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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales inmunégenos.

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales que son aptos para la preparacién de vacunas contra
tumores asi como a un procedimiento para la inmunogenizacién de antigenos asociados a tumores.

Las células cancerigenas presentan practicamente siempre, ademds de otras caracteristicas fisiolégicas, las cuales
las distinguen de células normales, un tipo modificado de glicosilacion (Glycoconj. J. (1997), 14:569; Adv. Cancer
Res. (1989), 52:257; Cancer Res. (1996), 56:5309). Aunque los cambios son distintos de un tejido a otro, puede
observarse que una glicosilacion cambiada es tipica para las células cancerigenas. En la mayoria de los casos, la
glicosilacion cambiada se presenta en la superficie de las células en forma de glicoproteinas y glicolipidos. Dichas
estructuras de azlcar cambiadas pueden denominarse por tanto como antigenos asociados a tumores (TAA), que
en muchos casos son lo suficientemente especificos para tumores, es decir, que ocurren raramente en las células
“normales”. En muchos casos, las células, incluidas las células tumorales, no producen una glicosilaciéon uniforme,
es decir, que existen formas glico distintas de cadenas de glicano complejas en una célula (Annu. Rev. Biochem.
(1988), 57:785).

Entre los ejemplos de estructuras de carbohidratos asociadas a tumores, se incluyen los antigenos Lewis, que se
expresan de forma aumentada en muchos tipos de canceres epiteliales. Entre éstos, se incluyen las estructuras
Lewis x, Lewis b y Lewis y, asi como estructuras Lewis x sializadas. Otros antigenos de carbohidratos son las
estructuras GloboH, KH1, antigeno Tn, antigeno TF, el epitope alfa-1,3-galactosilo (Electrophoresis (1999), 20:362;
Curr. Pharmaceutical Design (2000), 6:485, Neoplasma (1996), 43: 285).

Otros TAA son proteinas que se expresan de forma particularmente pronunciada en células cancerigenas, tales
como por ejemplo CEA, TAG-72, MUC1, Folate Binding Protein A-33, CA 125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART,
etc. (Sem. Cancer Biol. (1995), 6:321).

Un planteamiento de destruir células tumorales de forma relativamente especifica es una terapia inmune pasiva con
anticuerpos que estan dirigidos contra TAA (Immunology Today (2000), 21:403-410; Curr. Opin. Immunol. (1997),
9:717).

Otro planteamiento de destruir células tumorales es una vacunacion activa, que dispara una respuesta inmune
contra TAA. Por tanto, dicha respuesta inmune esta dirigida también contra las células tumorales respectivas (Ann.
Med. (1999), 31:66; Immunobiol. (1999), 201:1).

En caso de una inmunizacién activa, un gran problema radica en la baja inmunogenicidad de los antigenos. Los
carbohidratos son moléculas muy pequefias, por lo cual no son reconocidas directamente por el sistema inmune.
Los carbohidratos y polisacaridos se consideran por lo general como antigenos timo-dependientes. La conjugacion
de estructuras de carbohidratos inmunoldgicamente inertes con antigenos timo-dependientes, tales como proteinas,
refuerzan su inmunogenicidad. Por tanto, las vacunas a base de estructuras de carbohidratos asociadas a tumores
se acoplan a las denominadas “moléculas portadoras”, con el fin de aumentar la inmunogenicidad (Angew. Chem.
Int. Ed. (2000), 39:836). Las moléculas portadoras utilizadas a menudo son proteinas, tal como albumina de suero
bovino o KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin). Dicha proteina estimula las células T de ayuda especificas para el
portador, que a continuacién son importantes en la induccién de la sintesis de los anticuerpos anti-carbohidratos
(Contrib. Microbiol. Immunol. (1989), 10:18).

Ademas de éstos, tanto los antigenos de carbohidratos como los antigenos de proteinas estan presentes también en
tejidos sanos (por lo menos en etapas de desarrollo determinadas del organismo) y por tanto son reconocidos por el
sistema inmune como material autélogo, por lo cual normalmente no tiene lugar una respuesta inmune contra dichas
moléculas endbgenas.

Otra opcion de mejorar la calidad de la respuesta inmune a los carbohidratos es la inmunizaciéon con los
denominados “mimétopes”, que no son carbohidratos (por ejemplo péptidos; Nat. Biotechnol. (1999), 17:660; Nat.
Biotechnol. (1997), 15:512).

Las proteinas asociadas a tumores presentan una baja inmunogenicidad, aunque a pesar de esto se incluyen entre
las vacunas (Ann. Med. (1999), 31:66; Cancer Immunol. Immunother. (2000), 49:123; memoria de patente
estadounidense 5994523). Una posibilidad de evitar el “auto”reconocimiento de TAA determinados es la utilizacién
de anticuerpos antiidiotipicos como inmundgeno, que imitan la estructura del TAA, disparando una respuesta inmune
que reacciona también con el TAA (Cancer Immunol. Immunother. (2000), 49:133). Existen ademas otras
posibilidades de penetrar la auto-tolerancia frente a proteinas determinadas, tal como por ejemplo la fusion de TAA
con secuencias de proteinas ajenas determinadas (US 5,869,057, US 5,843,648 y US 6,069,242) o a través de una
presentacion adecuada por medio de células presentadoras de antigenos (Immunobiol. (1999), 201:1).

El objetivo de la presente invencién es evitar los inconvenientes de las vacunas contra tumores descritas en el
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estado de la técnica y, conforma a esto, proporcionar una vacuna contra tumores mejorada, que provoque una
respuesta inmune eficaz contra las células tumorales.

Dicho objetivo se consigue segun la invenciéon por medio de un anticuerpo inmunégeno tal como se ha definido en
las reivindicaciones.

Por el término “inmundgeno” deben entenderse todas las estructuras que dan lugar a una respuesta inmune en un
sistema de huésped especifico. Por ejemplo, un anticuerpo murino o fragmentos de dicho anticuerpo presentan una
inmunogenicidad muy alta en el organismo humano, un efecto que puede reforzarse ain mas combinando dicho
anticuerpo con adyuvantes.

Un anticuerpo inmunégeno puede actuar como un inmunégeno o bien por medio de su especificidad o bien por
medio de su estructura. Preferentemente, el anticuerpo inmundgeno seguin la invencion puede inducir
inmunogenicidad también en su estado desnaturalizado o como conjugado con estructuras o sustancias portadoras
seleccionadas.

El término “epitope” define cualquier regién dentro de una molécula que puede ser reconocida por un anticuerpo
especifico o que induce la formacién de dichos anticuerpos especificos. Los epitopes pueden ser epitopes de
conformacion o epitopes lineales.

Los epitopes imitan o comprenden en particular los dominios de un TAA natural, homélogo o de su derivado. Son
comparables a los TAA por lo menos con relacién a su estructura primaria y posiblemente su estructura secundaria.
Sin embargo, los epitopes pueden ser también completamente distintos con relacion a este aspecto y pueden imitar
partes de un TAA puramente por el hecho de ser similares a estructuras espaciales (terciarias), en particular imitar
antigenos de proteinas o carbohidratos. Por tanto, puede ser Unicamente la estructura terciaria de una molécula que
forma una imitacién (imitaciéon inmunoldgica, tal como por ejemplo es conocido por el documento WO 00/73430), que
provoca una respuesta inmune contra un TAA determinado.

Como regla general, hay que suponer que por un antigeno que imita un epitope proteinico de un antigeno asociado
a tumores debe entenderse un polipéptido de por lo menos cinco aminodacidos.

Entre los epitopes del anticuerpo segun la invencién, se encuentra preferentemente por lo menos un epitope de un
antigeno seleccionado entre el grupo constituido por péptidos o proteinas, en particular EpCAM, NCAM, CEA y
péptidos de células T, derivados preferentemente de antigenos asociados a tumores, ademas carbohidratos, en
particular Lewis Y, sialil-Tn, Globo H, y glicolipidos, en particular GD2, GD3 y GM2. Los epitopes preferidos se han
derivado de antigenos que son especificos para los tumores epiteliales y ocurren por ejemplo de forma aumentada
en el cancer de mama, cancer del estbmago y del intestino, de la préstata, pancreas, ovarios y pulmoén. Entre los
epitopes preferidos, se encuentran los que provocan una respuesta inmune en particular humoral, es decir, una
formacion de anticuerpos especifica in vivo. Preferentemente, el anticuerpo inmun6geno segun la invencién puede
disparar también una respuesta inmune especifica para las células T, lo cual da lugar, como reacciéon a la
administracion del anticuerpo, a la formacién no sélo de anticuerpos, por ejemplo de la clase IgM, sino también de la
clase IgG.

Alternativamente, pueden seleccionarse como epitopes para los fines de la invencion también especificamente los
antigenos que generan una respuesta inmune especifica para las células T. Entre ellos, se encuentran también en
particular estructuras intracelulares o péptidos de células T.

Otros epitopes proteinicos preferidos, que se expresan en particular en las células cancerigenas de tumores solidos,
son por ejemplo TAG-72, MUC1, Folate Binding Protein A-33, CA125, HER-2/neu, receptores de EGF, PSA, MART,
etc. (ver, por ejemplo, Sem. Cancer Biol. 6 (1995), 321). Ademas, también pueden servir los denominados péptidos
de epitopes de células T (Cancer Metastasis Rev. 18 (1999), 143; Curr. Opin. Biotechnol. 8 (1997), 442; Curr. Opin.
Immunol. 8 (1996), 651) o mimotopes de epitopes de células T de este tipo (Curr. Opin. Immunol. 11 (1999), 219;
Nat. Biotechnol. 16 (1998), 276-280). Los epitopes adecuados se expresan, por lo menos en un 20%,
preferentemente en por lo menos un 30%, de los casos de células tumorales de un tipo de cancer determinado,
ademas preferentemente en por lo menos un 40%, en particular en por lo menos un 50%, de los pacientes.

Los epitopes de carbohidrdatos preferidos segun la invencion son estructuras de carbohidratos asociadas a tumores,
tales como los antigenos Lewis, por ejemplo las estructuras Lewis x, Lewis b y Lewis y, asi como estructuras Lewis x
sializadas. Entre las otras estructuras de antigenos de carbohidratos preferidas para los fines de la presente
invencion, se incluyen también las estructuras GloboH, KH1, el antigeno Tn, de forma particularmente preferida el
antigeno sialil-Tn, antigeno TF y epitope 1,3-alfa-galactosilo.

También pueden preverse o imitarse en el anticuerpo por lo menos dos epitopes idénticos o distintos de una
proteina de adhesion, por ejemplo de una proteina de membrana celular homdfila, tal como EpCAM. Por tanto, la
inmunizacion activa puede generar un gran ndmero de anticuerpos especificos para la misma molécula, pero con
sitios de unién EpCAM distintos.
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El anticuerpo segun la invencion es un anticuerpo glicosilado, en el que la misma glicosilacion puede imitar también
un epitope de un epitope de carbohidratos de un TAA.

Estan previstos o imitados por lo menos dos epitopes distintos, de los cuales por lo menos uno procede del grupo
constituido por péptidos o proteinas y por lo menos uno procede del grupo constituido por carbohidratos. Resulta
que preferentemente se combina un epitope de una proteina EpCAM con un epitope de un componente de
carbohidratos, por ejemplo de Lewis Y o sialil-Tn. En particular, un anticuerpo Lewis Y glicosilado especifico para
una estructura EpCAM es un inmunégeno particularmente bueno en una formulacién de vacunas. Dicho anticuerpo
puede imitar antigenos de tumores de forma particularmente eficaz, por lo cual provoca la respuesta inmune
deseada para la inhibicién de células tumorales epiteliales.

Preferentemente, el anticuerpo inmundgeno segln la invencién actia como portador de antigenos, por ejemplo de
un antigeno proteinico en la vacuna. Esto quiere decir que el anticuerpo segun la invencion representa un antigeno
polivalente, por ejemplo un antigeno bi-, tri- o polivalente. Los epitopes se presentan de tal forma que la vacuna
provoca una respuesta inmune contra dichos epitopes. De esta forma, se proporciona una vacuna que contiene un
anticuerpo como antigeno di-, tri- o polivalente.

El anticuerpo segun la invencion se utiliza principalmente para la inmunizacion activa, por lo cual se administra s6lo
en pequefas cantidades. Por esta razén, no se esperan, por ejemplo, efectos secundarios especiales, incluso
cuando el anticuerpo segun la invencion esta derivado de una especie no humana, tal como por ejemplo un
anticuerpo murino. Sin embargo, se supone que un anticuerpo quimérico, recombinante asi como humanizado o
humano combinado con componentes murinos y humanos es particularmente compatible para la administracién al
ser humano. Por otro lado, una parte murina en el anticuerpo segun la invencion puede provocar una respuesta
inmune adicional en el ser humano por su caracter ajeno.

La funcidn primaria preferida del anticuerpo inmundgeno segun la invencién es la presentacion de los epitopes. El
reconocimiento especifico del antigeno asociado a tumores o de los antigenos asociados a tumores cuyos epitopes
comprende no es absolutamente necesario, pero dicho anticuerpo puede unirse adicionalmente de forma especifica
a un epitope y al mismo tiempo presentar un epitope.

Aunque naturalmente un anticuerpo segun la invencion puede estar derivado de un anticuerpo nativo, que
posiblemente fue aislado del organismo de un paciente, por lo general se utilizara un derivado de un anticuerpo que
se ha seleccionado preferentemente entre el grupo constituido por fragmentos, conjugados u homdlogos del
anticuerpo, pero también de complejos y adsorbatos. En cualquier caso, se prefiere que el derivado de anticuerpo
contenga por lo menos partes del fragmento Fab, preferentemente junto con por lo menos partes del fragmento
F(ab’)2, y/o partes de la regidn hinge y/o de la parte Fc de un anticuerpo lambda o kappa.

Ademas, para los fines de la invencion, puede utilizarse también un derivado de un anticuerpo de cadena Unica, por
ejemplo un denominado anticuerpo “single chain” como portador de los epitopes. Preferentemente, el anticuerpo
segun la invencién es del tipo de una inmunoglobulina, por ejemplo de una IgG, IgM o IgA.

En el anticuerpo segun la invencion, pueden estar contenidos adicionalmente otras sustancias unidas a la estructura
molecular de forma covalente, tales como péptidos, glicopéptidos, carbohidratos, lipidos o acidos nucleicos, pero
también grupos i6nicos, tales como grupos fosfato, o también moléculas portadoras, tales como polietilenglicol o
KLH. Dichos grupos laterales pueden representar posiblemente ellos mismos epitopes de un antigeno asociado a
tumores tal como se ha definido en la presente invencion.

En la vacuna antitumoral segun la invencion, se utilizan en particular anticuerpos antiidiotipicos, es decir, ab2, para
la inmunizacién activa. Dichos anticuerpos pueden estar dotados de secuencias o estructuras adicionales, con el fin
de obtener un inmundgeno segun la invencion. Los anticuerpos antiidiotipicos segun la invencion reconocen
preferentemente por su parte el idiotipo de un anticuerpo dirigido contra un TAA. De esto resulta que un epitope de
un TAA ya se forma en el paratope del anticuerpo antiidiotipico como imitaciéon para el TAA. Aqui también los
epitopes se seleccionan preferentemente entre los grupos de TAA citados anteriormente. A titulo de ejemplo, un
anticuerpo antiidiotipico se utilizara contra anticuerpos especificos para glicano, por ejemplo un anticuerpo
antiidiotipico que reconoce el idiotipo de un anticuerpo anti-Lewis Y, por ejemplo tal como se ha descrito en el
documento EP 0 644 947.

El anticuerpo inmunégeno segun la invencién es apto en particular como base para preparaciones farmacéuticas, en
particular para vacunas. Se prefieren las preparaciones farmacéuticas que contienen un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Dicho vehiculo contiene, por ejemplo, auxiliares, tampones, sales, conservantes. Las preparaciones
farmacéuticas pueden utilizarse, por ejemplo, para la profilaxis y terapia de cuadros clinicos asociados al cancer, tal
como la formacion de metastasis de pacientes de cancer. Su efecto consiste en modular especificamente in vivo o
también ex vivo las células presentadoras de antigenos, con el fin de generar una respuesta inmune contra el TAA
contenido en el anticuerpo inmundgeno.
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Una formulacion de vacuna preferida segun la invencion contiene el anticuerpo inmundgeno en la mayoria de los
casos s6lo en pequerias concentraciones, por ejemplo en una cantidad inmunégena comprendida entre 0,01 ug y
10 mg. Segun el caracter del anticuerpo, sea a raiz de secuencias de especies ajenas o formacion de derivados,
pero también segln los auxiliares o adyuvantes utilizados, se seleccionara la dosis inmunégena adecuada, que
estara comprendida por ejemplo entre 0,01 ug y 750 ug, preferentemente entre 100 pug y 500 pg. Sin embargo, una
vacuna de reserva prevista para ser liberada al organismo durante un periodo prolongado puede contener también
cantidades de anticuerpos mucho mas altas, por ejemplo por lo menos 1 mg hasta mas de 10 mg. La concentracion
depende de la cantidad administrada de la vacuna liquida o suspendida. Normalmente, una vacuna se suministrara
en jeringuillas preparadas con un volumen comprendido entre 0,01 y 1 ml, preferentemente entre 0,1 y 0,75 ml. Por
tanto, se trata de soluciones o suspensiones concentradas.

En la vacuna segun la invencion, el anticuerpo inmundgeno esta formulado preferentemente en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable que es apto para la administracion subcutanea, intramuscular, pero también
intradérmica y transdérmica. Otro tipo de administracion es a través de la mucosa, por ejemplo vacunacién por
administracién nasal o peroral. Si se utilizan s6lidos como auxiliares para la formulacion de vacunas, se administrara
por ejemplo un adsorbato o una mezcla suspendida del anticuerpo junto con el auxiliar. En formas de realizacién
especiales, la forma de administracion de la vacuna es como solucién o vacuna liquida en un disolvente acuoso.

Preferentemente, las unidades de vacuna de la vacuna antitumoral se suministran ya en una jeringuilla preparada
adecuada. Puesto que un anticuerpo es relativamente estable en comparacion con los TAA, la vacuna segun la
invencion presenta la ventaja importante de poder comercializarse ya como soluciéon o suspension estable al ser
almacenada en una forma preparada para ser utilizada “ready-to-use”. Aunque un contenido en conservante, tal
como timerosal, u otros conservantes con compatibilidad mejorada no es absolutamente necesario, dicho contenido
puede estar previsto, sin embargo, en la formulaciéon con el fin de prolongar su durabilidad a temperaturas de
almacenamiento comprendidas entre temperaturas de frigorifico y temperatura ambiente. Sin embargo, la vacuna
segun la invencion puede suministrarse también en forma congelada o liofilizada, que puede ser descongelada o
reconstituida cuando sea necesario.

En cualquier caso, aumentar la inmunogenicidad del anticuerpo segun la invencién, utilizando adyuvantes, ha dado
buenos resultados. Aptos para tal fin son adyuvantes de vacunas, por ejemplo hidroxido de aluminio (gel de
aluminio) o fosfato de aluminio, con por ejemplo factores de crecimiento, linfoquinas, citoquinas, por ejemplo IL-2, IL-
12, GM-CSF, Gamma Interferon o factores complementarios, tales como C3d, ademas preparaciones de liposomas
o lipopolisacéarido procedente de E. coli (LPS), pero también formulaciones con antigenos adicionales a los que el
sistema inmune ya ha dado una fuerte respuesta inmune, tales como toxoido de tétano, toxinas bacterianas, tales
como exotoxinas de pseudomonas y derivados de lipido A.

Para la formulacion de la vacuna, pueden utilizarse también otros métodos conocidos para la conjugacion o
desnaturalizacién de componentes de vacunas, con el fin de aumentar la inmunogenicidad de la vacuna aiun mas.

Las formas de realizacion especiales de la vacuna segun la invencion contienen antigenos de vacunas adicionales,
en particular anticuerpos antiidiotipicos, es decir, mezclas del anticuerpo inmundgeno segun la invencion con varios
anticuerpos que se administran al mismo tiempo.

El anticuerpo inmundgeno segun la invencion es apto también para la preparacion de diagnosticos segun la
invencion. Asi, por ejemplo, reactivos que contienen el anticuerpo inmundgeno junto con otras reactantes o medios
de deteccién pueden ofrecerse como diagndstico en forma de un kit. Un reactivo de este tipo contiene
preferentemente un marcador (“label”) para la deteccion directa del anticuerpo o de su producto de reaccién. El
diagnéstico segun la invencién se utiliza por ejemplo para el analisis cualitativo y/o cuantitativo de células tumorales
0 metastasis para el analisis de un potencial para la formacién de metéstasis, en el que el reactivo actia por medio
de una reaccion inmune o formacién de un complejo inmune.

El procedimiento segun la invencion comprende las etapas de:

a) proporcionar un anticuerpo con el idiotipo de un antigeno asociado a tumores y
b) acoplar al anticuerpo por lo menos un epitope de un antigeno asociado a tumores.

El acoplamiento se realiza normalmente por medio de una reaccién quimica o bioldgica, por ejemplo enzimatica. Sin
embargo, una unién de un anticuerpo a un epitope puede realizarse también ya a nivel molecular-biolégico. La
recombinacion de acidos nucleicos ya permite expresar y preparar un producto conjugado. Los procedimientos
segun la invencién de este tipo estan caracterizados por las etapas de

a) proporcionar un acido nucleico que codifica para un anticuerpo con el idiotipo de un antigeno asociado a tumores
y

b) recombinar el acido nucleico con un &cido nucleico que codifica para un epitope de un antigeno asociado a
tumores o para su imitacion.
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El anticuerpo de partida segun la invencion es un anticuerpo antiidiotipico, es decir, un ab2.

El acoplamiento corresponde a una conjugacién para formar un enlace covalente. De esta forma, se sintetiza un
derivado que se distingue de anticuerpos nativos.

La combinacién segun la invencion de dos imitaciones de TAA inmundgenas completamente distintos con relacion a
su naturaleza permite sorprendentemente una inmunizacién extremadamente eficaz contra las estructuras asociadas
a tumores o especificas para tumores, permitiendo proteger de esta forma el sistema inmune endogeno eficazmente
contra los tumores respectivos o permitiéndole poder combatir dichos tumores.

El anticuerpo segun la invencion funciona como portador de un antigeno proteinico, que esta presente por ejemplo
unido a un antigeno de carbohidrato como conjugado de la presente invencion. Igualmente, es posible prever varios
antigenos de carbohidrato en el conjugado segun la invencion. Asi, por ejemplo, en un anticuerpo pueden estar
acoplados varios glicanos distintos, los cuales dispararan respuestas inmunes contra dos o mas estructuras de
carbohidrato distintas asociadas a tumores. Un conjugado de este tipo no ocurre en los sistemas naturales. Por este
motivo, las estructuras auto-antigénicas son reconocidas como ajenas, lo cual refuerza adicionalmente la
inmunogenicidad. Por tanto, segun la invencion, un conjugado de este tipo estd presente en una disposicion
sintética, que no ocurre naturalmente (es decir, en células tumorales) ni estérica ni funcionalmente.

El acoplamiento segun la invencion de dos estructuras completamente distintas con relacién a su naturaleza en una
sola molécula da lugar, ademas de la ventaja de una formulacién sencilla de la vacuna sintética, también a un
esquema de vacunaciéon mucho mas sencillo, puesto que siempre puede trabajarse con la misma vacuna. Tanto la
vacunacion inicial como las vacunaciones del tipo “booster" posteriores se realizaran preferentemente con la misma
vacuna.

La invencidn se refiere también a un procedimiento para la inmunizaciéon de epitopes de antigenos asociados a
tumores o de sus imitaciones. A tal fin, se utilizan en particular los epitopes de bajo peso molecular de los antigenos,
los cuales por si mismos serian apenas reconocidos por el sistema inmune de los mamiferos, en particular del ser
humano. La inmunogenizacién se lleva a cabo de tal manera que un antigeno se conjuga con un anticuerpo,
funcionando el anticuerpo como portador. El procedimiento permite inmunogenizar un gran namero de epitopes, en
particular naturalmente los epitopes de la seleccion de antigenos ya citada. El anticuerpo inmundgeno preparado
contiene preferentemente el epitope a inmunogenizar y otro epitope de un antigeno asociado a tumores.

La inmunogenizacion produce un material que es apto de forma sorprendentemente eficaz para la inmunizacién de
pacientes. Por tanto, el producto obtenible segln la invencion se proporciona ventajosamente como vacuna.

Procedimientos para hallar estructuras antigénicas adecuadas, una modelacion y preparacion de los péptidos,
polipéptidos o proteinas derivados de TAA o &cidos nucleicos que codifican para los mismos, ademas lipoproteinas,
glicolipidos, carbohidratos o lipidos son conocidos por los expertos en la materia y pueden proporcionarse para la
estructura especifica para el tumor respectivo sin gastos experimentales inaceptables. Ademas, se conocen
procedimientos para la conjugacion de una proteina con estructuras de este tipo que son aptos para el
procedimiento segun la invencién.

Las estructuras de carbohidratos seleccionadas como imitacion de epitope pueden proceder de fuentes naturales o
sintéticas, cuyos carbohidratos estan presentes como glicoproteinas o como glicolipidos y pueden acoplarse como
tales a la molécula portadora correspondiente.

Los componentes de anticuerpo pueden sintetizarse también quimicamente y a continuacion unirse a estructuras de
epitope o sintetizarse juntos. En una sintesis quimica de moléculas portadoras de anticuerpos, es posible introducir
grupos reactivos en puntos especiales, para poder controlar tanto el grado de acoplamiento a un epitope como la
manera y el sitio de union.

Los portadores de anticuerpos pueden prepararse también por ingenieria genética como moléculas recombinantes.
Es posible producir dichos anticuerpos en células de huésped que no realizan una glicosilaciéon (tal como por
ejemplo Escherichia coli). Los polipéptidos de este tipo pueden acoplarse a continuaciéon quimica o enzimaticamente
al antigeno de carbohidrato deseado.

Sin embargo, también es posible producir el portador de anticuerpos en células que son capaces de glicosilar la
molécula. La modificacion por ingenieria genética de acidos nucleicos que codifican para anticuerpos nativos puede
tener el efecto, por ejemplo, que se formen lugares de glicosilacion adecuados en la molécula traducida.

Una glicosilacion de un producto genético recombinante de este tipo con las estructuras de glicano correspondientes
asociadas a tumores puede producirse en células que se han modificado genéticamente de tal forma que glicosilan
proteinas de forma correspondiente. Las células de este tipo pueden ser isolatos naturales (clones celulares) que
pueden hallarse por medio de un proceso de seleccion (screening) dirigido a la glicosilacién deseada.
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Sin embargo, también es posible modificar células de tal manera que expresen las enzimas requeridas para la
glicosilacion deseada de tal manera que la glicosilacion deseada se encuentra precisamente en el
polipéptido/portador/proteina (Glycocon;j. J. (1999), 16: 81).

Sin embargo, también es posible preparar o modificar el modelo de glicosilacion de proteinas enzimaticamente (Clin.
Chem. Lab. Med. (1998), 36; 373).

En el anticuerpo inmundgeno segun la invencion, las estructuras de epitope distintas pueden estar unidas a través
de un acoplador. Dicho acoplador es preferentemente una molécula bifuncional corta, tal como por ejemplo N-
hidroxisuccinimida. El acoplamiento a través de azucares activados por nitrofenilo es posible también. En una forma
de realizacion preferida, el acoplamiento se realiza a través de grupos sulfhidrilo (Biochim. Biophys. Acta (1983),
761, 152-162). Ejemplos de ligadores (linkers) con grupos sulfhidrilo reactivos son BMH, DFDNB o DPDPB. Aun asi,
el acoplador puede realizarse también por medio de un compuesto quimico mas largo en calidad de molécula
acopladora sencilla. Siempre, el requisito es que dicho acoplador no afecte adversamente a las propiedades
inmunoldgicas del conjugado, es decir, que él mismo no dispara ninguna inmunogenicidad importante. Segun la
invencion, el acoplador puede prepararse también por medio de una transformacién quimica de una parte del
anticuerpo o de la estructura a conjugar cuasi “in situ”. Dicho acoplador preparado en el anticuerpo mismo o la
estructura de epitope misma puede conjugarse a continuacion directamente con el otro participante de la unién (por
ejemplo a través del grupo amino de lisina, a través de grupos OH, grupos de azufre, etc.). Los procedimientos de
acoplamiento son conocidos en el estado de la técnica (Anal. Biochem. (1986) 156, 220-222, Proc. Natl. Acad. Sci.
(1981), 78, 2086-2089; Biochem. Biophys. Res. Comm. (1983), 115, 29-37).

Segun una forma de realizacion particular de la presente invencion, el anticuerpo segun la invenciéon comprende una
molécula de acido nucleico que codifica para un TAA proteinico como estructura de epitope en el sentido de la
presente invencion, en el que el &cido nucleico esta conjugado de forma covalente.

La invencion se refiere también a un kit apto para la vacunacién contra tumores. El kit comprende una preparacion
de un anticuerpo inmundgeno segun la invencion y un dispositivo de administracién apto, tales como por ejemplo
jeringuillas, un dispositivo de infusion, etc. Cuando la preparacion del conjugado esta presente en forma liofilizada, el
kit contiene ademas una solucion de reconstitucion adecuada, que presenta, si se desea, estabilizantes o
aceleradores de reconstitucion especiales.

La presente invencion, en la que el anticuerpo inmundgeno es proporcionado junto con varias estructuras de epitope
distintas, en particular con la estructura de un antigeno de carbohidrato asociado a tumores, permite disparar una
respuesta inmune que presenta dos 0 mas especificidades y por tanto combate una célula tumoral con dos 0 mas
antigenos distintos asociados a tumores. De tal forma, se amplia el intervalo de accion de las vacunas y lo hace mas
especifico.

A continuacién, la invencion se ilustrara con mayor detalle haciendo referencia a los siguientes ejemplos asi como a
los dibujos de las figuras, sin por ello estar limitada a los mismos, en los que muestran:

La figura 1 el reconocimiento de la biespecifidad de la neoglicoproteina HE2-LeY por anticuerpos especificos;

La figura 2 un ELISA en sandwich con anticuerpos anti-LeY recubiertos y su detecciéon con anticuerpos anti-HE2;

La figura 3 un SDS-PAGE de varios conjugados de neoglicoproteina;

La figura 4 un Western blot del SDS-PAGE de varios conjugados de neoglicoproteina;

La figura 5 un ELISA HE2; y

La figura 6 un ELISA LeY-PAA;

La figura 7 el LDS-PAGE. Una comparacién entre HE2 (pistas 2-5) y el producto de acoplamiento HE2-sialil-Tn
(pistas (6-8) muestra un claro aumento en el peso molecular de la cadena pesada. Esto significa que sialil-Tn se
acopld con éxito a la cadena pesada (50 kDa) del anticuerpo HE2. Ademas, la presencia de una segunda banda
(con un peso molecular ligeramente mas alto), ademés de la banda de 25 kDa, demostr6é que sialil-Tn se acopld

también en parte a la cadena ligera.

La figura 8 el titulo de anticuerpo contra HE2. La induccion de la respuesta inmune contra HE2 por medio de la
vacuna del multiepitope de HE2-sialil-Tn es comparable a la provocada por HE2.

La figura 9 un ELISA siali-Tn-PAA

La figura 10 la cromatografia de afinidad de EpCAM. Los resultados demuestran que la unién del anticuerpo contra
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EpCAM inducida por la vacuna de HE2-sialil-Tn en el suero después de la inmunizacioén es comparable a la de HE2.
Ejemplos
Ejemplo 1: Acoplamiento de un carbohidrato Lewis Y a un anticuerpo especifico para EpCAM

El anticuerpo HE2 se ha descrito en la solicitud de patente WO 00/41722 y presenta la caracteristica de provocar, en
caso de una inmunizaciéon adecuada, una respuesta inmune que se une a las células tumorales. Un antigeno de
carbohidrato Lewis Y preparado sintéticamente se acopla segun la invencion a HE2. En el presente ejemplo, el
acoplado se lleva a cabo quimicamente:

En un tampon adecuado (tampoén de fosfato de sodio 100 mM con NaCl 150 mM, pH 8,5), el anticuerpo HE2 se
acopla a un tetrasacarido Lewis Y sintético activado con N-hidroxisuccinimida (Syntesome GmbH, Munich,
Alemania).

El tetrasacéarido Lewis Y activado con N-hidroxisuccinimida se disolvié en N,N-dimetilformamida (100 mg/ml) y se
adiciond por goteo a la solucion del anticuerpo HE2 en un tamp6n adecuado (tampén de fosfato de sodio 100 mM
con NaCl 150 mM, pH 8,5), y la mezcla resultante se sacudi6é a 4°C durante por lo menos 2,5 horas. El grado de
glicosilacion del anticuerpo con Lewis Y puede controlarse por seleccion del exceso molar del azicar activado y de
la concentracion de la solucién que contiene el anticuerpo (1-10 mg/ml). Para fines de comparacion, se prepararon
dos preparaciones de reaccion distintas variando el exceso molar (5 veces o 15 veces) del azlcar activado:
“neoglicoproteina I” con un contenido de carbohidrato mas bajo y “neoglicoproteina II” con un contenido de
carbohidrato mas alto.

La biespecificidad de la neoglicoproteina puede demostrarse utilizando métodos inmunolégicos distintos (ELISA o
Western blotting con anticuerpos dirigidos contra la determinante Lewis Y o contra HE2).

ELISA directo:

HE2, neoglicoproteina HE2-Lewis Y o LeY-PM (tetrasacarido acoplado a poliacrilamida, Syntesome 045-PA) se
disolvieron en un tampoén de recubrimiento (Na2COs 15 mM, NaHCO3z 5 mM, NaNs 3 mM, pH 9,6, 10 ug/ml), y la
mezcla resultante se ligd a una placa de microtitulo (Nunc, Dinamarca, Maxisorb) (1 hora a 37°C, 100 ul/pozo).
Después de lavar las placas de microtitulo tres veces con un tampén de lavado (NaCl al 2%, Triton X-100 al 2% en
PBS; 200 pl), la reaccion se bloqued con suero fetal bovino al 5% en PBS (NaCl 138 mM, KOH 1,5 mM, KCI 2,7 mM,
NaHPO4 6,5 mM, pH 7,2; 200 pl) (30 minutos a 37°C) y, a continuacion, la mezcla, después de lavarla repetidas
veces con un anticuerpo anti-Lewis Y especifico (humano) o un anticuerpo anti-HE2 de cabra (1 pg/ml disuelto en un
tampon de disolucion: SFB al 2% en PBS; 100 pl), se incubd a 37°C durante media hora. Los anticuerpos no ligados
se quitaron lavando la mezcla tres veces con un tampoén de lavado. Los anticuerpos ligados se detectaron (30
minutos a 37°C) por medio de un conjugado HRP, que es especifico para el anticuerpo de deteccién correspondiente
(lgG+A+M HRP anti-humano de cabra de Zymed (EE.UU.) para los anticuerpos anti-Lewis Y; IgG HRP murino anti-
cabra (Axell, EE.UU.) para los anticuerpos anti-HE2, 1 ug/ml, 100 pl). Después de lavar los anticuerpos (3 veces con
un tampén de lavado y una vez con un tampén para tincion), el conjugado HRP ligado inicia la tincién de 100 pl de
una solucién del dihidrocloruro de ortofenilendiamina (Sigma, EE.UU.; disuelto en un tampdn para tincion y activado
en H20o; al 30%, Merck, Alemania), y el desarrollo del color se par6 con acido sulfarico al 15% (50 pl). En un
fotdmetro para microplacas (Labsystem, modelo no. 354), la extincién desarrollada se midi6 a 492 nm, siendo la
longitud de onda de referencia de 620 nm.

Después de otra etapa de lavado con un tampén para tincion (acido citrico 24,3 mM, Na,HPO4 51,4 mM, pH 5).

Los resultados se han recopilado en la Figura 1: Ambas neoglicoproteinas presentan ambas especificidades (HE2 y
Lewis Y). La neoglicoproteina Il esta glicosilada funcionalmente en mayor grado que la neoglicoproteina | y por tanto
da una sefnal mas alta con el anticuerpo anti-Lewis Y.

ELISA en sandwich:

Un anticuerpo humano anti-Lewis Y (10 pug/ml disuelto en un tampén de recubrimiento; 100 pul) se ligd a una placa
microtitulo de forma no especifica (incubacién de 1 hora a 37°C), se bloqued, después de lavarlo tres veces con un
tampon de lavado (200 pl), con suero fetal bovino al 5% en PBS (incubar 30 minutos a 37°C) y, a continuacion, la
mezcla se incubd a 37°C durante 1 hora con las neoglicoproteinas | y Il de HE2-Lewis Y asi como HE2 como control
a varias concentraciones (1,25 — 7,63x10°® pg/ml; 100 pl). Después de lavar la mezcla tres veces con un tampén de
lavado, la mezcla se incubé con un anticuerpo anti-HE2 de cabra (1 pg/ml disuelto en un tampén de disolucion:
100 ul), a 37°C durante 30 minutos. Los anticuerpos en exceso se quitaron por medio de una etapa de lavado
posterior (tres veces con un tampdn de lavado). Los anticuerpos ligados se detectaron por incubacién (30 minutos a
37°C) con IgG HRP anti-cabra murino (Axell, disuelto 1:1000 en un tampén de diluciéon, 100 pl): Tras un lavado
posterior (3 veces con un tampdn de lavado, una vez con un tamp6n para tincién), el conjugado HRP ligado inicié la
tincion de 100 ul de una solucién adicionada del dihidrocloruro de ortofenilendiamina (Sigma, 10 mg disueltos en
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25 ml de un tampén para tincién y activado con 10 pl de H205; al 30%, Merck). La reaccién de tincion se par6 con
50 ul de HxSO4 al 15%, y la extincién se midié a 492 nm (longitud de onda de referencia de 620 nm) en un fotdbmetro
para microplacas (Labsystem, modelo no. 354).

Por la Figura 2, puede apreciarse que en dicho ELISA en sandwich pueden detectarse ambas neoglicoproteinas, de
las cuales “neoglicoproteina II” esta glicosilada en mayor grado y por tanto es retenida en mayor grado por el
anticuerpo anti-Lewis Y pre-recubierto.

SDS-PAGE:

Las muestras (anticuerpo HE2 no conjugado, neoglicoproteinas | y Il asi como Lewis Y-BSA) se trataron con calor
en un tampén reductor (85°C, 2 minutos) y se separaron en un gel de poliacrilamida (4-12% de un gel Bis-Tris) por
electroforesis. Las proteinas separadas por este método seguin sus tamafios se visualizaron por medio de tincion de
plata (NOVEX SDS-PAGE-System, Invitrogen, EE. UU.). Sobre el gel, se observé sélo un aumento muy pequeiio del
peso molecular como resultado de la glicosilacion con el tetrasacarido Lewis Y (ver la Figura 3).

Western Blot:

Igual que en el SDS-PAGE, las muestras se separaron segun sus tamanos. A continuacion, las proteinas separadas
se sometieron a un blot en una membrana de nitrocelulosa, se bloquearon en una solucion de polvo de leche al 3%
durante una hora y, a continuacion, la mezcla resultante se incub6 con un anticuerpo anti-Lewis Y humano (10 pg/ml
en PBS) durante dos horas. Los anticuerpos ligados se detectaron con un conjugado HRP anti-humano de cabra
(1:500 en PBS), que es especifico para el anticuerpo anti-Lewis Y. Las proteinas glicosiladas con Lewis Y se
visualizaron por medio de una reaccion de tincion posterior.

Tal como puede apreciarse por la Figura 4, la neoglicoproteina Il reacciona con el anticuerpo anti-Lewis Y, mientras
que la neoglicoproteina | parece estar glicosilada de forma demasiado débil como para ser detectable en dicho
ensayo con anti-Lewis Y.

Respuesta inmune contra HE2 y Lewis VY-

Sueros de monos inmunizados se examinaron a tiempos distintos antes y después de inmunizacién para averiguar
la formacién de una respuesta inmune humoral contra HE2 y contra Lewis Y. El esquema de inmunizacién fue el
siguiente (las inmunizaciones individuales se llevaron a cabo por via subcutanea: 500 pg de proteina adsorbida en
1,67 mg de hidréxido de aluminio en 0,5 ml de un tampén de fosfato 1 mM pH 6,0/NaCl 155 mM).

Tiempos de inmunizacion:

Dia1 (T1)
Dia15 (T15)
Dia29 (T29)
Dia43 (T43)
Dia57 (T57)
Dia71 (T71)

Tomas de sangre para obtener el suero:

Dia1 (T1)
Dia15 (T15)
Dia29 (T29)
Dia43 (T43)
Dia57 (T57)
Dia71 (T71)
Dia92 (T92)
ELISA HE2:

Una solucién de anticuerpos HE2 se diluy6é en un tampdn de recubrimiento a 10 pg/ml, y la solucién resultante se
incubd 1 hora a 37°C. Después de lavarla tres veces con 200 pl de un tampdn de lavado, se bloque6 con suero fetal
bovino al 5% en PBS a 37°C durante 30 minutos. Después de otra etapa de lavado (como antes), se aplicaron
100 pl de diluciones distintas de los sueros de animales inmunizados a la placa microtitulo (tampén de dilucion:
suero fetal bovino al 2% en PBS) y la mezcla resultante se incubé a 37°C durante 1 hora. Los anticuerpos en exceso
se quitaron lavandolos tres veces con un tampoén de lavado y, a continuacion, la mezcla se incubd 30 minutos a 37°C
con 100 ul de una solucion de IgG+A+M HRP anti-humano de cabra (Zymed, disuelto 1:1000 en un tampén de
dilucion). Tras lavarlo 3 veces con un tampdn de lavado y una vez con un tampén para tincion, el HRP ligado inicié
una reaccion de tincion del dihidrocloruro de ortofenilendiamina (Sigma, 10 mg disueltos en 25 ml de un tampén para
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tincion y activado con 10 pl de H2O; al 30%, Merck). La reaccién de tincion se pard con 50 pl de acido sulfurico (al
15%, Fluka) y la extincién se midié a 492 nm (longitud de onda de referencia de 620 nm) en un fotobmetro para
microplacas (Labsystem, modelo no. 354).

La Figura 5 muestra el resultado del ELISA HE2. Puede apreciarse que la respuesta inmune contra la proteina
portadora ya es muy pronunciada después de 2 inmunizaciones.

Esto significa que la inmunizaciéon de un mono Rhesus con neoglicoproteina induce una fuerte respuesta inmune
humoral contra HE2.

ELISA Lewis-Y-AA:

Lewis-Y-PAA (Lecitinity Holding, Inc. Bad Homburg, Alemania) se diluyé en un tampén de recubrimiento a 10 pg/mli,
y la solucién resultante se incubd 1 hora a 37°C (100 ul). Después de lavarla tres veces con un tampon de lavado,
se bloqueé con 200 ul de suero fetal bovino al 5% en PBS a 37°C durante 30 minutos. Después de otra etapa de
lavado (como antes), se aplicaron 100 pl de diluciones distintas de los sueros de animales inmunizados a la placa
microtitulo (tampén de dilucién: suero fetal bovino al 2% en PBS) y la mezcla resultante se incub6 a 37°C durante 1
hora. Los anticuerpos en exceso se quitaron, lavandolos tres veces con un tampén de lavado y, a continuacion, la
mezcla se incubd 30 minutos a 37°C con 100 pl de una solucién de IgG+A+M HRP anti-humano de cabra (Zymed,
disuelto 1:1000 en un tampon de dilucion). Tras lavarlo tres veces con un tampén de lavado y una vez con un
tampon para tincién, el HRP ligado inicié una reaccion de tincion del dihidrocloruro de ortofenilendiamina (Sigma,
10 mg disueltos en 25 ml de un tampdn para tincién y activado con 10 ul de H2O,, al 30%, Merck). La reaccion se
pard con 50 pl de acido sulfurico (al 15%, Fluka) y la extincién se midi6é a 492 nm (longitud de onda de referencia de
620 nm) en un fotébmetro para microplacas (Labsystem, modelo no. 354).

La Figura 6 muestra que la inmunizacién de un mono Rhesus con neoglicoproteina dispara una respuesta inmune
humoral dirigida especificamente contra Lewis Y.

Ejemplo 2: Acoplamiento de un carbohidrato sialil-Th a HE2

Sialil-Tn-O(CH2)sNH(CH2)sCOO-pNp se acoplé a HE2. El producto final se analiz6 por medio de SEC, LDS-PAGE,
Western blot y varios ensayos ELISA.

Métodos

Material

HE2 Panorex, 10 mg/ml, lote 170901

Sialil-Tn-O(CHz)sNH(CH2)4COO-pNp, 2x5 mg, empresa Lectinity

DMF (N,N-dimetilformamida (anhidro, Merck))

Tampédn de acoplamiento: NazHPO4 0,1 mM + NaCl 0,15 M (pH = 8)

Tampédn de formulacién: NaCl al 0,86% + NazHPOs 1 mM (pH = 6)

Procedimiento

1. 100 mg de HE2 (V = 10 ml; conc.. 10 mg/ml) se dializaron contra 2x700 ml del tampdn de acoplamiento a 4°C
durante 20 horas utilizando una cassette de didlisis Slide-A-Lyzer, el volumen se completé a ~ 100 ml, y la
concentracion segun SEC era de ~ 10 mg/ml.

2. 2x5 mg de sialil-Tn-O(CH2)3NH(CH2)sCOO-pNp se disolvieron en 2x100 pl de DMF (100 pl por probeta).

3. La solucion de sialil-Tn (en DMF) se completé a ~ 10 ml (~ 100 mg) con HE2 enfriado con hielo (en un tamp6n de
acoplamiento).

4. Ambas probetas de sialil-Tn se lavaron con 100 pyl de DMF (se realizdé una transferencia de la probeta 1 a la
probeta 2), que se adicioné también a la mezcla de reaccion.

5. La mezcla de reaccién se dej6 girar a 4°C durante la noche (28 horas). La cinética de la reaccion se comprobd
por medio de SEC.

6. La solucién final de HE2-sialil-Tn (10 ml, ~ 10 mg/ml) se dializé contra 2x800 ml del tamp6n de formulacién a 4°C
durante 20 horas utilizando una cassette de dialisis Slide-A-Lyzer.
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Andlisis:

Cromatografia de exclusién por tamano:

Las concentraciones de HE2-sialil-Tn se cuantificaron por cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) en una
columna ZORBAX GF-250 en un sistema Dionex. El sistema de HPLC se ensayd con un estandar de filtracién de gel
(empresa BioRAD).

HE2 se seleccioné como estandar de referencia para la cuantificaciéon de HE2-sialil-Tn. El descenso del tiempo de
retencion (correlacionado con el ascenso del peso molecular) correlaciona con la eficacia de la reaccién de
acoplamiento del sialil-Tn al HE2. Los datos obtenidos muestran que la eficacia de acoplamiento aumenta con el
tiempo de reaccién y alcanza una saturacion tras 23-27 horas.

LDS-PAGE (dodecilsulfato de litio y gel de poliacrilamida)

LDS-PAGE con un gel Bis-Tris (4-12%)

Tincion con SiIverXpressTM: ver “NuPAGE Bis-Tris Gel” Instruction Booklet, pagina 13

Los resultados se han representado en la figura 7.

Pista Muestra Conc. Volumen [ul] Preparacién
1 Mark 12 MW Standard (marcador de peso molecular) - 10 keine
2 HE2 dializado en un tampdn de acoplamiento 20 pg/ml 10 s. SOP
3 HE2 dializado en un tampdn de acoplamiento 10 yg/mi 10 s. SOP
4 HE2 dializado en un tampdn de acoplamiento 50 pg/ml 10 s. SOP
5 HE2 dializado en un tampdn de acoplamiento 2,5 yg/ml 10 s. SOP
6 HE2-sialil-Tn dial. en un tampdn de formulacion 20 pg/ml 10 s. SOP
7 HE2-sialil-Tn dial. en un tampdn de formulacion 10 yg/mi 10 s. SOP
8 HE2-sialil-Tn dial. en un tampdn de formulacion 5 pyg/mi 10 s. SOP
9 HEZ2-sialil-Tn dial. en un tampdn de formulacién 2,5 yg/ml 10 s. SOP
10 Mark 12 MW Standard (marcador de peso molecular) - 10 keine

Figura 7: En comparacion con HE2 (pistas 2-5), en el producto de acoplamiento HE2-sialil-Tn (pistas 6-8), tuvo lugar
un claro aumento en el peso molecular de la cadena pesada, lo cual indica que sialil-Tn se acopl6é con éxito a la
cadena pesada (50 kDa) del anticuerpo HE2. Ademas, la presencia de una segunda banda (con un peso molecular
ligeramente distinto), ademas de la banda de 25 kDa, indica que la cadena ligera se acoplé también en parte a sialil-
Tn.

Western Blot

Western Blot con conejo x ratén IgG2a

Procedimiento:

1. Gel de LDS con gel de Bis-Tris (4-12%)

2. Para las instrucciones del western transfer, ver “NUPAGE Bis-Tris Gel” Instruction Booklet, paginas 14-20 (con
membrana de transferencia de PVDF Immobilon 0,45 um, empresa Millipore)

3. Desarrollo de la membrana:

Material:

Conjugado: conejo x raton IlgG2a — HRP, #61-0220, empresa Zymed, solucion de tincién 1: 15 mg del reactivo de
tincion HRP (empresa BioRAD) en 5 ml de MeOH, solucién de tincién 2: 15 pl de H20» al 30% en 25 ml de PBS def.
1x

Procedimiento:

Bloquear la membrana con polvo seco de leche al 3% en PBS a TA durante 1 hora

Lavar la membrana con PBS

Incubarla con el conjugado (dilucién 1:1000 en PBS) a TA durante 1 hora

Lavar la membrana con PBS
Desarrollo con las soluciones de tincion 1+2 y parar la tinciéon con agua.
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Western blot con anti-sialil-Tn CD 175s (tipo IgG)/ratas/raton IgG1 — HRP.
Procedimiento:
1. Gel de LDS-PAGE con un gel Bis-Tris (4-12%)

2. Para las instrucciones del western transfer, ver “NuPAGE Bis-Tris Gel” Instruction Booklet, paginas 14-20
(utilizando una membrana de transferencia de PVDF Immobilon 0,45 pm, empresa Millipore)

3. Desarrollo de la membrana:
Material:

Anticuerpo secundario: anti-sialil-Tn CD175s (tipo 1gG), 90 pug/ml, empresa DAKO, no. de codigo M0899, lote
089(601)

Conjugado: rata x ratén IgG1 — HRP, empresa Becton Dickinson, no. de mat. 559626, lote: 37205
Polvo seco de leche al 3% en PBS def1x

Solucién de tincién 1: 15 mg del reactivo de tincion HRP (empresa BioRAD) en 5 ml de MeOH
Solucién de tincion 2: 15 pl de H20- al 30% en 25 ml de PBS

Procedimiento:

Bloguear la membrana con polvo seco de leche al 3% en PBS a TA durante 1 hora

Lavar la membrana con PBS

Incubarla con el anticuerpo secundario (concentracion 10 pg/ml) V = 5 ml, a TA durante 1 hora
Lavar la membrana con PBS

Incubarla con el conjugado (dilucién 1:1000 en PBS) a TA durante 1 hora

Lavar la membrana con PBS

Desarrollo con las soluciones de tincion 1+2 y parar la reaccién con agua.

Se confirmé el ascenso del peso molecular de la cadena pesada del anticuerpo HE2 tras acoplamiento con sialil-Tn
por medio del Western blot asi como la tincion mediante un IgG2a-HRP de conejo anti-ratén.

Se realiz6 un ELISA estandar para demostrar cuanta de la actividad de union antiidiotipica (del HE2) se retiene en el
producto de acoplamiento.

IGN111 inmovilizado se une al HE2 antiidiotipico, que se detecta por medio de un anti-ratén IlgG2a-HRP.

Se ha demostrado que HE2 es aproximadamente 2-3 veces mas reactivo que HE2-sialil-TN, lo cual significa que se
observa sélo una pequena pérdida de las capacidades de unién tras el acoplamiento.

Se realiz6 otro ELISA estandar para detectar sialil-Tn por medio de un anticuerpo anti-sialil-Tn murino. A tal fin, el
material de partida HE2 y el producto de acoplamiento HE2-sialil-Tn se inmovilizaron. Para la deteccién de sialil-Tn,
se utilizaron anti-sialil-Tn (IgG murino)/anti-ratén IgG1-HRP de rata.

Los resultados muestran que el producto de reaccién HE2-sialil-Tn realmente lleva grupos sialil-Tn al contrario de
HE2 antes del acoplamiento.

Resumen:

Se acopl6 sialil-Tn con éxito al anticuerpo HE2. La reaccion de acoplamiento presenta un tiempo prolongado de la
cinética de reaccion, alcanzandose la saturacion después de aproximadamente 24 horas. Sialil-Tn se acopl6
principalmente a la cadena pesada del anticuerpo HE2, mientras que la cadena ligera se acopld sblo en parte a
sialil-Tn.

El producto de acoplamiento HE2-sialil-TN retiene la mayor parte de la especificidad idiotipica de HE2 y la parte
sialil-Tn de dicha glicoproteina es reconocida por anticuerpos especificos para sialil-Tn.

Dichos resultados juntos indican claramente que los epitopes antigénicos de ambas partes, tanto la parte proteinica

HE2 como la parte de sialil-Tn, se han conservado en la vacuna multiepitope. El contenido en endotoxina se
encuentra por debajo del limite de deteccion.
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Ejemplo 3: Formulacion de HE2-sialil-Tn utilizando varios adyuvantes:

1. Tampodn de formulacion (NaCl, NazHPO,), timerosal, Alhydrogel (hidréxido de aluminio)
2. Tampon de formulacién, timerosal, Alhydrogel (hidréxido de aluminio), LPS, E. coli (Sigma, no. L-4391)

Ejemplo 4: Resultados de la inmunizacion de monos Rhesus con la neoglicoproteina HE2-sialil-Tn:
Tolerancia y estudios de inmunogenicidad

Esquema de inmunizacién y tomas de sangre

Monos Rhesus se vacunaron cuatro veces con inmunizaciones subcutaneas con 500 pl de las vacunas (contienen
500 ug de HE2 adsorbidos en Alhydrogel en un tamp6n de fosfato de sodio 1 mM, pH = 6) suplementados con NaCl
al 0,86%).

Las tomas de sangre se realizaron los dias -3, 1, 8, 15, 29, 57 y 71. La sangre se dej6 coagular (probetas SST
activador de coagulo (Vacutainer)); el suero se transfirié a probetas Nunc de 1,8 ml (375418).

Dia Fecha  Inmunizacion Toma de sangre
-3 no si
1 500 pl si,antes de la inmun.
8 no si
15 500 pl si, antes de la inmun.
29 500 pl si, antes de la inmun.
57 500 pl si, antes de la inmun.
71 si

La figura 8 muestra los resultados de los estudios de inmunizacion en monos Rhesus. La induccién de la respuesta
inmune contra HE2 por medio de la vacuna de multiepitope HE2-sialil-Tn es comparable a la respuesta inmune
inducida por HE2.

ELISA

El presuero (dia 1) y suero inmune (dias 15, 29, 57, 71) se analizaron con relacion a la respuesta inmune contra el
antigeno inmunizante (HE2) por medio de un ELISA HE2 y ELISA sialil-Tn. Para la deteccidn, se utiliz6 un conjugado
IgGAM-HRP anti-humano de cabra (Zymed, no. 62-8320, lote 20571004).

El ELISA sialil-Tn se realiz6 de forma similar al ELISA Lewis Y, aparte de algunas modificaciones. Para resumir,
placas ELISA (placas microtitulo F96 Maxisorp, NUNC) se recubrieron con 20 pg/ml de sialil-Tn-PAA (al 30% en
moles, Sytesome), diluido en un tampoén de recubrimiento, a 37°C durante 2h. Después de la etapa de lavado (tres
veces, WBK diluido 1:10), las placas ELISA se bloquearon con SFB al 5% en PBS (30 min, 37°C), seguido de otra
etapa de lavado. Las muestras (prediluidas en SFB al 2%) se incubaron a 37°C durante 1h. NAS (NA-Pool 25-07-01,
empresa Biotest) y PBS se utilizaron como controles negativos. Para el ELISA sialil-Tn, se utilizé un anticuerpo anti-
sialil-Tn murino CD175s (DAKO, no. de codigo 039(601)) con una concentracion de partida de 20 ug/ml, que servia
de control positivo.

Tras otra etapa de lavado, se incubaron con un conjugado Ig (H+L) HRP antihumano de cabra (1:4000, SB,
Southern Biotechnology, no. de cat. 2010-05, no. de lote L262-S496L) o un conjudado IgG (Fc) HRP antihumano de
raton (1:1000, SB, no. de cat. 9040-05, no. de lote J560-NC21G) o un conjugado IgM-HRP antihumano de raton
(1:1000, SB, no. de cat. 9020-05, no. de lote HO18-W089) a 37°C durante 30 min. Para la deteccién del anticuerpo
anti-sialil-Tn de raton (control positivo), se utilizé un IgG1-HRP anti-ratén de conejo (Zymed, no. 61-0120, no. de lote
00761146).

Después de la proxima etapa de lavado, se adicioné el substrato OPD (1 comprimido de OPD disuelto en 25 ml de
un tampén para tincién, + 10 pl de H2O, al 30%). Después de 10 min, la reaccién de tincion se pard por adicion de
50 pl de H2SO4 (al 30%).

La figura 9 muestra los resultados del ELISA sialil-Tn-PAA. La induccion de la respuesta inmune contra el antigeno
HE2 inmunizante y el antigeno de destino EpCAM es comparable a la vacuna de epitope Unico HE2. Esto quiere
decir que tuvo lugar una induccion de la respuesta inmune contra el antigeno de carbohidrato sialil-Tn, pero que
dicha respuesta inmune no se indujo en la vacunacion con la vacuna de epitope Unico HE2.

Cromatografia de afinidad

Una cromatografia de afinidad se llevé a cabo en un AKTA-Explorer, Pharmacia FPLC System. 1 ml del suero
(presuero o suero inmune) se diluy6é 1:10 con PBS 1x + NaCl 0,2 M, pH = 7,2 (= tampdn A). Tras el equilibrado de
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columna, el suero diluido se introdujo en la columna de cromatografia a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La
muestra sin ligar se eliminé de la columna por lavado con un tampo6n A hasta que la linea de UV (280 nm) se
encontré por debajo de 5 uma (unidades de miliabsorbancia). La eluciéon de la muestra ligada se realizd por etapas
con un tampodn de glicina pH = 2,9 (= tampén B, tampdén de elucion). Las fracciones deseadas se neutralizaron
inmediatamente con NaHCOs; 1 M y se estabilizaron por adicién de azida sédica (concentracién final: 0,02%).

Se utilizaron las siguientes columnas de cromatografia de afinidad:

1. HEZ2 sefarosa: HE2 acoplado a una columna CH Sefarosa 4B, lote 20000905-070301 (SS LJ5/174)
2. EpCAM sefarosa: EpCAM acoplado a una columna CH Sefarosa 4B (IF LJ32/54+57)
3. HE2-sialil-Tn sefarosa: HE2-sialil-Tn acoplado a una columna CH Sefarosa 4B

La purificacion del presuero o suero inmune se realizd o bien por a) cromatografia de afinidad en una sola etapa o
bien por b) cromatografia de afinidad secuencial con el eluato de la primera columna, que se aplicé a una segunda
columna de cromatografia de afinidad o bien por c) cromatografia de afinidad diferencial con el eluato de la primera
columna, que fue trasladado a una segunda cromatografia de afinidad.

Después de la cuantificacién de las cantidades de inmunoglobulinas por medio de SEC, los eluatos de suero
restantes se estabilizaron por adicién de SFB (concentracion final 2%) y se almacenaron a +4°C. Los resultados se
han recopilado en la figura 10.

Cromatografia de exclusién por tamano:

Las cantidades de inmunoglobulinas (IgG, IgM) se cuantificaron por cromatografia de exclusion por tamafno (SEC)
en una columna ZORBAX GF-250 en un sistema DIONEX. El sistema de HPLC se ensay6 por medio de un estandar
de filtracién de gel.

Para la cuantificacion de las cantidades de inmunoglobulinas en los eluatos AKTA, se preparé una curva estandar de
IgG humano (sandoglobulina) en un intervalo de 1,95-25 ug/ml y se utilizé como estandar de referencia.

Lineas de células

En un medio de RPMI1640, a células de WM9, SKBR5, KATOIIl, HT29 y OVCARS se adiciond L-glutamina, y la
mezcla resultante se cultivé con SFB al 10% y penicilina/estreptomicina al 1%, A CT26 y CT26-KSA (clono #21 Sp1-
3; células de CT26 transfectadas con EpCAM) en DMEM, se adicioné SFB al 10%, aminoacidos al 1%, piruvato
sadico al 1%, vitamina al 1%, L-glutamina y penicilina/estreptomicina al 1%, y la mezcla resultante se dej6 cultivar.

Andlisis por FACS

Las células se cosecharon en un tampé6n de PBS que contiene 0,2 mg/ml de EDTA. El medio de cultivo se adicioné
a las células separadas, que a continuacion se convirtieron en pellets y se lavaron dos veces en un tampo6n de FACS
(tampon de PBS al que se adicion6 SFB al 2% y NaNs al 0,1%). 10.000 células se bloquearon con PBS que contiene
SFB al 10% y azida sédico al 0,1% sobre hielo durante 30 minutos. Después de transferir las células a un tampoén
FACS, las células se incubaron con los eluados de la cromatografia de afinidad del presuero o del suero inmune
sobre hielo durante una hora. Como controles positivos, se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: IGN311
(EN 25.888) para la tincion de Lewis Y y HE2 and KS1/4 para la tincién de EpCAM. Las células se lavaron dos veces
en un tampoén de FACS y se incubaron con los anticuerpos de deteccién protegidos contra la luz durante 30 minutos
(lgGAM-FITC antihumano de cabra (especifico para las cadenas gamma y las cadenas ligeras), Silenius, dilucion
1.1000 o IgGAM F(ab).’ Dako anti-raton de conejo (especifico para las cadenas gamma y las cadenas ligeras)),
dilucion 1:100, para la deteccion de los anticuerpos HE2 murinos y KS1/4. Después de lavar las células tres veces
en un tampén FACS, se midieron las intensidades de fluorescencia (10.000 células en 100 pl del tampén FACS por
andlisis) con un sistema FACS-Calibur (Becton Dickinson).

Tincién de control con:
IGN311 (25 pg/ml), KS1/4 (1 pg/ml), HE2 (1 ug/ml), SKBR5, Katolll, WM9, células de CT26 y CT26KSA.
Resultados

Respuesta inmune contra un antigeno inmunizante (HE2)

El presuero (dia 1) o suero inmune (dias 15, 29, 57, 71) de todos los animales se analizaron con relacion a la
respuesta inmune contra el antigeno inmunizante (HE2) por medio de ELISA HE2. En todos los grupos vacunados,
se hallé un claro efecto de inmunizacién, aumentando la fuerza de la respuesta inmune en funcion del tiempo (y del
namero de inmunizaciones). Lo importante era que ninguno de los adyuvantes aumento el titulo de HE2 o la cinética
de la respuesta inmune en comparacion con el grupo de control que habia recibido el antigeno sin adyuvante
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(P6/01). La vacuna de multiepitope HE2-sialil-Tn (P2/01) indujo un titulo de HE2, que era comparable al de la
vacuna de HE2 (P6/01).

Los resultados pueden verse en la figura 8, en la que los resultados son los de un estudio con monos Rhesus HE2.
La vacuna de multiepitope HE2-sialil-Tn indujo una respuesta inmune contra el segundo antigeno, sialil-Tn, en todos
los animales inmunizados, tal como fue comprobado en el ELISA sialil-Tn, un efecto que no se encontrd tras la

vacunacion con la vacuna de epitope unico de HE2.

Purificacién del suero por cromatografia de afinidad directa de EpCAM:

Los sueros inmunes (dia 71) fueron analizados por cromatografia de afinidad directa de EpCAM, seguido de una
cromatografia de exclusion por (SEC). En todos los grupos vacunados, se encontraron cantidades significativos de
Ig (IgG y IgM) en el suero inmune (60-87 pg de Ig), las cuales eran mucho mas altas que el contenido de IgG en el
presuero (13-22 ug). Ademas, podia observarse un cambio de IgG tras la vacunacién, con relaciones IgG/IgM mas
altas en el suero inmune. En cambio, los adyuvantes no dieron lugar a un aumento de las Ig (IgG, IgM), las cuales
presentan una reactividad especifica con rEpCAM en los sueros inmunes, tal como se suponia segun los resultados
de la cromatografia de afinidad directa de EpCAM en comparacién con el grupo de control de HE2.

ELISA sialil-Tn

El presuero (dia 1) y suero inmune (dia 71) del grupo de vacunas de multiepitope (P2/01, HE2-sialil-Tn) se
ensayaron en comparaciéon con el grupo de control P6/01 con relacién a la respuesta inmune contra el antigeno de
carbohidrato sialil-Tn por medio de un ELISA sialil-Tn.

En todos los cuatro animales del grupo P2/01, se encontr6 un claro efecto de inmunizacién, es decir, la induccion del
titulo de anticuerpos anti-sialil-Tn. Al contrario, en el grupo de control de HE2, no tuvo lugar un aumento del titulo de
anticuerpos anti-sialil-Tn después de la inmunizacion.

Los resultados se han representado en la figura 8. La induccion de la respuesta inmune contra el antigeno
inmunizante (HE2) y el antigeno de destino (Ep-CAM) es similar a la de la vacuna del epitope Unico de HE2. La
respuesta inmune contra el antigeno de carbohidrato sialil-Tn es inducida por la vacuna de multiepitope, mientras
que dicha induccién no fue encontrada tras la inmunizacion con la vacuna del epitope unico de HE2 (P6/01).

Ejemplo 5: Preparacion de un anticuerpo recombinante de ratén IlgG2a HE-2 (rHe-2)
Constructos moleculares-bioldgicos

El vector de expresion bicistrénico pIRES de Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, EE.UU., permite expresar dos
genes a un alto nivel y permite la traduccion de dos marcos de lectura abiertos que siguen uno al otro del ARN
mensajero. Para seleccionar transformantes positivos con la utilizacion de un gen reportero, se truncé el sitio de
entrada interna del ribosoma (internal ribosome entry site (IRES)) en este vector de expresién, permitiendo tasas de
expresion mas bajas en dicho segundo marco de lectura.

Para conseguir esto, habia que reestablecer la secuencia IRES original, con el fin de poder cumplir con nuestros
requerimientos para la expresién de las cadenas de anticuerpos pesada y ligera con casi la misma cantidad de
expresion.

Para la expresion de nuestros marcadores de seleccidn, se utilizd la secuencia IRES atenuada.

Las manipulaciones del ADN se llevaron a cabo segun los métodos estandares. Utilizando la tecnologia PCR y el kit
Advantage-HF PCR (CLONTECH Laboratories Inc., Palo Alto, EE.UU.), se amplificaron las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo HE2. Se utilizaron secuencias de cebador (primer), para introducir en primer lugar los lugares de corte
de restriccion deseados, necesarios para la incorporacion del gen en los vectores de expresion, y en segundo lugar
se incorporaron las secuencias KOZAK corriente arriba de los marcos de lectura abiertos.

Se utilizaron las secuencias sefal autélogas, para dirigir las cadenas polipeptidicas desnudas en el circuito
secretario. Los cebadores fueron adquiridos de la MWB-Biotech AG, Alemania. Se desarrollo una tecnologia de
clonacion de dos etapas: La cadena kappa, que contiene su secuencia sefial autéloga, se amplificé como fragmento
Xho I, Miu 'y se ligé en el vector de expresion, utilizando los “Rapid ligation kits” (Roche, Alemania) segln las
instrucciones del fabricante. Una cepa de bacterias de E. coli quimicamente competente, DH5-alfa (Gibco BRL), se
transfectd con el constructo y se amplifico, utilizando un marcador de seleccion de ampicilina. En una segunda
etapa, se amplificaron la secuencia IRES reconstruida y la cadena gamma, que contiene también la secuencia sefal
autéloga, como fragmentos Miu I, Nco Iy Nco I, Sal I'y se ligaron en una reaccion de ligacion de una sola etapa en el
vector de expresion modificado, que ya contiene la cadena de HE2 kappa. Dicho constructo se amplifico, utilizando
la cepa de bacterias de E. coli, DH5-alfa (Gibco BRL). 25 constructos que procedian de muestras de PCR distintas
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se digirieron con las endonucleasas de restriccion EcoRI y BamHI. Los constructos que presentaban el patron de
restriccion correcto se secuenciaron de forma bidireccional. En este constructo de expresion, se incorpor6 la
cassette de seleccion descrita a continuacion. El marcador de seleccion DHFR se amplifico como fragmento PCR
Xba I/Not | a partir del plasmido pSV2-dhfr (ATCC #37146). Dichos puntos de corte de restriccion se introdujeron por
medio de cebadores de PCR. La secuencia atenuada de IRES at. se amplific6 como fragmento Sal I/Xba | a partir de
pSV-IRES (Clontech #6028-1) por medio de PCR. En una reaccion de ligacién de una sola etapa, se ligaron IRES at.
y DHFR en el constructo de expresién ya descrito, tras una digestion con las endonucleasas de restriccion
correspondientes y otra etapa de desfosforilacién.

Tras una transfeccion de la cepa de bacterias de E. coli DH5-alfa (Gibco BRL), se sometieron los transformantes
positivos a una exploracion selectiva por PCR (screening). Los constructos se secuenciaron de forma bidireccional y
se utilizaron para transfecciones adicionales de células eucariéticas.

Ejemplo 6: Transfeccion

La cepa de eucariotas caracterizada, CHO (ATCC-CRL9096), se transfectd, utilizando el vector de expresion
descrito anteriormente. El marcador de seleccion DHFR se utilizé para establecer lineas celulares estables que
expresan rHE-2. En una placa de cultivo de 6 pozos, a densidades de células de 10° células la linea celular se ajusto
en un contenido de 1,5 g/L de bicarbonato sédico en 2 ml de un medio completo de Iscove modificado de Dulbecco
con L-glutamina 4mM, y se sembro, tras la adiciéon de hipoxantina 0,1 mM y timidina 0,016 mM, 90%; suero fetal
bovino, 10% (Gibco BLR). Las células se dejaron crecer hasta una densidad de células de un 50%. A continuacion,
las células se transfectaron segun las instrucciones del fabricante en ausencia de suero con 2 pg de ADN, utilizando
el reactivo Llpofectln (Gibco BRL). La transfeccion se paré después de 6 6 24 horas por adicion de medio completo.

Ejemplo 7: Seleccion de transformantes positivos y cultivo

El medio completo se reemplazé por el medio de seleccidén 24 6 48 horas tras la transfeccion. EI SFB en el medio
completo se reemplazé por SFB dializado (Gibco BRL, origen: América del Sur). 10 dias tras la seleccion,
aparecieron transformantes positivos como conglomerados multicelulares de rapido crecimiento. La concentracion
del rHE-2 se analizé en los sobrenadantes mediante ELISA en sandwich especifico, el cual reconoce los dominios
del anticuerpo tanto variables como constantes. Las células que presentaban una alta productividad se dividieron
1:10 y se introdujeron en botellas para cultivo celular de 75 c¢cm? para su almacenaje en nitrégeno liquido. En
paralelo, dichos productores se sometieron a una presién de seleccion constante, adicionando metotrexato al medio
de cultivo y sembrando dichas células en una placa para cultivo celular de 6 pozos. El procedimiento se repitié
aproximadamente dos semanas mas tarde cuando las células ya habian alcanzado una cinética de crecimiento
estable. A partir de una concentracion de 0,005 puM, la concentracién de MTX se duplicé en cada turno de seleccion
hasta una concentracion final de 1.280 uM de MTX, y en paralelo se realizé un subcultivo en placas para cultivo
celular de 96 pozos. Los sobrenadantes se ensayaron una vez por semana mediante un ELISA en sandwich
especifico, el cual reconoce los dominios del anticuerpo tanto variable como constante del antlcuerpo Los cultivos
estables con la mayor productividad se transfirieron en botellas para cultivo cultural de 75 cm?y se transfirieron paso
por paso en botellas para cultivo celular rotatorias de 860 cm? en un medio no selectivo. Los sobrenadantes se
cosecharon, se centrifugaron, se analizaron y se pasaron a una purificacion ulterior.

Ejemplo 8: Analisis del producto de expresion

Los sobrenadantes se ensayaron mediante un ELISA en sandwich especifico, el cual reconoce los dominios del
anticuerpo tanto variable como constante del anticuerpo. El anticuerpo policlonal, antiidiotipico IGN111 se aplicé a
una concentracion de 10 ug/ml a placas de adsorcion Maxisorp® (NUNC). El anticuerpo se formé en cabras que
habian sido inmunizadas con fragmentos de HE2 y se extrajo mediante un procedimiento de cromatografia de dos
etapas por afinidad. Los anticuerpos contra las regiones constantes del ratén se adsorbieron en una primera etapa
sobre una columna de IgG policlonal de ratdn, y los anticuerpos antiidiotipicos se atraparon en una segunda etapa
en una columna de agarosa HE2 por afinidad. Por tanto, el producto final, la preparacién de los anticuerpos
policlonales de IGN111, reconoce el dominio variable del anticuerpo HE2.

Los grupos activos restantes se bloquearon por incubacién con polvo seco de lecho al 1%, y los sobrenadantes se
aplicaron. Los anticuerpos expresados se detectaron por medio de sus regiones constantes a través de los
conjugados IgG2a-HRP de conejo anti-raton (biozima). Se cuantificaron por comparaciéon con un anticuerpo de
hibridoma HE2 estandar también aplicado a la columna y caracterizado.

El tamafio de las proteinas expresadas se determind por una electroforesis de SDS -poliacrilamida, utilizando un
gradiente de 4-14% de geles de acrilamida en una camara de electroforesis Novex® (Gibco BRL). Las proteinas
estaban tefidas de plata.

Para detectar los anticuerpos expresados inmunoldgicamente, se realizaron Western blots sobre membranas de

nitrocelulosa (0,2 um). Las proteinas segaradas por los geles de SDS-poliacrilamida se electrotransfirieron,
utilizando una camara para blotting Novex™ (Gibco BRL). Antes de la adicién de la soluciéon de bloqueado (TBS +
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polvo seco de leche al 3% BBL) y de la solucién de anticuerpos (10 pg/ml de anticuerpo policlonal de cabra IGN111,
anticuerpo monoclonal de cabra IgG anti-raton (Zymed) o cadena gamma de conejo anti-raton IgG (Zymed) en TBS
+ polvo seco de leche al 1%), las membranas se lavaron dos veces. Finalmente, se realizé el desarrollo, utilizando
anticuerpos conjugados de HRP de conejo anti-cabra, IgG-HRP de conejo anti-ratén, o IgG-HRP de ratén anti-
conejo (BIORAD), diluidos a 1:1000 en TBS + polvo seco de leche al 1% y se adicioné un reactivo de desarrollo de
tincion para HRP (BIORAD) segun las instrucciones del fabricante.

Se utilizaron geles de enfoque isoeléctricos, para comparar los productos de expresion purificados con los
anticuerpos del hibridoma estandar murino HE2 caracterizado. Las muestras se aplicaron a geles IEF, pH 3-7
(Invitrogen), y la separacion se llevo a cabo segun las instrucciones del fabricante.

Las proteinas se visualizaron por medio de tinciéon de plata o métodos inmunolégicos mediante Western blot. A tal
fin, las proteinas se adicionaron a un gel de SDS/urea/yodoacetamida tamponado con Tris, y la mezcla resultante,
tras su separacion, se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa. Esto se realizd segin el mismo método descrito para
los Western blots. La deteccion se realizé6 mediante anticuerpos antiidiotipicos policlonales de cabra IGN111.

La interaccién del producto de expresion con el antigeno de destino, EpCAM, se analizé, incubando los
sobrenadantes purificados con membranas de nitrocelulosa a las que se habia electrotransferido rEpCAM. La tincion
de los anticuerpos que interaccionan se realiz6 mediante el mismo método que para los Western blots, utilizdndose
un anticuerpo de IgG2a anti-ratén conjugado con HRP (Zymed).

Ejemplo 9: Purificacion por afinidad

Se utilizé un sistema AKTA (Amersham Pharmacia Biotech). 1000 ml de un sobrenadante de cultivo claro que
contiene el anticuerpo se concentrd con un concentrador Pro-Varion 30 kDa cut-off (Millipore), luego se diluyé con
PBS y se aplic6 a una columna XK26/20 con 20 ml de un gel de afinidad de sefarosa IGN111 (Amersham Pharmacia
Biotech). Las proteinas contaminantes se quitaron por medio de una etapa de lavado con PBS + NaCl 200 mM. Los
anticuerpos ligados se eluyeron con glicina 100 mM, pH 2,9, y se neutralizaron inmediatamente con NaHCO3 0,5 M.
El efluente se observé en linea a A 215y A 280 nm y se someti6 a un analisis posterior por HPLC con una columna
ZORBAX G-250 (Agilent Technologies).

2000 ml de los sobrenadantes cosechados de los cultivos de las botellas rotatorias se centrifugaron, se
concentraron, se diluyeron en PBS y se purificaron para homogeneidad por cromatografia de afinidad en una
columna de sefarosa IGN111. Tras elucion, neutralizacion y didlisis contra PBS, el producto final se midié mediante
SEC-HPLC. Un estandar murino procedente de hibridoma de la misma inmunoglobulina se comparé con rHE2 y se
eluyo, eluyéndose ambos como picos agudos al mismo tiempo, correlacionando con el tiempo de retencién esperado
de IgG. Dicha purificacién realizada a escala de laboratorio consiguié una pureza de > 92%.

Otra caracterizacion del producto de expresion se realizé mediante un SDS-PAGE tefido de plata reductor y no
reductor y Western blot. Los productos de expresion se detectaron por medio de los anticuerpos antiidiotipicos anti-
HE2, IGN 111 de cabra y se visualizaron por medio de un anticuerpo anti-cabra conjugado con HRP. Las muestras
no reducidas presentaban bandas en la region esperada de una molécula intacta de IgG en la regiéon de 160 kDa.
Dicho resultado correlaciona exactamente con el anticuerpo del estandar murino de HE2 hibridoma. En caso de las
muestras reducidas, bandas son visibles en la regién comprendida entre 25 y 50 kDa, también en interaccién con el
anticuerpo antiidiotipico anti-HE2 de cabra IGN111. Dichas bandas corresponden a las cadenas ligeras y pesadas
de IgG.

La interaccién con el antigeno de destino de HE-2, EpCAM, se analiz, incubando membranas de nitrocelulosa a las
que se habia electrotransferido rEpCAM con los productos de expresién purificados. Se realiz6 otra deteccion
especifica para subtipos, utilizando anticuerpos interactivos. El anticuerpo de hibridoma murino estandar HE2
reconoce rEpCAM monomérico de 25 kDa y también una serie de agregados de rEpCAM, que corresponden a
formas di-, tri- y poliméricas. Se obtuvo exactamente la misma distribucion de bandas con todos los productos de
expresion purificados.

Los productos de expresion purificados y el anticuerpo de hibridoma murino estandar HE2 se sometieron a una
investigacion ulterior. Todos los anticuerpos mostraron un patrén de enfoque isoeléctrico no homogéneo de las
polibandas, idéntico en pH, pero distinto en la distribucion cuantitativa. Constan de 3 isoformas principales de
proteina y dos subformas, distribuidas sobre un intervalo de pH comprendido entre 8,2 y 7,2. Las isoformas
procedentes de CHO fueron desplazadas a valores pH mas altos, mientras el estdndar murino HE2 presentaba las
isoformas idénticas, aunque la distribucion cuantitativa muestra una tendencia hacia las formas acidas.

Se ha podido expresar el anticuerpo de HE2 recombinante de raton IgG2a en células CHO. La integraciéon genémica
estable tuvo lugar 14 dias después de la transfeccion. El constructo de expresién permite una rapida y confortable
transfeccion con un solo plasmido. La utilizaciéon de un sistema de seleccidén a base de un sistema de huésped al
que falta una enzima metabdlica esencial permite aumentar el nimero de copias de un plasmido con el gen
correspondiente y un fuerte antagonista de dicho sistema mediante la presion de seleccion en ascenso continuo. La
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utilizacién de una secuencia de IRES atenuada en la cassette de expresion de dicho marcador seleccionable permite
utilizar cantidades muy pequerias del antagonista MTX para la estrategia de seleccion. Una expresién moderada se
consiguié con cantidades de 10 pg/24 h ml, que pueden dejarse en los cultivos de produccién hasta por lo menos 5
semanas. Los productos de expresién purificados no se distinguen del estandar murino HE2 con relacién a sus
tamafos y a los ensayos inmunoldgicos especificos. No obstante, pueden ocurrir diferencias en las modificaciones
post-traduccionales. Por tanto, los anticuerpos recombinantes presentan un patréon de enfoque isoeléctrico
especifico para el huésped o el medio. Por tanto, la equivalencia biologica del producto de expresién se investig en
estudios de inmunizacion adicionales.

Ejemplo 10: Estudios de inmunizacién

A. 17-1A Grupo de referencia

El anticuerpo murino 1gG2a (17-1A), producido por Hybridom Technologie, fue adquirido por Glaxo como una
solucién de 10 mg/ml de PBS bajo el nombre de Panorex®. Dicho anticuerpo se utilizé6 como anticuerpo de hibridoma
murino estandar HE2.

B. rHE-2

El HE-2 recombinante fue preparado tal como ha sido descrito anteriormente.

C. 17-1A desglicosilado

20 mg de 17-1A se desglicosilaron en condiciones no desnaturalizantes, utilizando PNGase-F (New England
Biolabs, #P0704S). La finalizacién de la desglicosilacion se comprobé mediante un analisis de Western blot y por
incubacién con peroxidasa ConA (Sabio#180705L1205-2). El cambio del tamp6n y la purificacion se llevaron a cabo
por cromatografia SEC Superdex 200 con NaH2PO4 1 mM, NaCl al 0,86%, pH 6,0.

D. UPC10

UPC10, un anticuerpo IgG2a de una especificidad completamente distinta, se adquirié de Sigma (#M9144-1).

Formulaciéon de la vacuna:

Las soluciones de vacunas se formularon en suspensiones de AI(OH)s al 1% que contienen 500 pg de
anticuerpo/dosis. Las soluciones de anticuerpos se ensayaron con relacién a su contenido de endotoxina mediante
el método del punto final LAL. 10 y 100 pl del sobrenadante de la solucién se ensayaron segun las instrucciones del
fabricante y se compararon con un estandar de endotoxina de 0,15 a 1,2 UE/ml. Las soluciones de anticuerpos se
dializaron contra el tampén de formulacién NaH>PO, 1 mM, NaCl al 0,89%, pH 6,0 por medio de una cassette de
didlisis Slide-A-Lyzer 3500 MWCO, 3-15 ml (PIERCE, #0066110). La concentracion e integridad de la proteina se
ensayaron por medio de SEC-HPLC (Zorbax-GF250, Agilent).

Estrategia de inmunizacién

Cuatro monos Rhesus (macacca mulatta) por grupo con pesos corporales comprendidos entre 4 y 6 kg y sin
pretratamiento se vacunaron con 500 pl/animal s.c. los dias 1, 15, 29 y 57. Las muestras de suero se tomaron los
dias 11, 5y 1 (presuero), 14,29, 57y 71.

Las muestras sanguineas para la preparacién de suero se recogieron en probetas que contenian un activador de
coagulo y se centrifugaron a 1500 g durante 30 minutos (segun las instrucciones de uso). Las muestras de suero se
trasladaron a probetas y se almacenaron a -80°C.

ELISA 17-1A

Los presueros y sueros inmunes se analizaron mediante un sistema de ensayo ELISA, utilizando un agente de
inmunizacion para la prueba de la respuesta inmune inducida. 17-1A se utilizé como anticuerpo de recubrimiento en
una concentracion de 10 pg/ml sobre placas de sorcidn Maxisorp® (NUNC), diluido con un “tamp6n de recubrimiento”
(PAA, lote: T05121-436). Los grupos activos restantes se bloquearon por incubacién con SFB al 3% (Gibco BRL,
desactivado por calor, #06Q6116K) en PBS, antes de aplicar los sueros en diluciones de 6 x 1:10 en PBS, al que se
habia adicionado SFB al 2%. Los anticuerpos inducidos se detectaron por sus regiones constantes con un
conjugado de IgG antihumano de conejo, M-HRP (Zymed). La tincién se realizé segin los métodos convencionales.
Se midié la extinciéon a 492 nm con 620 nm como referencia. La cuantificacion se realizé por comparacién con
sueros inmunes estandar, que contienen una cantidad de anticuerpo estandardizada, comparable a un titulo de
anticuerpo de 9000.
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Purificacién por afinidad

Se utilizé un sistema AKTA (Amersham Pharmacia Biotech). A 1 ml de suero, se adicioné el tampén eluyente PBS
1:10, la solucién resultante se diluyé con NaCl 200 mM y se aplicé a una columna XK10/2 con 1,0 ml de un gel de
afinidad de sefarosa 17-1A o rEpCAM (Amersham Pharmacia Biotech), con el fin de purificar especificamente la
reaccion inmune total o el antigeno de destino.

Las proteinas contaminantes se quitaron por medio de una etapa de lavado con PBS + NaCl 200 mM. Los
anticuerpos ligados se eluyeron con glicina 100 mM, pH 2,9, y se neutralizaron inmediatamente con NaHCO3 0,5 M.
El efluente se observé en linea a A 215 y A 280 nm. A continuacion, las fracciones eluidas se sometieron a un
analisis posterior por HPLC para determinar la relacién de IgG/IgM, la pureza y la concentracion.

Teniendo en cuento todas las vacunaciones, no se observaron reacciones secundarias algunas. En dicho estudio de
inmunizacion, la vacunacion con formulaciones de IgG2a distintas dio lugar en todos los casos a una fuerte reaccion
de inmunizacién del tipo IgG, que era especifica para el antigeno. Con la excepcion de la formulacién de 17.1A
desglicosilado, que dio lugar a una respuesta inmune mas baja, la inmunogenicidad de todas demas formulaciones
era casi la misma. Los titulos inmunes aumentaron de valores por debajo del limite de deteccion hasta 300 pg/ml de
suero, lo cual corresponde a una tasa de IgG inducida de casi un 1%. La inmunogenicidad de todos los anticuerpos
de IgG glicosilados utilizados se encontraba casi en el mismo intervalo, independientemente de su especificidad.

También independientemente del grupo de inmunizacién, todos los animales vacunados con IgG2a formaban una
respuesta inmune del tipo IgG, reconociendo el EpCAM [el anticuerpo] a un titulo de antigeno especifico para la
inmunizacion comprendido entre un 30 y un 40%. Por tanto, la vacunacién con anticuerpos de IgG2a condujo a una
reactividad cruzada del suero inmune con EpCAM. La desglicosilacién del antigeno inmunizante redujo ambos
niveles de IgG inducidos de forma significativa, tanto el [nivel] dirigido contra el antigeno inmunizante como el
dirigido contra EpCAM.

La desglicosilacion cambi6 las propiedades inmunédgenas del anticuerpo claramente. Los titulos de inmunoglobulina
tanto contra el antigeno inmunizante como contra el antigeno de destino estaban reducidos.

La comparacion entre el antigeno de inmunizaciéon 17-1A original, que procede del hibridoma y el rHE2 de células
CHO expresado de forma recombinante no demostré diferencias inmunoldgicas algunas. Ambas formulaciones
presentaban cinéticas idénticas durante la formacién de la respuesta inmune especifica contra el antigeno
inmunizante y el antigeno de destino. Los titulos de IgG e IgM formados eran similares.

Ejemplo 11: Expresion de un anticuerpo inmunogénico hibrido

El anticuerpo recombinante IgG2a Le-Y es un anticuerpo hibrido de IgG2a para la vacunacion de primates. Combina
la region antiidiotipica hipervariable que imita (“mimicks”) Lewis-Y (Le-Y) y las regiones constantes del IgG2a de
raton de alta inmunogenicidad.

La terapia inmune con anticuerpos recombinantes de IgG2a Le-Y refuerza la inmunogenicidad del anticuerpo original
IGN301 producido por una célula de hibridoma. Induce una fuerte respuesta inmune contra las células tumorales
epiteliales en las que Le-Y y/o EpCAM se encuentra sobreexpresado o presentado. Dicha respuesta inmune da lugar
a una lisis de las células tumorales mediante una activacion del complemento o impide la formacién de metastasis
mediadas por células.

Los constructos molecular-biolégicos del anticuerpo recombinante IgG2a Le-Y se incorporaron en el vector
policistrénico.

El anticuerpo recombinante IgG2a Le-Y se expresé de forma transitoria en células HEK293, y a continuacién se
realizé la co-precipitacion con fosfato célcico en un sistema Micro Spin en presencia de SFB. Tras la purificacion del
producto en una columna de afinidad anti-Le-Y y cualificaciéon del producto de expresion, se formulé el anticuerpo
recombinante IgG2a Le-Y sobre Al(OH)s y se utiliz6 como vacuna en estudios de inmunizacion con monos Rhesus,
administrando cuatro dosis de 500 ug.

Se ha podido observar una alta inmunogenicidad en comparacion con la vacuna original IGN301. La respuesta

inmune inducida se analizé mediante un ELISA, detectandose una especificidad del antigeno de inmunizacién para
Le-Y y EpCAM.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo antiidiotipico inmunégeno, que comprende por lo menos dos epitopes distintos procedentes de
antigenos asociados a tumores, procediendo un epitope del grupo constituido por péptidos o proteinas y un epitope
del grupo constituido por carbohidratos, reconociendo el anticuerpo el idiotipo de un anticuerpo contra un antigeno
asociado a tumores.

2. Anticuerpo segun la reivindicacién 1, caracterizado porque comprende por lo menos un epitope de un antigeno
seleccionado de entre el grupo constituido por péptidos o proteinas, en particular EpCAM, NCAM, CEA y péptidos de
células T, carbohidratos, en particular Lewis Y, sialil-Tn, Globo H, y glicolipidos, en particular GD2, GD3 y GM2.

3. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado porque presenta por lo menos dos epitopes de
EpCAM.

4. Anticuerpo segln una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque esta conjugado con un péptido, un
glicopéptido, un carbohidrato, un lipido o un &cido nucleico.

5. Anticuerpo segun la reivindicacion 4, caracterizado porque el péptido, el glicopéptido, el carbohidrato, el lipido o
el acido nucleico representa un epitope de un antigeno asociado a tumores.

6. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque presenta por lo menos un epitope de
EpCAM y por lo menos un epitope de Lewis Y.

7. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque presenta por lo menos un epitope de
EpCAM y por lo menos un epitope de sialil-Tn.

8. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque es un anticuerpo humano, humanizado,
quimérico o murino.

9. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque es un anticuerpo recombinante.

10. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque es un derivado de un anticuerpo
seleccionado de entre el grupo constituido por fragmentos, conjugados u homélogos de anticuerpos.

11. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque el antigeno del idiotipo se selecciona
de entre el grupo constituido por péptidos o proteinas, en particular EpCAM, NCAM, CEA y péptidos de células T.

12. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque el antigeno del idiotipo se selecciona
de entre el grupo constituido por carbohidratos, en particular Lewis Y, sialil-Tn, Globo H, y glicolipidos, en particular
GD2, GD3 y GM2.

13. Preparacién farmacéutica, que contiene un anticuerpo inmundgeno segun una de las reivindicaciones 1 a 12.

14. Agente diagnostico, que contiene un anticuerpo inmundgeno segun una de las reivindicaciones 1 a 12.

15. Formulacién de vacuna, que contiene un anticuerpo inmundgeno segun una de las reivindicaciones 1 a 12.

16. Formulacién de vacuna segun la reivindicacién 15, caracterizada porque el anticuerpo esta contenido en una
cantidad inmunégena comprendida entre 0,10 ug y 10 mg.

17. Formulacién de vacuna segun una de las reivindicaciones 15 6 16, caracterizada porque contiene por lo menos
un adyuvante de vacuna.

18. Procedimiento para la preparacién de un anticuerpo inmunégeno segln una de las reivindicaciones 1 a 12, que
comprende las etapas siguientes:

a) proporcionar un anticuerpo con el idiotipo de un antigeno asociado a tumores; y
b) acoplar por lo menos un epitope de un antigeno asociado a tumores o su imitacién al anticuerpo.

19. Procedimiento para la preparacion de un anticuerpo inmunédgeno segun una de las reivindicaciones 1 a 12 que
comprende las etapas siguientes:

a) proporcionar un acido nucleico que codifica para un anticuerpo con el idiotipo de un antigeno asociado a
tumores; y

b) recombinar el acido nucleico con un &cido nucleico, que codifica para un epitope de un antigeno asociado a
tumores o su imitacién.
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20. Procedimiento para la preparacion de un anticuerpo inmundgeno segun la reivindicacion 1, caracterizado porque
un epitope de un antigeno asociado a tumores o su imitacién se conjuga con el anticuerpo como portador.

21. Procedimiento segun la reivindicacion 20, caracterizado porque el antigeno se ha seleccionado de entre el grupo
constituido por péptidos o proteinas, en particular EpCAM, NCAM, CEA y péptidos de células T, carbohidratos, en
particular Lewis Y, sialil-Tn, Globo H, y glicolipidos, en particular GD2, GD3 y GM2.

22. Procedimiento segun la reivindicacion 20 6 21, caracterizado porque un &cido nucleico que codifica para un
epitope de un antigeno de péptido o proteina se conjuga con el anticuerpo.

23. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 20 a 22, caracterizado porque el anticuerpo comprende por lo
menos un epitope adicional de un antigeno asociado a tumores.
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Reconocimiento de la biespecificidad de la neoglicoproteina HE2-Le-Y por anticuerpos especificos
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ELISA en sandwich con anticuerpos anti-LeY y deteccién con anticuerpos
anti-LeY
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