplo, la cepa KM71 H disponible de Invitrogen) o de células
de insectos infectadas por vectores de baculovirus.

Dicha transferencia in vitro se realiza ventajosamente en condiciones de cantidad de ppGalNAc-T, cantidad de UDP-
GalNAc y tiempo de incubacion, que sean favorables para el maximo nimero de transferencias de GalNAc. En
efecto, los glicoconjugados de mucina que tengan los niveles de glicosilacion mas altos son probablemente los que
dan la respuesta inmunitaria mas alta, y por tanto son agentes activos muy ventajosos y para la producciéon de
vacunas, y notablemente de vacunas anti-tumorales.

Para una cadena principal de apomucina como complejo como una de la apomucina MUC6 (que tiene una unidad
repetitiva en tandem de 169 aa), dichas condiciones 6ptimas incluyen la provision de dicha al menos una ppGalNAc-
T aportando una cantidad al menos 0,1 microgramos de dicha ppGalNAc-T o de extracto celular que contenga dicha
ppGalNAc-T por 10 microgramos de dicha apomucina.

Dicha cantidad de ppGalNAc-T o de extracto celular que contiene dicha ppGalNAc-T por 10 microgramos de dicha
apomucina, preferiblemente es al menos 0,2 microgramos, mas preferiblemente al menos 0,3 microgramos, mas
preferiblemente al menos 0,4 microgramos, aun mas preferiblemente al menos 0,5 microgramos, por ejemplo menos
que 2 microgramos, preferiblemente menos que 1,5 microgramos, mas preferiblemente no superior a 1 microgramo
(estando explicitamente abarcado cualquier intervalo de valores que resulte de las combinaciones de estos valores).

Si se desea, se pueden usar diversos ppGalNAc-Ts (preferiblemente una de sus mezclas).

Para una cadena principal de apomucina como complejo, como una de la apomucina MUCB6, dichas condiciones
6ptimas pueden incluir notablemente la provisién de dicho al menos un GalNAc en una cantidad molar equivalente a
de 0,5 a 2 equivalentes de UDP-GalNAc, en comparacion con los sitios de O-glicosilacion potenciales.

El tiempo de incubacion es dependiente de las cantidades de los reaccionantes (apomucina o fragmentos de
apomucina, ppGalNAc-T(s), UDG-GalNAc).

Los tiempos de incubacion pueden ser de al menos 10 horas, preferiblemente de al menos 20 horas, por ejemplo de
al menos 24 horas.

Los reaccionantes, tales como UDP-GalNAc y ppGalNAc-T(s), pueden ser afadidos durante el curso de la reaccion,
por ejemplo después de 24 horas de reaccion.

Dicha transferencia de GalNAc puede ser monitorizada por cualquier medio conocido por la persona experta, tal
como por ejemplo HPLC.

De acuerdo una caracteristica muy ventajosa de la presente invencion, dicha transferencia de GalNAc es
monitorizada por espectrometria de masas SELDI-TOF.

SELDI-TOF como se ha indicado antes son las iniciales en inglés de Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization -
Time-Of-Flight es decir, desorcidn/ionizacion laser potenciada en la superficie — con analizador del tiempo de vuelo.
La espectrometria de masas SELDI-TOF es especialmente ventajosa, cuando la mezcla de reaccién tiene una
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composicion compleja, que es notablemente el caso cuando uno o varios de los reaccionantes se proporcionados
como un extracto biolégico, tal como un extracto celular que contiene una o varias ppGalNAc-T(s).

Que sepan los inventores, es la primera vez que la espectrometria SELDI-TOF es usada para monitorizar lar
conjugacién en mucina, particularmente cuando la mezcla tiene una composicion compleja.

La solicitud se refiere por tanto al uso de espectrometria de masas SELDI-TOF para monitorizar el curso de la una
bioconjugacion de GalNAc en una mezcla que contiene un extracto celular.

Cuando la transferencia de GalNAc ha sido conseguida hasta el nivel deseado, los glicoconjugados de mucina
basados en el antigeno Tn pueden ser purificados en la mezcla de reaccion, si se desea, y/o se requiere.

La purificacion se puede realizar, por ejemplo, en una columna de afinidad (por ejemplo, si el glicoconjugado ha sido
provisto de una cola de His, por adsorpcion sobre Ni-NTA-agarosa (Qiagen, Hilden, Alemania)), y/o por HPLC
inversa.

Por ejemplo, los glicoconjugados resultantes pueden ser purificados usando Ni-NTA-agarosa (Qiagen, Hilden,
Alemania) y luego ser sometidos a HPLC de fase inversa usando un sistema de bombeo Perkin-Elmer con un
detector de UV a 230 nm. La columna puede ser una Simmetry 300™ c18 (5 um, 300 A, 3,9 x 250 mm) (Waters,
Francia). La elucion se puede llevar a cabo con un gradiente lineal de acetonitrilo al 10-60% en &cido trifluoracético
al 0,1% en agua a un caudal de 1 mL/min (durante 30 min). El pico puede ser recogido y liofilizado. Las
glicoproteinas asi obtenidas pueden ser caracterizadas por andlisis de aminoacidos (abreviadamente AAA) y
espectroscopia de masas.

Como se ilustra por los ejemplos 1 y 2 mas adelante, en todos los ensayos/analisis realizados por los inventores
sobre fragmento de apomucina MUCG6 en condiciones de GalNAc 6ptimas, el polipéptido de partida fue totalmente
convertido a glicoconjugados (100%). El proceso de la invencion, por tanto, tiene una produccién de muy alta
eficiencia.

Que sepan los inventores, es la primera vez que un polipéptido recombinante glicosilado con el antigeno Tn es
obtenido en cantidades semi-preparativas, por el uso de al menos una ppGalNAc-T.

El proceso de la invencién puede ser realizado hasta cualquier % deseado de transferencia de GalNAc. Como se ha
mencionado antes, se usa preferiblemente espectrometria de masas SELDI-TOF para monitorizar las reacciones de
conjugacion.

Una caracteristica ventajosa del proceso de la invencion es que facilita la produccion de glicoconjugados de mucina
basados en el antigeno Tn que tienen una alta densidad global de antigenos Tn (= alta densidad de carbohidratos).

Cuando la cadena principal que ha de ser glicosilada tiene un pequefio nimero de residuos de Ser y Thr, se puede
conseguir naturalmente una muy alta tasa de transferencia de GalNAc, tal como por ejemplo al menos 80%,
preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun mas
preferiblemente al menos 98%, incluso mas preferiblemente al menos 99%, por ejemplo 100%.

Una caracteristica ventajosa de la invencion es que facilita ademas conseguir alta densidad de Tn en las cadenas
principales de los polipéptidos complejos, tales como las que se derivan de MUCG. En la unidad repetitiva en tandem
de MUCSG, el numero total de residuos de Ser y Thr (= sitios de O-glicosilacion potencial) es aproximadamente 83.

De acuerdo con la invencion, al menos 40% del nimero total de residuos de Ser y Thr contenidos en una cadena
principal de apomucina, tal como una cadena principal de apomucina tal como una cadena principal de MUC6 o
derivada de MUC6 a MUCS6, pueden estar O-enlazados directamente a al menos una N-acetilgalactosamina
(GalNAc).

Mas preferiblemente, el nimero de residuos de Ser y Thr que estan O-enlazados directamente a un resto GalNAc es
al menos 41%, aun mas preferiblemente al menos 42%, incluso mas preferiblemente al menos 43%, lo mas
preferiblemente al menos 45%.

Dicho numero de residuos de Ser y Thr O-enlazados a GalNAc puede ser incluso al menos 50% del nimero total de
residuos de Ser y Thr, preferiblemente al menos 51%, mas preferiblemente al menos 52%, incluso mas
preferiblemente al menos 53%, aun incluso mas preferiblemente al menos 54%, lo mas preferiblemente al menos
57%.

El proceso de la invencion facilita ademas produccion de glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn, en
donde el numero de residuos de Ser y Thr O-enlazados a GalNAc es al menos 58% del numero total de residuos de
Ser y Thr, mas preferiblemente al menos 60%, incluso mas preferiblemente al menos 61 %, aun incluso mas
preferiblemente de al menos 62%, lo mas preferiblemente de al menos 64%.

Cada intervalo en % que resulta de la combinacion de dos valores diferentes de los valores de % de GalNAc esta
abarcado explicitamente por la invencion.
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La invencion también se refiere a glicoconjugados de mucina basados en el antigeno Tn obtenibles por el proceso
de la invencidn, para sus usos como inmunégenos.

La presente solicitud describe acidos nucleicos que codifican la apomucina de glicoconjugado basado en el antigeno
Tn de la invencion.

Dicha secuencia codificadora puede por ejemplo codificar el fragmento del polipéptido de apomucina de las SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:15 (véase la Fig. 1A).

Dicha secuencia codificadora puede codificar, por ejemplo, el fragmento del polipéptido de apomucina de las SEQ ID
NO:9 o NO:12 (véanse las Fig. 10A y 10B). Dicha secuencia codificadora puede ser entonces la secuencia de SEQ
ID NO:8 0 NO:11 (véase la Fig. 10).

Dicho acido nucleico puede comprender ademas un codon de parada en el extremo 3'-terminal de dicha secuencia
de glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn.

Dicho acido nucleico comprende ademas una secuencia que codifica una cola para purificacion y/o deteccion, tal
como una cola de His. Por ejemplo, dicho acido nucleico puede codificar el fragmento del polipéptido de apomucina
con cola His de la SEQ ID NO:4 o NO:5 (véase la Fig. 1A); por ejemplo, puede ser la secuencia de la SEQ ID NO:10
o0 SEQ ID NO:13 (véanse las Fig. 10A y 10B).

Dicho acido nucleico puede comprender ademas una secuencia delantera (que codifica un péptido sedal).

La solicitud describes vectores que comprenden al menos uno de dichos acidos nucleicos codificadores, tales como
por ejemplo un plasmido que comprende un origen de replicacion y al menos uno de dichos acidos nucleicos.

Preferiblemente, dicho vector es un vector de expresion.

La solicitud describe células hospedantes manipuladas por ingenieria genética, que expresan un glicoconjugado de
mucina basado en el antigeno Tn de acuerdo con la invencidn, como resultado de dicha manipulacion por ingenieria
genética y/o que han sido manipuladas genéticamente para comprender al menos uno de dichos acidos nucleicos
codificadores y/o al menos uno de dichos vectores.

Dicha célula hospedante puede ser una célula hospedante transfectada, una célula hospedante infectada o una
célula hospedante transformada.

Dicha célula hospedante puede ser cualquier célula hospedante que los expertos en la técnica puedan considerar
apropiada. Por ejemplo, puede ser una célula eucariota (por ejemplo, célula de levadura o de mamifero) o una célula
procariota (por ejemplo E. coli) o una célula de insecto infectada por baculovirus.

Las células hospedantes ventajosas de la invencion comprenden notablemente las células hospedantes E. coli
depositadas con el numero de depdsito CNCM 1-3491 y con el numero de depdsito CNCM [-3492, el 10 de agosto de
2005, de acuerdos con los términos del Tratado de Budapest.

La invencién también se refiere por tanto a cualquier glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn expresado
por dicha célula hospedante, tal como el glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn de las SEQ ID NO:9 o
NO:12 (véanse las Fig. 10A y 10B), para sus usos como inmundgeno.

La solicitud describe compuestos, que comprenden al menos un glicoconjugado de mucina basado en el antigeno
Tn y al menos una entidad distinta de una mucina, una apomucina, un fragmento de apomucina (como se define en
la presente memoria), un antigeno Tn o un carbohidrato. La invencién se refiere mas particularmente a un complejo
inmunitario soluble, que comprende:

- al menos un glicoconjugado de mucina basado en el antigeno Tn de acuerdo con la invencion, y

- al menos una estructura de inmunoglobulina o al menos un fragmento de inmunoglobulina que es un
fragmento Fc, un fragmento Fv, un fragmento Fab, un fragmento F(ab)'2, una cadena ligera o una cadena
pesada.

El fragmento de apomucina contenido en dicho complejo inmunitario puede ser ventajosamente un fragmento de la
apomucina de MUC6 y notablemente un fragmento polipeptidico de apomucina MUC6 (complejo inmunitario de
MUCG6-Tn soluble).

Por administracién in vivo, los glicoconjugados de mucina, que son hechos accesibles por la invencion tienen las
caracteristicas de ser capaces de inducir anticuerpos, y mas particularmente anticuerpos IgG, que son capaces de
reconocer células tumorales humanas a través de un mecanismo dependiente del antigeno Tn.

La induccidon de IgG es una caracteristica particularmente util cuando se consideran una composicion inmundégena o
un farmaco inmundégeno y vacunas, puesto que la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) es
altamente Util para obtener una respuesta inmunitaria eficiente, notablemente contra células tumorales o prel]
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tumorales. Por tanto, la caracteristica de ser capaz de induccién de IgG es una caracteristica muy ventajosa de los
glicoconjugados de mucina, y mas particularmente los conjugados de glicopolipéptidos de mucina de la invencion.

Como otra caracteristica muy ventajosa, los glicoconjugados de mucina de la invenciéon son también capaces de
dicha inducciéon de anticuerpos (incluyendo IgG), en ausencia de un vehiculo proteinico. La eficiencia de la
inmunogenicidad se mejora por tanto, comparada con los glicoconjugados de mucina de la técnica anterior.

También la ausencia de un vehiculo proteinico requerida es muy ventajosa, notablemente cuando se contempla la
administracion a seres humanos.

La solicitud se refiere por tanto a la prevencion y/o alivio y/o tratamiento de un estado o enfermedad en el cual estan
implicadas células tumorales, tales como una condicién o estado canceroso o pre-canceroso.

Un método de prevencion y/o alivio y/o tratamiento comprende la administracion de un producto de la invencion a un
paciente que lo necesite.

La solicitud describe composiciones (por ejemplo, adjuvante, composiciones farmacéuticas, composiciones
inmundgenas, farmacos, farmacos inmundgenos y vacunas).

El adyuvante, las composiciones, las composiciones farmacéuticas, las composiciones inmunogenas, los farmacos,
los farmacos inmundgenos y las vacunas de la solicitud comprenden al menos un producto de la solicitud, es decir al
menos uno entre los siguientes elementos:

- dichos glicoconjugados de mucina a base del antigeno Tn,

- dichos acido nucleicos,

- dichos vectores,

- dichas células hospedantes manipuladas por ingenieria genética,
- dichos complejos inmunitarios solubles.

La invencion se refiere mas particularmente a composiciones, que comprenden al menos un glicoconjugado de
mucina basado en el antigeno Tn de la invencién y/o al menos un complejo inmunitario soluble de la invencion, para
SUS USOS como composiciones inmundgenas.

Dichas composiciones estan destinadas mas particularmente a la prevencion y/o alivio y/o tratamiento de un estado
o enfermedad en el cual estan implicadas células tumorales, tales como notablemente una condiciéon o estado
canceroso o pre-canceroso.

El adjuvante, las composiciones, las composiciones farmacéuticas, las composiciones inmundégenas, los farmacos,
los farmacos inmunoégenos y las vacunas de la invencidon pueden comprender ademas al menos un vehiculo
farmacéuticamente y/o fisioldgicamente aceptable (vehiculo, diluyente, excipiente, aditivo, ajustador del pH, agente
emulsionante o dispersante, conservante, tensioactivo, agente gelificante, asi como tampones y otros agentes
estabilizantes y solubilizantes, etc.).

Los vehiculos y formulaciones farmacéuticamente aceptables apropiados incluyen todos los vehiculos y
formulaciones farmacéuticamente aceptables conocidos, tales como los descritos en "Remington: The Science and
Practice of Pharmacy", 20" edicion, Mack Publishing Co.; y "Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems , Ansel, Popovich and Allen Jr., Lippincott Williams and Wilkins.

En general, la naturaleza del vehiculo dependera del modo particular de administracion que se emplee. Por ejemplo,
las formulaciones parenterales comprenderan usualmente, ademas de uno o mas agentes de contraste, fluidos
inyectables que incluyen fluidos farmacéuticamente y fisioldgicamente aceptables, incluyendo agua, solucion salina
fisiolégica, soluciones salinas equilibradas, tampones, dextrosa acuosa, glicerol, etanol, aceite de sésamo y sus
combinaciones, o similares como vehiculo. EI medio puede contener también materiales auxiliares farmacéuticos
convencionales, tales como por ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables para ajustar la presién osmotica,
tampones, conservantes y similares. El vehiculo y la composicion pueden ser estériles y la formulacion se adapta al
modo de administracion.

Para composiciones soélidas (por ejemplo, las formas polvo, pildora, comprimido o capsula), los vehiculos sélidos no
téxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, sacarina
sodica, celulosa, carbonato de magnesio o estearato de magnesio. Ademas de los vehiculos biolégicamente
neutros, las composiciones farmacéuticas que han de ser administradas pueden contener cantidades minoritarias de
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes, y agentes amortiguadores
del pH (tampones) y similares, por ejemplo acetato de sodio o monolaurato de sorbitan.

La composicion pueden ser una solucion liquida, suspension, emulsion, comprimido, pildora, capsula, formulacion
de liberacién prolongada o polvo. La composicién puede ser formulada con aglutinantes y vehiculos tradicionales v,
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tal como triglicéridos.

La invencion se refiere mas particularmente a composiciones inmundégenas, farmacos inmundégenos y vacunas. Las
composiciones inmunogenas, farmacos inmundgenos y vacunas se pueden usar en terapia y/o profilaxis. El término
vacuna por tanto en la presente memoria abarca vacunas terapéuticas, asi como profilacticas.

Las composiciones inmundgenas, los farmacos inmundgenos y las vacunas de la invenciéon pueden estar destinados
al tratamiento y/o prevencion y/o alivio de una condicién o estado tumoral o pre-tumoral.

La invencion se refiere notablemente a composiciones inmunégenas anti-tumorales, farmacos inmunégenos anti(]
tumorales y vacunas anti-tumorales de la invencion.

En la invencién, el término "tumor" significa que abarca "cancer".

Dichas condiciones o estados tumorales comprenden notablemente cualquier tipo de carcinoma, adenoma,
adenocarcinoma, metaplasia o cualquier tipo de cancer, y mas particularmente los que afectan o pueden afectar a
pulmones, mamas, el conducto intestinal, y ain mas particularmente los que afectan a un ser humano, tales como:

- Adenocarcinoma de Barret,

- Carcinoma y adenoma intestinal,

- Carcinoma pulmonar,

- Pdlipos colorrectales,

- Carcinoma de mama,

- Colangiocarcinoma de pancreas, rifién, estobmago, prostata, ovario.

ATCC es el acronimo de American Type Culture Collection; P.O. Box 1549; Manassas, VA 20108; U.S.A. (véase,
http://www.lgcpromochem-atcc.com).

CNCM es el acronimo de Collection Nationale de Cultures de Microorganismes; Institut Pasteur; 25, rue du Docteur
Roux; F-75724 PARIS CEDEX 15; Francia (véase http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Cncm/).

La expresién "que comprende”, que es sindnima de "que incluye" o "que contiene", se debe entender en sentido
amplio y no incluye elemento(s), ingrediente(s) o etapa(s) de métodos adicionales no citados, mientras que el
término "que consiste en" es un término restringido , que excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente que no
esté explicitamente citado.

La expresién "que consiste esencialmente en" es un término parcialmente amplio, que no excluye elemento(s),
etapa(s) o ingrediente(s) adicionales no citados, siempre y cuando estos elemento(s), etapa(s) o ingrediente(s) - no
afecten materialmente las propiedades nuevas y basicas de la invencion.

La expresion "que comprende" (o "comprende") por tanto incluye la expresién "que consisten en" ("consiste en"), asi
como la expresion "que consiste esencialmente en" ("consiste esencialmente en"). Por consiguiente, la expresion”
que comprende" (o "comprende") significa, en la solicitud, que mas particularmente abarca la expresion "consisten
en" ("consiste en"), y la expresién "que consiste esencialmente” ("consiste esencialmente en").

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Sintesis enzimatica a gran escala de glicoconjugados MUC6-Tn para vacunacién anti-tumoral

RESUMEN

En el cancer, las mucinas estan O-glicosiladas andmalamente y en consecuencia expresan antigenos tumorales
asociados, tales como el determinante Tn (x-GalNAc-OSer/Thr). Dichos antigenos exhiben también un modelo
diferente de expresion en comparacion con los tejidos normales. En particular, la MUC6, que se expresa
normalmente en tejidos gastricos, ha sido detectada en carcinomas intestinales, pulmonares, colorrectales y de
mama. Recientemente, el laboratorio de los inventores ha mostrado que la linea celular cancerosa de mama MCF7
expresa in vivo glicoproteinas MUC6-Tn. Las mucinas asociados al cancer muestran diferencias antigénicas de
mucinas normales y, como tales, pueden ser usadas como dianas potenciales para inmunoterapia. Con el fin de
desarrollar vacunas anti-cancerosas basadas en el antigeno Tn, los inventores preparamos varios glicoconjugados
MUCG6-Tn. Para este fin los inventores realizamos la transferencia enzimatica GalNAc a dos proteinas MUC6
recombinantes expresada en E. coli usando UDP-N-acetilgalactosamina: polipéptido-N-acetilgalactol]
saminiltransferasas (ppGalNAc-Ts), que catalizan in vivo la sintesis del antigeno Tn. Los inventores usamos una
mezcla de ppGalNAc-Ts de extractos ce células cancerosas MCF7 o una ppGalNAc-T1 recombinante. En ambos
casos, los inventores conseguimos la sintesis de glicoconjugados MUC6-Tn a una escala semi-preparativa
(cantidades de mg). Estas glicoproteinas exhibieron un alto nivel de antigenos Tn, aunque la densidad global
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depende tanto de la fuente de la enzima como del aceptor proteinico. Estos glicoconjugados MUC6-Tn fueron
reconocidos por dos anticuerpos monoclonales anti-Tn que son especificos para células cancerosas humanas.
Ademas, el glicoconjugado MUC6-Tn glicosilado que usa extractos de MCF7 como fuente de la ppGalNAc-T fue
capaz de inducir anticuerpos IgG que reconocieron una linea celular tumoral humana. En conclusién, la produccion
en grandes cantidades de MUC6 con glicoformas relevantes para los tumores mantiene una promesa considerable
de desarrollar vacunas anti-cancerosas eficientes y estdn garantizados estudios adicionales de sus propiedades
inmunoldgicas.

INTRODUCCION

En el presente ejemplo, usamos una ppGalNAc-T1 recombinante o un extracto de microsoma de células cancerosas
de mama MCF7 que contienen ppGalNAc-Ts, para mimetizar mejor la glicosilacion de células cancerosas.

Demostramos que el método enzimatico in vitro de la invencion para la preparacion de glicoconjugados MUCG6-Tn
(transferencia enzimatica in vitro de GalNAc a los residuos de serina y treonina de la mucina, usando ppGalNAc-Ts)
es muy eficiente y permitié la preparacion de cantidades semi-preparativas de diferentes glicoproteinas MUC6-Tn
con alta densidad de carbohidratos. Los glicoconjugados de MUCS6 resultantes demostraron ser antigénicos segun
se juzga por el reconocimiento por dos anticuerpos (mAb) monoclonales anti-Tn especificos para células cancerosas
humanas. Ademas, el glicoconjugado MUCG6-Tn glicosilado que usa extractos de MCF7 como fuente de ppGalNAc-T
fue capaz de inducir anticuerpos IgG que reconocen una linea celular tumoral humana.

RESULTADOS

Produccién de la proteina MUC6 recombinante en E. coli y sintesis enzimatica de mucinas MUC6 que
expresan Tn.

Para obtener cantidades semi-preparativas de glicoproteinas de MUCG6 que expresan el antigeno Tn, disefiamos dos
proteinas MUC6 recombinantes, clonadas de la linea celular de cancer de mama MCF7, y que contenian:

- una unidad repetitiva en tandem completa (MUCB6-1; secuencia proteinica de SEQ ID NO:4, en donde los
primeros 34 a N-terminales son una secuencia de cola His y los 169 aa siguientes son la secuencia de una unidad
repetitiva en tandem de MUCB6) o

- una media unidad repetitiva en tandem (MUC6-2; secuencia proteinica de SEQ ID NO:5, en donde los primeros
34 aa N-terminales son una secuencia de cola His y los 85 aa siguientes son la secuencia de una media unidad
repetitiva en tandem de MUCG);

Véase la Figura 1A.

Se seleccionaron estas dos diferentes construcciones para estudiar la glicosilacion de dos proteinas relacionadas de
diferentes tamanos, con diferentes sitios de O-glicosilacion potencial (85 para MUC6-1 y 48 para MUCG6-2). Se
detectaron ligeros cambios de aminoacidos entre los dos cDNA de las MUCG6 clonados y los cDNA de MUCG6
descritos (hacer concordar la SEQ ID NO:6 y NO:7 con TR1 y TR2) clonados de tejidos gastricos (Toribara et al.,
1993) (véase el alineamiento en la Figura 1A). Esto podria atribuirse al alto polimorfismo encontrado en las unidades
repetitivas en tandem de mucina.

Los polipéptidos MUC6-1 y MUC6-2 se expresaron en E. coli y se purificaron usando Ni-NTA-agarosa (Figura 1B y
C).

Un clon de E. coli que produce MUC6-1 y un clon de E. coli done que expresa MUC6-2 han sido depositados el 10
de agosto de 2005 en el CNCM con los numeros de acceso |-3491 y I-3492, respectivamente.

Para MUCG6-1 fue necesaria una etapa adicional de purificaciéon usando una columna C18 (Figura 1B). Como
resultado se obtuvieron las proteinas MUC6-1 y MUCB-2 con un nivel de pureza >95%, segun se estimo6 por HPLC,
con un rendimiento de 2 mg y 3,4 mg de proteina por litro de caldo de cultivo, respectivamente.

Estas proteinas mucinas purificada (MUC6-1 o MUCG6-2) se sometieron a reacciones de transglicosilacion in vitro a
partir de UDP-GalNAc usando bppGalNAc-T1 recombinante o un extracto celular de MCF7 (Figura 6). Las
reacciones se realizaron a escala analitica en condiciones diferentes (tiempo de incubacion, equivalentes de UDP-
GalNAc y cantidad de enzima). El curso de la transferencia se monitoriz6 mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) y espectrometria de masas con desorcion/ionizacion laser potenciada en la superficie con
detector de tiempo de vuelo (SELDI-TOF MS) y se seleccionaron los parametros de reaccioén que dan la densidad
mas alta de Tn (véase el ejemplo 2 siguiente). Estas condiciones (véase la Tabla 1 siguiente) se usaron para realizar
la sintesis a escala semi-preparativa de MUC6-Tn (~0,3-3 mg).
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Tabla 1. Condiciones usadas para los ensayos de transglicosilacion y caracteristicas de los glicoconjugados

resultantes

Equivalentes C:Xr:tr;:i;g ge Cantidad | Rendimiento mgf:cfjlar Numero Tn (%) Sitios
de UDP[J enzimalug obtenida en prodgcto, experimental medio éje en pesoo) glicosilados
1
GalNAc de mucina (mg) (%) (Da)3 GalNAc (%)
MUC6-1 - - - - 20833,7 - - -
MUCU 1eq:
61:Tn(T1) 24 h/37°C 0,1 ug 2,5 59 31778,5 54 34 64
(0,5 eq:
MUC6(] 24 h/37°C (6 pg) x 2
1 Tn(MCFT) X2 g 0,35 25 30718,5 49 32 58
MUCB6-2 - - - - 12157,5 - - -
MUC6(] 1eq:
2Tn(M) 24 h/37oC 0,1 ug 2,5 69 16220,5 20 25 42
(0,5 eq:
24 h/37°C x
MUC6L (6 ug) x 2
2.Tn(MCF7) g % 0,5 34 17473,4 26 30 54

En la Tabla 1 anterior:

'La cantidad equivalente se expresa en comparacion con los sitios de O-glicosilacion potenciales (es decir, los
residuos totales de serina y treonina).

’Los rendimientos de los productos aislados se refieren al rendimiento obtenido después de la reaccion de
glicosilacion y la purificacion de la glicoproteina resultante. Los glicoconjugados MUC6-Tn se analizaron respecto a
los niveles de endotoxinas y se encontré que eran inferiores a 2 UE/mg de glicoproteina en todos los casos.

®La masa molecular media y el numero de GalNAc del glicoconjugado se calcularon a partir del pico medio.

“El % de sitios glicosilados obtenidos se calculd teniendo en cuenta el nimero de GalNAc obtenidos para cada
glicoconjugado en comparaciéon con el ndmero total de residuos de serina y treonina en las proteinas (85 para
MUCG6-1 y 48 para MUC6-2) (100 %)

®Se afiadieron las mismas cantidades de equivalentes de UDP-GalNAc y enzima al comienzo de la reaccion y luego
a las 24 horas.

Se consiguié una transferencia maxima de GalNAc puesto que los glicoconjugados de MUC6-Tn no fueron mas
glicosilados después de ser sometidos de nuevo a las mismas condiciones de reaccidon de glicosilacion. Las
glicoproteinas resultantes se analizaron por HPLC (Figuras 2A y 2B), se purificaron y luego se caracterizaron por
SELDI-TOF MS (Figuras 2C y 2D). En todos los andlisis, la proteina de partida estaba totalmente convertida en
glicoconjugados. Los perfiles de SELDI-TOF MS mostraron diferentes niveles de glicosilacion de GalNAc de la
proteina (pico principal £ 3 GalNAc) (Figuras 2C y 2D). Una polidispersidad similar se observé en las mezclas brutas
y en los glicoconjugados purificados, independientemente del aceptor proteinico y de la fuente de enzima usada.

Caracterizacion fisico-quimica de los glicoconjugados sintetizados.

Se sintetizaron cuatro diferentes glicoconjugados de MUC6 mediante esta transglicosilacion enzimatica y se
purificaron por Ni-NTA agarosa y HPLC. Luego, se sometieron a analisis por SDS-PAGE (Figura 3) que confirmd la
presencia de glicoproteinas purificadas con los pesos moleculares esperados. Las glicoproteinas MUC6 presentaron
diferentes contenidos del antigeno Tn, dependiendo de la cadena principal de mucina y de la diferente fuente de
ppGalNAc-T usada (Tabla 1). Cuando se usé el extracto de células cancerosas de mama de la linea MCF7, se
glicosilé una media de 54-58% de los sitios de O-glicosilacion potenciales, lo que representa 30-32% de la masa
molecular total, independiente del aceptor de mucina usado. Se obtuvo una densidad de Tn diferente cuando las
proteinas mucina fueron glicosiladas por la bppGalNAc-T1 purificada. La MUC6-2 fue menos glicosilada (20 GalNAc,
lo que representa 42% de los sitios de O-glicosilacion totales). Por otra parte, la MUC6-1 fue mucho mas glicosilada
por bppGalNAc-T1 puesto que fueron glicosilados 64% de los sitios de O-glicosilacion potenciales (54 GalNAc).

Los glicoconjugados MUCG6-Tn son reconocidos por los mAb anti-Tn.

Las glicoproteinas MUCG6 se identificaron por transferencia Western usando mAB anti-Tn (83D4) y anti-His (Figura
4). Como era de esperar, el mAb anti-His reconoci6 todas las proteinas MUCB (incluyendo las MUC6 no glicosiladas)
(Figura 4A). Por el contrario, el mAb 83D4 anti-Tn solo reconocié los glicoconjugados de MUC6-Tn (Figura 4B).

La antigenicidad de estos glicoconjugados de MUCG6 fue analizada por ELISA usando dos mAB anti-Tn producidos
contra células cancerosas humanas (MLS128 y 83D4) y un suero policlonal anti-MUCS6. La Figura 4C-D muestra que
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ambos MAb anti-Tn, aunque a diferentes tasas, reconocieron los glicoconjugados MUC6-Tn, mientras que no fueron
reconocidas las proteinas MUCG6 correspondientes no glicosiladas. EIl mAB 83D4 anti-Tn similarmente reconocio los
glicoconjugados de MUC6-1 y MUCG6-2 (Figura 4C), mientras que el MLS128 mostré menos reactividad con el
glicoconjugado de MUC6-2:Tn(T1), que fue el de menor densidad de Tn (Figura 4D). Todas las proteinas MUC6
glicosiladas y no glicosiladas fueron reconocidas diferentemente por el suero anti-MUCG6 (Figura 4E). Las proteinas
MUC6 no (glicosiladas fueron ligeramente mas reactivas que los glicoconjugados de MUCG6-Tn, debido
probablemente a la falta de accesibilidad a la cadena principal de la proteina en proteinas altamente glicosiladas.

El glicoconjugado MUC6-2: Tn(MCF7) induce anticuerpos que reconocen células tumorales

Se estudidé la inmunogenicidad de uno de los glicoconjugados MUCG6-Tn. Se inmunizaron ratones BALB/c con el
glicoconjugado MUCG6-2:Tn(MCF7) o con la proteina MUCG6-2 no glicosilada en alumbre mas CpG, y los sueros se
analizaron respecto a su capacidad de reconocer la linea celular tumoral humana de Jurkat (Figura 5). Los ratones
de control soélo recibieron CpG en alumbre. Merece la pena advertir que las glicoproteinas MUC6 mostraron muy
bajos niveles de endotoxinas (<2 UE/mg de proteina). La inmunizacién con el glicoconjugado MUC6-2:Tn(MCF7),
pero no con la proteina MUC6-2 no glicosilada, indujo anticuerpos IgG que reconocian la linea celular tumoral
humana de Jurkat (Figura 5A).

Para confirmar que estos anticuerpos reconocian el antigeno Tn en estas células, los inventores llevamos a cabo
ensayos de inhibicion usando asialo-OSM (que lleva el antigeno Tn) u OSM desglicosilado. Como se muestra en la
Figura 5B, solamente el asialo-OSM inhibié el reconocimiento de las células de Jurkat por sueros obtenidos después
de la inmunizaciéon con MUC6-2:Tn(MCF7) y por el mAb 83E14 anti-Tn (usado como control). En contraste, la unién
de un anticuerpo anti-CD4 a células de Jurkat no fue afectada en ningun de los dos casos (Figura 5B). Estos
experimentos muestran claramente que MUC6-2:Tn(MCF7) puede inducir anticuerpos anti-Tn que reconocen células
tumorales Tn+.

DISCUSION

El objetivo de la inmunoterapia del cancer es producir una inmunidad protectora contra las células cancerosas sin
causar dano autoinmunitario colateral. Una aproximacion esta basada en la induccion de respuestas inmunitarias
especificas de tumores por antigenos asociados al cancer. Para este fin, las mucinas se pueden usar como
inmundégenos en vacunas disefiadas para producir inmunidad anti-tumoral terapéutica.

Los cambios asociados al cancer no sélo ocurren en la expresion de las proteinas mucinas entre tejidos normales y
anormales, sino también en el modelo de O-glicosilaciéon que distingue mucinas de cancer de mucinas normales. En
efecto, las mucinas estan normalmente muy glicolisadas y por tanto, el nucleo peptidico antigénico esta fisicamente
inaccesible al sistema inmunitario, y particularmente a los anticuerpos. Sin embargo, en células tumorales, las
mucinas presentan truncamiento, asociado al cancer, de las cadenas de carbohidrato O-enlazadas creando los
antigenos TF, Tn y sialil-Tn especificos de tumores (Hollingsworth and Swanson 2004). Esto sugiere que dichas
mucinas glicosiladas puedan ser usadas para tratamiento de canceres especificos.

Se han desarrollado diversas vacunas basadas en la estructura del antigeno Tn y se ensayaron en modelos
preclinicos o clinicos. La mucina submaxilar ovina desialilada (que expresa altos niveles de Tn) (Singhal et al., 1991)
y conjugados de la proteina Tn (Kuduk et al., 1998; Longenecker et al., 1987; solicitud de patente de EE.UU.
2003/0083235 A1; Toyokuni et al., 1994; patente de EE.UU. 5.660.834) indujeron altos titulos de anticuerpos
especificos de Tn en ratones dando como resultado la proteccion contra la amenaza tumoral. En seres humanos,
glébulos rojos desialilados (ricos en antigenos Tn y T) permitieron una proteccién contra la recidiva de cancer de
mama avanzado (Springer et al. 1993). Mas recientemente, una prueba clinica con un conjugado de la proteina Tn
dio como resultado un efecto anti-tumoral segun se determiné por una disminucion en la pendiente de PSA (Slovin et
al., 2003). Nuestro laboratorio también describié la preparacion de una vacuna completamente sintética basada en el
antigeno Tn, el glicopéptido antigénico multiple (abreviadamente MAG por la expresion inglesa Multiple Antigenic
Glycopeptide (Bay et al. 1997). Las vacunas de MAG:Tn son capaces de inducir, en ratones y en primates no
humanos, potentes anticuerpos anti-Tn especificos de tumores que pueden media la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos contra células tumorales humanas (Lo-Man et al., 2004). Sin embargo, la preparacion a
gran escala de dichos conjugados esta limitada por la complexidad del proceso completo de sintesis.

Para ampliar mas en alcance de nuestra aproximacion a las pruebas clinicas, proponemos unir enzimaticamente el
antigeno Tn a una proteina de nucleo de mucina. En el presente ejemplo, elegimos la mucina MUC6 que se expresa
de un modo anémalo en diferentes canceres y puede constituir el antigeno diana propiamente dicho. En efecto, la
MUCS6 ha sido detectada en adenocarcinomas intestinal, pulmonar, de colon y mamario, aunque no se expresa en
los tejidos normales respectivos (Bartman et al., 1999, De Bolos et al., 1995, Guillem et al., 2000, Hamamoto et al.,
2005, Nishiumi et al., 2003, Pereira et al., 2001). Ademas, nuestros datos preliminares sugieren que la MUCEG lleva el
antigeno Tn en las células cancerosas de mama MCF7 (Freire et al. 2005).

En el presente ejemplo, describimos la sintesis enzimatica de glicoconjugados de MUC6 que expresan Tn. Para
producir altas cantidades de glicoconjugados MUCG6-Tn, realizamos la transferencia de GalNAc a la proteina MUC6
recombinante expresada en E. coli usando ppGalNAc-Ts. Esta gran familia de enzimas cataliza el enlazamiento in
vivo de un residuo de GalNAc a serina o treonina (es decir, la sintesis del antigeno Tn). Hasta la fecha, se han
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identificado en mamiferos quince ppGalNAc-Ts, y se han establecido los perfiles funcionales de cada miembro de la
familia mostrando que estas enzimas no solo tienen diferentes especificidades de sustrato, sino también modelos
especificos de expresion en tejidos (Cheng et al. 2004, Ten Hagen et al. 2003).

Las dlicosiltransferasas se han usado extensivamente como herramientas para realizar reacciones de
transglicosilacién puesto que son una alternativa atractiva a la sintesis quimica total de grandes glicosil-aminoacidos
(Marcaurelle and Bertozzi 2002). La sintesis de glicopéptidos y glicoconjugados con glicanos O-enlazados ha sido ya
descrita, especialmente para los antigenos sialil-Tn (George et al., 2001) y sialil-T (Ajisaka and Miyasato 2000,
George et al,. 2001). Las ppGalNAc-Ts se han usado también con éxito para la sintesis in vitro de glicopéptidos. La
mayoria de los estudios estuvieron dirigidos a investigar las especificidades de estas diferentes enzimas (bien sea
recombinantes o procedentes de extractos celulares) para diversos sustratos peptidicos de la MUC1 (Takeuchi et al.
2002) o MUC2 (Irimura et al., 1999, Kato et al., 2001), y fueron realizados a escala analitica (intervalo 0,1-10 ug). Sin
embargo, interesantemente las ppGalNAc-T2 y -T4 recombinantes permitieron la preparacion de glicopéptidos
MUC1-Tn que se usaron para fines de inmunizacion (Kagan et al., 2005, Sorensen et al., 2005).

En el presente ejemplo, usamos bien sea ppGalNAc-Ts de extractos de células cancerosas o bien ppGalNAc-T1
bovina recombinante purificada para conseguir la transferencia maxima de GalNAc a los residuos de serina y
treonina de una proteina recombinante MUCG6. Estas dos fuentes de ppGalNAc-T fueron elegidas por dos razones.

Por un lado, se usaron los extractos de células de cancer de mama para imitar mejor los sitios de O-glicosilacion in
vivo de la MUCG6 en células cancerosas.

Por otro lado, la bppGalNAc-T1 recombinante tiene una muy amplia especificidad y se espera que los ensayos de
glicosilacion in vitro usando una proteina recombinante purificada den resultados mas reproducibles y permitan una
purificacion mas facil.

En efecto, el producto obtenido usando ambas fuentes de ppGalNAc-T fue diferente, siendo superior cuando se usa
la bppGalNAc-T1 recombinante (59-69 % para bppGalNAc-T1 frente a 25-34 % para extractos de MCF7). Esta
diferencia es debida a una etapa adicional necesaria para purificar glicoconjugados MUC6-Tn de la mezcla de
reaccion que contiene el extracto celular de MCF7.

Aunque recientemente se ha logrado un progreso significativo en la sintesis de glicoconjugados, el acceso a este
tipo de macromoléculas sigue siendo muy dificil, particularmente cuando se requieren grandes cantidades. Por lo
que sabemos los inventores esta es la primera vez que se obtiene en cantidades semi-preparativas una proteina
recombinante glicosilada en el antigeno Tn, mediante el uso de ppGalNAc-Ts. Seleccionando las mejores
condiciones para lograr la maxima transferencia de GalNAc, obtuvimos glicoconjugados de MUCG6 que llevaban altas
densidades del antigeno Tn. Esta diferentes densidades de Tn (54 GalNAc para MUCG6-1:Tn(T1), 49 GalNAc para
MUC6-1:Tn(MCF7), 20 GalNAc para MUC6-2:Tn(T1) y 26 GalNAc para MUCG6-2:Tn(MCF7)) son el resultado de
experimentos independientes y reproducibles. Dependiendo de la fuente de la enzima, produjimos glicoconjugados
con diferentes niveles del antigeno Tn. Esto podria ser explicado por la especificidad de las ppGalNAc-Ts (no todos
los residuos de treonina y serina son reconocidos por una ppGalNAc-T) (Ten Hagen et al., 2003).

También estudiamos la glicosilacién de dos proteinas recombinantes MUC6 de diferentes tamarios (203 aa para
MUCG6-1, y 119 aa para MUCG6-2), para evaluar si la transferencia de GalNac esta influenciada por la longitud de la
proteina. Cuando usamos una bppGalNAc-T1 recombinante obtuvimos una media de 54 y 20 residuos de GalNAc
incorporados de 85 y 48 sitios de O-glicosilacion potenciales (numero total de residuos de Thr y Ser) para MUC6-1 y
MUCB6-2 respectivamente, lo que representa aproximadamente 64% y 43 % de sitios de O-glicosilacion. Estudios
estructurales ayudarian a determinar si estas distintas tasas de glicosilacion son debidas a una falta de accesibilidad
de bppGalNAc-T1 para los sitios aceptores en la proteina mucina.

Es de principal importancia en el disefio de vacunas contra el cancer que el antigeno de la vacuna imite al antigeno
del tumor. Para sintetizar estructuras proximas a las agrupaciones de Tn naturales presentes en las células
cancerosas, también realizamos la transferencia de GalNac usando extractos de células cancerosas de mama de la
linea MCF7, que pueden expresar diversas isoformas de ppGalNAc-T, como ya habian mostrado otras lineas de
células cancerosas humanas (Freire et al., 2005, Mandel et al., 1999, Marcos et al., 2003). En este caso, se
obtuvieron densidades similares de GalNAc, siendo 49 para MUC6-1 y 26 para MUC6-2, lo que representa 58% y
54%, respectivamente, de los sitios de O-glicosilacion potenciales. Por tanto, el grado de glicosilacién obtenido con
la bppGalNAc-T1 recombinante purificada y los extractos de células de MCF7 es diferente y, sorprendentemente, la
densidad de Tn no es necesariamente mas alta en el segundo caso. Esto podria ser explicado por la presencia de
diferentes ppGalNAc-Ts en el extracto celular, que actian de una manera coordinada y secuencial y pueden
contribuir positivamente o negativamente a la glicosilaciéon global de la proteina.

La mayoria de los anticuerpos anti-Tn producidos contra las células o tejidos cancerosos reconocen grupos de
epitopos de Tn adyacentes denominados usualmente agrupaciones de Tn. En efecto, los MAb 83D4 y MLS128 anti-
Tn requieren la presencia de al menos dos residuos de Tn consecutivos para el reconocimiento del sustrato (Nakada
et al., 1993, Osinaga et al., 2000). Teniendo en cuenta que el 2/3 de los residuos de Thry Ser en MUC6-1 y MUCG6-2
estan dispuestos en agrupaciones, es altamente probable que la mayoria de los antigenos Tn estaran presentados,
al menos, como agrupaciones de dos Tn. La relevancia potencial de los glicoconjugados MUC6-Tn para la
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inmunoterapia tumoral es puesta de manifiesto por analisis de su antigenicidad. En efecto, el antigeno Tn de MUC6
fue reconocido por anticuerpos monoclonales especificos de Tn, tales como MLS128 y 83D4 y confirma la presencia
de agrupaciones de Tn. Estan en curso analisis de la O-glicosilacién en proteinas MUCG6 para determinar los sitios
de glicosilacion en los diferentes glicoconjugados MUC6-Tn.

Como ejemplo, hemos mostrado que uno de los glicoconjugados MUC6-Tn es inmunégeno. En efecto, MUCG6[]
2:Tn(MCF7) indujo anticuerpos IgG en ratones, que fueron capaces de reconocer células tumorales humanas a
través de un mecanismo dependiente de Tn. Que sepamos los inventores este es el primer trabajo que describe la
induccidon de anticuerpos especificos de células tumorales humanas después de inmunizaciéon con una proteina
derivada de mucina que lleva el antigeno Tn, sin un vehiculo proteinico. En efecto, los glicopéptidos derivados de
mucina usado en calidad de inmundégenos son conjugados de KLH (Kagan et al., 2005, Sorensen et al., 2005).

En conclusién, el método de transglicosilacion de una proteina mucina recombinante presentado en la presente
solicitud es muy conveniente y eficaz, puesto que el 100% de la proteina de partida se convirti6 en especies
glicosiladas.

Ademas, se consigue una alta relacién de glicosilacién. La capacidad de producir MUC6 recombinante con
glicoformas relevantes para tumores en grandes cantidades es Unica y sera extremadamente valiosa para estudios
preclinicos, inmunolégicos y de proteccién frente a tumores. La potencia anti-tumoral de los glicoconjugados MUCG6[]
Tn esta actualmente en estudio.

MATERIALES Y METODOS
Clonacion de MUC6 y expresion in E. coli.

Se aislé un clon de cDNA, que contenia una unidad repetitiva en tdndem de MUC6 humana, del cDNA total de
células de cancer de mama MCF7 por RT-PCR vy se clon6 en pGem-T (Promega, Francia). Los productos de la PCR
se disefiaron para codificar una unidad repetitiva en tandem de MUC6 humana (MUC6-1, 169 aminoacidos) o una
mitad de la unidad repetitiva en tdndem (MUCG6-2, 85 aminoacidos) que fueron amplificados con DNA polimerasa Pfu
y los cebadores:

- MUCG6-F, 5'-cgggatccTCCACCTCCTTGGTGACT-3' (SEQ ID NO:1), y

- MUCG6-1R (para MUCG6-1) de secuencia 5'-ggaagcttTTAGAAAGGTGGAACGTG-3' (SEQ ID NO:2), o
MUCB6-2R (para MUCG6-2) de secuencia 5'-ggaagcttATTAGGATGGTGTGTGGA-3' (SEQ ID NO:3),

(los caracteres en letra minuscula indican sitios de restriccion para BamHI y Hindlll en los cebadores delantero e
inverso, respectivamente).

Después de la digestion con BamHI y Hindlll, cada producto se cloné en el vector pET28a(+)(Novagen, Fontenay-
sous-Bois, Francia), de modo que codificara una proteina que lleva una cola de seis histidinas en el extremo N. Se
seleccionaron transformantes de E. coli DH5a (ATCC 53868) en placas LB que contenian 50 pg/ml de kanamicina y
los clones positivos se conformaron por PCR y secuenciacion.

Se purificaron los plasmidos de clones seleccionados y se usaron para transformar E. coli células quimicamente
competentes BLi5 (Novagen, Fontenay-sous-Bois, Francia). Los recombinantes se expresaron en E. coli Bli5 por
induccién con IPTG 1 mM y se purificaron sobre columnas de &cido nitriloacético Ni2* en condiciones de
desnaturalizacion de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen, Alemania). La proteina MUC6-1 se
purific6 ademas por HPLC usando un sistema de bombeo Perkin-Elmer con un detector UV a 230 nm. La columna
fue una Simmetry 300™ c18 (5 pm, 300 A, 3,9 x 250 mm) (Waters, Francia). La elucion se llevd a cabo con un
gradiente lineal de acetonitrilo al 10-60% en acido trifluoracético al 0,1% en agua a un caudal de 1 mL/min (en 30
min). Las proteinas MUC6 se caracterizaron por analisis de aminoacidos (AAA) y SELDI-TOF MS. Estos analisis,
junto con una secuenciacién N-terminal mostraron que ambas proteinas carecen de un residuo de metionina N-
terminal.

Extracto de linea celular de cancer de mama

La linea de células cancerosas MCF7 (ATCC numero HTB-22) fue hecha crecer hasta 90% de confluencia en medio
de Eagle modificado por Dulbecco (Life Technologies, Inc., Cergy Pontoise, Francia) con suero de bovino fetal al
10%, piruvato 1 mM, glutamina 2 mM y CO, al 5% a 37°C. Después de tripsinizacion, las células fueron lavadas tres
veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS), se volvieron a suspender en sacarosa 250 mM y se
homogeneizaron. Luego las células se centrifugaron a 3.000 g durante 10 min a 4°C. El liquido sobrenadante se
centrifugé de nuevo a 100.000 g durante 1 h a 4°C. El sedimento se volvié a suspender en imidazol 0,1 M, pH 7,2 y
Triton X-100 al 0,1%. El extracto celular se repartié en partes alicuotas y se conservd a -80°C. La concentracion de
proteina se determiné por el método BCA (Sigma Chemical Co., St Louis, MO).

ppGalNAc-T1 recombinante bovina

Una forma soluble de la ppGalNAc-T1 bovina (bppGalNAc-T1) se expresd en la levadura Pichia pastoris cepa
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KM71H (Invitrogen, Cergy Pontoise, Francia) y se purificod del cultivo sobrenadante (véase Duclos et al., 2004).

La region codificadora del cDNA para la forma soluble de la bppGalNAc-T1 (desde el aminoacido 52 hasta el 559)
fue introducida en 3' de la region codificadora de la secuencia sefial del factor o de un vector de expresion pPICZaA
(Invitrogen) modificado para introducir una cola de 6 His N-terminal y una cola FLAG C-terminal. La cepa KM71H se
hizo competente usando el kit Pichia EasyCompT'\’I (Invitrogen, Cergy Pontoise, Francia) y se transformo de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Después de 120 horas de inducciéon en metanol al 0,5%, la bppGalNAc-T1
secretada se purificd en Ni-NTA-agarosa (Qiagen, Hilden, Alemania) como se ha descrito (Duclos et al., 2004). Las
fracciones que contenian actividad enzimatica se reunieron y dializaron contra agua ultra-pura, la proteina se liofilizé
y conservo a -20°C hasta su uso. La actividad especifica de la bppGalNAc-T1 recombinante se analiz6 como se ha
descrito previamente (Duclos. et al., 2004) y se estimé en 3 U/mg de proteina (1 unidad transfiere 1 umol de GalNAc
por minuto a 37°C al péptido aceptor [STP]5).

Transferencia in vitro de GalNac a proteinas MUC6
1. Usando extractos de MCF7

Se seleccionaron las condiciones 6ptimas para la glicosilaciéon in vitro de ambas proteinas MUC6 después de
analizar diferentes condiciones de ensayo en una escala analitica y caracterizar las glicoproteinas resultantes por
SELDI-TOF MS (Ciphergen Biosystems, California) como se describe en el ejemplo 2. Explicado brevemente, un
extracto de microsoma de células de cancer de mama MCF7 se incubaron a 37°C con UDP-GalNAc y se purificaron
MUC6-1 o MUC6-2 en imidazol 50 mM pH 7,2 que contenia MnCl, 15 mM y Triton-X100 al 0,1%. Se tomaron partes
alicuotas en diferentes momentos y se congelaron a -20°C. Se activaron las superficies de una matriz de chips
IMAC30 con NiCl, 100 mM a temperatura ambiente durante 15 minutos y luego se lavaron con agua y PBS. Se
incubaron manchas con partes alicuotas de la mezcla bruta de glicosilacién durante 40 minutos a temperatura
ambiente usando el adaptador del bio-procesador, y luego se lavaron con Triton-X100 al 0,1% en PBS (2 x 5 min),
PBS (3 x 2 min) y 5 mM HEPES (2 x 5 min). Los chips se leyeron luego en el instrumento (Ciphergen ProteinChip
Reader, PBS 1l), y de cada mancha en el chip se tomé una muestra para analisis por laser. Los espectros se trataron
usando el programa informatico Ciphergen ProteinChip 3.2.1.

Como resultado, se eligieron y usaron las siguientes condiciones para ensayos de transferencia de glicosilacion a
escala semi-preparativa. La MUC6-1 o MUCG6-2 purificada (40-80 pM) se incubd con extracto de MCF7 (6 pg de
proteina/ug de mucina) y UDP-GalNAc (2 equivalentes por equivalente de Thr/Ser en glicoproteinas de mucina) en
imidazol 50 mM pH 7,2 que contenian MnCl, 50 mM y Triton-X100 al 0,1% a 37°C. Después de 24 horas de
incubacién, se afiadieron las mismas cantidades de extracto de MCF7 y UDP-GalNAc y se incubaron durante otras
24 horas los glicoconjugados MUC6-1:Tn o MUC6-2:Tn resultantes fueron purificados usando Ni-NTA-agarosa
(Qiagen, Hilden, Alemania) y luego se sometieron HPLC en fase inversa usando un sistema de bombeo Perkin-
Elmer con un detector UV a 230 nm. La columna fue una Simmetry 300™ c18 (5 pm, 300 A, 3,9 x 250 mm) (Waters,
Francia). La elucion se llevo a cabo con un gradiente lineal de acetonitrilo al 10-60% en acido trifluoracético al 0,1%
a un caudal de 1 mL/min (en 30 minutos).El pico se recogid y luego se liofilizé. Las glicoproteinas MUC6-1:Tn y
MUCG6-2:Tn fueron caracterizadas por AAA y espectrometria de masas.

2. Usando bppGalNAc-T1

Las condiciones semi-preparativas 6ptimas de transferencia de GalNac usando bppGalNAc-T1 se establecieron
usando la tecnologia Ciphergen® como se ha descrito para los extractos de MCF7. La proteina MUCG6-1 o la MUCG6!]
2 purificada (40-80 uM) se incub6 con UDP-GalNAc (2 equivalentes por equivalente de Thr/Ser en glicoproteinas de
mucina) y bppGalNAc-T1 (0,1 pg/ug de mucina) en MES 50 mM, pH 6,5 que contenia MnCl, 15 mM durante 24
horas a 37°C. El glicoconjugado MUCG6-1:Tn o MUCG6-2:Tn fue sometido directamente a HPLC de fase inversa y se
purific6 como se ha explicado antes. El pico fue recogido, liofilizado y caracterizado por AAA y espectrometria de
masas.

Anticuerpos

El mAb 83D4 (IgM) (Pancino et al., 1991) que reconoce especificamente el antigeno Tn (Osinaga et al., 2000) se
produjo en un ratén inmunizado con suspensiones de células obtenidas de cortes embebidos en parafina y fijados
con formol de un cancer de mama humano invasivo (Pancino et al., 1990). Luego se precipitd en fluidos asciticos por
dialisis contra agua desmineralizada a 4°C, se disolvié en un pequefio volumen de NaCl 0,5 M en PBS, y se purificd
cromatografia de precipitacion en gel sobre Sephacryl S-200.

El mAb anti-Tn MLS128 (IgG1) y el mAb MLS128 (p50): Numata et al., 1990) se obtuvieron de un ratén inmunizado
con células de cancer de colon humano (LS180) (Numata et al., 1990) y se purificaron por cromatografia de afinidad
sobre proteina A-Sepharose. Ambos mAB anti-Tn reconocieron residuos Tn organizados en agrupaciones (Nakada
et al., 1993, Osinaga et al., 2000).

Se obtuvo un anti-suero MUC6-2 por inyeccion de ratones BALB/c con 10 ug de MUC6-2 purificada (véase mas
adelante) en alumbre (1 mg) y CpG (10 ug). Los ratones fueron inyectados i.p. los dias 0, 21 y 42 y sangrados los
dias 20, 28 y 49. La reactividad del anti-suero MUC6-2 contra MUC6-1 y MUC6-2 fue confirmada por ensayos ELISA
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y el suero se conservoé a -20°C hasta su uso.
Reconocimiento de MUC6-1:Tn y MUC6-2:Tn por mAB anti-Tn y suero anti-MUC6

Se revistieron placas de microtitulacion (Nunc, Dinamarca) con glicoproteinas sintetizadas in vitro (0,1 pg/ml) y se
secaron durante la noche. Las placas se lavaron tres veces con Tween 20 al 0,1% en PBS (PBS/T) y se bloquearon
los sitios de union no especificos con gelatina al 1% en PBS (PBSIG) durante 2 horas a 37°C. Después de lavar, se
afadieron los mAb anti-Tn (83D4 o MLS128) o un suero policlonal anti-MUCG6 y se incubd durante 2 horas a 37°C.
Después de tres lavados con PBS/T, las placas se incubaron con conjugados de IgM anti-ratén de cabra o de anti-
IgG peroxidasa (Sigma, St. Louis, Mo) diluidos en PBS/TG durante 1 hora a 37°C. Las placas se revelaron usando ol
fenilendiamina/H>O, y se leyeron fotométricamente a 492 nm en un auto-lector de ELISA (Dynatech, Mames la
Coquette, Francia).

Andlisis de transferencia Western de glicoconjugados MUC6-Tn

Se analizaron glicoproteinas MUC6-Tn por transferencia Western usando un mAb anti-His (Qiagen, Hilden,
Alemania) y el mAb anti-Tn 83D4. Los (glico)conjugados se separaron por electroforesis en un gel de SDSI]
poliacrilamida al 13% y se transfirieron a hojas de nitrocelulosa (Amersham, Saclay, Francia) a 30 voltios durante
una noche, Tris-HCI 20 mM, pH 8,3, glicina 192 mM, etanol al 10% como ya se ha descrito (Towbin et al. 1992). Los
sitios de unién de proteinas residuales fueron bloqueados por incubacién con seroalbdmina bovina (BSA) al 3% en
PBS a 37°C durante 2 horas. La nitrocelulosa se incubd luego con el mAb anti-His o el mAb anti-Tn 83D4 durante 2
horas a 37°C. Después de tres lavados con PBS que contenia Tween 20 al 0,1% y BSA al 1%, la membrana se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con inmunoglobulinas anti-raton de cabra conjugadas a peroxidasa
(Sigma, St. Louis, Mo) diluidas en PBS que contenian Tween-20 al 0,1%y BSA al 1,5%, y las reacciones se
revelaron con quimioluminiscencia potenciada (ECL) (Amersham, Saclay, Francia). EI mismo método se realizd
omitiendo los anticuerpos como control negativo.

Determinacion del nivel de endotoxinas

Se determind el nivel de endotoxinas en todas las proteinas MUCG6 glicosiladas y no glicosiladas de acuerdo con las
instrucciones del fabricante usando el lisado de amebocitos Limulus, kit QCL-1000 (Cambrex, Francia).

Immunizacién de ratones

Se adquirieron ratones BALB/c hembras de seis a ocho semanas a Janvier (Le Genest Saint-Isle, Francia). A los
ratones se les inyecto i.p. tres veces MUC6-2 o MUC6-2:Tn(MCF7) (10 pg) mezclado con alumbre (1 mg) (Serva,
Heidelberg, Alemania) mas CpG (10 ug) (Proligo, Francia) a intervalos de tres semanas (5 ratones por grupo). Los
ratones de control recibieron alumbre mas CpG solo. Después de cada inmunizacion se recogieron sueros y se
analizaron respecto a la presencia de anticuerpos anti-MUCG6 y anti-Tn por ELISA y FACS.

Citometria de flujo

Se analizaron sueros de raton a una dilucién 1:500 mediante citometria de flujo en la linea celular tumoral humana
de Jurkat (ATCC TIB-152). Las células se incubaron primeramente durante 15 minutos con sueros a 4°C en PBS
que contenia suero de bovino fetal al 5% y azida de sodio al 0,1 %. Luego, se incubaron 15 minutos con un
anticuerpo de cabra IgG anti-ratén conjugado a PE (Caltag, Burlingame, CA). Se analizaron células fijadas con
paraformaldehido en un citémetro de flujp FACScan (Becton Dickinson, San José, CA) y los andlisis se realizaron
con el programa informatico CellQuest (Becton Dickinson). Para los ensayos de inhibicién las células se incubaron
con sueros mezclados con diluciones seriadas de asialo-OSM [ovine submaxillary mucin = mucina submaxilar ovinal
u OSM desglicosilada preparada como se ha descrito previamente en Tettamanti- G, Pigman W. (1968), Mendicino
J, Sangadala S. (1998), Freire T., Casaravilla C., Carmona C., Osinaga E., (2003), durante 15 minutos a 4°C. Luego
se reveld la union de los anticuerpos a las células usando un anticuerpo de cabra IgG anti-ratéon conjugado a PE. El
mADb anti-Tn 8304 se us6é como control positivo. También se usé un mAb anti-CD4 (Caltag, Burlingame, CA) para
verificar que la unién de este mAb a las células no fue afectada por las proteinas OSM.

EJEMPLO 2: Monitorizacién eficiente de una reaccidén de conjugacion enzimatica por espectrometria de masas por
desorcién/ionizacion laser potenciada en la superficie con deteccién del tiempo de vuelo (SELDI-TOF MS) para
optimizacién del proceso

Resumen

El analisis eficiente de las reacciones de bioconjugacion es una de las tareas mas desafiantes para optimizar y
finalmente conseguir la produccién reproducible de grandes cantidades de conjugados. En particular, la complejidad
de algunas mezclas de reaccion impide el uso de la mayoria de los métodos existentes, debido a la presencia de
grandes cantidades de contaminantes. Como un método alternativo, usamos la espectrometria de masas con
desorcion/ionizacién laser potenciada en la superficie con indicador de tiempo de vuelo (SELDITOF MS) para
monitorizar una transglicosilacion enzimatica in vitro de residuos de N-acetilgalactosamina a una proteina mucina
recombinante MUCG. Para esta reaccion, catalizada por la uridina-5'-difosfo-N-acetilgalactosamina:polipéptido-N(]
acetilgalactosaminiltransferasas (ppGalNAcT), usamos ppGalNAcT1 recombinante o una mezcla de ppGalNAcTs
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contenida en extractos de células tumorales MCF-7.

En el presente ejemplo, mostramos como la técnica SELDI-TOF MS ofrece ventajas Unicas sobre las metodologias
tradicionales. Es un método analitico rapido, preciso, sensible, reproducible y muy conveniente para monitorizar el
curso de una bioconjugacion, incluso en muestras heterogéneas, tales como extractos celulares. La técnica SELDI]
TOF MS demostré ser muy util para optimizar los parametros de reaccién de transglicosilacion y para conseguir la
preparacion a gran escala de mucinas glicosiladas en el antigeno Tn para aplicaciones en inmunoterapia anti
tumoral.

INTRODUCCION

La tecnologia de la bioconjugacion se ha usado ampliamente en casi todas las disciplinas de investigacion en las
ciencias de la vida (Niemeyer et al., 2004, Hermanson 1996). Una de las zonas de aplicacion es la preparacion de
conjugados hapteno-vehiculo para fines de inmunizacion, producciéon de anticuerpos e investigacion sobre vacunas.
En efecto, pequefias moléculas de haptenos, tales como carbohidratos no pueden producir una respuesta
inmunitaria por si mismas. Para hacerlas inmundgenas deben ser acopladas a una molécula vehiculo adecuada,
tipicamente una proteina

Las caracteristicas del conjugado resultante desempefian un papel critico en la intensidad y la calidad de la
respuesta inmunitaria. En particular, varios grupos han descrito la influencia de la densidad de haptenos sobre el
nivel, la especificidad y la afinidad de los anticuerpos producidos (Hubbard et al., 1993, Singh et al., 2004). Por tanto,
es muy importante un seguimiento estricto de la conjugacién para la produccién de reproducible de conjugados.

Usualmente se emplean diferentes aproximaciones para analizar estos conjugados y asegurar su preparacion
Optima. La eleccion del método depende de las propiedades fisico-quimicas tanto del hapteno como del vehiculo, asi
como de la estrategia de reticulacién. Los métodos mas frecuentemente usados implican espectrometria de masas,
asociada con cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) o no (Oda et al., 2004, Singh et al., 2004, Welter
et al., 2003, Weller et al., 2003, Adamczyk et al., 1996-9), filtracion por gel (Hermanson et al., 1993), absorpcion
(Pauillac et al., 2002) y fluorescencia (Singh et al., 2004, Weller et al, 2003), espectroscopia, electroforesis en gel
(Pawlowski et al., 2000, Singh et al., 2004, Adamczyk et al., 1996), ensayos colorimétricos para reacciones que
implican grupos sulfhidrilo (Riddles et al., 1979), grupos amino (Sashidhar et al., 1994) o residuos de carbohidratos
(Manzi et al., 1993).

Aunque estos métodos existentes son eficientes adolecen de varios inconvenientes. Primeramente, dichos métodos
requieren frecuentemente mas tratamiento de las muestras, consumen mucho tiempo, y no son faciles de realizar
cuando se han de analizar muchas muestras. Ademas, corrientemente no son muy precisos y solo dan una
estimacion aproximada del peso molecular y de la integridad de los conjugados. Finalmente, la complejidad de
algunas mezclas de reacciéon (extractos celulares, sueros, homogeneizados de tejidos, etc) puede afectar
adversamente a la eficacia del analisis, debido a la presencia de grandes cantidades de otros compuestos (lipidos,
detergentes, sales, otras proteinas, etc).

Por lo tanto, existe la necesidad de métodos analiticos rapidos y sensibles para monitorizar las reacciones de
bioconjugacion, particularmente con muestras heterogéneas y complejas. Adicionalmente, dichos métodos eficientes
son esenciales en el desarrollo, para optimizar procesos y aumento de escala en la produccién de los conjugados, al
mismo tiempo que aseguren una consistencia de un lote a otro.

La tecnologia de matrices ProteinChip® o la espectrometria de masas con desorcidn/ionizacion laser potenciada en
superficie con detector de tiempo de vuelo (SELDI-TOF MS) permite el andlisis de mezclas de proteinas complejas
combinando dos técnicas potentes, la cromatografia y la espectrometria de masas. Después de la retencion
selectiva sobre una superficie de chip, los compuestos de interés son subsiguientemente analizados por un
espectrometro de masas con desorcion/ionizacién por laser. Esta técnica ha sido satisfactoriamente usada en
muchos campos, por ejemplo, descubrimiento de biomarcadores, estudio de interacciones biomoleculares,
determinacion de perfiles de proteinas, analisis de modificaciones pos-traduccion, etc (Tang et al., 2004, Issaq et al.,
2002).

En comparacion con estas aplicaciones, se han descrito muy pocos ejemplos hasta ahora que muestren el uso de
de SELDI-TOF para la monitorizacién de una reaccion (quimica o enzimatica) o para el analisis del producto
resultante. Recientemente, se ha realizado satisfactoriamente en un chip el analisis directo de péptidos o proteinas
después digestion enzimatica (Caputo et al., 2003, Merchant et al.,, 2000) o hidrdlisis acida limitada (Lin et al.
2001),con el fin de identificar secuencias de proteinas. Se han realizado también reacciones enzimaticas en un chip
y subsiguiente caracterizacion para estudiar modificaciones pos-traduccion. Usando este método, el grado de de
glicosilacion de un anticuerpo recombinante ha sido monitorizado con un método de desglicosilacion que usa
PNGasa F (Cleverley et al., 2003) y se ha evaluado el estado de fosforilacién de un péptido o una proteina después
de la accién de una quinasa (Cardone et al., 1998) o una fosfatasa (Voderwilbecke et al., 2005). Este ultimo ejemplo
incluy6 un estudio en el curso del tiempo.

En otro estudio de caracterizaciéon, Hubalek et al., han descrito el analisis de péptidos tripticos biotinilados después
de digestion de monoamina-oxidasas recombinantes humanas, y subsiguiente purificacion en una columna de
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afinidad. Similarmente, fue identificado por SELDI-TOF MS un péptido liberado enzimaticamente de un péptido
sintético relacionado con el receptor 2 activado por proteinasa (Dulon et al., 2005). Interesantemente, SELDI-TOF
MS ha permitido también seguir el curso del proceso de auto-activacién de una proteina bacteriana, directamente del
sobrenadante del cultivo (Boyle et al., 2001).

Finalmente, la utilidad de SELDI-TOF MS ha sido demostrada para monitorizar la unién de oligosacaridos
bacterianos a una proteina, por un método de conjugacion que usa quimica del diéster del acido escuarico (Cherniak
et al., 2001, Saksena et al., 2003). Sin embargo, la reaccién fue un ligamiento quimico en una mezcla sencilla
compuesta del oligosacarido derivatizado con el enlazador sintético, el vehiculo proteinico y el tampén.

Que sepamos los inventores, SELDI-TOF MS nunca se ha usado para monitorizar una reacciéon de conjugacion
enzimatica in vitro en una mezcla compleja.

Entre las moléculas de haptenos, los carbohidratos tienen un interés particular puesto que son parte de
determinantes bacterianos y son también antigenos asociados a tumores (TAA). Como resultado de ello, se han
desarrollado un gran nimero de conjugados carbohidrato-proteina como vacunas contra enfermedades infecciosas y
cancer (Lo-Man et al., 2004). Se ha descrito la preparacién de varios conjugados que presentan el antigeno Tn (a-D[J
GalNAc-Ser/Thr) (Lo-Man et al., 2004, Kuduk et al., 1998, Slovin et al., 2003) que es un carbohidrato TAA sobre-
expresado en canceres de mama, pulmon, préstata y colon (Springer 1984, Freire et al., 2003).Los glicopéptidos
resultantes (Lo-Man et al., 2004) o glicoproteinas (Kuduk et al., 1998, Slovin et al., 2003) han demostrado ser
candidatos a vacunas altamente prometedores para abordar canceres.

Sin embargo, la preparacion de dichos conjugados implica tediosas sintesis multi-etapa y/o purificaciones que llevan
mucho tiempo. Para superar estas dificultades, los inventores desarrollamos un método enzimatico para producir un
glicoconjugado de proteina con una alta densidad de Tn.

Los conjugados Tn-mucinas son dianas atractivas para inmunoterapia anti-tumoral puesto que los carbohidratos han
demostrado ser una parte esencial de las estructuras asociadas a los tumores dentro de las mucinas (Grinstead et
al., 2002). Como cadena principal de la proteina los inventores elegimos la mucina gastrica MUCG6 (Toribara et al.,
1993) que ha sido descrita en diferentes tumores, incluyendo carcinomas de pulmén (Hamamoto et al., 2005,
Nishiumi et al., 2003) y de mama (De Bolos et al., 1995, Pereira et al. 2001). Esta mucina es un sustrato natural de
las uridina-5'-difosfo-N-acetilgalactosamina (UDP-GalNAc):polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferasas
(ppGalNACTSs, EC 2.4.1.41) que son las enzimas responsables para la sintesis del antigeno Tn in vivo.

Con el fin de conseguir la preparacion a gran escala de los conjugados MUC6-Tn para inmunoterapia anti-tumoral
los inventores realizamos la transferencia enzimatica in vitro del antigeno Tn al aceptor mucina. En la presente
memoria los inventores describimos la monitorizacion de los conjugacion por SELDI-TOF MS y mostramos que este
método es muy rapido y eficiente para optimizar los parametros de reaccion incluso en mezclas complejas.

METODOS EXPERIMENTALES
Clonacion de MUCS6 y expresion en E. coli.

Se aislé por RT-PCR un clon de cDNA que contenia una unidad repetitiva en tdndem de MUCG6 del cDNA total de
células de cancer de mama MCF7 y se clon6 en pGem-T (Promega, Francia). Los productos de la PCR se disefiaron
para codificar una mitad de la unidad repetitiva en tandem (87 aminoacidos) que fueron amplificados como se ha
descrito en el Ejemplo 1. Los recombinantes se expresaron en E. coli Bli5 por induccién con IPTG 1 mM y se
purificaron sobre columnas de Ni2*-acido nitriloacético en condiciones de desnaturalizacion de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Oiagen, Alemania).

Extractos de lineas celulares de cancer de mama.

Se hizo crecer la linea celular de cancer de mama MCF-7 (ATCC numero HTB-22) hasta 90% de confluencia en
medio de Eagle modificado por Dulbecco (Life Technologies, Inc.) con suero de bovino fetal al 10%, piruvato 1 mM y
glutamina 2 mM y CO; al 5% a 37°C. Después de tripsinizacion, las células se lavaron tres veces con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), se re-suspendié en PBS y se homogeneizé. Las células se centrifugaron a 3.000 g
durante 10 minutos a 4°C y a 100.000 g durante 1 hora a 4°C. El sedimento resultante se volvié a suspender en
imidazol 0,1 M, pH 7,2 y Triton X-100 al 0,1%. Los extractos celulares se repartieron en partes alicuotas y se
conservaron a -80°C. La concentracion de proteina se determiné por el método BCA (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO).

Ga/NAc transferasa 1 de polipéptido recombinante de bovino

Una forma soluble de ppGalNAc-T1 bovina (Duclos et al., 2004) se expreso en la cepa de levadura Pichia pastoris
KM71H (Invitrogen) y se purificé como se ha descrito en el ejemplo 1.

Transferencia in vitro de GalNAc a proteinas MUCB.

Se incubaron fracciones de microsoma de células cancerosas de MCF7 a 37°C con UDP-GalNAc y se purifico la
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MUC6 recombinante en imidazol 50 mM pH 7,2 que contenia MnCl, 50 mM y Triton-X100 al 0,1%. Cuando se uso la
ppGalNAc-T1 recombinante, la proteina purificada MUC6 se incub6é con UDP-GalNAc en MES50 mM, pH 6,5
durante 24 horas a 37°C. Se tomaron partes alicuotas a diferentes tiempos y se congelé a -20°C.Las diferentes
condiciones de reaccion se detallan en la Tabla 2 siguiente.

Tabla 2:

Condiciones de la reaccion de transglicosilacion, y cantidad media de GalNAc de los conjugados resultantes

Caﬁ'gg? de Cantidad de enzima (ug | Tiempo de | Masa molecular | Cambio en | Cantidad media de
Fig. GalNAc de proteina/ 10 pg reaccion |media observada masa GalNAc/mucina
(eq)? de mucina) (h) (Da)° (AM) (Um/Mg)°
1
7A 0 (ppGalNACT1) 24 12144,3 - -
0,01
7B 2 (ppGaiNACTA) 24 13170,0 1025,7 5 (5,05)
0,04
7C 2 (ppGalNACT1) 24 13778,8 1634,5 8 (8,04)
0,2
7D 2 (ppGalNACT ) 24 15018,2 2873,9 14 (14,14)
1
7E 2 (ppGalNACTA) 24 16036,1 3891,8 19 (19,15)
1
7F 1 (ppGalNACT1) 24 15806,6 3662,3 18 (18,02)
1
7G 0,5 (ppGalNACT1) 24 15598,8 34545 17 (17,0)
65
8A 0 (extractos celulares de 24 12144,8 - -
MCEF-7)
130
8B 2 (extractos celulares de 48 17037,3 4892,5 24 (24,08)
MCF-7)°

En la Tabla 2 anterior:

? La cantidad equivalente molar se expresa en comparacion con los sitios potenciales de O-glicosilacion (47 residuos
de serina y treonina);

® Se afiadieron 65 Mg al comienzo de la reaccion y se repitié la adicion de 65 ug a las 24 horas;

¢ La masa molecular media del neo-glicoconjugado se calculd a partir del pico medio que esta marcado con una
flecha en las Figuras 1y 2;

I Masa de GalNAc M, = 203,19.

El conjugado MUCG6-Tn resultante se purificé usando Ni-NTA-agarosa (Qiagen, Hilden, Alemania) y luego se sometio
a HPLC de fase inversa usando un sistema de bombeo Perkin-Elmer con un detector UV a 230 nm. La columna fue
una Simmetry 300™c18 (5 pm, 300 A, 3,9 x 250 mm) (Waters, Francia). La elucién se llevé a cabo con un gradiente
lineal de acetonitrilo al 10-60% en acido trifluoracético al 0,1% en agua a un caudal de 1 ml/min (durante 30
minutos). El pico se recogio y luego se liofilizé. La glicoproteina MUCB-Tn se caracterizé por analisis de aminoacidos
y espectrometria de masas.

Monitorizacion de la reaccion por SELDI-TOF

Se activaron las superficies de las matrices de chips IMAC30 con NiCl; 100 mM a temperatura ambiente durante 15
minutos y luego se lavaron con agua y PBS. Se incubaron manchas con una mezcla de glicosilacion total durante 40
minutos a temperatura ambiente usando el adaptador del bio-procesador, y luego se lavaron con al Triton-X100
0,1% en PBS (2 x 5 min), PBS (3 x 2 min) y HEPES 5 mM (2 x 5 min). Luego se leyeron los chips en el instrumento
PBS Il, y de cada mancha en la matriz se tomd una muestra para andlisis por laser. Los espectros se trataron
usando el programa informatico Ciphergen ProteinChip 3.2.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

La proteina recombinante MUC6 se sometid a la reacciéon de transglicosilacién del donador activado por
carbohidratos UDP-GalNAc en presencia de la enzima, una ppGalNAcT1 recombinante (Duclos et al., 2004), o una
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mezcla de ppGalNAcTs contenida en los extractos celulares tumorales de MCF-7 (FIG. 6). Se retiraron pequenas
partes alicuotas de la mezcla de reacciéon y se analizaron directamente por SELDI-TOF MS después de
inmovilizacién en la superficie de la matriz del ProteinChip a través de la captura por afinidad al metal inmovilizado
(IMAC30).

Como se muestra en las Figuras 7A-7G, la ppGalNAcT1 puede catalizar muy eficientemente la transferencia in vitro
de residuos GalNAc a la proteina MUCG. El progreso de la reaccidon se monitoriza por el desplazamiento a masas
superiores, causado por la transferencia de los residuos GalNAc, en comparacion con la masa del material de
partida (Figura 7A). Los espectros presentan un conjunto de picos que muestran las masas moleculares
incrementales de los conjugados y que permiten determinar la estequiometria media hapteno-proteina, asi como la
distribucién/polidispersidad de los conjugados.

La reaccioén de transglicosilacion se estudio bajo diversas condiciones experimentales (véase la Tabla 2).

La extension de la transferencia se analizé con 2 eq. de donador de UDP-GalNAc (la cantidad equivalente molar se
refiere a los sitios de O-glicosilacion potenciales, es decir, los residuos totales de serina y treonina) y cantidades
variables de la ppGalNAcT1 recombinante, después de 24 horas de incubacién. Como se muestra en la Figura 7B[]
7E, la adicién de la enzima da como resultado un desplazamiento pronunciado y progresivo de los espectros que
muestran un aumento significativo en glicosilaciéon con una cantidad media de Tn de 5 (FIG. 7B) a 19 (FIG. 7E).

Mas adicion de enzima sola o enzima junto con UDP-GalNAc no mejord significativamente la transferencia.
Analogamente, un periodo de incubacion mayor de 24 horas no produjo un aumento observable en la masa
molecular, mostrando que se habia alcanzado un nivel maximo de Tn, al menos en estos tipos de condiciones.

El efecto de la cantidad de donador se presenta en los Paneles E-G (Figura 7). Cuando se usaron cantidades
inferiores de UDP-GalNAc, se encontré que el perfil por SELDI-TOF MS era comparable, aunque se observé una
ligera disminucién en la transferencia con 0,5 eq. de donador (FIG. 7G).

Para producir grandes cantidades de conjugados mientras se ahorra el costoso donador UDP-GalNAc, los
inventores elegimos las condiciones experimentales de la FIG. 7F para el aumento de escala de esta reaccion (1 eq.
de UDP-GalNAc y 1 pg de enzima/ 10 ug de MUCG). Cuando la transglicosilacion se realizé en cantidades semi-
preparativas (intervalo en mg de mucina), se encontré6 que el niumero de residuos GalNAc transferidos era
virtualmente el mismo que el obtenido en el nivel analitico. Como resultado se ha conseguido la preparacion de
multi-miligramos de neo-glicoconjugados y la evaluacién de sus propiedades inmunoldgicas se recoge en el ejemplo
1.

La ampliacion del espectro representativo con las condiciones seleccionadas (FIG. 7F) muestra los detalles del
incremento de masa (FIG. 8A). La diferencia entre cada pico corresponde a la masa media esperada de un solo
residuo de GalNAc (203,193), lo que demuestra que SELDI-TOF MS es un método resolutivo, al menos en esta
intervalo de masa molecular. En contraste, el perfil por HPLC en fase inversa no muestra ninguna separacion de las
diferente especies (FIG. 8B).

La técnica SELDI-TOF cuando se aplico luego al analisis de la transglicosilaciéon en mezclas mas complejas, es decir
con los catalizadores (enzimas) ppGalNAcTs contenidos en los extractos de células tumorales MCF-7 (Figura 9). La
distribucién de masas obtenida con la mezcla bruta es similar a la observada con la enzima recombinante. Sin
embargo, la tasa de transferencia es mejor puesto que después de 50 horas de reaccion se ha conseguido una
densidad media de 24 Tn/molécula de proteina y dos adiciones de extractos celulares (FIG. 9B). El hecho de que la
estequiometria Tn-proteina maxima resultante sea superior en el caso de ppGalNAcT T1 indica que la transferencia
no solo esta limitada por la conformacién de la proteina (falta de accesibilidad de residuos de serina y treonina)sino
también por la especificidad de las enzimas.

Interesantemente, la presencia de numerosos contaminantes en los extractos celulares afecta acusadamente a la
relacion sefial-a-ruido, mostrando que la técnica SELDI-TOF puede ser util para dichos analisis complejos.

Por tanto, aunque la monitorizacion de una reaccion de conjugacion quimica ha sido descrita previamente por P.
Kovag y colaboradores (Chemyak et al., 2001, Saksena et al., 2003), los inventores mostramos en el presente texto
que dicha monitorizacién se puede hacer también para una reaccidén enzimatica en una mezcla compleja (extractos
celulares) sin interferencia de los contaminantes. Estos resultados implican que SELDI-TOF MS es una poderosa
herramienta para monitorizar una reaccion de bioconjugacion. Esta técnica proporciona una alternativa muy eficaz a
los métodos de andlisis tradicionales.

Primeramente, es un método sensible y preciso puesto que los conjugados podian ser analizados eficientemente
desde tan poca cantidad 10 ng (intervalo de 1 pmol), al menos en el intervalo de masa molecular de 10.000 — 20.000
con incrementos de masa de aproximadamente 203. Los vehiculos proteinicos tradicionales que se usan para fines
de inmunizacién tienen usualmente una masa molecular superior, desde aproximadamente 60.000 [(seroalbumina
bovina (BSA), toxoide de la difteria) a varios millones (hemocianina de lapa bocallave (KLH)]. La precision y
resolucion de SELDI-TOF MS estara definitivamente limitada en el intervalo de masa molecular superior, en
particular para la KLH. Esto dependera también de la masa molecular del hapteno. Para superar estos problemas
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puede considerarse el uso de puntas de pipetas ZipTip®. Este método implica una limpieza a micro-escala de la
muestra que luego se puede aplicar al espectrédmetro de masas de alta resolucién (MALDI o electropulverizacién)
permitiendo analisis eficaces en el intervalo de alto peso molecular. Sin embargo, es digno de mencién que para
bajos pesos moleculares, la tecnologia de matrices ProteinChip® sigue siendo mas sencilla puesto que permite la
etapa de purificacion y el analisis de la masa en el mismo dispositivo. Esto elimina la necesidad de una etapa de
transferencia y da como resultado una recuperacion 6ptima de la muestra.

En segundo lugar, el método es muy rapido, puesto que puede realizarse sobre la mezcla de reaccion bruta sin
necesidad de purificar o derivatizar la muestra antes del analisis. Ademas, el hecho de que varias muestras puedan
ser analizadas facilmente en paralelo puede ser muy valioso para estudiar el impacto de diversas condiciones sobre
la eficiencia de la conjugacion. Por tanto, SELDI-TOF MS es potencialmente muy util para las estrategias de
optimizacion a alta produccién.

Finalmente, los hallazgos de los inventores indican que SELDI-TOF MS es adecuado para analizar muestras en
bruto complejas de conjugaciones enzimaticas in vitro.

La técnica puede ser también aplicable directamente para monitorizar reacciones intracelulares realizadas in vivo.
Dichos andlisis ya han sido descritos en fuentes de cultivos de fermentacion o cultivos celulares para optimizar la
produccién de proteina recombinante (Clerverley et al., 2003, Savage et al., 2004) o para analizar la secrecion y
auto-activacion de una proteina bacteriana (Boyle et al. 2001). Estudios similares sobre proteinas mucinas estan
actualmente en curso en el laboratorio.

ABREVIATURAS (se facilitan las correspondientes en inglés por ser universalmente conocidas)

BCA: acido bicinconinico; BSA: seroalbumina bovina; HEPES: acido 4-(2-hidroxietil)-piperazina-1-etano-sulfénico;
HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucion ; IPTG: isopropil-B-D-tiogalactésido; mAb: anticuerpo(s)
monoclonal(es); MES: acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico; PBS: soluciéon salina tamponada con fosfato; PCR:
reaccion en cadena de la polimerasa; ppGalNAc-T: UDP-N-acetilgalactosamina: polipéptido-N-acetilgalactosaminil]
transferasa; SDS-PAGE: electroforesis en gel de dodecil-sulfato sédico-poliacrilamida; SELDI-TOF MS:
espectrometria de masas con desorcién/ionizacion laser potenciada en la superficie — con analizador del tiempo de
vuelo; UDP-GalNAc: uridina-5'-difosfo-N-acetilgalactosamina
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<110> INSTITUT PASTEUR
INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

<120> Sintesis enzimatica a gran escala de glicoconjugados de mucina y sus aplicaciones en inmunologia.
<130> B6586-FP/KP

<140> EP 06 290 091.5
<141> 13-01-2006

<160> 32
<170> Patentln version 3.3

<210>1
<211> 26
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de sentido MUCG6-F para una unidad repetitiva en tandem MUC6

<400> 1
cgggatcctc cacctccttg gtgact

<210> 2
<211> 26
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador inverso MUCB-R para una unidad repetitiva en tandem MUC6

<400> 2
ggaagctttt agaaaggtgg aacgtg

<210>3
<211> 26
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador inverso MUC6-2R para "2 unidad repetitiva en tandem MUC6

<400> 3
ggaagcttat taggatggtg tgtgga

<210> 4

<211> 203

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Gly ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu val Pro
1 S 10 15

Arg Gly ser rzlss Met Ala Ser Met ‘{l;r Gly Gly GIn Gln Met Gly Arg
30
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Gly ser ggr Thr Ser Leu val Tgr Pro Ser Thr His Thr val Ile Thr
4 45

Pro ;gr His Ala GIn Met ?}a Thr ser Ala Ser 23“ His Ser Ala Pro

Thr Gly Thr 1le Pro Pro Pro Thr Thr Leu Lys Ala Thr Gly Ser Thr
65 70 75 80

His Thr Ala Pro Pro Ile Thr Pro Thr Thr Ser Gly Thr Ser GIn Ala
85 90 95

His Ser Ser Phe Ser Thr Asn Lys Thr Pro Thr Ser Leu His Ser His
100 105 110

Thr Ser Ser Thr His His Pro Glu val Thr Pro Thr Ser Thr Thr Thr
115 120 125

Ile Thr Pro Asn Pro Thr Ser Thr Arg Thr Arg Thr Pro val Ala His
130 135 140

Thr Asn Ser Ala Thr Ser Ser Arg Pro Pro Pro Pro Phe Thr Thr His

145 150 155 160
ser Pro Pro Thr Gly Ser Ser Pro Phe Ser Ser Thr Gly Pro Met Thr
165 170 175
Ala Thr Ser phe Lys Thr Thr Thr Thr Tyr Pro Thr Pro Ser Leu Pro
180 185 190
GIn Thr Thr Pro Leu Thr His val Pro Pro Phe
195 200
<210>5
<211> 119
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 5
?et Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu gg] Pro
5
Arg Gly ser Hgs Met Ala Ser Met ggr Gly Gly Gln Gln ggt Gly Arg
2

Gly Ser ger Thr Ser Leu val Tgr Pro Ser Thr His Igr val Ile Thr
) 4

Pro ;Br His Ala GIn Met ;gr Thr Ser Ala Ser gge His Ser Met Pro
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Thr
65

His

His

Ala

<210>6
<211> 169
<212> PRT

Gly Thr

Thr Ala

Ser

Ser

Ser

Ser
115

<213> Homo sapiens

<400> 6

ser
1

His

Thr

Ala

ser

65

Ser

Pro

Ser

Pro

ser

145

Thr

<210>7
<211> 169
<212> PRT

Thre

Ala

Ile

Pro

50

Phe

Thr

AsSn

Ala

Thr

130

Phe

Pro

Ser

Gln

Pro

35

Pro

ser

His

Pro

Thr

115

Gly

Lys.

Leu

<213> Homo sapiens

Ile
Pro

Phe
100

Thr

Leu
Met
20

Pro
Ile
Thr
His
Thr
100
Ser
ser

Thr

Thr

Pro

Leu
85

ser

His

val

Ala

Pro

Thr

Asn

Pro

85

Ser

Ser

ser

Thr

His
165

Pro
70

Ile

Thr

His

Thr

Thr

Thr

Pro

Lys

Glu

Thr

Arg

Pro

Thr

150

val
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Pro

Thr

Ala

Pro

Pro

Ser

Thr

Thr

55

Thr

val

Arg

Pro

Phe

135

Thr

Pro

Thr

val

Lys

ser

Ala

Leu

40

Thr

Pro

Ala

Thr

Pro

120

Ser

Tyr

Pro

Thr Leu ggt Ala Thr

Thr Thr
90

Thr Ser
105

Thr His
10

ser Ile
25
Lys Ala
ser Gly
Thr Sser
Pro Thr
90
Arg Thr
Pro Pro
ser Thr

Pro Thr

Phe

40

Ser Arg Thr

Thr Ser Leu

Thr

His

Thr

Thr

Leu

75

Ser

Pro

Phe

Gly

Pro.
155

val

ser

Goly

ser

60

His

Thr

val

Thr

Pro

140

ser

Ile

Ala

Ser

45

Gln

Ser

Thr

Ala

Thr

125

Met

teu.

Gly Ser Thr
80

Ser GIn val
95

Leu Ser His

110

Ala

Pro

30

Thr

Ala

His

Thr

His

110

His

Thr

Pro.

Pro Thr
15

Thr Gly
His Thr
His Ser
Thr ser

80
Ile Thr
9s
Thr Asn
ser Pro

Ala Thr

Gln. Thr
160
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41

<400> 7
Ser Thr Ser Leu val Thr Ile Ser Thr His Thr val Ile Thr Pro Thr
1 S 10 15
His Pro GIn Met Ser Thr Ser Ala Tyr Ile His Ser Thr Pro Thr Gly
20 25 30
Thr Ile Ala Ser pro Thr Thr val Lys Ala Thr Arg Ser Thr Tyr Thr
35 ' 40 45
Ala Pro Leu Met Thr Ala Thr Thr Arg Ile Thr Ser GIn Ala His Ser
50 55 60
ser Ile Ser Thr Ala Lys Thr Ser Thr Ser Leu His Ser His Ala ser
65 70 75 80
Ser Thr His His pro Glu val Thr Pro Thr ser Thr Thr Asn val Thr
85 90 95
Pro Lys Ser Thr Ser Arg Asp Thr Ser Thr pro val Thr His Thr Thr
100 105 110
ser Ala Thr ser Ser Arg Pro Pro Thr Pro Ile Thr Thr His Ser Ser
115 120 125
Pro Thr Arg Ser Ser Pro Leu Ser Ser Thr Gly Pra Met Thr Ala Thr
130 135 140
ser Ile Lys Thr Thr Thr Thr Tyr Pro Thr Pro Ser His Pro Gln Thr
145 150 155 160
Thr Leu Thr Thr His val Pro Pro Phe
165
<210> 8
<211> 513
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 8
tccacctcct tggtgactcc aagtactcac acagtcatca cccctaccca cgcacagatg 60
gccacatctg cctccaacca Ctcagegeca acaggtacca ttcctcecace aacaacgctc 120
aaggccacag ggtccaccca cacageccca ccaataacgc cgaccaccag tgggaccage 180
caagcccaca gctcéttcag cacaaacaaa acacctacct cgctacattc acacacttcc 240
tccacacacce atcctgaagt caccccaact tctactacca cgattactcc caaccccact 300
agtacacgca ccagaacccc tgtggcccac accaactcag ccaccagcag cagcaggceca 360
ccaccaccct tcaccacaca Ctccccacct acagggagea gtcccttetc ttcecacaggt 420
cccatgacgg caacatcctt caagaccacC actacctatc caaccccatc actccctcag 480
accacacctc tcactcatgt tccaccttic taa 513
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<210>9

<211> 169

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

ser Thr Ser
1

His Ala GIn

Thr Ile Pro
35

Ala Pro Pro
50

ser Phe Ser
65

Ser Thr His

Pro Asn Pro

Ser Aala Thr
115

"Pro Thr Gly
130

Ser Phe Lys
145

Thr Pro Leu

<210> 10

<211> 615

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10

atgggcagca gccatcatca tcatcatcac

atggctagea tgactggtgg acagcaaatg

Leu

Met

20

Pro

Ile

Thr

His

Thr

100

ser

Ser

Thr

Thr

val

Ala

Pro

Thr

Asn

Pro

85

ser

Ser

ser

Thr

His
165

Thr

Thr

Thr

Pro

Thr

Arg

Pro

Thr

150

val

Pro

Ser

Thr

Thr

55

Thr

val

Arg

Pro

Phe

135

Thr

Pro
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Ser

Ala

Leu

40

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

120

ser

Tyr

Pro

Thr His
10

Ser Asn

25

Lys Ala

ser Gly

Thr Ser

Pro Thr

90

Arg Thr

Pro Pro

ser Thr

Pro Thr

Phe

agcagcggec tggtgccgcg cggcagccat
ggtcgcggat cctccaccte cttggtgact

42

Thr
His
Thr
Thr
Leu
75

Ser
Pro
ﬁhe
Gly

Pro
155

val

ser

Gly

Ser

60

His

Thr

val

Thr

Pro

140

ser

Ile

Ala

ser

45

Gln

ser

Thr

Ala

Thr

Met

Leu

Thr

Pra

30

Thr

Ala

His

Thr

His

110

His

Pro

Pro

15

Thr

His

His

Thr

Ile

95

Thr

ser

Ala

Gln

Thr

Gly

Thr

Ser

ser

80

Thr

Ash

Pro

Thr

Thr
160

60
120
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ccaagtactc
cactcagcgce
cacacagccec
agcacaaaca
gtcaccccaa
cctgtggceec

cactccccac

acacagtcat
caacaggtac
caccaataac
aaacacctac
cttctactac
acaccaactc

ctacagggag

ttcaagacca ccactaccta

gttccacctt tctaa

<210> 11

<211> 258

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
tccacctect tggtgactec
accacttctg cctccatcca
atggccacag ggtccacaca
caagtccaca gctccttcag
tccacacacc atccttaa

<210> 12

<211> 85

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12

ier Thr ser Leu val
5

Met Thr
20

His Ala GIn

Thr Ile Pro Pro Pro

35

Ala Pro Ile Thr

50

Leu

ser Phe

65

ser Thr Ala

Ser Thr His His Pro

85

<210> 13
<211> 360
<212> DNA
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cacccctacc
cattcctceca
gccgaccace
ctcgctacat
cacgattact
agccaccagce
cagtcccttc

tccaacccca

aagtactcac
ctcaatgcca
cacagcccca

cacagccaaa

Thr Pro Ser
Thr ser Ala
Thr Thr 5eu

val Thr Thr

55

Lys Thr ser
70

cacgcacaga
ccaacaacgc
agtgggacca
tcacacactt
cccaacccca
agcagcaggce
tcttccacag

tcactccctec

acagtcatca
acaggcacca
ctaataacag

acctctacat

His Thr

10

Thr

Ser Ile His
25

Met Ala Thr

ser Arg Thr

Thr Leu

75

Ser

43

tggccacatc
tcaaggccac
gccaagcecca
ccteccacaca
ctagtacacg
caccaccace
gtcccatgac

agaccacace

cccctaccca
ttcctecacc
tgaccaccag

ccctectcte

val Ile

Ser Met

Thr

Pro

tgcctccaac
agggtccacc
cagctcattce
ccatcctgaa
caccagaacc
cttcaccaca
ggcaacatcc

tctcactcat

cgcacagatg
gacaacgctc
taggaccagc

ccatgcttcce

Pro Thr

15

Thr Gly

30

ser
as

Gly

ser GIn

60

Lau Ser

Thr

val

His

His Thr

His Ser

Ala Ser

8O

180
240
300
360
420
480
540
600
615

60
120
180
240
258
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<213> Homo sapiens

<400> 13

atgggcagca
atggctagca
ccaagtactc
cactcaatgc
cacacagccc

agcacagcca

gccatcatca
tgactggtagg
acacagtcat
caacaggcac
cactaataac

aaacctctac

<210> 14
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
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tcatcatcac
acagcaaatg
cacccctace
cattcctecca
agtgaccacc

atccctecte

agcagcggec
ggtcgcggat
cacgcacaga
ccgacaacgc
agtaggacca

tcccatgett

Gly Thr Thr Pro Pro Pro Thr Thr Leu Lys
1 S 10

<210> 15
<211> 167
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

 His

ser Thr
1

Ala

Thr val

35

Gly Pro

50

ser pPhe

65

Ser Thr

Pro

Lys

Leu Ala

Ser

G1n

Pro

Pro

Ser

His

ser

Thr

Ser val
S

Met Ser
20

Pro Leu
Met Thr
Thr Ala
His Pro

85

Thr ser
100

ser Sser

115

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

Arg

Pro ser

ser Ala

Thr Arg

40

Thr Ile

55

Thr Ser

Thr Thr
Gly Thr

Pro
120

Leu

His Thr

10

Thr

Ser Ile His

25

Met Pro Thr

Ile GIn Thr

ser

Leu

Thr
90

Pro Ser

Ser Thr

105

Pro

Thr Thr phe

44

tggrgccgeg
ccteccacctc
tgaccacttc
tcatggccac
gccaagtcca

cctccacaca

val Ile Thr

ser Thr Pro

30

Gly Ser Thr

45

ser Ala

60

Lys

His Ser His

Thr Thr Asn

His
110

val Ala

Thr Phe

125

Thr

cggcagccat
cttggtgact
tgcctccatce
agggtccaca
cagctcctec

ccatccttaa

Pro Thr

15

Thr Gly

Arg Thr

His Asn

Ala ser

80

Ile Thr

95

Thr Thr

Ser Pro

60
120
180
240
300
360
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pro Thr Gly Ser Ser His val Ser Ser Thr Gly Pro Met Thr ala Thr
130 135 140

10

15

20

25

30

ser ser GIn Thr Thr Thr Thr His Pro Pro ng Ser His Pro Gin 1'28
1 1l

145 150 .
Thr Pro Leu Thr His val Pro
165
<210> 16
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 16

teu val Thr Pro Ser Thr His Thr val
1 5

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

(J;.Iy Thr Ile Pro Fs’r'o Pro Thr Thr Leu

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Ihr Leu Lys Ala Ehr Gly ser Thr His

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
Ihr Ile Pro Pro Pro Thr Thr Leu Lys
5
<210> 20
<211>9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20

glu val Thr Pro ghr Ser Thr Thr Thr

45
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<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Thr pPro Ser Thr gis Thr val Ile Thr
1

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Ile Pro Pro Pro ;hr Thr Leu Lys Ala
1

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

cli'ly Arg Gly ser Eer Thr ser Leu val

<210> 24

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

g‘ly ser Thr Ala l5>r‘o Pro Ala His Gly \llg'l Thr Sser Ala Pro Alxgp Thr

Arg Pro Ala Pro
20

<210> 25

<211> 20

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

QSD Ser Thr Ser Ser Pro val His Ser %y Thr Ser Ser Pro llx’éa Thr
5

Ser Ala pPro Glu

<210> 26

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
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pro Thr Thr Thr Pro Ile Thr Thr Thr Thr Thr val Thr Pro Thr Pro
1 5 10 15

Thr Pro Thr g(])y Thr 6¢In Thr

<210> 27

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

pro Ser Thr Pro ger Thr Pro Pro Pro Ser Thr
1l

<210> 28

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

His Ser Thr Pro ger Phe Thr Ser Ser {Ae Thr Thr Thr Glu Igr Thr
1

ser

<210> 29

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Ihr Ser ser Ala ger Thr Gly His Ala Isr Pro Leu Pro val Igr ASp

<210> 30

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Ihr Thr ser Thr ghr ser Ala Pro

<210> 31

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

ier Ser Thr Pro ?1y Thr Ala His Thr teu Thr val Leu Thr I?r Thr
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Ala Thr Thr gao Thr Ala Thr Gly ger Thr Ala Thr Pro
5

<210> 32

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

'{hr Thr Ala Ala Fs>r'o Pro Thr Pro.Ser /ﬁ])a Thr Thr Pro Ala Pro Pro
15

ser ser Ser Ala Pro Pro Glu

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2366 552 T3

REIVINDICACIONES

1. Un glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, con propiedades inmundgenas, para uso como un
inmundgeno, que, en ausencia de un vehiculo proteinico, es capaz de inducir anticuerpos IgG que reconocen células
tumorales humanas, caracterizado porque:

— comprende restos de carbohidratos que estdn O-enlazados directamente a un residuo de Ser o Thr
enlazado a una cadena principal de apomucina, y porque

— cada uno de los restos de carbohidratos que estan O-enlazados directamente a un residuo de Ser o Thr
de dicha cadena principal de apomucina es un resto GalNAc, y porque dicha cadena principal de
apomucina comprende la secuencia de aminoacidos de:

i. al menos una apomucina, y/o

i. al menos un fragmento de apomucina, en donde dicho al menos un fragmento comprende al
menos una unidad repetitiva en tandem de apomucina, y en donde dicho al menos un fragmento
tiene retenida dicha capacidad inducir IgG anti-tumoral, y/o

iii. al menos un sub-fragmento de apomucina, en donde dicho al menos un sub-fragmento comprende
al menos 15 aminoacidos contiguos de la unidad repetitiva en tandem de apomucina, y en donde
dicho al menos un sub-fragmento tiene retenida dicha capacidad de inducir IgG anti-tumoral, y/o

iv. al menos una variante conservada de de apomucina o de un fragmento como el definido en el
apartado ii. en donde la secuencia de dicho al menos una variante conservada tiene al menos 70%
de identidad con la secuencia de dicha apomucina o fragmento, en la longitud completa de esta
proteina o secuencia de fragmento, y en donde dicha al menos una variante conservada tiene
retenida dicha capacidad de inducir IgG anti-tumoral.

2. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de la reivindicaciéon 1, caracterizado
porque dicha apomucina es una apomucina MUCB.

3. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de la reivindicacion 2, caracterizado
porque dicha proteina apomucina MUC6 comprende una secuencia de unidad repetitiva en tandem de SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, or SEQ ID NO:15.

4. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmunégeno, de la reivindicacion 2 o 3, caracterizado
porque dicho al menos un sub-fragmento, como se ha definido en el apartado iii. de la reivindicacion 1, comprende al
menos 85 aminoéacidos contiguos de dicha unidad repetitiva en tandem de apomucina.

5. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de la reivindicaciéon 1, caracterizado
porque dicha apomucina es una apomucina MUC3.

6. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de la reivindicaciéon 1, caracterizado
porque dicha apomucina es a MUC4 apomucina.

7. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de la reivindicacion 1, caracterizado
porque dicha apomucina es una apomucina MUC5.

8. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno de la reivindicacion 7, caracterizado porque
dicha MUC5 apomucina es una apomucina MUC5AC.

9. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de una cualquiera de las reivindicaciones
1-8, caracterizado porque dicho al menos un sub-fragmento definido en el apartado iii. de la reivindicacion 1
comprende al menos 20 aminoacidos contiguos de dicha unidad repetitiva en tAndem.

10. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque dicho al menos un sub-fragmento, como el definido en el apartado iii. de la
reivindicacién 1, tiene retenido al menos un epitopo de CTL.

11. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de la reivindicacion 10, caracterizado
porque dicha apomucina es una apomucina MUCB, y porque la secuencia de dicho al menos un epitopo de CTL es
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 16-23.

12. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmunégeno, de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque al menos 40% de los residuos de Ser y Thr contenidos en dicha cadena principal
de apomucina estan O-enlazados directamente a un residuo de GalNAc.

13. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque comprende ademas al menos un resto de carbohidrato enlazado a al menos uno
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de los restos de GalNAc O-enlazados.

14. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de la reivindicacion 13, caracterizado
porque dicho al menos un resto de carbohidrato enlazado a GalNAc es un resto de GalNAc, un grupo sialilo o un
resto de galactosa.

15. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque dicha cadena principal de apomucina comprende la secuencia de:

- al menos dos apomucinas, y/o

- al menos dos fragmentos como se los definidos en el apartado ii., de la reivindicacion 1, y/o

- al menos dos sub-fragmentos como el definido en el apartado iii., de la reivindicacién 1, y/o

- al menos una apomucina, y al menos un fragmento como el definido en el apartado ii., de la reivindicacion 1, y/o

- al menos una apomucina, y al menos un sub-fragmento como el definido en el apartado iii., de la reivindicacién 1,
y/o

- al menos un fragmento como el definido en el apartado ii., de la reivindicacién 1, y al menos un sub-fragmento
como el definido en el apartado iii., de la reivindicacién 1.

16. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno de la reivindicacion 15, caracterizado
porque cada uno de dichos al menos dos fragmentos, y/o de dichos al menos dos sub-fragmentos, y/o de dicho al
menos un fragmento y al menos un sub-fragmento, contenido en dicha cadena principal de apomucina, es un
fragmento o sub-fragmento, de una apomucina diferente.

17. El glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundégeno, de la reivindicaciéon 15 o 16, caracterizado
porque la secuencia de cada uno de dichos al menos dos fragmentos es la secuencia de la unidad repetitiva en
tdndem de una proteina apomucina.

18. Un complejo inmunitario soluble, para uso como un inmunégeno, que comprende:

- al menos glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundégeno, de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-17, y

- al menos una estructura de inmunoglobulina o al menos un fragmento de inmunoglobulina que es un
fragmento Fc, un fragmento Fv, un fragmento Fab, un fragmento F(ab)'2, una cadena ligera o una cadena
pesada.

19. Un proceso para la produccion in vitro de una composicion inmundgena, caracterizado porque dicho proceso
comprende la produccion in vitro de un glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmunégeno que, en
ausencia de un vehiculo proteinico, puede inducir anticuerpos IgG que reconocen células tumorales humanas,
permitiendo dicho proceso facilitar la produccién de dicho glicoconjugado en al menos cantidades escala semi-
preparativa, en donde proceso comprende transferir in vitro al menos una N-acetilgalactosamina (GalNAc) a al
menos un residuo de Ser o Thr de una cadena principal de apomucina,

en donde dicha cadena principal de apomucina comprende la secuencia de aminoacidos de:
i. al menos una apomucina, y/o

ii. al menos un fragmento de apomucina, en donde dicho al menos un fragmento comprende al menos una
unidad repetitiva en tandem, y en donde dicho al menos un fragmento tiene retenida dicha capacidad de
inducir IgG anti-tumoral, y/o

iii. al menos un sub-fragmento de apomucina, en donde dicho al menos un sub-fragmento comprende al
menos 15 aminoacidos contiguos de la unidad repetitiva en tdndem, y en donde dicho al menos un sub-
fragmento tiene retenida dicha capacidad de inducir IgG anti-tumoral, y/o

iv. al menos una variante conservada de una apomucina o de un fragmento como el definido en el apartado
ii. en donde la secuencia de dicho al menos una variante conservada tiene al menos 70% de identidad
con la secuencia de dicha apomucina o fragmento, en la longitud total de esta secuencia de proteina o
fragmento, y en donde dicha al menos una variante conservada tiene retenida dicha capacidad de inducir
IgG anti-tumoral,

y en donde dicha transferencia in vitro es una transferencia que se realiza enzimaticamente usando al menos una
UDP-N-acetilgalactosamina:polipéptido-N-acetilgalactosaminiltransferasa (ppGalNAc-T).

20. El proceso de la reivindicacion 19, caracterizado porque dicha apomucina es una apomucina MUCG6.
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21. El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porque dicha apomucina es una apomucina MUC3.
22.El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porque dicha apomucina es una apomucina MUC4.
23. El proceso de la reivindicacién 19, caracterizado porque dicha apomucina es una apomucina MUC5.
24 El proceso de la reivindicacién 23, caracterizado porque dicha apomucina es una apomucina MUC5AC.

25.El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 19-24, caracterizado porque dicho al menos un sub-
fragmento, como el definido en el apartado iii. de la reivindicacion 19, comprende al menos 20 aminoacidos
contiguos de dicha unidad repetitiva en tandem.

26. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 19-25, caracterizado porque dicha al menos una ppGalNAc-
T es proporcionada disponiendo de un extracto que contiene enzimas de una célula cancerosa.

27. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 19-26, caracterizado porque dicha al menos una ppGalNAc-
T es una ppGalNAc-T1, ppGalNAc-T3, ppGalNAc-T6, ppGalNAc-T7, ppGalNAc-T13

28. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 19-27, caracterizado porque dicha transferencia de GalNAc
es monitorizada por espectroscopia de masas SELDI-TOF.

29.El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19-28, caracterizado porque dicho
glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundgeno, se purifica de la mezcla de reaccién.

30. Un glicoconjugado de mucina basado en Tn, para uso como un inmundgeno, caracterizado porque se obtiene
por el proceso de cualquiera de las reivindicaciones 19-29, y porque al menos 40% de numero total de residuos de
Ser y Thr contenidos en su cadena principal de apomucina estan O-enlazados directamente a un resto de GalNAc

31. Una composicién, para uso como una composicion inmunégena, que comprende:

- al menos un glicoconjugado de mucina, basado en el antigeno Tn, inmundégeno como se ha definido en
cualquiera de las reivindicaciones 1-17 o 30, y/o

- al menos un complejo inmunitario soluble como se ha definido en la reivindicacién 18.
32. La composicion inmunogena de la reivindicacion 31, caracterizada porque es una vacuna anti-tumoral.

33. La composicién de la reivindicacion 31 o 32, caracterizada porque comprende ademas al menos un vehiculo
farmacéuticamente y/o fisiol6gicamente aceptable.
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MUC6-1

Secuencia de acido nucleico de MUC6-1(SEQ. ID NO:8)

TCCACCTCCTTGGTGACTCCAAGTACTCACACAGTCATCACCCCTACCCAC
GCACAGATGGCCACATCTGCCTCCAACCACTCAGCGCCAACAGGTACCATT
CCTCCACCAACAACGCTCAAGGCCACAGGGTCCACCCACACAGCCCCACCA
ATAACGCCGACCACCAGTGGGACCAGCCAAGCCCACAGCTCATTCAGCACA
AACAAARCACCTACCTCGCTACATTCACACACTTCCTCCACACACCATCCT
GAAGTCACCCCAACTTCTACTACCACGATTACTCCCAACCCCACTAGTACA
CGCACCAGAACCCCTGTGGCCCACACCAACTCAGCCACCAGCAGCAGCAGG
CCACCACCACCCTTCACCACACACTCCCCACCTACAGGGAGCAGTCCCTTC
TCTTCCACAGGTCCCATGACGGCAACATCCTTCAAGACCACCACTACCTAT
CCAACCCCATCACTCCCTCAGACCACACCTCTCACTCATGTTCCACCTTTCTAA

Secuencia de aminoacidos de MUC6-1 (SEQ. ID NO:9)

STSLVTPSTHTVITPTHAQMATSASNHSAPTGTIPPPTTLKATGSTHTAP
PITPTTSGTSQAHSSFSTNKTPTSLHSHTSSTHHPEVTPTSTTTITPNPTST
RTRTPVAHTNSATSSRPPPPFTTHSPPTGSSPFSSTGPMTATSFKTTITYP
TPSLPQTTPLTHVPPF (169 aa)

Secuencia de acido nucleico de MUCB-1 con cola e His (SEQ. ID NO:10)
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGC
GGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCARATGGGTCGCGEGATCC
TCCACCTCCTTGGTGACTCCAAGTACTCACACAGTCATCACCCCTACCCAC
GCACAGATGGCCACATCTGCCTCCAACCACTCAGCGCCAACAGGTACCATT
CCTCCACCAACAACGCTCAAGGCCACAGGGTCCACCCACACAGCCCCACCA
ATAACGCCGACCACCAGTGGGACCAGCCAAGCCCACAGCTCATTCAGCACA
AACAAAACACCTACCTCGCTACATTCACACACTTCCTCCACACACCATCCT
GAAGTCACCCCAACTTCTACTACCACGATTACTCCCAACCCCACTAGTACA
CGCACCAGAACCCCTGTGGCCCACACCAACTCAGCCACCAGCAGCAGCAGG
cCACCACCACCCTTQACCACACACTCCCCBCCTACAGGGAGCAGTCCCTTC
PCTTCCACAGGTCCCATGACGGCAACATCCTTCAAGACCACCACTACCTAT
CCAACCCCATCACTCCCTCAGACCACACCTCTCACTCATGTTCCACCTTTCTAA

FIGURA 10A
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MUC6-2

Secuencia de acido nucleico de MUC6-2 (SEQ. ID NO:11)

TCCACCTCCTTGGTGACTCCAAGTACTCACACAGTCATCACCCCTACCCAC
GCACAGATGACCACTTETGCCTCCATCCACTCAATGCCAACAGGCACCATT
CCTCCACCGACAACGCTCATGGCCACAGGGTCCACACACACAGCCCCACTA
ATAACAGTGACCACCAGTAGGACCAGCCAAGTCCACAGCTCCTTCAGCACA
GCCARAACCTCTACATCCCTCCTCTCCCATGCTTCCTCCACACACCATCCT
TAA

Secuencia de aminoacidos de MUC6-2 (SEQ. ID NO:12)

STSLVIPSTHTVITPTHAQMITSASIHSMPTGTIPPPTTLMATGSTHTAP
LITVTITSRTSQVHSSFSTAKTSTSLLSHASSTHHP (85aa)

Secuencia de acido nucleico de MUC6-2 con cola de His (SEQ. ID No:13)

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGC
GGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCARATGGGTCGCGGATCC
TCCACCTCCTTGGTGACTCCAAGTACTCACACAGTCATCACCCCTACCCAC
GCACAGATGACCACTTCTGCCTCCATCCACTCAATGCCAACAGGCACCATT
CCTCCACCGACAACGCTCATGGCCACAGGGTCCACACACACAGCCCCACTA
ATAACAGTGACCACCAGTAGGACCAGCCAAGTCCACAGCTCCTTCAGCACA
GCCAARACCTCTACATCCCTCCTCTCCCATGCTTCCTCCACACACCATCCT
TAA

FIGURA 10B
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