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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccion de una mucina (MUC1) inmunoestimulante

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la producciéon de una molécula de MUC1, que puede
provocar una respuesta inmunitaria estimulante en el ser humano. La invencién se refiere también a una molécula
de MUCH1 purificada, que puede obtenerse mediante el procedimiento segun la invenciéon y actia de manera
inmunoestimulante en el ser humano. Un objeto adicional de la presente invencién es el uso de las moléculas de
MUC1 que pueden obtenerse mediante el procedimiento segun la invencion para la producciéon de un farmaco para
el tratamiento o la prevencion de tumores.

La mucina MUC1 humana se denomin6 anteriormente entre otros también mucina epitelial polimérfica (PEM). Hasta
la fecha es la Unica mucina de la que se conoce que es una glicoproteina transmembrana. El polipéptido de la MUCA1
estd compuesto en su parte extracelular principalmente por unidades repetitivas, denominadas repeticiones en
tandem, cuyo numero en la poblacion humana es polimoérfico por causa genética. De manera correspondiente a la
caracteristica general de las mucinas, MUC1 también porta una gran cantidad de cadenas de hidratos de carbono
unidas de manera O-glicosidica. Cada repeticion en tdandem estda compuesta por 20 aminoacidos conservativos
(NH2-HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA-COOH) con 5 posibles sitios de O-glicosilacion (dos serinas y tres treoninas).
Hasta hace poco la creencia general era que el posible sitio de glicosilacion en la secuencia PDTR no esta
glicosilado (por ejemplo: Finn OJ, Jerome KR, Henderson RA, Pecher G, Domenech N, Magarian-Blander J, Barratt-
Boyes SM. MUC-1 epithelial tumor mucin-based immunity and cancer vaccines. Imm Revs 145:61-89 (1995), pag.
67). Esto se justificd entre otros porque tras una inmunizacion de ratones con MUC1 a partir de fuentes tumorales o
no tumorales se produjeron casi exclusivamente anticuerpos, que estan dirigidos frente a la region PDTR, por lo que
ésta también se denomina regién inmunodominante. Un motivo adicional fue que los ensayos de glicosilacion in vitro
en este momento no pudieron lograr ninguna glicosilacién en la region PDTR. Sin embargo recientemente se ha
mostrado mediante investigaciones particularmente de espectrometria de masas de MUC1 de leche humana (de
fuente no tumoral) que la treonina de la region PDTR de algunas repeticiones en tandem puede estar glicosilada,
permaneciendo ofras sin embargo sin glicosilar. Ademas la investigacion de un grupo de anticuerpos especificos
para MUC1 ha mostrado, que una glicosilacion en la region PDTR intensifica o sélo posibilita la uniéon de anticuerpos
(Ac) individuales a péptidos de MUC1 cortos en comparacion con el péptido no glicosilado, mientras que otros se
unen de manera completamente independiente de la glicosilacion en este sitio.

MUC1 en si misma es un marcador tumoral establecido. Las siguientes caracteristicas conocidas caracterizan MUC1
como marcador tumoral: MUC1 se expresa en el epitelio normal, esencialmente en el epitelio glandular,
exclusivamente de manera polar sobre la membrana apical de las células. Esta localizacion apical rigurosa se pierde
durante la carcinogénesis y se produce una expresion apolar a través de toda la superficie celular, por lo que MUC1
se vuelve accesible para el sistema inmunitario. Una caracteristica adicional de MUC1 es que durante la
carcinogénesis se expresa de manera intensa. Como tercera caracteristica tumoral conocida cambia la glicosilacion
de MUC1 durante la carcinogénesis, con lo que se produce una glicosilacion aberrante. Debido a esto, por un lado,
se produce la expresion de hidratos de carbono-antigenos de novo, y por otro lado parcialmente la liberacion de
epitopos peptidicos (Karsten, Cancer Research 58, 2541-2549, 1998; Price, Tumor Biol. supl. 1: 1-5, 1998). MUC1
es, tal como se describe en el estado de la técnica, una molécula en si conocida y reconocida como marcador
tumoral. Sin embargo MUC1 no es una molécula estructuralmente definida con precisién sino una mezcla
heterogénea de moléculas. La heterogeneidad se basa en distintas caracteristicas de MUC1:

a. MUC1 es genéticamente polimérfica en la poblacion humana con respecto al nimero de repeticiones en tandem.
b. La glicosilacién y expresion es distinta en tejidos diferentes y en estadios de diferenciacion diferentes.

c. Las preparaciones de MUC1 a partir de tejidos o lineas celulares muestran una elevada heterogeneidad en cuanto
a estructuras de hidratos de carbono y con ello en cuanto a moléculas de MUC1.

d. Las preparaciones de MUC1 a partir de tejidos o lineas celulares muestran que en el interior de una molécula de
MUCH1 las repeticiones en tandem estan glicosiladas de manera heterogénea, esto se refiere a las cadenas de
azucar, como también a los sitios de glicosilacion.

e. Las técnicas disponibles actualmente no permiten la asignacion de una cadena de hidratos de carbono a una
repeticion en tandem determinada o un sitio de glicosilacion determinado de MUC1 a partir de material natural.

f. Hasta la fecha no se ha descrito completamente la glicosilacién para ninguna MUC1.

En ninglin caso se conoce completamente la estructura quimica de la molécula de MUC1 natural. Por el contrario, la
glicosilacion se conoce en pocos casos y entonces solo parcialmente. Esto muestra que en el caso de MUC1 natural
convencional no se trata de ninguna estructura definida, sino de un gran grupo heterogéneo de moléculas.

A esto se afade que en el caso de tumores aparecen modificaciones de la glicosilacion de MUC1 por los cambios en
el aparato de glicosilacion, que introducen una complejidad adicional en la heterogeneidad. También esta
glicosilacion modificada es muy heterogénea con respecto al tipo de tumor, dentro de un tipo de tumor, con respecto
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a cadenas de hidratos de carbono, distribucion de las cadenas de hidratos de carbono.

Se describe que MUC1 asociada a tumores actia de manera inmunosupresora sobre la proliferacién de células T.
(Agrawal et al., Nat. Med., 1998, Oct. 4(10):1093). Se describe adicionalmente que a este respecto se trata en
particular de moléculas de MUC1 mas largas con mas de 60 aminoacidos, que se obtienen a partir de células
tumorales (documento WO 99/23114). Una inmunosupresion correspondiente es extraordinariamente desventajosa
o impide el uso de moléculas de MUC1 asociadas a tumores correspondientes, que se obtuvieron a partir de células.
En particular se describio, que MUC1, que se obtuvo con ayuda del anticuerpo B27.29, actia de manera
inmunosupresora (documentos US 20020044943, WO 9810783). Para una profilaxis o terapia tumoral adecuada y
eficaz en base al marcador tumoral MUC1 es necesario encontrar la posibilidad de producir moléculas de MUC1,
que no actien de manera inmunosupresora o lo hagan en una medida reducida e incluso en el caso preferido acttien
de manera inmunoestimulante. No se conoce una profilaxis o terapia tumoral establecida en base al marcador
tumoral MUCH1.

El documento DE 100 27 695 describe vacunas contra antigenos dependientes de la conformacién, como por
ejemplo anticuerpos anti-idiotipo contra epitopos de conformacion de MUC1. Para ello se usan anticuerpos anti-
MUC1 como antigeno para examinar una biblioteca de fago.

Ryuko et al. (2000), Tumor Biol 21:197-210 describen péptidos de MUC1 glicosilados, que se unen a distintos
anticuerpos anti-MUC1. No se describe que estos péptidos de MUC1 provoquen una respuesta inmunitaria
estimulante en el ser humano y por otro lado son péptidos.

El documento DE 195 34 630 describe el uso del anticuerpo A76-A/C7 para la preparacion de MUC1 a partir de
células de tumor de mama, epitelio pancreatico o carcinomas colorrectales, véase la columna 3, 23-26. No se
describe que las moléculas asi aisladas actien de manera inmunoestimulante.

Snijdewint et al. (1999), Cancer Immunol. Immunther 48:47-55 describen la obtencion de MUC1 a partir del
sobrenadante de células ZR-75-1 por medio de filtracion y por medio del anticuerpo 139H2. La molécula de MUC1
asi obtenida actua, tal como se muestra en la ilustracion 4 de D4, de manera inmunosupresora.

Price et al. (1998), Tumor Biol 19 (supl. 1):1-20 describen la caracterizacion de 56 anticuerpos monoclonales frente a
MUCH1. A este respecto también se usa una preparacion que contiene MUC1 de la linea celular de cancer de mama
ZR-75 (véase la pagina 5, columna derecha). A este respecto D5 no describe como se produjo la preparacion que
contenia MUC1 de células ZR-75.

Gimmi et al. (1996), Nat. Med 2(12):1367-1370 describen la preparacion de MUC-1 a partir del sobrenadante de
células ZR-75.1 por medio de un anticuerpo denominado anticuerpo anti-DF3. La MUC1 asi aislada actia de manera
inmunosupresora (véase la pagina 1368, ilustracion 1a).

El problema técnico, en el que se basa la invencion, es por consiguiente proporcionar medidas para la terapia y/o la
profilaxis de tumores, que estan asociados con el marcador tumoral MUC-1.

Este problema técnico se resuelve mediante las formas de realizacion caracterizadas en las reivindicaciones.

Por tanto la presente invencién se refiere a un procedimiento para la produccién de una molécula de MUC1, que
puede provocar una respuesta inmunitaria estimulante en el ser humano, que comprende:

a) poner en contacto una mezcla de moléculas de MUC1 a partir del sobrenadante de células ZR-75-1 con el
anticuerpo A76-A/C7 durante un periodo que es suficiente y en condiciones que son adecuadas, para que se forme
un inmunocomplejo;

b) aislar el inmunocomplejo; y
c) poner a disposicion la molécula de MUC1 a partir del inmunocomplejo.

El término “produccion” comprende ademas de las etapas mencionadas de manera explicita anteriormente también
etapas adicionales, tales como tratamientos previos del material de partida o tratamientos adicionales del producto
final. A continuacion se explican en mas detalle procedimientos de tratamiento previo, procedimientos de tratamiento
adicional que comprenden por ejemplo la formulacion definitiva de la molécula de MUC1 producida en formas
farmacéuticas adecuadas. El tipo de forma farmacéutica, por ejemplo comprimido, disolucioén o liofilizado, depende a
este respecto del uso previsto. A este respecto el experto en la técnica conoce qué forma farmacéutica es adecuada
para qué uso. Segun la forma farmacéutica la molécula de MUC1 producida mediante el procedimiento segun la
invencion puede estar presente junto con excipientes, vehiculos o principios activos adicionales. A este respecto
excipientes son preferiblemente adyuvantes, principios activos adicionales son preferiblemente moléculas
inmunoestimulantes, tales como interleucinas. La molécula de MUC1 producida con el procedimiento segun la
invencion también puede modificarse quimicamente en etapas de tratamiento adicionales. Preferiblemente la
molécula de MUC1 se une a este respecto con una o varias moléculas adicionales de manera adecuada, es decir
mediante interaccion fisica o quimica. Como moléculas adicionales en el sentido de la invencion sirven
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preferiblemente otras proteinas o péptidos, que se fusionan con la molécula de MUC1 producida mediante el
procedimiento segun la invencion. A este respecto la molécula de MUC1 se encuentra entonces como proteina de
fusion. Como moléculas adicionales en el contexto del procedimiento segun la invencién son adecuadas
especialmente sustancias que muestran un efecto terapéutico o diagnostico, por ejemplo radioisétopos o toxinas. De
igual manera, la invencion también abarca como moléculas adicionales aquellas sustancias que son adecuadas para
servir como materiales portadores o que pueden servir como componentes de acoplamiento para las moléculas de
MUCH1 con portadores. Tales materiales portadores o componentes de acoplamiento se conocen en el estado de la
técnica.

El término “molécula de MUC1, que puede provocar una respuesta inmunitaria en el ser humano”, comprende
moléculas de MUC1 o fragmentos de las mismas, que pertenecen a una especie de glicoproteinas de MUC1, que
solas o en combinaciéon con adyuvantes y/o moléculas inmunoestimulantes adecuados provocan una respuesta
inmunitaria contra células tumorales positivas para MUC1. Por respuesta inmunitaria se entiende en el sentido de la
invencion el desencadenamiento de una respuesta inmunitaria humoral y/o respuesta inmunitaria celular. Por una
respuesta inmunitaria humoral se entiende a este respecto la induccién de anticuerpos mediante las moléculas de
MUC1 producidas con el procedimiento segun la invencién. Por una respuesta inmunitaria celular se entiende a este
respecto la induccion de células inmunitarias, por ejemplo células positivas para CD4 y/o positivas para CDS8,
mediante las moléculas de MUC1 producidas con el procedimiento segun la invencién, que luchan contra células
tumorales positivas para MUC1 directa o indirectamente. Las moléculas de MUC1 se caracterizan porque no actian
o sé6lo actuan débilmente de manera inmunosupresora sobre células T. A este respecto se prefieren las moléculas
de MUC1, que estimulan células T, es decir estas moléculas actian de manera estimulante en el sentido de la
presente invencion. Preferiblemente las moléculas de MUC1 estan asociadas a tumores. Las caracteristicas
inmunoestimulantes de moléculas de MUC1 y las respuestas inmunitarias inducidas pueden detectarse mediante al
menos uno de los procedimientos descritos en los ejemplos u otros procedimientos conocidos para el experto en la
técnica in vitro e in vivo, por ejemplo mediante ELISA, ensayos ADCC y CDC, ensayos de estimulacion de células T
y modelos de raton NOD-SCID. Por tanto el experto en la técnica puede determinar facilmente si determinadas
moléculas de MUC1 pertenecen a la misma especie con respecto a sus caracteristicas inmunoestimulantes.
Preferiblemente los miembros de esta especie en una o mas repeticiones en tandem comparten caracteristicas
quimicas, que se definiran en mas detalle a continuacion.

Por el término “poner en contacto” se entienden todas las medidas, mediante las que se posibilita una interaccion
quimica, bioquimica o fisica entre la molécula de MUC1 y los anticuerpos utilizados en el procedimiento. Las
moléculas de MUC1 y los anticuerpos se introducen para ello preferiblemente en un liquido adecuado. Como liquido
adecuado sirven por ejemplo disoluciones tampdn, que se utilizan, tal como se describe en el estado de la técnica o
en los ejemplos, en sistemas de deteccion ELISA o RIA o disoluciones, que se describieron para procedimientos de
purificacién cromatograficos. Especialmente adecuadas son disoluciones, que se utilizan para cromatografia de
afinidad con anticuerpos en el estado de la técnica. Las disoluciones adecuadas son de manera muy especialmente
preferible las disoluciones que se describen en mas detalle en los ejemplos.

El término “mezcla de moléculas de MUC1” comprende un gran numero de moléculas de MUC1, que pueden
pertenecer a la misma especie o a distintas especies. Tal como ya se expuso anteriormente, en el caso del
marcador tumoral MUC1 descrito en el estado de la técnica se trata de una mezcla de especies moleculares
diferentes, que se diferencian con respecto a su glicosilacion y parcialmente en su composicion de aminoacidos. La
mezcla de moléculas de MUC1 utilizada en el procedimiento segun la invencién también puede contener junto a
éstas moléculas adicionales, por ejemplo azucar, lipidos o proteinas o péptidos, que no pertenecen al grupo de
MUCH1. Por ejemplo, tales mezclas de moléculas de MUC1 pueden obtenerse a partir de tejidos tumorales, células
tumorales asi como a partir de células o lineas celulares que, entre otros, producen MUC1 asociada a tumores. Por
ejemplo pueden producirse lisados a partir de estos tejidos, células o lineas celulares. Estos lisados de células o
partes de los mismos pueden servir también como mezclas de MUC1. Como mezcla de moléculas de MUC1 también
pueden servir fragmentos o glicopéptidos sintéticos de la MUC1 asociada a tumores. La produccion de glicopéptidos
sintéticos se conoce en el estado de la técnica (Karsten, loc. cit.). Ademas los glicopéptidos pueden producirse
mediante tratamiento con proteasas y/o glicosidasas a partir de preparaciones de MUC1. Se prefiere muy
especialmente el sobrenadante de células ZR-75-1, que se usa en el procedimiento segun la invencion.

El término “anticuerpo” comprende en el sentido de la invencién anticuerpos murinos, quiméricos, humanizados,
humanos, anticuerpos completos de isotipos diferentes o fragmentos de anticuerpos, por ejemplo fragmentos de
anticuerpos monocatenarios (ScFv), fragmentos Fab, fragmentos de anticuerpos multivalentes (por ejemplo dia, tria
o tetracuerpos) o fragmentos de anticuerpos de otro formato, también aquéllos que se usan como proteinas de
fusién acopladas con otros péptidos o estructuras proteicas, asi como anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que
poseen junto a la especificidad para MUC1 segun la invencion también una o mas especificidades adicionales, por
ejemplo anticuerpos biespecificos. La especificidad segun la invencién de los anticuerpos segun la invencion se
explica adicionalmente a continuacion. La produccion de estos anticuerpos se produce segun técnicas en si
conocidas. Los anticuerpos utilizados en los procedimientos segun la invencion se caracterizan por las
caracteristicas mencionadas anteriormente.

En este contexto por el término “region inmunodominante de la repeticion en tandem de MUC1”, en el sentido de la
invencion se entiende la region PDTR, que en un sentido estricto incluye aminoacidos adicionales de las secuencias
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vecinales de la repeticion en tdndem de MUCH1, por ejemplo APDTRPAP. El experto en la técnica puede determinar
facilmente si un anticuerpo puede unirse a esta region mediante los procedimientos conocidos en el estado de la
técnica.

El término “repeticion en tandem de MUC1” indica una secuencia de 20 aminoacidos:
HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA. Los cinco sitios de O-glicosilacion posibles en dos serinas y tres treoninas estan
subrayados en la secuencia indicada anteriormente. Ademas este término incluye segun la invencion también
aquellas variantes que presentan mutaciones y con ello cambios de aminoacido en una o varias repeticiones en
tandem de una molécula de MUC1 mas larga. La repeticion en tdndem presenta 20 aminoacidos y puede empezar
en cualquier posicion.

El término “repeticiones en tandem en serie de MUC1 no glicosiladas” indica una sucesion lineal de varias
repeticiones en tandem de MUC1, sin interrumpirse la sucesién por otras secuencias. Preferiblemente se encuentran
al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o al menos cinco repeticiones en tandem en serie. Se prefieren mas al
menos seis repeticiones en tandem en serie.

Por el término “aumentado” en el sentido de la invencién se entiende una unioén del anticuerpo frente a un péptido de
MUC1 con PDTR glicosilada entre 9 y 40 aminoacidos, que es significativamente mas fuerte, que la union frente a
un péptido correspondiente, que no esta glicosilado en la region PDTR. Esto es aplicable para repeticiones en
tandem con PDTR glicosilada del punto ii ya explicado (ii, la union a un fragmento de MUC1, que es de entre 9 y 40
aminoacidos de longitud y que contiene secuencias de la repeticion en tandem de MUC1 y de la region
inmunodominante, se posibilita 0 aumenta mediante la glicosilacién de la treonina de una secuencia PDTR). Ademas
con ello se entiende una uniéon del anticuerpo frente a varias repeticiones en tandem en serie, que es
significativamente mas fuerte, que una unién frente a repeticiones en tandem individuales. Esto es aplicable para
repeticiones en tandem no glicosiladas del punto iii) se aumenta la union a repeticiones en tandem de MUC1 no
glicosiladas, cuando estan presentes las repeticiones en tandem en serie de MUC1 no glicosiladas;) y frente a
repeticiones en tandem con PDTR glicosilada del punto iv) (iv, la unién a multiples repeticiones en tandem de MUC1
glicosiladas, que portan glicosilaciones en las treoninas de varias secuencias PDTR de la regiéon inmunodominante,
se aumenta segun un efecto aditivo de la longitud y la glicosilacion de PDTR frente a fragmentos de MUC1 cortos de
ii)). El experto en la técnica puede determinar faciimente si una union esta aumentada significativamente mediante
pruebas estadisticas adecuadas y se ilustrara en los ejemplos 1 a 3.

Por el término “posibilita” en el sentido de la invencién se entiende una unién de un anticuerpo frente a un péptido de
MUC1 con PDTR glicosilada entre 9 y 40 aminoacidos, que se posibilita mediante la glicosilacion en ese sitio.
Péptidos correspondientes, que no estan glicosilados en la regiéon PDTR, no se unen o la unién apenas puede
detectarse con los métodos usados (véase también 2).

Por el término “inmunocomplejo” en el sentido de la invencion se entiende el producto de una reacciéon anticuerpo-
antigeno. A este respecto se une el anticuerpo mediante interacciones fisicoquimicas de manera reversible al
antigeno. Los componentes que interaccionan forman el inmunocomplejo.

El término “aislamiento” comprende todas las medidas o procedimientos que sirven para separar el inmunocomplejo
de anticuerpos, que no han formado ningun inmunocomplejo con un antigeno asi como de moléculas de MUC1 u
otras moléculas, que no se han unido a un anticuerpo. Estos procedimientos se conocen en el estado de la técnica y
se describen en los ejemplos y comprenden por ejemplo medidas que llevan a la precipitacion del inmunocomplejo o
procedimientos cromatograficos. También se describen a continuacién procedimientos adecuados adicionales en
mas detalle.

Ademas en el presente documento se describe un epitopo tumoral novedoso e inesperado de la molécula completa
de MUCH1, que puede obtenerse mediante el procedimiento segun la invencion. El epitopo tumoral de MUC1
novedoso de la molécula completa de MUC1 se caracteriza por las especificidades de uniéon comunes de
anticuerpos monoclonales especificos para MUC1 del grupo 1, que se describiran a continuacion en detalle. Todos
los anticuerpos monoclonales investigados, que tienen las caracteristicas de unidbn comunes descritas a
continuacion, se generaron a partir de la inmunizacién de ratones con MUC1 a partir de materiales tumorales:

Los anticuerpos del grupo 1 tienen las caracteristicas de unidn aplicables en conjunto 1 a 4:

1) Los anticuerpos se unen a la regién inmunodominante (denominada region PDTR, véase la definicion) de la
repeticion en tandem de MUCA1.

2) La union de los anticuerpos a un fragmento de MUC1 de las repeticiones en tdndem de MUC1, que contiene la
region PDTR y tiene una longitud de entre 9 y 40 aminoacidos, se posibilita 0 se aumenta mediante una glicosilacion
en la treonina de una secuencia PDTR de la region inmunodominante. La unién a los péptidos de MUC1
correspondientes, que no estan glicosilados en la secuencia PDTR, es claramente inferior. A este respecto, una
glicosilacion con Tn (GalNAca1-O-Thr) es suficiente para alcanzar este efecto, sin embargo también es posible una
glicosilacion mas larga como por ejemplo mediante TF (GalB1-3GalNAca1-O-Thr) para alcanzar el efecto. Las
glicosilaciones en otros sitios de glicosilacion de la repeticion en tdandem de MUC1 no tienen ninguna o
significativamente ninguna influencia sobre el efecto inicial (véase el ejemplo 1y la tabla 1).
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3) Los anticuerpos se unen mejor a repeticiones en tandem de MUC1 no glicosiladas, cuando estan presentes en
serie. A este respecto el péptido de repeticion en tandem de MUC1 no glicosilada multiple contiene al menos 3
repeticiones en tandem, pudiendo llevarse a cabo la intensificacion de la unién también sélo mediante repeticiones
en tandem adicionales y/o aumentandose de manera considerablemente mas intensa mediante un numero elevado
de repeticiones en tdndem. En el caso de la mayoria de anticuerpos se observa el mayor incremento de unién de
péptidos de MUC1 con 4 repeticiones en tandem tras los péptidos de MUC1 con 6 repeticiones en tandem (véase el
ejemplo 2 y la tabla 2).

4) Los anticuerpos muestran una caracteristica de union, que segun la invencidon se denomina efecto aditivo. Los
anticuerpos se unen mejor a repeticiones en tandem de MUC1 con PDTR glicosilada, cuando estan presentes en
serie. A este respecto el péptido de la repeticion en tandem de MUC1 con PDTR glicosilada multiple contiene al
menos 2 repeticiones en tandem y al menos 2 regiones PDTR glicosiladas. La intensificacion de la union también
puede llevarse a cabo solo mediante repeticiones en tandem con PDTR glicosilada adicionales y/o aumentarse de
manera considerablemente mas intensa mediante un numero elevado de repeticiones en tandem con PDTR
glicosilada. En el caso de muchos anticuerpos se observa el mayor incremento de union para péptidos de la
repeticion en tdndem de MUC1 con PDTR glicosilada multiple de 4 repeticiones en tandem a aquéllos con 6
repeticiones en tandem (véase el ejemplo 3 y la tabla 3).

El epitopo tumoral se describe mediante las especificidades de unién de los anticuerpos, que presentan las
caracteristicas de union 1y 2y 3 y 4. A este respecto se prefiere la estructura del epitopo antigénico, que se une
mediante los anticuerpos con efecto aditivo especialmente intenso, por ejemplo A76-A/C7 y VU-11E2 y a este
respecto preferiblemente A76-A/C7. Una forma adicionalmente preferida del epitopo tumoral de MUC1 segun la
invenciéon es la estructura que se une preferiblemente mediante los anticuerpos con un efecto de unién aditivo
especialmente intenso, por ejemplo A76-A/C7, VU-11E2, y a este respecto especialmente mediante A76-A/C7, dado
que A76-A/C7 presenta una union muy reducida a MUC1 liberada al suero (MUC1 “extraida”) en pacientes con
carcinoma de colon. Por el contrario, HMFG-1 muestra una union claramente mayor en pacientes con carcinoma de
colon y pancreas. Este hecho es una gran ventaja para terapias inmunitarias, que usan moléculas de MUC1 o
anticuerpos especificos para MUC1 con esta especificidad.

Dado que el efecto de la longitud de anticuerpos frente a repeticiones en tandem no glicosiladas solo no consigue
ninguna diferenciacion entre anticuerpos, que se produjeron mediante la inmunizacion con material tumoral, y
anticuerpos, que se produjeron mediante una inmunizacion con material no tumoral, queda claro, que la estructura
de bucle descrita en la bibliografia, que aparece en péptidos de MUC1 no glicosilados de multiples repeticiones en
tandem, no corresponde exactamente en esta forma alli descrita al epitopo tumoral segun la invencion.

Todos los anticuerpos sometidos a prueba de inmunizaciones con MUC1 a partir de material tumoral muestran una
caracteristica de union que depende de la glicosilacion de la regién PDTR, a este respecto se prefiere una estructura
de MUC1 que tiene una longitud de al menos 9 aminoacidos y contiene un entorno de al menos 3 aminoacidos
adicionales alrededor de la region PDTR, y de que estén presentes repeticiones en tandem de MUC1 no glicosiladas
en serie. La mayor parte muestra el efecto de unién aditivo de repeticiones en tandem mudiltiples y glicosilacion de
PDTR.

Por el contrario casi todos los anticuerpos sometidos a prueba, que se obtuvieron mediante inmunizacién con
material no tumoral, son independientes de la glicosilacion. La mayoria de los anticuerpos son negativos para el
efecto aditivo.

Anticuerpos preferidos para la definicion y descripcion segun la invencion del epitopo tumoral y para la aplicacion de
estos anticuerpos para el diagndstico y el tratamiento de tumores asi como para la obtencidn segun la invencion de
moléculas de MUC1 adecuadas para el tratamiento y el diagndstico de tumores, son aquellos anticuerpos del grupo
1 que presentan un efecto de union aditivo con respecto a la longitud y glicosilacion de PDTR, tal como se describié
en la caracteristica de uniéon 4, por ejemplo A76-A/C7, VU-11E2, VU-11D1, BC4E549, VU-12E1, VU-3D1 y b-12
(véase la tabla 3; la fuente de los anticuerpos se describe en la tabla 1). Estos anticuerpos presentan una afinidad
aumentada frente a repeticiones en tandem multiples y repeticiones en tandem muiltiples con PDTR glicosilada y por
consiguiente frente a MUC1 de tumor nativa, que estd compuesta por repeticiones en tandem multiples, y por tanto
se prefieren segun la invencion.

Se prefieren especialmente anticuerpos para la definicion y descripcion segun la invencion del epitopo tumoral y
para la aplicacion de estos anticuerpos para el diagndstico y el tratamiento de tumores asi como para la obtencion
segun la invencion de moléculas de MUC1 adecuadas para el tratamiento y el diagnostico de tumores, que
presentan un fuerte efecto de unién aditivo. Estos anticuerpos se unen a péptidos de repeticion en tandem de MUCH1
con PDTR glicosilada multiples segun 4) claramente con una intensidad hasta un mdultiplo mayor que a péptidos de
MUC1 con PDTR glicosilada cortos segun 2) y su union a repeticiones en tandem de MUC1 no glicosiladas multiples
segun 3). Los anticuerpos de este subgrupo preferido muestran un efecto aditivo fuerte de la intensificacion de la
union mediante glicosilacion de la secuencia PDTR segun 2) y la multimerizacion de las repeticiones en tandem
segun 3) (véase el ejemplo 3 y la tabla 3). Los anticuerpos de este grupo, preferiblemente A76-A/C7, VU-11E2 y VU-
11D1 (véase el ejemplo 3 y la tabla 3) muestran un efecto aditivo especialmente fuerte y presentan una afinidad
especialmente aumentada frente a repeticiones en tandem con PDTR glicosilada multiples y por consiguiente frente
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a MUC1 de tumor nativa, que se compone de repeticiones en tdndem multiples, y por tanto se prefieren segun la
invencion.

Todos los anticuerpos especificos para MUC1 sometidos a prueba, que presentan las caracteristicas de union del
grupo 1, se correlacionan con el inmunégeno, que se usod para su generacion en ratones (véase el ejemplo 2 y la
tabla 1), por ejemplo en forma de células tumorales completas o MUC1 obtenida a partir de material tumoral. Los
anticuerpos monoclonales (Acm) especificos para MUC1, obtenidos a partir de inmunizaciones con material de
MUC1 sin relevancia tumoral, no muestran esta combinacién de caracteristicas de unién. Todos son independientes
o dependientes de manera inversa (negativa) de la glicosilacion de la region PDTR segun 2) o independientes de la
longitud de los péptidos de MUC1 no glicosilados y por consiguiente del nimero de repeticiones en tandem segun
3). Esta correlacion inesperada muestra que los anticuerpos que presentan las caracteristicas de union del grupo 1,
reconocen una estructura de antigeno especial sobre MUC1, que corresponde a un epitopo tumoral novedoso sobre
MUC1 y por consiguiente es especialmente adecuada como estructura diana para una terapia tumoral y para fines
diagndsticos. Los procedimientos terapéuticos y diagndsticos, que usan este epitopo tumoral novedoso e inesperado
como estructura diana, mejoran de manera significativa los planteamientos hasta la fecha, que contemplaban MUC1
segun las caracteristicas de sobreexpresion, expresion apolar y glicosilacion aberrante asociadas a tumores
conocidas hasta la fecha.

En el presente documento se describe un epitopo tumoral novedoso y sorprendente sobre la mucina epitelial
polimérfica humana MUC1. Ademas en el presente documento se describe este epitopo asi como sustancias y
procedimientos para su produccion, que contienen este epitopo, tales como por ejemplo células, glicoproteinas o
glicopéptidos y procedimientos para su aplicacion en la profilaxis y el tratamiento de enfermedades tumorales,
incluyendo vacunas, tales como por ejemplo vacunas de células completas, vacunas de glicoproteinas o
glicopéptidos, asi como anticuerpos, que se obtuvieron con ayuda de MUC1 como inmundgeno, que se obtuvo
mediante el procedimiento de produccion segun la invencion, y que presentan un efecto aditivo aumentado y por
tanto son especialmente adecuados para su aplicacion en el tratamiento y/o el diagndstico de enfermedades
tumorales.

Para aplicaciones de MUC1 en la terapia y la profilaxis tumoral es necesario aislar y/o identificar tales moléculas de
MUC1, que portan epitopos con relevancia tumoral y en la medida de lo posible no tienen influencia
inmunosupresora o la tienen en una medida reducida. Esto es valido también para el aislamiento y la produccion de
células u otras sustancias portadoras, que portan moléculas de MUC1 adecuadas en el sentido de la invencion. Para
el diagndstico es ventajoso, lograr un diagnéstico diferencial, que pueda determinar si MUC1 esta presente y en qué
medida, que porte epitopos con relevancia tumoral o porte epitopos con menos relevancia o irrelevantes, y que no
actue de manera inmunosupresora, lo haga de manera reducida o aumentada (véase también en diagndstico mas
abajo). Los procedimientos descritos a continuacién segun la invencion permiten la definicidn, la caracterizacion y el
aislamiento de las moléculas de MUC1 adecuadas anteriores segun la invencion.

La invencion se refiere a procedimientos que permiten, a partir de la gran agrupacion de moléculas de MUC1
diferentes, cuyas estructuras no se conocen en ningun caso quimicamente en detalle, identificar y/u obtener tales
moléculas de MUC1 o sus fragmentos o derivados, que pueden usarse de manera ventajosa para una aplicacion en
el tratamiento de tumores, la profilaxis de tumores y el diagndstico de tumores. Tales moléculas de MUC1 se
denominan ademas segun la invencion moléculas de MUC1 asociadas a tumores e incluyen ademas de moléculas
también mezclas de moléculas, tales como por ejemplo glicopéptidos, glicoproteinas o mezclas de los mismos asi
como fragmentos y derivados de las moléculas, que contienen el epitopo tumoral segun la invencion. Segun la
invencion, moléculas asociadas a tumores son también células u otras sustancias portadoras, tales como por
ejemplo virus, bacterias, partes de células, tales como por ejemplo exosomas o lisados de células o liposomas, que
contienen una o varias moléculas de MUC1 asociadas a tumores con el epitopo tumoral segun la invencion. Los
procedimientos corresponden a ensayos de seleccion que permiten identificar y obtener la MUC1 adecuada para las
aplicaciones mencionadas anteriormente y explicadas a continuacion en detalle. La etapa central del procedimiento
de produccién es una identificacion y/o un aislamiento de moléculas de MUC1 asociadas a tumores con ayuda de
anticuerpos, que reconocen el epitopo tumoral de MUC1 segun la invencion, tales como por ejemplo anticuerpos del
grupo 1 (A76-A/C7, VU-11E2, VU-11D1, BC4E549, VU-12E1, VU-3D1 y b-12). A este respecto un grupo preferido de
anticuerpos son aquellos anticuerpos que presentan un efecto de unién aditivo con respecto a la longitud y
glicosilacion de PDTR, tales como por ejemplo A76-A/C7, VU-11E2, VU-11D1, BC4E549, VU-12E1, VU-3D1 y b-12.
A este respecto un grupo adicionalmente preferido de anticuerpos son anticuerpos con un efecto aditivo
especialmente fuerte, tales como por ejemplo A76-A/C7, VU-11E2 y VU-11D1. Segun la invencion se prefiere el
anticuerpo A76-A/C7 para todas las aplicaciones, dado que presenta el efecto aditivo mas fuerte. Un anticuerpo
adicional, que seria adecuado para el procedimiento de produccién segun la invencion, es el VU-4H5, que
igualmente presenta un efecto aditivo fuerte, pero que por el contrario depende de la glicosilacion de manera inversa
con respecto a repeticiones en tandem con PDTR glicosilada mas cortas (véase el ejemplo 4). En este grupo entran
también otros anticuerpos con caracteristicas de unién comparables.

El experto en la técnica conoce los métodos individuales usados en el procedimiento y se explican en los ejemplos a
modo de ejemplo en detalle.

En un procedimiento segun la invencién se identifican y/o aislan y se obtienen moléculas de MUC1 asociadas a
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tumores mediante la unién a los anticuerpos descritos anteriormente.

Los métodos que se usan para la identificacion son métodos en si conocidos, por ejemplo ELISA, RIA,
inmunotransferencia de tipo Western, inmunoprecipitacion, analisis de transferencia de Scatchard, analisis de FACS,
analisis de MACS, inmunocitoquimica e inmunohistologia. La mayoria de estos métodos se describen en detalle en
los ejemplos.

Segun el procedimiento segun la invencion, pueden obtenerse las moléculas de MUC1 descritas anteriormente a
partir de sobrenadantes de cultivos celulares de células ZR-75-1 mediante una cromatografia de afinidad de uno o
varios anticuerpos tal como se mostré anteriormente. A este respecto pueden combinarse etapas de purificacion y/o
concentracion adicionales segun métodos en si conocidos con una o varias etapas de cromatografia de afinidad de
los anticuerpos. De igual manera pudieron obtenerse moléculas de MUC1 asociadas a tumores a partir de células
tumorales, tejidos tumorales o lineas celulares de tumor, anteponiendo una etapa adecuada segun métodos en si
conocidos, que permite hacer accesible la MUC1 unida a membranas celulares o intracelular para la purificacién por
afinidad, por ejemplo mediante solubilizacién con detergentes adecuados o mediante separacion de componentes
de MUC1 extracelulares mediante protedlisis o0 mediante lisis celular. Se posibilita una purificacion diferencial de las
moléculas de MUC1 asociadas a tumores a partir de sobrenadantes de cultivos celulares y a partir de liquidos
corporales separados de MUC1 asociadas a tumores unidas a membranas de células tumorales, tejidos tumorales o
lineas celulares de tumor mediante una combinaciéon de los métodos descritos anteriormente. A este respecto una
etapa importante es la separacion de sobrenadantes y células segun métodos en si conocidos por ejemplo mediante
centrifugacion. Para una produccion de moléculas de MUC1 asociadas a tumores segregadas y constituyentes de
membrana, se usa una combinacién de ambos procedimientos, por ejemplo mediante purificacion de los
sobrenadantes de cultivos celulares con MUC1 constituyente de membrana solubilizada antes de etapas de
cromatografia de afinidad correspondientes de anticuerpos adecuados. Moléculas de MUC1 asociadas a tumores
segun la invencién son también aquéllas que se purificaron o se purificaron previamente de manera adicional
mediante etapas de cromatografia de afinidad adicionales con otros anticuerpos especificos frente a tumores, por
ejemplo anticuerpos o lectinas frente a antigenos de hidratos de carbono asociados a tumores o especificos de
tumores, por ejemplo el antigeno de Thomsen-Friedenreich, el antigeno Tn, el antigeno sialil-Tn o el antigeno de
Lewis Y, para generar moléculas de MUC1 asociadas a tumores, que portan multiples antigenos tumorales. Tales
moléculas de MUC1 asociadas a tumores son ventajosas para la terapia tumoral, dado que respuestas inmunitarias,
que se generan mediante las mismas contra el tumor, son mas dificiles de evitar para mecanismos de huida del
tumor.

Pueden producirse fragmentos de moléculas de MUC1 asociadas a tumores segun métodos en si conocidos antes o
después de la cromatografia de afinidad de anticuerpos adecuados, por ejemplo mediante protedlisis enzimatica o
quimica, y purificarse mediante métodos en si conocidos adecuados. A este respecto antes de una fragmentacion
puede realizarse una desglicosilacion parcial, por ejemplo mediante una o varias etapas de desglicosilacion
enzimatica, tales como por ejemplo una separacién completa o parcial de acidos sialicos mediante sialidasas, o una
separacion completa o parcial de unidades de fucosa mediante una o varias etapas de desglicosilacién quimica,
tales como por ejemplo segun el método de TFMSA en si conocido (tratamiento con acido trifluorometilsulfonico).

Las moléculas de MUC1 asociadas a tumores y sus fragmentos pueden modificarse ademas segun métodos en si
conocidos. Dentro de las modificaciones segun la invencién se encuentran a este respecto por ejemplo los cambios
de la glicosilacion en una o varias etapas, por ejemplo la glicosilacion o desglicosilacion enzimatica con
glicosiltransferasas y/o glicosidasas y/o desglicosilaciones quimicas. Las modificaciones pueden llevarse a cabo
antes o después de las etapas de cromatografia de afinidad de anticuerpos. Los fragmentos resultantes pueden
purificarse o fraccionarse ademas mediante etapas de purificacion y/o concentracion adecuadas segin métodos en
si conocidos. Modificaciones adicionales segun la invencion son acoplamientos con otras sustancias, por ejemplo
aquéllas que aumentan una respuesta inmunitaria frente a MUC1 sobre células tumorales y/o favorecen una
aplicacién para el tratamiento y/o la profilaxis de tumores y/o metastasis en el ser humano, por ejemplo el
acoplamiento de las moléculas de MUC1 asociadas a tumores a moléculas portadoras, por ejemplo KLH, o a
moléculas inmunoestimulantes, por ejemplo interleucina, GM-CSF, interferones y/o TNF-alfa, o aquéllas que
aumentan la estabilidad de las moléculas in vivo y durante el almacenamiento, o aquéllas que aumentan una
expresion, o aquéllas que causan otras ventajas técnicas para la produccion, tales como por ejemplo solubilidad. Los
acoplamientos se llevan a cabo segun métodos en si conocidos, por ejemplo quimicamente mediante espaciadores
adecuados o bioquimicamente en forma de proteinas de fusiéon, que se expresan de manera recombinante en
células (véase mas abajo), por ejemplo interleucina 12 o péptido toxoide del tétanos.

Un procedimiento para la produccién de moléculas de MUC1 asociadas a tumores es también la sintesis de
glicopéptidos segin métodos en si conocidos, que se unen mejor a los anticuerpos descritos, que reconocen el
epitopo tumoral de MUC1 que los glicopéptidos idénticos, que sin embargo no estan glicosilados en la region PDTR.
A este respecto puede ser ventajoso sintetizar moléculas de MUC1 asociadas a tumores completamente o en
partes, que se obtuvieron mediante uno de los procedimientos descritos anteriormente, y acoplarlas mediante uno o
varios aminoacidos adicionales, por ejemplo cisteina o lisina y moléculas portadoras, con moléculas en si conocidas,
por ejemplo KLH. Un analisis completo o parcial se lleva a cabo mediante métodos en si conocidos, por ejemplo el
analisis de espectrometria de masas de fragmentacion, por ejemplo PSD-MALDI-EM o ESI-EM/EM, o RMN o
métodos inmunoquimicos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2524442 T3

Debido a esto se obtienen glicopéptidos de MUC1, glicopéptidos que se sintetizan segin métodos en si conocidos y
se somete a prueba su unién a anticuerpos frente a MUC1. Los glicopéptidos de MUC1, que se unen a anticuerpos,
que reconocen el epitopo tumoral de MUC1 descrito en el presente documento, y se unen mejor a los mismos que
los glicopéptidos idénticos, que sin embargo no estan glicosilados en la region PDTR, corresponden a los criterios
segun la invencion para glicopéptidos de MUC1 (las caracteristicas de unién mencionadas de estos anticuerpos ya
se han explicado anteriormente en el punto ii)). Glicopéptidos de MUC1 preferidos son aquéllos que se unen mejor
mediante anticuerpos, que los glicopéptidos mas cortos correspondientes con 1 6 2 repeticiones en tandem pero con
la misma glicosilacion y en los mismos sitios de glicosilacion (las caracteristicas de unidon mencionadas de estos
anticuerpos ya se han explicado anteriormente en el punto iv)). En una variante preferida se usa la tecnologia de
chip de péptidos. A este respecto se produce un gran numero de péptidos de MUC1, que estan glicosilados en
posiciones diferentes y/o de longitud diferente. Con ayuda de la unién de anticuerpos frente al epitopo tumoral de
MUC1 descrito en el presente documento se obtienen aquellos glicopéptidos de MUC1 en el procedimiento HT (de
alto rendimiento) que corresponden a los criterios segun la invencion para glicopéptidos de MUC1. En una variante
adicionalmente preferida con el mismo método pueden obtenerse aquellos glicopéptidos de MUC1, que ademas son
especialmente inmundégenos para epitopos de hidratos de carbono, sometiendo a prueba los chips de péptidos
descritos anteriormente de manera adicional con anticuerpos anti-hidratos de carbono especificos para tumores e
identificando aquellos glicopéptidos, que se unen a anticuerpos frente al epitopo tumoral de MUC1 segun la
invencion y a anticuerpos frente al antigeno de hidratos de carbono especificos para tumores. Los procedimientos
HT en principio se conocen para péptidos y pueden aplicarse para glicopéptidos.

Los procedimientos para la producciéon de estructuras, que portan de varias a muchas moléculas de MUC1
asociadas a tumores, se llevan a cabo segun procedimientos en si conocidos, por ejemplo mediante acoplamiento
quimico a liposomas o acoplamiento a lipidos y el almacenamiento posterior en liposomas o mediante acoplamiento
a otras estructuras portadoras.

Tal como se explicara ademas a continuacion, también podrian utilizarse células o lineas celulares, que portan o
segregan o segregan y portan moléculas de MUC1 o sus fragmentos, que pueden producirse mediante los
procedimientos descritos anteriormente, en los procedimientos segun la invencién. Los procedimientos para la
produccion de tales células incluyen la seleccion de células, que portan las moléculas de MUC1 asociadas a
tumores mediante la unién a anticuerpos, que reconocen el epitopo tumoral (grupo 1, preferiblemente A76-A/C7).
Para esto se usan métodos en si conocidos. Por ejemplo las células con moléculas de MUC1 asociadas a tumores
se obtienen mediante separacion magnética con ayuda de particulas cargadas con los anticuerpos, que se unen a
un iman (clasificacion MACS) y se separan de aquellas células que no portan o portan cantidades reducidas de
moléculas de MUC1 asociadas a tumores. Un ejemplo adicional es la obtencién por clasificacion, con ayuda de un
clasificador de FACS, de las células, que portan los anticuerpos, que se marcaron de manera fluorescente. El
experto en la técnica conoce ambos métodos. A este respecto es ventajoso, clonar las células obtenidas mediante la
union a anticuerpo mediante aislamiento (diluciones limitadas) en medios adecuados segin métodos en si
conocidos, para obtener clones de células estables e identificar y seleccionar mediante la unién a anticuerpo, por
ejemplo con ayuda de ELISA cuantitativo, segin métodos en si conocidos aquellos clones de células con ayuda de
anticuerpos, que segregan, portan o portan y segregan una cantidad adecuada de MUC1 asociada a tumores (véase
el ejemplo 5). Una parte del procedimiento de produccion es a este respecto de manera preferida un ELISA de
sandwich cuantitativo, que se explica a continuacion en mas detalle (procedimiento de prueba de ELISA de
sandwich cuantitativo; véase el ejemplo 5). Un método alternativo, que también va a usarse de manera
complementaria, es una determinacién cuantitativa de las células positivas para MUC1 y de la cantidad de moléculas
de MUC1 asociadas a tumores sobre las células mediante una determinaciéon de FACS o un andlisis de
transferencia de Scatchard, que el experto en la técnica ya conoce, con ayuda de los anticuerpos descritos en el
presente documento, que reconocen el antigeno tumoral de MUC1.

Las células o lineas celulares podrian usarse o bien en si mismas como moléculas de MUC1 asociadas a tumores o
bien a partir de las células segun procedimientos descritos anteriormente se obtienen glicoproteinas, glicopéptidos o
sus fragmentos segregados o constituyentes de la membrana o segregados y constituyentes de la membrana.
También se producen lisados de células segin métodos en si conocidos, por ejemplo mediante congelacion
alternativa con nitrogeno liquido y descongelacion.

Un procedimiento adicional para la produccién de células o lineas celulares contiene ademas de los procedimientos
descritos anteriormente una transformacion de células con MUC1 recombinante. Para ello se seleccionan células o
lineas celulares adecuadas y o bien se aumenta la expresiéon de MUC1, se expresan nuevas formas, por ejemplo
fragmentos, de MUC1 o bien se expresa MUC1 de novo con el objetivo de obtener moléculas de MUC1 asociadas a
tumores, o para obtener células, que portan o segregan mas o mejores moléculas de MUC1 asociadas a tumores.
Para ello se usa el gen de MUC1 o partes del mismo. Preferiblemente el gen de MUC1 comprende una secuencia de
ADN seleccionada del grupo de secuencias depositadas en el NCBI compuesto por: nimeros de registro NM
002456, XM 053256, AF125525, AF348143, S81781, X80761, X69118, J05582 y M21868. Se prefieren aquellas
partes del gen de MUC1, que codifican para versiones acortadas, que contienen una o varias repeticiones en
tandem, en un vector de expresion adecuado clonado segun métodos en si conocidos y se introducen en la células,
por ejemplo mediante electroporacion. La seleccion de las células transformadas se lleva a cabo segun métodos en
si conocidos por ejemplo mediante seleccion con antibidticos adecuados cuyas resistencias se codifican
conjuntamente en el material genético introducido de manera recombinante (véase el ejemplo 5). Las células
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transformadas de manera estable se clonan preferiblemente, tal como se describié anteriormente, por ejemplo
mediante diluciéon limitante, preferiblemente en relacién con un enriquecimiento de las células que expresan
moléculas de MUC1 asociadas a tumores por ejemplo mediante FACS o MACS (véase el ejemplo 5).

En un procedimiento adicional las células o lineas celulares positivas para la molécula de MUC1 asociada a
tumores, mediante transferencia de genes, pueden hacerse sensibles para el tratamiento con citostaticos, por
ejemplo mediante la introduccién del gen de HSV-TK, que lleva a que las células sean sensibles para un tratamiento
con ganciclovir. La introduccion de los genes y la seleccion de células transformadas se llevan a cabo segun
métodos en si conocidos. Las células sensibles a ganciclovir se destruyen mediante ganciclovir segun la invencion o
bien antes de su empleo en seres humanos o bien después de su aplicacion a seres humanos. Este procedimiento
permite el control de células o lineas celulares vivas aplicadas en el ser humano en el tratamiento de tumores y se
aplicara alternativa o complementariamente para la irradiacion de células con este fin (véanse también los usos
segun la invencion).

En un procedimiento adicional pueden obtenerse moléculas de MUC1 asociadas a tumores a partir de tejidos,
obteniendo la molécula de MUC1 asociada a tumores con ayuda de las técnicas descritas mas arriba a partir de las
membranas de las células. Para ello se abre el tejido segun métodos en si conocidos, para hacer accesibles las
moléculas de MUC1 asociadas a tumores constituyentes de membrana, por ejemplo mediante métodos proteoliticos
0 mecanicos.

Los procedimientos se explican en mas detalle en los ejemplos, sin embargo no se limitan a los mismos.

Con ayuda de los procedimientos de produccion pueden obtenerse moléculas de MUC1 asociadas a tumores, que
no son inmunosupresoras o lo son de manera reducida, y producirse una respuesta inmunitaria frente a la MUC1 de
tumor nativa y frente a células tumorales. En el ejemplo 5 se muestra como las moléculas de MUC1 asociadas a
tumores segun la invencién no actian de manera inmunosupresora o lo hacen de manera reducida. Tales moléculas
de MUC1 asociadas a tumores segun la invencion son inmunégenas y pueden generar una respuesta inmunitaria
antitumoral.

A este respecto una parte del procedimiento de produccion es preferiblemente un ELISA de tipo sandwich
cuantitativo, en el que se inmoviliza un anticuerpo anti-MUC1, se colocan células o MUC1 obtenidas a partir de
sobrenadantes o preparaciones de membrana en diluciones adecuadas y se detecta mediante un segundo
anticuerpo anti-MUC1. A este respecto, al menos un anticuerpo esta dirigido frente a la molécula de MUC1 asociada
a tumores descrita en el presente documento. El segundo anticuerpo esta dirigido preferiblemente frente a un
epitopo de MUC1, que no se encuentra en la regiéon PDTR o frente a un epitopo de hidrato de carbono, por ejemplo
antigeno de Thomsen-Friedenreich. Este ELISA de tipo sandwich cuantitativo es un procedimiento de prueba para la
produccion de moléculas de MUC1 asociadas a tumores, incluyendo células, asi como un procedimiento de prueba
para el diagndstico.

Los anticuerpos frente a MUC1 ya se utilizan parcialmente en el diagndstico y se han sometido a prueba para el
tratamiento de tumores en la clinica. Sin embargo los anticuerpos especificos para MUC1 reconocen epitopos
diferentes de MUC1, que presenta un gran ndmero de epitopos diferentes y ademas, tal como se describid
anteriormente, no es una molécula definida estructuralmente con precision sino una mezcla heterogénea de
moléculas, que se diferencia entre pertenecientes a tumor y pertenecientes a tejido normal, por ejemplo en la
glicosilacion. Asi, hasta la fecha por ejemplo, en la clinica se ha sometido a prueba el HMFG-1, que no reconoce el
epitopo tumoral de MUC1 descrito en el presente documento.

En este documento se muestra, qué anticuerpos son ventajosos debido a las caracteristicas de unién para el
tratamiento de tumores. Por consiguiente se posibilita la eleccién de anticuerpos mas adecuados para el tratamiento
de tumores en forma de un procedimiento de seleccion (ensayo de seleccion). Ademas se describe un
procedimiento para la determinacion de la idoneidad de anticuerpos para el tratamiento de tumores y para el
diagndstico y para el reconocimiento del epitopo tumoral. Este procedimiento comprende una combinacion de
pruebas bioquimicas, que se describen en los ejemplos 1y 2 y preferiblemente también 3. Los anticuerpos, que
presentan las caracteristicas de union definidas del grupo 1 o del ejemplo 4 en el procedimiento, son adecuados en
el sentido de la invencion, tal como se describié anteriormente. Con ayuda de este procedimiento también se
caracterizan y se obtienen anticuerpos para la idoneidad de la determinacién del epitopo tumoral de MUC1 descrito
en el presente documento y para la caracterizacion, el aislamiento y la obtencion de moléculas de MUC1 asociadas
a tumores.

Ademas en el presente documento se describe un procedimiento para la producciéon de anticuerpos monoclonales
especialmente adecuados para la terapia y el diagnéstico de enfermedades tumorales, dado que éstos en
comparacién con los anticuerpos sometidos a prueba hasta la fecha presentan un efecto aditivo especialmente
fuerte. A este respecto se usa material de MUC1 en forma de moléculas, que se obtuvieron con los procedimientos
segun la invencién, en un procedimiento para la inmunizacion de animales o seres humanos. La produccion y
caracterizacion de los anticuerpos se lleva a cabo a este respecto segun métodos en si conocidos con la inclusion
de al menos uno de los sistemas de prueba descritos anteriormente. La especificidad de los anticuerpos se somete a
prueba a este respecto para determinar los efectos aditivos especialmente altos.
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De manera ventajosa los procedimientos segun la invencioén posibilitan la produccion o la identificacion de moléculas
de MUC1 asociadas a tumores, que en el ser humano pueden provocar una respuesta inmunitaria estimulante, y por
consiguiente representan una sustancia de partida adecuada para vacunas frente a tumores, que producen MUC-1
asociada a tumores. La produccién de estas moléculas de MUC1 se posibilita solo mediante los procedimientos
segun la invencion. La invencioén se basa, entre otros, en la sorprendente observacion, de que en anticuerpos frente
a MUC1 asociada a tumores producidos en ratones, que presentan las caracteristicas descritas anteriormente, en el
grupo heterogéneo de moléculas de MUC1 asociadas a tumores pueden unirse de manera especifica a aquéllas que
en el ser humano pueden desencadenar una respuesta inmunitaria, tal como puede mostrarse por ejemplo con
ayuda de ensayos en ratones NOD-SCID. Preferiblemente estas moléculas de MUC1 se caracterizan porque
presentan un numero elevado de epitopos con accién inmunoestimulante y un ndmero reducido de o ningun epitopo
inmunosupresor.

Las definiciones introducidas anteriormente de los términos también son aplicables para los términos en los a
procedimientos descritos a continuacién cambiando lo que se deba cambiar.

Ademas en el presente documento se describe un procedimiento para la identificacion de una molécula de MUCA1,
que puede provocar una respuesta inmunitaria en el ser humano, que comprende:

a) poner en contacto una mezcla de moléculas de MUC1 con un anticuerpo que presenta las siguientes
caracteristicas:

i) la unién a la regién inmunodominante de las repeticiones en tdndem de MUC1; y

ii) la union a un fragmento de MUC1, que tiene una longitud de entre 9 y 40 aminoacidos y contiene secuencias de
las repeticiones en tandem de MUC1 y de la region inmunodominante, se posibilita o se aumenta mediante la
glicosilacion de la treonina de una secuencia PDTR; y

i) la unién a repeticiones en tandem de MUC1 no glicosiladas se aumenta, cuando las repeticiones en tandem de
MUC1 no glicosiladas estan presentes en serie; y

iv) la unién a repeticiones en tandem de MUC1 glicosiladas multiples que portan glicosilaciones en las treoninas de
varias secuencias PDTR de la regiéon inmunodominante, aumenta segun un efecto aditivo con respecto a la longitud
y la glicosilacion de PDTR frente a fragmentos de MUC1 cortos segun ii)

durante un periodo que es suficiente y en condiciones que son adecuadas, para que se forme un inmunocomplejo; e
b) identificacion del inmunocomplejo.

Por el término “identificar” se entienden todas las medidas, mediante las que puede detectarse un inmunocomplejo.
En el estado de la técnica se conocen métodos adecuados y comprenden por ejemplo ELISA, MACS, RIA, analisis
de transferencia de Scatchard, inmunotransferencia de tipo Western, inmunocitoquimica, inmunohistologia o
procedimiento de FACS. A continuacién también se describen con mas detalle procedimientos adecuados.

En una forma de realizacion preferida los procedimientos segun la invencion comprenden ademas al menos una de
las siguientes etapas:

1) obtencién de la molécula de MUC1 o de la mezcla de la misma en la etapa (a) del procedimiento segun la
invencion a partir de tejido tumoral, células tumorales y/o liquidos corporales que contienen moléculas de MUCA1
asociadas a tumores, que se aisld/aislaron previamente;

2) obtenciéon de la molécula de MUC1 o de la mezcla de la misma en la etapa (a) del procedimiento segun la
invencion, células o lineas celulares, que expresan y/o segregan moléculas de MUC1 asociadas a tumores o
mezclas de las mismas;

3) obtencion de la molécula de MUC1 o de la mezcla de la misma en la etapa (a) del procedimiento segun la
invencion a partir de células o lineas celulares recombinantes, que previamente se cambiaron mediante ingenieria
genética de tal manera que expresan y/o segregan moléculas de MUC1 asociadas a tumores o mezclas de las
mismas;

4) obtencion de la molécula de MUC1 o de la mezcla de la misma en la etapa (a) del procedimiento segun la
invencion a partir de lisados de células y/o del sobrenadante celular de tejidos tumorales, células tumorales y/o
liquidos corporales tal como se describe en (1) o a partir de células o lineas celulares tal como se describe en (2) y
(3), que contienen MUC1 asociada a tumores.

Pueden obtenerse tejidos tumorales o células tumorales adecuados a partir de pacientes con tumores o personas
sin tumor, pudiendo ser necesario en el Ultimo caso un tratamiento adicional, tal como se describe en otra parte,
mediante por ejemplo desglicosilacion parcial antes de la purificacion por afinidad.

Una forma preferida son moléculas de MUC1 asociadas a tumores en forma de glicoproteinas y glicopéptidos, que
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se obtienen a partir del sobrenadante de células, que segregan moléculas de MUC1 asociadas a tumores en gran
cantidad. En el procedimiento preferido se identificé y caracterizé una sublinea celular de la linea celular de
carcinoma de mama ZR-75-1 con ayuda de técnicas de ELISA, analisis de FACS y pruebas inmunocitoquimicas
como linea celular adecuada, que expresa moléculas de MUC1 asociadas a tumores sobre la superficie y se liberan
(segregan) al sobrenadante de cultivo celular, véase también el ejemplo 5. Dado que la tasa de expresion de las
células individuales es diferente, se produjeron a partir de la linea celular de partida mediante dilucion limitante,
clones (sublineas), que portan y/o segregan cantidades aumentadas de manera estable de moléculas de MUC1
asociadas a tumores, véase también el ejemplo 5. En una etapa de procedimiento preferida adicional, para aumentar
adicionalmente la expresion de las moléculas de MUC1 asociadas a tumores secretoras, el gen de MUC1 o partes
del mismo en un vector de expresiéon y un procedimiento descrito en mas detalle en el ejemplo 5 se integré en la
célula. Se volvieron a clonar las células mediante diluciones limitantes en medios de cultivo adecuados. A partir de
las sublineas creadas, a partir del sobrenadante con ayuda de una cromatografia de afinidad DE A76-A/C7, se
obtuvieron moléculas de MUC1 asociadas a tumores, que se utilizan en procedimiento en el tratamiento de tumores
como agente antitumoral y en el diagndstico de tumores.

En un procedimiento preferido adicional se produjeron fragmentos, a partir de las moléculas asociadas a tumores
obtenidas, mediante protedlisis limitada con Clostripain segun métodos en si conocidos.

En un procedimiento preferido adicional se produjeron de manera sintética mediante métodos en si conocidos
glicopéptidos de MUC1 asociados a tumores. A este respecto se trata de glicopéptidos de MUC1, que se unen
mediante anticuerpos, que reconocen el epitopo tumoral de MUC1 descrito en el presente documento y se unen
mejor a los mismos que los glicopéptidos idénticos, que sin embargo no estan glicosilados en la region PDTR.
Glicopéptidos de MUC1 segun la invencion preferidos son aquéllos que se unen mejor mediante anticuerpos que los
glicopéptidos mas cortos correspondientes con 1 6 2 repeticiones en tandem pero la misma glicosilacion en los
mismos sitios de glicosilacion. Las caracteristicas de unién correspondientes ya se explicaron anteriormente.

El procedimiento segun la invencién para su aplicacion en seres humanos incluye formulaciones farmacologicas
adecuadas, preferiblemente en combinacién con adyuvantes y/o moléculas coestimulantes, tales como por ejemplo
GM-CSF vy en el caso de glicopéptidos de MUC1 mas cortos un acoplamiento a KLH. A este respecto una variante
preferida es la carga de células dendriticas o células, que presentan una funcidon inmunoestimulante comparable a
las células dendriticas, con lisados de células o la fusién de células, que portan la molécula de MUC1 asociada a
tumores con células dendriticas segun procedimientos en si conocidos y la administracion de estas células,
preferiblemente tras la irradiacion, a seres humanos segun métodos en si conocidos. El tratamiento con células
dendriticas y glicopéptidos y/o glicoproteinas cargados se combinara preferiblemente, realizandose refuerzos mas
adelante preferiblemente con los glicopéptidos y/o las glicoproteinas segun la invenciéon en formulaciones
farmacologicas segun la invencion adecuadas, preferiblemente con adyuvantes o moléculas coestimulantes (por
ejemplo GM-CSF).

El uso preferido segun la invencion de los glicopéptidos y las glicoproteinas o células dendriticas cargadas con
glicopéptidos y/o glicoproteinas es para el tratamiento y la profilaxis de enfermedades tumorales positivas para
MUCH1, tales como por ejemplo carcinomas de mama, carcinomas de ovario, carcinomas de colon, carcinomas
gastrointestinales, carcinomas de pancreas, carcinoma de pulmén, mieloma multiple y a este respecto frente a
tumores primarios, enfermedades tumorales residuales minimas, metastasis y como tratamiento adyuvante.
Preferiblemente se administran los glicopéptidos y las glicoproteinas o las células dendriticas cargadas con
glicopéptidos y/o glicoproteinas segun métodos en si conocidos por via subcutanea, por via intradérmica, por via
intrarrectal, por via intraganglionar (ganglios linfaticos) o por via sistémica.

Ademas en el presente documento se describe un procedimiento para la produccion de células, que comprenden
una molécula de MUC1, que puede provocar una respuesta inmunitaria en el ser humano, que comprende:

a) poner en contacto una mezcla de células, que comprenden moléculas de MUC1, con un anticuerpo que presenta
las siguientes caracteristicas:

i) la union a la regién inmunodominante de las repeticiones en tandem de MUC1; y

ii) la unién a un fragmento de MUC1, que tiene una longitud de entre 9 y 40 aminoacidos y contiene secuencias de la
repeticion en tandem de MUC1 y de la region inmunodominante, se posibilita o se aumenta mediante la glicosilacion
de la treonina de una secuencia PDTR; y

i) la unién a repeticiones en tandem de MUC1 no glicosiladas se aumenta, cuando las repeticiones en tandem de
MUC1 no glicosiladas estan presentes en serie; y

iv) la unién a repeticiones en tandem de MUCH1 glicosiladas multiples que portan glicosilaciones en las treoninas de
varias secuencias PDTR de la regiéon inmunodominante, aumenta segun un efecto aditivo con respecto a la longitud
y la glicosilacion de PDTR frente a fragmentos de MUC1 cortos segun ii)

durante un periodo que es suficiente y en condiciones que son adecuadas, para que se forme un inmunocomplejo;
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b) aislar las células, que han formado un inmunocomplejo; y
c) poner a disposicion las células a partir del inmunocomplejo.

El término “células, que comprenden una molécula de MUC1, que puede provocar una respuesta inmunitaria en el
ser humano”, comprende todas las células, que producen una molécula de MUC1 asociada a tumores tal como se
describié anteriormente. Tales células son preferiblemente células, que pueden aislarse o producirse a partir de
tejido tumoral, lineas celulares de tumor, o células o lineas celulares, que se cambiaron mediante ingenieria genética
de tal manera que producen una molécula de MUC1 asociada a tumores tal como se describié anteriormente. Las
células o lineas celulares mencionadas en ultimo lugar pueden producirse mediante métodos conocidos en el estado
de la técnica. Estos son por ejemplo procedimientos, mediante los que puede introducirse ADN foraneo de manera
estable o transitoria en las células o lineas celulares. Procedimientos adecuados adicionales se describiran también
a continuacion en mas detalle.

Por el término “aislar las células” se entienden todas las medidas para la separacion de células, que mediante las
moléculas de MUC1 asociadas a tumores producidas por las mismas han formado un inmunocomplejo con
anticuerpos. El experto en la técnica conoce estos procedimientos. Preferiblemente para ello se utiliza el método de
FACS o MACS. A continuacién se describen en mas detalle procedimientos adecuados adicionales.

Las definiciones introducidas anteriormente de los términos también pueden aplicarse para los términos en los
procedimientos descritos a continuacién cambiando lo que se deba cambiar.

Ademas en el presente documento se describe un procedimiento para la identificacion de células, que comprenden
una molécula de MUC-1, que puede provocar una respuesta inmunitaria en el ser humano, que comprende:

a) poner en contacto una mezcla de células, que comprenden moléculas de MUC1, con un anticuerpo, que presenta
las siguientes caracteristicas:

i) la union a la regién inmunodominante de las repeticiones en tandem de MUC1; y

ii) la union a un fragmento de MUC1, que tiene una longitud de entre 9 y 40 aminoacidos y contiene secuencias de
las repeticiones en tandem de MUC1 y de la region inmunodominante, se posibilita o se aumenta mediante la
glicosilacion de la treonina de una secuencia PDTR; y

i) la unién a repeticiones en tandem de MUC1 no glicosiladas se aumenta, cuando las repeticiones en tandem de
MUC1 no glicosiladas estan presentes en serie; y

iv) la unién a repeticiones en tandem de MUC1 glicosiladas multiples que portan glicosilaciones en las treoninas de
varias secuencias PDTR de la region inmunodominante, aumenta segun un efecto aditivo con respecto a la longitud
y la glicosilacion de PDTR frente a fragmentos de MUC cortos segun ii)

durante un periodo que es suficiente y en condiciones que son adecuadas, para que se forme un inmunocomplejo; e
b) identificacion del inmunocomplejo.

Preferiblemente los procedimientos descritos en el presente documento comprenden ademas al menos una de las
siguientes etapas:

1) obtencion de células, lineas celulares o sublineas celulares, que portan y/o segregan moléculas de MUC1
asociadas a tumores, o mezclas de las mismas en la etapa (a) del procedimiento segun la invencioén a partir de tejido
tumoral o células tumorales, que contienen moléculas de MUC1 asociadas a tumores, que se aislaron previamente,
con o sin clonacioén celular posterior;

2) obtencion de células, lineas celulares o sublineas celulares, que portan y/o segregan moléculas de MUC1
asociadas a tumores, o mezclas de las mismas en la etapa (a) del procedimiento segun la invenciéon a partir de
células o lineas celulares que contienen moléculas de MUC1 asociadas a tumores, con o sin clonacién de células
posterior;

3) obtencion de células, lineas celulares o sublineas celulares, que portan y/o segregan moléculas de MUC1
asociadas a tumores, o mezclas de las mismas en la etapa (a) del procedimiento segun la invencién a partir de
células o lineas celulares recombinantes, que se cambiaron por ingenieria genética anteriormente de tal manera que
expresan y/o segregan moléculas de MUC1 asociadas a tumores o mezclas de las mismas, con o sin clonacién de
células posterior;

4) obtencion de células, lineas celulares o sublineas celulares, que portan y/o segregan moléculas de MUC1
asociadas a tumores, o mezclas de las mismas en la etapa (a) del procedimiento segun la invencion, que se
cambiaron por ingenieria genética de tal manera que portan y/o segregan moléculas inmunoestimulantes, con o sin
clonacion de células posterior);
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5) obtencion de lisados de células o mezclas de lisados de células a partir de células, lineas celulares o sublineas
celulares tal como se describe de (1) a (4), que contienen MUC1 asociada a tumores.

Se prefiere especialmente el anticuerpo A76-A/C7 y formas recombinantes del mismo, tal como se describe en mas
detalle a continuacion.

El anticuerpo A76-A/C7 reconoce el epitopo tumoral de MUC1 y presenta un efecto aditivo especialmente fuerte. Al
contrario que el HMFG-1 existente en el desarrollo clinico, el A76-A/C7 segun la invencion presenta una serie de
ventajas: el A76-A/C7 reconoce el epitopo tumoral de MUC1 segun la invencion y se produjo con ayuda de una linea
celular de cancer de mama desialilada (T47D) como inmunogeno. Por el contrario HMFG-1 no reconoce el epitopo
tumoral de MUC1 segun la invencioén y se produjo con ayuda de MUC1 a partir de leche humana como inmundgeno
(véanse también los ejemplos 1 a 3). A76-A/C7 diferencia por ejemplo tejido claramente normal y adenomas
benignos (negativo) de tumores de colon malignos tales como carcinomas in situ, carcinomas y metastasis
(fuertemente positivo), mientras que HMFG-1 no presenta esta clara distincion. A76-A/C7 es un buen marcador
sérico para el diagndstico de tumores, mientras que HMFG-1 no es tan adecuado como marcador tumoral en suero.
Ademas la afinidad del A76-A/C7 es un multiplo mayor que HMFG-1. Por tanto A76-A/C7, en comparacion con el
HMFG-1 existente en el desarrollo clinico, es una clara mejora para aplicaciones segun la invencion.

Por lo demas, en el presente documento también se describe un procedimiento para la produccion de un anticuerpo,
que comprende:

(a) realizar las etapas de los procedimientos de produccién e identificacion descritos mas arriba;
(b) introducir la molécula de MUC1, de la célula o de los lisados celulares en un animal; y

(c) poner a disposicion un anticuerpo, que reconoce especificamente la molécula de MUC1 y que muestra un efecto
aditivo especialmente fuerte.

En este contexto por la expresion “efecto aditivo especialmente fuerte” como tal se entiende que el aumento de la
union del anticuerpo frente a repeticiones en tandem con PDTR glicosilada multiples tal como se describe en 4), en
comparacion con péptidos de MUC1 con PDTR glicosilada cortos, tal como se describe en 2), y ambos en
comparacion con péptidos de MUC1 cortos con PDTR no glicosilada es mas fuerte que los aumentos de la unién de
los anticuerpos A76-A/C7, VU-11E2, VU-11D1, BC4E549, VU-12E1, VU-3D1 y b-12 (0 es comparable con los
aumentos mas fuertes de estos anticuerpos).

Las definiciones de los términos, que se realizaron anteriormente, se aplican cambiando lo que se deba cambiar a
éstas formas de realizacion y las formas de realizacion siguientes.

Por el término “anticuerpos” se entiende:
- anticuerpos murinos, quiméricos, humanizados, humanos

- anticuerpos completos de distintos isotipos o fragmentos de anticuerpos, por ejemplo fragmentos de anticuerpos
monocatenarios (ScFv), fragmentos Fab, fragmentos de anticuerpos multivalentes (por ejemplo dia, tria,
tetracuerpos), o fragmentos de anticuerpos de distintos formatos, también aquéllos que se usan como proteinas de
fusion acoplados con otros péptidos o estructuras proteicas.

- Anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, que junto a la especificidad segun la invencion para MUC1 presentan
ademas una o varias especificidades adicionales, por ejemplo anticuerpos biespecificos.

- Moléculas, que en un sentido estricto no son anticuerpos, sin embargo presentan caracteristicas de unién
idénticas, como los anticuerpos segun la invencion, que portan el epitopo tumoral de MUC1, y/o portan partes de
anticuerpos, por ejemplo regiones CDR o partes de las mismas, como por ejemplo aficuerpos u otras estructuras
portadoras, que portan dominios de unién para la unién especifica. La invencién se refiere también a anticuerpos,
que se derivan de los anticuerpos descritos en el presente documento y por ello reciben un efecto de union aditivo,
aumentan y/o se unen mejor frente a repeticiones en tandem con PDTR glicosilada mdltiples que el anticuerpo de
partida. Un derivado correspondiente del anticuerpo puede llevar a cabo mediante métodos en si conocidos
mediante modificaciones dirigidas o al azar del anticuerpo y se somete a prueba con ayuda de la uniéon comparativa
a glicopéptidos de MUC1 correspondientes tal como se somete a prueba en los ejemplos 1 a 3.

La preparacion de estos anticuerpos se lleva a cabo segun técnicas en si conocidas. Los anticuerpos pueden
obtenerse como anticuerpos policlonales directamente del suero de los animales o ponerse a disposicion mediante
los procedimientos conocidos para la produccién de anticuerpos monoclonales como tales (ejemplo 6).

Los anticuerpos producidos mediante el procedimiento descrito en el presente documento pueden usarse
ventajosamente frente al epitopo tumoral de MUC1 para el tratamiento de enfermedades tumorales. Estos
anticuerpos pueden utilizarse directamente en el tratamiento o la profilaxis de enfermedades tumorales o acoplados
a estructuras efectoras. Por estructuras efectoras se entienden segun la invencién aquellos compuestos quimicos o
bioquimicos, moléculas o atomos, que provocan directa o indirectamente una destruccién o un dafio, incluyendo por
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ejemplo ralentizacion del crecimiento o inhibicién del crecimiento de células tumorales. A esto pertenecen por
ejemplo: radioisétopos, toxinas, citostaticos y otras moléculas efectoras tales como por ejemplo citocinas y
quimiocinas u otras estructuras, que presentan por si mismas efectores o que se acoplan a las moléculas efectoras,
por ejemplo con liposomas cargados con toxinas o citostaticos, que portan anticuerpos anti-MUC1. En el caso del
ultimo ejemplo se hace referencia precisamente a aquellas estructuras efectoras, que junto al anticuerpo anti-MUC1
para la especificidad tumoral también portan aquellas moléculas que son responsables para una recepcién de las
estructuras efectoras o partes de las mismas en las células, tales como por ejemplo anticuerpos frente a receptores,
que provocan una endocitosis mediada por receptor y por consiguiente mejoran la recepcion mediada por MUC1. La
union de los anticuerpos con las estructuras efectoras se lleva a cabo segun métodos en si conocidos. A este
respecto los acoplamientos pueden llevarse a cabo por ejemplo directamente mediante carga covalente o no
covalente, mediante acoplamiento quimico, pudiendo ser necesaria una molécula quimica o biolégica adicional, por
ejemplo un quelante o un ligador, o en forma de proteinas de fusion, o péptidos mediante fusion.

Los anticuerpos se utilizan en el tratamiento de enfermedades tumorales con células tumorales que portan MUC1 o
para la profilaxis, que impiden por ejemplo la formacién de tumores primarios o metastasis. Un objetivo preferido es
a este respecto el tratamiento de la enfermedad residual minima y de metastasis. Los anticuerpos se administran a
este respecto en una formulacién adecuada una vez o varias veces en intervalos de tiempo y dosis adecuados. Una
forma preferida son anticuerpos marcados radiactivamente. Una forma preferida adicional son dia, tira o tetracuerpos
marcados radiactivamente. Formas preferidas adicionales son fragmentos de anticuerpos monocatenarios y
anticuerpos quiméricos marcados radiactivamente.

En procedimientos para el diagnostico de tumores y el prondstico se utilizan anticuerpos especificos para MUCH1,
que reconocen el epitopo tumoral descrito en el presente documento, en procedimientos en si conocidos, para
detectar MUC1 en suero o en preparados de tejido. A este respecto se detectan MUC1 libre, MUC1 presente en
inmunocomplejos y MUC1 unido a células y se determina la existencia de las moléculas de MUC1 asociadas a
tumores de manera cualitativa, de manera cuantitativa y/o en cantidades relativas segin métodos en si conocidos.
Se utilizan los mismos procedimientos también para el control de la evolucion de enfermedades tumorales y para el
control de evoluciones del tratamiento. Los métodos usados en los procedimientos son en si conocidos, por ejemplo
ELISA, inmunotransferencia de tipo Western, FACS (separacion de células activada por fluorescencia), MACS
(separacion de células activada por magnetismo), ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo), CDC
(citotoxicidad dependiente de complemento), inmunocitoquimica e inmunohistoquimica. Un ejemplo de esto es el
ELISA de tipo sandwich segun la invencion descrito mas abajo con los anticuerpos alli descritos y en los métodos
descritos en los ejemplos. En un procedimiento preferido se usan a este respecto anticuerpos comparativos, que
reconocen el epitopo tumoral descrito en el presente documento, con aquellos anticuerpos que no reconocen el
epitopo tumoral, para lograr una mejor diferenciacion y evaluacion. Esto sirve para el diagndstico de tumores
positivos para MUC1, la monitorizacion del desarrollo de la enfermedad tumoral y del pronéstico. La unién de los
anticuerpos determina igualmente el porcentaje de MUC1 inmunosupresora, dado que MUC1, que se ha unido a
anticuerpos frente al epitopo tumoral segun la invencidn, no presenta inmunosupresion o presenta una
inmunosupresion reducida y puede activar el sistema inmunitario en formulaciones adecuadas de manera especifica
frente a MUC1 de tumor.

En un procedimiento correspondiente se utilizan los anticuerpos, que reconocen el epitopo tumoral descrito en el
presente documento y aquellos que se produjeron mediante el procedimiento segun la invencién, para un
diagndstico in vivo. Para ello se marcan los anticuerpos con procedimientos en si conocidos adecuados y por
consiguiente se hacen accesibles para procedimientos de obtencién de imagenes en si conocidos en el ser humano,
por ejemplo radioinmunodiagndstico, procedimiento PET-Scan o endoscopia inmunofluorescente, por ejemplo
mediante acoplamiento y/o carga con moléculas correspondientes, por ejemplo isotopos radiactivos, por ejemplo
indio, o colorantes fluorescentes por ejemplo Cy3, Cy2, Cy5 o FITC.

Ademas la invencién se refiere a un procedimiento para la produccién de un farmaco que comprende las etapas de
los procedimientos segun la invencién y ademas comprende la etapa de formular la molécula de MUC1 en una
forma farmacéuticamente compatible.

Por el término “farmaco” se definen segun la invenciéon sustancias y preparaciones de sustancias, que estan
destinadas para curar, mitigar o impedir, mediante aplicacion a o en el cuerpo humano, enfermedades, dolencias,
trastornos corporales o molestias patologicas. Durante el procedimiento de produccion segun la invencion se le
pueden afiadir a los compuestos identificados con los procedimientos segun la invencion excipientes médicos y/o de
la técnica farmacéutica. Excipientes médicos son segun la invencidon aquellas sustancias que se utilizan para la
produccién (como principios activos) de farmacos en un procedimiento segun la invencion. Los excipientes de la
técnica farmacéutica sirven Unicamente para la formulacién adecuada del farmaco e incluso, siempre que sélo sean
necesarios durante el procedimiento, pueden eliminarse posteriormente o pueden formar parte del farmaco como
vehiculos farmacéuticamente compatibles. A continuacion se explican ejemplos para vehiculos farmacéuticamente
compatibles.

La formulacién del farmaco tiene lugar dado el caso en combinacion con un vehiculo y/o diluyente
farmacéuticamente compatible.
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El experto conoce ejemplos de vehiculos farmacéuticamente compatibles adecuados y comprenden soluciones
salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones tales como por ejemplo emulsiones de aceite/agua, diferentes
tipos de detergentes, soluciones estériles, etc. Los farmacos que comprenden tales vehiculos pueden formularse por
medio de métodos convencionales conocidos. Estos farmacos pueden administrarse a un individuo en una dosis
adecuada, por ejemplo en un intervalo de desde 1 ug hasta 100 mg por dia y paciente. La administracion puede
tener lugar de diferentes maneras, por ejemplo directamente sobre la piel, por via intravenosa, por via
intraperitoneal, por via subcutanea, por via intramuscular, localmente o por via intradérmica. La administracion de
acidos nucleicos puede producirse también en forma de terapia génica. El tipo de dosificacion se determinara por el
médico responsable de manera correspondiente a los factores clinicos. El experto conoce que el tipo de dosificacion
depende de diferentes factores, tal como por ejemplo la altura, la superficie corporal, la edad, el género o la salud
general del paciente, pero también del agente especial que se administre, la duracién y el tipo de la administracion y
de otros medicamentos, que puedan administrarse posiblemente en paralelo.

Los agentes antitumorales segun la invencion comprenden una sustancia farmacoldgica, que contiene una o varias
moléculas de MUC1 asociadas a tumores segun la invencién, células que las comprenden o lisados celulares
producidos a partir de estas células en una disoluciéon o forma de administracién adecuada. Estos pueden
administrarse solos o en combinacién con uno o varios adyuvantes u otra sustancia adecuada para reforzar la
accion. Como adyuvantes preferidos se usan QS-21, GPI-0100 u otras saponinas, emulsiones de agua-aceite tal
como por ejemplo adyuvantes Montanide, polilisina, compuestos de poliarginina, compuestos de ADN tales como
por ejemplo CpG, Detox, vacunas bacterianas tales como por ejemplo vacunas antitificas o vacunas
antituberculosas y se mezclan de una manera correspondientemente adecuada segun métodos en si conocidos con
las moléculas de MUC1 asociadas a tumor y/o anticuerpos segun la invencion. La produccion de los agentes
antitumorales tiene lugar segun métodos en si conocidos. Segun la invencion, un agente antitumoral también es una
combinacién de 2 o mas de los agentes antitumorales segun la invencion, asi como una combinacién con otras
vacunas tumorales o tratamientos de tumores, tales como por ejemplo terapias con anticuerpos, quimioterapias o
radioterapias que se administran o se aplican de manera adecuada simultineamente o de manera separada en el
tiempo. La produccion de los agentes antitumorales tiene lugar segin métodos en si conocidos.

El uso segun la invencion de los agentes antitumorales es para el tratamiento de enfermedades tumorales positivas
para MUCH1, tales como por ejemplo carcinomas de mama, carcinomas de ovario, carcinomas de colon, carcinomas
gastrointestinales, carcinomas de pancreas, carcinoma de pulmoén, mieloma multiple. El tratamiento también es
valido como tratamiento adyuvante por ejemplo contra tumores primarios, enfermedades tumorales residuales
minimas, metastasis. El uso segun la invencion de los agentes antitumorales es igualmente para la profilaxis de
enfermedades tumorales positivas para MUC1. La aplicacion profilactica va dirigida por ejemplo a una profilaxis del
tumor asi como de metastasis. Los agentes antitumorales se administran en una forma adecuada segin métodos en
si conocidos. Una variante preferida es la inyeccion o administracion de la vacuna tumoral por via subcutanea, por
via intradérmica, sistémicamente, por via intravenosa, por via intraperitoneal, por via intrarrectal, localmente en
cavidades corporales, tal como por ejemplo el peritoneo, o de manera local directamente en érganos o ganglios
linfaticos. Los tipos de administracion también pueden combinarse preferiblemente, pudiendo administrarse en
diferentes dias de tratamiento o en un dia de tratamiento. A este respecto, segun la invencion también pueden
combinarse 2 o mas de los agentes antitumorales segun la invencion o uno o varios agentes antitumorales segun la
invencion con uno o varios agentes antitumorales o tratamientos de tumores, tales como por ejemplo terapias con
anticuerpos, quimioterapias o radioterapias que se administran o aplican simultdneamente o de manera separada en
el tiempo.

El procedimiento segun la invencion comprende también la produccion de un agente antitumoral, que contiene una
vacuna celular, que puede obtenerse cargando células dendriticas segin métodos en si conocidos con las
moléculas de MUC1 asociadas a tumores segun la invencion y dado el caso una maduracion posterior de las
células. La vacuna celular asi obtenida puede administrarse segun métodos en si conocidos. Por ejemplo, células
dendriticas sin madurar se mezclan con moléculas de MUC1 asociadas a tumores segun métodos en si conocidos.
Las células dendriticas absorben las moléculas de MUC1 asociadas a tumores, las procesan y presentan
fragmentos de las mismas en su superficie en el contexto con moléculas MHC y moléculas coestimulantes. Tras una
maduracion adicional segun métodos en si conocidos, las células se aplican en una formulacion adecuada al ser
humano. Un ejemplo adicional es la carga de las células dendriticas maduras segun métodos en si conocidos de
“pulsado”. En el caso de las células dendriticas se trata de células dendriticas autdlogas, alogénicas o
semialogénicas o sus células precursoras o células a partir de lineas celulares, que presentan las propiedades
funcionales de células dendriticas, que reciben ex vivo segin métodos en si conocidos de manera correspondiente
el tratamiento adecuado para el desarrollo y la maduraciéon. La produccién de estas vacunas tumorales con células
dendriticas adecuadas y moléculas de MUC1 segun la invencion tiene lugar segin métodos en si conocidos (véase
el ejemplo 7). Segun la invencion, existe una variante adicional de los agentes antitumorales en una terapia con
células T, en la que las células T reconocen las moléculas de MUC1 asociadas a tumores segun la invencion
adecuadas, inclusive fragmentos de las mismas, o derivados procesados, que corresponden a las mismas mediante
el procesamiento y la presentacion in vivo, en el contexto con moléculas de clase de MHC y moléculas
coestimulantes y se activan en la presentacion a través de una célula presentadora de antigeno adecuada. La
produccion de tales terapias con células T tiene lugar segin métodos en si conocidos (véase el ejemplo 7).
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En una forma de realizacion especialmente preferida del procedimiento se producen lisados celulares de células,
que se enriquecieron para las moléculas de MUC1 asociadas a tumores en las células, y se utilizan en las
aplicaciones descritas en el presente documento en el tratamiento y la profilaxis de tumores. El procedimiento segun
la invencion para su aplicacion al ser humano contiene formulaciones farmacoldgicas adecuadas, preferiblemente en
combinacién con adyuvantes y/o moléculas coestimulantes, tales como por ejemplo GM-CSF. Una variante preferida
a este respecto es la carga de células dendriticas o células, que presentan una funciéon inmunoestimulante como las
células dendriticas, con lisados celulares y la administracion de estas células, preferiblemente tras irradiacion, al ser
humano segun métodos en si conocidos. El tratamiento con células dendriticas cargadas y lisados celulares se
combina preferiblemente, realizandose refuerzos posteriores preferiblemente con lisados celulares en formulaciones
farmacologicas segun la invencion adecuadas, preferiblemente con adyuvantes o moléculas coestimulantes (por
ejemplo GM-CSF).

El uso preferido de los lisados celulares o las células dendriticas cargadas con lisados celulares es para el
tratamiento y la profilaxis de enfermedades tumorales positivas para MUC1, tales como por ejemplo carcinomas de
mama, carcinomas de ovario, carcinomas de colon, carcinomas gastrointestinales, carcinomas de pancreas,
carcinoma de pulmoén, mieloma multiple, y a este respecto frente a tumores primarios, enfermedades tumorales
residuales minimas, metastasis y como tratamiento adyuvante. Preferiblemente, los lisados celulares o las células
dendriticas cargadas con lisados celulares se administran segun métodos en si conocidos por via subcutanea, por
via intradérmica, por via intrarrectal, por via intraganglionar (ganglios linfaticos) o sistémicamente.

Las definiciones explicadas anteriormente de los términos también son aplicables para los términos en las formas de
realizacién descritas a continuacién cambiando lo que se deba cambiar.

La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento para la produccion de un agente de diagndstico que
comprende las etapas del procedimiento segun la invencion y que comprende ademas la etapa de formular la
molécula de MUC-1 en una forma que pueda usarse desde el punto de vista de diagnéstico. Con el término “agente
de diagnostico” se definen segun la invencion sustancias y preparaciones a partir de sustancias, que estan
destinadas a reconocer mediante su aplicacién a o en el cuerpo humano o partes del mismo enfermedades,
dolencias, trastornos corporales o molestias patologicas. Como partes del cuerpo humano deben entenderse
preferiblemente muestras de tejido corporal o liquidos corporales, tales como sangre, linfa, orina, liquido
cefalorraquideo o esperma, o biopsias de tejido.

La formulacion del agente de diagndstico comprende preferiblemente la modificacion de las moléculas de MUC1
producidas con sustancias que permiten detectar la molécula. En el estado de la técnica se conocen sustancias
adecuadas. Partiendo de la eleccién de la sustancia, el experto puede tomar medidas adecuadas para la formulacion
del agente de diagndstico.

Para el diagndstico, segun la invencién también pueden acoplarse sustancias segun métodos en si conocidos a las
moléculas de MUC1 asociadas a tumores, que facilitan una deteccién de los anticuerpos especificos para MUCA1,
por ejemplo mediante la biotinilacion de las moléculas de MUC1 asociadas a tumores y posterior inmovilizacion
sobre placas de ELISA.

En un procedimiento adicional segun la invencion para el diagnéstico y prondstico de tumores se usan moléculas de
MUC1 asociadas a tumores segun la invencion, que portan el epitopo tumoral, para la deteccion de anticuerpos anti-
MUC1 en suero de seres humanos, que reconocen el epitopo tumoral. A este respecto, en un procedimiento
preferido se usan de manera comparativa aquellas moléculas de MUC1 o fragmentos de las mismas, que portan el
epitopo tumoral segun la invencién, con aquellos anticuerpos, que no portan el epitopo tumoral, para conseguir una
mejor diferenciacion y estimacion. A este respecto, segun la invencion se detectan anticuerpos libres y anticuerpos
presentes en complejos inmunitarios y se determinan sus especificidades con respecto al epitopo tumoral de MUC1
segun la invencion y preferiblemente otros epitopos en la MUCH1, incluyendo antigenos de hidratos de carbono, de
manera cualitativa, cuantitativa y/o en cantidades relativas segun métodos en si conocidos. Los mismos
procedimientos se utilizan segun la invencién también para el control de la evolucion de enfermedades tumorales y
para el control de evoluciones del tratamiento inclusive de la monitorizacion de respuestas inmunitarias, por ejemplo
respuestas de anticuerpos IgG e IgM frente a diferentes epitopos inclusive el epitopo tumoral de MUC1 en MUCA1,
para el control y la dosificacion de tratamientos de tumores. Los métodos usados en los procedimientos son en si
conocidos, por ejemplo ELISA, inmunotransferencia de tipo Western, FACS (separacion de células activada por
fluorescencia), MACS (separacion de células activada por magnetismo), ADCC (citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo), CDC (citotoxicidad dependiente de complemento), inmunocitoquimica e inmunohistoquimica. Un
ejemplo de esto son glicopéptidos acoplados a una molécula portadora o biotina inmovilizada en un ELISA, en el que
se detecta la union de anticuerpos anti-suero de ser humano mediante anticuerpo anti-lgG humana o anticuerpos
anti-lgM humana de manera especifica segin un método de deteccidon en si conocido, se cuantifica y con ello se
determina su especificidad. Un procedimiento de este tipo se emplea por ejemplo para determinar el titulo de
anticuerpo natural de anticuerpos especificos para MUC1 en suero y a este respecto dividirlos en las diferentes
especificidades. Esto es adecuado, por ejemplo, para el prondstico de tumores de cancer de mama. Las pacientes
con un alto titulo de anticuerpos frente al epitopo tumoral de MUC1 segun la invencién tiene un prondstico
claramente mejorado con respecto a aquéllas con un titulo mas reducido frente al epitopo tumoral de MUC1 segun la
invencion.
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Las definiciones explicadas anteriormente de los términos también son aplicables para los términos en las formas de
realizacién descritas a continuacién cambiando lo que se deba cambiar.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de una molécula de MUC1, a una célula, a un lisado celular o a un
anticuerpo que puede obtenerse mediante un procedimiento segun la invencién para la produccion de un farmaco
para la prevencion o el tratamiento de tumores.

Preferiblemente, el farmaco en el contexto del uso segun la invencién es una vacuna.

A partir de las explicaciones realizadas anteriormente, resulta que la presente invencioén se refiere ademas al uso de
un anticuerpo que puede obtenerse mediante un procedimiento segun la invencién para la producciéon de un agente
de diagndstico para el diagndstico de tumores.

Finalmente, la presente invencion comprende una molécula de MUC1 asociada a tumores purificada, que actua de
manera inmunoestimulante en el ser humano y puede obtenerse mediante un procedimiento segun la invencion.

El término “purificado” define una molécula de MUC1, tal como puede producirse mediante el procedimiento segun la
invencion. Por tanto, una molécula de MUC1 asociada a tumores purificada comprende también un grupo de
determinadas glicoproteinas de MUC1, que se caracterizan porque pueden desencadenar una respuesta inmunitaria
en el ser humano, pero que tienen poca accidon inmunosupresora o preferiblemente ninguna accion
inmunosupresora. En los ejemplos a continuacion también se describen propiedades funcionales y estructurales
adicionales de la molécula de MUC1 purificada segun la invencion.

Las figuras muestran:

La figura 1 muestra ejemplos del patron de unién de diferentes anticuerpos anti-MUC1. En total se definieron 4
patrones de comportamiento:

1) GD-1: Anticuerpos, que no se unen al motivo PDTR hasta su glicosilacion (GD representa dependiente de
la glicosilacion). Ejemplo: A76-A/C7 (figura 1A).

2) GD-2: Anticuerpos, cuya union se mejora mediante la glicosilacion en el motivo PDTR. Ejemplo: VU-3D1
(figura 1B).
3) iGD: Anticuerpos, cuya uniéon se reduce o se impide mediante la glicosilacion en el motivo PDTR

(dependencia de la glicosilacion inversa). Ejemplo: VU-4H5 (figura 1B).

4) Gl: Anticuerpos, cuya union a la region PDTR es independiente de su glicosilaciéon (independiente de la
glicosilacion). Ejemplo: HMFG-1 (figura 1B).

La figura 2 muestra ejemplos de patrones de unién de anticuerpos anti-MUC1 con respecto a péptidos de MUC1 no
glicosilados de diferente longitud (1-6 repeticiones en tandem).

Los resultados muestran que los anticuerpos, que se generaron mediante una inmunizacién de ratones con material
tumoral,

- son dependientes de manera positiva de la glicosilacién en la region PDTR de péptidos de MUC1 cortos
(GD-1y GD-2)

- son dependientes de manera positiva de la longitud creciente de péptidos de MUC1 no glicosilados y con
ello del numero de las repeticiones en tandem

los anticuerpos, que se generaron mediante una inmunizacion de ratones con material no tumoral,

- son independientes (Gl) o dependientes de manera negativa (dependientes de manera inversa; iGD) de la
glicosilacion en la regiéon PDTR de péptidos de MUC1 cortos (Gl)

- son independientes de la longitud de los péptidos de MUC1 y con ello del nimero de las repeticiones en
tandem.

La figura 3 muestra 2 ejemplos de la unién de anticuerpos monoclonales especificos para MUC1 a péptidos de
MUCH1 glicosilados de diferente longitud (= diferente nimero de repeticiones en tandem).

La figura 4 muestra la unién del anticuerpo VU-4H5 a péptidos de MUC1 glicosilados de diferente longitud.

Figura 5A: Tincién inmunocitoquimica de células ZR-75-1 (1) y células de la sublinea celular (2) con el anticuerpo
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A76-A/CT.

Figura 5B: Secrecion de MUC1 positiva para A76-A/C7 de células ZR-75-1 sub y MCF-7. Se detecté la MUC1
secretada 3, 4, 5, 6 y 7 dias tras la siembra de 10° células en el sobrenadante de cultivo celular mediante ELISA con
los anticuerpos HMFG1 y A76-A/C7. Deben tenerse en cuenta las diferentes diluciones de los sobrenadantes de
cultivos celulares.

Figura 5C: Vector de expresion para la integracion del ADNc de MUC1 bajo el control del promotor de CMV en el
genoma de ZR-75-1 asi como la secuencia de ADNc de MUCA1.

Figura 5D: Vector Rec site para la integracion del sitio de recombinacion en el genoma de ZR-75-1 y representacion
del método de integracion.

Figura 5E: Analisis de SDS-gel de poliacrilamida de diferentes preparaciones de MUC1.

Figura 5F: Las MUC1 asociadas a tumores secretadas purificadas no muestran ningin efecto inmunosupresor sobre
células T in vitro.

Figura 6: Estimulacion de células T virgenes con ayuda de células dendriticas eficaces cargadas con la MUC1 segun
la invencion y su actividad antitumoral especifica para MUC1 (para detalles véase el texto del ejemplo).

Ahora se ilustrara la invencion mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos sirven exclusivamente a modo de
explicacion y no limitan el alcance de proteccién de la invencion.

Ejemplo 1: Patrén de union de diferentes anticuerpos anti-MUC1 a un péptido de MUC1 en funcion de la glicosilacion
del motivo PDTR

Se sometieron a prueba anticuerpos monoclonales anti-MUC1 (ratén) en un inmunoensayo enzimatico (ELISA) para
determinar su capacidad de union frente a péptidos y glicopéptidos de MUC1 sintéticos con la siguiente secuencia:
biotina-APPAHGVTSAPDT(GalNAc)RPAPGSTAPPAHGVTSA. Como control sirvid el mismo péptido, pero no
glicosilado. Se inmovilizaron los antigenos sobre placas de microtitulacion recubiertas con estreptavidina (BioTeZ,
Berlin) en una concentracion de 0,5 ng/ml (100 pl/pocillo). Tras lavar tres veces con PBS/Tween 20 al 0,05% se
aplicaron diversos anticuerpos anti-MUC1 purificados en series de dilucion y se incubaron durante 2 h a 37°C. Como
segundo anticuerpo sirvié anticuerpo de conejo anti-lg de ratén marcado con peroxidasa (Dako, Hamburgo) en una
dilucién de 1:4000 (1,5 h, 37°C). Tras lavar tres veces se reveld la placa con orto-fenilendiamina y se detuvo la
reaccion cromatica con acido sulftrico 2,5 N. Se midi6é la DO a 492 nm.

La figura 1 muestra ejemplos del patron de unién de diferentes anticuerpos anti-MUC1. En total se definieron 4
patrones de comportamiento:

1) GD-1: Anticuerpos, que no se unen al motivo PDTR hasta su glicosilacion (GD representa dependiente de
la glicosilacion). Ejemplo: A76-A/C7 (figura 1A).

2) GD-2: Anticuerpos, cuya union se mejora mediante la glicosilacion en el motivo PDTR. Ejemplo: VU-3D1
(figura 1B).

3) iGD: Anticuerpos, cuya uniéon se reduce o se impide mediante la glicosilacion en el motivo PDTR

(dependencia de la glicosilacion inversa). Ejemplo: VU-4H5 (figura 1B).

4) Gl: Anticuerpos, cuya union a la region PDTR es independiente de su glicosilaciéon (independiente de la
glicosilacion). Ejemplo: HMFG-1(figura 1B)

La tabla 1 contiene una visién general del patrén de unidon de un panel de anticuerpos monoclonales anti-
PDTR(MUC1) con péptidos de MUC1 con PDTR glicosilada y no glicosilada. La tabla se divide en dos subtablas (A)
y (B). La tabla 1A contiene anticuerpos, que se realizaron mediante una inmunizacién con MUC1 a partir de material
tumoral. La tabla 1B contiene anticuerpos, que se realizaron mediante una inmunizacién con MUC1 a partir de
material no tumoral.

Tabla 1:

Anticuerpos frente a la region PDTR inmunodominante de la MUC1: Patron de unién con respecto a péptidos de
MUC1 con PDTR glicosilada y no glicosilada en funcion del tipo del inmunégeno

A. MUC1 a partir de material tumoral

Anticuerpo Inmunogeno Patrén de union

GD-1 GD-2 | iGD | Gl
A76-A/C7 linea celular tumoral T-47D +
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VU-11E2 linea celular tumoral ZR75-1 +
VU-11D1 linea celular tumoral ZR75-1 +
Ma552 linea celular tumoral ZR75-1 +
VU-3C6 linea celular tumoral ZR75-1 +
BC4E549 preparacion de membrana de la linea celular

tumoral T-47D +
VU-12E1 linea celular tumoral ZR75-1 +
VU-3D1 linea celular tumoral ZR75-1 +
b-12 mezcla de varias lineas celulares tumorales +
B27.29 MUC1 de ascitis tumoral +
MF 06 MUC1 de quiste ovarico +

B. Péptidos de MUC1 (sin glicosilar) o preparaciones a partir de material no tumoral

Anticuerpo Inmundgeno Patrén de union

GD-1 GD-2 | iGD | Gl
VU-4H5 de 60-meros, conjugado con BSA +
HMPV HMFG de leche materna +
HMFG-1 HMFG de leche materna +
BC2 HMFG de leche materna +
VA2 proteina de fusién de 100-meros +
Mc5 HMFG de leche materna +
E29 HMFG de leche materna +
BC3 HMFG de leche materna +
214D4 péptido de MUC1 (proteina de fusion) +
BCP8 péptido de MUCA1 +
VA1 proteina de fusién de 100-meros +
C595 MUC1 de orina +
BC4W154 HMFG de leche materna +

Ejemplo 2: Unién de anticuerpos especificos para MUC1 frente a la region PDTR inmunodominante a péptidos de
MUC1 no glicosilados de diferente longitud (repeticiones en tandem multiples no glicosiladas)

Se inmovilizaron los péptidos de MUC1 de la siguiente secuencia con diferente longitud (oligomerizacion)

[VTSAPDTRPAPGSTAPPAHG]; n = 1-6

en una concentracion de 0,5 ug/pocillo en tampdn de recubrimiento a 37°C durante la noche sobre una placa de
microtitulacion TC de 96 pocillos mediante adhesién. Se lavaron las placas (PBS/Tween 20 al 0,05%) y a
continuacion se incubaron durante 2 h con 50 pl/pocillo de anticuerpo purificado en una concentracién de 10 ug/mi.
Tras lavar tres veces se incubo la placa con anticuerpo policlonal de conejo anti-suero de inmunoglobulina de ratdon
marcado con peroxidasa (P260, Dako) en una dilucion de 1:2000. Tras lavar tres veces se reveld la placa con o-
fenilendiamina y se detuvo la reaccion cromatica con acido sulfurico 2,5 N. Se determiné la DO a 492 nm.

Se mantuvo constante el nimero de las repeticiones en tandem por mezcla basica en los experimentos porque de
todos los péptidos comparados se utilizaron las mismas cantidades en peso por pocillo.

Los resultados se resumen en la tabla 2:
La clasificacion se llevo a cabo segun la relacion de la DO de 100-meros/20-meros = X tal como sigue:

Sin unién destacable al de 20-meros, sin embargo una union clara al de 100-meros: grupo LD1
(absolutamente dependiente de la longitud)

X > 3,0 : grupo LD2 (muy dependiente de la longitud)
X=1,5-3,0: grupo LD3 (moderadamente dependiente de la longitud)
X <1,5: grupo LI (independiente de la longitud)

Ademas en la tabla se han recogido también los datos sobre la dependencia de la glicosilacién de la tabla 1 para su
comparacion.

Tabla 2:

Patrén de unién de anticuerpos monoclonales anti-MUC1 frente al motivo PDTR inmunodominante: Patron de union
con respecto a péptidos de MUC1 con PDTR glicosilada y no glicosilada en funcién del tipo del inmunégeno y con
péptidos de MUC1 no glicosilados de diferente longitud (1-6 repeticiones en tandem).
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Patrén de unién de anticuerpos en funcion de:
A. MUC1 a partir de material tumoral

Glicosilacion Longitud

GDA1 GD-2 | iGD | GI | L
A76-A/CT +
VU-11E2 +
VU-11D1 +
Mab52
VU-3C6
BC4E549
VU-12E1
VU-3D1
b-12
B27.29
MF 06

@)
N

LD-2 | LD-3 | LI

+ + + + +

+ 4+ + o+ o+ o+

+ + + +

B. Péptidos de MUC1 (sin glicosilar) o preparaciones a partir de material no tumoral

Glicosilacion Longitud

GD-1 GD-2 | iGD LD-1 LD-2 | LD-3 LI
VU-4H5 + +
HMPV +
HMFG-1
BC2
VA2
Mc5
E29
BC3
214D4
BCP8
VA1
C595 +
BC4W154 + +

@

+ + + + +

+ 4+ o+ o+
+ + + + +

La figura 2 muestra ejemplos de patrones de unién de anticuerpos anti-MUC1 con respecto a péptidos de MUC1 no
glicosilados de diferente longitud (1-6 repeticiones en tandem).

Ejemplo 3: Unién de anticuerpos especificos para MUC1 a repeticiones en tandem multiples con PDTR glicosilada
Se inmovilizaron glicopéptidos de MUC1 sintéticos del tipo:
[AHGVTSAPDT(GalNAc)RPAPGSTAPPA]x; n = 1-5

en una concentracion de 0,5 ug/pocillo en agua a 4°C durante la noche sobre una placa de microtitulacion TC de 96
pocillos mediante adhesion. Se lavaron las placas (PBS con Tween 20 al 0,05%) y a continuacién se incubaron
durante 2 h con 50 pl/pocillo de una disolucion de 10 ug/ml de anticuerpo purificado en PBS/BSA a 37°C. Tras lavar
tres veces se incubo la placa con anticuerpo policlonal de conejo anti-suero de inmunoglobulina de raton marcado
con peroxidasa (Dako) en una dilucion de 1:2000 durante 1,5 h a 37°C. Tras lavar tres veces se reveld la placa con
orto-fenilendiamina y se detuvo la reaccién cromatica con acido sulfarico 2,5 N. Se midi6 la DO a 492 nm.

Se mantuvo constante el nimero de las repeticiones en tandem por mezcla basica en los experimentos porque de
todos los glicopéptidos comparados se utilizaron las mismas cantidades en peso por pocillo.

La figura 3 muestra 2 ejemplos de la unién de anticuerpos monoclonales especificos para MUC1 a péptidos de
MUCH1 glicosilados de diferente longitud (= diferente nimero de repeticiones en tandem).

Tabla 3:

Patrén de unioén de anticuerpos monoclonales anti-MUC1 frente al motivo PDTR inmunodominante: Patron de union
con respecto a péptidos de MUC1 con PDTR glicosilada y no glicosilada de diferente longitud (1-6 repeticiones en
tandem) en funcion del tipo del inmundégeno.

Patrén de unién de anticuerpos en funcion de:

A. Inmundégeno: MUC1 a partir de material tumoral
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Glicosilacion Longitud Longitud con glicosilacion

GDA1 GD-2 | iGD | GI | L
A76-A/CT +
VU-11E2 +
VU-11D1 +
Mab52
VU-3C6
BC4E549
VU-12E1
VU-3D1
b-12
B27.29
MF 06

@)
N

LD-2 | LD-3 | LI

+ + + + +
—
X

+ o+ + +++ o+ o+

+ + + +

B. Inmundgeno:
Péptidos de MUC1 (sin glicosilar) o preparaciones a partir de material no tumoral

Glicosilacion Longitud Longitud con glicosilacion

GD-1 GD-2 | iGD LD-1 LD-2 LD-3 | LI
VU-4H5 + + +
HMPV +
HMFG-1
BC2
VA2
Mc5
E29
BC3
214D4
BCP8
VA1
C595 + -
BC4W154 + + (+)

@

+ + + + +
1

+ 4+ o+ o+ o+
+ + + + +
1

Los resultados muestran que la mayoria de los anticuerpos, que se generaron mediante una inmunizacion de
ratones con material tumoral, son positivos en funcion de la longitud creciente de glicopéptidos de MUC1 con PDTR
glicosilada. Esto corresponde a un efecto aditivo de los anticuerpos con respecto a la glicosilacion de PDTR y a la
longitud con repeticiones en tandem multiples. Un subgrupo (A76-A/C7, VU-11E2, VU-11D1) muestra un efecto
aditivo especialmente fuerte porque la union de los anticuerpos a glicopéptidos de MUC1 con varias repeticiones en
tandem con PDTR glicosilada en comparacion con la union a glicopéptidos de MUC1 con PDTR glicosilada cortos
(tal como en el ejemplo 1) asi como en comparacion con la unién a péptidos de MUC1 no glicosilados con varias
repeticiones en tandem (tal como en el ejemplo 2) esta claramente aumentada hasta un mdltiplo (véase la figura 3A).
Los anticuerpos con un efecto de unién aditivo presentan una afinidad especialmente alta con respecto a MUC1 de
tumor natural, que esta compuesta por repeticiones en tandem muiltiples.

Los anticuerpos, que se generaron mediante una inmunizacién de ratones con material no tumoral, y que son
independientes de la glicosilacion de PDTR, no muestran por regla general ningun efecto aditivo, tampoco cuando
las uniones con respecto a péptidos de MUC1 no glicosilados son dependientes de la longitud (LD-3 y LD-2).

La figura 3B muestra un ejemplo de una unién de anticuerpo sin efecto aditivo.

Los anticuerpos VU-4H5 y HMPV, que muestran una unién iGD, muestran un efecto aditivo, que se describe mas
detalladamente en el ejemplo 4 como caso especial.

Ejemplo 4: Unién de anticuerpos especificos para MUC1 del grupo GID a glicopéptidos con PDTR glicosilada con
repeticiones en tandem multiples.

La metodologia correspondio a la descrita en el ejemplo 3.

Los resultados muestran que la unién del anticuerpo VU-4H5 del grupo GID es dependiente del nimero de las
repeticiones en tandem por glicopéptido de MUC1. Este resultado es sorprendente, dado que este anticuerpo
practicamente no se une a péptidos de MUC1 con DTR glicosilada cortos. Sin embargo, se une mejor de manera
creciente a glicopéptidos de MUC1 con DTRP glicosilada con un nimero creciente de repeticiones en tandem. Este
anticuerpo muestra un efecto aditivo similar al descrito en el ejemplo 3 y adopta con ello una posicion intermedia, y
hace que sea util igualmente en el sentido de la invencion para las diversas aplicaciones.
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La figura 4 muestra la unién del anticuerpo VU-4H5 a péptidos de MUC1 glicosilados con diferente nimero de
repeticiones en tandem.

Ejemplo 5A) Produccion de MUC1 inmunoestimulante, que porta el epitopo tumoral de MUC1, para vacunacion

a) ldentificacion de células humanas, que expresan intensamente MUC1 con el epitopo tumoral

Se cultivaron células ZR-75-1 (ATCC: CRL 1500) en medio RPMI con un 10% de FKS y un 1% de glutamina a 37°C,
un 8% de CO- y un 95% de humedad del aire. Estas células ya expresan, en comparacion con otras lineas celulares,
grandes cantidades de la proteina con el epitopo tumoral sobre la superficie celular. La figura 5A muestra tinciones
inmunocitoquimicas de las células ZR-75-1 con el anticuerpo A76-A/C7. La tincidon inmunocitoquimica se realizé
afadiendo gota a gota células sobre un portaobjetos, que entonces se inmovilizaron mediante incubacion en el
incubador de cultivo celular en una camara humeda durante 30 min y a continuacion a temperatura ambiente
durante 15 min sobre el portaobjetos. Se fijaron las células en formalina al 5% en PBS durante 5 min. Tras lavar tres
veces con PBS se incubaron las células durante 1,5 h a temperatura ambiente con el anticuerpo primario, que se
diluyé 1:5 en forma de un sobrenadante de cultivo de hibridoma. Tras lavar de nuevo tres veces con PBS se afadio
el anticuerpo secundario (anticuerpo de conejo anti-lgG de ratén acoplado a Cy3, Dianova) en una dilucion de
1:1000 y se incubd durante 30 min mas a temperatura ambiente. La inclusion tras lavar de nuevo tres veces tuvo
lugar en disolucién de Mowiol (Calbiochem, Heidelberg, Alemania). Como control negativo se utilizd el anticuerpo
isotipico anti-IlgG MOPC-21 (Sigma). La tincion inmunocitoquimica de las células ZR-75-1 con A76-A/C7 puso de
manifiesto que la poblacion celular no era homogénea con respecto a la expresion del epitopo tumoral (figura 5A1).
Para aumentar la expresion y para obtener una poblacion de células ZR-75-1 positiva para A76-A/C7 homogénea,
se seleccionaron las células ZR-75-1 positivas para A76-A/C7 a través de perlas magnéticas y a continuacion se
clonaron mediante dilucion limitada aquellos clones que portan una expresion especialmente intensa y homogénea
de moléculas adecuadas de MUC1. La seleccién tuvo lugar mediante la unidn de 10’ células y el anticuerpo A76-
A/C7 (50 pl del sobrenadante de cultivo de hibridoma) y anticuerpos anti-IgM acoplados a perlas magnéticas asi
como columnas de EM de Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach, Alemania) en condiciones estandar (MACS;
véase la descripcion de producto de las columnas de EM). Se clonaron las células seleccionadas mediante dilucion
limitada, ajustando las células a un titulo celular de desde 150 hasta 300 células por 15 ml de medio de cultivo. Se
distribuyeron 100 pl de esta diluciéon sobre una placa de microtitulacién, de modo que se cultivan 1-2 células por
pocillo. Esta distribuciéon sobre la placa de microtitulaciéon se comprueba al microscopio. De esta manera pudieron
aislarse sublineas ZR-75-1, que expresan el epitopo tumoral de manera homogénea y mas intensa, tal como
muestra la tincion inmunocitoquimica en la figura 5A2.

La figura 5B muestra que la proteina MUC1 en comparaciéon con otras lineas celulares (por ejemplo: MCF-7)
también se libera en grandes cantidades al medio de cultivo celular. Este es el resultado de analisis de ELISA con el
HMFG-1 (clon 1.10.F3, Beckman/Coulter) como anticuerpo de captura y el A76-A/C7 como anticuerpo de deteccion
(figura 5B). Las muestras para este ELISA se obtuvieron sembrando 10° células por ml de medio de cultivo celular,
cultivandolas 3 dias en condiciones estandar (véase anteriormente), tomando a continuacion cada dia una alicuota y
separando el sobrenadante de cultivo celular mediante la centrifugacion del sedimento celular. Se utilizaron 50 pl de
estos sobrenadantes sin diluir o en las diluciones indicadas (figura 5B) en el ELISA. Se realiz6é el ELISA de tipo
sandwich de HMFG-1-A76-A/C7, recubriendo las placas de microtitulacién con el anticuerpo de captura HMFG-1,
diluido 1:250 en PBS (sin indicaciones de concentracion del fabricante), durante la noche en 50 ul de PBS por
“pocillo” a 4°C. A continuacion se bloquearon las placas recubiertas dos veces con Tween 20 al 0,1% en PBS a
temperatura ambiente. Se retiré el tampoén de bloqueo y se lavaron las placas de nuevo tres veces con tampoén de
lavado, para afadir entonces 50 pl de las muestras, sin diluir o en las diluciones indicadas con medio de cultivo
celular, a cada “pocillo” e incubar durante 1,5 h a temperatura ambiente. Como control negativo se sustituyd el
anticuerpo primario mediante medio de cultivo celular o BSA al 2%, Tween 20 al 0,1% en PBS. Tras lavar tres veces
con tampon de lavado se afiadio el anticuerpo A76-A/C7 purificado por afinidad, biotinilado, en una dilucién de 1:500
y se incub6 durante 1 h mas a temperatura ambiente. Tras lavar de nuevo tres veces tuvo lugar la union de
estreptavidina acoplada a peroxidasa del rabano (horseraddish-peroxidase) (diluida 1:500) durante 20 min a
temperatura ambiente. Finalmente se lavaron las placas dos veces en tampoén de lavado y una vez en PBS. La
reaccion cromatica tuvo lugar en 50 pl de tampén acetato 50 mM pH 6,0 con TMB 1 mg/ml (3,3',5,5-
tetrametilbencidina, disolucion madre: 100 mg/ml en DMSO, Sigma) y H20> al 0,025% (Sigma) durante 20 min en la
oscuridad a temperatura ambiente. Se detuvo la reaccion cromatica mediante la adicion de 25 pl de acido sulfurico
2,5 N (concentracion final 0,07 N) y se midi6 en el lector de ELISA a 450 nm con un filiro de referencia de 620 nm.

Se analiz6 la glicosilacion de la MUC secretada en el ELISA con ayuda de diferentes anticuerpos. A este respecto,
en comparacion con el ELISA tipo sandwich de HMFG-1-A76-A/C7 descrito anteriormente se cambid el anticuerpo
A76-A/C7 por anticuerpos que se unen a los hidratos de carbono asociados con tumores Tn (HB-1, Dako, Glostrup,
Dinamarca) o TF (A78-G/A7, U. Karsten et al., 1995) con alta afinidad. La deteccion de los anticuerpos secundarios
(HB-1 y A78-G/A7) tuvo lugar con un anticuerpo anti-IgM de ratén acoplado a POD (diluido 1:5000). La reaccion
cromatica se realizd en acido citrico 25 mM, tampén fosfato pH 5,0 con un 0,04% de H.O, y 0,4 mg/ml de o-
fenilendiamina (Sigma) durante 20 min en la oscuridad a temperatura ambiente, se detuvo mediante la adicion de
acido sulfurico 2,5 N (concentracion final 0,07 N) y se midié en el lector de ELISA a 490 nm con un filtro de
referencia de 630 nm. Pudieron detectarse los epitopos de hidratos de carbono asociados a tumores Tn y TF, el
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ultimo soélo tras tratamientos con neuraminidasa de la MUC1.

b) Sobreexpresion de moléculas de MUC1 asociada a tumores secretora

La sobreexpresion de la MUC1 secretora se consigue mediante la integracion del ADNc de MUC1, cuya expresion
se encuentra bajo el control de un promotor fuerte (figura 5C) en una posicion en el genoma de las células ZR-75-1,
que es especialmente activa desde el punto de vista de la transcripcion. En primer lugar se transfectaron las células
con el vector Rec site, que tras la integracion de Rec site en el genoma, lo que se consiguié mediante la seleccion
de antibidticos, proporciona una expresion estable del gen LacZ. Las células transfectadas de manera estale se
clonaron mediante dilucion limitada (véase el parrafo siguiente) y se identificaron aquellas células que mostraban la
actividad LacZ mas intensa. Estas células permitian la integracion del ADNc de MUC1 con el promotor de CMV a
través de Rec site en una posicion activa desde el punto de vista de la transcripcién en el genoma (figura 5D). Se
amplifico el ADNc de MUC1 mediante RT-PCR a partir de células ZR-75-1 y se cloné mediante restriccion en el
vector de expresion.

Clonacién celular mediante dilucién limitada

Se realizé la clonacion celular mediante dilucion limitada ajustando las células a un titulo celular de desde 150 hasta
300 células por 15 ml de medio de cultivo. Se distribuyeron 100 pl de esta dilucion sobre una placa de
microtitulacién, de modo que se cultivaron 1-2 células por pocillo. Esta distribucion sobre la placa de microtitulacion
se comprueba al microscopio.

c) Purificacion de la MUC1 secretora

Se purificé la MUC1 secretora a partir de varios litros de sobrenadante de cultivo celular con ayuda de una columna
de cromatografia de afinidad A76-A/C7 en condiciones estandar. El analisis de la proteina purificada dio como
resultado en SDS-gel de poliacrilamida varias bandas, que migraron conjuntamente con una preparacién de MUC1
obtenible comercialmente (figura 5E).

Ejemplo 5B) Influencia de la activacion de células T mediante MUC1 secretora purificada, que porta el epitopo
tumoral de MUCA1

Con ayuda de la MUC1 asociada con tumores secretada purificada con A76-A/C7 se incubd con células T
enriquecidas (véase anteriormente) junto con PBL irradiadas. Las células T y PBL procedian de dos pacientes
diferentes, de modo que se provoco una reaccion alogénica, que se detectd por medio de la proliferacion de células
T en el ensayo de BrdU (véase anteriormente). En presencia de MUC1 asociada a tumores secretada purificada no
se establecio ninguna indicacion de un efecto inmunosupresor de MUC1 en esta “reaccion leucocitaria mixta”. Por el
contrario, en la concentracion mas elevada pudo observarse un efecto estimulante claro. Las sustancias de
referencia eran PBS o mucina submaxilar bovina (BSM) 10 ug/ml (figura 5F).

Ejemplo 6

Produccion de un anticuerpo monoclonal con ayuda de MUC1 inmunoestimulante purificada con A76-/C7, que
presenta un efecto de unién aditivo especialmente intenso.

1. Origen de las células de partida

a) Se obtuvieron las células de bazo en condiciones estériles (Laminarbox) de un ratdon hembra inmunizado segun el
punto 2 de la linea consanguinea Balb/c.

b) Como linea celular de fusién se emple6 X63-Ag8.653 (linea celular de plasmocitoma de Balb/c; Kearney et al., J.
Immunol 123:1548-1550, 1979). Se mantuvieron en medio RPMI 1640 con adicidon de suero bovino fetal inactivado al
10% y B-mercaptoetanol 5 x 10° M.

c) Como células alimentadoras sirvieron células peritoneales de ratones Balb/c del mismo origen que en a). Se
extrajeron en condiciones estériles segun la metodologia publicada el dia antes del experimento de fusion o de la
clonaciéon y se sembraron en placas de microtitulacion de cultivo celular (Karsten, en: Friemel, Immunologische
Arbeitsmethoden, 42 ed., Jena 1991, pags. 309-320).

2. Inmunizacioén

Como inmunégeno sirvieron 100 ng de MUC1 que se obtuvo mediante cromatografia de afinidad con A76-A/C7
(véase el ejemplo 5). Se aplicéd i.p. MUC1 en PBS con adyuvante incompleto de Freund y 5 semanas y 9 semanas
mas tarde se reforzé en cada caso con la MUC1 purificada con A76-A/C7.

3. Generacién de los hibridomas

Se realizd la técnica del hibridoma segun los métodos convencionales publicados (Peters et al., Monoklonale
Antikorper, Herstellung und Charakterisierung, Berlin 1985). La fusion tuvo lugar 4 dias tras el ultimo refuerzo. Como
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agente de fusion su utilizé PEG. La seleccion de los hibridomas tuvo lugar por medio de azaserina/hipoxantina; para
apoyar el crecimiento se usaron células peritoneales de raton.

Se sometieron a prueba los hibridomas generados por medio de ELISA en MUCH1, glicopéptidos de MUC1
inmovilizados y en pruebas de inmunofluorescencia en lineas celulares positivas para MUC1 (por ejemplo células T-
47D, células ZR-75-1 y sublineas celulares) para determinar la secrecion de anticuerpos especificos. Las
clonaciones tuvieron lugar por medio de dilucién limitante segun técnicas convencionales en presencia de células
peritoneales de raton (Karsten, en: Friemel, Immunologische Arbeitsmethoden, 42 ed., Jena 1991, pags. 309-320).
Se determinaron los isotipos por medio de un kit de ELISA para isotipos comercial (Pharmigen).

Ejemplo 7: Investigaciones con respecto a la citotoxicidad especifica de tumores

a) ldentificacion y generacion de una subpoblacion de células MCF-7 humanas, que expresan intensamente MUC1
con el epitopo tumoral

Se cultivaron células MCF-7 (ATCC: HTB-22), tal como se describe en detalle en el ejemplo 5 para ZR75-1, y se
aislaron a partir de las células con ayuda de perlas magnéticas con células A76-A/C7 y a continuacion se clonaron
mediante dilucién limitada aquellos clones que portan una expresion especialmente intensa y homogénea de
moléculas de MUC1 adecuadas. De esta manera pudieron aislarse sublineas MCF-7, que expresan el epitopo
tumoral de manera homogénea y mas intensa que la linea de partida.

b) Generacion de células Nemod-mDC maduras cargadas con lisados de MCF-7

Como células dendriticas se produjeron células dendriticas eficaces (documento DE 10139428.4) a partir de células
NemodDC-1, que procedian de MUTZ-3. Se diferenciaron células dendriticas eficaces mediante la diferenciacion a
partir de células NemodDC-1 (células precursoras, prec-NemodDC) a células dendriticas sin madurar (i-NemodDC),
se cargaron con antigeno y a continuacion se maduraron para dar células dendriticas eficaces maduras (m-
NemodDC), que pueden activar las células T especificas de antigeno. I-NemodDC, que se cargan con antigenos, las
captan, las procesan y presentan fragmentos peptidicos de los antigenos en el contexto de sus moléculas de clase
de MHC, por ejemplo MHC [-A2. Con ayuda de estas células dendriticas eficaces pueden estimularse células tanto T
cooperadoras como CTL especificas a partir de células T virgenes, asi como estimularse células NKT y expandirse.

Se diferenciaron 4 x 10° células prec-Nemod-DC en 40 ml de volumen de reaccion en aMEM + FCS al 20% +
CM5637 al 10% con 1000 U/ml de GM-CSF, 1000 U/ml de IL-4 y 2,5 ng/ml de TNFa durante 7 dias. A continuacion
se cargaron las células (i-NemodDC) durante 6 h con una cantidad adecuada de lisado de células tumorales de las
células MCF-7 descritas anteriormente, que se produjo mediante multiples congelaciones y descongelaciones
alternas con ayuda de nitrégeno liquido, y a continuacion se maduraron con TNFa durante 24 h mas, se irradiaron
(30 Gy) y se utilizaron para la estimulacion de linfocitos T.

c) Aislamiento de células T CD8+ por medio de microperlas

Se purificaron células T CD8+ de donantes positivos para HLA-A2 a través de un aislamiento MACS con ayuda de
perlas magnéticas recubiertas con anticuerpo (Miltenyi, informacion de producto del fabricante) segun
procedimientos conocidos a partir de PBMC de preparaciones Buffy Coat convencionales.

d) Generacion de células T citotoxicas (CTL)

Se estimularon los linfocitos T CD8+ (1 x 10° linfocitos T CD8+/ml) de un donante positivo para HLA-A2
semanalmente con m-NemodDC cargadas con lisado de células tumorales (lisados MCF7) (razén 1:10) en medio
(AIM 'V + 10 U/ml de IL- 2 a partir del dia 7) (Prime + Restimulation).

e) Prueba de citotoxicidad

En primer lugar se lavaron las células diana (MCF-7, LS 174 T y T2), que se encuentran en un estado vital y
fisiolégicamente estable, en medio frio (DMEM + FCS al 5%) y tras la centrifugacién (300 x g, 7 min, TA) se
absorbieron en tampoén europio (HEPES 50 mM, cloruro de sodio 93 mM, cloruro de potasio 5 mM, cloruro de
magnesio 2 mM, DTPA 10 mM, acetato de europio Ill 2 mM). A este respecto se pasaron 5 x 10° células diana a un
volumen de 800 pl en una cubeta de electroporacion (d = 4 mm). Antes y tras la electroporacion tuvo lugar un tiempo
de incubacion de 6 a 10 minutos sobre hielo. La electroporacion se realizé con un multiporador Eppendorf (30 ps,
710V 0 1100 V y 1 pulso). Tras lavar 5 veces con medio, la célula diana marcada esta disponible para su uso en la
prueba de citotoxicidad. A este respecto se utilizd o bien directamente tras la determinacion de la vitalidad y
densidad celular (MCF-7 o LS 174 T) o bien se marco para la investigacion de células efectoras especificas para
péptidos durante 2 horas mas con péptido (A2-péptido de MUC1: por ejemplo LLLLTVLTL; HIV-gag A2-péptido
irrelevante; en cada caso 5 mg/ml) (células T2). Para la prueba de citotoxicidad se dispusieron previamente células
diana marcadas (de 5 a 10 x 10% en un volumen de 100 pl/depresion en una placa de microtitulacion con fondo
redondo. A continuacion se afadieron células efectoras, igualmente en un volumen de 100 pl, en diferentes
concentraciones celulares, de modo que se obtuvo como resultado una razén de célula efectora con respecto a
célula diana de desde 1,25:1 hasta 100:1. Ademas de estas mezclas basicas se aplicaron muestras para la
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determinacion de la sefial de fondo (BR), de la liberacion espontanea y maxima. La sefial de fondo consistia en una
muestra de medio libre de células al inicio del ensayo. La liberacion espontanea (SR) da informacion sobre la
estabilidad del marcaje de la célula diana con europio. Para la determinacion se cultivaron células diana marcadas
sin células efectoras y tras la finalizacion del tiempo de incubacion se determiné la concentracion del europio
liberado. Se determiné la liberacion maxima (MR) mediante células diana marcadas, que se incubaron igualmente
sin células efectoras, pero con un reactivo artificial (en este caso con etanol con una pureza del 50%), a lo largo de
la duracion de la prueba y se llevaron hasta lisis total. Mediante las magnitudes definidas anteriormente se calcul6 la
proporcion porcentual de liberacién espontanea, que para la valoracion de una prueba como satisfactoria deberia
encontrarse por debajo del 30%. Ademas se caracterizd la proporcion porcentual de la actividad citotoxica especifica
de la célula efectora.

SR(recuentos)— BR(recuentos)

x100
MR (recuen tos ) —BR (recuen tos )

%deliberacion espontanea =

Célula efectora/ diana(recuentos)— SR(recuentos)
MR(recuentos)— SR (recuentos)

%deliberacion especifica= x100

Tras el tiempo de incubacion de 4 horas se separé mediante la centrifugacion de la placa de microtitulacion (500 x g,
5 min, TA) el sobrenadante de cultivo que contenia europio. A continuacion se pasaron 20 ul de este sobrenadante
de cultivo a una placa de microtitulacion con fondo plano en la que se dispusieron previamente 200 pl de disolucion
de potenciacion/depresion y se incubd durante 15 min mas en un agitador de placas. Durante este tiempo de
incubacion se genera a partir del quelato de europio-DTPA, con formacion de un quelato de europio-NTA, un
complejo fluorescente. Se midieron las muestras en un fluorimetro con retardo de tiempo (Victor?, PerkinElmer), a
una longitud de onda de 613 nm.

En el ensayo se us6 MCF-7 como célula diana relevante (figura 6, MCF7)y LS 174 T (figura 6, LS174T) como célula
diana irrelevante. Ademas se usaron células T2, que no pueden procesarse y solo pueden cargarse mediante A2-
péptidos definidos en sus moléculas MHC de clase | A2. A este respecto se us6é un A2-péptido de MUC1 para
someter a prueba una estimulacion eficaz de células T originariamente virgenes, que estan dirigidas
especificamente contra MUC1, con ayuda de la molécula de MUC1 segun la invencion, que en el presente ejemplo
estan presentes en lisados celulares correspondientes, (T2 + MUC1). Como control negativo se us6 un HIV-gag A2-
péptido (T2 + HIV).

Los datos muestran que con ayuda de las moléculas de MUC1 segun la invencion puede generarse en un lisado
celular una respuesta inmunitaria citotdxica especifica para MUC1 frente a células, que portan MUC1 en la superficie
en el contexto de HLA-A2. Estos datos inmunoldgicos muestran que las moléculas de MUC1 segun la invencion
pueden usarse tanto como tales para la activaciéon de una respuesta antitumoral eficaz como en forma de células
dendriticas, que se cargaron con las moléculas de MUC1 segun la invencion. Ademas, los datos muestran que las
células T especificas para MUC1 pueden expandirse y activarse de manera especifica ex vivo con ayuda de las
moléculas de MUC1 y células dendriticas segun la invencion, con lo que se muestra idoneidad para terapias con
células T adoptivas.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> Nemod AG
<120> procedimiento para la produccion de una MUC1 inmunoestimulante
<130> G 1623 PCT S3
<160> 1
<170> Patentln versién 3.1
<210> 1
<211> 1721

<212> ADN
<213> Homo sapiens
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REIVINDICACIONES

Procedimiento in vitro para la produccion de una molécula de MUC1, que puede provocar una respuesta
inmunitaria estimulante en el ser humano, que comprende:

(a) poner en contacto una mezcla de moléculas de MUC1 a partir del sobrenadante de células ZR-75-1 con
el anticuerpo A76-A/C7 durante un periodo, que es suficiente y en condiciones, que son adecuadas, para
que se forme un inmunocomplejo;

(b) aislar el inmunocomplejo; y
(c) poner a disposicién la molécula de MUC1 a partir del inmunocomplejo.
Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se usa cromatografia de afinidad.

Procedimiento para la produccién de un farmaco que comprende las etapas del procedimiento segun la
reivindicacion 1 o 2 y que comprende ademas la etapa de formulacion de la molécula de MUC1 en una
forma farmacéuticamente compatible.

Uso de una molécula de MUC1 inmunoestimulante que puede obtenerse mediante un procedimiento segun
la reivindicacion 1 o 2 para la produccién de un farmaco para el tratamiento o la prevencion de tumores.

Molécula de MUC1 inmunoestimulante que puede obtenerse mediante un procedimiento segun la
reivindicacion 1 o 2 para su uso en el tratamiento o la prevencién de tumores.

Molécula de MUC1 purificada, que actia de manera inmunoestimulante en el ser humano y que puede
obtenerse mediante un procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2.
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Figura 1A

Unién del Acm A76-A/C7 (tipo GD-1) a una MUC1
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Figura 2
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Figura 3A

Unién del Acm A76-A/C7 a péptidos de MUC1
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Figura 3B
Union del Acm Mc5 a péptidos de MUC1
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Figura 4

' Unién del Acm VU-4H5 a péptidos de MUC1
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Figura 5A

1) Células ZR-75-1 antes del enriquecimiento
mediante A76-A/C7 y clonacién

2) Células ZR-75-1 después del enriquecimiento
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Figura 5B
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Figura 5C (1)

A. Vector de expresion

gen de
Recsite | resistencia a Pcmv nucl poliA
antibidticos 2

B. Secuencia de ADNc de muc1 humanas, que se clonaron en el vector de expresion. Estan marcados en

verde los cebadores que se usaron para la amplificacién del ADNc a partir de ADNc de ZR-75-1

CTTAAGGGAC CGACGAACTT AGACAAGACG GGGGAGGGGT GGGTAAAGTG
+20 +30 +40

GAATTCCCTG GCTGCTTGARA TCTGTTCTGC CCCCTCCCCA cee

51 *** ********** dkkkdkdkddkdkrdh Fhkhkdhdrkddhkdkd dhhkhdkdhrddd

GTGGTGGTAC TGTGGCCCGT GGGTCAGAGG AAAGAAGGAC GACGACGAGG

+10 +20 +30 +40
TCACAGTGCT TACAGTTGTT ACAGGTTCTG GTCATGCAAG CTCTACCCCA
101 dhhkhhkrhkhkkk FFARAFAAEFR Frdrhrrhrhk khkrhhddhdhk kbdbhkhhkihid
AGTGTCACGA ATGTCAACAA TGTCCAAGAC CAGTACGTTC GAGATGGGGT

+10 +20 +30 +40
GGTGGAGAAA AGGAGACTTC GGCTACCCAG AGAAGTTCAG TGCCCAGCTC
151 hkhkkhkkhhkhkkk *hhkhArdhrhrd khdhhhbhhhkd hhkbhhhkdhidk Ahhdhhbkhddi
CCACCTCTTT TCCTCTGRAG CCGATéGGTC TCTTCAAGTC ACGGGTCGAG

+10 +20 +30 +40
TACTGAGAAG AATGCTGTGA GTATGACCAG CAGCGTACTC TCCAGCCACA
201 khkhkhkhkhhkdkrk *hhkhkhkdhhkdd hhhdkhhhhhkd ddrdhhrkdhhd Ahkdhhhhkd
ATGACTCTTC TTACGACACT CATACTGGTC GTCGCATGAG AGGTCGGTGT

+10 +20 +30 +40
GCCCCGGTTC AGGCTCCTCC ACCACTCAGG GACAGGATGT CACTCTGGCC
251 ok hkhkhhhkkk khkkhkhrhhikd hkhkdhhhkrhhkhkd kdhdhhkidhkrhk Rhkrhkkrrhkk
CGGGGCCRAG TCCGAGGAGG TGGTGAGTCC CTGTCCTACA GTGAGACCGG

+10 +20 +30 +40
CCGGCCARCGG AACCAGCTTC AGGTTCAGCT GCCACCTGGG GACAGGATGT
301 kkkkkhkhkihk Fhhkhkrhkhhhkd hrkFhbhbhbrd hhdkdhdddhrdr dhkddhrdrdhd
GGCCEGTGECC TTGGTCGAAG TCCAAGTCGA CGGTGGACCC CTGTCCTACA

+10 +20 +30 +40
CACCTCGGTC CCAGTCACCA.GGCCAGCCCT GGGCTCCACC ACCCCGCCRG
351 kkhkhkdhhkdtdr Fhhhhrdhhid dhhhddbhhdkd hhkrhhkhbrhkdtd Ahrrrkirihhd
GTGGAGCCAG GGTCAGTGGT CCGGTCGGGA CCCGAGGTGG TGGGGCGGTC

+10 +20 +30 +40
CCCACGATGT CACCTCAGCC CCGGACAACA AGCCAGCCCC GGGCTCCACC
401 ddekdhhdkhdhkd hhkdbhddhdhhhd hhhhdddddd ddddhhdhdhd ddekdhhokodkdhh
GGGTGCTACA GTGGAGTCGG GGCCTGTTGT TCGGTCGGGG CCCGAGGTGG

+10 +20 +30 +40
GCCCCCCCAG CCCACGGTGT CACCTCGGCC CCGGACACCA GGCCGCcccece
451 hhkhhkdkhhhkrtdt hhkrrbrrhrd dhkdhhrdddd hhbdhdrhdhkd khdbdhhbrrrd
CGGGGGGEGETC GGGTGCCACA GTGGAGCCGG GGCCTGTGGT CCGGCGGGGGE

+10 +20 +30 +40
GGGCTCCRCC GCCCCCCCAG CCCACGGTGT CACCTCGGCC CCGGACACCA
501 kkkhkkkhhhd *khk*khkkrdxhitk hhkddhhrdhdd khihhkhkrddd hhhkkdhrrik
CCCGAGGTGG CGGGGGGGTC GGGTGCCACA GTGGAGCCGG GGCCTGTGGT

+10 +20 +30 +40
GGCCGCCLCCC GGGCTCCACC GCGCCCGCAG CCCACGGTGT CACCTCGGCC

551 khkkhkhrhhkidr khdhhrhhdd dhkdhkhrbhhdd khhrhhddrd dhdbhkdhddii

CCGGCGGGGG CCCGAGGTGG CGCGGGCGTC GGGTGCCACA GTGGAGCCGG
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Figura 5C (2)

+10 +20 +30 +40
CCEEACACCA GGCCGGECCCC GAGCTCCACC GCCCCCCCAG CCCATGGTGET
6“1 ddkddkh bk Adkhddddhd AR bRk E Awh b AR EE R Rk ke
GECCTGTEET COGGCCGGGE CCOGAGGTGE CGGEEGEGETC GGGTACCACA

+10 +20 +30 +40
CACCTCEECC COGGACARCE GGOCCGCCTT GGOGTCCACC GCOCCTCCAG
551 Ehkdd kb dkd *hkikikhEah FhEEA bR kk FRE AR Edddl kEddhkEkEEEh
GTGEGEAGCCES GGCCTETTGET CCOGGLGEAR CCGCAGGTGE CGGGGRGGETC

+10 +20 +30 +40
TCCACARATET CACCTCGGCC TCAGGCTCTG CATCAGGCTC AGCTTCTACT
Tul hbdwEkhkkdd whbFhhAkak FedddhEhdd bbb b b ddhh ke ddkkkEEd
BGGETETTACA GTGGAGCCGES AGTCCGRGAC GTAGTCCGRG TOGRAGATGEA

+10 +20 +30 +40
CTGGTGCACA ACGGCACCTC TGUCRGGGCT ACCACARCCC CAGCCAGCAR
?51 whbhkhkhhk Fhhhddhhkdd dhhkEEEAEEL AAA bR EAE hddh b ddhdb bk
GRCCRACGTGT TGECCGTGGAG ACGGTCCCGERA TGETGTTGEGE GTCGGTCGTT

+10 +20 +30 +40
GAGCRACTCCA TTCTCAATTC CCAGCCACCA CTCTGATACT COTACCRCCC
BO1 wddddddddd hhdokhwdohdd dhdkkdkdhhkdd Ehddhkdhhkd dhkkdddddd
CTCGTGAGET AAGAGTTAAG GGTCGCTGGT GAGACTATGA GGATGGTGGS

+10 +20 +30 +40
TTGCCRGCCA TAGCACCAAG ACTGATGCCH GTAGCACTCA CCATAGCRCG
BE1 #wwhkdhddd dhdhdddhdw dhkhhokhhhh ko ddhdh kb b Edd Rk hdd
ARCGGTCGET ATCGTGETTC TGACTACGST CATOGTGAGT GGTATCSTGC

+10 +20 +30 +40
GTACCICCTC TCACCTCCTC CAATCACAGC ACTTCTCCCC AGTTGTCTAC
GO #ehdhddaEd bk dddb bk hk dddhhhhhhd bk R b hhd bR AR
CATGGRGGRAG AGTGGRGGAG GTTAGTIGTCG TGARGRGGGG TCRRCAGATG

+10 +20 +30 +40
TEGEEETCTCT TTCTTTTTOC TGTCTTTTCA CATTTCARAC CTCCAGTTITA
951 whdh bbb dhd hkddFddhbEddd FREFddkhkAEAE b Ak drdbhrbdd dhd bR A kd b d
ACCCCAGAGR ARGRRARAGE ACAGAARAGT GTAARGTTTG GAGGTCARAT

+10 +20 +30 +40
ATTCCTICTCT GGAAGATCCC AGCRACCGACT ACTACCARAGA GCTGECAGAGHR
1D|:.1*+i-i-*-pjp+h- ke b hkdd hhkbdddhkddd dhdhdhbdbdwd ddhdhddbddd
TARGGRGAGR CCTTCTAGGE TCGTGGCTGA TGATGGETTCT CGRACGTCTCT

+10 +20 +30 +40
GACATTTCTG ABATGTTTTT GCAGATTTAT AARCARGGSS GTTTTCTGGG
QOGS Erd bk kb ddhd dhdadhhddd hkkddhhhbd dhhhbddkdd bbb abbd
CTGTARRGAC TTTACRAAAR CGTCTAAATA TTTGTTCCCC CARARAGRCCC

+10 +20 +30 +40
CCTCTCCAAT ATTAAGTTCA GGCCAGGATC TGTGGETGETA CAATTGEACTC
110 FF R F e h o Rk Rk dhkdd ok RAdh wwhd ok ddd R R
GEAGAGGTTA TAATTCRRGT CCGGTCCTAS ACACCACCAT GTTARCTGAG

+10 +20 +30 +40
TEGCCTTCCG BGARGGTACC ATCAATGTCC ACGACGTGGA GACRCAGTTC
llSl****ti**** Ehkkkbddhdk dhhohbbddhhkk hkhkdkddhkrhhkd khhkhkdAhhkd
ACCGEGARGGEC TCOTTCCATGG TAGTTACAGSE TGCTGCACCT CTGTGTCAAG

+10 +20 +30 +40
ARTCAGTATA ARACGGAAGC AGCCTCTCGER TATAACCTGSA CGATCTCAGR
12U1w*itiiiitw gk d b dd ddddhkdkdhdhd dhbbdkaddd Wbk bk
TTRAGTCATAT TTTGCCITCG TCGGAGAGCT ATATTGGACT GCTAGAGTCT

+10 +20 +30 +40
CGTCAGCGTG AGTGATGTGC CATTTCCTTT CTCTGCCCAS TCTGGGECTE

1251**!*{*&*** dhhkhkwwdhdd Awh b kkkk khEkddhkdhhd ke hddhkdkdk

GCAGTCGCAC TCACTACRCG GTARAGGARAR GCAGACGGGTC AGACCCCGAC
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Figura 5C (3)

+10 +20 +30 +40
GGETGCCAGE CTGGGGCATC GCGCTGCTGG TGCTGGETCTG TGTTCTGGTT
1301********** hkFhkdhdhkd Fhhkhrddhdtd dhhhdkibdbirtd FRhErA R R hR
. CCCACGGTCC GACCCCGTAG CGCGACGACC ACGACCAGAC ACARGACCAR

+10 +20 +30 +40
GCGCTGGCCA TTGTCTATCT CATTGCCTTG GCTGTCTGTC AGTGCCGCCG
1351*#******** EhkEkEk Ak bh g AhEhkhkhkEdrdd FhdFdhhbrbddt EThhkdkidddtiih
CGCGACCGGET RACAGATAGA GTAACGGRAC CGACAGACAG TCARCGGCGGC

+10 +20 +30 +40
ARAGARCTAC GGGCAGCTGG ACATCTTTCC AGCCCGGEGAT ACCTACCATC
1401********** dhkdhdrddd Fhkdkhkhkdrirdkd Fhdddhkhdhdbd dhkdhkdkddhhd
TTTCTTGATG CCCGTCGACC TGETAGARAGGE TCGGGCCCTA TGGATGGTAG

+10 +20 +30 +40
CTATGAGCGA GTACCCCACC TACCACACCC ATGGGCGCTA TGTGCCCCCT
1451**#******* ddddhbhAhhd *hkddhhbhhdd dhkbddddddd Fhdidhdhdddd
GATACTCGCT CATGGGGTGG ATGGTGTGEGGE TACCCGCGAT ACACGEGGGA

+10 +20 +30 +40
AGCAGTACCG ATCGTAGCCC CTATGAGRARG GTTTCTGCAG GTRAATGGTGG
151]1***-}-****** *hkhkhkhkdrrdhdd FThhhddtrdbdd dhddbrddddd dhbddbreddbhit
TCGTCATGGC TAGCATCGGG GATACTCTTC CAAAGACGTC CATTACCACC

+10 +20 +30 +40
CRGCAGCCTC TCTTACACAA ACCCAGCAGT GGCAGCCACT TCTGCCRACT
1551********** I TTEEEE L2 SRS EE EEEEEEESTESEBEEEEEEEEEE
GTCGTCGGAG AGRATGTGTT TEGGTCGTCA CCGTCGGTGA AGACGGTTGA

+10 +20 +30 +40Q
TGTAGGGGECA CGTCGCCCTC TGAGCTGAGT GGCCAGCCAG TGCCATTCCA
16{]1**1‘** _____________________________________________

ACATCCCCGT GEEGCLOGAG! AUTCGAGTIOR: GCGGTCGGTC ACGGTAAGGT
+10 +20 +30 +40
CTCCACTCAG GGCTCTCTGG GCCAGTCCTC CTGGGAGCCC CCACCACRAC

GAGGTGAGTC CCGAGAGACC CGGTCAGGAG GACCCTCGGG GGIGGTGITG
+10 +20 +30 +40
ACTTCCCAGG CATGGAATTC C

1701-———====== —=m——————— -
TGAAGGGTCC GTACCTTARG G
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Figura 5D (1)

A. Vector Rec site

, gen de resistencia
Pyww | ATG| recsite |aantibioticos 1 |——
lacZ

Caracteristicas de las células huésped transfectadas de
manera estable:

- Integracion del sitio de recombinacion junto con
el gen de fusion de resistencia a antibioticos 1 lacZ

- Resistencia frente al antibidtico 1, expresion del
gen lacZ (actividad 3-galactosidasa)

- en funcién del lugar de integracién del sitio de
recombinacion y del gen de fusién en el cromosoma, se
diferencian los transfectantes con respecto a la intensidad
de la expresion del gen de fusidon (efecto de posicion
cromosomica). Deteccidén mediante actividades
B-galactosidasa de intensidades diferentes.
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Figura D (2)

A. Integracion del ADNc de muci a través del Recsite en el
genoma de ZR-75-1

Vector de expresion
de recombinasa

Pouv | Gen de recombinasa |poliA |——

+

Vector de expresion de muc1
con sitio de recombinacion
(Rec site)

en
—|Tec Ee resistencia H Poevv | mucl | POlIA- | ——

site b antibiéticos 2

recombinacion

Producto de la
l especifica de lado
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Figura 5E

BSM - mucina submaxilar bovina 1

MUCI1 — mucina 1 de sobrenadantes de
cultivos celulares
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lisis especifica [%)]

Figura 6
0 1
Célula diana:

21| L] MCF7
LS174T

20 Il T2+ MUC1

' T2 + HIV

15

10

5

0 .
1:1,25 15 1:20

Razén (célula diana:célula efectora)

% de SR
MCF7 8,86
LS147T 7,58
T2 + MUC1| 3,18
T2 +HIV 4,37
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