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DESCRIPCION
Péptidos de epitopos del receptor de EGF y usos de los mismos.

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere generalmente a péptidos de epitopos del factor de crecimiento,
particularmente péptidos de epitopos del receptor de la familia de EGF. La invencién también se refiere al uso de los
péptidos del receptor en la generacién de anticuerpos que tienen actividad anti-tumoral o anti-cancerosa o en la
estimulacion de una respuesta inmunoldgica. La invencién se refiere adicionalmente a anticuerpos dirigidos
especificamente contra los péptidos del receptor.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el EGFR de2-7 como dianas para terapia. El
tratamiento inmunoterapéutico del cancer tiene la ventaja tiene la ventaja sobre las terapias tradicionales, tales como
cirugia, radioterapia y quimioterapia, de que puede haber una alta especificidad para la enfermedad diana. Pueden
usarse mAb especificos de tumor para marcar células cancerosas, creando la necesidad de identificar y localizar
antigenos asociados a tumor como dianas potenciales. La sobreexpresion de los receptores del factor de
crecimiento, tales como EGFR, el receptor de IL-2 y p185 HER2 a menudo se asocia a tumores, tales como tumores
de pulmén, mama, cabeza y cuello y ovario.

[0003] EI EGFR pertenece a una familia de proteinas de receptores del factor de crecimiento de tirosina cinasa.
Durante mucho tiempo, el EGFR ha sido objeto de investigacion, y recientemente se han realizado estudios de
determinacion de estructura exitosos de los dominios extracelulares (Ogiso H y col. Cell 2002, 110: 775-787; Garrett
TP y col. Cell 2002, 110:763-773; Ferguson KM y col. Cell 2003, 11: 507) y el dominio de cinasa intracelular (Stamos
J y col. J.Biol.Chem. 2002, 277: 46265-46272). Esto ha proporcionado informacién vital para el comportamiento del
receptor y sus ligandos. El EGFR es una molécula asociada a la superficie celular, que se activa a través de la unién
de un ligando altamente especifica, tal como EGF y el factor de crecimiento transformante alfa (TGF a). Después de
la union del ligando, el receptor dimeriza, lo que se traduce en la fosforilacion de la regién de la tirosina cinasa
intracelular. Esto conduce a una sefializacién en la direcciéon 3', activando una cascada de respuestas que da lugar
al crecimiento y la proliferacion celular. Dado que las células tumorales, a diferencia de las células normales, son
dependientes del EGFR para realizar su funcién, y debido a la gama de posibilidades de inhibir el control regulador
del EGFR de la proliferacion y la diferenciacion en las células, el receptor es una diana comun para terapia. El EGFR
normalmente se expresa en el higado y la piel, encontrando a menudo un aumento de la actividad en los tumores
sélidos, tales como tumores de cabeza y el cuello, colorrectal, pancreas, glioma, vejiga y pulmén, por lo que es un
marcador pronéstico Util. A menudo, la sobreexpresion del EGFR se acompafia por un aumento de la produccién de
TGF a lo que supone una ventaja sobre el crecimiento del bucle autocrino con respecto al tumor. Ademas, se
descubrié que la amplificacion génica de EGFR y la transposicion Curtius que se observa en algunos tumores, a
menudo se asocia con la aparicion de formas mutantes del EGFR (Libermann TA, y col. Nature 1985, 313: 144-147,
Wong AJ, Proc Natl Acad Sci USA 1992, 89: 2965-2969; Frederick L, y col. Cancer Res 2000, 60: 1383-1387). Uno
de los mutantes mas comunes es la variante EGFR (EGFRvIII o de2-7EGFR). El de2-7EGFR tiene una delecion en
el mismo marco de lectura de 801 pares de base, correspondiente a una sobreexpresion de exones faltantes de
trancripciones 2-7, y una delecion dimensionable de los restos aminoacidicos 6-273 en el dominio extracelular, con
una glicina novedosa insertada en el sitio de empalme (Wong AJ y col. Proc Natl Acad Sci USA 1992, 89: 2965-
2969; Sugawa N. y col. Proc Natl Acad Sci USA 1990, 87: 8602-8606; Yamazaki H. y col. Jpn J Cancer Res 1990,
81: 773-779; Ekstrand AJ y col. Proc Natl Acad Sci USA 1992, 89: 4309-4313). Esta forma truncada del EGFR no
depende de la unién de ligando, y es constitutivamente activa. El de2-7EGFR se expresa en una fraccion grande
(>50%) de gliomas malignos y también existen informes que vinculan el de2-7EGFR con carcinomas de mama
(27%), ovario, préstata y pulmon (17%) (Wong AJ, y col. Proc Natl Acad Sci USA 1992, 89: 2965-2969; Garcia dP y
col. Cancer Res 1993, 53: 3217-3220; Wikstrand CJ y col. Cancer Res 1995, 55: 3140-3148; Moscatello DK y col.
Cancer Res 1995, 55: 5536-5539).

Anticuerpos Anti-EGFR

[0004] Muchos estudios se han centrado en la produccion de anticuerpos para la region extracelular del EGFR.
Los mAb generados median su actividad antitumoral principalmente mediante el bloqueo de la unién del ligando y
también la interrupcién de la sefializacion. Se desarrollaron inicialmente varios mAb por Peng y col. 1996 (Peng D y
col. Cancer Res 1996, 56: 3666-3669) y Mendelson y col. 1997 (Mendelsohn J Clin Cancer Res 1997, 3: 2703-2707)
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para reconocer especificamente el EGFR. Se usaron los Mab 425, 528 IgG2a y 225 IgG1 para tratar pacientes con
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Sturgis EM, y col. Otolaryngol. Head Neck Surg 1994, 111:
633-643). El trabajo experimental, incluyendo el radiomarcado, ha demostrado que el mAb 425 es un inhibidor eficaz
del crecimiento tumoral, incluyendo los gliomas (Rodeck U y col. J Cell Biochem 1987, 35: 315-320; Brady LW y col.
Int J Radiat Oncol Biol Phys 1991, 22: 225-230; Faillot T y col. Neurosurgery 1996, 39: 478-483). El IMC-C225 mAb
reconoce especificamente el EGFR, y tiene mucho potencial en el tratamiento de canceres, tales como de cabeza y
cuello, colorrectal, pancreas y pulmon. El mAb255 regula a la alza p27 K1P1 e induce el arresto de G1 en una linea
celular de cancer de préstata. Posteriormente, se desarrollé6 una versién quimérica (ERBITUX™ (Imclone Systems,
NY) IMC-C225) del anticuerpo 225 de ratén para extender su capacidad terapéutica. EI IMC-C225 ha aumentado la
afinidad de union para el EGFR y es mas eficaz en la reduccién del crecimiento de xenoinjerto en ratones. Tanto los
anticuerpos de raton como quiméricos son incluso mas eficaces cuando se dan en terapia de combinacion con
radiacion (Robert F y col. J Clin Oncol 2001, 19: 3234-3243) o quimioterapia (Shin DM y col. Clin. Cancer Res 2001,
7:1204-1213). El mecanismo terapéutico de accién del IMC-C225 parece incluir una funcién de bloqueo de receptor
eficiente y una capacidad para ADCC. El IMC-225 puede reducir el tamafio tumoral en los pacientes. Se requieren
grandes dosis de IMC-C225 para saturar los sitios de unién al higado y la piel y los efectos adversos son
principalmente erupcién en forma de acné y prurito. Los ensayos clinicos han demostrado tasas de respuesta
parciales del crecimiento tumoral en pacientes de entre el 11% y el 22% cuando se combinan con cisplatino. El
progreso preclinico y clinico de este anticuerpo se contempla en revisiones de Baselga y col. [49] y Mendelsohn y
col. (Baselga J y col. J Clin Oncol 2000, 18: 904-914; Mendelsohn J J.Clin.Oncol. 2002, 20 Suppl 1: 1S-13S).

[0005] EI mAb R3 se alzé contra el EGFR y se desarrolld inicialmente para su uso en radioinmunoterapia
(Waterfield MD, y col. J.Cell Biochem. 1982, 20: 149-161; Ramos-Suzarte M, y col. J. Nucl. Med. 1999, 40: 768-775).
Tanto la forma quimérica como humanizada de R3 se han producido y se han ensayado en monos veces Africanos.
La version humanizada de R3 conservé la misma afinidad de union del anticuerpo de raton, y se descubri6é que era 2
veces menos inmunogénico que el anticuerpo quimérico. Los estudios preclinicos de xenoinjertos en ratones usando
mAb humanizados de raton marcados con tecnecio mostraron un mayor potencial como herramienta diagnéstica con
la versién humanizada que los murinos. EI mAb anti-EGFR de rata, ICR62, compite de forma eficaz para la unién de
ligando y erradica los xenoinjertos de tumor humano (carcinomas de células escamosas) en ratones. Los ensayos
clinicos en fase | informaron de que el anticuerpo se administré con seguridad a pacientes con carcinomas de
células escamosas, y esto se ha usado desde entonces para investigar las vias de sefializacién de los receptores
del factor de crecimiento y sus ligandos en lineas celulares de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
(O-charoenrat P y col. Clin. Exp. Metastasis 2000, 18: 155-161; O-charoenrat P y col. Int. J. Cancer 2000, 86: 307-
317; O-charoenrat P y col. Oral Oncol. 2002, 38: 627-640).

[0006] EI mAb 108.4 anti-EGFR mostr6 un efecto anti-tumoral que se mejoré cuando se combiné con cisplatino
(Aboud-Piralc E y col. J Natl Cancer Inst 1988, 80: 1605-1611). Se produjo el mismo resultado con el fragmento Fab
en solitario, lo que sugiere que el mecanismo no depende de la interaccién del Fc con el sistema de complemento
huésped. En otro ejemplo, el potencial de la terapia de combinacién se investigé con el mAb RG 83852, con
respecto al entendimiento del mecanismo subyacente entre el anticuerpo y el receptor (Perez-Soler R y col. J Chin
Oncol 1994, 12: 730-739). Se sugirié que la regulacién al alza del EGFR por mAb RG 83852 aument¢ la actividad de
la tirosina cinasa del receptor en el tumor, aumentando de este modo su suceptibilidad a la quimioterapia. La
irradiacion dirigida por los anticuerpos monoclonales es otro enfoque para el tratamiento del cancer. Se han
realizado varios estudios sobre el efecto de radiomarcar varios anticuerpos anti-EGFR en el tratamiento del glioma
por Kalofonos (Kalofonos HP y col. J Nucl.Med 1989, 30:1636-1645). Estos estudios informaron de un buen
direccionamiento y minima toxicidad. El mAb EMD 72000 humanizado que bloquea la unién de ligando en el EGFR
se estd sometiendo actualmente a ensayos clinicos (Bier H y col. Cancer Chemother. Pharmacol. 2001, 47: 519-
524). Por (ltimo, el anticuerpo completamente humano ABX-EGF obtenido a partir de ratones transgénicos también
dirige de forma eficaz el EGFR (Yang XD y col. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2001, 38: 17-23).

Anticuerpos Anti de2-7 EGFR

[0007] EI EGFR de tipo salvaje se expresa en la mayor parte de las células epiteliales; por o que un inconveniente
para el direccionamiento terapéuticamente del receptor es el efecto secundario de toxicidad para un tejido normal,
asi como las células cancerosas. Ademas, dichos anticuerpos cuando se conjugan con radio-is6topos o agentes
citotoxicos pueden causar un dafio potencial al tejido normal. De forma ideal seria ventajoso dirigir preferencialmente
el EGFR sobre las células cancerosas. El de2-7EGFR es una diana terapéutica atractiva porque es altamente
especifica en adultos para las células cancerosas. Se han realizado estudios con anticuerpos contra el de2-7EGFR
donde se ha demostrado la inhibicion del crecimiento celular en lineas celulares cancerosas. Los mAb 528 (Sturgis
EM y col. Otolaryngol.Head Neck Surg 1994, 111: 633-643; Masui H y col. Cancer Res 1984, 44: 1002-1007) y 425
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(que se ha descrito anteriormente) se unen tanto al de2-7EGFR como al EGFR. La secuencia Unica del de2-7EGFR
generado por la insercion de una glicina en el sitio de empalme, crea un epitopo novedoso, situado cerca del
extremo N-terminal de la region extracelular (Humphrey PA y col. Pro Natl Acad Sci USA 1990, 87: 4207-4211;
Lorimer 1A y col. Clin Cancer Res 1995, 1: 859-864). Se han producido varios anticuerpos especificos para la union
por fusién, incluyendo mAb Y10 (Wikstrand CJ y col. Cancer Res. 1995, 55: 3140-3148; Okamoto S y col. Br.J
Cancer 1996, 73: 1366-1372; Sampson JH y col. Proc Natl Acad Sci USA 2000, 97: 7503-7508). Este anticuerpo,
gue se us6 de forma eficaz para tratar xenoinjertos de tumor cerebral en ratones, funciona mecanisticamente
reduciendo el crecimiento celular, y también demostré capacidad para ADCC y CDC. Los anticuerpos generados
contra péptidos de la secuencia especifica para la unién de fusioén incluyen el MR1, un fragmento Fv generado por la
presentacién de fagos (Lorimer IA y col. Proc Natl Acad Sci USA 1996, 93: 14815-14820). El Fv tiene la capacidad
de infiltrarse en los tumores solidos y se ha usado para entregar una inmunotoxina. Se han radiomarcado varios
anticuerpos dirigidos a la unién de fusiéon de de2-7EGFR: Estos incluyen L8A4, DH8.3 y Ua30:2 (Reist CJ y col.
Cancer Res 1997 57: 1510-1515; Hills D y col. Int J Cancer 1995, 63: 537-543; Ohman L y col. Tumour Biol 2002,
23: 61-69). El anticuerpo DH8.3 radiomarcado reconoce el de2-7EGER, pero no el EGFR normal, y reduce el
tamafo tumoral en ratones sin pelo. El documento WO 03/014159 A describe procedimientos de cribado para
compuestos que inhiben la formacion de dimeros de receptor activos basados en la estructura cristalina de EGFR.

El anticuerpo anti-EGFR murino mAb-806

[0008] Se ha demostrado que el anticuerpo monoclonal murino mAb-806 (clase IgG2b) se une al de2-7EGFR, pero
no al EGFR expresado normalmente de tipo salvaje (Johns TG y col. Int J Cancer 2002, 98: 398-408). Aunque mAb-
806 no reacciona con el receptor de tipo salvaje normal, reconoce una proporcion (~10%) de EGFR de tipo salvaje
en las células tumorales que contienen genes EGFR amplificados (Johns TG y col. Int J Cancer 2002, 98: 398-408;
Luwor RB y col. Cancer Res. 2001, 61: 5355-5361). La capacidad de mAb-806 de marcar tanto de2-7EGFR como el
EGFR de tipo salvaje amplificado, ambos de los cuales se producen con una frecuencia notable en los tumores,
debe conferir mayor eficacia para mAb-806 como un agente terapéutico.

[0009] MADb-806 difiere de otros anticuerpos que marcan el de2-7EGFR, en que no reconoce la unién de fusién
Unica de de2-7EGFR (Wong AJ, y col. Proc Natl Acad Sci USA 1992, 89: 2965-2969; Sugawa N. y col. Proc Natl
Acad Sci USA 1990, 87: 8602-8606; Yamazaki H, y col. Jpn.J Cancer Res 1990, 81: 773-779; Ekstrand AJ, y col.
Proc Natl Acad Sci USA 1992, 89: 4309-4313). El epitopo de union de mAb-806 existe tanto en el de2-7EGFR de
tipo salvaje como truncado. Dada la capacidad de mAb-806 para unirse tanto al de2-7EGFR como al EGFR
amplificado, y su ausencia de unién a un receptor de tipo salvaje expresado normalmente, se ha asumido que el
epitopo es dependiente conformacionalmente. Muchos anticuerpos contra el EGFR de tipo salvaje en el desarrollo
clinico tienen la funcién de bloquear la uniéon de ligando. Este no parece ser el mecanismo de accion de mAb-806
debido a las caracteristicas de unién tanto con el de2-7EGFR de unién de no ligando como el EGFR amplificado, y
la ausencia de union con el receptor normal. Esto indica que mAb-806 no interfiere con la unién de ligando o la
dimerizacion.

[0010] El anticuerpo mAb-806 se une al de2-7EGFR expresado en la linea celular U87MG.de2-7EGFR, pero no a
la linea celular parental (U87MG) que contiene EGFR de tipo salvaje no amplificado. En comparacion con la eficacia
del mAb-806 con el DH8.3 mAb, se estableci6 que mAb-806 era mas eficiente en el direccionamiento tumoral, y
tenia una unién mas fuerte que el DH8.3 (.EGFR (Johns TG y col. Int J Cancer 2002, 98: 398-408). Se demostré que
el MAb-806 inhibia el crecimiento de xenoinjertos de ratones de manera dependiente de la dosis usando la linea
celular A431 que contenia EGFR amplificado (Johns TG y col. Int J Cancer 2002, 98: 398-408), asi como
U87MG.de2-7EGFR. De nuevo, no se observo inhibicién del crecimiento en los xenoinjertos U87MG parentales.
Significativamente, también se ha mostrado una reduccion del crecimiento tumoral para glioblastomas
xenoinjertados intercraneales tras la aplicacion de mAb-806 a xenoinjertos U87MG.de2-7EGFR, LN-Z308, de2-
7EGFR y A1207.de2-7EGFR (todos expresan de2-7EGFR) (Mishima K y col. Cancer Res. 2001, 61: 5349-5354). No
se observo una inhibicién significativa en los xenoinjertos de los tumores U87MG parentales, los tumores U87
MG.DK (que expresan de2-7EGFR deficiente en cinasa), y Unicamente se produce una pequefia respuesta en el
glioma U87MG. Se produce una reduccién en la angiogénesis y un aumento en la apoptosis concurrentemente con
la reduccion del crecimiento tumoral.

[0011] Con sus propiedades Unicas, el anticuerpo mAb-806 es un producto terapéutico prometedor para el
tratamiento de canceres tales como cancer de cabeza y cuello y glioma. El desarrollo de una forma humanizada de
mAb-806 tendra un mayor efecto sobre su eficacia. Tal anticuerpo debe evitar una respuesta HAMA, mejorar su
capacidad para reclutar una funcién efectora y aumentar su semivida en circulacion, potenciando de este modo en
gran medida sus perspectivas clinicas.
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[0012] Inicialmente hubo altas expectativas para el uso de mAbs como balas magicas terapéuticas, pero pronto se
hizo evidente que hay varios obstaculos importantes que limitan el uso clinico de anticuerpos no humanos. La
administracion de dosis multiples de mAbs no humanos generalmente provoca una respuesta inmune no deseada
que limita severamente su uso como un producto terapéutico. El anticuerpo de ratdn se reconoce por el sistema
inmune humano como una proteina extrafia, dando como resultado un efecto inmune conocido como la respuesta de
anticuerpo humano anti-raton, es decir, la respuesta HAMA. La respuesta HAMA puede dar como resultado la
neutralizacion de la funcién del anticuerpo y graves reacciones de tipo alérgico.

[0013] Gran parte de la respuesta de HAMA se dirige contra la parte de unién del antigeno (Fab) y raramente
contra las regiones constantes (Fc) del anticuerpo. Problemas adicionales resultantes de la aplicacion clinica de
mAbs de roedores se asocian a las regiones de Fc. El Fc humano se une a los receptores Fc especializados, lo que
ayuda a mantener los anticuerpos en la circulacion. Como resultado, los mAbs de roedores tienen una semivida
acortada, generalmente de 1 a 3 dias en comparacion con una semana 0 mas para lg humana. Otra limitacion es la
reclutacion reducida de una diversidad de funciones efectoras iniciadas en la unién del Fc al receptor Fc humano. La
unién a los receptores Fc de las células efectoras especializadas, tales como macréfagos, monocitos y neutrofilos,
activa el sistema inmune conduciendo a una respuesta conocida como citélisis mediada por células dependientes de
anticuerpos (ADCC). Los receptores Fc también son responsables de la activacion de la cascada del complemento
(un grupo de proteinas interactuantes) lo que conduce a la respuesta de la citdlisis dependiente de complemento
(CDC). Esto da como resultado la lisis celular y aumenta la eficacia de los anticuerpos para combatir las infecciones
bacterianas. La clase de los dominios constantes controla de predominantemente la eficacia del anticuerpo en la lisis
celular.

[0014] Existen diferentes enfoques que se pueden adoptar para superar la inmunogenicidad de los mAb de ratén,
tales como la infusién rapida de dosis del anticuerpo y la utilizacion de fragmentos de anticuerpos (por ejemplo Fv
monocatenario (scFv), véase Carter P Nat. Rev. Cancer 2001, 1: 118-129; Hudson P y col. Nature Med 2003, 9: 129-
134 y referencias en los mismos). Como alternativa, se han empleado procedimientos de ingenieria de anticuerpos
para reducir la respuesta HAMA cuando las IgG enteras se usan para la terapia. Este enfoque tiene las ventajas
potenciales afadidas de aumentar la semivida y un reclutamiento mas eficaz de la funcién efectora. Dichos
procedimientos de humanizacién se conocen bien en la técnica y se han descrito, por ejemplo, en las Patentes de
Estados Unidos N° 5.225.539, 5.530.101, 5.585.089, 5.859.205 y 6.797.492. El anticuerpo mAb-806 y anticuerpos
guiméricos del mismo se describen en el documento WO 02/092771.

Anticuerpos Humanos

[0015] Un enfoque alternativo para superar el problema de la inmunogenicidad en los mAb es la produccién de
anticuerpos completamente (totalmente) humanos. Puede usarse la tecnologia de presentacién en fagos para
seleccionar una gama de anticuerpos humanos que se unan especificamente al antigeno usando procedimientos de
enriquecimiento de afinidad (McCafferty J y col. Nature 1990, 348: 552-554; Azzazy HM y col. Clin. Biochem. 2002,
35: 425-445). El bacteriéfago es un virus que infecta Unicamente bacterias, y se reproduce en Escherichia coli. El
proceso de presentacion en fagos implica la insercion de material genético humano en el genoma del fago. El
sistema de fagos filamentosos tiene la Unica propiedad de que la informacién estructural y funcional del ligando
presente en la superficie del fago (fenotipo) se une a la informacioén genética del ligando en el genoma del fago
(genotipo). Por lo tanto, puede generarse una biblioteca de moléculas Ig y mostrarse en la superficie del fago
filamentoso, y se seleccionan los que muestren afinidades de unién. Este procedimiento tiene la ventaja de realizar
un cribado simultaneo muy rapido de muchos anticuerpos con alta afinidad a antigeno. También se ha usado con
éxito en humanizaciones de anticuerpos generando una biblioteca combinatoria que incluye un conjunto de restos
potencialmente criticos necesarios para conservar la avidez de union completa. Después, el marco puede
optimizarse por mutagénesis al azar de los restos criticos.

Ratones transgénicos

[0016] Recientemente, se desarroll6 un enfoque alternativo a la metodologia de presentacion en fagos de
producciéon de mAbs humanos donde los genes humanos se insertan en el ADN de ratdn creando ratones
transgénicos, capaces de generar las secuencias de proteinas completamente humanas (para revisiones de los
procedimientos implicados, véanse las referencias LittleM y col. Immunol.Today 2000, 21: 364-370; Humphreys DP y
col. Curr. Opin. Drug Discov. Devel. 2001, 4: 172-185; Ishida T y col. Nippon Rinsho 2002, 60: 439-444). En
consecuencia, estos ratones pueden producir anticuerpos humanos en respuesta a la inmunizacién con un antigeno
diana. Los anticuerpos generados son efectivamente humanos y no se espera que sean rechazados por el sistema
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inmune del huésped. El XenoMouse® producido por Abgenix contiene aproximadamente el 80% de los genes de
cadena pesada humanos, y un gran numero de genes de cadena ligera. Se han producido diferentes cepas de los
ratones que contienen diferentes clases de anticuerpos capaces de dirigirse a una variedad de enfermedades (Yang
XD y col. Cancer Res 1999, 59: 1236-1243; Davis CG y col. Cancer Metastasis Rev 1999, 18: 421-425). Por
ejemplo, ABX-MA1 es un anticuerpo completamente humano que se dirige a MCAM/MUC18 (una glicoproteina
asociada a espesor tumoral y la metastasis en células de melanoma humano en ratones) y se muestra prometedor
en el tratamiento del melanoma (Mills L y col. Cancer Res 2002, 62: 5106-5114). ABX-EGF se dirige al EGFR, y
actualmente esta en ensayo clinico de fase I/ll en el tratamiento de cancer de cabeza y huello, carcinoma de pulmén
de células no pequeiias y cancer de colon.

[0017] Por lo tanto, en vista de las deficiencias que se han mencionado anteriormente en relacién con
procedimientos de la técnica anterior y el reconocimiento de la utilidad y la aplicacion de anticuerpos en el
diagnostico, tratamiento y prevencion de la enfermedad, sera evidente que todavia existe la necesidad en el técnica
de una preparacién y uso de anticuerpos humanizados/totalmente humanos, especialmente dirigidos contra el
receptor de EGF. Existe una necesidad particular de anticuerpos humanizado/completamente humanos que
demuestren una disminucién o ausencia de la respuesta inmune de los anticuerpos en los seres humanos y que
reconozcan formas oncogénicas o activadas de EGFR, asi como formas amplificadas o sobreexpresadas de EGFR.

[0018] La citacion de referencias en el presente documento no debe interpretarse como una admision de que tal
es la técnica anterior para la presente invencion.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0019] De acuerdo con la presente invencion, y para dilucidar el mecanismo que conduce a la especificidad Unica
y el modo de la actividad antitumoral del anticuerpo de EGFR mAb806, se ha determinado el epitopo de unién a
EGFR de mAb 806. El péptido del receptor epitopico, CGADSYEMEEDGVRKC (SEQ ID NO: 1) contiene el epitopo
mAb806. El péptido de receptor es adecuado para generar anticuerpos de EGFR que sean capaces de reconocer el
EGFR que se encuentra en las células tumorigénicas, hiperproliferativas o anormales y no es detectable o transitorio
en células normales o de tipo salvaje (la expresién "célula de tipo salvaje” como se usa en el presente documento,
contempla una célula que expresa EGFR enddgeno pero no el de 2-7 EGFR, y la expresion excluye especificamente
una célula que sobreexpresa el gen de EGFR; la expresién "de tipo salvaje” se refiere a un genotipo o fenotipo u
otras caracteristicas presentes en una célula normal en lugar de en una célula anormal o tumorigénica).

[0020] La presente invencion y realizaciones de la misma se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

[0021] Por lo tanto, la invencion proporciona epitopos de receptor, particularmente epitopos de receptor del factor
de crecimiento, que pueden utilizarse en la generacion de anticuerpos que tienen capacidad y actividad anti-tumoral
0 que estimulan una respuesta inmunoldgica que es una respuesta anti-tumoral. Los epitopos de receptor del factor
de crecimiento incluyen epitopos de bucle que se exponen en formas transitorias del receptor del factor de
crecimiento y son capaces de generar anticuerpos que reconocen formas transitorias del receptor, modulando asi,
incluyendo evitando o inhibiendo, su activacion, incluyendo el cambio de una conformacion unida a ligando inactiva a
activa. La invencion proporciona epitopos de receptor, particularmente epitopos de receptor de la familia de EGF,
mucho mas particularmente epitopos de EGFR, que pueden utilizarse en la generacién de anticuerpos que tienen
capacidad y actividad anti-tumoral o que estimulan una respuesta inmunoldgica que es una respuesta anti-tumoral.
En un aspecto general, la invencidén proporciona un epitopo de receptor, particularmente un epitopo del receptor de
EGF o un epitopo de la familia del receptor de EGF, que se encuentra en las células tumorigénicas,
hiperproliferativas o anormales y no es detectable o transitorio en células normales o de tipo salvaje.

[0022] De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan péptidos de receptor del factor de crecimiento,
particularmente péptidos de EGFR que son capaces de generar anticuerpos, particularmente anticuerpos
monoclonales, que tienen actividad anti-tumoral.

[0023] De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan péptidos de receptor del factor de crecimiento,
particularmente péptidos de EGFR que son capaces de generar anticuerpos que son capaces de reconocer el EGFR
gue se encuentra en las células tumorigénicas, hiperproliferativas o anormales y no es detectable o transitorio en
células normales o de tipo salvaje.

[0024] Los péptidos de receptor del factor de crecimiento, particularmente los péptidos de receptor de la familia de
EGF, de la presente invencién proporcionan usos diagnésticos y terapéuticos para identificar, caracterizar y marcar
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varios tipos de tumores, por ejemplo, tumores de cabeza y cuello, mama, pulmén, vejiga, colon o préstata y glioma,
sin los problemas asociados con captacién del tejido normal que pueden observarse con el receptor del factor de
crecimiento conocido previamente, incluyendo EGFR, anticuerpos.

[0025] La presente invencién incluye polipéptidos aislados que consisten en una secuencia aminoacidica
seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10. Los péptidos aislados, incluyendo combinaciones de uno o
mas de los mismos, son adecuados para su uso en la generacion de anticuerpos que reconocen el receptor del
factor de crecimiento y tienen actividad anti-tumoral y en la inmunizacién de animales, particularmente mamiferos,
mucho mas particularmente seres humanos, que tienen cancer o una enfermedad tumoral.

[0026] La presente invencién se dirige a un polipéptido de receptor aislado que consiste en la secuencia
aminoacidica expuesta en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10.

[0027] La invencién proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica

CGADSYEMEEDGVRKC (SEQ ID NO: 1).

[0028] La invencién proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CGADSYEMBEDGVRK (SEQ ID NO: 2).

[0029] La invencion proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CGPDYYEVEEDGIRKC (SEQ ID NO: 3).

[0030] La invencién proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CNTDTYEVEENGVRKC (SEQ ID NO: 4).

[0031] La invencién proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CGPDSYEVEEDGVRKC (SEQ ID NO: 5).

[0032] La invencion proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CSSDSYEVEEDGVRKC (SEQ ID NO: 6).

[0033] La invencién proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CGADSYEMEEDAVRKC (SEQ ID NO: 7).

[0034] La invencion proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CPLHNQEVTAEDGTQRC (SEQ ID NO: 8).

[0035] La invencion proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CPPDKMEVDKNGLKMC (SEQ ID NO: 9).

[0036] La invencién proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
CPSSKMEVEENGIKMC (SEQ ID NO: 10).

[0037] La divulgacién proporciona un péptido aislado que consiste en una secuencia aminoacidica:’'

C X1 X2 X3 Xa X5 Xe X7 Xg Xo X10 X11 X12 X13 X14 X15

en la que cada resto Xn puede seleccionarse independientemente como se indica a continuacion (SEQ ID NO: 11):
Xi1esG,P,NoS;

X2esA, P, T,SolL;

XsesD,HoOS;

XsesS,Y, T,NoK;

XsesY,QoM;
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XeesMoV;
X7zesE, ToD;

Xs €s A 0 ninguno;
Xoes EoK;
XiwoesDoN;
X11es GoA;
XizesV,I,LoT,
Xizes R, QoK;
XsesR, Ko M;

X1s es C 0 ninguno.

[0038] La divulgacion proporciona un péptido aislado que consiste en una secuencia aminoacidica:

ES 2536974 T3

C X1 X2 X3 Xa X5 X6 X7 Xg X9 X10 X11 X12 X13 X14 X15

en la que cada resto X» puede seleccionarse independientemente como se indica a continuaciéon (SEQ ID NO: 12):

X1esG,P,N,Q,SoT
X2esAP, T,S LM, V,IoP
XsesD,E,H,R,K,SoT
XsesS,Y,F,W, T,N,Q,KoR
XsesY,F,W,Q,N,M,V,A L, IoP
XeesM,V,A /L 1oP
X7esE,D, ToS

Xses AV, L, I, P, Mo ninguno
XoesD,E,KoR
XwesD,E,NoQ
XuesG A MV, L I0oP
XizesV,,L,M, A P,SoT
XiesR,K,H QoN
XusesR, K, H,M,A V,L,IoP

X1s es C 0 ninguno.

[0039] La divulgacion proporciona un péptido aislado que consiste en una secuencia aminoacidica:

C X1 X2 X3 X4 X5 E X6 X7 Xg X9 G X10 X11 X12 C
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en la que cada resto X» puede seleccionarse independientemente como se indica a continuacion (SEQ ID NO: 13):
XiesGoA

X2esAoK

XsesDoA

XaesSoA

XsesYO0oA

XeesMoA

X7esEOA

XsesEOA

XoesDoOA

XwesV,AoK

Xi1esRoA

X12esKoA.

[0040] La divulgacién proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica
C X1 X2 X3 X4 Xs E X6 X7 Xe DGVRKC

en la que cada resto Xu1 puede seleccionarse independientemente como se indica a continuacion (SEQ ID NO: 14):
X1esGoA

X2esAoK

XsesDoA

X4esS0A

XsesYoA

XeesMo A

X7esEoA

Xses EoA.

[0041] La presente invencion proporciona adicionalmente un &cido nucleico aislado que codifica el péptido
expuesto en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10.

[0042] La presente invencién se extiende a un péptido de receptor inmunogénico, particularmente seleccionado
entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10. La divulgacion también se extiende a péptidos de receptores
inmunogénicos donde dichos polipéptidos comprenden una combinacion de al menos un péptido de receptor
inmunogénico, seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10.

[0043] La divulgacion proporciona un procedimiento para inmunizar un mamifero que comprende administrar un
péptido epitopico del receptor del factor de crecimiento o un fragmento inmunogénico del mismo, por lo que se
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producen anticuerpos que son inmunorreactivos con el péptido epitdpico expuesto en las células que expresan un
receptor del factor de crecimiento anormal o sobreexpresado, pero no expuesto en células de tipo salvaje. La
divulgacion proporciona adicionalmente un procedimiento para inmunizar un mamifero que comprende administrar
un péptido del receptor de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento
inmunogénico del mismo, por lo que se producen anticuerpos que son inmunorreactivos con el péptido epitopico
expuesto en las células que expresan EGFR anormal o sobreexpresado, pero no expuesto en células de tipo
salvaje. La divulgacion proporciona un procedimiento para inmunizar un mamifero que comprende administrar un
péptido del receptor de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento inmunogénico
del mismo, por lo que se producen anticuerpos que son inmunorreactivos con el péptido epitdpico del receptor de
EGF.

[0044] En un aspecto adicional, la divulgacion se extiende a vacunas y composiciones inmunogénicas basadas en
los péptidos de receptor descritos en el presente documento. La divulgaciéon proporciona una vacuna que
comprende uno o mas péptidos de EGFR seleccionados entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, y un adyuvante
farmacéuticamente aceptable. La divulgacion proporciona una vacuna que comprende uno o0 mas péptidos
seleccionados entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, y un adyuvante farmacéuticamente aceptable.

[0045] La presente invencién proporciona una composicién inmunogénica que comprende uno 0 mas péptidos
seleccionados entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10, y un adyuvante farmacéuticamente aceptable.

[0046] La divulgacion proporciona adicionalmente una vacuna antitumoral o0 anti-cancer que comprende uno 0 mas
péptidos del receptor de la familia de EGF seleccionados entre el grupo de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, que
comprende adicionalmente uno o mas antigenos tumorales adicionales. La divulgacién proporciona adicionalmente
una vacuna tumoral o contra el cancer que comprende uno o mas péptidos del receptor de la familia de EGF
seleccionados entre el grupo de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, que comprende adicionalmente uno o mas
antigenos de EGF o EGFR adicionales.

[0047] En otro caso, la divulgacion se refiere a una vacuna para el tratamiento de un mamifero, particularmente un
ser humano, un sujeto que padece cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, pulmoén, vejiga, colon o tumores de
préstata y glioma, o cualquier otro tumor que muestra una expresion aberrante de EGFR (o cualquiera de la familia
de receptores EGFR) que comprende una cantidad inmunogénica de uno o mas péptidos del receptor de la familia
de EGF seleccionados entre el grupo de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento inmunogénico de los
mismos. Tal vacuna puede contener el péptido y un adyuvante farmacéuticamente aceptable. Tal vacuna puede
contener adicionalmente el péptido conjugado con un portador.

[0048] La invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un péptido del receptor de la
familia de EGF seleccionado entre uno o mas péptidos seleccionados entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0049] Todavia en un aspecto adicional, la presente divulgacién proporciona un anticuerpo purificado para un
péptido de receptor de la familia de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14.

[0050] Los anticuerpos contra los polipéptidos aislados de la presente invencion incluyen anticuerpos de origen
natural y preparados de forma recombinante. Estos pueden incluir anticuerpos tanto policlonales como monoclonales
preparados mediante técnicas genéticas conocidas, asi como anticuerpos biespecificos, y anticuerpos que incluyen
otras funcionalidades que los adecuan para uso diagnéstico o terapéutico. Dichos anticuerpos pueden usarse en
inmunoensayos para caracterizar tumores o diagnosticar cancer, incluyendo, pero sin limitacion, cancer de cabeza y
cuello, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer de laringe, carcinoma de
células escamosas, o0 tumores de prostata y glioma. Los anticuerpos también pueden usarse para la inmunizacién
pasiva con el fin de reducir tumores o tratar un cancer, incluyendo, pero sin limitacién, cancer de cabeza y cuello,
cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer de laringe, carcinoma de células
escamosas, o tumores de préstata y glioma

[0051] Se desvela adicionalmente un anticuerpo para un péptido de receptor de la familia de EGF seleccionado
entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 marcado con un marcador detectable. En casos particulares, el marcador
puede seleccionarse entre el grupo que consiste en una enzima, un producto quimico que se hace fluorescente, y un
elemento radioactivo. En el caso en el que se usa un marcador radioactivo, tal como los is6topos 3H, 4C, 2P, %S,
36Cl, 52Cr, 57Co, %8Co, %°Fe, 86Y, 90y, 124| 125 131 111] 99T¢c y 186Re pueden utilizarse procedimientos de recuento
conocidos actualmente disponibles. En el caso en el que el marcador es una enzima, la deteccion se puede realizar
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mediante cualquiera de las técnicas colorimétricas, espectrofotométricas, fluoroespectrofotométricas,
amperomeétricas 0 gasomeétricas actualmente utilizadas conocidas en la técnica.

[0052] La divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende uno o0 mas anticuerpos para un
péptido de receptor de la familia de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La divulgacion proporciona adicionalmente una composicién farmacéutica que
comprende una combinacion de al menos dos anticuerpos para un péptido de receptor de la familia de EGF
seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0053] En una realizacion adicional, la divulgacion se refiere a ciertos procedimientos terapéuticos que se basaran
en la actividad de un anticuerpo, o fragmentos activos del mismo, para un péptido de receptor de la familia de EGF
seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, o en agentes u otros farmacos determinados como
poseedores de la misma actividad. Un primer procedimiento terapéutico se asocia con la prevencion o el tratamiento
de céancer, incluyendo, pero sin limitacion, de cabeza y cuello, pulmén, colon, vejiga, mama, préstata y glioma.

[0054] En particular, los anticuerpos de la divulgacion, o fragmentos activos de los mismos, y anticuerpos
guiméricos o sintéticos obtenidos a partir de los mismos pueden prepararse en composiciones farmacéuticas,
incluyendo un vehiculo, portador o diluyente adecuado, para su administracién en casos en los que la terapia es
apropiada, tal como para tratar el cancer. Dichas composiciones farmacéuticas también pueden incluir
procedimientos de modulacion de la semivida de los miembros de unién, anticuerpos o fragmentos por
procedimientos conocidos en la técnica, tales como pegilacién. Dichas composiciones farmacéuticas pueden
comprender adicionalmente anticuerpos o agentes terapéuticos adicionales.

[0055] Por lo tanto, una composicion de la divulgacion puede administrarse sola o en combinacién con otros
tratamientos, sustancias terapéuticas o agentes, ya sea simultaneamente o sucesivamente dependiendo de la
afeccion que se vaya a tratar. Ademas, la divulgacién contempla e incluye composiciones que comprenden
anticuerpos para un péptido del receptor de la familia de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-
14, particularmente un anticuerpo o fragmento del mismo, descrito en el presente documento y otros agentes o
sustancias terapéuticas, tales como agentes anti-cancerosos o terapéuticos, agentes o anticuerpos anti-EGFR, o
moduladores inmunitarios. Mas generalmente estos agentes anticancerosos pueden ser inhibidores de tirosina
cinasa, tales como AG1478, zZD1839 (gefitinib) o ST1571 (imatinib mesilato), inhibidores de la cascada de
fosforilacion, moduladores post-traduccionales, inhibidores del crecimiento o la division celular (por ejemplo, anti-
mitéticos), inhibidores de PDGFR o inhibidores de transduccién de sefial. Otros tratamientos o agentes terapéuticos
pueden incluir la administracién de dosis adecuadas de farmacos de farmacos que alivian el dolor tales como los
farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (por ejemplo aspirina, paracetamol, ibuprofeno o cetoprofeno) u opiaceos
tales como morfina, o anti-eméticos. De este modo, estos agentes pueden ser agentes especificos anti-EGFR, tales
como AG1478 o ZD1839, o pueden ser agentes anti-cancerosos y anti-neoplasicos mas generales, incluyendo los
ejemplos no limitantes doxorrubicina, carboplatino y cisplatino. Ademas, la composicion puede administrarse con
moduladores inmunitarios, tales como interleucinas, factor de necrosis tumoral (TNF) u otros factores de crecimiento,
citocinas u hormonas tales como dexametasona que estimula la respuesta inmune y la reduccién o eliminacién de
las células cancerosas o tumores. La composicién también puede administrarse con, o puede incluir combinaciones
junto con otros anticuerpos anti-EGFR, incluyendo, pero sin limitacién, los anticuerpos anti-EGFR 528; 225; SC-03;
108 (ATCC HB9764) Patente de Estados Unidos N° 6.217.866; 14E1 (Patente de Estados Unidos N° 5.942.602);
DH8.3; L8A4; Y10; HUMAX-EGFr (Genmab/Medarex); ICR62; y ABX-EGF (Abgenix).

[0056] La divulgacion también incluye anticuerpos para un péptido de receptor de la familia de EGF seleccionado
entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, y cualquier fragmento de los mismos, que se unen covalentemente a, o de
otro modo se asocian con otras moléculas o agentes que se van a usar con fines terapéuticos o diagnésticos. Estas
otras moléculas o agentes incluyen, pero sin limitacion, moléculas (incluyendo otros anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos) con distintas caracteristicas, toxinas, ligandos, is6topos radioactivos y agentes quimioterapéuticos.
Existen muchas moléculas o agentes bien conocidas que se han unido covalentemente o se asocian de otro modo a
anticuerpos que se van a usar con fines terapéuticos. Los ejemplos de dichas moléculas o agentes incluyen, pero sin
limitacion: toxinas, tales como caliqueamicina, maitansinoide, duocarmicina, ricina, toxina diftérica y exotoxina de
pseudomonas; ligandos, tales como factor de necrosis tumoral (TNF); is6topos radioactivos, tales como Y, 12|, 131|,
211At,225A¢, 213Bi y otro is6topo a, B o y emisor; y farmacos quimioterapéuticos como paclitaxel (Taxol®) y
doxorrubicina (Adriamycin®).

[0057] La divulgacién contempla el uso de los péptidos de receptor y anticuerpos para los mismos en pruebas
diagndsticas y procedimientos para determinar y/o controlar tumores y cancer, incluyendo cancer de cabeza y cuello,
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cancer de mama, cancer de pulmdn, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer de laringe, carcinoma de células
escamosas, o tumores de préstata y glioma.

[0058] La divulgacion también se refiere a acidos nucleicos aislados, tales como moléculas de ADN recombinante
0 genes clonales, o a acidos nucleicos aislados, tales como moléculas de ADN recombinante o genes clonados, o
variantes degeneradas de los mismos, mutantes, analogos o fragmentos de los mismos, que codifican el péptido de
receptor del factor de crecimiento aislado de la presente invencion o que inhiben de forma competitiva la actividad
del polipéptido. La presente invencion se refiere adicionalmente a acidos nucleicos aislados, tales como moléculas
de ADN recombinante o genes clonados, o variantes degeneradas de los mismos, mutantes, analogos o fragmentos
de los mismos, que codifican un péptido de receptor de la familia de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ
ID NO: 1-10. En una realizacion adicional de la invencion, la secuencia de ADN de la molécula de ADN
recombinante o el gen clonado puede unirse de forma operativa a una secuencia de control de la expresion que
puede introducirse en un huésped apropiado. Por consiguiente, la invenciéon se extiende a huéspedes unicelulares
transformados con la molécula de ADN recombinante que comprende una secuencia de ADN que codifica un
péptido de receptor de la familia de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10.

[0059] Se proporciona adicionalmente un acido nucleico capaz de codificar un péptido de receptor de la familia de
EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10, que es una molécula de ADN recombinante. También
se proporciona en el presente documento tal molécula de ADN recombinante donde la molécula de ADN esta unida
operativamente a una secuencia de control de la expresion.

[0060] La divulgacién se refiere a vacunas de acidos nucleicos o vacunas de ADN que comprenden acidos
nucleicos que codifican péptidos del receptor de la familia de EGF inmunogénicos, particularmente seleccionados
entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14. La divulgacion se refiere a vacunas de acidos nucleicos o vacunas de
ADN que comprenden &cidos nucleicos que codifican uno o mas péptidos del receptor de la familia de EGF
inmunogénicos seleccionados entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 con al menos un polipéptido distinto,
particularmente un antigeno tumoral o un péptido de molécula inmunomoduladora.

[0061] La presente invencion proporciona un vector que comprende el acido nucleico capaz de codificar un péptido
de receptor de la familia de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10 y un promotor. La invencion
contempla un vector donde el promotor comprende un promotor bacteriano, de levadura, de inserto o de mamifero.
La invencion contempla un vector donde el vector es un plasmido, césmido, cromosoma de levadura artificial (YAC),
bacteriéfago o ADN virico eucariota.

[0062] La presente invencion proporciona adicionalmente un sistema vector huésped para la produccion de un
polipéptido que comprende el vector capaz de codificar un péptido de receptor de la familia de EGF seleccionado
entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10 en una célula huésped adecuada. Se proporciona un sistema vector
huésped en el que la célula huésped adecuada comprende una célula procariota o eucariota. Asi, se proporciona un
huésped unicelular transformado con una molécula de ADN recombinante o un vector capaz de codificar un péptido
de receptor de la familia de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10.

[0063] La divulgacion incluye procedimientos para determinar y controlar tumores y un cancer, incluyendo cancer
de cabeza y cuello, cancer de mama, o tumores de préstata y glioma mediante la deteccidon de la presencia o
exposicion de un péptido epitépico del receptor de EGF seleccionado entre el grupo de cualquiera de las SEQ ID
NO: 1-14. En tal procedimiento particular, el péptido epitépico del receptor de EGF se mide:

a. poniendo en contacto una muestra en la que se sospecha la presencia o exposicién de un péptido epitopico del
receptor de EGF seleccionado entre el grupo de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 con un anticuerpo para dicho
péptido del receptor de EGF en condiciones que permiten que se produzca la unién del péptido al anticuerpo; y

b. detectando si la unién ha ocurrido entre el péptido epitdpico del receptor de EGF de la muestra y el anticuerpo;

donde la deteccion de la unién indica la presencia o exposicion del péptido epitépico del receptor de EGF en la
muestra.

[0064] La divulgacion incluye un sistema de ensayo para el cribado de compuestos potenciales eficaces para
modular la exposicion de un péptido epitopico del receptor de EGF de la presente invencion o la estabilidad de un
estado transitorio de EGFR. En un caso, el compuesto de ensayo, 0 un extracto que contiene el compuesto, puede
administrarse a una muestra celular que expresa el EGFR particular para determinar el efecto del compuesto tras la
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exposicion de un péptido epitopico del receptor de EGF de la presente invencién o la estabilidad de un estado
transitorio de EGFR mediante comparacion con un control.

[0065] Se desvela un procedimiento para el tratamiento de mamiferos que padecen tumores o cancer, incluyendo
cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer de
laringe, carcinoma de células escamosas, o tumores de prostata y gliomas.

[0066] La divulgacion proporciona un procedimiento para el tratamiento de mamiferos que padecen tumores o
cancer, incluyendo cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de
vejiga, cancer de laringe, carcinoma de células escamosas, 0 tumores de préstata y glioma que comprende
administrar una dosis inmunogénicamente eficaz de una vacuna que comprende un péptido epitépico del receptor de
EGF seleccionado entre el grupo de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 a un sujeto.

[0067] La divulgacién proporciona un procedimiento para inducir una respuesta inmune en un sujeto que tiene
tumores o cancer, incluyendo cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de ovario,
cancer de vejiga, cancer de laringe, carcinoma de células escamosas, o tumores de préstata y glioma, que
comprende administrar al sujeto una cantidad de la composicién farmacéutica que comprende un péptido epitépico
del receptor de EGF seleccionado entre el grupo de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, induciendo de este modo una respuesta inmune.

[0068] Otros objetos y ventajas se haran evidentes para los expertos en la técnica a partir de una revision de la
siguiente descripcion detallada, que continGia con la referencia a los siguientes dibujos ilustrativos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0069]

Figura 1. Reactividad de mAb 806 con fragmentos del EGFR. Los fragmentos solubles del EGFR (1-513 y 310-501)
0 los lisados celulares que contenian proteinas de fusion de la hormona de crecimiento/fragmento de EGFR (GH-
274-501, GH-282-501, GH-290-501 y GH-298-501) se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a membrana y se
sometieron a inmunotincién con mAb 806 (panel izquierdo) o el anticuerpo anti-myc 9B11 (panel derecho).

Figura 2A-2B. Reactividad de mAb 806 con fragmentos del EGFR presentes sobre levadura. A, Histogramas de
citometria de flujo representativos que representan la sefial de fluorescencia media del marcado de mAb 806 de
fragmentos de EGFR presentes en levaduras. Con la presentacion en levadura, un porcentaje de las células no
expresa proteinas sobre su superficie dando como resultado 2 picos en el histograma. mAb 806 no se unié al control
negativo no inducido B, El fragmento de 1-501 se desnaturalizé calentando granulos de levadura a 80 °C durante 30
min. El marcador C-terminal c-myc lineal sobre el fragmento 1-501 aun se reconocié por el anticuerpo 9E10, lo que
demuestra que el tratamiento térmico no comprende el fragmento presente sobre la superficie de la levadura. El mAb
225 sensible de conformacion se usé para confirmar la desnaturalizacion.

Figura 3A-3B. Inhibicion de la unién de mAb 806 con un péptido derivado de EGFR. A, Los fragmentos de 1-501 y
GH-274-501 se sometieron a inmunotransferencia con mAb 806 (paneles superiores) como se describe en la Figura
1 en presencia o ausencia del péptido de EGFR 287-302. La presencia de fragmentos de EGFR se confirmd
después de la inmunotransferencia de mAb 806 mediante la separacion de membranas y el re-sondeo con anti-myc
(paneles inferiores). B, Las placas ELISA se recubrieron con el fragmento de EGFR 1-501 y después se incubaron
con mAb 806 en presencia de concentraciones en aumento de los péptidos de EGFR 287-302 o 287-298. Los datos
se expresan como Asos media * DE.

Figura 4A-4B. Inhibicién de la unién de mAb 806 con péptido de EGFR 287-302 quimicamente modificado. A, Las
placas se recubrieron con 501-Fc y después se incubaron con mAb 806 en presencia de concentraciones en
aumento de péptido de EGFR 287-302 oxidado, reducido y madurado (preparado como se describe en la seccién
Procedimientos Experimentales). Los datos se expresan como porcentaje de inhibicion medio + DE (las barras de
error son demasiado pequefias para ser visibles). B. Las placas ELISA se recubrieron con 501-Fc y después se
incubaron con mAb 806 en presencia de concentraciones en aumento del péptido de EGFR 287-302 S-
carboximetilado o los péptidos N-terminal (CGADSYEM) (SEQ ID NO:) y C-terminal (EEGVRKC) (SEQ ID NO:)
creados a partir de la escision CNBr del péptido de EGFR 287-302. Los datos se expresan como porcentaje de
inhibicion medio + DE (las barras de error son demasiado pequefias para ser visibles).

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2536974 T3

Figura 5A-5B. Andlisis de unién de mAb 806 a péptidos por BlAcore. A, El péptido de EGFR 287-302 se inmovilizd
sobre la superficie mediante acoplamiento tiol y el anticuerpo mAb 806 se pasd en concentraciones en aumento
(31,25, 62,5, 125, 250, 500 y 1000 nM). Después, la afinidad de union se determiné por analisis Scatchard (inserto).
B, El péptido de EGFR 287-302 se inmovilizé sobre la superficie mediante acoplamiento amina y el anticuerpo mAb
806 a una concentracién de 500 nM se pasé sobre la superficie en presencia de los péptidos de EGFR 287-302
(panel superior), 287-298 (panel central) 0 287-301 (panel inferior) (5 y 10 uM).

Figura 6A-6D. Localizacion del epitopo mAb 806 en la estructura de EGFR. A, Traza de carbono que muestra la
estructura del bucle de cisteina que contiene el epitopo mAb 806. B, Modelo de espacio lleno de la forma dimérica
unida a ligando del EGFR. El dimero se estabiliza predominantemente por los dos brazos de dimerizacion situados
en el bucle de CR1 de cada médulo de EGFR C, Forma amarrada del EGFR que muestra la interaccién auto-
inhibitoria entre los dominios CR1 y CR2, que impide la dimerizacion. D, Forma extendida (transitoria) del EGFR que
muestra claramente el brazo de dimerizacion (figura izquierda) del bucle de CR1 preparado y listo para la interaccién
con un segundo bucle en una molécula adyacente. Colores: El ligando de EGF se muestra en color naranja; el sitio
de glucosilacion en el aminoacido 579 de color rojo y el epitopo mAb 806 de color purpura. Se han descrito
previamente en detalle las estructuras de EGFR (31, 35, 36) y un posible mecanismo de activacion del receptor.

Figura 7. Andlisis de citometria de flujo de células 293T que expresan deleciones del bucle de CR1 del EGFR. Las
células parentales 293, que expresan bajas cantidades de EGFR de tipo salvaje endégeno, se transfectaron con el
EGFR de2-7 o el EGFR de bucle de deCR1 (2 clones independientes) y se tifieron con un anticuerpo 1gG2b
irrelevante (histogramas abiertos), mAb 528 (histogramas de color negro) o mAb 806 (histogramas de color gris).

Figura 8A-8C. A, Posible mecanismo anti-tumoral de mAb 806. El mAb 806 no puede unirse al EGFR inactivo pero
segun el receptor se libera, el epitopo mAb 806 queda expuesto permitiendo que el anticuerpo se una. La union de
mAb 806 al receptor seguramente impedira la dimerizacion, y por lo tanto la sefializacion de EGFR, y puede inducir
la internalizacion de EGFR. B, Homologia del mAb 806 que contiene un bucle de cisteina en ErbB3 y ErbB4. Se
muestran aminoacidos conservados en ErbB1 en color rojo y los anticuerpos restos que presentan conservacion de
la carga se muestran en color verde. C, La interfaz dimérica CR1-CR2. El primer resto carbohidrato unido a N579 es
claramente visible en la estructura cristalina y se localiza en la interfaz dimérica CR1-CR2. En las células que
sobreexpresan el EGFR, este sitio Unicamente se glicosila el 80% de las veces. Las diferencias en la glucosilacién
pueden afectar a la dindmica del amarre y por tanto a la reactividad de mAb 806.

Figura 9A-9B. A ) Representacion esquematica de la estructura del dominio de hEGFR y de las mutaciones
construidas para este estudio. Abreviaturas: L, Dominios de union de ligando; CR, dominios ricos en cisteina; JM,
dominio de yuxtamembrana; C-T, dominio carboxi-terminal. B) Panel superior: Diagramas de cintas de la forma
dimérica libre del EGFR ECD (1-501) en complejo con TGFa (de Garrett y col., 2002). Las moléculas de EGFR son
de color azul y verde; las moléculas de TGFa unidas son de color purpura. El epitopo para mAb806 (descrito mas
adelante) es de color rosa. Panel inferior: Diagrama de cintas de la forma libre del EGFR ECD (1-621) (de Ferguson
y col., 2003). El dominio CR2 (aa 501-621) se muestra en amarillo. En ambos paneles, los insertos destacan las
interacciones entre los bucles de CR1 de la conformacién libre o entre el bucle de CR1 y el dominio CR2 en la
conformacion libre. Los aminoacidos mutados en los patrones se muestran en los insertos. Los atomos en estrecho
contacto de van der Waals se conectan por lineas de puntos, y los enlaces a hidrégeno se representan por lineas
discontinuas.

Figura 10. Andlisis FACS de lineas celulares BaF/3 que expresan de forma estable EGFR wt o mutante. Las células
se incubaron con mAb528 seguido de Ig anti-ratbn marcada con Alexa 488 como se detallada en la seccion
Procedimientos Experimentales. Las representaciones representan la intensidad de fluorescencia sobre la abscisa y
el nimero de células por canal de fluorescencia en la ordenada. La fluorescencia de control negativo (anticuerpo
irrelevante) se traza en cada panel de forma superpuesta de color gris claro.

Figura 11. Analisis Scatchard de unién de EGF a receptores wt y mutantes. Las afinidades de unién a ligando se
determinaron a una concentracion fija de 1?°I-EGF mediante competicion con EGF no marcado (véase la seccién
Procedimientos Experimentales). Las representaciones se generaron a partir de los datos en bruto usando la version
"Kell for Windows" del programa RadLig (BioSoft).

Figura 12A-12C. Dimerizacién de EGFR WT y mutantes, y contenido de fosfotirosina especifica de complejos del
receptor. Las células quiescentes se trataron con EGF (100 ng/ml, 16 nM) o tamp6n de control. El enlazador cruzado
impermeable a células homobifuncional BS® se afadié inmediatamente, y la incubacién continué durante 30 min a
temperatura ambiente. Después de interrumpir la reaccién, las células se lisaron, las proteinas celulares se
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separaron por SDS/PAGE y se transfiieron a una membrana de PVDF para inmunotransferencia. A)
Inmunodeteccion de proteina de EGFR (superior) y fosfotirosina (inferior). La membrana de PVDF se separ6
después de la exposicion anticuerpo anti-fosfotirosina y se sonde6é de nuevo con el anticuerpo anti-EGFR. B)
Relaciones del dimero con respecto a EGFR total (dimero + monémero) con y sin estimulacion de EGFR,
determinadas por densitometria de exploracion cuantitativa como se describe en la seccion Procedimientos
Experimentales. C) Relaciones del contenido de fosfotirosina con respecto a proteina monomérica y dimérica de
EGFR, determinadas por densitometria de exploracién cuantitativa como anteriormente.

Figura 13A-13C. Fosforilacién de tirosina dependiente de ligando y activacién de MAPK. A) Las células quiescentes
se expusieron a EGF (100 n/ml) durante 10 min a temperatura ambiente, después se lisaron directamente en
tampon de muestra SDS-PAGE. Las proteinas se separaron en geles al 4-12%, se transfirieron a membranas de
PVDF y se sondearon con anticuerpos para fosfotirosina (superior) o para phospho-MAPK (inferior). Las
transferencias se separaron y se sondearon de nuevo con anticuerpos anti-EGFR o anticuerpos anti-MAPK
respectivamente (no mostrado) para permitir la determinacién de fosforilacion proteica especifica como se describe
en la seccién Procedimientos Experimentales. B) Relaciones de fosfotirosina con respecto a proteina de EGFR para
receptores wt y mutante. C) Relacion de phospho-MAPK con respecto a la proteina MAPK total.

Figura 14A-14C. Dosis-respuesta de la activaciéon de EGFR en mutantes CR2. Las células que expresan los
receptores en mutantes wt o CR2 se volvieron quiescentes por el factor de crecimiento y la retirada del suero,
después se expusieron a tampén de control 0 a concentraciones en aumento de EGF (0,03 a 100 mM). A): Los
lisados celulares totales se analizaron por SDS/PAGE en geles de gradiente del 4-12% seguido de
inmunotransferencia con anticuerpos anti-fosfotirosina, anti-EGFR o anti-phospho-MAPK. B) y C): las peliculas se
exploraron para determinar la cuantificacion densitométrica de las bandas reactivas y los datos de phospho-Shc y
phospho-MAPK se trazaron como % de intensidad de banda méaxima frente a la concentracion de EGF. Los
simbolos son: circulos negros, WtEGFR; triangulos negros, D%3H-EGFR; triangulos blancos, V°%D-EGFR,;
cuadrados blancos, E>’8C-EGFR.

Figura 15. Respuesta mitogénica a EGF de células BaF/3 que expresan EGFR wt o mutante. La incorporacion de
[BH]Timidina en células tratadas con tampon de control (circulos blancos) o concentraciones en aumento de EGF
(circulos rellenos) se determiné como se describe en la seccién Procedimientos Experimentales.

Figura 16. Comparacion de unién de anticuerpos mAb528 y mAb806 a células BaF/3 que expresan EGFR carente
del bucle de CR1. Las células que expresaban los EGFR wt, A2-7 o bucle de A-CR1 se tifieron con mAb528 (linea
oscura) o mAb806 (relleno gris) como se describe en la Figura, y se analizaron en un FACScan. El canal de
fluorescencia media para cada pico se determiné usando el software de andlisis estadistico CellQuest y se uso para
calcular las relaciones entre los dos anticuerpos. La fluorescencia de control de un anticuerpo irrelevante de clase
equivalente se presenta como una superposicion con linea de puntos.

Figura 17A-17C. Conformaciones de EGFR y activacion. EI EGFR experimenta un cambio conformacional
importante durante la transicion del estado de baja afinidad al estado de alta afinidad. La conformacién de baja
afinidad (A) se amarra por interacciones intra-moleculares entre los dos dominios ricos en cisteina CR1 y CR2. El
monomero amarrado (A) esta en equilibrio con el dimero amarrado (B) o un monémero libre de alta afinidad (F).
Parece que los dominios transmembrana (TM) y/o cinasa impulsan la formacién de tanto el dimero amarrado (B)
como el dimero libre (C). El dimero amarrado (B) se representa en el dibujo con contactos inter-molecular entre
ambos tanto el dominio ECD como cinasa. Las formas amarradas del receptor son de baja afinidad. El monémero y
el dimero libres tienen mayor afinidad. Los dominios de cinasa intracelular del dimero libre no se activan hasta que la
unién del ligando (por ejemplo EGF o TGF-a) induce una reorientacion adicional en el complejo dimero-ligando (D).
El complejo receptor-ligando es capaz de formar oligdbmeros de mayor orden (por ejemplo, tetrameros, E). La
afinidad de unién de ligando se modula adicionalmente mediante sefializacién de dentro hacia fuera (por ejemplo,
ATP). Aungue la unién a ligando y la dimerizacién/oligomerizacion conducen a la activacion de la cinasa y la
fosforilacion del sustrato, la sefializacion del receptor también se regula por internalizacion, degradacion y
desfosforilacion.

Figura 18A-18D representa datos de citometria de flujo para la unién de mAb 806 al fragmento de EGFR presente
sobre la superficie de la levadura 273-621. La fluorescencia presente sobre EGFR como se detecta por la etiqueta c-
myc se muestra sobre la abscisa, y la unién de mAb 806 se muestra en la ordenada. (A) Clase 1 (mAb 80610 nM) y
clase 2 (75 nM), con puertas de clasificacién indicadas por lineas continuas. (B-D) Mutantes representativos de la
unién de (B), + (C) y ++ (D), y controles positivos y negativos a 75 nM. WT = EGFR de tipo salvaje 273-621.
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Figura 19 representa la titulacion de mAb 806 contra EGFR 273-621 presente sobre la superficie de la levadura y
mutantes. Negro, de tipo salvaje (++); gris oscuro, C287R (+); gris claro, E293K (-). Se realiz6 un ajuste global a un
modelo de unidén a sitio Unico con tres conjuntos independientes de datos (Los cuadrados, tridngulos y rombos
representan conjuntos separados).

Figura 20A-20D. Epitopo mAb 806. (A-B) Vistas frontal y posterior del epitopo en la cadena a de la estructura
dimérica EGFR-EGF (PDB ID 1IVO). La estructura dimérica se usa porque Glu293 no se resuelve en la estructura
monomérica (PDB ID 1NQL). Los restos mostrados en colores son mutantes aislados de la biblioteca por la pérdida
de union. Rojo, restos que también provocan la pérdida de unién tras la sustitucién de alanina; naranja, restos que
no; gris, restos que no se aislaron de la biblioteca y no mostraron pérdida de unién tras la sustitucion de alanina. (C)
El epitopo se restringe por un enlace disulfuro y dos puentes de sal (Glu293-Arg300 y Asp297-Lys301). Residuos
cargados negativamente, rojo; positivo, azul; cisteinas, amarillo. La imagen incluye los restos 287-302 en ambas
moléculas de EGFR en la estructura dimérica (PDB ID 1IVO). (D) Epitopo mAb 806 en mondémero de EGFR
autoinhibido, mismo color que en (A), con el resto del EGFR azul.

DESCRIPCION DETALLADA

[0070] De acuerdo con la presente invencién pueden emplearse técnicas de biologia molecular, microbiologia y
ADN recombinante convencionales dentro del alcance de los expertos en la técnica. Dichas técnicas se explican
completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo Sambrook y col., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual"
(1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volimenes I-lll [Ausubel, R. M., ed. (1994)]; "Cell Biology: A
Laboratory Handbook" Volimenes I-ll [J. E. Celis, ed. (1994))]; "Current Protocols in Immunology" Volimenes I-1I
[Coligan, J. E., ed. (1994)]; "Oligonucleotide Synthesis" (M.J. Gait ed. 1984); "Nucleic Acid Hybridization" [B.D.
Hames & S.J. Higgins eds. (1985)]; "Transcription And Translation" [B.D. Hames & S.J. Higgins, eds. (1984)];
"Animal Cell Culture" [R.l. Freshney, ed. (1986)]; "Immobilized Cells And Enzymes" [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, "A
Practical Guide To Molecular Cloning" (1984).

[0071] Por lo tanto, si aparecen en el presente documento, los siguientes términos tendran las definiciones
expuestas a continuacion.

[0072] Las expresiones "péptidos de receptor del factor de crecimiento”, "péptidos de epitopos de receptor”,
"péptidos de receptor de la familia de EGF", "péptidos del receptor de EGF", "epitopos de EGFR", "péptidos de
EGFR" y cualquier variante no enumerado especificamente, puede usarse en el presente documento de forma
intercambiable, y como se usa a lo largo de toda la presente solicitud y las reivindicaciones, se refieren a material
peptidico que incluye péptidos individuales o mdltiples, y se extiende a aquellos péptidos que tienen los datos de la
secuencia aminoacidica descritos en el presente documento y se presentan en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 y
en las TABLAS 1y 2, y variantes de los mismos, y el perfil de actividades expuesto en el presente documento y en
las reivindicaciones. Por consiguiente, se contemplan del mismo modo las proteinas que presentan una actividad
esencialmente equivalente o alterada. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, por ejemplo, tales como las
modificaciones obtenidas a través de la mutagénesis dirigida a sitio, o pueden ser accidental, tales como las
obtenidas a través de mutaciones en huéspedes que son productores del complejo o sus denominadas
subunidades. Se conocen bien por los expertos en la técnica procedimientos para generar y ensayar modificaciones
de los péptidos de epitopos de receptor, incluyendo variantes de los mismos, incluyendo, pero sin limitacién,
mediante mutagénesis dirigida a sitio o mutagénesis al azar, e incluyen los descritos e ilustrados en el presente
documento y como se proporciona en el Ejemplo 3 del mismo. Ademas, las expresiones "péptidos del receptor del
factor de crecimiento"”, "péptidos de epitopos de receptor”, "péptidos de receptor de la familia de EGF", "péptidos del
receptor de EGF", "epitopos de EGFR", "péptidos de EGFR" pretenden incluir dentro de su alcance proteinas citadas
especificamente en el presente documento, asi como todos los analogos y variaciones alélicas sustancialmente
homologas.

[0073] Se prefiere que los restos aminoacidicos descritos en el presente documento estén en forma isomérica "L".
Sin embargo, los restos en forma isomérica "D" se pueden sustituir por cualquier resto aminoacidico L, siempre que
el polipéptido conserve la propiedad funcional de uniéon a inmunoglobulina deseada. NH2 hace referencia al grupo
amino libre presente en el extremo amino de un polipéptido. COOH hace referencia al grupo carboxi libre presente
en el extremo carboxi de un polipéptido. De acuerdo con la nomenclatura de polipéptidos convencional, J Biol.
Chem., 243: 3552-59 (1969), las abreviaturas para los restos aminoacidicos se muestran en la siguiente Tabla de
Correspondencias:
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TABLA DE CORRESPONDENCIAS

SIMBOLO AMINOACIDO
1 letra 3 letras

Y Tyr tirosina

G Gly glicina

F Phe fenilalanina
M Met metionina

A Ala alanina

S Ser serina

I lle isoleucina
L Leu leucina

T Thr treonina

\% Val valina

P Pro prolina

K Lys lisina

H His histidina

Q GIn glutamina

E Glu acido glutamico
W Trp triptéfano

R Arg arginina

D Asp acido aspartico
N Asn asparagina
C Cys cisteina

[0074] Se debe observar que todas las secuencias de restos aminoacidicos se representan en el presente
documento mediante formulas cuya orientacion izquierda y derecha esta en la orientacién convencional de extremo
amino a extremo carboxi. Ademas, se debe observar que un guién al principio o al final de una secuencia de restos
aminoacidicos indica un enlace peptidico a una secuencia adicional de uno o mas restos aminoacidicos. La Tabla
anterior se presenta para relacionar las notaciones de tres letras y una letra que pueden aparecer de manera
alternativa en el presente documento.

[0075] Un "replicon” es cualquier elemento genético (por ejemplo, plasmido, cromosoma, virus) que funciona como
unidad autbnoma de replicacién de ADN in vivo; es decir, susceptible de replicacion bajo su propio control.

[0076] Un "vector" es un replicdn, tal como un plasmido, fago o césmido, al que se puede unir otro segmento de
ADN con el fin de ocasionar la replicacion del segmento unido.

[0077] Una "molécula de ADN" se refiere a la forma polimérica de los desoxirribonucledtidos (adenina, guanina,
timina, o citosina) en su forma monocatenaria, o en una hélice de doble cadena. Este término se refiere solamente a
la estructura primaria y secundaria de la molécula, y no se limita a ninguna de sus formas terciarias concretas. De
este modo, este término incluye ADN de doble cadena encontrado, entre otros, en moléculas de ADN lineal (por
ejemplo, fragmentos de restriccion), virus, plasmidos, y cromosomas. En el estudio de la estructura de moléculas de
ADN de doble cadena concretas, las secuencias pueden describirse en el presente documento de acuerdo con la
convencion normal de dar solamente la secuencia en direccion 5' a 3' a lo largo de la hebra no transcrita de ADN (es
decir, la hebra que tiene una secuencia homéloga al ARNm).

[0078] Un "origen de replicaciéon” se refiere a aquellas secuencias de ADN que participan en la sintesis de ADN

[0079] Una "secuencia codificante” de ADN es una secuencia de ADN de doble cadena que se transcribe y se
traduce en un polipéptido in vivo cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites
de la secuencia codificante se determinan por un coddén de inicio en el extremo 5' (amino) y un codén de parada de
traduccion en el extremo 3' (carboxilo). Una secuencia codificante puede incluir, pero sin limitacién, secuencias
procarioticas, ADNc de ARNm eucariético, secuencias de ADN gendmico de ADN eucariético (por ejemplo, de
mamifero), e incluso secuencias de ADN sintéticas. Una sefial de poliadenilacion y una secuencia de terminacion de
la transcripcién se localizaran normalmente en 3' con respecto a la secuencia codificante.

[0080] Las secuencias de control transcripcional y traduccional son secuencias reguladoras de ADN, tales como
promotores, potenciadores, sefiales de poliadenilacion, terminadores, y similares, que proporcionan la expresion de
una secuencia codificante en una célula huésped.
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[0081] Una "secuencia promotora” es una regién reguladora de ADN susceptible de unirse a la ARN polimerasa en
una célula e iniciar la transcripcion de una secuencia codificante aguas abajo (direccion 3'). Con el fin de definir la
presente invencion, la secuencia promotora se une en su extremo 3' por el sitio de inicio de la transcripcion y se
extiende aguas arriba (direccién 5') para incluir el nimero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la
transcripcion a niveles detectables por encima del fondo. En la secuencia promotora se encontrara un sitio de inicio
de la transcripcion (definido convenientemente por el mapeo con nucleasa S1), asi como también los dominios de
unién a proteinas (secuencias consenso) responsables de la uniéon de la ARN polimerasa. Los promotores
eucaridticos comprenderan, a menudo, cajas "TATA" y cajas "CAT". Los promotores procariéticos contienen
secuencias de Shine-Dalgarno ademas de las secuencias consenso -10 y -35.

[0082] Una "secuencia de control de la expresion” es una secuencia de ADN que controla y regula la transcripcion
y la traduccién de otra secuencia de ADN. Una secuencia codificante esta "bajo el control" de las secuencias de
control transcripcional y traduccional en una célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante a
ARNmM, que después se traduce a la proteina codificada por la secuencia codificante.

[0083] Se puede incluir una "secuencia sefial" antes de la secuencia codificante. Esta secuencia codifica un
péptido sefial, N-terminal con respecto al polipéptido, que se comunica con la célula huésped para dirigir el
polipéptido a la superficie celular o secretar el polipéptido al medio, y este péptido sefial se desengancha por la
célula anfitriona antes de que la proteina deje la célula. Se pueden encontrar secuencias sefial asociadas con una
diversidad de proteinas nativas de procariotas y eucariotas.

[0084] EI término "oligonucledtido”, como se usa en el presente documento en referencia a la sonda de la presente
invencion, se define como una molécula comprendida por dos o mas ribonucle6tidos, preferiblemente mas de tres.
Su tamafio exacto dependerd de muchos factores que, a su vez, dependeran de la funcién y uso ultimos del
oligonucledtido.

[0085] EI término "cebador" como se usa en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido, ya sea de
origen natural en forma de un producto purificado de la digestion con enzimas de restriccion ya sea producido
sintéticamente, que es capaz de actuar como punto de inicio de la sintesis cuando se coloca en condiciones en las
gue se induce la sintesis de un producto de extension con cebadores, que es complementario a una hebra del acido
nucleico, es decir, en presencia de nucledtidos y un agente inductor tal como una ADN polimerasa y a una
temperatura y pH adecuados. El cebador puede ser de hebra sencilla o de doble hebra y debe ser suficientemente
largo para cebar la sintesis del producto de extension deseado en presencia del agente inductor. La longitud exacta
del cebador dependera de muchos factores, incluyendo la temperatura, la fuente del cebador y el uso del
procedimiento. Por ejemplo, para aplicaciones diagndsticas, dependiendo de la complejidad de la secuencia diana,
el cebador oligonucleotidico contiene tipicamente 15-25 o mas nucle6tidos, aunque puede contener menos
nucleétidos.

[0086] Los cebadores en el presente documento se seleccionan para que sean “sustancialmente"
complementarios a diferentes hebras de una secuencia de ADN diana particular. Esto significa que los cebadores
deben ser suficientemente complementarios para hibridar con sus respectivas hebras. Por lo tanto, no es necesario
que la secuencia del cebador refleje la secuencia exacta del molde. Por ejemplo, se puede unir un fragmento
nucleotidico no complementario al extremo 5' del cebador, siendo el resto de la secuencia del cebador
complementaria a la hebra. Como alternativa, se pueden intercalar bases no complementarias o secuencias mas
largas en el cebador, siempre que la secuencia del cebador sea suficientemente complementaria a la secuencia de
la hebra para hibridar con ellas y formar de ese modo el molde para la sintesis del producto de extension.

[0087] Como se usa en el presente documento, las expresiones "endonucleasas de restriccion" y "enzimas de
restriccion” se refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales corta el ADN de doble hebra en o cerca de
una secuencia de nucleétidos especifica.

[0088] Una célula se ha "transformado” por ADN exdgeno o heter6logo cuando tal ADN se ha introducido dentro
de la célula. EI ADN transformante puede integrarse o0 no (unido covalentemente) en el ADN cromosémico
constituyendo el genoma de la célula. En procariotas, levadura, y células de mamifero, por ejemplo, el ADN
transformante puede mantenerse sobre un elemento episémico, tal como un plasmido. Con respecto a las células
eucariotas, una célula transformada establemente es aquella en la se ha integrado ADN transformante en el
cromosoma de manera que es heredado por las células hijas a través de la replicacién del cromosoma. Esta
estabilidad se demuestra por la capacidad de la célula eucariota de establecer lineas celulares o clones
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comprendidos por una poblacion de células hijas que contienen el ADN transformante. Un "clon" es una poblacion de
células obtenidas a partir de una Unica célula o ancestro comin por mitosis. Una "linea celular" es un clon de una
célula primaria que es susceptible de crecimiento estable in vitro durante muchas generaciones.

[0089] Dos secuencias de ADN son "sustancialmente homoélogas" cuando al menos aproximadamente el 75%
(preferiblemente al menos aproximadamente el 80%, y mucho mas preferiblemente al menos aproximadamente el
90 o el 95%) de los nucledtidos se emparejan a lo largo de una longitud definida de las secuencias de ADN. Las
secuencias que son esencialmente homélogas se pueden identificar comparando las secuencias usando un software
convencional disponible en los bancos de datos de secuencias, o en un experimento de hibridaciéon de Southern, por
ejemplo, en condiciones restrictivas como se define para ese sistema particular. La definicion de las condiciones de
hibridacion apropiadas esta dentro del alcance del experto en la técnica. Véase, por ejemplo, Maniatis y col.,
anteriormente; DNA Cloning, Vols. | & Il, anteriormente; Nucleic Acid Hybridization, anteriormente.

[0090] Se debe apreciar que también estan dentro del alcance de la presente invencion las secuencias de ADN
gue codifican los péptidos de receptor de la presente invencién que codifican un anticuerpo que tiene la misma
secuencia de aminoacidos como cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10, y que pueden degenerarse entre si. Por
"degeneracion” se refiere a que se usa un codén de tres letras diferente para especificar un aminoacido particular.
Se conoce bien en la técnica que se pueden usar los siguientes codones indistintamente para codificar cada
aminoacido especifico:

Fenilalanina (Phe o F) UUU o UuC

Leucina (Leu o L) UUA o0 UUG o CUU o CUC o CUA o CUG
Isoleucina (lle o 1) AUU o AUC o AUA

Metionina (Met o M) AUG

Valina (Val o V) GUU o GUC of GUA o0 GUG

Serina (Ser o S) UCU o UCC o0 UCA 0 UCG 0 AGU o0 AGC
Prolina (Pro o P) CCUoCCCoCCA0CCG

Treonina (Thro T) ACU 0 ACC 0 ACA 0 ACG

Alanina (Ala o A) GCU 0 GCG 0 GCA 0 GCG

Tirosina (Tyr oY) UAU o UAC

Histidina (His o H) CAU o CAC

Glutamina (GIn o Q) CAA o CAG

Asparagina (Asn o N) AAU o AAC

Lisina (Lys o K) AAA o0 AAG

Acido aspértico (Asp o D) GAU 0 GAC
Acido glutdmico (Glu o E) GAA o GAG

Cisteina (Cys o0 C) UGU o UGC

Arginina (Arg o R) CGU 0 CGC 0 CGA 0 CGG 0 AGA 0 AGG
Glicina (Gly 0 G) GGU o0 GGC 0 GGA 0 GGG

Triptofano (Trp o W) UGG

Codon de terminacion UAA (ocre) o UAG (ambar) o UGA (6palo)

[0091] Se debe entender que los codones que se han especificado anteriormente son para las secuencias de
ARN. Los correspondientes codones para ADN tienen U sustituido por T.

[0092] Se pueden realizar mutaciones en secuencias de ADN que codifican cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14 de
manera que se cambia un coddn por un codon que codifica un aminoacido diferente. Tal mutacion se realiza
generalmente realizando los menores cambios de nucleétidos posibles. Se puede realizar una mutacién por
sustitucion de esta clase para cambiar un aminoacido de la proteina resultante de una manera no conservativa (es
decir, cambiando el coddn de un aminoéacido perteneciente a un agrupamiento de aminoacidos que tiene un tamafio
concreto 0 caracteristico por un aminoacido perteneciente a otro agrupamiento) o de una manera conservativa (es
decir, cambiando el codon de un aminoacido perteneciente a un agrupamiento de aminoéacidos que tiene un tamafio
concreto o caracteristico por un aminoacido perteneciente al mismo agrupamiento). Tal cambio conservativo
conduce generalmente a un cambio menor en la estructura y funcién de la proteina resultante. Es mas probable que
un cambio no conservativo altere la estructura, actividad o funcion de la proteina resultante. Se debe considerar que
la presente invencion incluye secuencias que contienen cambios conservativos que no alteran significativamente la
actividad o caracteristicas de union de la proteina resultante.

[0093] Lo siguiente es un ejemplo de diferentes agrupamientos de aminoacidos:
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Aminoacidos con grupos R no polares

Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, Prolina, Fenilalanina, Triptéfano, Metionina

Aminoacidos con grupos R polares no cargados

Glicina, Serina, Treonina, Cisteina, Tirosina, Asparagina, Glutamina

10 Aminoécidos con grupo R polares cargados (cargados negativamente a pH 6,0)
Acido Aspartico, Acido Glutamico
Aminoécidos bésicos (cargados positivamente a pH 6,0)

15
Lisina, Arginina, Histidina (a pH 6,0)

[0094] Otros agrupamientos pueden ser aquellos aminoacidos con grupos fenilo:
20 Fenilalanina, Triptéfano, Tirosina

[0095] Otro agrupamiento puede ser de acuerdo con el peso molecular (es decir, el tamafio de los grupos R):

Glicina 75

Alanina 89

Serina 105
Prolina 115
Valina 117
Treonina 119
Cisteina 121
Leucina 131
Isoleucina 131
Asparagina 132
Acido aspartico 133
Glutamina 146
Lisina 146
Acido glutamico 147
Metionina 149
Histidina (a pH 6,0) 155
Fenilalanina 165
Arginina 174
Tirosina 181
Triptéfano 204

25 [0096] Las sustituciones particularmente preferidas son:
- Lys por Arg y viceversa de manera que se puede mantener una carga positiva;

- Glu por Asp y viceversa de manera que se puede mantener una carga negativa;
30
- Ser por Thr de manera que se puede mantener un -OH libre; y

- GIn por Asn de manera que se puede mantener un NH: libre.

35 [0097] También pueden introducirse sustituciones de aminoacidos para sustituir un aminoacido con una propiedad
particularmente preferible. Por ejemplo, se puede introducir una Cys en un sitio potencial para puentes disulfuro con
otra Cys. Se puede introducir una His como un sitio particularmente "catalitico" (es decir, His puede actuar como un
acido o base y es el aminoacido mas comun en la catalisis bioquimica). Se puede introducir Pro debido a su
estructura particularmente plana, que induce giros - en la estructura de la proteina.
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[0098] Dos secuencias de aminoacidos son "sustancialmente homélogas" cuando al menos aproximadamente el
70% de los restos aminoacidicos (preferiblemente al menos aproximadamente el 80%, y mucho mas preferiblemente
al menos aproximadamente el 90 o el 95%) son idénticos, o0 representan sustituciones conservativas.

[0099] Una regién "heteréloga” del patrén de ADN es un segmento identificable de ADN dentro de una molécula de
ADN mas grande que no se encuentra asociado con la molécula mas grande en la naturaleza. Por lo tanto, cuando
la regién heteréloga codifica un gen de mamifero, el gen estara flanqueado normalmente por ADN que no flanquea
el ADN genémico de mamifero en el genoma del organismo de origen. Otro ejemplo de secuencia codificante
heterdloga es un patrén en el que la propia secuencia codificante no se encuentra en la naturaleza (por ejemplo, un
ADNc donde la secuencia codificante gendmica contiene intrones, 0 secuencias sintéticas que tienen codones
diferentes a los del gen nativo). Las variaciones alélicas o los eventos mutacionales de origen natural no dan lugar a
una region heteréloga de ADN como se define en el presente documento.

[0100] Una secuencia de ADN estd "conectada operativamente" a una secuencia de control de la expresion
cuando la secuencia de control de la expresién controla y regula la transcripcion y traduccion de esa secuencia de
ADN. La expresion "conectado operativamente" incluye que tiene una sefial de inicio apropiada (por ejemplo, ATG)
delante de la secuencia de ADN que se va a expresar y que mantiene el marco de lectura correcto para permitir la
expresion de la secuencia de ADN bajo el control de la secuencia de control de la expresion y la produccién del
producto deseado codificado por la secuencia de ADN. Si el gen que se desea insertar en una molécula de ADN
recombinante no contiene una sefial de inicio apropiada, tal sefial de inicio se puede insertar delante del gen.

[0101] La expresion "condiciones de hibridacion convencionales" se refiere a condiciones de sal y temperatura
sustancialmente equivalentes a 5 x SSC y 65 °C tanto para la hibridacion como para el lavado. Sin embargo, un
experto en la técnica apreciara que dichas "condiciones de hibridacion convencionales" dependen de condiciones
particulares que incluyen la concentracién de sodio y magnesio en el tampodn, la longitud y concentracién de la
secuencia de nucledtidos, el porcentaje de emparejamientos erréneos, el porcentaje de formamida, y similares.
También es importante en la determinacion de las "condiciones de hibridaciéon convencionales” si las dos secuencias
que hibridan son ARN-ARN, ADN-ADN o ARN-ADN. Tales condiciones de hibridaciéon convencionales se determinan
facilmente por un experto en la técnica de acuerdo con férmulas bien conocidas, en las que la hibridacion es
tipicamente 10-20 °C mas baja que la Tm pronosticada o determinada con lavados de mayor restriccion, si se desea.

[0102] Un "anticuerpo" es cualquier inmunoglobulina, incluyendo anticuerpos y fragmentos de la misma, que se
enlaza con un epitopo especifico. El término incluye anticuerpos policlonales, monoclonales y quiméricos, los ultimos
mencionados descritos con mas detalle en las Patentes de Estados Unidos N° 4.816.397 y 4.816.567. Puesto que
los anticuerpos pueden modificarse de varias maneras, ha de interpretarse que el término "anticuerpo” incluye
cualquier molécula o sustrato que tiene un dominio de unién con la especificada requerida. Por lo tanto, este término
incluye fragmentos de anticuerpos, derivados, equivalentes funcionales y homélogos de anticuerpos, incluyendo
cualquier polipéptido que comprenda un dominio de unién a inmunoglobulina, ya sea natural o total o parcialmente
sintético. Por lo tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unién a inmunoglobulina, o
equivalente, condensado a otro polipéptido. La clonacion y la expresion de anticuerpos quiméricos se describen en
los documentos EP-A-0120694 y EP-A-0125023 y las Patentes de Estados Unidos N° 4.816.397 y 4.816.567.

[0103] Se ha mostrado que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la funcién de unir antigenos.
Los ejemplos de fragmentos de unidn son (i) el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CL y CHZ; (ii) el
fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de
un Unico anticuerpo; (iv) el fragmento dAb (Ward, E.S. y col., Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste en un
dominio VH; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab unidos, (vii) moléculas FV de cadena sencilla (scFv), donde un dominio VH y un dominio VL se unen
por un engarce peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unién a antigeno (Bird
y col., Science, 242, 423-426, 1988; Huston y col., PNAS USA, 85, 5879-5883, 1988); (viii) fragmentos de
anticuerpos multivalente (dimeros scFv, trimeros y/o tetrameros (Power y Hudson, J Immunol. Methods 242: 193-204
9 (2000)); (ix) dimeros de Fv de cadena sencilla biespecificos (documento PCT/US92/09965) y (x) "diacuerpos”,
fragmentos multivalentes o multiespecificos construidos por fusién génica (documento W094/13804; P. Holliger y
col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444-6448, (1993)).

[0104] Un "sitio de combinaciéon de un anticuerpo" es aquella porcién estructural de una molécula de anticuerpo

comprendida por regiones variables e hipervariables de la cadena ligera o la cadena pesada y ligera que se une
especificamente al antigeno.
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[0105] La frase "molécula de anticuerpo” en sus diferentes formas gramaticales como se usa en el presente
documento, contempla tanto una molécula de inmunoglobulina intacta como una porcién inmunolégicamente activa
de una molécula de inmunoglobulina.

[0106] Las moléculas de anticuerpo ilustrativas son moléculas de inmunoglobulina intactas, moléculas de
inmunoglobulina esencialmente intactas y aquellas porciones de una molécula de inmunoglobulina que contienen el
paratopo, incluyendo aquellas porciones conocidas en la técnica como Fab, Fab', F(ab')z2 y F(v), cuyas porciones se
prefieren para su uso en los procedimientos terapéuticos descritos en el presente documento. Las porciones Fab y
F(ab"). de las moléculas de anticuerpo se preparan mediante la reaccion proteolitica de papaina y pepsina,
respectivamente, en moléculas de anticuerpo sustancialmente intactas mediante procedimientos que se conocen
bien. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 4.342.566 de Theofilopolous y col. Las porciones de la
molécula de anticuerpo Fab' también se conocen bien y se producen a partir de porciones F(ab'). seguido de
reduccion de los enlaces disulfuro que unen las dos porciones de la cadena pesada con mercaptoetanol, y seguido
de alquilacion del mercaptano de la proteina resultante con un reactivo tal como yodoacetamida. En el presente
documento se prefiere un anticuerpo que contiene moléculas de anticuerpo intactas.

[0107] La expresion "anticuerpo monoclonal" en sus diversas formas gramaticales se refiere a un anticuerpo que
tiene solamente una especie de sitio de combinacién del anticuerpo capaz de inmunorreaccionar con un antigeno
particular. Un anticuerpo monoclonal presenta de ese modo una Unica afinidad de unién por cualquier antigeno con
el que inmunorreacciona. Por lo tanto, un anticuerpo monoclonal también puede contener una molécula de
anticuerpo que tenga una pluralidad de sitios de combinacién de anticuerpos, cada uno inmunoespecifico para un
antigeno diferente; por ejemplo, un anticuerpo monoclonal biespecifico (quimérico).

[0108] La expresion "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que son
fisiol6gicamente tolerables y no producen tipicamente una reaccion alérgica o perjudicial similar, tal como trastorno
gastrico, mareo y similares, cuando se administran a un ser humano.

[0109] La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se usa en el presente documento para representar una
cantidad suficiente para evitar, y preferiblemente reducir en al menos aproximadamente el 30 por ciento, mas
preferiblemente en al menos el 50 por ciento, mucho mas preferiblemente en al menos el 90%, un cambio
clinicamente significativo en el tamafio o en la actividad de fase S de una masa celular diana, u otra caracteristica de
patologia, tal como, por ejemplo, respuesta del anticuerpo, respuesta de linfocitos T o linfocitos B, reduccién en la
expresion de EGFR.

[0110] EI término "adyuvante" se refiere a un compuesto o mezcla que potencia la respuesta inmunoldgica,
particularmente a un antigeno. Un adyuvante puede servir como una reserva de tejido que libera lentamente el
antigeno y también como un activador del sistema linfatico que no potencia especificamente la respuesta
inmunolégica (Hood y col., Immunology, Second Ed., 1984, Benjamin/Cummings: Menlo Park, California, pag. 3-84).
A menudo, un estimulo primario con un Unico antigeno, en ausencia de un adyuvante no podra obtener una
respuesta inmunolégica humoral o celular. Los adyuvantes previamente conocidos y utilizados incluye, pero sin
limitacion, adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund, saponina, geles minerales, tales como
el hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas, tales como la lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones,
péptidos, emulsiones de aceite o hidrocarburos, hemocianina de lapa californiana, dinitrofenol, y un adyuvante
humano potencialmente Util, tal como BGG (bacille Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. Los adyuvantes de
sales minerales incluyen, pero sin limitacion: hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio, fosfato calcico, hidréxido de
cinc e hidréxido calcico. Preferiblemente, la composicion de adyuvante comprende adicionalmente un lipido de
emulsion de grasa que comprende aproximadamente el 10% (en peso) de aceite vegetal y aproximadamente el 1-
2% (en peso) de fosfolipidos. Preferiblemente, la composicion de adyuvante adicionalmente comprende
opcionalmente una forma de emulsion que tiene particulas oleosas dispersas en una fase acuosa continua, que
tiene un poliol de formacion de emulsion en una cantidad de aproximadamente el 0,2% (en peso) a
aproximadamente el 49% (en peso), opcionalmente un aceite metabolizable en una cantidad de formacién de
emulsién de hasta el 15% (en peso), y opcionalmente un tensioactivo con base de glicol éter en una cantidad de
estabilizacion de emulsion de hasta aproximadamente el 5% (en peso). Otros ejemplos de adyuvantes incluyen
monofosforil lipido A (MPL, SmithKline Beecham), un congénere obtenido después de la purificacion y la hidrélisis
acida de liposacéarido de Salmonella Minnesota Re 595; saponinas que incluyen QS21 (SmithKline Beecham), una
saponina QA-21 pura purificada en extracto de Quillja saponaria; DQS21, descrito en la solicitud PCT W096/33739
(SmithKline Beecham); ISCOM (CSL Ltd., Parlcville, Victoria, Australia) obtenido a partir de la corteza del arbol
Quillaia saponaria molina; QS-7, QS-17, 0S-18 y QS-L1 (So y col., Mol. Cells 7:178-186, 1997); montanide; alum;
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oligonucledtidos CpG (véase, por ejemplo, Kreig y col., Nature 374:546-9, 1995); diversas emulsiones de agua en
aceite preparadas a partir de aceites biodegradables, tales como escualeno y/o tocoferol; y factores que se toman
por el denominado "receptor 7 de tipo Toll" en ciertas células inmunes que se encuentran en la parte externa de la
piel, tal como imiquimod (3M, St. Paul, Minnesota). Particularmente, los antigenos pueden administrarse mezclados
con una combinacion de DQS21/MPL. La relacién de DQS21 con respecto a MPL sera tipicamente de
aproximadamente 1:10 a 10:1, preferiblemente de aproximadamente 1:5 de 5:1, y mas preferiblemente
aproximadamente 1:1. Tipicamente para administracion en seres humanos, DQS21 y MPL estaran presentes en una
formulacion de vacuna en el intervalo de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 100 ug. Se conocen en la
técnica otros adyuvantes y pueden usarse en la invencion (véase, por ejemplo, Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, 22 Ed., 1986). Se conocen bien procedimientos para la preparacion de mezclas o
emulsiones de polipéptido o adyuvante por los expertos en la técnica en la induccion y/o mejora de una respuesta
inmune y la técnica de la vacunacion.

[0111] Como se usa en el presente documento, el término "inmunomodulador” se refiere a un agente que es capaz
de modular una respuesta inmune o0 una respuesta inmunoldgica. Tal modulacién incluye la mejora de la produccién
de anticuerpos, de la respuesta humoral, de la respuesta inmune celular. Los ejemplos de inmunomoduladores
incluyen, pero sin limitacion, adyuvantes, citocinas, interleucinas, quimiocinas y factores de crecimiento.

[0112] La expresion “cantidad eficaz” de un inmunomodulador se refiere a una cantidad de un inmunomodulador
suficiente para potenciar una respuesta inmune inducida por una vacuna, que sera mediada por células, humoral o
mediada por anticuerpos. Una cantidad eficaz de un inmunomodulador, si se inyecta, puede estar en el intervalo de
aproximadamente 0,1-1.000 pg, preferiblemente 1-900 pg, mas preferiblemente 5-500 pg, para un sujeto humano, o
en el intervalo de aproximadamente 0,01-10,0 pg/Kg de peso corporal del sujeto animal. Esta cantidad puede variar
en cierto grado dependiendo del modo de administracion, pero estara en el mismo intervalo general. Si se usa mas
de un inmunomodulador, cada uno puede estar presente en estas cantidades o la cantidad total puede estar dentro
de este intervalo. Una cantidad eficaz de un antigeno puede ser una cantidad capaz de provocar una respuesta
inmune demostrable en ausencia de un inmunomodulador. La cantidad apropiada de antigeno que se va a usar
depende del antigeno especifico y se conoce bien en la técnica.

[0113] La cantidad eficaz exacta necesaria variara de sujeto a sujeto, dependiendo de la especie, la edad vy el
estado general del sujeto, la gravedad del estado que se esta tratando, el modo de administracién, etc. Por tanto, no
es posible especificar una cantidad eficaz exacta. Sin embargo, la cantidad eficaz apropiada puede determinarse por
un experto en la técnica usando Unicamente la experimentacion de rutina o los conocimientos previos en la técnica
de la vacunacion.

[0114] Una "respuesta inmunolégica” a una composicidon o vacuna comprendida por un antigeno es el desarrollo
en el huésped de una respuesta inmune mediada por células y/o anticuerpos con respecto a la composiciéon o
vacuna de interés. Normalmente, tal respuesta consiste en sujeto que produce anticuerpos, linfocitos B, linfocitos T
auxiliares, linfocitos T supresores, y/o linfocitos T citotéxicos dirigidos especificamente a un antigeno o antigenos
incluidos en la composicion o vacuna de interés.

[0115] Como se usa en el presente documento, "pg" significa picogramo, "ng" significa nhanogramo, "ug" o "ug"
significan microgramos, "mg" significa miligramo, "ul" o "pl" significan microlitro, "ml" significa mililitro, "I" significa
litro.

[0116] La expresion "expresion aberrante” en sus diversas formas gramaticales puede significar e incluir cualquier
expresion aumentada o alterada o sobreexpresién de una proteina en un tejido, por ejemplo, un incremento en la
cantidad de una proteina, causado por cualquier procedimiento que incluya un aumento de la expresién o
traduccioén, una modulacién del promotor o un regulador de la proteina, una amplificacién de un gen de una proteina,
0 un aumento de la semivida o la estabilidad, de manera que existe o se puede detectar en cualquier momento mas
proteina, a diferencia de un estado sin sobreexpresion. La expresion aberrante incluye y contempla cualquier
escenario o alteracion en el que la expresion de la proteina o la maquinaria de modificacion post-traduccional en una
célula se exige o se interrumpe de otro modo debido a un aumento de la expresién o a un incremento de los niveles
0 cantidades de una proteina, incluyendo cuando se expresa una proteina alterada, en forma de una proteina
mutada o variante debido a una alteracion, delecién o insercion de la secuencia, o a un plegamiento alterado.

[0117] Es importante apreciar que la expresion "expresion aberrante" se ha seleccionado especificamente en el
presente documento para incluir el estado en el que estan presentes cantidades/niveles anormales (normalmente
aumentados) de la proteina, con independencia de la causa eficaz de esa cantidad o nivel anormal. Por lo tanto, las
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cantidades anormales de proteina puede resultar de la expresion en exceso de la proteina en ausencia de
amplificacién del gen, que es el caso, por ejemplo, en muchas muestras de células/tejidos tomadas de la cabeza y el
cuello de sujetos con cancer, mientras otras muestras exhiben niveles anormales de proteina atribuibles a
amplificacién génica.

[0118] Con respecto a esto Ultimo, algunos de los trabajos de los inventores que se presentan en el presente
documento para ilustrar la invencién incluyen el andlisis de muestras, algunas de las cuales muestran niveles de
proteina anormales resultantes de la amplificacion de un receptor de factor de crecimiento, incluyendo un receptor
de la familia de EGF, particularmente incluyendo EGFR. Por lo tanto, esto explica la presentacion en el presente
documento de hallazgos experimentales en los que se hace referencia a la amplificacion y el uso de los términos
"amplificacion/amplificado” y similares al describir niveles anormales del receptor del factor de crecimiento, el
receptor de la familia de EGF, EFGR. No obstante, es la observacion de las cantidades o niveles anormales de la
proteina la que define el entorno o la circunstancia en la que se contempla la intervencién clinica como recurso para
los miembros de union de la divulgacién, y por esta razon, la presente memoria descriptiva considera que la
expresion "expresion aberrante” capta mas ampliamente el entorno causal que produce la correspondiente anomalia
en los niveles del receptor de factor de crecimiento, receptor de la familia de EGF, EGFR.

[0119] Por consiguiente, mientras se entiende que los términos "sobreexpresion” y "amplificacion” en sus diversas
formas gramaticales tienen significados técnicos distintos, se deben considerar equivalentes entre si, en tanto que
representan el estado en el que estan presentes los niveles anormales de proteina del receptor de factor de
crecimiento, receptor de la familia de EGF, EGFR en el contexto de la presente invencion. En consecuencia, la
expresion "expresion aberrante” se ha seleccionado ya que se cree que subsume las expresiones "sobreexpresion"
y "amplificacion” dentro de su alcance para los fines en el presente documento, de manera que todas las
expresiones puedan considerarse equivalentes entre si como se usan en el presente documento.

[0120] La presente invencion se refiere a epitopos de receptor, particularmente epitopos de receptor del factor de
crecimiento, que pueden utilizarse en la generacién de anticuerpos que tienen capacidad y actividad anti-tumoral o
que estimulan una respuesta inmunoldgica que es una respuesta anti-tumoral. Los epitopos de receptor del factor de
crecimiento incluyen epitopos de bucle que se exponen en formas transitorias del receptor del factor de crecimiento
y son capaces de generar anticuerpos que reconocen formas transitorias del receptor, modulando de este modo,
incluyendo evitando o inhibiendo, su activacion, incluyendo el cambio de una confirmacion unida a ligando inactiva o
activa. La invencion proporciona epitopos de receptor, particularmente epitopos de receptor de la familia de EGF,
mucho mas particularmente epitopos de EGFR, que pueden utilizarse en la generacion de anticuerpos que tienen
capacidad y actividad anti-tumoral o que estimulan una respuesta inmunolégica que es una respuesta anti-tumoral.
En un aspecto general, la invencidén proporciona un epitopo de receptor, particularmente un epitopo del receptor de
EGF o un epitopo de la familia del receptor de EGF, que se encuentra en las células tumorigénicas,
hiperproliferativas o anormales y no es detectable o transitorio en células normales o de tipo salvaje.

[0121] La presente invencion describe la existencia o exposicion de un péptido epitdpico, particularmente un
péptido de bucle, que esta unido en cada extremo N-terminal y C-terminal por una cisteina, formando un péptido de
bucle de disulfuro, en un receptor del factor de crecimiento, particularmente el EGFR. Este péptido de bucle se
expone a una conformacion amarrada transitoria, y su presencia o cantidad se altera o se aumenta en casos que
incluyen la produccién del ligando autocrino (el ligando impulsa el EGFR hacia los dimeros activos), la activacion del
receptor independiente de ligando (un evento restringido en gran medida a células que sobreexpresan el receptor),
alteraciones en la glicosilacién que alteran el nivel de libertad o una combinacién de cualquiera de estas
posibilidades.

[0122] Aunque la homologia de secuencia del epitopo 287-302 del bucle EGFR mAb806
(CGADSYEMEEDGVRKC (SEQ ID NO: 1)) es relativamente baja en los miembros de la familia de EGF ErbB3 y
ErbB4, se conservan el tamafio y la ubicacion del bucle de cisteina. Ademas, hay dos restos aminoacidicos
completamente conservados (E293 y G298) y dos adicionales donde se conserva la carga (E295 y R300).
Finalmente, la estructura general de ErbB3 (y probablemente ErbB4), es muy similar a la del EGFR en que adopta
una conformacion amarrada que se libera presumiblemente durante la activacién (Cho, H.S. and Leahy, D.J. (2002)
Science 297: 1330-1333). Por lo tanto, en el presente documento se proporcionan anticuerpos dirigidos al bucle de
cisteina equivalente en ErbB3/B4 como Utiles al tener propiedades similares a mAb 806 (es decir, especificidad
restringida a tumores y la capacidad de bloquear la activacion del receptor). Mas ampliamente, la generacion de
anticuerpos para las formas transicionales de los receptores del factor de crecimiento representa una manera
novedosa de reduccién del direccionamiento del tejido normal que aln conserva actividad anti-sefializacion.
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[0123] La TABLA 1 que se muestra a continuacién proporciona una comparacién de la secuencia bucle de
miembros de la familia de EGF EGFR, ErbB2, ErbB3 y ErbB4.

TABLA 1

o
o
[
Q
<
b

EGFR |C G}A D S{iY E M K|C

ERBB2|C P|L H N[Q E V|T A|E D G T Q|RrR]|C
ERBB3|(C PlP D K|M E VvV |D K N L k|M|c
ERBB4|C P|S S KM E Vv |E E N I K|M|C

Posiciones con propiedades fisicoquimicas conservadas de aminoacidos en recuadros

[0124] Ademas, una busqueda Genbank BLAST que utiliza el epitopo 287-302 del bucle EGFR mAb806
(CGADSYEMEEDGVRKC (SEQ ID NO: 1)) identifica alelos naturales y variantes de esta secuencia peptidica de
epitopos en bucle en diversos EGFR de mamifero (TABLA 2).

TABLA 2

Péptido de ECF C G ADSYEMETEUDGV R K C
EGFR de raton, etc.

gi 1352359 P Y \ |

gi 458123 y gi 12836452
EGFR de pollo

gi 119223

Conejo

gi 13173350 P \

gi 13173351

Cerdo

gi 21913175 S S \Y

gi 21913176

EGF A
gi 224020

N T T \% N

[0125] De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan péptidos de receptor del factor de crecimiento,
particularmente péptidos de EGFR que son capaces de generar anticuerpos, particularmente anticuerpos
monoclonales, que tienen actividad anti-tumoral.

[0126] De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan péptidos de receptor del factor de crecimiento,
particularmente péptidos de EGFR que son capaces de generar anticuerpos que son capaces de reconocer el EGFR
que se encuentra en las células tumorigénicas, hiperproliferativas o anormales y no es detectable o transitorio en
células normales o de tipo salvaje.

[0127] Los péptidos de receptor del factor de crecimiento, particularmente los péptidos de receptor de la familia de
EGF, de la presente invencién proporcionan usos diagnésticos y terapéuticos para identificar, caracterizar y marcar
varios tipos de tumores, por ejemplo, tumores de cabeza y cuello, mama, pulmdn, vejiga, colon o préstata y glioma,
sin los problemas asociados con captacién del tejido normal que pueden observarse con el receptor del factor de
crecimiento conocido previamente, incluyendo EGFR, anticuerpos.

[0128] La presente invencion incluye polipéptidos aislados; que consisten en una secuencia aminoacidica
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seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10. La presente invencion incluye adicionalmente variantes o
mutantes de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10, donde uno 0 mas aminodcidos estan sustituidos, incluyendo por un
aminoacido conservativo 0 no conservativo. Se incluye en la presente invencion cualquiera de dicho péptido variante
0 mutante que sea capaz de reconocer o0 unirse por el anticuerpo mAb 806, o un anticuerpo recombinante o sintético
obtenido a partir del mismo, o que sea capaz de generar uno 0 mas anticuerpos que tengan una caracteristica de
mAb806. En particular, cualquiera de dicho péptido o péptidos pueden ser capaces de generar anticuerpos que
reconocen el receptor del factor de crecimiento y tienen actividad anti-tumoral. Los péptidos aislados, incluyendo
combinaciones de uno o mas de los mismos son adecuados para su uso en la generacion de anticuerpos que
reconocen el receptor del factor de crecimiento y tienen actividad anti-tumoral y en la inmunizacién de animales,
particularmente mamiferos, mucho mas particularmente seres humanos, que tienen cancer o una enfermedad
tumoral.

[0129] Como se ha indicado anteriormente, la presente invencién también se refiere a una molécula de ADN
recombinante o un gen clonado, o una variante degenerada de los mismos, que codifica un epitopo del receptor del
factor de crecimiento que consiste en una secuencia aminoacidica expuesta en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-10;
preferiblemente una molécula de acidos nucleicos, en particular una molécula de ADN recombinante o un gen
clonado, que codifica el epitopo del receptor de la familia de EGF seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO:
1-10.

[0130] Como se ha analizado anteriormente, los epitopos del receptor de la familia de EGF o los fragmentos
inmunogénicos de los mismos, particularmente seleccionados entre un epitopo del receptor de EGF de cualquiera
de las SEQ ID NO: 1-14, pueden prepararse en composiciones farmacéuticas, con un portador adecuado y una
fuerza eficaz para la administracion mediante diversos medios a un paciente que tiene un tumor o cancer para el
tratamiento del mismo. Puede utilizarse una diversidad de técnicas administrativas, entre ellas técnicas parenterales,
tales como inyecciones subcutaneas, intravenosa e intraperitoneal, cateterizaciones y similares. Las cantidades
medias del péptido o péptidos o fragmentos inmunogénicos de los mismos pueden variar y, en particular, deben
basarse en las recomendaciones y la prescripcién de un médico o veterinario cualificado.

Anticuerpos

[0131] La divulgacion proporciona un anticuerpo purificado para un péptido de receptor de la familia de EGF
seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14.

[0132] Los anticuerpos contra los polipéptidos aislados de la presente invencion incluyen anticuerpos surgidos de
manera natural y preparados de manera recombinante. Estos pueden incluir tanto anticuerpos policlonales como
monoclonales preparados por técnicas genéticas conocidas, asi como anticuerpos biespecificos y anticuerpos que
incluyen otras funcionalidades que los adecuan para su uso en diagnéstico. Dichos anticuerpos pueden usarse
terapéuticamente para tratar pacientes con tumores que tienen una expresion aberrante del EGFR o cualquiera de
sus miembros de la familia, incluyendo, pero sin limitacién, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de
pulmén, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer de laringe, carcinoma de células escamosas, o tumores de
prostata y glioma. Dichos anticuerpos también pueden usarse en inmunoensayos para caracterizaron tumores o
diagnosticar cancer, incluyendo cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de ovario,
cancer de vejiga, cancer de laringe, carcinoma de células escamosas, 0 tumores de prostata y glioma. Los
anticuerpos también pueden usarse para la inmunizacion pasiva con el fin de reducir o tratar un cancer incluyendo
cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer de
laringe, carcinoma de células escamosas, o tumores de préstata y glioma.

[0133] Asimismo, los anticuerpos que incluyen anticuerpos tanto policlonales como monoclonales, y los farmacos
gue modulan la exposiciéon o actividad de los péptidos epitdpicos de receptor y/o sus subunidades pueden poseer
ciertas aplicaciones diagnosticas y se pueden utilizar, por ejemplo, con el fin de detectar y/o medir afecciones tales
como invencion virica o similares. Por ejemplo, los péptidos de receptor o fragmentos inmunogénicos de los mismos
se pueden usar para producir anticuerpos tanto policlonales como monoclonales en una diversidad de medios
celulares, mediante mecanismos conocidos tales la técnica del hibridoma que utiliza, por ejemplo, linfocitos de bazo
de raton y células de mieloma fusionados. Del mismo modo, se pueden descubrir 0 sintetizar pequefias moléculas
gue imitan o tienen un efecto antagénico sobre la actividad o las actividades de los péptidos de receptor o bucles de
epitopos de la invencion, y se pueden usar en protocolos diagnésticos y/o terapéuticos.

[0134] Los paneles de anticuerpos monoclonales producidos contra los péptidos de receptor pueden cribarse en
busca de diversas propiedades; es decir, isotipo, epitopo, afinidad, etc. Tienen un interés particular los anticuerpos
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monoclonales que neutralizan o modulan la actividad del receptor. Dichos monoclonales pueden identificarse
facilmente en ensayos de actividad del receptor o sefializacién o en ensayos de tumorigenicidad. Los anticuerpos de
alta afinidad también son Utiles cuando se desea la purificacion por inmunoafinidad de un receptor del factor de
crecimiento mutante, incluyendo EGFR, o un receptor constitutivamente activo.

[0135] Particularmente, el anticuerpo peptidico anti-receptor usado en los procedimientos diagnésticos de esta
divulgacion puede ser un anticuerpo policlonal purificado por afinidad. Mas preferiblemente, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal (mAb). Ademas, las moléculas de anticuerpo peptidico anti-receptor usadas en el presente
documento pueden estar en forma de porciones Fab, Fab', F(ab")2 o F(v) de moléculas de anticuerpos completos. Se
prefieren particularmente y se proporcionan anticuerpos sintéticos, humanizados, recombinantes o completamente
humanos.

[0136] Se conocen bien en la técnica usos terapéuticos de los anticuerpos. Existen varias maneras de usar los
anticuerpos para fines terapéuticos, por ejemplo, como anticuerpo sin tratar en combinacién con farmacos
guimioterapéuticos conocidos, como anticuerpos radiomarcados para radioinmunoterapia, o0 como anticuerpos
conjugados/acoplados con farmacos citotoxicos, toxinas u otros agentes toxicos.

[0137] Los anticuerpos radiomarcados y fragmentos de los mismos, particularmente los radioinmunoconjugados,
son utiles en radioinmunoterapia, particularmente como anticuerpos radiomarcados para la terapia contra el cancer.
En un aspecto adicional, los anticuerpos radiomarcados y fragmentos de los mismo son Utiles en las técnicas de
cirugia radioinmuno-guiada, donde pueden identificar e indicar la presencia y/o localizacién de células cancerosas,
células precancerosas, células tumorales y células hiperproliferativas, antes de, durante o después de la cirugia para
eliminar tales células

[0138] Los productos inmunoconjugados o las proteinas de fusiéon de la divulgacion, donde los anticuerpos y
fragmentos de los mismos, de la divulgacion se conjugan o se unen a otras moléculas o agentes incluyen
adicionalmente, pero sin limitacién, miembros de unién conjugados con un agente de ablacidon quimica, toxina,
inmunomodulador, citocina, agente citotdxico, agente quimioterapéutico o farmaco.

[0139] Los anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos, de la divulgacion pueden administrarse en solitario o en
combinacién con otros tratamientos, productos terapéuticos o agentes, simultanea o secuencialmente dependiendo
de la afeccion a tratar. Ademas, la divulgacion contempla e incluye composiciones que comprenden el anticuerpo o
fragmento del mismo, descritas en el presente documento y otros agentes o productos terapéuticos, tales como
agentes anti-cancerosos o terapéuticos, hormonas, agentes o anticuerpos anti-EGFR, o moduladores inmunitarios.
Mas generalmente estos agentes anticancerosos pueden ser inhibidores de tirosina cinasa, inhibidores de la
cascada de fosforilacion, moduladores post-traduccionales, inhibidores del crecimiento o la division celular (por
ejemplo, anti-mitéticos), o inhibidores de transduccién de sefial. Otros tratamientos 0 agentes terapéuticos pueden
incluir la administracion de dosis adecuadas de farmacos de farmacos que alivian el dolor tales como los farmacos
anti-inflamatorios no esteroideos (por ejemplo aspirina, paracetamol, ibuprofeno o cetoprofeno) u opiaceos tales
como morfina, 0 anti-eméticos. La composicion puede administrarse en combinacion (secuencialmente (es decir,
antes o después) o simultaneamente) con inhibidores de la tirosina cinasa (incluyendo, pero sin limitacion, AG1478 y
ZD1839, STI571, OSI-774, SU-6668), doxorrubicina, temozolomida, cisplatino, carboplatino, nitrosoureas,
procarbazina, vincristina, hidroxiurea, 5-fluoruracilo, citosina arabinosida, ciclofosfamida, epipodofilotoxina,
carmustina, lomustina, y/o otros agentes quimioterapéuticos. Por lo tanto, estos agentes pueden ser agentes
especificos anti-EGFR, o inhibidores de la tirosina cinasa tales como AG1478, ZD1839, STI571, OSI-774 o SU-6668
0 pueden ser agentes anticancerosos y antineoplasicos generales tales como doxorrubicina, cisplatino,
temozolomida, nitrosoureas, procarbazina, vincristina, hidroxiurea, 5-fluoruracilo, citosina arabinosida,
coclofosfamida, epipodofilotoxina, carmustina, o lomustina. Ademas, la composicion puede administrarse con
hormonas, tales como dexametasona, moduladores inmunes, tales como interleucinas, factor de necrosis tumoral
(TNF), factor de estimulacion de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) u otros factores de crecimiento o
citocinas que estimulan la respuesta inmune y la reduccion o eliminacion de células cancerosas o tumores. Un
modulador inmune tal como TNF puede combinarse junto con un miembro de la divulgacién en forma de un
anticuerpo biespecifico que reconoce el epitopo 806 EGFR, asi como la unién a los receptores TNF. La composicion
también puede administrarse con, o puede incluir combinaciones junto con otros anticuerpos anti-EGFR, incluyendo,
pero sin limitacién, los anticuerpos anti-EGFR 528,225, SC-03, DR8.3, L8A4, Y10, ICR62 y ABX-EGF.

[0140] Previamente el uso de agentes tales como doxorrubicina y cisplatino junto con anticuerpos anti-EGFR habia

producido una mejora de la actividad anti-tumoral (Fan y col., 1993; Baselga y col., 1993). La combinacion de
doxorrubicina y mAb 528 dio como resultado la erradicacion total de xenoinjertos A431 establecidos, mientras el
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tratamiento con cualquier agente en solitario causaba Unicamente una inhibiciéon temporal del crecimiento in vivo
(Baselga y col., 1993). Del mismo modo, la combinacién de cisplatino y cualquiera de mAb 528 o 225 también
condujo a la erradicacién de xenoinjertos A431 bien establecidos, que no se habia observado al utilizar el
tratamiento con cualquier agente (Fan y col., 1993).

[0141] Como se ha sugerido anteriormente, el procedimiento diagnostico de la divulgacion comprende examinar
una muestra o medio celular mediante un ensayo que incluye una cantidad eficaz de un antagonista para un péptido
de epitopos de receptor, tal como un anticuerpo peptidico anti-receptor, preferiblemente un anticuerpo policlonal
purificado por afinidad, y mas preferiblemente un mAb. Como se ha analizado previamente, los pacientes capaces
de beneficiarse de este procedimiento incluyen aquellos que padecen tumores, cancer, una lesiéon precancerosa, u
otra afeccion del receptor del factor de crecimiento. Se conocen bien en la técnica procedimientos para inducir
anticuerpos peptidicos anti-receptor y para determinar y optimizar la capacidad de los anticuerpos peptidicos anti-
receptor para facilitar el examen, el aislamiento, y el reconocimiento o0 muerte de las células diana, particularmente
células tumorales o tumorigénicas o cancerosas.

[0142] Se conocen bien en la técnica procedimientos para producir anticuerpos peptidicos anti-receptor
policlonales. Véase la patente de Estados Unidos N° 4.493.795 de Nestor y col. Puede prepararse un anticuerpo
monoclonal, que contiene tipicamente porciones Fab y/o F(ab')z de moléculas de anticuerpo Utiles, usando la
tecnologia de hibridoma descrita en Antibodies - A Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds., Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York (1988).

[0143] En resumen, para formar el hibridoma a partir del cual se produce la composicion de anticuerpo
monoclonal, se fusiona un mieloma u otra linea celular auto-perpetuante con linfocitos obtenidos del bazo de un
mamifero hiperinmunizado con un péptido de receptor o un fragmento inmunogénico del mismo.

[0144] Los esplenocitos se fusionan tipicamente con células de mieloma usando polietilenglicol (PEG) 6000. Los
hibridos fusionados se seleccionan por su sensibilidad a HAT. Los hibridomas que producen un anticuerpo
monoclonal se identifican por su capacidad para inmunorreaccionar con los presentes péptidos de receptor y su
capacidad para inhibir la actividad peptidica de receptor especificada o del receptor en las células diana.

[0145] Se puede producir un anticuerpo monoclonal iniciando un cultivo de hibridoma monoclonal que comprende
un medio nutriente que contiene un hibridoma que secreta moléculas de anticuerpo con la especificidad antigénica
apropiada. El cultivo se mantiene en condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente para que el hibridoma
secrete las moléculas de anticuerpo al medio. Después se recoge el medio que contiene el anticuerpo. Las
moléculas de anticuerpo se pueden aislar adicionalmente mediante técnicas bien conocidas.

[0146] Los medios Utiles para la preparacién de estas composiciones se conocen bien en la técnica y estan
disponibles en el mercado e incluyen medios de cultivo sintéticos, ratones endogamicos y similares. Un medio
sintético ejemplar es medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM; Dulbecco y col.,, Virol. 8: 396 (1959))
complementado con 4,5 gm/I de glucosa, glutamina 20 mm, y suero de ternero fetal al 20%. Una cepa de ratén
endogamica ilustrativa es Balb/c.

[0147] Se conoce bien la metodologia general para crear anticuerpos monoclonales por medio de hibridomas.
También se pueden crear lineas celulares productoras de anticuerpos inmortales mediante técnicas distintas de la
fusion, tales como la transformacion directa de linfocitos B con ADN oncogénico, o la transfeccion con virus Epstein-
Barr. Véase, por ejemplo, M. Schreier y col., "Hybridoma Techniques" (1980); Hammerling y col., "Monoclonal
Antibodies And T-cell Hybridomas" (1981); Kennett y col., "Monoclonal Antibodies" (1980); véanse también las
patentes de Estados Unidos N° 4.341.761; 4.399.121; 4.427.783; 4.444.887; 4.451.570; 4.466.917; 4.472.500;
4.491.632; 4.493.890.

[0148] También se conocen bien en la técnica procedimientos para producir anticuerpos peptidicos anti-receptor
monoclonales. Véase, Niman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 4949-4953 (1983). Tipicamente, se usa el
presente péptido de receptor o un analogo peptidico solo o conjugado con un portador inmunogénico, como el
inmundgeno del procedimiento que se ha descrito anteriormente para producir anticuerpos monoclonales del péptido
anti-receptor. Los hibridomas se criban para comprobar la capacidad de producir un anticuerpo que reacciona
inmunolégicamente con el péptido de receptor.

[0149] Aparte de la técnica del hibridoma tradicional existen varias técnicas bien conocidas diferentes para la
producir anticuerpos monoclonales. Son particularmente (tiles, procedimientos para producir anticuerpos totalmente
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humanos. Un procedimiento es la tecnologia de presentacion de fagos que puede usarse para seleccionar un rango
de anticuerpos humanos que se unen especificamente al antigeno usando procedimientos de enriquecimiento por
afinidad. La presentacion de fagos se ha descrito por toda la bibliografia y la construccién y deteccion de bibliotecas
de presentacion de fagos se conocen bien en la técnica, véase, por ejemplo, Hoogenboom y col. Trends Biotechnol.,
15: 62-70 (1997); Hoogenboom, y col. Immunotechnology 4: 1-20 (1998); McGregor y col. Mol. Biotechnol, 6: 155-62
(1996); y Bird y col., Science, 242: 423-426 (1988). También pueden prepararse anticuerpos totalmente humanos
por inmunizacién de ratones transgénicos que llevan grandes porciones de las cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulina humana, con un inmunégeno. Se conocen bien en la técnica ejemplos de dichos ratones, por
ejemplo, el Xenomouse® (Abgenix, Inc.) y el HUMAb-Mouse (Medarex, Inc.,), véase también las patentes de Estados
Unidos N° 6.207.418, N° 6.150.584, N° 6.111.166, N° 6.075.181, N° 5.922.545, N° 5.545.806 y N° 5.569.825.
Después, los anticuerpos pueden prepararse mediante técnicas convencionales, por ejemplo, técnicas de hibridoma
convencionales o por presentacién de fagos.

[0150] Los anticuerpos monoclonales obtenidos por la técnica de hibridoma a partir de otras especies distintas a la
humana, tal como ratén, pueden humanizarse, lo que significa que se creara por ingenieria genética un anticuerpo
no humano que sera .mas humano con el fin de evitar HAMA cuando se infunde en seres humanos. Los
procedimientos de humanizacion de los anticuerpos se conocen bien en la técnica, entre los procedimientos mas
comunes se encuentran injerto en la regiéon determinante de la complementariedad (CDR) y veneering (también
conocido como resurfacing). Estos procedimientos se han descrito extensamente en la bibliografia y en las patentes,
véase, por ejemplo; King "Applications and Engineering of Monoclonal Antibodies" Taylor & Francis, 1998: Patentes
de Estados Unidos 5.225.539; 5.530.101; 5.585.089, 5.859.205 y 6.797.492.

[0151] Ofra posibilidad en el desarrollo de moléculas que unen/bloquean/marcan o de otro modo interactian con
los epitopos y los receptores correspondientes descritos en el presente documento, es fabricar los péptidos. Estos
péptidos pueden ser cualquier péptido al azar que tengan una afinidad para los epitopos y no necesariamente tienen
que ser de la familia de las inmunoglobulinas. Estos péptidos a menudo se aislan mediante técnicas similares como
para los anticuerpos de presentacion de fagos (Szardenings, J Recept Signal Transduct Res. 2003; 23(4): 307-49).
El uso de péptidos de dichas bibliotecas de péptidos aleatorios es similar a los anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos.

[0152] La divulgacion también se refiere a una diversidad de aplicaciones diagnésticas, incluyendo procedimientos
para detectar la presencia de estimulos, tales como los ligandos polipeptidicos a los que se ha hecho referencia
anteriormente, por referencia a su capacidad para provocar las actividades que se media por los presentes péptidos
de receptor. Como se ha mencionado anteriormente, el péptido de receptor puede usarse para producir anticuerpos
para si mismo por una diversidad de técnicas conocidas, y dichos anticuerpos después pueden aislarse y utilizarse
como en los ensayos para buscar la presencia de actividad particular en células diana sospechosas.

[0153] Como se ha descrito con detalle anteriormente, el anticuerpo o los anticuerpos para el péptido de receptor
se pueden producir y aislar mediante métodos convencionales incluyendo las técnicas con hibridomas bien
conocidas. Por conveniencia, se hara referencia en el presente documento al anticuerpo o los anticuerpos para el
péptido de receptor como anticuerpo o anticuerpos Abz originados en otra especie como Abz. A partir de lo anterior
se observara que una propiedad caracteristica de Abz es que este reaccionard con Abi. Para los fines de esta
descripcion y de las reivindicaciones, se hara referencia a Abi como un anticuerpo primario o un peptidico anti-
receptor, y se haré referencia a Ab2 como un anticuerpo secundario o anti-Abz.

[0154] La presencia de péptido de epitopos de receptor expuesto en las células se puede averiguar mediante los
procedimientos inmunoldgicos habituales aplicables a dichas determinaciones. Se conocen numerosos
procedimientos Utiles. Tres de dichos procedimientos que son especialmente Utiles emplean el péptido de receptor
marcado con un marcador detectable, anticuerpo Ab: marcado con un marcador detectable, o anticuerpo Abz
marcado con un marcador detectable. Los procedimientos se pueden resumir por medio de las siguientes
ecuaciones donde el asterisco indica que la particula estd marcada, y "~" representa el péptido de receptor:

A. ~*+ Ab1 = ~*Ab1

B. ~+ Ab* =~Abz*

C. ~ + Ab: + Alb2* = ~Ab1 Aby*

[0155] Los procedimientos y su aplicacion son familiares para los expertos en la técnica y por consiguiente se
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pueden utilizar dentro del alcance de la presente invencion. El procedimiento "competitivo”, Procedimiento A, se
describe en las Patentes de Estados Unidos N° 3.654.090 y 3.850.752. El Procedimiento C, el procedimiento
"sandwich", se describe en la patente de Estados Unidos N° RE 31.006 y 4.016.043. Se conocen otros
procedimientos tales como el procedimiento del "anticuerpo doble", o "DASP".

[0156] En cada caso, el péptido de receptor forma complejos con uno o mas anticuerpos o compafieros de uniéon y
un miembro del complejo se marca con un marcador detectable. El hecho de la formacién del complejo, y si se
desea, la cantidad del mismo, se puede determinar mediante procedimientos conocidos aplicables a la deteccion de
marcadores.

[0157] Las etiquetas mas comunmente empleadas para estos estudios son elementos radiactivos, enzimas,
productos quimicos que emiten fluorescencia cuando se exponen a la luz ultravioleta, y otros.

[0158] Se conocen y se pueden utilizar como marcadores varios materiales fluorescentes. Estos incluyen, por
ejemplo, fluoresceina, rodamina, auramina, Rojo Texas, azul AMCA y Amarillo Lucifer. Un material detector
particular es un anticuerpo anti-conejo preparado en cabras y conjugado con fluoresceina a través de un
isotiocianato.

[0159] EI péptido de receptor o sus compafieros de unién también pueden marcarse con un elemento radiactivo o
con una enzima. El marcador radioactivo puede detectarse mediante cualquier procedimiento de recuento disponible
actualmente. El isétopo preferido se puede seleccionar entre 3H, 14C, 32P, 35S, 36C|, 5ICr, 5’Co, %8Co, *°Fe, Y, 129,
131| y 186Re_

[0160] Del mismo modo son Utiles los marcadores enzimaticos, y se pueden detectar mediante cualquiera de las
técnicas colorimétricas, espectrofotométricas, fluoroespectro-fotométricas, amperométricas o gasométricas utilizadas
en la actualidad. La enzima se conjuga con la particula seleccionada mediante reaccion con moléculas formadoras
de puentes tales como carbodiimidas, diisocianatos, glutaraldehido y similares. Se conocen y se pueden utilizar
muchas enzimas que se pueden usar en estos procedimientos. Se prefieren peroxidasa, B-glucuronidasa, p-D-
glucosidasa, B-D-galactosidasa, ureasa, glucosa oxidasa mas peroxidasa y fosfatasa alcalina. Se hace referencia a
las patentes de Estados Unidos N° 3.654.090; 3.850.752; y 4.016.043 a modo de ejemplo por su divulgacion del
material y procedimientos de marcado alternativos.

[0161] Se conoce un sistema de ensayo particular desarrollado y utilizado de acuerdo con la presente invencion,
como un ensayo de receptores. En un ensayo de receptores, el material que se va a ensayar se marca
apropiadamente y después ciertas colonias de ensayo celular se inoculan con una cantidad tanto de material
marcado como no marcado después de lo cual se realizan estudios de union para determinar el grado en el que se
une el material marcado a los receptores celulares. De este modo, se pueden averiguar las diferencias de afinidad
entre los materiales.

[0162] Por consiguiente, se puede marcar radiactivamente y combinar una cantidad purificada del péptido de
receptor, por ejemplo, con anticuerpos u otros inhibidores de estos, después de lo cual se realizaran estudios de
union. Después, se preparan soluciones que contienen diferentes cantidades de miembros de péptido de receptor no
combinado marcado y no marcado, y después las muestras de células se inocularan y posteriormente se incubaran.
Después, las monocapas de células resultantes se lavan, se solubilizan y después se someten a recuento en un
contador gamma durante un lapso de tiempo suficiente para producir un error tipico de <56%. Después, estos datos
se someten a analisis Scatchard después de lo cual se pueden hacer observaciones y sacar conclusiones referentes
a la actividad del material. Si bien lo anterior es ilustrativo, ilustra el modo en el que se puede realizar y utilizar un
ensayo de receptores, en el caso en el que la capacidad de union celular del material analizado pueda servir como
caracteristica distintiva.

[0163] Se conoce como ensayo "cis/trans" un ensayo Util contemplado de acuerdo con la divulgacién. En resumen,
en este andlisis emplea dos patrones genéticos, uno de los cuales es tipicamente un plasmido que expresa
continuamente un receptor concreto de interés cuando se transfecta a una linea celular apropiada, y el segundo de
los cuales es un plasmido que expresa un informador tal como luciferasa, bajo el control de un complejo
receptor/ligando. Por lo tanto, por ejemplo, si se desea evaluar un compuesto como ligando para un receptor
concreto, uno de los plasmidos sera un patron que da como resultado la expresion del receptor en la linea celular
seleccionada, mientras el segundo plasmido poseera un promotor ligado al gen de la luciferasa en el que se inserta
el elemento de respuesta al receptor particular. Si el compuesto que se va a someter a ensayo es un agonista del
receptor, el ligando formara complejo con el receptor, y el complejo resultante se unira al elemento de respuesta e
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iniciara la transcripcion del gen de la luciferasa. La quimioluminiscencia resultante se mide después
fotométricamente, y se obtienen curvas dosis-respuesta y se comparan con las de ligandos conocidos. El protocolo
anterior se describe en detalle en la patente de Estados Unidos N° 4.981.784 y la publicacién internacional PCT N°
WO 88/03168, para cuyo proposito se refiere el experto en la técnica.

[0164] En un caso adicional de esta divulgacion, se pueden preparar kits de ensayo comerciales adecuados para
Su uso por un especialista médico para determinar la presencia o ausencia del receptor del factor de crecimiento
anormal o el péptido de epitopos de receptor expuesto en células diana sospechosas. De acuerdo con las técnicas
de ensayo que se han analizado anteriormente, una clase de dichos kits contendra al menos el péptido de receptor
marcado o su compafiero de union, por ejemplo un anticuerpo especifico para el mismo, e indicaciones, por
supuesto, dependiendo del procedimiento seleccionado, por ejemplo, "competitivo”, "sandwich", "DASP" y similares.
Los kits también pueden contener reactivos periféricos tales como tampones, estabilizadores, etc.

[0165] Por consiguiente, se puede preparar un kit de ensayo para demostrar la presencia o capacidad de las
células para un receptor del factor de crecimiento anormal predeterminado, incluyendo EGFR, la actividad, que
comprende:

(a) una cantidad predeterminada de al menos un componente reactivo marcado inmunoquimicamente obtenido
mediante anclaje directo o indirecto del presente péptido de receptor o un compafiero de unién especifica para el
mismo, a un marcador detectable;

(b) otros reactivos; e

(c) instrucciones para el uso de dicho kit.

[0166] Mas especificamente, el kit de ensayo diagndstico puede comprender:

(a) una cantidad conocida del péptido de receptor como se ha descrito anteriormente (o un compafiero de union)
generalmente unido a una fase soélida para formar un inmunoabsorbente, o0 como alternativa, unido a una etiqueta
adecuada, o varios de dichos productos finales, etc. (0 sus comparfieros de unién) entre si;

(b) si fuera necesario, otros reactivos; e

(c) instrucciones para el uso de dicho kit de ensayo.

[0167] En una variaciéon adicional, el kit de ensayo se puede preparar y usar para los fines establecidos
anteriormente, que funciona de acuerdo con un protocolo predeterminado (por ejemplo, "competitivo”, "sandwich",
"doble anticuerpo", etc.), y comprende:

(a) un componente marcado que se ha obtenido acoplando el péptido de receptor a un marcador detectable;

(b) uno o0 mas reactivos inmunoquimicos adicionales de los cuales al menos un reactivo es un ligando o un ligando
inmovilizado, cuyo ligando se selecciona entre grupo que consiste en:

(i) un ligando capaz de unirse con el componente marcado (a);
(i) un ligando capaz de unirse con un compariero de unién del componente marcado (a);
(i) un ligando capaz de unirse con al menos uno de los componentes a determinar; y

(iv) un ligando capaz de unirse con al menos uno de los compafieros de uniéon de al menos uno de los componentes
a determinar; e

(c) instrucciones para el funcionamiento de un protocolo para la detecciéon y/o determinacién de uno o mas
componentes de una reaccion inmunoquimica entre el péptido de receptor y un compafiero de unién especifico para
el mismo.

[0168] De acuerdo con lo anterior, se puede preparar un sistema de ensayo para cribar farmacos potenciales
eficaces para modular la actividad del péptido de receptor, o un anticuerpo para el mismo. El péptido de receptor o

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2536974 T3

anticuerpo puede introducirse en un sistema de ensayo, y el futuro farmaco también puede introducirse en el cultivo
celular resultante, y después de esto, el cultivo se examina para observar cualquier cambio en la actividad del
receptor del factor de crecimiento de las células, debido a la adicién del futuro farmaco en solitario, o debido al
efecto de las cantidades afadidas del péptido de receptor conocido, o un anticuerpo para el mismo.

Composiciones

[0169] La presente invencion contempla adicionalmente composiciones terapéuticas Utiles en la practica de los
procedimientos terapéuticos de esta invencidon. Una composicion terapéutica sujeto incluye, mezclados, un
excipiente farmacéuticamente aceptable (portador) y uno o mas de un péptido de receptor, particularmente
seleccionado entre un péptido que consiste en una secuencia de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-14, o un fragmento
inmunogénico del mismo, como se describe en el presente documento como un principio activo.

[0170] La preparacion de composiciones terapéuticas que contienen polipéptidos, analogos o fragmentos activos
como principios activos se conoce bien en la técnica. Tipicamente, dichas composiciones se preparan en forma de
inyectables, en forma de soluciones o suspensiones. No obstante, también se pueden preparar formas solidas
adecuadas para la solucién, o suspension, en liquido antes de la inyeccion. La preparacion también puede
emulsionarse. El principio terapéutico activo se mezcla a menudo con excipientes que son farmacéuticamente
aceptables y compatibles con el principio activo. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina,
dextrosa, glicerol, etanol, o similares y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, la composicion puede
contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes,
agentes tamponadores del pH que aumentan la eficacia del principio activo.

[0171] Se puede formular un polipéptido, andlogo o fragmento activo en la composicion terapéutica en formas
salinas farmacéuticamente aceptables neutralizadas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de
adicién de acidos (formadas con los tres grupos amino libres de la molécula de polipéptido o anticuerpo) y que se
forman con &cidos inorganicos, tales como, por ejemplo, acidos clorhidricos o fosféricos, o acidos organicos, tales
como acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas a partir de grupos carboxilo libres
también se pueden obtener de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio, o férricos, y dichas bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino-etanol, histidina,
procaina, y similares.

[0172] Las composiciones que contienen el polipéptido, analogo, o fragmento activo terapéutico pueden
administrarse por via oral, intramuscular, intraperitoneal o intravenosa, mediante inyeccion o administracion de una
dosis unitaria, por ejemplo. La expresion "dosis unitaria" cuando se usa en referencia a una composicion terapéutica
de la presente invencion se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificacion unitaria para
seres humanos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el
efecto terapéutico deseado junto con el diluyente requerido; es decir, el portador, o vehiculo. Las composiciones que
contienen el péptido de receptor terapéutico o fragmento inmunogénico pueden administrase de forma mdltiple en
serie, como en un programa de vacunacion.

[0173] Las composiciones se administran de una manera compatible con la formulacion de dosificacion, y en una
cantidad terapéuticamente eficaz. La cantidad que se va a administrar depende del sujeto que se vaya a tratar, de la
capacidad del sistema inmunitario del sujeto para utilizar el principio activo, y del grado de inhibicién o neutralizacién
de la unién del receptor del factor de crecimiento y la capacidad de sefializacion deseada. Las cantidades exactas
de principio activo requeridas a administrar dependen del criterio del médico y son peculiares para cada individuo.
Sin embargo, las dosificaciones adecuadas pueden variar de aproximadamente 0,1 a 20, preferiblemente de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10, y mas preferiblemente de uno a varios, miligramos de principio activo
por kilogramo de peso corporal del individuo por dia y dependen de la ruta de administracion. Los regimenes
adecuados para la administracion inicial y las dosis de refuerzo también son variables, pero estan tipificados por una
administracion inicial seguida de dosis repetidas a intervalos de una o mas horas de una inyeccién u otra
administracion posterior. Como alternativa, se contempla la infusién intravenosa continua suficiente para mantener
concentraciones de diez nanomolar a diez micromolar en sangre.

[0174] Las composiciones terapéuticas pueden incluir adicionalmente una cantidad eficaz del péptido de receptor,
o anticuerpo del mismo, y uno o mas de los siguientes principios activos: un anti-mitético, un agente
guimioterapéutico, un inmunomodulador.

Acidos Nucleicos
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[0175] Otra caracteristica de esta invencién es la expresion de las secuencias de ADN que codifican los péptidos
de receptor desvelados en el presente documento. Como se conoce hien en la técnica, las secuencias de ADN
pueden expresarse conectandolas operativamente a una secuencia de control de la expresion en un vector de
expresion apropiado y empleando este vector de expresion para transformar un huésped unicelular apropiado. Tal
conexion operativa de una secuencia de ADN de esta invencion a una secuencia de control de la expresion, por
supuesto, incluye, si no forma parte ya de la secuencia de ADN, la provisién de un codén de iniciacion, ATG, en el
marco de lectura correcto en la direccion 5' de la secuencia de ADN.

[0176] Se puede emplear una amplia diversidad de combinaciones de huésped/vector de expresion al expresar las
secuencias de ADN de esta invencién. Los vectores de expresion Utiles, por ejemplo, pueden consistir en segmentos
cromosoémicos, no cromosomicos y secuencias sintéticas de ADN. Los vectores adecuados incluyen derivados de
SV40 y plasmidos bacterianos conocidos, por ejemplo, los plasmidos de E. coli col El, pCR1, pBR322, pMB9 y sus
derivados, plasmidos, tales como RP4; ADN de fagos, por ejemplo, los numerosos derivados del fago A, por ejemplo,
NM989, y otro ADN de fagos, por ejemplo, ADN de M13 y de fagos de hebra sencilla flamentosos; plasmidos de
levaduras tales el plasmido 2u o sus derivados; vectores Utiles en células eucariotas, tales como vectores Utiles en
células de insecto o mamifero; vectores obtenidos a partir de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, tales
como plasmidos que se han modificado para emplear ADN de fagos u otras secuencias de control de la expresion; y
similares.

[0177] Se puede usar cualquiera de una amplia diversidad de secuencias de control de la expresion - secuencias
que controlan la expresién de una secuencia de ADN conectada operativamente a ella - en estos vectores para
expresar las secuencias de ADN de esta invencion. Dichas secuencias de control de la expresion utiles incluyen, por
ejemplo, los promotores temprano y tardio de SV40, CMV, vaccinia, polioma o adenovirus, el sistema lac, el sistema
trp, el sistema TAC, el sistema TRC, el sistema LTR, las regiones operadora y promotora principales del fago A, las
regiones de control de la proteina de la envoltura fd, el promotor para la 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas
glicoliticas, los promotores de la fosfatasa acida (por ejemplo, Pho5), los promotores de los factores de
emparejamiento a de levadura, y otras secuencias que se sabe que controlan la expresion de genes de células
procariotas o eucariotas o sus virus, y diversas combinaciones de los mismos.

[0178] También son utiles una amplia diversidad de células huésped unicelulares en la expresion de las
secuencias de ADN de esta invencion. Estos huéspedes pueden incluir huéspedes eucariotas y procariotas bien
conocidos, tales como cepas de E. coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, hongos, tales como levaduras, y
células animales, tales como células CHO, R1.1, B-W y L-M, células de rifion de mono verde Africano (por ejemplo,
COS 1, COS 7, BSC1, BSC40 y BMT10), células de insecto (por ejemplo, Sf9), y células humanas y células
vegetales en cultivo tisular.

[0179] Se entendera que no todos los vectores, secuencias de control de la expresion y huéspedes funcionaran
igualmente bien para expresar las secuencias de ADN de esta invencion. No todos los huéspedes funcionaran
igualmente bien con el mismo sistema de expresion. Sin embargo, un experto en la técnica serd capaz de
seleccionar los vectores, las secuencias de control de la expresion, y los huéspedes apropiados sin demasiada
experimentaciéon para completar la expresion deseada sin apartarse del alcance de esta invencién. Por ejemplo, al
seleccionar un vector, se debe considerar el huésped debido a que el vector debe funcionar en él. El nUmero de
copias del vector, la capacidad para controlar ese nimero de copias, y la expresién de cualquier otra proteina
codificada por el vector, tal como un marcador antibidtico, también se tendra en consideracion.

[0180] Al seleccionar una secuencia de control de la expresion, se tendran en consideracion normalmente una
variedad de factores. Estos incluyen, por ejemplo, la fuerza relativa del sistema, su controlabilidad, y su
compatibilidad con la secuencia de ADN o gen concreto que se van a expresar, particularmente en lo que se refiere
a las estructuras secundarias potenciales. Los huéspedes unicelulares adecuados se seleccionaran considerando,
por ejemplo, su compatibilidad con el vector elegido, sus caracteristicas de secrecion, su capacidad para plegar las
proteinas correctamente, y sus requerimientos de fermentacién, asi como la toxicidad para el huésped del producto
codificado por las secuencias de ADN que se van a expresar, y la facilidad de purificacion de los productos de
expresion.

[0181] Considerando estos y otros factores, un experto en la técnica sera capaz de construir una variedad de

combinaciones de vector/secuencia de control de la expresion/huésped que expresaran las secuencias de ADN de
esta invencion en la fermentacién o en un cultivo animal a gran escala.
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[0182] Adicionalmente se pretende que se puedan preparar analogos peptidicos a partir de las secuencias de
nucleotidos del derivado del complejo/subunidad proteico dentro del alcance de la presente invencion. Los analogos,
tales como fragmentos, pueden producirse, por ejemplo, por digestion proteolitica, incluyendo digestién con pepsina,
de los péptidos. Otros andlogos, tales como las muteinas, pueden producirse mediante mutagénesis dirigida a sitio
convencional de las secuencias que codifican el péptido de receptor. Los analogos que muestran "actividad del
péptido de epitopos de receptor”, tales como las moléculas pequefias, funcionen como promotores o como
inhibidores, pueden identificarse mediante ensayos in vivo y/o in vitro conocidos.

[0183] Como se ha mencionado anteriormente, se puede preparar una secuencia de ADN que codifica el péptido o
péptidos de receptor sintéticamente en lugar de clonarlo. La secuencia de ADN puede disefiarse con los codones
apropiados para la secuencia de aminoacidos del péptido de receptor. En general, se seleccionaran los codones
preferidos para el huésped de interés si la secuencia se va a utilizar para la expresiéon. La secuencia completa se
ensambla a partir de oligonucleétidos solapantes preparados mediante procedimientos convencionales y se
ensambla en una secuencia codificante completa. Véase, por ejemplo, Edge, Nature, 292: 756 (1981); Nambair y
col., Science, 223: 1299 (1984); Jay y col., J. Biol. Chem., 259: 6311 (1984).

[0184] Las secuencias sintéticas de ADN permiten la construccién conveniente de genes que expresaran analogos
del péptido de receptor o "muteinas”. Como alternativa, se puede elaborar ADN que codifica muteinas mediante
mutagénesis dirigida a sitio de genes o ADNc de genes del receptor del factor de crecimiento nativos o ADNc, y las
muteinas se pueden elaborar directamente usando la sintesis de polipéptidos convencional.

[0185] Se describe un procedimiento general para la incorporacion especifica de sitio de aminoacidos no naturales
en las proteinas por Christopher J. Noren, Spencer J. Anthony-Cabhill, Michael C. Griffith, Peter G. Schultz, Science,
244:182-188 (April 1989). Este procedimiento puede usarse para crear analogos con aminoacidos no naturales.

Antigenos y Vacunas

[0186] La caracterizacion de los antigenos tumorales reconocidos por los linfocitos T ha revolucionado el
acercamiento de vacunas contra el cancer, proporcionando por primera vez la oportunidad de inmunizar a los
pacientes contra el cancer mediante el uso de antigenos bien definidos. Ya que el melanoma es uno de los tumores
inmunogénicos prototipicos, se han realizado una serie de ensayos clinicos de fase temprana en melanoma. Se han
documentado algunas regresiones tumorales, principalmente para pacientes con enfermedad metastasica. Los
avances recientes incluyen nuevas herramientas para el monitoreo de la respuesta inmune anti-cancer y el
desarrollo de adyuvantes encaminados a inducir una fuerte respuesta inmune anti-melanoma.

[0187] EI cancer de préstata es la segunda causa de muerte por cancer en hombres en Estados Unidos. Las
estrategias de vacunacién representan un novedoso enfoque terapéutico. Una diana potencial para una vacuna
contra el cancer de préstata es antigeno prostatico especifico (PSA), debido a su expresion restringida en el cancer
de prostata y las células epiteliales prostaticas normales. Se han identificado varios epitopos especificos de PSA
qgue pueden activar los linfocitos T citotoxicos (CTL) y a su vez conducen a la eliminacién de las dianas tumorales
por los CTL especificos de péptidos. Ahora se han empleado estrategias en los ensayos clinicos con vacunas de
células dendriticas pulsadas por ARN, vacunas de proteinas recombinantes y administracion de vectores virales
recombinantes de las vacunas. También se estan investigando nuevos enfoques que incorporan moléculas
coestimuladoras que potencian la activacion de linfocitos T.

[0188] Las células dendriticas (DC) son células potentes que presentan antigeno que tienen la capacidad de
estimular respuestas inmune anti-tumorales de linfocitos T primarias en animales y seres humanos. Desde el primer
ensayo clinico publicado de vacunacion de células dendriticas en 1995, se han publicado 98 estudios que describen
mas de 1000 vacunas en revistas médicas especializadas o se han presentado en las reuniones anuales de la
American Society for Clinical Oncology, la American Association of Cancer Research, o la American Society of
Hematology. Los ensayos se han realizado en 15 paises. Los ensayos incluyeron pacientes con mas de 20 tipos de
tumor; la mayor parte de los ensayos estudiaron pacientes con melanoma maligno, cancer de prostata, carcinoma
colorrectal o mieloma multiple, usando DC autélogas pulsadas con antigenos sintéticos o anticuerpos idiotipo. Las
vacunas de DC también se prepararon pulsando DC con lisados tumorales o ARN, por la transfeccion con ADN
tumoral, o creando fusiones de células tumorales/DC. Se usaron diversos enfoques con respecto al nimero de
células de vacuna, longitud del programa de vacunas, sitio de vacunacion, conservacion congelada de vacunas y el
uso de una etapa de maduracion para las DC. Los efectos adversos asociados con la vacunacion de DC fueron poco
frecuentes; la mayoria fueron leves y autolimitados y ninguno fue grave. Se observaron respuestas clinicas en
aproximadamente la mitad de los ensayos. La vacunacién con DC puede proporcionar un enfoque seguro con
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respecto a la inmunoterapia del cancer que puede superar el alcance limitado y la inmunogenicidad de vacunas
peptidicas.

[0189] Después de estudios exitosos en ratones y monos, Gonzales y col. (Gonzales, G y col. (2003) Annals Oncol
14: 461-466) informaron de estudios humanos de vacunacion con el ligando de EGFR, EGF, acoplado a una
proteina portadora, la proteina recombinante de la membrana externa P64K de Neisseria meningitides, en pacientes
con céancer de pulmon de células no pequefias en fase avanzada (NSCLC). Se observaron mejores tiempos de
supervivencia en pacientes con una buena respuesta de los anticuerpos anti-EGF.

[0190] Los antigenos sintéticos, incluyendo vacunas, pueden prepararse sintetizando quimicamente los péptidos
de receptor de la presente invencién, incluyendo opcionalmente otros antigenos tumorales. Estos péptidos,
combinaciones portadoras de péptidos, derivados lipidicos de dichos péptidos, asi como antigenos tumorales,
pueden usarse de forma individual o combinados como un coctel, y pueden formarse con un adyuvante para
proporcionar una composicion inmunogénica. Como se contempla en el presente documento, un antigeno puede
unirse covalentemente a un analogo glucolipidico para proporcionar una molécula discreta que muestra un efecto
auxiliar potenciado sobre el antigeno que es mayor que el efecto auxiliar que puede obtenerse en ausencia de dicho
enlace covalente. Estas composiciones pueden usarse para inmunizar mamiferos, por ejemplo, por las vias
intramuscular o parenteral, o mediante la administracion a las superficies de la mucosa usando microparticulas,
capsulas, liposomas y moléculas de direccionamiento, tales como toxinas y anticuerpos.

[0191] Generalmente, se conocen hien en la técnica vacunas que contienen péptidos, como se ilustra por las
patentes de Estados Unidos N° 4.601.903; 4.599.231; 4.599.230; y 4.596.792.

[0192] El uso de péptidos in vivo puede requerir en primer lugar su modificaciéon quimica puesto que los péptidos
pueden no tener un suero suficientemente extenso y/o una semivida tisular y/o una inmunogenicidad suficiente.
Ademas, puede ser ventajoso modificar los péptidos para imponer una restriccion conformacional sobre ellos. Esto
puede ser util, por ejemplo, para imitar una conformacion de origen natural del péptido en el contexto de la proteina
nativa para optimizar las respuestas inmunes efectoras que se provocan.

[0193] Esta invencion proporciona una compaosicién inmunogénica que comprende una cantidad del péptido de
receptor seleccionada entre las SEQ ID NO: 1-10.

[0194] Esta divulgacién proporciona un procedimiento de estimulacién o potenciacion de una respuesta inmune
mediada por células especificas de antigeno que comprende administrar a un sujeto una cantidad de un péptido de
receptor, o un fragmento inmunogénico del mismo, y un adyuvante adecuado.

[0195] Esta divulgacion proporciona un procedimiento de tratamiento de un sujeto con un tumor 0 un cancer que
comprende administrar a un sujeto una cantidad del péptido de receptor y una composicion adyuvante de la
presente invencion como un inmunomodulador, y un portador o diluyente adecuado. En particular, un sujeto que
tiene cancer puede tratarse con la composicion adyuvante del péptido de receptor. Dichos canceres incluyen, pero
sin limitacién, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de vejiga,
cancer de laringe, carcinoma de células escamosas o tumores de préstata y glioma.

[0196] Adicionalmente, el sujeto puede tratarse con el péptido de receptor o la composicién inmunogénica del
mismo junto con terapia quimioterapéutica, quimiopreventiva o de radiacion. Se contempla por esta divulgacion que
puede usarse la composicion del péptido de receptor junto con intervencion quimio o radioterapéutica. En otra
realizacion, el tratamiento con la composicion del péptido de receptor puede preceder o seguir al tratamiento del
agente de dafio al ADN en intervalos que varian de minutos a semanas. Se conocen protocolos y procedimientos
por los expertos en la técnica. Se conocen agentes o factores de dafio al ADN por los expertos en la técnica y se
refieren a cualquier compuesto quimico o procedimiento de tratamiento que induce dafio al ADN al aplicarse a una
célula. Dichos agentes y factores incluyen radiacion y ondas que inducen dafio al ADN, tales como irradiacién
gamma, rayos X, irradiacion UV, microondas, emisiones electronicas, y similares. Una diversidad de compuestos
quimicos, también descritos como "agentes quimioterapéuticos", tienen la funcién de inducir dafio al ADN, cada uno
de los cuales pretende usarse en los procedimientos de tratamiento combinado desvelados en el presente
documento. Los agentes quimioterapéuticos contemplados para usarse, incluyen, por ejemplo, adriamicina, 5-
fluorouracilo (5FU), etopdsido (VP-16), camptotecina, actinomicina-D, mitomicina C, cisplatino (CDDP) e incluso
peroxido de hidrégeno. Pueden usarse combinaciones de uno o mas agentes de dafio al ADN con EHA, ya sean
compuestos basados en radiacion o actuales, tales como el uso de rayos X con cisplatino o el uso de cisplatino con
etopdsido. Otros agentes neoplasicos o toxicos incluyen, pero sin limitacién: 5-fluorouracilo, metotrexato y
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adriamicina que pueden unirse en cada caso a, por ejemplo, una cefalosporina (véanse los documentos WO-A94 01
137 y EP-A-0 382 411) o mostazas de cefalosporina (véase el documento EP-A-O 484 870).

[0197] Las composiciones del péptido de receptor o inmunogénicas pueden prepararse como inyectables, en
forma de soluciones liquidas o emulsiones. Los antigenos y las composiciones inmunogénicas pueden mezclarse
con portadores fisiolbgicamente aceptables que son compatibles con los mismos. Pueden incluir agua, solucién
salina, dextrosa, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos. La vacuna puede contener adicionalmente
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponadores del pH, para
potenciar adicionalmente su eficacia. Las vacunas pueden administrarse por inyeccidon por via subcutanea o
intramuscular.

[0198] Como alternativa, las composiciones inmunogénicas formadas de acuerdo con la presente invencion,
pueden formularse y administrarse de manera que provoquen una respuesta inmune en superficies mucosas.

[0199] Por lo tanto, la composiciéon inmunogénica puede administrarse a superficies mucosas, por ejemplo, por via
nasa u oral (intragastrica). Como alternativa, pueden ser deseables otros modos de administracion, incluyendo
supositorios. Para los supositorios, los aglutinantes y portadores pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles y
triglicéridos. Las formulaciones orales pueden incluir excipientes empleados normalmente, tales como productos de
calidad farmacéutica de sacarina, celulosa y carbonato de magnesio.

[0200] Los modos de administracién pueden comprender el uso de cualquier medio y/o procedimiento adecuado
para administrar el adyuvante o la vacuna que contiene el adyuvante a un locus corpéreo del animal huésped donde
el adyuvante y los antigenos asociados son eficaces de manera inmunoestimulante. Los modos de administracién
pueden incluir, sin limitacion, procedimientos de administracion parenteral, tales como por via paracanceral,
transmucosa, transdérmica, intramuscular, intravenosa, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intraventricular,
intracraneal e intratumoral.

[0201] La invencion se entendera mejora por referencia a los siguientes Ejemplos no limitantes, que se
proporcionan como ejemplares de la invencion. Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas
completamente las realizaciones preferidas de la invencion y, sin embargo, no deben interpretarse como limitantes
del amplio alcance de la invencion.

EJEMPLO 1

[0202] El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se sobreexpresa en muchos canceres epiteliales,
una observacion a menudo correlacionada con un peor prondstico clinico. La sobreexpresion del EGFR esta
causada comunmente por la amplificacion del gen EGFR y se asocia a veces con la expresién de una variante
EGFR (EGFR de2-7 o EGFRvII) que lleva una delecidon interna en su dominio extracelular. MAb 806 es un
anticuerpo EGFR novedoso con una actividad antitumoral significativa que reconoce tanto el EGFR de2-7 como un
subconjunto del EGFR de tipo salvaje (wt) cuando se sobreexpresan, pero no se une al EGFR wt expresado en los
tejidos normales. A pesar de unirse Unicamente a una baja proporciéon del EGFR wt expresado en las células
tumorales A431 (~10%), mAb 806 muestra una fuerte actividad anti-tumoral frente a xenoinjertos A431 desarrollados
en ratones sin pelo. Para dilucidar el mecanismo que conduce a su especificidad Unica y modo de actividad anti-
tumoral, se ha determinado el epitopo de unibn a EGFR de mAb 806. El andlisis de la unién de mAb 806 a
fragmentos de EGFR expresados sobre la superficie de la levadura, o en un formato de inmunotransferencia,
identificé un bucle estabilizado por puentes disulfuro (aminoacidos 287-302) que parecia contener el epitopo mAb
806. De hecho, mAb 806 se uni6 con una aparente alta afinidad (~30nM) a un péptido EGFR sintético
correspondiente a estos aminoacidos. El andlisis de la estructura del EGFR indica que este bucle estabilizado por
puentes disulfuro esta Unicamente disponible para la union de mAb 806 en una forma transitoria del receptor que
tiene lugar, ya que el EGFR cambia de la conformacion amarrada inactiva a una conformacién activa unida a
ligando. Parece que mAb 806 se une esta pequefia proporcion de receptores transitorios evitando su activacion, lo
que a su vez genera un fuerte efecto antitumoral. Finalmente, nuestras observaciones sugieren que la generacion de
anticuerpos con respecto a formas de transicion de receptores del factor de crecimiento puede representar una
forma novedosa de reducir el direccionamiento del tejido normal ain conservando actividad antitumoral.

INTRODUCCION

[0203] EI receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una tirosina cinasa unida a membrana de
170 kDa que es responsable de dirigir la proliferacion y diferenciacion de muchos tipos de células diferentes (1,2). La
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sobreexpresion del EGFR se ha observado en muchos tumores epiteliales, con un aumento de los niveles de
expresion del EGFR generalmente en correlacion con un peor prondéstico clinico (3-5). La sobreexpresion del
receptor a menudo esta causada por la amplificacion del gen EGFR, un evento también vinculado a la mutacién de
EGFR (6). La mutacion de EGFR mas comun es un truncamiento extracelular del EGFR conocido como el EGFR
de2-7 (o EGFRuvIII), que se expresa con frecuencia en glioma (6-8). Este truncamiento da como resultado la
eliminacion de 267 aminoéacidos del dominio extracelular del EGFR y la insercién de una glicina novedosa, que
genera un péptido de empalme Unico cerca del N-terminal del EGFR de2-7 (6-8). Aunque el EGFR de2-7 es incapaz
de unirse a ningun ligando conocido, muestra bajos niveles de activacion constitutiva y mejora la tumorigenicidad de
las células de glioma y de mama cuando crecen como xenoinjertos en ratones sin pelo (9-11).

[0204] La inhibicién del EGFR es una estrategia racional para el desarrollo de nuevos productos terapéuticos
contra el cancer (12). Los productos terapéuticos potenciales incluyen anticuerpos anti-EGFR (13) e inhibidores de
tirosina cinasa de bajo peso molecular (14) del EGFR. En la actualidad se han ensayado en la clinica varios
anticuerpos dirigidos al dominio extracelular del EGFR incluyendo EMD 55900 (15), ABX-EGF (16) y C225
(Cetuximab) (17), cada uno de los cuales ha mostrado alguna actividad anti-tumoral en los pacientes. El mas
avanzado clinicamente de estos es C225, que se estd ensayando actualmente en ensayos clinicos en Fase I/l
para el tratamiento de carcinomas de cabeza y cuello, colorrectal y de pulmén de células no pequefias y se ha
aprobado recientemente para su uso en Europa (18). Se ha constatado que la actividad anti-tumoral de estos
anticuerpos esté relacionada principalmente con su capacidad de bloquear la unién de ligando pero también podrian
tener una funcién otros mecanismos antitumorales, tales como la funcién efectora inmune, regulacion a la baja del
receptor, induccion de una sefializacién e interferencia inapropiadas con la dimerizacion y/o oligomerizacién del
receptor. Una limitacion de los anticuerpos que se dirigen al EGFR de tipo salvaje (wt) es que muestran una
captacion significativa en tejido normal, tal como el higado y la piel (19,20). En el presente, el direccionamiento del
EGFR normal parece causar efectos secundarios manejables, tales como erupcién cutanea, sin embargo, si estos
anticuerpos anti-EGFR se acoplaron a agentes citotoxicos o radiois6topos se esperard un dafio hepatico
significativo.

[0205] EI mAb 806 se originé frente a las células de fibroblastos de ratéon que expresaban el EGFR de2-7 y no se
une a un tejido normal que expresa el EGFR wt, haciéndolo un candidato atractivo para la terapia contra el cancer
(21). A diferencia de otros anticuerpos especificos de EGFR de2-7, que son todos especificos al péptido de
empalme de EGFR de2-7 Unico (24-26), mAb 806 reconoce un epitopo diferente y desconocido (27). De hecho, mAb
806 puede unirse fuertemente al EGFR wt tras la desnaturalizacion del EGFR por inmunotransferencia o incluso
cubricion sobre la superficie de las placas ELISA. Mientas que mAb 806 reconoce una gran fraccion del EGFR de2-
7, también se une a algunos de los EGFR wt en células que sobreexpresan el receptor (27). El analisis de Scatchard
ha revelado que mAb 806 se une a ~50 % del EGFR de2-7 reconocido por mAb DH8.3, un anticuerpo especifico
para el péptido de empalme de EGFR de2-7 (27). Por el contrario, mAb 806 se unié a <10 % del EGFR wt
sobreexpresado en las células A431 en comparacién con el mAb 528 especifico de EGFR wt. De manera
importante, mAb 806 no se une a un tejido normal que expresa el EGFR wt. De forma interesante, mAb 806 también
reconoce preferiblemente la forma con alto contenido de manosa del EGFR situado normalmente en el reticulo
endoplasmatico. Cuando se us6 como un Unico agente, mAb 806 demostré una actividad anti-tumoral significativa
contra xenoinjertos humanos que expresaban el EGFR de2-7 o amplificado. La determinacion del epitopo de unién a
mAb 806 sera importante para entender su mecanismo de accién, asi como proporcionar una estrategia general
para desarrollar anticuerpos especificos de tumor. Usando dos enfoques independientes ahora se identifica el
epitopo reconocido por mAb 806. Aprovechando la estructura de cristal descrita recientemente para EGFR, también
se puede explicar la especificidad unica de mAb 806 y como media su actividad anti-tumoral.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Anticuerpos

[0206] EI anticuerpo monoclonal 806 IgG2b y mAb528 IgG2a especifico para el EGFR se produjeron y se
purificaron en la Biological Production Facility (Ludwig Institute for Cancer Research, Melbourne) como se ha

descrito previamente (27,28).

Vectores de expresién

[0207] Los vectores de expresion pEE14/sEGFR501 y pEE14/sEGFR513 se han descrito previamente (29) y
codifican el péptido sefial y los primeros 501 y 513 aminoacidos, respectivamente, del ectodominio de EGFR
seguido de una etiqueta de epitopo c-myc, todos transcritos bajo el control del promotor temprano inmediato del
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citomegalovirus humano. El vector de expresion pEE14/sEGFR310-501 contiene ADNc que codifica el péptido sefial
del EGFR fusionado en el mismo marco de lectura a los restos aminoacidicos 310-501 del ectodominio, terminando
con la etiqueta del epitopo.

[0208] Se generaron por PCR una serie de fragmentos del ectodominio marcado con c-myc del EGFR solapantes,
partiendo en los restos 274, 282, 290 y 298 y todos terminando en el aminoacido 501. Tras el andlisis de secuencia,
los fragmentos se clonaron en el mismo marco de lectura en el extremo 3' del gen de la hormona de crecimiento
humano (GH) expresado a partir del vector de expresiéon mamifero, pPSGHVO (30). Se clonaron en el mismo marco
de lectura oligonucleétidos de doble cadena que abarcaban los restos 278-286 y 285-293 en el mismo vector entre
GH y la etiqueta c-myc.

Transfecciones

[0209] Los fibroblastos de rifion embrionarios 293T humanos se mantuvieron en Medio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) mas suero fetal de ternera al 10 % (FCS). El dia antes de la transfeccion, las células se
sembraron en una cantidad de 8 x 10° por pocillo en placas de cultivo tisular de 6 pocillos que contenian 2 ml de
medio. Las células se transfectaron con 3-4 ug de ADN plasmidico complejado con Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
segun las instrucciones del fabricante. De veinticuatro a 48 horas después de la transfeccion, los cultivos celulares
se aspiraron y las monocapas celulares se lisaron en 250 pl de tampén de lisis (Triton X-100 al 1%, glicerol al 10%,
NaCl 150 mM, HEPES 50 mM pH 7,4, EGTA 1 mM y mezcla de Inhibidor de Proteasas Completo (Roche).

[0210] La delecién del bucle de CR1 (grupo de dimerizacién) se generd eliminando los aminoacidos 244-259 y
reemplazandolos por un Unico resto de alanina como se describe. Las células 293T se transfectaron con este patrén
y se seleccionaron transfectantes estables en presencia de geneticina.

Transferencia de Western

[0211] Las alicuotas del lisado celular (10-15 pl) se mezclaron con tampdn de muestra SDS que contenia (3-
mercaptoetanol al 1,5%, se desnaturalizaron por calentamiento durante 5 minutos a 100 °C y se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida NuPAGE Bis-Tris al 10% (Invitrogen). Después, las muestras se electro-
transfirieron a membranas de nitrocelulosa que se aclararon en tampén TBST (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl 100
mM y Tween-20 al 0,1%) y se bloguearon en TBST que contenia leche desnatada al 2,5% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Las membranas se incubaron durante una noche a 4 °C con 0,5 pg/ml de mAb 806 en
tampon de bloqueo. Se sondearon membranas paralelas durante una noche con mAb 9B11 (1:5000, Cell Signalling
Technology) para detectar el epitopo c-myc. Los filtros se lavaron en TBST y se incubaron en tampdén de bloqueo
que contenia inmunoglobulina de conejo dirigida contra ratén conjugada con peroxidasa de rabano rusticano
(Biorad) en una dilucién 1:5000 durante 2 horas a temperatura ambiente. Después, las transferencias se lavaron en
TBST y se desarrollaron usando una pelicula autoradiografica tras la incubacion con sustrato quimioluminiscente
Western Pico (Pierce). Para experimentos de competicion peptidica, las transferencias se sondearon durante 1 hora
a temperatura ambiente con Mab 806 en presencia de un exceso molar de 100 veces de péptido competitivo. Tras la
deteccién quimioluminiscente, las transferencias se sondearon de nuevo con 9B11.

Presentacién de superficie en levadura de fragmentos de EGFR

[0212] Los plasmidos de presentacion en levadura pCT, modificados para contener los genes apropiados que
codifiquen los fragmentos de EGFR, se transformaron en la cepa de levadura EBY100 (32) por electroporacion (33)
usando un aparato de transfeccion pulsador de genes Bio-Rad (Richmond, CA). El plasmido contiene un marcador
trp* que puede usarse para seleccionar la levadura que tiene incorporada el ADN en su genoma. La expresion de
proteinas de EGFR en la superficie celular de la levadura se realiz6 como se ha descrito previamente (Boder y
Wittrup, 2000). En resumen, las colonias transformadas se desarrollaron a 30 °C en un medio minimo que contenia
base de nitrégeno para levaduras, acidos casamino, dextrosa y tampén fosfato a pH 7,4, en una plataforma de
agitacion durante aproximadamente un dia hasta que se alcanzé un ODeoo de 5-6. Después, las células de levadura
se indujeron para la presentacion de proteinas por transferencia a un medio minimo que contenia galactosa, y se
incubaron con agitacion a 30 °C durante 24 h. Después, los cultivos se almacenaron a 4 °C hasta su analisis.

Experimentos de etiquetado de anticuerpos sobre la superficie celular de las levaduras

[0213] Se obtuvo un fluido de ascitos sin procesar que contenia el anticuerpo monoclonal c-myc 9E10 a partir de
Covance (Richmond, CA). Se lavaron 1 x 10° células de levadura con tamp6n FACS (PBS que contenia 1 mg/ml de
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BSA) y se incubaron con ascitos anti-c-myc (dilucién 1:50), o anticuerpo monoclonal EGFR humano (10 pg/ml) en un
volumen final de 50 pl, durante 1 h a 4 °C. Después, las células se lavaron con tampon FACS enfriado con hielo y se
incubaron con IgG anti-ratén marcado con ficoeritrina (dilucién 1:25), en un volumen final de 50 pl durante 1 h a 4 °C,
protegidas de la luz. Después de lavar las células de levadura con tampon FACS enfriado con hielo, se obtuvieron
los datos de fluorescencia con un citémetro de flujo Coulter Epics XL (Beckman-Coulter), y se analizaron con el
software de citometria WinMDI (J. Trotter, Scripps University). Para la determinacién de epitopos lineales frente a
conformacionales, las células de levadura se calentaron a 80 °C durante 30 min, y después se enfriaron en hielo
20 min antes del etiquetado con anticuerpos.

Péptidos derivados de EGFR

[0214] Los péptidos (2s7CGADSYEMEEDGVRKC302 (SEQ ID NO: 1), 237CGADSYEMEEDGVRK3z01 (SEQ ID NO: 2)
y 2837CGADSYEMEEDG:29s (SEQ ID NO: 15)) que contenian el epitopo mAb 806 putativo se sintetizaron usando
quimica Fmoc convencional y andlisis espectrales de masas verificados. El péptido ciclado se preparé mediante la
oxidacion aérea durante una noche de una solucién peptidica diluida en condiciones alcalinas. El péptido lineal
(reducido) se prepar6 disolviendo el péptido sintetizado en HCI acuoso 10 mM. Una muestra del péptido 287-302 se
hizo reaccionar con bromuro de ciandégeno en férmico al 70% en condiciones anaerobias para generar fragmentos
correspondientes a los péptidos N y C-terminales. Los péptidos se separaron por HPLC en una columna C18 Vydac
usando un gradiente de acetonitrilo en presencia de acido trifluoroacético al 0,1% (TFA). La autenticidad de los
péptidos se caracterizé posteriormente por espectrometria de masas y secuenciaciéon N-terminal. Se produjo una
muestra del péptido S-carboximetilado (péptido SCM) haciendo reaccionar el péptido con ditiotreitol en bicarbonato
sédico 0,5 M a pH 8,6 seguido de la adicion de yodoacetamida. El péptido SCM se purificé posteriormente por RP-
HPLC como se ha descrito anteriormente.

Ensayo ELISA

[0215] Los pocillos de las placas de 96 pocillos de poliestireno blancas (Greiner Lumitrac 600) se recubrieron con 2
pg/ml de 501-Fc, una forma variante de sEGFR501 fusionada a la region constante Fc humana (T. Adams,
resultados no publicados), en citrato sédico 10 mM a pH 5,9 y después se bloquearon con ovalbumina de pollo al
0,5% en TBS. Después del lavado con TBST, las soluciones (100 pl/pocillo) de 0,5 pg/ml de mAb806 y
concentraciones variables de péptidos se afiadieron a los pocillos. Se detect6 mAb 806 unido a placa usando
immunoglobulina de cabra anti-raton-HRP (BioRad) y sustrato quimioluminiscente Western Pico (Pierce) y se
cuantificd usando un contador Wallac Victor 1420 (Perkin Elmer). En algunos ensayos, se recubrieron placas de 96
pocillos con el EGFR 1-501 y se usaron para analizar la unién a mAb 806 como se ha descrito previamente (Johns y
col. Intl. J. Cancer 98: 398-408, 2002).

Resonancia de Plasmén Superficial (BIAcore)

[0216] Se us6 un aparato BlAcore 3000 para todos los experimentos. Los péptidos que contenian el epitopo mAb
806 putativo se inmovilizaron en un chip sensor CM5 usando acoplamiento de intercambio de amina o tiol-disulfuro a
un caudal de 5 pl/min (34). El anticuerpo 806 se pas6 por la superficie del sensor a un caudal de 5 pl/min a 25 °C.
Las superficies se generaron entre realizaciones inyectando HCI 10 mM a un caudal de 10 pl/min.

Andlisis de Citometria de Flujo

[0217] Se analizaron 293 células cultivadas que expresaban diferentes patrones de EGFR para obtener la
expresién de EGFR usando mAb 528 y 806. Se incubaron 1 x 10° células con 5 ug/ml de anticuerpo primario, en
PBS que contenia HSA al 1% durante 30 min a 4 °C. Después del levado con PBS/HSA al 1%, las células se
incubaron 30 min mas con anticuerpo de cabra dirigido contra ratén acoplado a FITCa 4 °C (dilucién 1:100;
Calbiochem, San Diego, CA). Después, las células se analizaron en un Epics Elite ESP (Beckman Coulter, Hialeah,
FL) observando un minimo de 5.000 eventos y se analizaron usando EXPO (version 2) para Windows.

RESULTADOS

Identificacién del epitopo mAb 806 por inmunotransferencia de fragmentos de EGFR

[0218] Para determinar la amplia ubicacion del epitopo mAb 806, los fragmentos de EGFr marcados con c-myc 1-
513 y 310-501 se separaron por SDS-PAGE y se so metieron a inmunotransferencia con mAb 806. Mientras que

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2536974 T3

mAb 806 mostrd una fuerte reactividad con el fragmento 1-513, no se uni6 en absoluto al segmento 310-501 del
EGFR (figura 1, panel izquierdo). El fragmento 310-501 estuvo presente en la membrana ya que pudo detectarse
usando mAb 9B11 que es especifico para la etiqueta c-myc (figura 1, panel derecho). En otros experimentos, se
estableci6 que mAb 806 también se unién al fragmento SEGFR501 en transferencias de western (datos no
mostrados). Dado que mAb 806 se une al EGFR de2-7 (27), que tiene los aminoacidos 6-273 eliminados, se
concluy6 que el epitopo mAb 806 debe contenerse en los restos 274-310 o 501-513. Para delinear el epitopo mAb
806 se expreso una serie de fragmentos de EGFR marcados con c-myc, terminando cada uno en el aminoacido 501.
El mAb 806 se hizo reaccionar tanto con los fragmentos de EGFR 274-501 como 282-501, pero fracaso al unirse a
los segmentos que comenzaban en el aminoacido 290 o 298 (figura 1, panel izquierdo). La presencia de todos los
patrones de EGFR se confirm6 usando el anticuerpo c-myc (figura 1, panel derecho). Por lo tanto, el epitopo mAb
806 debe incluirse en los aminoacidos 282-310. Ademas, mientras que el epitopo puede extenderse mas alla del
aminoéacido 290, la region 282-290 debe contener algunos de los restos aminoacidicos criticos para la reactividad de
mAb 806 en este ensayo de inmunotransferencia particular.

Identificacién del epitopo mAb 806 por presentacién de los fragmentos de EGFR sobre |a superficie de la levadura

[0219] Se us6 un segundo enfoque independiente para determinar el epitopo mAb 806. Se expresaron fragmentos
que incluian diferentes dominios del EGFR sobre la superficie de la levadura y se ensayaron para determinar la
uniéon de mAb 806 por FACS. El mAb 806 reconocio tanto los fragmentos 1-621 como 1-501 expresados sobre la
superficie de la levadura (Figura 2A). El mAb 806 también se une al fragmento de EGFR 273-621 que corresponde
al dominio extracelular del EGFR de2-7 (Figura 2A). Por el contrario, mAb 806 no puede reconocer los fragmentos
294-543 0 475-621 de EGFR (Figura 2A), demostrando claramente que al menos alguno del epitopo mAb 806 debe
incluirse en la region entre los aminoacidos 274-294 (véanse los aminoacidos 282-290 que se han identificado
anteriormente). Dado que estos dos enfoques dispares identificaron la misma region que critica para la union de
mAb 806, era seguro que esta seccion del EGFR debe contener una porcién energéticamente importante del epitopo
mAb 806. De forma interesante, la desnaturalizacion térmica a 80 °C del epitopo 1-501 no tuvo ningin efecto sobre
la unién de mAb 806, lo que sugeria que el epitopo es lineal en lugar de conformacional (Figura 2B). Este resultado
es completamente coherente con los datos que muestran que mAb 806 se convierte en un anticuerpo de "pan" una
vez que el receptor se desnaturaliza por SDS-PAGE (27).

Unién de mAb 806 a un péptido de EGFR que contiene el epitopo putativo

[0220] Se sintetiz6 un péptido (2s7CGADSYEMEEDGVRKCz02) correspondiente a un bucle de cisteina conteniendo
probablemente el epitopo mAb 806 putativo. Este péptido fue capaz de inhibir la unién de mAb 806 a los fragmentos
1-501 y 274-501 de EGFR en una inmunotransferencia. (Figura 3A, paneles superiores). La presencia de fragmentos
de EGFR en ambas porciones de la inmunotransferencia se confirmé por separacién y re-sondeo con anti-myc
(Figura 3A, panel inferior). El péptido 287-302 de EGFR en solucion también fue capaz de inhibir la unién de mAb
806 a fragmento 1-501 usando un formato ELISA (Figura 3B). De forma interesante, un péptido mas corto
(aminoacidos 287-298) no inhibié la uniébn de mAb 806 a las concentraciones ensayadas (Figura 3B). Por lo tanto,
parece ser que el epitopo mAb 806 se incluye en los restos 287-302, que forman un bucle restringido a disulfuro en
el EGFR.

[0221] También se ensay6 la capacidad del péptido 287-302 de EGFR de inhibir la unién de mAb 806 a 501-Fc
inmovilizado, una versién dimérica del fragmento 1-501 de EGFR fusionado a la region Fc de IgG1l humana. El
péptido oxidado, reducido y madurado (es decir, agregado moderadamente) inhibié por completo la unién de mAb
806 a 501-Fc de una manera dependiente de la dosis (Figura 4A). Un péptido que contenia restos de cisteina
reducida y S-carboximetilada fue incapaz de inhibir la unién de mAb 806 que indicaba que uno o ambos restos de
cisteina contribuyen al epitopo mAb 806 (Figura 4B). Los fragmentos peptidicos N-terminal (CGADSYEM) (SEQ ID
NO: 16) o C-terminal (EEGVRKC) (SEQ ID NO: 17) generados por escision de bromuro de ciandégeno fueron
incapaces de inhibir la unién de mAb 806 (Figura 4B), lo que implicaba que el epitopo extiende el intervalo del resto
de metionina. Este dato proporciona confirmacién adicional de que el epitopo mAb 806 se incluye en el péptido
derivado del EGFR 287-302.

[0222] EI péptido 287-302 de EGFR se acopl6 a un chip sensor CM5 mediante acoplamiento de intercambio de
tiol-disulfuro en un resto de cisteina terminal y la unién de mAb 806 se analiz6 por resonancia de plasmon superficial
(BlAcore). El mAb 806 se unio al péptido inmovilizado de una manera dependiente de la dosis (Figura 5A) con una
afinidad aparente de 30 nM (Figura 5A), que es coherente con la afinidad obtenida usando el analisis Scatchard
sobre células vivas (27). La union de Mab 806 a un canal en blanco, un canal de blogueo de cisteina o un péptido
irrelevante fueron inferiores al 1% de la unién al péptido 287-302 de EGFR (datos no mostrados). Puesto que la
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afinidad de mAb 806 para este péptido es similar a la afinidad mostrada para EGFR de2-7, parece que el péptido
contiene todos los determinantes importantes que contribuyen al epitopo. Ya que el péptido se inmovilizé6 usando
acoplamiento de tiol y, por lo tanto, no pudo formar un enlace disulfuro intramolecular, esta observacion demuestra
adicionalmente que el bucle no ha de ciclarse para la unién de mAb 806. También se inmovilizé el péptido 287-302
de EGFR a través de acoplamiento amina y se mostré que el mAb 806 alin estaba unido (Figura 5B).

[0223] Después, se ensayo la capacidad de varios péptidos de EGFR en solucion para bloquear la unién de mAb
806 a un péptido 287-302 de EGFR inmovilizado. Como se esperaba, el péptido 287-302 de EGFR soluble inhibié la
unién de mAb 806 de una manera dependiente de la dosis (Figura 5B, panel superior). En consonancia con los
datos ELISA (Figura 3B), el péptido 287-298 de EGFR fue incapaz de impedir la unién de mAb 806 incluso cuando
se us6 en un gran exceso (Figura 5B, panel central). Un péptido adicional, que carecia simplemente de C302 (es
decir, los aminoacidos 287-301) fue capaz de inhibir débilmente la union de mAb 806 de una manera dependiente de
la dosis (Figura 5B, panel inferior). Estas observaciones confirmaron que se requiere el resto aminoacidico C302
para la union de mAb 806 de alta afinidad.

Andlisis estructural del epitopo mAb 806 y su relacién con respecto a la activaciéon de EGFR

[0224] Varios estudios cristalograficos recientes han descrito la estructura del dominio extracelular de EGFR. Por
lo tanto, se analizé el epitopo mAb 806 en cuanto a su ubicacién estructural para determinar si este podia explicar su
especificidad Unica. El bucle de cisteina que contenia el epitopo mAb 806 (Figura 6A) se localiza en la porcion C-
terminal del dominio CR1 rico en cisteina (Figura 6B, magenta). De forma interesante, esta region del EGFR es una
de las deficientemente caracterizadas en la estructura, lo que sugiere un grado de flexibilidad relativamente. Una
porciéon considerable del bucle de EGFR 287-302 se sepulta dentro del EGFR, sin embargo, dos regiones se
exponen mas y son potencialmente accesibles por el anticuerpo. La primera de estas se centra en D290 (Figura 6C,
resaltado en magenta en la vista del lado izquierdo) y la segunda de estas se centra en D297, que puede observarse
cuando la molécula gira 180° (Figura 6C, resaltado en magenta en la vista del lado derecho).

[0225] La forma amarrada del EGFR representado en la Figura 6C es una conformacion inactiva del receptor. En
este estado, el dominio CR2 de EGFR interactia con el dominio CR1 de manera que impide que el brazo de
dimerizacién un pequefio bucle contenido en el dominio CR1, interactie con el brazo de dimerizacion de las otras
moléculas de EGFR. La liberacion del EGFR conduce a una forma extendida del receptor en la que el brazo de
dimerizacion se expone (Figura 6D, panel izquierdo) permitiendo que se produzca la dimerizacion del receptor
(Figura 6B). El entendimiento actual sugiere que cuando en equilibrio sobre el 95% de la superficie celular del EGFR
esta en conformacion amarrada (37). El EGFR restante estara en el dimero activo o en conformaciéon no amarrada
extendida. La adicién del ligando impulsara mas del receptor hasta la forma dimérica (Figura 6B).

[0226] Con respecto a posibles sitios de unidon de mAb 806, los Unicos restos accesibles en la forma amarrada del
receptor son los centrados en D297. Sin embargo, dado que el mAb 806 Unicamente se une al 5-10% de EGFR en
lineas celulares que sobre-expresan el receptor, es extremadamente improbable que mAb 806 se una a la forma
amarrada de EGFR, que forma el 95% del EGFR sobre la superficie celular. En base a la informacion estructural
presentada en la Figura 6, la dimerizacién del EGFR no expone ningun resto aminoacidico adicional en el epitopo
mAb 806 y, por lo tanto, no sera una diana para la union de m_LAb 806. Dado el tamafio de un anticuerpo, ninguno
de los aminoéacidos expuestos centrados en D290 sera accesible para el mAb 806 en la conformacién amarrada o
dimérica. Puesto que el EGFR se desplaza de la conformacién amarrada al estado dimérico activo, debe pasar a
través de un estado extendido transitorio. Esta forma transitoria del EGFR (Figura 6D) puede ser monomeérica, o
posiblemente un dimero inactivo, y serd comparativamente raro sobre la superficie celular en consonancia con el
nivel de la unién de mAb m806. Significativamente, en esta forma transitoria del receptor, los restos alrededor de
D290, asi como varios aminoacidos normalmente sepultados (por ejemplo, Y292 y M294) seran accesibles para la
unién del anticuerpo. Las consideraciones espaciales indicaran en gran medida que la unién de mAb 806 a la region
cercana a D290 requerira una interaccion con los aminoacidos fuera del bucle de cisteina, una posibilidad
inconsistente con los datos de afinidad que sugiere que todo el epitopo mAb 806 esta dentro del bucle de cisteina. Si
se elimina D290 como una regiéon de union, entonces mAb 806 debe interactuar con la region alrededor de
Y292/M294, aunque el epitopo puede extenderse adicionalmente para incluir D297. Tomados juntos, la Unica
conclusioén coherente es que mAb 806 se une a aminoacidos Unicamente expuestos en la forma extendida del EGFR
antes de que se someta a dimerizacion.

Unién de mAb 806 a formas constitutivamente libres del EGFR

[0227] Para confirmar que mAb 806 se une preferiblemente al EGFR no dimerizadol/libre, se expresé de forma
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estable una mutacién del EGFR que carece del brazo de dimerizacion de CR1 (bucle de CR1) en 293 células (31).
Esta region se selecciond debido a su funcién en la formacion de dimeros de EGFR activos y porque el brazo de
dimerizacién de CR1 esta también implicado de forma integra en las interacciones CR1:CR2 asociadas con el
amarre. Por lo tanto, el deCR1, como el EGFR de2-7, debe liberarse constitutivamente. Las 293 células parentales
expresan un bajo nivel de EGFR de tipo salvaje (aproximadamente 1 x 10* EGFR/células) como es evidente por la
unién de mAb 528 por FACS (Figura 7). Como se esperaba, mAb 806 no se une al EGFR end6geno expresado en
estas lineas celulares. El de2-7 EGFR, como el bucle deCRI, no debe ser capaz de amarrarse y debe tener una
dimerizacion reducida. La transfeccion de 293 células con el EGFR de2-7 condujo a una fuerte union de mAb 806
como se ha mostrado previamente en otras lineas celulares (Figura 7). La unién del mAb 528 dependiente altamente
conformacional al EGFR de bucle de CR1 confirma que no hay ninglin cambio bruto con respecto a su conformacion
(Figura 7). De hecho, se ha mostrado previamente que el EGFR del bucle de CR1 puede unirse a ligando
soportando adicionalmente la nocién que mantiene intacta su estructura general (31). Los andlisis de citometria de
flujo de dos clones de expresion de EGFR del bucle de CR1 independientes, mostraron claramente la unién de mAb
806 (Figura 7). Por lo tanto, en consonancia con las hipétesis, mAb 806 parece unirse al EGFR libre transitorio antes
de que este forme un dimero activo. MAb 806 también muestra una unién aumentada a mutantes puntuales de
EGFR que tienen una capacidad reducida de amarre (véase el EJEMPLO 2 que se indica a continuacion).

ANALISIS

[0228] EI mAb 806 se generd tras la inmunizacién con fibroblastos de ratén que expresaban el de2-7 EGFR y se
selecciond por ensayo de hemadsorcion mixta para la alta reactividad a de2-7 EGFR y la actividad despreciable
contra el EGFR de tipo salvaje (21). Una caracterizacion adicional pronto revelé que mAb 806 reconocera las lineas
celulares y especimenes de glioma cuando se sobreexpresé el EGFR de tipo salvaje, especialmente cuando se
amplific6 el gen EGFR, pero no tejido normal (21). Recientemente, se demostr6 que mAb 806 se une
preferiblemente a la forma de alto contenido en manosa de tanto el EGFR de2-7 como de tipo salvaje situado en el
reticulo endoplasmatico. Ademas, se demostré que algin EGFR wt de alto contenido en manosa esta mal dirigido a
la superficie celular cuando las células sobreexpresan el receptor. Sin embargo, este trabajo no identificé el epitopo
mAb 806 ni explicd adecuadamente la fuerte actividad anti-tumoral mediada por mAb 806. Usando dos metodologias
independientes, se identificd un bucle de cisteina (aminoacidos 287-302) que contiene el epitopo mAb 806. Puesto
que la afinidad de mAb 806 a un péptido sintético que incluye los restos 287-302 es similar a la que se ha medido
previamente por andlisis Scatchard con lineas celulares que expresan de2-7 EGFR (27), se confia en que contiene
la secuencia epitdpica completa. Evidentemente, el péptido no tiene que estar restringido en un bucle estabilizado
por puentes disulfuro para la unién de anticuerpos, ya que mAb 806 reconocié un péptido reducido en solucién, un
péptido inmovilizado por tiol y se unién débilmente a un péptido soluble con C302 eliminado.

[0229] Tanto la inmunoprecipitacion como el analisis Scatchard demostraron que mAb 806 reconoce entre el 5-
10% del EGFR de tipo salvaje expresado en la superficie de las células A431 (27), una linea celular que
sobreexpresa el receptor debido a una amplificacién del gen EGFR. A pesar de la unién a una baja proporcion de
receptores, mAb 806 presente una fuerte actividad anti-tumoral contra xenoinjertos A431 desarrollados en ratones
sin pelo (22, 23). La observacion de que mAb 806 se une preferiblemente al EGFR libre sugiere un mecanismo
probable para esta actividad anti-tumoral. Segin una molécula de EGFR se libera, entra en un estado transitorio
entre dimero amarrado inactivo y activo (37). Es esta forma libre transitoria del EGFR la que se acopla por mAb 806.
La union de mAb 806 impide entonces la formacion de dimeros de EGFR aptos para sefializacion (Figura 8). Por lo
tanto, mientras que mAb 806 Unicamente se une a un bajo porcentaje del EGFR en cualquier momento dado,
durante un periodo de tiempo extendido sera capaz de inhibir una proporcion sustancial de sefializacion de EGFR
que, a su vez, genera un efecto anti-tumoral in vivo. El destino del EGFR unido a mAb 806 no se conoce, aunque se
ha mostrado previamente que el complejo mAb 806/de2-7 EGFR se internaliza (27). Como alternativa, el
mADb806/EGFR puede permanecer atrapado sobre la superficie en una forma inactiva, como es el caso tras el
tratamiento de las células con inhibidores de tirosina cinasa de bajo peso molecular especificos para el EGFR (28,
38). A diferencia del EGFR de tipo salvaje, el mAb 806 reconoce aproximadamente la mitad de las moléculas de
de2-7 EGFR expresadas sobre la superficie celular en comparacion con DH8.3 (27), un anticuerpo especifico para el
receptor mutante. El aumento de la reactividad de mAb 806 para el de2-7 EGFR esta en consonancia con el hecho
de que este receptor mutante carece del bucle de dimerizacion de CR1 y, por lo tanto, no puede asumir la
conformacion amarrada.

[0230] Si mAb 806 reconoce una conformacion transitoria normal, pero poco abundante en comparacion, del
EGFR, ¢por qué no se une a tejidos normales o lineas celulares que expresen niveles "medios" de EGFR? Esta
observacion no parece estar relacionada con la sensibilidad de deteccion, ya que en un estudio previo se demostrd
que el mAb 806 yodado no se unié a un granulo celular de glioma U87MG (1 x 10° EGFR/célula) que contenia 1 x
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107 células, cuyo granulo celular A431 mas pequefio debe haber sido lo suficientemente sensible para medir la unién
de bajo nivel. Se ha determinado que la glucosilacién influye en la reactividad de mAb 806 y que mAb 806 reconoce
preferiblemente la forma rica en manosa del EGFR que reside normalmente en el reticulo endoplasmatico. Ademas,
en las células que sobreexpresan el EGFR, parte de este receptor rico en manosa esta mal dirigido a la superficie
celular.

[0231] Incluso aunque la homologia de secuencia del epitopo mAb 806 sea relativamente baja en ErbB3/B4, el
tamafio y ubicacion del bucle de cisteina se conserva. Ademas, hay dos restos aminoacidicos completamente
conservados (E293 y G298) y dos adicionales donde se conserva la carga (E295 y R300). Finalmente, la estructura
general de ErbB3 (y probablemente ErbB4), es muy similar a la del EGFR en que adopta una conformacion
amarrada que presumiblemente se libera durante la activacion (41). En su conjunto, esto sugiere que los anticuerpos
dirigidos al bucle de cisteina equivalente en ErbB3/B4 tienen propiedades similares a mAb 806 (es decir,
especificidad restringida a tumores y la capacidad de bloquear la activacidon del receptor). Mas ampliamente, los
datos sugieren que la generacion de los anticuerpos con respecto a formas transitorias de receptores del factor de
crecimiento representa una manera novedosa de reduccion del direccionamiento del tejido normal que aun conserva
actividad anti-sefalizacion. Por consiguiente, las comparaciones entre la estructura de receptores activos (unidos a
ligando) y sus contrapartes inactivas deben identificar aminoacidos expuestos de forma transitoria durante los
cambios conformacionales del receptor. Finalmente, se gener6 mAb 806 mediante la inmunizacion con células que
expresan una mutacién activa constitutivamente del EGFR y seleccionando anticuerpos especificos para este
receptor mutado. Por lo tanto, la inmunizaciéon con un receptor constitutivamente activo puede proporcionar una
estrategia generalizada que aumenta la probabilidad de identificar anticuerpos que reconozcan formas transitorias
del receptor.
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EJEMPLO 2

ANALISIS DE INTERACCIONES DEL DOMINIO CR1/CR2 EN LA FUNCION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO EPIDERMICO DE SUPERFICIE CELULAR

[0233] Los datos cristalograficos recientes sobre el dominio extracelular aislado del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) han sugerido un modelo para su activacién por ligando. Se ha ensayado este
modelo en el contexto de EGFR de longitud completa presente en la superficie celular, mediante la introduccion de
mutaciones en dos regiones (CR1 y CR2) del dominio extracelular pensado para ser critico para la regulacion de la
activacion del receptor. Las mutaciones en los dominios CR1 y CR2 tienen efectos opuestos sobre la afinidad de
union de ligando, la dimerizacién de receptor, la activacion de tirosina cinasa y la competencia de sefializacion.
Tyr?¢ es un resto importante en el bucle de CR1, que esta implicado en el posicionamiento y estabilizacion de la
interfaz del dimero del receptor después de la unién de ligando: las mutaciones de Tyr?*¢ alteran o suprimen la
funciéon del receptor. Las mutaciones en CR2, que debilitan la interacciéon que restringe el receptor al estado
amarrado, mejoran la capacidad de respuesta a EGF aumentando la afinidad para el ligando. Sin embargo, el
debilitamiento de la interaccién de CR1/CR2 no da como resultado una activacidon espontanea de la cinasa de los
receptores. Se ha usado un anticuerpo (mAb806), que reconoce un estado de transicién del receptor de EGF entre
el estado amarrado negativamente limitado y la conformacion de dimero contiguo completamente activa, para seguir
los cambios conformacionales en los receptores de EGF de tipo salvaje y mutante después de la union de ligando.
Los resultados sugieren que el EGFR sobre la superficie celular puede estar libre, pero esta forma es inactiva; por lo
tanto, la liberacion del receptor no es suficiente para la activacion, y la unién de ligando es esencial para el correcto
posicionamiento de las dos subunidades de receptor para conseguir la activacion de la cinasa.

INTRODUCCION

[0234] Durante los ultimos veinte afios, el receptor de EGF ha proporcionado importantes oportunidades para el
estudio de la activacién de tirosina cinasas intracelulares asociadas a receptor (1-3). Recientemente, se han
divulgado las tres estructuras tridimensionales de los dominios extracelulares (ECD) para varios miembros de la
familia del receptor de EGF (EGFR, ErbB-2 y ErbB-3) (4-9). Estas estructuras revelaron dos conformaciones
significativamente diferentes para el ECD del receptor de EGF (4;5;9). En la estructura cristalina del ECD truncado y
soluble del EGFR complejado con TGF-a (4) o con EGF (5) el ligando se intercala entre los dominios L1 y L2 (de
unién a ligando), los ECD forman dimeros contiguos, principalmente a través de los dos dominios interbloqueados
CR1 (ricos en cisteina); por el contrario, en la estructura cristalina del EGFR autoinhibido en el complejo con EGF, el
ligando se une Unicamente al dominio L1, no hay ningun dimero presente y la interaccién intramolecular principal del
receptor monomeérico se produce entre el dominio del bucle de CR1 y CR2 (9). En esta estructura, no solo la
distancia entre L1 y L2 es demasiado grande para permitir la union simultanea a una molécula de EGF, sino que L2
también se aleja del EGF unido a L1. Por lo tanto, dos caracteristicas criticas distinguen la forma autoinhibida
(amarrada) de la forma no amarrada del ECD del receptor EGF: la ausencia de dimeros y la incapacidad de unirse a
ligando con alta afinidad. De forma interesante, la confirmacion del ECD de ErbB-2 truncado (8) y de longitud
completa (7) se asemeja al dimero de EGFR contiguo (4) mientras que el ECD de ErbB-3 en ausencia de ligando (6)
tiene la misma conformacion que el ECD de EGFR amarrado (9).

[0235] El trabajo con el EGFR celular de longitud completa ha establecido un fuerte vinculo entre la dimerizacién
de EGFR, unién de alta afinidad y activacion del receptor cinasa; mientras que las estructuras de cristal de los ECD
aislados proporcionan un marcado mejorado para el entendimiento de estas observaciones (es decir, el ligando se
unira con mayor afinidad a la forma "no amarrada" del receptor, desviando de este modo el equilibrio del receptor
monomérico autoinhibido y favoreciendo la formacion de dimeros activos (9)), en el entorno celular los dominios
cinasa y transmembrana del EGFR también contribuyen a la dimerizacion. De hecho, los dimeros de la superficie
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celular (u oligbmeros) pueden detectarse en ausencia de ligando, aunque los dimeros no ligados no tienen actividad
tirosina cinasa (10-16). Por lo tanto, en el receptor de EGF de la superficie celular de longitud completa, la unién a
ligando se requiere no solo para impulsar la dimerizacién, sino para la formaciéon de la conformacién activa de
cinasa.

[0236] Las propiedades de la estructura y la unién a ligando de los fragmentos o incluso los EDC del receptor de
EGF de longitud completa no pueden desentrafiar la complejidad de la sefializacion de receptores presentes en la
superficie celular. En este informe, con el fin de mejorar nuestra comprensién de las interacciones de CR1-CR2 en
los procesos que determinan la unidon de ligando, cambios conformacionales del receptor, la oligomerizacion del
receptor y la regulacién de la actividad de la cinasa, se han expresado mutantes del receptor de EGF de longitud
completa expresados en células de mamifero intactas (Baf/3) (17;18). Las células BaF/3 no expresan receptores
EGF enddgenos, ni niveles detectables de ligandos que puedan perturbar y/o activar receptores recombinantes
(mutantes). La disponibilidad de los mutantes de EGFR del bucle de CR1 y CR2 y de los anticuerpos especificos de
conformacion mAb528 (19) y mAb806 (20-23) han permitido demostrar los determinantes de amarre y detectar una
mayor transicion conformacional cuando el ligando se une al receptor.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
Reactivos

[0237] Los anticuerpos para el EGFR mAb528 (19) y mAb806 (20; 21) se produjeron y se purificaron en la
instalacion GMP en el Ludwig Institute for Cancer Research, Melbourne. El anticuerpo anti-flag M2 se adquirié en
Sigma-Aldrich, los anticuerpos anti-fosfotirosina (clon 4G10) y anti-EGFR (policlonal de oveja) en Upstate (Lake
Placid, NY); los anticuerpos anti-phospho-p44/p42 MAPK vy los anticuerpos anti-MAPK se adquirieron en Cell
Signaling (Beverly, MA). Las Ig de conejo anti-ratdon acoplada a HRP y la Ig de conejo anti-oveja acoplada a HRP se
obtuvieron en BioRad (Hercules, CA) y Dako (Fort Collins, CO) respectivamente. La inmunoglobulina anti-ratén
marcada con alexa 488 se adquirid en Molecular Probes, Eugene, OR. El 6xido de fenilarsina (PAO) se adquirié en
Sigma-Aldrich. Los reactivos de entrecruzamiento solubles en agua y homobifuncionales BS? (longitud del brazo
separador: 11,4 A) y Sulpho-EGS (longitud del brazo separador: 16,1 A) se obtuvieron en Pierce (Rockford, IL).

Generacion de patrones de mutantes de EGFR

[0238] Las mutaciones de punto Unico del EGFR de tipo salvaje se generaron usando un kit de mutagénesis
dirigida a sitio (Stratagene, La Jolla, CA). La plantilla para cada mutagénesis era el ADNc de EGFR humano; (24))
que contenia la secuencia lider seguida de una secuencia de codificacién de etiqueta FLAG, en el vector de
expresion mamifero pcDNA3 (Invitrogen, Carlsbad, CA) como se describe en (4). La secuenciacidon nucleotidica
automatizada de cada patrén se realiz6 para confirmar la integridad de cada mutacién del receptor de EGF. Los
patrones de expresion de EGFR se expresaron de forma transitoria en 293 células (Coleccién Americana de Cultivos
Tipo, Manassas, VA) y la presencia de la proteina del receptor determinada por tincién con anticuerpos 528 y M2
para confirmar la expresion en la superficie celular y para asegurar el plegamiento proteico producido
apropiadamente (datos no mostrados).

Transfeccién de patrones de EGFR y generacién de lineas celulares estables.

[0239] Los patrones de EGFR de tipo salvaje y mutantes se transfectaron en la linea celular hemopoyética murina
dependiente de IL-3 BaF/3 como se ha descrito previamente (25). Las células transfectadas se seleccionaron en
G418 durante 10 dias. Las células viables se cribaron para la expresién de EGFR por analisis FACS en un FACStar
(Beckton and Dickinson, Franklin Lakes, NJ) usando anticuerpos para la etiqueta flag (M2 = 10 ug/ml en PBS/FCS al
5%/EDTA 5 mM) y/o el dominio extracelular de EGFR (mAb528: 10 ug/ml en PBS/FCS al 5%/EDTA 5 mM) seguido
de Ig anti-raton marcado con Alexa 488 (dilucion final de 1:400). La fluorescencia de fondo se determiné incubando
las células con un anticuerpo primario irrelevante de clase equivalente. Las agrupaciones positivas se clasificaron
segun el nivel apropiado de expresién de EGFR en FACS-DIVA (Becton and Dickinson). Después de la seleccién
final, el ARNm se aisl6 de cada linea celular y todas las mutaciones en el EGFR se confirmaron mediante andlisis
por PCR. Todas las células se pasaron de forma rutinaria en medio condicionado por RPMI/FCS al 10%/WEHI3B al
10% (26) y 1,5 mg/ml de G418.

Unién de ligando

[0240] EI EGF murino, purificado a partir de glandulas submaxilares de raton (27), se sometié a yodaciéon usando
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lodogen (28) con respecto a una actividad especifica de 5-8 x 10° cpm/pmol. La uniéon de ligando a células que
expresan el EGFR wt 0 mutante se determind a temperatura ambiente en presencia del inhibidor de internalizacion
oxido de fenilarsina (PAO) (29) mediante experimentos de saturacion en frio. En resumen, las células se incubaron
en PBS/BSA al 1%/PAO 30 pM con o sin cantidades en aumento de EGF no marcado (20 pM-5,12 nM) y con una
cantidad constante (300 pM) de '25I-EGF. La unién no especifica se determiné usando un exceso de 500 veces de
EGF no marcado sobre ?5-EGF. Todos los puntos experimentales se prepararon por triplicado. Al final de la
incubacién, las células se granularon y se lavaron dos veces en PBS enfriado con frio antes de transferirse a tubos
nuevos para el recuento en un contador y Wallac WIZARD (PerkinElmer, Boston, MA). Las transferencias de
Scatchard y las estimaciones de las afinidades de unién de ligando y el nimero de receptores se obtuvieron usando
el programa Radlig (BioSoft, Cambridge, Reino Unido).

Entrecruzamiento de receptor, fosforilacién de tirosina y activacion MAPK

[0241] Las células BaF/3 que expresan el EGFR wt o mutado se incubaron en medio sin IL-3 y FCS durante 3 h.
Las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron dos veces en PBS y se incubaron en PBS a temperatura
ambiente con o sin EGF (100 ng/ml) durante 10 minutos. En experimentos de limitacién cruzada, las células se
incubaron con BS® 1,3 mM o Sulpho-EGS (Pierce Biotechnologies, Rockford, IL) durante 20 min a TA después de un
tratamiento con PBS o EGF. Las células se lisaron en tampén de muestra SDS/PAGE con o sin agente reductor (B-
mercaptoetanol 100 mM). Los lisados celulares totales se analizaron directamente por SDS-PAGE en geles de
gradiente Tris al 3-8%/Acetato o Bis al 4-12%/Tris (InVitrogen, Carlsbad, CA) y se transfirieron a membranas de
PVDF antes de la inmunodeteccion con anticuerpos anti-fosfotirosina (4G10, UBI, dilucion final de 1:1000)),
anticuerpos anti-EGFR (anti-EGFR de oveja, UBI, dilucién final de 1:1000) o anticuerpos anti-phospho-MAPK
(dilucién final de 1:1000) seguido de Ig anti-raton, anti-oveja o anti-conejo acoplado a HRP respectivamente (todos a
una dilucién final de 1:3000). Las bandas reactivas se visualizaron con reactivo ECL (Amersham). Para determinar la
fosforilacion de tirosina especifica del EGFR, las membranas se sondeadas con anticuerpos anti-fosfotirosina se
separaron con una solucion de glicina 0,1 M (pH 2,1) y se sondearon de nuevo con anticuerpos anti-EGFR o anti-
fosfo MAPK. Las peliculas se exploraron en un densitbmetro de exploracién Molecular Dynamics (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA) y la cuantificacion de bandas se realizé en ImageQuant usando integracion del pico de
linea amplia.

Respuestas mitogénicas a EGF

[0242] Las células que crecieron en fase logaritmica se cosecharon y se lavaron tres veces para eliminar 1L-3
residual. Las células se suspendieron de nuevo en RPMI 1640 + FCS al 10%, se sembraron en placas de 96 pocillos
usando el Biomek 2000 (Beckman) en 2 x 10* células por 200 pl y se incubaron durante 4 horas a 37 °C en CO: al
10%. ElI EGF se afiadi6 en el primer punto de valoracion y se titulé por duplicado como diluciones por duplicado en la
placa de 96 pocillos. Los pocillos de control recibieron el medio condicionado WEHI-3B a una concentracion final del
5% (v/v). Se afiadié 3H-timidina (0,5 uCi/pocillos) y las placas se incubaron durante 20 horas a 37 °C en CO: al 5%,
antes se cosecharse sobre esterillas de filtro de nitrocelulosa usando un cosechador automatico (Tomtec,
Connecticut, Estados Unidos). Las esterillas se secaron en un microondas, se pusieron en una bolsa de recuento de
plastico y se afiadié escintilador (10 ml). La 3H-timidina incorporada se determiné usando un contador beta (1205
Betaplate, Wallac, Finlandia).

Reactividad con anticuerpos especificos de conformacién

[0243] Las células se incubaron previamente con anticuerpos, EGF o medio de control antes de la tincion de
anticuerpos y el andlisis FACS. La preincubacién con anticuerpos (mAb528, mAb806 o un anticuerpo irrelevante de
clase equivalente, todos a 10 pg/ml) se realiz6é a 37 °C en RPMI/FCS al 10% durante tiempos que variaron de 30 min
a 16 h. La preincubacion con EGF (100 ng/ml en tamp6n FACS enfriado con hielo) se realizé sobre hielo durante 20
min. Después de la preincubacion, las células se recogieron por centrifugacion y se tifieron con los anticuerpos de
control o de ensayo (todos a 10 pg/ml en tampdén FACS durante 20 min sobre hielo, lavados en tampdn FACS)
seguida de Ig anti-raton de Alexa 488 (dilucion final de 1:400, 20 min sobre hielo) para detectar el anticuerpo
primario. Las células se lavaron con tampén FACS enfriado con hielo, se recogieron por centrifugacion y se
analizaron en un FACScan; el canal de fluorescencia pico y la fluorescencia media se determinaron para cada
muestra usando la herramienta Statistical en CellQuest (Becton and Dickinson). La fluorescencia de fondo (control
negativo) se dedujo a partir de todas las mediciones. Los valores de fluorescencia media se escogieron como
maximo representante de la forma pico y la intensidad de fluorescencia, y se usaron para obtener la relaciéon de la
unién de mAb806 con respecto a mAb528.
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RESULTADOS Y ANALISIS

[0244] EI objetivo de este trabajo es determinar el papel de las interacciones del bucle de CR1/CR2 en las
preferencias conformacionales, el mecanismo de activacion y la sefializaciéon potencial del EGFR expresado en la
superficie celular de longitud completa. Se han introducido mutaciones puntuales en los dominios CR1 y CR2 que se
espera que perturben las interacciones de CR1/CR1 y/o CR1/CR2 y, en consecuencia, alteren el equilibrio entre los
estados amarrado, no amarrado, inactivo y/o activo del EGFR. Estos patrones se han expresado en BaF/3, una linea
celular hemopoyética que esta desprovista de miembros de la familia de ErbB endégeno. Se han analizado los
efectos de las mutaciones en la funcién del EGFR mediante la determinacion de la cinética de unién, la dimerizacion,
la fosforilacion y sefializacién de la tirosina dependiente de ligando, y la capacidad de inducir la sintesis de ADN de
manera dependiente de EGF. Sin embargo, estos parametros son mediciones indirectas de la oligomerizacion del
receptor, los cambios de configuracion o conformacionales; por lo tanto, también se ha usado la unién de dos
anticuerpos anti-EGFR conformacionalmente especificos, mAb528 (19) y mAb806 (20; 23; 30), como una
herramienta para evaluar el efecto de las mutaciones en la conformacion "de reposo” del EGFR y en la dinamica de
los cambios conformacionales inducidos por ligando y cambios configuracionales.

Expresion del receptor y caracterizacion preliminar:

[0245] Se han analizado en detalle seis mutaciones puntuales (véase la figura 9A, 9B): tres mutaciones CR1 en
Tyr?46 (Phe, Trp y Asp) y tres sustituciones CR2 en Asp®%3 (para His), Glu®"® (para Cys) y Val®®® (para Asp). En un
intento de vincular disulfuro con la interaccion de CR1/CR2, se prepar6 un mutante con una sustitucion en cada uno
de CR1 y CR2 (Leu?* para Cys y Glu®"® para Cys). Los EGFR recombinantes se expresaron en la linea celular
hemopoyética BaF/3, que es ideal para la caracterizacion bioquimica del EGFR (18; 25). Después de la transfeccion
y la seleccion en G418, la expresion del receptor se controlé usando el anticuerpo anti-flag M2, asi como el
anticuerpo monoclonal 528, que se dirige al dominio extracelular del EGFR, bloquea la union de ligando (19) y se
informa para reconocer Unicamente la forma nativa del receptor. En base a la reactividad con estos anticuerpos,
todos los receptores mutantes parecen plegarse correctamente y se expresan en la superficie celular. Después de
multiples rondas de clasificacion FACS se obtuvieron lineas celulares que expresaban niveles similares (20-40.000
R/célula) del EGFR mutante o wt (figura 10). Es esencial que la expresion del receptor esté por debajo de 100.000
receptores/célula: Los experimentos de expresién transitoria normalmente producen elevados niveles de EGFR de
superficie celular (>10%/célula), sin embargo, a estos niveles de expresion a menudo hay una activacion espontanea
(es decir, fosforilacién de tirosina independiente de ligando) del EGFR. Las razones para la activacion no estan
claras, pero puede deberse a la oligomerizacién, un procesamiento incorrecto o iris plegado del receptor; se ha
intentado evitar esta complicacién mediante la produccion de lineas celulares que expresan <50.000 R/célula.

Unién de ligando mediante mutantes de EGFR:

[0246] De las estructuras cristalinas del ECD amarrado (9) y no amarrado (4;5) del EGFR, se ha postulado que la
afinidad del ligando para los dos formas sera muy diferente. En la conformacién no amarrada, el ligando puede
entrar en contacto tanto con el dominio L1 como L2, mientras que en la conformacion amarrada el ligando
Unicamente puede unirse a los dominios L1 o L2. Ferguson y col. (9) han notificado que el debilitamiento de la
interaccion entre los bucles de CR1 y CR2 aumenta la afinidad aparente del ECD de EGFR para EGF; sin embargo,
el vinculo entre el amarrado del bucle de CR1 y el dominio CR2 y la afinidad de union del ligando se basa en los
datos obtenidos por el analisis BIAcore del ECD de EGFR aislado (9; 31). Los datos de union cinética para el EGFR
de longitud completa en la superficie celular producen constantes de afinidad que son al menos dos érdenes de
magnitud menores, 20 pM-2 nM en comparacién con 20-350 nM para el ECD de EGFR. La cinética de union del
EGFR a sus ligandos en un contexto celular se complica por factores independientes de la estructura, tal como la
densidad del receptor local, el estado de oligomerizaciébn e interacciones con elementos citosélicos o
citoesqueléticos (32-34). En el contexto del receptor de longitud completa, las modificaciones en los dominios de la
cinasa, transmembrana y/o C-terminal también influyen en la afinidad del EGFR para sus ligandos (35-39). Por lo
tanto, es importante medir los efectos de las mutaciones CR1 y CR2 sobre la afinidad de unién de ligando, el estado
de la oligomerizacion y la sefalizacion (véase mas adelante) del receptor en las células intactas. Para evitar la
internalizacién mientras se evallUa la unién de ligando a una temperatura fisiolégica, las determinaciones de afinidad
se realizaron en presencia de 6xido de fenilarsina 30 uM (29): en estas condiciones de ensayo, la internalizacion del
EGFR se redujo a >1% (datos no mostrados). Los resultados de los analisis Scatchard de unién de EGF a EGFR wt
y mutante se presentan en la TABLA 3y la figura 11 y se resumen a continuacion.

48



10

15

20

25

30

35

ES 2536974 T3

TABLA 3
Andlisis Scatchard de unién de  '?5I-EGF a células BaF/3 que expresan los receptores de EG  Fwt o
mutantes
Linea celular Kal (pM) | % desitios | Ka2(nM) | % de sitios | R/célulax 10 4®
EGFR wt 29+/-9 2,6+/-0,4 1,6+/-0,6 97,5 +/- 3,4+/-0,7
0,49
Mutantes del bucle de CR1:
2,8+/-0,9 (100) 3,0+/-0,2
Y246F 2,5+/-0,05 (100) 2,9+/-0,2
Y246\ 2,1+/-0,3 (100) 1,2+/-0,1
Y246D
Mutantes del bucle de CR2:
2,6+/-1,3 12,6+/-4 1,3+/-0,3 90,8 +/- 1,9 3,8+/-0,71
V583D 17,6+/-4,4  4,4+/-0,7) 1,7+/-0,8 96,4 +/- 0,7 2,3+/-0,8
D563H 1,7+/-0,6 100 3,45+/-0,12
ES78C 2,1+/-0,3 100 0,37+/-0,002°
L245c/E578C

La union de %I-EGF se realizé como se describe en "Materiales y Procedimientos". Los datos se analizaron
usando el programa RadLig de "Kell for Windows".

(2): El nUmero de receptores por célula se calcul6 a partir del Bmax y el nimero de células/tubo en cada
experimento de unién de ligando. Los resultados son el error promedio y tipico de al menos tres experimentos
separados.

(b): El ndmero de receptores determinado por analisis Scatchard (Bmax) fue menor del 10% del niumero de
receptores estimado por FACS o por inmunotransferencia

[0247] Mutaciones CR2: las mutaciones V°83D y D%%H se disefiaron para interrumpir las interacciones de bucle
CR2/CR1. En la conformacién amarrada, los grupos y-metilo de la cadena lateral V387 estan en estrecho contacto de
van der Waals con Y?24¢: La sustitucion del Asp y-carboxilo interrumpira la interfaz CR1/CR2. De forma analoga, el y-
carboxilo de D% es hidrogeno unido a Y?%6 en la conformacion amarrada, y la sustitucion de los grupos aspartato
carboxilo con el imidazol de His debilitaran la interaccion. En las células que expresan V%83 D, hay un aumento
significativo en la proporcion de sitios de union a EGF de alta afinidad en comparacién con las células que expresan
el EGFR wt (12,6% frente al 2,6%, respectivamente). Esta tendencia también se observa en el mutante D563H,
aunque en este caso la diferencia del wt no fue estadisticamente significativa (TABLA 3). Un aumento en la
proporcion de los sitios de alta afinidad es una indicacién de un cambio en el equilibrio hacia los estados libres de los
receptores, suponiendo gue las mutaciones V38 D y D%3 H debiliten las interacciones CR1/CR2. Para investigar la
posibilidad de crear un enlace disulfuro para unir covalentemente CR1 y CR2, se identificaron dos restos que tenian
la distancia y la orientacion de la cadena lateral apropiadas en la conformacién amarrada: Leu®® y GIlu®8,
Inicialmente, se hizo la mutacién individual E5"8C y después la doble mutacion L?*5C/E5"8C. De forma interesante, la
cadena lateral E5"® esta cerca de las cadenas laterales de tanto L?*® como P28, por lo que puede esperarse que la
sustitucion de E58C mejore el empaquetamiento de la interfaz de bucle de CR1/CR2 aumentando las interacciones
hidréfobas con estos restos. Experimentalmente, la mutaciéon E578C suprime por completo la unién de EGF de alta
afinidad sin afectar al nimero de sitios de baja afinidad (TABLA 3). La introduccion de una cisteina en esta posicion
no parece afectar al plegamiento de cualquiera o0 ambos dominios ricos en cisteina: el anticuerpo dependiente de la
conformacion mAb528 se une al receptor mutante, y su fosforilacion y sefializacion dependen ain de EGF (véase a
continuacion).

[0248] Mutaciones en bucle de CR1: Se introdujeron tres sustituciones aminoacidicas diferentes (Phe, Trp y Asp)
para Tyr?#¢, La estructura cristalina sugiere que Y24 es critico tanto para las interacciones CR1/CR1 como CR1/CR2
(Figura 9B, 9C). En la configuracién amarrada, el bucle de CR1 interactla estrechamente con el dominio CR2; Tyr?46
hidrégeno se une con la cadena lateral carboxilo de Asp®%3. Asp®63 se mantiene in situ por un pequefio puente con el
g-amino de Lys®®. La mutacion de Tyr?*¢ con respecto a Phe elimina el enlace de H por lo que el amarre serd mas
débil. El mutante Trp?*¢ es demasiado grande para encajar en el sitio de uniéon de CR2 y, de hecho, interrumpira el
puente salino Lys®8-Asp5%3, El reemplazo de Tyr?*® con Asp conducird a la pérdida de empaquetamiento hidréfobo,
asi como a una fuerte repulsion entre Asp?® y Asp%%3, Por lo tanto, todas las mutaciones deben lograr la
conformaciéon amarrada menos favorable. Para activar la cinasa de EGFR, el dimero contiguo debe formarse, de
manera que el hidroxilo de Tyr?*¢ hidrégeno se una a la cadena opuesta (Figura 9). De hecho, en presencia de

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2536974 T3

ligando, el hidroxilo se une por H a la estructura en los restos Ser?%?, Gly?%* y C283, Estos tres enlaces de hidrégeno
se perderan en los mutantes Phe?*¢ y Asp?*6. El empaquetamiento entre Tyr?*6 y la cadena opuesta es ajustado, sin
espacio para un residuo Trp: se espera que el dimero Trp?*¢ no esté empaquetado estrechamente. De forma
experimental, las tres mutaciones dieron como resultado pérdida de la unién de EGFR de alta afinidad (TABLA 3y
FIGURA 11), lo que sugiere un deterioro grave de la interaccion CR1/CR1 que no se compensa por la liberacion de
la unién de CR1/CR2.

[0249] En conjunto, estas observaciones confirman que la union del ligando a la forma "amarrada” del se produce
con baja afinidad; la union de EGF de baja afinidad parece ser independiente del posicionamiento relativo de los
dominios L1 y L2. La inspeccion de la estructura cristalina indica que las superficies de union de ligando de ambos
dominios estan disponibles tanto en las conformaciones amarradas como libras, por lo que la unién de baja afinidad
presumiblemente refleja la unién a cualquier sitio, 0 a ambos sitios independientemente. Evidentemente, la liberacion
puede aumentar la proporcion de receptores disponibles para la union de alta afinidad. Es interesante apreciar que
la conformacion de alta afinidad requiere el bucle de CR1, influenciando presuntamente la yuxtaposicion de L1y L2
en el complejo dimérico.

[0250] Dimerizacion del Receptor: La unién de EGF al dominio extracelular del receptor conduce a la formacion
0 estabilizacién del EGFR de la cinasa activa. La interaccion CR1/CR1 inducida por ligando es necesaria para la
formacion de un complejo de EGFR activo: la delecién del bucle de CR1 suprime la capacidad del EGFR-ECD de
dimerizar, incluso en el contexto de un EGFR de longitud completa (4). Evidentemente, las mutaciones en los bucles
de CR1 y CR2 tienen efectos significativos en la afinidad de unién de EGF (Figura 11 y TABLA 3): Era de interés
determinar el efecto de estas mutaciones en la dimerizacién basal y mediada por ligando y la activacién de cinasa.
Las células se trataron con EGF y el enlazador cruzado homobifuncional impermeable a células BS® durante 30 min
a temperatura ambiente. Los lisados celulares se separaron por SDS-PAGE y se sometieron a inmunotransferencia
con anticuerpos anti-EGFR o anti-fosfotirosina. Los resultados se muestran en la figura 4 y se resumen a
continuacion.

[0251] Los mutantes del bucle de CR1 han reducido la dimerizacion dependiente de ligando; en particular, la
mutacion Y246D suprimié completamente la dimerizacion dependiente de ligando. Sin embargo, la dimerizacién basal
Unicamente se vio afectada ligeramente: Esto apunta a una funcion diferente de la conformacién de Y?*¢ en la
interfaz de dimerizacién espontanea y mediada por ligando. Dada la falta completa de dimeros detectables en el
receptor del bucle de A-CR1, en el que se elimina la totalidad del bucle de CR1 (4), es posible que otras regiones en
este bucle contribuyan a la formacion del dimero no ligado. El contenido de fosfotirosina de tanto los receptores
mutantes Y246 monomeéricos y diméricos también se redujo, lo que sugiere que, incluso cuando si se forman dimeros,
la conformacién de ECD no permite la activacion de la cinasa: incluso aunque puedan detectarse algunos dimeros
espontaneos en el mutante Y246W, en ausencia de ligando no hay virtualmente fosforilacion alguna del dimero.
Evidentemente, la formacion del dimero entrecruzable de ECD se reduce en todos los mutantes Y246, Es interesante
apreciar que el contenido de fosfotirosina de los monémeros del mutante Y246 después de la estimulacion de EGF se
ve particularmente afectado (Figura 12C); puesto que los mondmeros se generan presuntamente a partir de dimeros
gue no se han entrecruzado, pueden refleja una sub-poblacién de moléculas con interacciones alteradas (mas
débiles) en el complejo dimérico. Si las mutaciones Y?%6 afectan globalmente a la estabilidad del dimero, el
impedimento de una reorientacion de las subunidades del dimero, o la formacion de oligémeros de mayor orden
necesarios para la activacion de la cinasa no pueden abordarse directamente en este sistema experimental.

[0252] Los mutantes CR2 tenian niveles normales de dimerizacion basal y dependiente de ligando. No se
detectaron aumentos significativos en la proporcion de dimeros para el EGFR mutante en el que el amarre CR1/CR2
se habia debilitado, lo que sugiere que, incluso cuando las mutaciones conducen a una liberacion, la formacion del
complejo dimérico entrecruzable a BS®-depende de la unién del ligando. La mutacién de E5"® con respecto a C
introduce una cisteina desparejada y puede conducir posiblemente a la formacién de un dimero unido a disulfuro. Se
ha investigado esta posibilidad usando enlaces cruzados de diferente longitud del brazo separador (BS3; 11,3 Ay
Sulpho-EGS, 16,1 A), asi como analizando dimeros no entrecruzados en condiciones reductoras y nativas (datos no
mostrados): No se descubrié evidencia alguna de dimerizacion espontanea del mutante E>8C y se concluyé que
Cys®’8 no conduce a la formacién de enlaces disulfuro intercatenarios.

[0253] Fosforilacién de tirosina dependiente de ligando y sefializacion de MAPK: Las interacciones de bucle
de CR1/CR2 parecen estabilizar una conformacion inactiva de cinasa del EGFR y evitan una activacion espontanea
(9). Se control6 la fosforilacion de tirosina basal y dependiente de EGF, asi como activacién de MAPK, en células
gue expresan los receptores mutantes. Los resultados se presentan en la Figura 13. La union de ligando provoca
algin aumento en el contenido de fosfotirosina de muchas moléculas del receptor mutante; sin embargo, la
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activacion especifica de mutantes individuales (medida por la relacion de la fosforilacion de tirosina con respecto a la
proteina del receptor y por la activacién especifica de MAPK: Figura 13B, 13C) vari6 significativamente. Todos los
mutantes de CR2 se activaron mediante ligando a niveles similares al receptor wt. Incluso E578C, que tiene
Unicamente sitios de baja afinidad y, por lo tanto, debe producirse predominantemente en forma amarrada (inactiva),
puede estimularse completamente a elevadas concentraciones de EGF (16 nM). Se ensay6 la correlacién entre la
afinidad de unién de ligando y la sefializacion de los receptores mutantes de CR2 exponiendo las células a
concentraciones en aumento de EGF (30 pM a 100 nM) y controlando la induccion de la fosforilacién de tirosina y la
activacion de MAPK (Figura 14). En las células de expresién de E5"8C-EGFR, la fosforilacion pico del EGFR vy los
transductores de sefial Shc y MAPK se consiguié Unicamente en concentraciones significativamente elevadas de
EGF en comparacion con el tipo wt. Por el contrario, la activacién del receptor para las células de expresion de V583D
y D%3H-EGFR se produjo a concentraciones inferiores de EGF y después EGFR wt (Figura 14B, 14C). Estos
resultados apoyan el concepto de que las mutaciones en el domino CR2 afectan a la afinidad de unién pero no a los
eventos posteriores que desencadenan la funcién del receptor. Incluso en cantidades de saturacion de EGF, todos
los mutantes Tyr?#6 tienen fosforilacion de tirosina del receptor reducido en gran medida y activaciéon de MAPK
(Figura 13): la capacidad de formar una interaccién de bucle de CR1/CR1 productiva es importante para la activacion
de la cinasa. Otras mutaciones puntuales con respecto al bucle de CR1 o sus regiones de anclaje (Y251 A, F?63A)
parece que han tenido efectos minimos en la sefializacion de EGFR (5). Sin embargo, cuando tanto el bucle de CR1
como su sitio de anclaje se interrumpen (por ejemplo, mutante doble Y?51A/R?85S: (5)), la sefializacion se interrumpe
completamente. Estos autores también informan de una reduccion en el nivel de unién de ligando, lo que sugiere
que un acoplamiento del sitio de acoplamiento de la dimerizacién puede afectar a la capacidad de los dominios L1y
L2 para la reorientacion en respuesta a EGF.

[0254] Sefalizacion mitogénica de mutantes EGFR. Por ultimo, la funcionalidad de EGFR se mide por su
capacidad para estimular respuestas biolégicas. Estas respuestas dependen de una serie de parametros, incluyendo
afinidad de unién de ligando, fuerza de la activaciéon de cinasa, magnitud de la activacion de cinasa, duracion de la
sefializacion. Se han ensayado los mutantes de EGFR para determinar su capacidad para inducir la sintesis de ADN
"de novo" tras la exposicion a concentraciones en aumento de EGF, usando un ensayo de incorporacion de
[BH]timidina. Los resultados se presentan en la Figura 15 y la TABLA 4. En primer lugar, ninguna de las lineas
celulares mostré incorporacion de [*H]timidina independiente de ligando: es evidente que incluso cuando el amarre
entre el bucle de CR1 y CR2 se ha debilitado, la sefializacion mitogénica requiera la unién de EGF para la activaciéon
de receptor. Aunque generalmente la ECso para EGF se relaciona bien con la ocupacion del receptor de alta afinidad
(véase la TABLA 3 y la TABLA 4), en el caso de E58C hay una diferencia de 10 veces entre la concentracion del
EGF requerido para la incorporacion de [®H]timidina media maxima y para la ocupacién media maxima de los
receptores. Se ha establecido que, en las lineas celulares BaF/3 que expresan EGFR wt, como minimo han de
activarse 500 R/célula para conseguir una respuesta media maxima a EGF (véase Walker y col. 1998, para la
metodologia); este umbral se alcanza para EGFR wt a ~15 pM y para las células E>8C a ~ 80 pM de EGF (TABLA
4). Usando los mismos calculos (en base al nimero total de receptores/célula y la ocupacién fraccional de cada
concentracion de EGF) se ha calculado que el mutante Y?*W debe alcanzar una respuesta media maxima a una
concentracion de EGF de ~60 pM, y el mutante Y?6D a una concentracion de ~ 400 pM. La falta completa de
respuesta a EGF de estos mutantes en el ensayo mitogénico refleja la incapacidad de estos EGFR para formar una
unidad de sefializacion productiva en lugar de una simple pérdida de afinidad de unién de ligando.
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TABLA 4

Respuesta mitogénica a EGF en EGFR wt y mutante
Linea Celular % de incorporacion ECso para EGF ® | [EGF] en el que se ocupan 500

méaxima @ (pM) R/célula © (pM)
wt-EGFR 100 12 16
Mutantes
CR1:
Y246F 16 30 30
Y246\ o | e 60
Y246D [ 400
Mutantes CR2:
V583D 100 6 <1l
D563H 90 5 8
E58C 100 100 80

Las células BaF/3 que expresan EGFR wt o mutante se expusieron a concentraciones en aumento de EGF (0-10
ng/ml, 0-1,7 M) y sintesis de ADN medida por la incorporacién de [®H]Timidina como se detalla en la seccion
Procedimientos Experimentales.

(a) La respuesta de las WtEGFR-células BaF/3 en EGF 1 nM se consider6 como maxima. b) ECso se determiné a
partir de las curvas dosis-respuesta como se muestra en la Figura 7. c) La concentracién de EGF necesaria para
ocupar 500 R/célula se calculé a partir de los datos de Ka y Bmax obtenidos por andlisis Scatchard, usando una
representacion de la ocupacion del receptor frente a la concentracion de EGF. El nimero de EGFR ocupados en
cada concentracion de EGF se calcul6 a partir de la formula

([LY/[L] +Ka1) X R1 + ([LJ/[L]*+Kd2) X R2
donde [L] = concentracién de EGF; Ka1 y Kd2 = constantes de union de equilibrio; R1 y R2 = nimero de receptores

de alta y baja afinidad.
Los datos son representativos de al menos tres experimentos separados

[0255] Monitorizacion de anticuerpos de conformaciones de EGFR. Los resultados presentados hasta ahora
apoyan un modelo en el que las interacciones entre el bucle de CR1 y el dominio CR2 restringen el EGFR a un
estado inactivo de baja afinidad de la cinasa (9), y la interaccién de los bucles de CR1/CR1 es necesaria para la
activacion de la cinasa inducida por ligando del EGFR (4; 5). Aun no esta claro si también existe un estado
"intermedio” (como se sugirié por Ferguson y col., (9)), y cuales pueden ser sus propiedades. Se espera que esta
forma del receptor sea libre, con mayor afinidad, dimérica e inactiva de cinasa. En ausencia de ligando, sera poco
probable que se formen interacciones CR1-CR1 correctas, o seran demasiado transitorias para realizar la activacion
de cinasa.

[0256] Se ha usado el anticuerpo monoclonal 528 (19) como un anticuerpo competitivo para la unién de EGF al
receptor de EGF humano. Aunque el epitopo exacto para mAb528 ha de mapearse aun, mAb528 reacciona con el
A2-7 EGFR (que carece de L1 y la mayor parte de dominios CR1: (40)) e interfiere con la unién de ligando al
WEEGFR, por lo que se supone que el epitopo reside en el dominio L2. El anticuerpo es especifico para el EGFR
humano y reconoce Unicamente el receptor plegado correctamente (es decir, no reacciona con la forma reducida del
hEGFR en transferencias de Western). La reactividad de todos los mutantes usados en este estudio con mAb528
permanece intacta, y el nimero de receptores determinado por el analisis usando mAb528 o analisis Scatchard
usando 25-EGF est4d normalmente en consonancia. Como se ha mencionado anteriormente, el mutante
L>45C/ES"8C, mientras que es completamente reactivo con mAb528, tiene Unicamente el 10% del nimero esperado
de sitios de unién de EGF de baja afinidad.

[0257] El anticuerpo monoclonal 806 reconoce el EGFR truncado A2-7, asi como una subpoblacion de wtEGFR en
células que sobreexpresan el receptor (23;30) mAb806 es activo como un agente anti-tumoral en xenoinjertos de
glioblastoma que expresan A2-7EGFR o carcinomas que sobreexpresan el WtEGFR (22; 41; 42). Se plante6 que
este anticuerpo reconoce selectivamente una forma activada del receptor (43). Los estudios acerca del ECD aislado
del EGFR han mostrado que mAb806 reacciona con la forma truncada C-terminalmente inmovilizada en la superficie
del ECD (aa 1-501) que carece del dominio CR2, pero no una forma truncada N-terminalmente (aa 303-621), lo que
sugiere que el epitopo se localiza hacia la parte C-terminal del dominio CR1 (Johns y col., manuscrito presentado).
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mAb806 reacciona débilmente con la superficie de las células BaF/3 que expresan ~40.000 wtEGFR/célula, sin
embargo, las células BaF/3 que expresan un numero similar de los receptores A2-7 (que carecen de L1 y mayor
parte de los dominios CR1) se unen fuertemente a mAb806 (Figura 16). Curiosamente, el mutante del bucle de
ACR1 (que carece de los aa 244-259: (4)) tiene una fuerte reactividad a mAb806. Asumiendo que mAb528 puede
reconocer todos los EGFR correctamente plegados sobre la superficie celular, usando analisis FACS, es posible
determinar la proporcion de los EGFR reactivos con mAb806 calculando la relacion en la fluorescencia media de
mAb806 con respecto a mAb528: Es posible una comparacion directa porque se usan ambos anticuerpos a
concentraciones saturadas, la unién se detecta por el mismo anticuerpo secundario (Ig anti-ratén acoplada a Alexa
488) y la deteccion FACS es lineal en el rango usado. Usando este analisis, la proporcion de receptores reactivos
con mAb806 varia del 6-8% para el WIEGFR al 70-90% para el EGFR A2-7 y en bucle de ACRL1 (relaciones de la
unién de mAb806 con respecto a mAb528 de 0,06-0,08 y 0,069-0,98: Figura 14 y dados no mostrados). En su
conjunto, los datos para el ECD aislado y para los receptores celulares sugieren que el epitopo reside en la parte
mas C-terminal del dominio CR1 y puede enmascararse por la conformacion nativa del receptor wt, pero se expone
por delecion del bucle de CR1. De hecho, el mapeo del epitopo de mAb806 sobre la estructura cristalina del EGFR-
ECD muestra que se sitia inmediatamente C-terminal del bucle de CR1 (véase la Figura 9B, 9C): Por lo tanto, es
probable que el epitopo de mAb806 quede sepultado en la interfaz CR1/CR1 en la forma dimérica contiguo. El
epitopo de mAb806 también quedara parcialmente sepultado en la forma amarrada del receptor. Es probable que
esté disponible el epitopo mAb806 Unicamente en la forma libre "intermedia” putativa del receptor, donde no se
enmascara por interacciones en bucle de CR1/CR2 o bucles de CR1/CR1. Por lo tanto, este anticuerpo puede
proporcionar una sonda conformacional sensible para analizar complejos de EGFR amarrados, libres y
completamente activos. Para probar esta hipotesis, se ha controlado la reactividad de mAb806 con células que
expresan WtEGFR antes y después de una preincubacién con mAb806 o con EGF. Si mAb806 reconoce la forma
intermedia del receptor, y la forma intermedia esta en equilibrio dinamico con los estados amarrado (bucle de
CR1/CR2) y libre CR1/CR1, la preincubacién con el anticuerpo debe cambiar el equilibrio hacia esta especie y, por lo
tanto, debe aumentar la reactividad. La incubacién con EGF, favoreciendo la formacion de la interfaz CR1/CR1,
debera disminuir la reactividad. El wtEGFR/células Baf se expusieron a mAb806 en presencia del éxido de
fenilarsina inhibidor de la internalizacién (29) a 37 °C (para maximizar la energia del sistema), o al EGF a 4 °C para
permitir la formacion del estado activo de la cinasa pero excluyen por completo la internalizacion. El tratamiento con
mAb806 no alter6é el nimero total de EGFR (como se determind por union a ?°-EGF) y en ambas condiciones
estuvieron presentes mas del 95% de los EGFR en la superficie celular (datos no mostrados). Después del
pretratamiento con mAb806, EGF o el tampo6n de control, la reactividad de EGFR wt con mAb528, mAb806 o
anticuerpos de control se midi6 mediante analisis FACS. La TABLA 5 muestra los cambios en el canal de
fluorescencia media causados por el tratamiento con mAb806 o EGF, asi como las relaciones entre la reactividad de
mAb806 y 528. Este procedimiento de presentacion de los datos se escogié para superar variaciones entre los
experimentos en los valores de fluorescencia media absolutos (que son muy sensibles a los pequefios cambios en la
corriente del laser y en la configuracion del detector) y para permitir la agrupacién de los datos experimentales. La
preincubacién de las células a 37 °C durante una hora con 10 pg/ml de mAb806 duplicé con creces la reactividad
con mAb806 sin afectar a la reactividad de 528; por lo tanto, la relacién entre los dos anticuerpos se elevd
significativamente. La preincubacion con mAb528 en condiciones idénticas no tuvo efecto alguno sobre la unién
posterior de mAb528 o mAb806 (datos no mostrados). En experimentos separados se demostré que la unién de
mAb806 mejorada no pudo atribuirse a la falta de saturacién, ya que el aumento de la concentracion de mAb806 (de
10 pg/ml a 50 pg/ml) o el tiempo de exposicién (de 20 minutos a 1 h) durante la segunda incubacién tuvo efectos
insignificantes (datos no mostrados). El efecto de la preincubacion con mAb806 fue dependiente del tiempo y la
temperatura, alcanzando un maximo después de 3 h de preincubacién a 37 °C (datos no mostrados). Estos
resultados son compatibles con la captura por parte de mAb806 de una forma libre transitoria del receptor de EGFR.
Por el contrario, la preincubacion de las células en EGF disminuye drasticamente la reactividad con mAb806. La
internalizacion del receptor en estas condiciones es <5%, por lo tanto no puede contribuir significativamente al
descenso en la unién de mAb806. En estos experimentos, la reactividad con mAb528 también se redujo en ~20%
después de la union de EGF a través de impedimento estérico o enmascaramiento del epitopo. En su conjunto,
estos resultados apuntan a un reconocimiento selectivo por parte de mAb806 de una forma libre no ligada del
receptor.
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TABLAS

Variacion en el canal de fluorescencia media parawt  EGFR-células BaF/3 tras la preincubacién con
mAb806 o EGF
Cambio (%) en la reactividad del anticuerpo después de la
preincubacién
Preincubacion:

Sonda con anticuerpo: Tampon mAb806® EGF®
526 e -3+/-2 -23+/-2
e e +163+/- 87 -48+/-11
Relacion = 0,06+/-0,02 0,196+/-0.09 0,036+/-0,01

(mAb806-control)
(mAb528-control)
Las células BaF/3 que expresaban el WtEGFR se preincubaron con tampén de control, con mAb806 (10 pg/ml a
37 °C durante 1 h: (a)) o con EGF (10 ng/ml a 4 °C durante 15 min (b)). Después, las células se sondearon con
mAb806 o0 mAb528 (ambos a 10 pg/ml) seguido de Ig anti-ratbn marcada con Alexa488 como se describe en la
seccién Procedimientos Experimentales. Las células se analizaron en un FACScan y los valores de fluorescencia
media se obtuvieron usando el programa de andlisis estadistico de CellQuest. Los valores de fluorescencia media
después de la preincubacion mock fueron 112+/-21 para mAb528, 7+/-1,9 para mAb806 y 0,5+/-0,3 para el
anticuerpo irrelevante de control (clase equivalente). Los valores de control negativos se restaron de todos los
datos. Los resultados se presentan como cambios porcentuales positivos o negativos en la fluorescencia media
para las muestras de ensayo en comparacion con las muestras mock. También se presentan las relaciones entre
la fluorescencia media para mAb806 y para mAb528. Los datos son medias y errores tipicos de tres experimentos
separados.

[0258] El analisis de la union de mAb806 a los mutantes en bucle de CR1 o CR2 (TABLA 4) sostiene lo siguiente:
La reactividad de mAb806 era al menos el doble que la de WiEGFR en mutantes con una interaccion en bucle de
CR1/CR2 debilitada (V83D y D%63H), alrededor de tres veces mayor que el WtEGFR para receptores incapaces de
formar la interaccion CR1/CR1 (mutantes Y?46). La incubacion con EGF tuvo efectos opuestos sobre las dos clases
de mutantes: EGF redujo la reactividad con mAb806 de los receptores capaces de formar el dimero activo (wt y
todos los mutantes CR2) mientras que la reactividad con mAb806 permanecié inalterada o incluso mejor6 para los
mutantes en bucle de CR1. El efecto del EGF sobre estos mutantes es coherente con una liberacion mediada por
EGF de una interaccion débil en bucle de CR1/CR2, en compafiia de un fallo al formar la interaccion de los bucles
de CR1/CR1. La modulacion de la reactividad de mAb806 por EGF se correlaciona bien con la capacidad, o el fallo,
de los EGFR mutantes de activar la cinasa de EGFR, como se determind por la fosforilacion de tirosina y por la
incorporacion de ADN (véase la Figura 15 y la TABLA 6). Los datos concuerdan con un modelo en el que mAb806
reconoce preferiblemente una forma libre del EGFR, que aun tiene que configurarse con respecto a la conformacion
del dimero contiguo. Por lo tanto, puede usarse mAb806 como una herramienta para controlar los cambios
conformacionales en el receptor tras la union de ligando. Las conformaciones transitorias, libres y no ligadas del
EGFR representaran, en cualquier momento dado, una pequefia proporcion de los EGFR total pero estaran
presentes en cantidades detectables en células que sobreeexpresan el receptor, como se indica en la bibliografia
(22; 23; 30). Los datos también ayudan a explicar la capacidad de mAb806 para suprimir la formacién de tumor: En
las células que expresan el A2-7EGFR, la unién del anticuerpo impedira estéricamente la formacion de la
conformacion activa de cinasa del complejo del receptor, mientras que en las células que sobreexpresan el WiEGFR,
puede atrapar la forma de EGFR libre e impedir la interaccion entre los bucles de CR1 y la activaciéon consecuente.
Esta hipotesis concuerda con el descenso indicado de la activacion de la cinasa del A2-7 EGFR después del
tratamiento con mAb806 (42).
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TABLA 6

Reactividad de mAb806 con células que expresan EGFR  wt o mutante: cambios en la respuesta a mAb806
o0 EGF.

Relacion de la unién de mAb806 con respecto a mAb528 en
. mutantes de EGFR con respecto a WtEGFR
Lineas celulares - — —
Preincubacion:

Tampén mAb806 EGF
wt-EGFR 1 2,64/-0,9 0,67+/-0,07
Mutantes CR1:

Y246F 2,9+/-0,5 4,5+/-0,8 2,4+/-0,9
Y246\ 3,2+/-0,5 3,8+/-0,7 5,7+/-2,6
Y246D 3,0+/-0,5 5,6+/-0,57 3,8+/-1,4
Mutantes CR2:

V583D 2,2+/-0,4 4,0+/-1,2 1,0+/-0,4
D563H 2,34/-0,27 4,2+/-1 0,7+/-0,2
ES78C 1,3+/-0,4 2,8+/-1,2 1,1+/-0,05

Las células BaF/3 que expresan los EGFR wt o mutantes se procesaron como se describe en la TABLA 3. Los
valores de fluorescencia media y las relaciones entre las reactividades de mAb806 y mAb528 se calcularon como
se ha descrito en la TABLA 3. La relacion de mAb806/mAb528 para el WtEGFR tratado con tampon en cada
experimento separado se tomo como 1, y todas las demas relaciones se dividieron por el valor de wtEGFR para
permitir una comparacion directa entre los mutantes y entre los experimentos separados. Los datos son medias y
errores tipicos de al menos cuatro experimentos separados.

CONCLUSIONES

[0259] Las mutaciones disefiadas para ensayar la funcién de los amarres intra-receptor e inter-receptor (4; 6; 9) en
el contexto del EGFR celular de longitud completa indican que: 1) El nUmero de sitios de uniéon a EGF de alta
afinidad se ve afectado en gran medida por el amarre de bucle de CR1/CR2, reflejando presuntamente el
posicionamiento relativo de los dominios L1 y L2. El debilitamiento del amarre CR1/CR2 aumenta la proporcion de
los sitios de alta afinidad y el fortalecimiento del amarre del bucle de CR1/CR2 suprime la unién de alta afinidad
(TABLA 3). A pesar de las diferencias significativas en las afinidades de union a ligando entre el receptor celular de
longitud completa y el ECD aislado, las interaccione CR1 y CR2 impulsan los mismos cambios relativos en las dos
moléculas (véase Ferguson y col., (9) y estos datos). La modulacion de la afinidad de EGFR por componentes
intracelulares (36; 44-46), que se han atribuido a la modificacién de los dominios de yuxtamembrana o cinasa del
EGFR, debe entonces reflejar un equilibrio alterado entre los estados amarrado y libre. No esta claro como las
modificaciones de la porcion intracelular del EGFR conducen a alteraciones en la conformacién del dominio
extracelular, y este sera un reto interesante para el futuro. 2) La dimerizaciéon independiente de ligando (u
oligomerizacién) del EGFR no se ve afectada significativamente por las mutaciones en los dominios del bucle de
CR1 o CR2. El debilitamiento del amarre del bucle de CR1/CR2 no conduce a una dimerizacién constitutiva, ni
refuerza el amarre disminuyendo este (Figura 12): por lo tanto, incluso cuando el bucle de CR1 esta disponible para
interacciones inter-receptor (como se sugiere por los resultados de mAb806 en la TABLA 4), no se produce una
dimerizacion productiva ni una activacion (evaluada indirectamente por el contenido en fosfotirosina) sin uniéon de
ligando. Sin embargo, la dimerizacion de EGFR mediada por ligando y la activacion se ven afectadas por la
mutacion en bucle de CR1. Estos resultados indican que los dimeros constitutivos e inducidos por ligando no son
equivalentes, y que la union de ligando se requiere estrictamente para el posicionamiento fino de las subunidades de
receptor y la consecuente activacién de la cinasa (16). Tyr®*6 en el bucle de CR1 parece crucial para la formulacién
del complejo activado. Mientras que era formalmente posible que todas las mutaciones de Tyr®*¢ bloguearan el
receptor en la conformacién amarrada, los resultados obtenidos usando el mAb806 especifico de conformacion
(TABLA 6), apuntan en cambio a una incapacidad de los mutantes Tyr?*6 para orientar el complejo dimérico
correctamente. 3) Se pudieron controlar los cambios significativos en la conformacion del EGFR usando un
anticuerpo, mAb806, que parece reconocer selectivamente la forma libre pero inactiva del EGFR. La interrupcion de
las interacciones CR1/CR2 aumenta la reactividad de mAb806, mientras que la unién de ligando la disminuye
(TABLA 6). De forma interesante, tanto la mutacion D%3H como V583D y las mutaciones Y246 debilitaron la interaccion
CR1/CR2, conduciendo a una alta reactividad con mAb806. Ademas, los mutantes con las mutaciones de Tyr?46 con
mayor probabilidad de interrumpir la interaccion CR1/CR1 (a triptdgano y acido aspartico) muestran un aumento
significativo de la reactividad de mAb806 después de la unién de EGF, confirmando que la orientacion CR1/CR1
activada se ve comprometida. 4) Siempre que se mantiene la capacidad para formar un dimero activo, las
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respuestas a EGF se dictan Gnicamente por el equilibrio entre la afinidad y el nimero de receptores. Se ha
demostrado que, en las células BaF/3 que expresan EGFR activables por ligando, han de ocuparse como minimo
500 receptores/célula para estimular la sintesis de ADN media maxima (TABLA 4), y esto se relaciona con la
estimulacion umbral de los efectores de sefializacion en la direccién 3' tales como Shc y MAPK (Figura 13). Por lo
tanto, mientras que la propia fosforilacion de EGFR contindia para aumentar con la ocupacion del receptor (y, por lo
tanto, la dimerizacion dependiente de ligando y la activacion), las rutas de sefializacion se activan completamente a
una concentracion de ligando mucho menor; de hecho, la estimulacién mitogénica se produce a concentraciones de
EGF donde la fosforilacion de Shc y MAPK, pero no la fosforilacion de EGFR, son facilmente detectables.

[0260] Es evidente que el EGFR puede existir en multiples estados, cada uno con diferentes caracteristicas de
union a ligando y potencial para la activacion por ligando: los cambios menores en los equilibrios entre estas formas
pueden tener repercusiones importantes para la biologia de EGFR, particularmente considerando cuan pocos
receptores han de activarse para desencadenar completamente las cascadas de sefializacién en la direccion 3'. Se
ha resumido el entendimiento de las conformaciones alternativas de EGFR y su funcion en la activacién del receptor,
en la figura 17.
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EJEMPLO 3

MAPEO FINO DE EPITOPO DE ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO -
EPIDERMICO A TRAVES DE MUTAGENESIS AL AZAR Y PRESENTACION SOBRE SUPERFICIE DE LEVADURA

[0262] EIl mapeo fino de epitopo de los anticuerpos monoclonales terapéuticamente relevantes (mAbs) para el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se realizé mediante mutagénesis al azar y presentaciéon sobre
superficie de levadura. Se construyd una biblioteca de presentacién sobre superficie de levadura de mutantes
puntuales de un fragmento ectodominio de EGFR (restos 273-621) por mutagénesis al azar, y la biblioteca se
clasifico segun la union reducida de un mAb de interés. Si un mutante de EGFR muestra pérdida de unién a un mAb,
esto sugiere que el resto mutado es potencialmente un resto de contacto.

[0263] Usando este procedimiento, se han identificados restos clave energéticamente importantes para la union de
mAb 806 a EGFR. El epitopo mAb 806 se localiz6 hacia un lado del bucle compuesto por los restos Cys287-Cys302,
gue queda limitado por un enlace disulfuro y dos puntes de sal. El epitopo mAb 806 como se identifica aqui no es
completamente accesible en la conformacion de monémero de de EGFR autoinhibido, que es coherente con la unién
de mAb 806 a una forma transitoria de EGFR segun este cambia de un monémero autoinhibido a extendido.

INTRODUCCION

[0264] EI mapeo epitopico es la determinacién de restos de antigenos responsables de la mediacion de las
interacciones anticuerpo-antigeno. Los procedimientos previos de mapeo epitdpico han implicado la expresién de
fragmentos peptidicos sobre la superficie de un bacteriéfago (1), Escherichia coli (2), o levadura (3), con el posterior
andlisis de union a anticuerpo. El mapeo de la unién de anticuerpo también se ha realizado a través de sintesis
SPOT, donde los péptidos sintéticos se aplican puntualmente sobre membranas de celulosa y se ensayan para
determinar la union a anticuerpo (4). Las técnicas de presentacion en fagos y SPOT se han utilizado para determinar
los epitopos de diversos anticuerpos contra miembros de la familia del receptor ErbB (5, 6 ,7). Sin embargo, los
procedimientos basados en péptidos Unicamente pueden identificar epitopos continuos y no conformacionales. Para
identificar un epitopo discontinuo, se ha usado espectrometria de masas de intercambio H/D para localizar un
epitopo con respecto a fragmentos proteoliticos discontinuos (8).

[0265] Una herramienta util en la diseccion de las interacciones proteina-proteina es la exploracién de alanina, un
procedimiento en el que los restos de interés mutan a alanina y se miden los cambios posteriores en la union (9).
Esto requiere la expresion de proteinas solubles y la caracterizacién de cada mutante para asegurar el correcto
plegamiento. La mutagénesis de exploracion al azar es un procedimiento de alto rendimiento de la exploracion de
alanina que usa bibliotecas de presentacion en fagos y se ha usado para el mapeo de paratopos y mapear
interacciones proteina-proteina (10, 11). Sin embargo, el sistema de expresién no eucariota de este procedimiento
puede no ser susceptible al mapeo epitopico de glicoproteinas eucariotas complejas, tales como el ectodominio del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que contiene 25 enlaces disulfuro y 10 sitios de glicosilacion
unidos a N (12).

[0266] EGFR es una glucoproteina transmembrana de 170 kDa y receptor de tirosina cinasa implicada en la
regulacion de la proliferacién y la diferenciacion celular (13, 14). EGFR (ErbB1, HER1) es un miembro de la familia
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del receptor ErbB, que también incluye ErbB2 (HER2, Neu), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4). Varios ligandos,
incluyendo el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante a (TGF-a), se unen a
los dominios 1y Il de la regién extracelular para activar el EGFR a través de dimerizacion. EI dominio Il de la region
extracelular esta implicado en la mediacion de los contactos de dimerizacién, y también forma un contacto
autoinhibidor con el dominio IV en el estado monomérico (estructuras revisadas en (15)). Se ha observado
sobreexpresion de EGFR en una amplia diversidad de neoplasias, incluyendo canceres de cabeza y cuello, mama,
vejiga, prostata, rifion y de pulmén de células no pequefias (16). Esta sobreexpresion a menudo esta relacionada
con reducidas tasas de supervivencia y recurrencia tumoral y, por lo tanto, sirve como un indicador del pronéstico del
paciente (17). Ademas, se ha observado una forma mutante de EGFR conocida como EGFR vlll, en la que los
restos aminoacidicos 6-273 se eliminan y se inserta una glicina novedosa en la unién, en canceres tales como
glioblastoma multiforme (18). Por lo tanto, EGFR se ha convertido en una diana importante para el tratamiento del
cancer, y se han desarrollado diversos anticuerpos que se unen al dominio extracelular de EGFR para inhibir su
funcion.

[0267] MAb 806 esta en desarrollo preclinico y se ha demostrado que reconoce preferiblemente EGFR vlil y
amplificado sobre EGFR de tipo salvaje (19; 22). Se ha demostrado que mAb 806 inhibe el crecimiento de
xenoinjertos tumorales que expresan EGFR vlll o amplificado (23).

[0268] Recientemente, J.R. Cochran y col. informaron de un procedimiento para el mapeo epitopico de nivel de
dominio usando fragmentos presentados sobre la superficie de levadura de EGFR (27). Se expresaron grandes
fragmentos, incluyendo algunos multiples dominios de EGFR, y se plegaron apropiadamente sobre la superficie de
la levadura. Estos fragmentos se usaron para localizar la unién de anticuerpo en dominios particulares de EGFR
tanto para epitopos continuos como discontinuos. La presentacion sobre superficie de levadura es un procedimiento
por el que una proteina de interés se expresa sobre la superficie de la levadura como una fusién a la proteina Aga2
de levadura. El huésped eucariota da como resultado el transito de la proteina a través de la ruta secretora de
levadura, permitiendo una isomerizacion de disulfuro eficiente y en control de la calidad del reticulo endoplasmatico
(28). La presentacion sobre superficie de levadura se ha usado para la expresion y estabilidad de ingenieria de
proteinas (31, 32) de fragmentos de anticuerpos monocatenarios maduros de afinidad (29, 30) y para mostrar una
biblioteca de anticuerpos humanos no inmunes para el cribado contra una diversidad de antigenos y haptenos (33).

[0269] En el presente trabajo, se desarrolla el mapeo epitdépico de nivel de dominio y se usa una presentacion
sobre superficie de levadura para la resolucién a nivel de restos mas fina de interacciones de unién anticuerpo-
antigeno. El trabajo anterior ha mostrado que mAb 806 se une a un epitopo situado en los restos de EGFR 273-621
(34). Partiendo de este fragmento, se fabricéd una biblioteca de presentacion sobre la superficie de la levadura de
mutantes puntuales de EGFR 273-621 usando mutagénesis aleatoria. La biblioteca se clasificé segun la pérdida de
uniéon a mAb 806, y los clones se secuenciaron y se analizaron. Si un mutante de EGFR muestra pérdida de unién a
mAb 806, esto sugiere que se ha perdido el contacto antigeno-anticuerpo en la mutacioén. Por lo tanto, el resto
mutado es posiblemente un resto de contacto. Usando este procedimiento de dominio, se han identificado restos
clave energéticamente importantes para la union del mAb 806 terapéuticamente relevante a EGFR.

RESULTADOS

Construccién y clasificacién de la biblioteca de mapeo epitépico

[0270] Se construyé una biblioteca de mapeo fino de epitopos usando mutagénesis aleatoria por PCR propenso a
errores de baja velocidad de mutacién del fragmento de EGFR 273-621. El fragmento contenia un c-myc.tag C-
terminal para la deteccion con éxito de un mutante de EGFR mostrado sobre la superficie de la levadura. El tamafio
de la biblioteca inicial fue de 5 x 10° clones, y la secuenciacién de 100 clones no seleccionados indicé que el 72%
eran EGFR de tipo salvaje, el 17% mutantes de aminoacidos individuales, y el 11% mutaciones mudltiples o
desplazamientos del marcado de lectura. Esto proporciona un tamario de biblioteca relevante de 8,5 x 104, que es un
orden de magnitud mayor que la diversidad teérica mayor de mutaciones de aminoacidos individuales de este
fragmento de 349 restos (6,6 x 10%), y casi dos 6rdenes de magnitud mayores que las 1,0 x 10% mutaciones de
nucleétidos individuales posibles. Dado el tamafio de esta biblioteca, cada aminoacido accesible en el cédigo
genético por una mutacidon de nucleotido individual debe representarse bien en la biblioteca. La biblioteca se
transformo en levadura y se indujo para presentar los mutantes de EGFR sobre la superficie celular como fusiones a
la proteina Aga2 de levadura. La biblioteca se marcé con una elevada concentracién de mAb, al menos un orden de
magnitud mayor que la constante de disociacion aparente de tipo salvaje, permitiendo una diferenciacion entre la
unién de tipo salvaje y la pérdida de afinidad. Las células también se marcaron con IgY anti-c-myc de pollo para
detectar la expresion de EGFR 273-621. Los mutantes que se representaron sobre la superficie de la levadura pero
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mostraron pérdida de afinidad al mAb se aislaron (Figura 18A-B). Se espera que los mutantes toscamente mal
plegados se reconozcan y se retengan por el aparato de control de calidad de la ruta secretora (31; 35), dando como
resultado una inmunofluorescencia de c-myc de superficie celular significativamente reducida de estos mutantes.
Después de observar un enriquecimiento suficiente de poblacion, los clones mutantes de EGFR individuales se
secuenciaron y se caracterizaron.

Identificacidn del epitopo mAb 806

[0271] Para el mapeo epitépico de mAb 806, la biblioteca se clasifico en 806 10 nM para la clase 1 y 75 nM para
las clases 2 y 3, con secuenciacidon de clones individuales después de las clases 2 y 3. De los 100 clones
secuenciados, aproximadamente el 20% contenia mutaciones multiples y se omitieron de un analisis posterior. Los
mutantes individuales aislados de la biblioteca por la pérdida de unibn a mAb 806 se muestran en la columna
izquierda de la TABLA 7. Todas las mutaciones se localizan en el bucle estabilizado por puentes disulfuro entre las
cisteinas 287 y 302, como se ha determinado previamente (34). Sin embargo, se ha obtenido la resolucién de nivel
de restos e informacion adicional acerca del epitopo mAb 806 usando el presente procedimiento. Los mutantes con
pérdida de unién a mAb 806 muestran una pérdida completa o parcial de unién (Figura 18B-C) en comparacién con
el tipo salvaje (Figura 18D) en 806 75 nM. Los mutantes se puntuaron de acuerdo con el grado de unién a 806 75
nM, indicando ++ la unién de tipo salvaje, + la pérdida parcial de union, y - la pérdida completa de unién (TABLA 7,
columna izquierda). Para verificar los resultados de la biblioteca de mapeo fino de epitopos, se realiz6 una
exploracién de alanina a través de mutagénesis dirigida a sitio (SDM) en todo el bucle 287-302 (TABLA 7, columna
derecha). Todos los sitios con pérdida de unién por exploracién de alanina (287, 293, 298 y 302) corresponden a
mutantes aislados de la biblioteca. Por el contrario, los sitios con pérdida de unién a mAb Unicamente tras la
sustitucion de un resto distinto de alanina (D297Y, R300C, R300P y K301E) no pueden identificarse por exploracién
de alanina, forman aun claramente un componente energéticamente importante del epitopo mAb 806. Puesto que
son accesibles una media de 6-7 sustituciones aminoacidicas por mutagénisis de nucleétidos individuales, puede
muestrearse un mayor intervalo de diversidad fisicoquimica en comparacion con la exploracion de alanina. Los
mutantes con intensidad de marcado inmunofluorescente c-myc inalterada pero marcado reducido de mAb 806 en
75 nM pueden inferirse que tienen afinidad reducida para el anticuerpo. Con el fin de correlacionar cuantitativamente
el marcado mAb 806 en 75 nM con constante de afinidad particulares, las titulaciones sobre la superficie de la
levadura se realizaron en tres fragmentos de EGFR para determinar las constantes de disociacion aparentes de mAb
806 para 273-621 de tipo salvaje (++), C287R (+) y E293K (-). Los resultados se muestran en la Figura 19. La
constante de disociacion de mAb 806 para 273-621 de tipo salvaje presente sobre la superficie de la levadura es
2,13 nM (intervalo de confianza al 68% de 1,83-2,50 nM), que concuerda con la afinidad descubierta mediante el
andlisis Scatchard de union de mAb 806 a células que expresan EGFR vlll (19). La sustitucion de C287R eleva esta
constante de disociacion a 127 nM (68% de intervalo de confianza de 103-160 nM), que da un valor AAG de +2,4
kcal/mol en comparacién con el tipo salvaje y, en cuanto a la exploracién de alanina, es una pérdida intermedia de
unién (36). La sustituciéon E293K conduce a un valor Kd de al menos 30 mM, correspondiente a un AAG de +5,7
kcal/mol, lo que indica un "punto caliente” para unién. Los valores AAG anteriores demuestran la importancia
energética relativa de estas mutaciones y pueden usarse para calcular aproximadamente la importancia energética
de otros mutantes en base a su puntuacién de unién (++, + 0 -) en 806 75 nM.
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TABLA 7

Mutaciones de union a 806 identificadas por mutagén  esis aleatoria o dirigida a sitio

Comparacion de mutantes aislados de biblioteca segin la pérdida de unién a mAb 806 y mutagénesis dirigida a
sitio (SDM) en bucle 287-302. ++ indica union de tipo salvaje; +, unién intermedia; y -, unién equivalente a control
negativo (véase la Figura 18).

Mutante EGFR (Biblioteca) Unién a mAb 806 Mutante EGFR (SDM) Unién a mAb 806
C287G,R,S,W.,Y + C287A +
G288A ++
A289K ++
D290A ++
S291A ++
Y292A ++
E293D,G + E293A +
E293K -
M294A ++
E295A ++
E296A ++
D297Y + D297A ++
G298D,S - G298A +
V299A K ++
V299D -
R300C + R300A ++
R300P -
K301E + K301A ++
C302F,R,Y + C302A -
C302G,S -

El epitopo mAb 806 esta restringido

[0272] Los residuos identificados como energéticamente importantes para la unién de mAb 806 se muestran en la
Figura 20. Estos restos se agrupan a un lado del bucle 287-302, lo que indica que este es el epitopo mAb 806. De
forma interesante, Val299 se sitGa en el centro de estos restos, pero no se identificé en la biblioteca o la exploracion
de alanina. Por lo tanto, se fabricaron los mutantes dirigidos a sitio V299K y V299D, y aunque el epitopo puede
alojar un resto lisina sin efecto, una sustitucién de acido aspartico erradica la union detectable (TABLA 7). Esto
indica adicionalmente que es probable que mAb 806 contacte este lado del bucle 287-302. mAb 806 se une al EGFR
desnaturalizado térmicamente y por SDS (34), lo que implicard un epitopo lineal; sin embargo, el epitopo no tiene
una secuencia totalmente continua como se demuestra por el analisis de la biblioteca. Esto se explica mediante el
examen de la estructura del bucle 287-302, que muestra que la cadena lateral de Glu293 se proyecta desde un lado
del bucle a la otra cara de contacto putativa. El epitopo mAb 806 se limita por un enlace disulfuro y dos puentes de
sal, Glu293-Arg300 y Asp297-Lys301 (Figura 20C). Los seis restos implicados en estas restricciones se aislaron de
la biblioteca segun la pérdida de unién a mAb 806, destacando la importancia de la naturaleza restringida del
epitopo. La cisteina en la posicién 287 tolera una amplia diversidad de sustituciones que conducen a una pérdida
intermedia de union (TABLA 7), lo que indica que su contribucidn energética al epitopo puede surgir mas de la
restriccion del bucle en lugar del contacto con el anticuerpo. Sin embargo, la cisteina en la posicion 302 puede ser
mas probablemente un resto de contacto ya que Unicamente tolera sustituciones para restos mas grandes con
caracter aromatico. El epitopo mAb 806 en el contexto de la estructura de mondémero de EGFR autoinhibido se
muestra en la Figura 20D. Parece que un sitio de unién a anticuerpo estara parcialmente bloqueado para el epitopo
en esta conformacién, acorde con la observacion de que mAb 806 no se une a EGFR soluble, sino que se une a un
mutante de EGFR "libre" interrumpido lejos de la conformacién autoinhibida (34).

ANALISIS

[0273] Este trabajo describe un procedimiento novedoso del mapeo fino epitépico usando cribado de antigeno
mutagenizado al azar presente sobre la superficie celular de la levadura. El procedimiento es capaz de identificar
epitopos no lineales de anticuerpos que se unen a proteinas eucariotas complejas sin conocimiento previo de restos
de contacto potenciales. Estas son varias ventajas con respecto a los procedimientos de mapeo epitdpico de
péptidos y la exploracién de alanina. La plataforma de presentacion sobre superficie de levadura facilita la expresion
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proteica, sin la necesidad de expresar de forma soluble y purificar cada mutante individual. La caracterizacion de
mutantes y la titulacién también se realizan eficientemente sobre la superficie de la levadura. Este procedimiento fue
capaz de identificar definitivamente el epitopo para mAb 806, cuyo epitopo no depende de una estructura terciaria.
Debido a esto, todas las mutaciones individuales aisladas de la biblioteca segun la pérdida de unién a mAb 806 se
localizaron en una superficie de contacto de anticuerpo plausible individual.

[0274] Usando este procedimiento de mapeo epitépico, el epitopo para mAb 806 se localiz6 en un lado del bucle
de disulfuro restringido 287-302, actuando Asp297-Cys302, Glu293, y posiblemente Cys287 como restos de
contacto. Tal motivo estructural se ha descrito previamente como un nudo de cisteina, que es un bucle expuesto a la
superficie limitado por disulfuro importante en la especificidad de unién (37). Los nudos de cisteina también se han
identificado como epitopos antigénicos importantes en diversas proteinas, incluyendo la proteina G de virus
respiratorio sincitial bovino y la proteina de hemaglutinina del virus del sarampion (38; 39). Esto sugiere que un bucle
limitado por disulfuro es una estructura antigénica favorable; puesto que ya esta restringido, hay un menor coste
entropico tras la unién a anticuerpo. Por lo tanto, varios bucles disulfuro distintos en EGFR son dianas de epitopos
potenciales para la unién a anticuerpo. Se ha mostrado que mAb 806 presenta un aumento de la unién a EGFR en
células que carecen del brazo de dimerizaciéon de dominio Il. Por lo tanto, se presume que mAb 806 se une a una
forma transitoria del receptor segin cambia de una conformacién de monémero antoinhibida a extendida (véanse los
Ejemplos anteriores y (34)). Se cree que tras la unién de mAb 806, el mondémero de EGFR ya no puede dimerizar ni
activar el receptor, lo que explica su actividad anti-tumoral. El epitopo mAb 806 aqui presente concuerda con esta
hipotesis. El epitopo Gnicamente es parcialmente accesible en la estructura monomérica autoinhibida, con los restos
Glu293 y Cys302 ocultos por los restos del dominio Il adyacentes (Figura 19D). Estos restos pueden llegar a
exponerse tras una transicion conformacional y permiten la unién de mAb 806. El epitopo mAb 806 de un mondémero
de EGFR esta adyacente al otro en las estructuras diméricas de EGFR, y la unién de anticuerpo a este epitopo
puede impedir estéricamente la dimerizacion de EGFR.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Construccién y expresion de la biblioteca de mapeo de epitopos

[0275] La biblioteca de mapeo epitopica se construyé usando el kit de mutagénesis al azar Stratagene
GeneMorph® para proporcionar una baja velocidad de mutagénesis. La plantilla usada para la construccion de la
biblioteca fue una estructura pCT302 que contenia el fragmento de EGFR 273-621, con una mutacién C283A para
impedir el desemparejamiento de disulfuro, insertada para la presentacion en levadura (27). Los productos de PCR
se purificaron con gel y se extrajeron usando un kit de extraccion en gel Qiagen Qiaquick. La biblioteca se
transformé en la cepa Saccharomyces cerevisiae EBY100 (28) mediante electroporacion (40) y recombinacion
homéloga (41) usando un aparato de transfeccién pulsador de genes Bio-Rad (Richmond, CA). La biblioteca final
contenia aproximadamente una distribucién Poisson de cambios de aminoacidos para el fragmento de EGFR como
se demostrd por recuperacion plasmidica usando Zymoprep™ (Zymo Research) y secuenciacion de 100 clones de
biblioteca (MIT Biopolymers Laboratory). El crecimiento y la expresiéon de la biblioteca usando presentacién sobre
superficie de levadura se realizaron como se ha descrito previamente (28).

Marcado y clasificacién de biblioteca

[0276] El anticuerpo monoclonal de ratén de EGFR anti-humano 806 se proporciond generosamente por el Ludwig
Institute for Cancer Research. La fraccién de IgY de pollo anti-c-myc se adquirié en Molecular Probes (Eugene, OR).
Una cantidad determinada de células de levadura (al menos 10 x tamafio de libreria) se lavaron con tampon FACS
(solucién salina tamponada con fosfato que contenia 1 mg/ml de albumina sérica bovina). Las células se incubaron
con 4 ug/ml de IgY de pollo anti-c-myc y la concentracion apropiada de mAb durante 30 min a 25 °C. Después, las
células se lavaron tampén FACS y se incubaron con una dilucién 1:25 de IgG de cabra anti-ratdbn marcada con
ficoeritrina (Sigma) y una dilucién 1:100 de IgG de cabra anti-pollo marcada con Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes)
durante 30 min a 4 °C. Las células marcadas se aclararon, y las bibliotecas celulares se clasificaron usando una
maguina MoFlo FACS en la plataforma cientifica de citometria de flujo del MIT.

Identificacién y ensayo de clones individuales

[0277] Se recuperaron plasmidos de poblaciones de bibliotecas clasificadas usando Zymoprep™ y se
secuenciaron en MIT Biopolymers Laboratory. Se fabricaron mutantes dirigidos a sitio usando mutagénesis dirigida a
sitio QuickChange® (Stratagene). Se transformaron clones individuales en levadura usando EZ Yeast Transformation
(Zymo Research) y se desarrollaron en un medio minimo (base nitrogenada de levadura, hidrolizado de caseina,
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dextrosa y tampén fosfato pH 7,4) durante una noche. La expresion de proteinas sobre superficie de levadura se
indujo mediante transferencia a un medio minimo con galactosa e incubacién durante una noche. Para cada clon, se
marcaron 1 x 108 células como anteriormente con IgY anti-c-myc de pollo, el mAb apropiado y anticuerpos
fluorescentes secundarios. Los datos de fluorescencia se obtuvieron usando un citometro de flujo Coulter Epics XL
(Beckman-Coulter) y se analizaron usando el software DakoCytomation Summit™.

Titulacién del fragmento de EGFR contra mAb806

[0278] Las células se desarrollaron y se indujeron como anteriormente. Se marcaron 1 x 10° células como antes
usando la concentracion apropiada de mAb 806, IgY de pollo anti-c-myc, y anticuerpos fluorescentes secundarios.
Los datos de fluorescencia de la levadura positiva de c-myc se obtuvieron usando un citometro de flujo Coulter Epics
XL y se normalizaron por intensidades de fluorescencia media maximas y minimas. Se asumié que la interaccion de
unién era un modelo de unién a sitio individual sin deplecidn de ligando. Los datos de titulacién se ajustan a la
ecuacion

fﬂl/{b = [F?IAb] [Eq 1]
[mAb] + x4

donde fmAb es la union fraccional de mAb 806 a EGFR 273-621 presente sobre la superficie de la levadura, [mADb]
es la concentracion de mAb 806, y Kd es la constante de disociacion aparente. Se realiz6 un ajuste global de los tres
conjuntos de datos usando Microsoft Excel, y se calcularon intervalos de confianza al 68% de acuerdo con (42).

Imagenes proteicas y calculos del area superficial

[0279] Todas las imagenes proteicas de EGFR se generaron usando software PyMOL (DeLano Scientific LLC, en
pymol.org). El area superficial accesible al disolvente de cada residuo de EGFR (PDB ID 1NQL) se calculd usando
Getarea 1.1 (Sealy Center for Structural Biology, University of Texas Medical Branch, en scsb.uhnb.edu/cgi-
bin/get_a_form.tcl). Se us6 una sonda de agua con un tamafio de 1,0 para permitir la identificacién correcta de
restos de contacto de EGF situandose sobre la superficie. Los restos con un valor de 20 o superior se consideraron
restos superficiales.
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido aislado que consiste en la secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en:
(i) la secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-10; y
(ii) una variante o mutante de la secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-10,
en la que un aminoacido se ha sustituido por un aminoacido conservativo o no conservativo.
2. Uso del péptido aislado de la reivindicacion 1 para generar un anticuerpo o fragmento de union a

antigeno del mismo en animales no humanos que es capaz de reconocer el EGFR que se encuentra en células
tumorigénicas, hiperproliferativas o anormales y no es detectable en células normales o de tipo salvaje.

3. El uso de la reivindicacién 2, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo tiene actividad anti-
tumoral.
4, El uso de la reivindicacion 2 o la reivindicacién 3, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo es un

anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo.

5. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se
marca con un marcador detectable.

6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se
fija 0 se conjuga a una o0 mas moléculas o agentes diferentes que tienen un fin terapéutico o diagnéstico.

7. El uso de la reivindicacion 6, en el que dicha una o mas moléculas o agentes diferentes se
seleccionan entre toxinas, ligandos, is6topos radioactivos, agentes quimioterapéuticos y otros anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno.

8. El uso de la reivindicaciéon 2-7, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo se prepara en una
composicion farmacéutica.

9. Un procedimiento in vitro para seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
gque es inmunorreactivo con un epitopo expuesto en células que expresan EGFR anormal o sobreexpresado, pero no
expuesto en células de tipo salvaje, en el que el procedimiento comprende el cribado de anticuerpos o células que
expresan anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno con el péptido aislado de la reivindicacion 1.

10. Una composicion farmacéutica que comprende uno o mas de los péptidos de la reivindicacion 1 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. Una composicién inmunogénica que comprende uno o mas de los péptidos de la reivindicaciéon 1y un
adyuvante farmacéuticamente aceptable.

12. Un acido nucleico aislado que codifica el péptido aislado de la reivindicacion 1.
13. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 12.
14. Un sistema vector huésped que comprende el vector de la reivindicacion 13.
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