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DESCRIPCION
Vacunas de Globo H y relacionadas contra el cancer con nuevos adyuvantes glicolipidicos
Campo técnico de la invencion

Esta invencion se refiere al campo de las vacunas contra el cancer. En particular, la solicitud se refiere a una vacuna
basada en hidratos de carbono que contiene el epitopo de células B, Globo H, que esta conjugado con el portador
inmunogénico DT-CRM197. Mas particularmente, la invencion esta dirigida a vacunas de Globo H-DT contra el
cancer administradas con nuevos adyuvantes glicolipidos, tales como C34.

Antecedentes de la invencion

Para el disefio de la terapia contra el cancer, es deseable buscar dianas moleculares de células cancerosas o de
células madre de cancer que estan ausentes en las células normales. La glicosilacion aberrante se asocia a menudo
con la progresion tumoral y fue descrita por primera vez por Meezan et al. en 1969 con la demostracion de que los
glicanos del cancer difieren de los de las células sanas (Meezan E, et al. (1969) Biochemistry 8: 2518-2524). Las
glicosilaciones aberrantes incluyen la pérdida o la sobre-expresion de ciertas estructuras, la persistencia de
estructuras truncadas y la aparicioén de nuevas estructuras. Las diferencias estructurales mas tarde fueron apoyadas
por muchas evidencias histoldgicas utilizando tincién de lectina en comparacion con el tejido sano y el maligno.
(Turner GA (1992) Clin Chim Acta 208: 149-171; Gabius HJ (2000) Naturwissenschaften 87: 108-121).

Mas recientemente, fueron identificados antigenos de hidratos de carbono asociados a tumores por anticuerpos
monoclonales y espectrometria de masas (Shriver Z, et al. (2004) Nat Rev Drug Disc 3: 863-873; Pacino G, et al.
(1991) Br J Cancer 63: 390-398). Hasta la fecha, se han caracterizado numerosos antigenos asociados a tumores
expresados en células cancerosas en forma de glicolipidos o glicoproteinas y se han correlacionado con ciertos tipos
de cancer. (Bertozzi CR, Dube DH (2005) Nat Rev Drug Discovery 4: 477-488). A pesar de que se sabe
relativamente poco sobre el papel que los carbohidratos de superficie juegan en las células malignas, se han
correlacionado los anticuerpos administrados de forma pasiva o inducidos por vacunas contra estos antigenos con
un mejor pronostico.

De los glicanos asociados a tumores publicados, el antigeno glicolipido Globo H (Fuca1 — 2 GalB1 — 3 GalNAcB1
— 3 Gala1 — 4 GalB1 — 4 Gilc) fue aislado por primera vez e identificado en 1984 por Hakomori et al. a partir de
células MCF-7 de cancer de mama (Bremer E G, et al. (1984) J Biol Chem 259: 14773-14777). Otros estudios con
anticuerpos monoclonales anti-Globo H mostraron que Globo H estaba presente en muchos otros tipos de cancer,
incluyendo cancer de préstata, gastrico, pancreatico, de pulmén, canceres de ovario y de colon y sélo la minima
expresion en la superficie luminal del tejido secretor normal, lo que no es facilmente accesible para el sistema
inmunoldgico. (Ragupathi G, et al. (1997) Angew Chem Int Ed 36: 125-128). Ademas, se ha establecido que el suero
de los pacientes con cancer de mama contienen un alto nivel del anticuerpo anti-Globo H (Gilewski T et al. (2001)
Proc Natl Acad Sci USA 98: 3270-3275; Huang C-Y, et al. (2006) Proc Natl Acad Sci USA 103: 15-20; Wang C-C, et
al. (2008) Proc Natl Acad Sci USA 105 (33): 11661-11666) y los pacientes con tumores Globo H-positivos mostraron
una supervivencia mas corta en comparacion con los pacientes con tumores Globo H-negativos (Chang, Y-J, et al.
(2007) Proc Natl Acad Sci USA 104 (25): 10.299-10.304). Estos resultados hacen de Globo H, un epitopo
hexasacarido, un marcador tumoral atractivo y un objetivo viable para el desarrollo de vacunas del cancer.

El Globo H es un antigeno cancerigeno expresado excesivamente en diversos canceres epiteliales. Se ha sugerido
que este antigeno puede servir como objetivo en la inmunoterapia del cancer. Si bien se han desarrollado vacunas
para provocar respuestas de anticuerpos contra Globo H, sus eficacias contra el cancer no son satisfactorias debido
a la baja antigenicidad de Globo H. Hay una necesidad de una nueva vacuna capaz de provocar altos niveles de
respuestas inmunes dirigidas a Globo H.

Las células madre se definen como un grupo de células con capacidad para la auto-renovacion y la diferenciacion en
diferentes tipos de células y tejidos (Reya T et al, (2001), Nature 414: 105-111). Como ambos tejidos en tumores
malignos y normales contienen poblaciones heterogéneas de células, las células madre del cancer podrian
desempefiar un papel clave en el crecimiento tumoral y en el mantenimiento de la heterogeneidad del tumor. Las
células madre del cancer han sido identificadas a partir de una variedad de tumores sélidos, tales como los canceres
de cerebro, mama, colon y préstata. Al-Hajj y col. mostraron que las células madre del cancer de mama (CMCM) en
primer lugar residian en la subpoblacién CD24” CD44" del cancer de mama, en funcién de su capacidad de generar
tumores con diversidad fenotipica en los xenotrasplantes en ratones NOD/SCID (Al-Hajj M, et al, (2003) Proc Natl
Acad Sci USA 100: 3983-3988). La mayoria de las células del cancer de diseminacion temprana en la médula 6sea
de pacientes con cancer de mama muestra el fenotipo de CD24 CD44" (Balic M et al, (2006) Clin Cancer Res 12:
5615-5621), lo que sugiere que las CMCM eran capaces de metastasis. En base a su capacidad para el crecimiento,
la diferenciacion y la metastasis y su resistencia a la radiacion, las CMCM son un importante objetivo para la terapia
del cancer de mama (Tang C. et al, (2007) FASEB J. 21: 1-9).

En el cancer de mama, se observé la expresion de Globo H en > 60% de carcinoma ductal, lobular y tubular, pero no

en los tumores de mama no epiteliales (Mariani-Constantini R et al., (1984) Am. J. Pathol. 115: 47-56). Globo H no
se expresa en el tejido normal excepto para una expresion débil en las células epiteliales apicales en las fronteras
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del lumen, un sitio que parece ser inaccesible para el sistema inmunitario (Id.; Zhang S. et al., (1997) Int. J. Cancer
73: 42-49).

El Globo H también se expresa en células madre del cancer de mama (CMCM). La citometria de flujo revelé que
Globo H se expresaba en 25/41 de muestras de cancer de mama (61,0%). Las no CMCM de 25/25 y las CMCM de
8/40 (20%) expresaban Globo H. El antigeno embrionario especifico de la etapa 3 (SSEA-3), el precursor de
pentasacaridos de Globo H, se expresa en tumores 31/40 (77,5%). Las no CMCM de 29/31 y 25/40 de las CMCM
(62,5%) expresaron SSEA-3. (Chang W-W et al, (2008) Proc Natl Acad Sci USA 105 (33): 11667-11672).

Danishefsky y Livingston publicaron anteriormente la preparacion de la vacuna de Globo H-KLH (Gilewski T et al.
(2001) Proc Natl Acad Sci USA 98: 3270 a 3275; Ragupathi G, et al. (1997) Angew Chem Int Ed 36: 125-128;
Kudryashov V, et al. (1998) Glycoconj J. 15: 243-249; Slovin SF et al (1997) Proc Natl Acad Sci USA 96: 5710-5715)
y la vacuna heptavalente (que contiene GM2, Globo H, Lewis Y, Tn, STn, TF, y Tn-MUC1 conjugado individualmente
a KLH; Sabbatini PJ et al (2007) Clin Cancer Res 13: 4170 a 4177) contra una variedad de canceres. Sin embargo,
los pacientes inmunizados con la vacuna heptavalente indujeron respuestas de anticuerpos contra sélo cinco de los
siete antigenos excepto los anticuerpos GM2 y Lewis Y. En lugar del antigeno de expresion ubicua tal como GM2,
Globo H se expresd excepcionalmente en las células tumorales con soélo el nivel minimo del tejido secretor normal,
lo que hace que sea un objetivo deseable para el desarrollo de vacunas. En sus estudios, la ozondlisis de Globo H
aglicona fue seguida por aminacién reductora con la proteina transportadora de KLH para generar alrededor de 150
unidades de carbohidratos por proteinas (Ragupathi G, et al. (1997) Angew Chem Int Ed 36: 125-128). El
refinamiento adicional aumenta la relacion de conjugacion de hidratos de carbono a aproximadamente 720:1
mediante el uso del enlazante de MMCCH (Wang S-K, et al. (2008). Proc Natl Acad Sci USA 105: 3.690-3.695). Sin
embargo, fue dificil caracterizar con precision el glicoconjugado. Ademas, la vacuna sintética en combinacién con el
adyuvante inmunoldgico QS-21 fue mostrado que inducia principalmente IgM y, en menor medida, los anticuerpos
de 1gG tanto en pacientes con cancer de prostata como de mama metastasico. En la fase | de ensayos clinicos, la
vacuna también mostré una toxicidad minima con reacciones cutaneas locales transitorias en la zona de vacunacion.
(Gilewski T et al. (2001) Proc Natl Acad Sci USA 98: 3270 a 3.275; Ragupathi G, et al. (1997) Angew Chem Int Ed
36: 125-128; Slovin S F et al (1997) Proc Natl Acad Sci USA 96: 5710-5715). Los sintomas gripales leves que se han
observado en algunos de los pacientes estaban probablemente asociados con el efecto secundario de QS-21. Se ha
publicado una vacuna pentavalente que contiene cinco antigenos asociados a carbohidratos de cancer de prostata 'y
de mama Globo-H, GM2, STn, TF y Tn conjugados a la proteina portadora modificada con maleimida de KLH que
producia sueros anti-Globo H con titulos mas altos de IgG que IgM en ensayos de ELISA (Zhu J. et al. (2009) J. Am.
Chem. Soc. 131 (26): 9298-9303).

Por lo tanto, es deseable identificar un portador alternativo y adyuvante para aumentar la respuesta de anticuerpos
frente a Globo H, especialmente con altos titulos de IgG y para mejorar la eficacia de la vacuna con efectos
secundarios minimos.

Sumario de la invencién

Esta invencion se refiere a una vacuna a base de hidratos de carbono que contiene Globo H (epitopo de células B)
conjugado quimicamente con el portador inmunogénico material 197 que reacciona de forma cruzada con la toxina
de la difteria (DT-CRM197) (epitopo Th) a través de un enlazante de p-nitrofenilo. La vacuna sintética en
combinacién con un adyuvante glicolipido induce anticuerpos 1gG, IgG1 e IgM y proporciona una inmunogenicidad
excepcional en modelos de cancer de mama, que muestra una tumorigénesis tardia en estudios de xenoinjerto. El
analisis conjunto de glicanos de los anticuerpos inducidos por Globo H-DT y el glicolipido C34 mostré que los
anticuerpos no solo reconocen Globo H sino que también SSEA-3 (GB5) y SSEA-4 (sialil GB5) glicanos, todos
especificos para células cancerosas y las células madre del cancer.

La invencion se refiere a una composicion inmundgena que comprende: (a) un glicano que consiste esencialmente
en Globo H o un fragmento inmunogénico del mismo, en el que el glicano se conjuga con una proteina portadora a
través de un enlazante; y (b) un adyuvante que comprende un glicolipido capaz de unirse a una molécula CD1d en
una célula dendritica, en el que la composicién inmunogénica induce una respuesta inmune que induce un nivel
relativo mas alto de anticuerpos del isotipo de IgG en comparacién con los anticuerpos del isotipo de IgM.

En algunos aspectos, la proteina portadora es el material 197 que reacciona de forma cruzada con la toxina diftérica
(DT-CRM 197). En algunos aspectos, el enlazante es un enlazante de p-nitrofenilo.

El adyuvante es un analogo sintético de la a-galactosil-ceramida (a-GalCer). En algunas realizaciones, el adyuvante

es C34, en el que C34 comprende la estructura:
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En algunos aspectos, la respuesta inmune esta orientada preferiblemente hacia la produccién de anticuerpos del
isotipo de IgG. En algunos aspectos, la composicion inmunogénica comprende al menos un adyuvante capaz de
inducir una respuesta inmune humoral y celular.

En algunos aspectos, los anticuerpos generados por la respuesta inmune neutralizan a los antigenos expresados en
las células cancerosas o en las células madre del cancer. En algunas realizaciones, los anticuerpos generados por
la respuesta inmune neutralizan al menos a uno de los antigenos Gb4, el antigeno-3 especifico de la etapa
embrionaria (SSEA-3) y el antigeno-4 especifico de la etapa embrionaria (SSEA-4). En algunas realizaciones, los
anticuerpos que neutralizan al menos uno de los antigenos Gb4, el antigeno-3 especifico de la etapa embrionaria
(SSEA-3) y el antigeno-4 especifico de la etapa embrionaria (SSEA-4) comprenden un nivel relativo mas alto de
anticuerpos del isotipo IgG en comparacion con los anticuerpos del isotipo IgM.

La invencion se refiere a una vacuna contra el cancer que comprende la composicion inmunégena que es capaz de
inducir respuestas inmunes contra el cancer en un sujeto. En algunos aspectos, la vacuna contra el cancer es
adecuada para el tratamiento de un cancer seleccionado entre el grupo que consiste en: cancer de mama, cancer de
pulmén, cancer de higado, cancer bucal, cancer de estdmago, cancer de colon, cancer de la nasofaringe, cancer
dérmico, cancer renal, tumor cerebral, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer cervical, cancer intestinal y
cancer de vejiga.

En algunos aspectos, el tejido cancerigeno expresa un antigeno Globo H en la superficie de la célula. En algunos
aspectos, el antigeno Globo H se expresa en una célula epitelial de un tumor de mama.

En algunas realizaciones, la vacuna contra el cancer genera anticuerpos que neutralizan al menos uno de los
antigenos Globo H, Gb4, antigeno-3 especifico de la etapa embrionaria (SSEA-3) y antigeno-4 especifico de la
etapa embrionaria (SSEA-4). En algunos aspectos, los antigenos se expresan en una célula madre de cancer de
mama.

La invencion se refiere a un método de tratamiento que comprende la inhibicion del crecimiento tumoral,
comprendiendo el método: (a) administrar a un sujeto en necesidad del mismo una composicion inmunogénica que
comprende: un glicano que consiste esencialmente en Globo H o un fragmento inmunogénico del mismo, en el que
el glicano se conjuga con una proteina portadora a través de un enlazante, y un adyuvante que comprende un
glicolipido capaz de unirse a una molécula CD1d en una célula dendritica; y (b) inducir una respuesta inmune que
induce una mayor cantidad relativa de anticuerpos del isotipo IgG en comparaciéon con los anticuerpos del isotipo
IgM.

En algunas realizaciones del método, el enlazante es p-nitrofenol, la proteina portadora es el material 197 que
reacciona de forma cruzada con la toxina de la difteria (DT-CRM197) y el adyuvante es un analogo sintético de la a-
galactosil-ceramida (0-GalCer). En una realizacion, el adyuvante es C34.

En algunas realizaciones del método, la composicion inmundégena comprende ademas una vacuna contra el cancer,
y ademas en la que uno o mas tratamientos con una cantidad eficaz de la vacuna contra el cancer inhiben el
crecimiento tumoral. En algunas realizaciones, la administracion de la vacuna contra el cancer reduce el tamafo de
un tumor.

En algunas realizaciones del método, en el que la respuesta inmune se orienta preferiblemente hacia la produccion
de anticuerpos del isotipo IgG que neutralizan al menos uno de los antigenos Globo H, Gb4, antigeno-3 especifico
de la etapa embrionaria (SSEA-3) y antigeno-4 especifico de la etapa embrionaria (SSEA-4). En algunos aspectos,
al menos uno de los antigenos Globo H, antigeno-3 especifico de la etapa embrionaria (SSEA-3) y antigeno-4
especifico de la etapa embrionaria (SSEA-4) se expresa en una célula madre de cancer de mama. En algunos
aspectos, el antigeno Globo H se expresa en una célula epitelial de un tumor de mama.

La invencion se refiere a una vacuna contra el cancer que comprende: (a) una composicion inmunogénica que
comprende: un glicano que consiste esencialmente en Globo H o un fragmento inmunogénico del mismo, en el que
el glicano se conjuga con una proteina portadora a través de un enlazante, y un adyuvante que comprende un
glicolipido capaz de unirse a una molécula CD1d en una célula dendritica, en el que la composiciéon inmunogénica
induce una respuesta inmune que induce un nivel relativo mas alto de anticuerpos del isotipo IgG en comparacion
con los anticuerpos del isotipo IgM; y (b) un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En algunos aspectos, la vacuna contra el cancer comprende una composicion inmunogénica que es el enlazante p-
nitrofenol, la proteina portadora es el material 197 que reacciona de forma cruzada con la toxina de la difteria (DT-
CRM197) y el adyuvante es un analogo sintético de la a-galactosil-ceramida (a-GalCer). En una realizacion, el
adyuvante es C34.

En algunos aspectos, la vacuna contra el cancer se usa para tratar un cancer, en el que uno o mas tratamientos con
una cantidad eficaz de la vacuna contra el cancer inhiben el crecimiento tumoral. En algunas realizaciones, la
administracion de la vacuna contra el cancer reduce el tamafio de un tumor. En algunas realizaciones, el cancer se
selecciona de entre el grupo que consiste en: cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de higado, cancer bucal,
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cancer de estdbmago, cancer de colon, cancer de la nasofaringe, cancer dérmico, cancer renal, tumor cerebral,
cancer de proéstata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer intestinal y cancer de vejiga.

La invencion se refiere a una composicion inmunogénica que comprende: (a) un glicano que consiste esencialmente
en un glicano relacionado con H Globo o un fragmento inmunogénico del mismo, en el que el glicano se conjuga con
una proteina portadora a través de un enlazante; y (b) un adyuvante que comprende un glicolipido capaz de unirse a
una molécula CD1d en una célula dendritica, en el que el glicano relacionado con Globo H se selecciona del grupo
que consiste en SSEA-3 y SSEA-4, y en el que la composicion inmunogénica induce una respuesta inmune que
induce un nivel relativo mas alto de los anticuerpos del isotipo IgG en comparacion con los anticuerpos del isotipo
IgM.

En algunos aspectos de la composicion inmunogénica la proteina portadora es el material 197 que reacciona de
forma cruzada con la toxina de la difteria (DT-CRM197), el adyuvante es un analogo sintético de la a-galactosil-
ceramida (a-GalCer) y el enlazante es un enlazante de p-nitrofenilo. En una realizacién, el adyuvante es C34.

La invencioén se refiere a un agente terapéutico contra las células madre de cancer de mama, comprendiendo el
agente terapéutico: Globo H conjugado a través de un enlazante de p-nitrofenilo con el material 197 que reacciona
de forma cruzada con la toxina de la difteria (DT-CRM197); y un adyuvante que comprende un glicolipido capaz de
unirse a una molécula CD1d en una célula dendritica. En algunas realizaciones de la terapéutica, el adyuvante es
C34.

La invencion se refiere a un agente terapéutico contra las células madre del cancer de mama, comprendiendo el
agente terapéutico: SSEA-3 conjugado a través de un enlazante de p-nitrofenilo con una proteina portadora del
material 197 (DT-CRM197) que reacciona de forma cruzada con la toxina de la difteria; y un adyuvante que
comprende un glicolipido C34 capaz de unirse a una molécula CD1d en una célula dendritica.

La invencion se refiere a un agente terapéutico contra las células madre del cancer de mama, comprendiendo el
agente terapéutico: SSEA-4 conjugado a través de un enlazante de p-nitrofenilo con una proteina portadora del
material 197 (DT-CRM197) que reacciona de forma cruzada con la toxina de la difteria. En algunas realizaciones, el
agente terapéutico comprende ademas un adyuvante que comprende un glicolipido capaz de unirse a una molécula
CD1d en una célula dendritica.

La administracion de los agentes terapéuticos de la invencion a un sujeto induce la produccion de anticuerpos que
reconocen un antigeno expresado en una célula madre del cancer de mama (CMCM), en el que el antigeno se
selecciona del grupo que consiste en Globo H, SSEA-3 y SSEA-4. La invencion se refiere a un método para el
tratamiento del cancer de mama que comprende la administracion de un agente terapéutico de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente descripcion; cuyas invenciones se pueden entender mejor por referencia a uno o
mas de estos dibujos en combinacién con la descripcion detallada de las realizaciones especificas presentadas en
este documento. El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en color. Las copias de esta
publicacién de solicitud de patente o patente con el dibujo o los dibujos en color seran proporcionadas por la Oficina
bajo peticion y pago de la tasa necesaria.

La figura 1 muestra las estructuras de Globo H y los derivados truncados.

Las figuras 2A-2C muestran la especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales VK9 y Mbr1 (a Globo H) y
anti-SSEA-3, respectivamente.

Las figuras 3A-3B muestran la respuesta seroldgica de ratones vacunados con diversos conjugados de Globo H y o-
GalCer. Grupos de tres ratones C57BL/6 fueron vacunados por via subcutanea con 1 pg de glicoconjugados
sintéticos con o sin 2 pg de glicolipidos. Los sueros de los ratones se diluyeron 1:60 y 1: 240, respectivamente, para
el andlisis de los anticuerpos de IgM (figura 3A) e IgG (figura 3B). Los anticuerpos secundarios de 1gG o IgM Cy3-
anti-raton se utilizaron para la deteccion de la fluorescencia a 532 nm, PMT 500. Los datos representan la intensidad
de fluorescencia como promedio de tres ratones + SEM.

La figura 4 muestra las estructuras de a-GalCer y analogos.

La figura 5 muestra los niveles de IgM de ratones vacunados con conjugados de Globo H y derivados de a-GalCer.
Los sueros de ratén se recogieron y analizaron después de las 22 y 32 vacunas, tal como se muestra. El IgM anti-
raton de Cy3 secundario se utilizé para la deteccion a 532 nm, PMT 400. Los resultados representan la intensidad
media de fluorescencia de tres ratones + SEM.

La figura 6 muestra la especificidad fina de un anticuerpo policlonal de ratén (anti-Globo H, anti-GB5, anti-SSEA-4 y
anti-Gb4) después de la vacunacion. Se obtuvieron sueros de los ratones dos semanas después de la 32 vacunacion
con 1,6 ug de GH-DT con o sin 2 pg de adyuvante. (Hembras, Balb/c, por via intramuscular). Los titulos de I1gG se
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analizaron por micromatriz de glicano y se definieron como la mayor dilucién que produce el MFI mayor de 1000 (10
veces sobre la linea de fondo), PMT 400. Cada punto se presenta como el titulo individual del raton.

La figura 7 muestra los titulos de los anticuerpos de IgM vs. IgG de Globo H-DT con diferentes adyuvantes.

La figura 8 muestra la evaluacion de las actividades de los adyuvantes con vacunas GH-KLH. Fueron vacunados
ratones Balb/c hembra por via i.m. con 1,6 ung de GH-KLH y 2 ug de los adyuvantes indicados y se les extrajo sangre
cada dos semanas después de la vacunacion. Los sueros se diluyeron y se introdujeron en el analisis de
micromatrices.

La figura 9 muestra el perfil de isotipo de anticuerpos después de las inmunizaciones. Los ratones fueron vacunados
tal como se describe. Se introdujeron sueros (diluciones 1:60) en micromatrices para el analisis de las subclases de
anticuerpos (532 nm, 300 PMT). Los datos se presentan como la media de la fluorescencia de tres ratones + SEM.

La figura 10 muestra los titulos de anticuerpos de IgM frente a IgG inducidos por SSEA-3-DT o SSEA-4-DT con
diferentes tipos de adyuvantes glicolipidos.

La figura 11 muestra las estructuras de 24 glicanos en la superficie celular.

Las figuras 12A-12C muestran los estudios de reactividad cruzada de IgG inducida por diferentes vacunas; Figura 12
A: IgG anti-Globo H inducida por Globo H-DT con adyuvante C1; Figura 12 B: IgG anti-GB5 inducida por GB5-DT
con adyuvante C1; Figura 12 C: IgG anti-SSEA-4 inducida por SSEA-4-DT con adyuvante C1.

La figura 13 muestra un modelo de xenoinjerto de raton. Se prepararon 2 x 10° células 4T1 tumorales mamarias
metastasicas de ratdén en PBS estéril y se inyectaron por via subcutanea a ratones Balb/c vacunados. El tamafio del
tumor del ratén se midié mediante un calibrador Vernier y se define como (longitud x anchura x anchura) / 2 (mm®).

La figura 14 muestra un esquema para la sintesis del éster medio de Globo H y glicoconjugados.

La figura 15 muestra el analisis por citometria de flujo de la expresion de SSEA-4 en células madre de cancer de
mama primario. La expresion de SSEA-4 en la superficie de las CMCM y las no CMCM se evalué con cuatro colores
de la tincion de inmunofluorescencia y posterior analisis de citometria de flujo. Las CMCM se definieron como
células CD45/CD247/CD44", y las no CMCM se definieron como otras poblaciones de células CD45", como se
muestra en el grupo izquierdo. La expresion de antigenos de interés en las CMCM y las no CMCM se muestra en el
grupo central y derecho, respectivamente. La linea de puntos representa el control de isotipos, y los numeros
representan el porcentaje de células positivas.

La figura 16 muestra la expresion de SSEA-4 restringida en tejidos normales. La tincion inmunohistoquimica de las
matrices de tejido normal se utilizd para examinar la expresion de SSEA-4 en mama, intestino delgado y recto. La
tincion positiva para SSEA-4 estaba restringida a la superficie apical de las células epiteliales.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere al hallazgo sorprendente de que DT-CRM197 es una proteina portadora
prometedora para Globo H y SSEA-4 no sélo debido a que ha sido ampliamente utilizada para la vacunacion
humana contra la difteria durante décadas, sino también debido a sus propiedades altamente inmunogénicas. Lo
mas importante es que haya sido aprobada por la FDA para diversas vacunas de glicoconjugados. El material 197
que presenta reaccion cruzada con la toxina de la difteria (DT-CRM 197) es un mutante no téxico (G52E) de DT que
comparte las propiedades inmunoldgicas de la molécula nativa y su capacidad para unirse al factor de crecimiento
epidérmico que se une a la heparina (HB-EGF), el receptor de membrana celular especifico para DT que a menudo
se sobreexpresa en el cancer (Buzzi S. et al, Cancer Immunology, Immunotherapy (2004), 53 (11): 1041-1048).

Utilizando C34 como adyuvante, tanto GH-DT y SSEA-4-DT mostraron la respuesta inmune mas eficaz para inducir
mas anticuerpos de IgG que de IgM contra los antigenos tumorales. La GH-DT en combinacion con anticuerpos
inducidos por C34 no sdlo neutralizan Globo H sino que también SSEA-3 (GB5) y SSEA-4, todos los cuales son
especificos de las células del cancer de mama y las células madre del cancer.

Ademas, la micromatriz de glicano dada a conocer ofrece una potente plataforma para la prueba de la especificidad
del anticuerpo y es util en la identificacion de pacientes para los ensayos de la vacuna y para el seguimiento de su
respuesta inmune después de la inmunizacion.

En la siguiente descripcion se hace referencia a los dibujos adjuntos que forman una parte de la misma, y en los que
se muestra a modo de ilustracion realizaciones especificas que pueden ponerse en practica. Estas realizaciones se
describen en detalle para permitir a los expertos en la técnica poner en practica la invencion y debe entenderse que
pueden utilizarse ofras realizaciones y que pueden ser hechos cambios estructurales, logicos y eléctricos sin
apartarse del alcance de la presente invencion. La siguiente descripcion de realizaciones ilustrativas, por lo tanto, no
debe tomarse en un sentido limitado y el alcance de la presente invencién se define por las reivindicaciones
adjuntas.
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A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen los
mismos significados que se entienden comunmente por los expertos ordinarios en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Aunque cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento se pueden usar en la practica o en el ensayo de la presente invencion, se describen ahora los métodos y
materiales preferidos. Todas las publicaciones y patentes mencionadas especificamente en el presente documento
se incorporan por referencia para todos los propésitos, incluyendo la descripcion y divulgacion de los productos
quimicos, lineas celulares, vectores, animales, instrumentos, analisis y metodologias estadisticas que se presentan
en las publicaciones que podrian ser utilizados en conexién con la invencién. Todas las referencias citadas en esta
memoria se deben tomar como indicativas del nivel de experiencia en la técnica. Nada en este documento debe
interpretarse como una admision de que la invencion no tiene derecho a antedatar dicha divulgacion en virtud de la
invencion anterior.

Antes de describir los presentes materiales y métodos, se entiende que esta invencién no se limita a la metodologia,
protocolos, materiales y reactivos descritos, ya que estos pueden variar. Debe entenderse también que la
terminologia usada en este documento tiene el propdsito de describir solamente realizaciones particulares y no
pretende limitar el alcance de la presente invencion que sera limitada solo por las reivindicaciones adjuntas.

Definiciones

Hay que sefalar que, como se usa en este documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un",
"una", y "el" incluyen la referencia al plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. A su vez, los
términos "un" (o "una"), "uno o mas" y "al menos uno" pueden utilizarse indistintamente en este documento. También

se debe sefalar que las expresiones "que comprende”, "que incluye" y "que tiene" pueden utilizarse indistintamente.

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de la experiencia de la
técnica. Tales técnicas se explican completamente en la literatura. Véase, por ejemplo, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, segunda Ed., Ed. por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989);
DNA Cloning, Volimenes | y Il (D. N. Glover ed., 1985); Culture of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc.,
1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984);
el tratado, Methods in Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H.
Miller y M. P. Calos eds, 1987, Laboratorio de Cold Spring Harbor.); Methods in Enzymology, Vols. 154 y 155 (. Wu
et al eds.), Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer y Walker, eds, Academic Press, Londres,
1987); Antibodies: A Laboratory Manual, por Harlow y Lanes (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988); y
Handbook of Experimental Immunology, Volimenes I-1V (D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986).

Tal como se utiliza en este documento, el término "lipido" se refiere a cualquier molécula liposoluble (lipofilica) que
participa en las vias de sefializacion celular.

Tal como se utiliza en este documento, el término "glicolipido” se refiere a un lipido unido a un hidrato de carbono
que sirve como marcador para el reconocimiento celular.

Tal como se utiliza en este documento, la expresién "alfa-galactosil ceramida" y "a-GalCer" se refiere a un glicolipido
que estimula las células T asesinas naturales para producir tanto citoquinas de T colaboradoras (TH)1 como TH2.
Tal como se usa en el presente documento, el derivado de glicolipidos C34 tiene la siguiente estructura:

HO _OH
C34 HO > ) F
) s e
0\/\|/\/\C12H25 0
OH

Los analogos de a-GalCer de la presente descripcion incluyen analogos a-GalCer de origen bacteriano (Grupo I: C2,
C3 y C14), analogos de a-GalCer modificados con sulfonacion (Grupo Il: C4, C5 y C9), analogos de a-GalCer de
cadena fenil-alquilo (Grupo Ill: C6-C8, C10-C11, C15-C16, C18-C34, C8-5 y C8-6) y andlogos de a-GalCer
truncados con fitoesfingosina (Grupo IV: C12, C13 y C17). Las estructuras de C34 y otros analogos de alfa-galactosil
ceramida y su uso como adyuvantes se describen con detalle en la solicitud de patente PCT No.
PCT/US2008/060275, presentada el 14 de abril de 2008.

Los analogos de a-GalCer sintéticos, incluyendo C34, son capaces de formar complejos con una molécula CD1d.
Los analogos sintéticos de a-GalCer son capaces de ser reconocidos por los receptores NKT de células T. Los
analogos sintéticos de a-GalCer son capaces de provocar una respuesta del tipo Tw1, de tipo Th2 o una del tipo Tw1
y una del tipo Ty2. Los analogos de a-GalCer son capaces de activar NKT in vitro. Los analogos de a-GalCer son
capaces de activar los NKT in vivo.
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Tal como se usa en el presente documento, el término "glicano" se refiere a un polisacarido u oligosacarido. El
glicano también se utiliza en este documento para referirse a la porcion de hidrato de carbono de un glicoconjugado,
tal como una glicoproteina, glicolipido, glicopéptido, glicoproteoma, peptidoglicano, lipopolisacarido o un
proteoglicano. Los glicanos por lo general consisten exclusivamente en enlaces O-glucosidicos entre
monosacaridos. Por ejemplo, la celulosa es un glicano (o mas especificamente un glucano) compuesto de D-glucosa
B-1,4-ligada, y la quitina es un glicano compuesto de N-acetil-D-glucosamina (3-1,4-ligada. Los glicanos pueden ser
homo o heteropolimeros de restos de monosacaridos y pueden ser lineales o ramificados. Los glicanos se pueden
encontrar unidos a las proteinas como en las glicoproteinas y los proteoglicanos. Se encuentran generalmente en la
superficie exterior de las células. Los glicanos O- y N-ligados son muy comunes en eucariotas, aunque también se
pueden encontrar, pero con menor frecuencia, en procariotas. Los glicanos ligados a N se encuentran unidos al
nitrégeno (N) del grupo R de la asparagina en la sequon. La sequon es una secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr,
donde X es cualquier aminoacido excepto praliné.

Tal como se utiliza en este documento, el término "glicoproteina" se refiere a una proteina modificada
covalentemente con glicano(s). Hay cuatro tipos de glicoproteinas: 1) glicoproteinas unidas a N, 2) glicoproteinas
unidas a O (mucinas), 3) glucosaminoglicanos (GAG, los cuales son también llamados proteoglicanos), 4) ancladas
a GPI. La mayoria de las glicoproteinas tienen micro-heterogeneidad estructural (diferentes multiples estructuras de
glicanos unidas en el mismo sitio de glicosilacién) y macro-heterogeneidad estructural (multiples sitios y tipos de
union de glucano).

Tal como se utiliza en este documento, el término "antigeno" se define como cualquier sustancia capaz de provocar
una respuesta inmune.

Tal como se utiliza en este documento, el término "inmunégeno” se refiere a un antigeno o una sustancia capaz de
inducir la produccién de un antigeno, tal como una vacuna de ADN.

Tal como se utiliza en este documento, el término "inmunogenicidad" se refiere a la capacidad de un inmundégeno,
antigeno o vacuna para estimular una respuesta inmune.

Tal como se utiliza en este documento, el término "inmunoterapia" se refiere a una serie de estrategias de
tratamiento basadas en el concepto de la modulacién del sistema inmunitario para conseguir un objetivo profilactico
y/o terapéutico.

Tal como se utiliza en este documento, el término "CD1d" se refiere a un miembro de la familia de CD1 (grupo de
diferenciacion 1) de glicoproteinas expresadas en la superficie de diversas células presentadoras de antigenos
humanas. Los antigenos lipidicos presentados con CD1d activan las células T asesinas naturales. Las CD1d tienen
un surco profundo de unién al antigeno en el que se unen los antigenos glicolipidos. Las moléculas CD1d
expresadas en las células dendriticas pueden unirse y presentar glicolipidos, incluyendo los analogos a-GalCer tales
como C34.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "sistema inmune adaptativo" se refiere a células sistémicas
altamente especializadas y procesos que eliminan exposiciones a patdégenos. Las células del sistema inmune
adaptativo son un tipo de leucocitos, llamados linfocitos. Las células B y las células T son los principales tipos de
linfocitos.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "células T" y "Ts" se refieren a un grupo de glébulos blancos
conocidos como linfocitos, que juegan un papel central en la inmunidad mediada por las células. Las células T se
pueden distinguir de otros tipos de linfocitos, tales como las células B y NK por la presencia de un receptor especial
en su superficie celular llamado el receptor de las células T (RCT). Varios subconjuntos diferentes de células T se
han descrito, cada uno con una funcién distinta. Las células cooperadoras T (TH) son los "intermediarios" del
sistema inmune adaptativo. Una vez activado, se dividen rapidamente y secretan pequefias proteinas llamadas
citoquinas que regulan o "ayudan" a la respuesta inmune. En funcidon de las sefales recibidas de las citoquinas,
estas células se diferencian en Ty1, Tn2, Ty17, o uno de los otros subconjuntos, que secretan diferentes citoquinas.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "célula presentadora de antigeno" (CPA) se refiere a una célula
que muestra un antigeno ajeno complejo con el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) en su superficie. Las
células T pueden reconocer este complejo utilizando su RCT. Las CPA se dividen en dos categorias: profesionales o
no profesionales. Las células dendriticas (CD) entran en la categoria profesional y son capaces de presentar
antigenos a las células T, en el contexto de CD1. En una implementacion de ejemplo, las CD utilizadas en los
métodos de esta descripcion pueden ser de cualquiera de varios subconjuntos de CD, que se diferencian de, en una
implementacion, linfoide o, en otra implementacion, progenitores de médula dsea mieloides.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "célula naive" se refiere a una célula del sistema inmunolégico
no diferenciada, por ejemplo una célula T CD4, que no ha sido todavia especializada para reconocer un patégeno
especifico.
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Tal como se usa en el presente documento, la expresion "células asesinas naturales" y "NK" se refiere a una clase
de células linfoides que son activadas por interferones para contribuir a la defensa innata del huésped frente a virus
y otros patégenos intracelulares.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "células T asesinas naturales" (NKT) se refiere a un subconjunto
de células T que comparten caracteristicas/receptores con ambos Ts y NK convencionales. Muchas de estas células
reconocen la molécula CD1d no polimoérfica, una molécula presentadora de antigeno que se une a lipidos y
glicolipidos propios y ajenos. El RCT de los NKT son capaces de reconocer antigenos glicolipidos presentados
(acompafiados) por una molécula CD1d. Una respuesta principal de los NKT es la rapida secrecion de citoquinas,
incluyendo IL-4, IFN-y e IL-10 después de la estimulacion y, por lo tanto la influencia en diversas respuestas
inmunes y los procesos patdégenos. Las NKT pueden ser una poblacion homogénea o una poblacién heterogénea.
En una implementacion a modo de ejemplo, la poblacién puede ser "NKT no invariantes", que pueden comprender
poblaciones de células T de higado humanas y de médula 6sea humana y de raton y que son, por ejemplo, células T
CD1d reactivas no invariantes que expresan diversos RCT, y que también pueden producir una gran cantidad de IL-
4 e IFN-y. El subconjunto mas conocido de NKT CD1d-dependiente expresa una cadena invariante de RCT-alfa
(RCT-a). Estos se conocen como invariantes de tipo | o NKT (iNKT). Estas células se conservan entre los humanos
(Va24i NKTs) y los ratones (Va14i NKTs) y estan implicadas en muchos procesos inmunolégicos.

Tal como se utiliza en este documento, el término "citoquina" se refiere a cualquiera de las numerosas pequefas
proteinas secretadas que regulan la intensidad y la duracion de la respuesta inmune por afectar al proceso de
diferenciacion de las células inmunes que, por lo general, implica cambios en la expresion génica por la cual una
célula precursora se convierte en un tipo distinto de célula especializada. Las citoquinas se han nombrado de forma
diversa como linfoquinas, interleuquinas y quimiocinas, en base a su presunta funcién, células de secrecion, o el
objetivo de la accion. Por ejemplo, algunas interleuquinas comunes incluyen, pero no se limitan a, IL-12, IL-18, IL-2,
IFN-y, TNF, IL-4, IL-10, IL-13, IL-21 y TGF-B.

Tal como se utiliza en este documento, el término "quimiocina" se refiere a cualquiera de las diversas pequefias
citoquinas quimiotacticas liberadas en el sitio de infeccion que proporcionan un medio para la movilizaciéon y
activacion de los linfocitos. Las quimiocinas atraen a los leucocitos a los sitios de infecciéon. Las quimiocinas han
conservado restos de cisteina que les permiten ser asignadas a cuatro grupos. Los grupos, con quimiocinas
representativas, son quimiocinas C-C (RANTES, MCP-1, MIP-1a y MIP-1B), quimiocinas C-X-C (IL-8), quimiocinas C
(linfotactina), y quimiocinas CXXXC (fractalquina).

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "respuesta de tipo Tn2" se refiere a un patrén de expresion de
citoquinas tal que se producen ciertos tipos de citoquinas, interferones, quimiocinas. Las citoquinas T2 tipicas
incluyen, pero no se limitan a, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "respuesta de tipo Tu1" se refiere a un patrén de expresion de
citoquinas tal que se producen ciertos tipos de citoquinas, interferones, quimiocinas. Las citoquinas Tn1 tipicas
incluyen, pero no se limitan a, IL-2, IFN-y, GMCSF y TNF-8.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "Ty1 parcial” se refiere a una respuesta inmunogénica en la que
la produccion de citoquinas Tu1 y/o quimiocinas se incrementa en mayor medida que la produccion de citoquinas
Th2 y/o quimiocinas.

Tal como se utiliza en este documento, el término "epitopo" se define como las partes de una molécula de antigeno
que entran en contacto con el sitio de union de antigeno de un anticuerpo o un receptor de células T.

Tal como se utiliza en este documento, el término "vacuna" se refiere a una preparacion que contiene un antigeno,
que consiste en organismos enteros que causan enfermedades (muertos o debilitados) o componentes de tales
organismos, tales como proteinas, péptidos o polisacaridos, que se utiliza para conferir inmunidad contra la
enfermedad frente a los organismos que la causan. Las preparaciones de vacuna pueden ser naturales, sintéticas o
derivadas mediante tecnologia de ADN recombinante.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "adyuvante inmunolégico" se refiere a una sustancia que se
utiliza en conjuncién con un inmunégeno que mejora o modifica la respuesta inmunitaria al inmundgeno. Los
analogos de a-GalCer de la presente descripcion se utilizan como adyuvantes inmunolégicos para modificar o
aumentar los efectos de una vacuna estimulando el sistema inmune de un paciente al que se administra la vacuna
para responder a la vacuna con mas fuerza. En una implementacion ejemplar, el analogo C34 se usa como
adyuvante.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "adyuvante de aluminio" se refiere a una sal de aluminio con
actividad adyuvante inmune. Este agente se adsorbe y precipita antigenos de proteinas en la solucion; el precipitado
resultante mejora la inmunogenicidad de la vacuna, al facilitar la liberacion lenta de antigeno del depésito de la
vacuna formado en el sitio de la inoculacion.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "agente activo de inmunoterapia anti-tumor" se refiere a un
anticuerpo generado por una vacuna de la presente descripcion que inhibe, reduce y/o elimina los tumores.

9
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Tal como se utiliza en este documento, la expresion "antigeno especifico" se refiere a una propiedad de una
poblacion de células de tal manera que el suministro de un antigeno particular, o un fragmento del antigeno, resulta
en una proliferacién celular especifica.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "citometria de flujo" o "FACS" se refiere a una técnica para
examinar las propiedades fisicas y quimicas de las particulas o células suspendidas en una corriente de fluido, a
través de dispositivos de deteccién optica y electronica.

Los restos de aminoacidos en los péptidos de aqui en adelante se pueden abreviar como sigue: Fenilalanina es Phe
o F; Leuquina es Leu o L; Isoleuquina es lle o I; Metionina es Met o M; Valina es Val o V; Serina es Ser o S; Prolina
es Pro o P; Treonina es Thr o T; Alanina es Ala o A; Tirosina es Tyr o Y; Histidina es His o H; Glutamina es GIn o Q;
Asparagina es Asn o N; Lisina es Lys o K; Acido aspartico es Asp o D; Acido glutamico es Glu o E; Cisteina es Cys o
C; Triptofano es Trp o W; Arginina es Arg o R; y Glicina es Gly o G. Para una descripcion adicional de aminoacidos,
por favor, refiérase a Proteins: Structure and Molecular Properties, de Creighton, T. E., W. H. Freeman & Co., Nueva
York, 1983.

Las composiciones descritas en este documento pueden ser incluidas en una composicién farmacéutica o
nutracéutica junto con agentes adicionales activos, vehiculos, portadores, excipientes o agentes auxiliares
identificables por un experto en la técnica tras la lectura de la presente descripcion.

Las composiciones farmacéuticas o nutracéuticas comprenden preferiblemente al menos un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En tales composiciones farmacéuticas, las composiciones descritas en el presente
documento forman el "compuesto activo", también se hace referencia como el "agente activo". En la presente
memoria la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye disolventes, medios de dispersion,
revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes retardantes isotdnicos y de absorcion, y similares,
compatibles con la administracion farmacéutica. Los compuestos activos suplementarios también se pueden
incorporar en las composiciones. Una composicion farmacéutica se formula para ser compatible con su via de
administracion prevista. Los ejemplos de vias de administraciéon incluyen parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, (por ejemplo, inhalacion) oral, transdérmica (tdpica), transmucosa y rectal. Las soluciones
0 suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucidon salina, aceites fijos, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o
parabenos de metilo; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como el
acido etilendiaminotetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la
tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas desechables o
viales de multiples dosis hechos de vidrio o plastico.

Sujeto, tal como se utiliza en este documento, se refiere a seres humanos y primates no humanos (por ejemplo,
guerrilla, macaco, mono titi), animales de granja (por ejemplo, oveja, vaca, caballo, burro y cerdo), animales de
compafiia (por ejemplo, perro, gato), animales de laboratorio (por ejemplo, ratén, conejo, rata, cobaya, hamster),
animales salvajes en cautividad (por ejemplo, zorro, ciervo) y cualesquiera otros organismos que pueden
beneficiarse de los agentes de la presente descripcion. No hay limitacion en el tipo de animal que podria
beneficiarse de los agentes descritos actualmente. Un sujeto, independientemente de si se trata de un organismo
humano o no humano, puede ser denominado paciente, individuo, animal, huésped o destinatario.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para un uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando
son hidrosolubles) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucion salina
fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J) o solucion salina tamponada con fosfato
(PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil
inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricaciéon y almacenamiento y ser conservada contra la
accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse,
por ejemplo, por el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula
requerido en el caso de la dispersion y por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos
puede lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol,
fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por
ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. La absorcion
prolongada de las composiciones inyectables puede provocarse incluyendo en la composiciéon un agente que retrase
la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segun se
requiera, seguido de la esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersidon basico y los otros ingredientes
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requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion incluyen secado al vacio vy liofilizacién, lo que produce un polvo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucion previamente esterilizada por
filtracion del mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Para el propdsito de
la administracion terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de
comprimidos, trociscos o capsulas; por ejemplo, capsulas de gelatina. Las composiciones orales también se pueden
preparar usando un vehiculo fluido para su uso como un enjuague bucal. Pueden ser incluidos agentes de union
farmacéuticamente compatibles, o materiales adyuvantes como parte de la composicion. Los comprimidos, pildoras,
capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de una
naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal
como almidon o lactosa, un agente desintegrante tal como acido alginico, Primogel, o almidéon de maiz; un lubricante
tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante
tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja.

Para la administracion por inhalacién, los compuestos se suministran en forma de una pulverizacién de aerosol
desde el contenedor o dispensador presurizado que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como
didxido de carbono, o un nebulizador.

La administracién sistémica también puede ser transmucosa o transdérmica. Para la administraciéon transmucosa o
transdérmica, se utilizan agentes penetrantes apropiados para la barrera a permear en la formulacion. Tales agentes
penetrantes son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosa,
detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosa puede lograrse a través del
uso de aerosoles nasales o supositorios. Para la administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan
en pomadas, balsamos, geles o cremas como se conoce generalmente en la técnica. Los compuestos también se
pueden preparar en forma de supositorios (por ejemplo, con bases convencionales para supositorios tales como
manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para la administracion rectal.

De acuerdo con las implementaciones, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protegeran el
compuesto contra la eliminacion rapida del cuerpo, tal como una formulacion de liberacion controlada, que incluye
implantes y sistemas de suministro microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biodegradables y
biocompatibles, tales como etilen-vinil-acetato, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido
polilactico. Los métodos para la preparacion de tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica.
También pueden obtenerse materiales comerciales de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Se pueden
utilizar también suspensiones liposomales (incluyendo liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos
monoclonales para antigenos especificos de células) como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos se
pueden preparar de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe
en la patente de EE.UU. No. 4.522.811, que se incorpora en este documento por referencia.

Es ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de unidad de dosificacion para facilidad de
administracion y uniformidad de dosificacion. Una forma de dosificacion unitaria tal como se utiliza en este
documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para el sujeto a tratar;
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de un compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacién con el vehiculo farmacéutico requerido.

La toxicidad y eficacia terapéutica de dichos compuestos puede determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LDsp (la
dosis letal para el 50% de la poblacion) y la EDsq (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion). La
relacion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la
relacion LDso/EDsg. Se prefieren los compuestos que exhiben altos indices terapéuticos. Aunque se pueden utilizar
compuestos que exhiben efectos secundarios téxicos, se debe tener cuidado de disefiar un sistema de
administracion que dirija a dichos compuestos al sitio de ubicaciéon afectado para minimizar el dafio potencial a las
células no infectadas y, de ese modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y estudios animales pueden usarse para formular un
intervalo de dosificacion para uso en seres humanos. La dosificacion de dichos compuestos se encuentra
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la EDsy con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y
la via de administraciéon utilizada. Para cualquier compuesto utilizado en el método de la invencién, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Una dosis puede
formularse en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion circulante en plasma que incluya la
ICso (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que logra una inhibicién media maxima de los sintomas)
segun se determina en cultivo celular. Dicha informacién se puede utilizar para determinar con mayor precision las
dosis utiles en seres humanos. Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, por cromatografia liquida de
alto rendimiento.
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Tal como se define en el presente documento, una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto activo (es decir,
una dosificacion eficaz) puede variar de aproximadamente 0,001 a 100 g/kg de peso corporal, u otros intervalos que
serian evidentes y comprendidos por los expertos sin experimentacion indebida. El técnico experto apreciara que
ciertos factores pueden influir en la dosis y el tiempo requerido para tratar eficazmente un sujeto, incluyendo pero no
limitado, a la severidad de la enfermedad o del trastorno, tratamientos previos, la salud general o la edad del sujeto,
y otras enfermedades presentes.

Segun otro aspecto, se pueden prever uno o mas kits en partes por el experto en la técnica, los kits en partes para
llevar a cabo al menos uno de los métodos descritos en este documento, el kit en partes que comprende dos o mas
composiciones, las composiciones que comprenden solas o en combinacién una cantidad eficaz de las
composiciones descritas en el presente documento de acuerdo con al menos uno de los métodos mencionados
anteriormente.

Los kits incluyen posiblemente también composiciones que comprenden agentes activos, identificadores de un
evento bioldgico u otros compuestos identificables por un experto en la materia tras la lectura de la presente
descripcion. El kit también puede comprender al menos una composiciéon que comprende una cantidad eficaz de las
composiciones descritas en este documento o una linea celular. Las composiciones y la linea celular de los kits en
partes que se utilizan para realizar el método de al menos un método en la presente memoria se da a conocer seguin
el procedimiento de identificacién por una persona experta en la técnica.

Tal como se utiliza en este documento, el término "polipéptido” se refiere a cualquier multimero o polimero de restos
de aminoacidos. Un polipéptido puede estar compuesto de dos o0 mas cadenas polipeptidicas. Un polipéptido incluye
una proteina, un péptido y un oligopéptido. Un polipéptido puede ser lineal o ramificado. Un polipéptido puede
comprender restos de aminoacidos modificados, analogos de aminoacidos o restos de aminoacidos de origen no
natural y puede estar interrumpido por restos que no sean aminoacidos. Se incluyen dentro de la definicion
polimeros de aminoacidos que han sido modificados, ya sea de forma natural o mediante una intervencion, por
ejemplo, por la formacion de un enlace disulfuro, glicosilacion, lipidacion, metilacion, acetilacion, fosforilacion o
mediante una manipulacion, tal como la conjugacién con un componente de marcaje.

Tal como se utiliza en este documento, la expresién "uniéon especifica" se refiere a la interaccion entre pares de
union (por ejemplo, un anticuerpo y un antigeno). En varios casos, la uniéon especifica se puede realizar mediante
una constante de afinidad de aproximadamente 10 moles/litro, aproximadamente 107 moles/litro, o alrededor del
108 moles/litro, o menos.

Vacunas contra el cancer de la invencion

Una realizacion de esta invencién es un método para el tratamiento del cancer mediante la administracién a un
sujeto en necesidad del mismo de una cantidad eficaz de una composicién inmunolégica que contiene ya sea Globo
H o un fragmento del mismo (por ejemplo, el antigeno-3 especifico de la etapa embrionaria (SSEA-3, también
conocido como Gb5), o SSEA-4) y un adyuvante. Los tipos de cancer objetivo incluyen, pero no se limitan a, cancer
de mama (incluyendo las etapas 1-4), cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén de células pequefias),
cancer de higado (por ejemplo, carcinoma hepatocelular), cancer bucal, cancer de estébmago (incluyendo T1-T4),
cancer de colon, cancer de nasofaringe, cancer de piel, cancer de rifién, tumor cerebral (por ejemplo, astrocitoma,
glioblastoma multiforme y meningioma), cancer de préstata, cancer de ovario, cancer cervical, cancer de vejiga y de
endometrio, rabdomiosarcoma, osteosarcoma, leiomiosarcoma y tumor del estroma gastrointestinal.

Los canceres clasificados por sitio incluyen el cancer de la cavidad oral y de la faringe (labio, lengua, glandulas
salivales, piso de la boca, encias y otra parte boca, nasofaringe, amigdalas, orofaringe, hipofaringe, otras vias
orales/faringe); canceres del sistema digestivo (es6fago, estdmago, intestino delgado, colon y recto; ano, conducto
anal y anorrectal; higado; conducto biliar intrahepatico; vesicula biliar; otros biliares; pancreas; retroperitoneo;
peritoneo, epipldn y mesenterio; otras partes del digestivo); canceres del aparato respiratorio (cavidad nasal, oido
medio y senos paranasales, laringe, pulmén y bronquios; pleura, traquea, mediastino y otras partes del respiratorio);
canceres de mesotelioma; huesos y articulaciones; y del tejido blando, incluyendo el corazén; canceres de piel,
incluyendo melanoma y otros canceres de piel no epiteliales; sarcoma y cancer de mama de Kaposi; cancer del
sistema genital femenino (cuello del utero, cuerpo uterino; utero, NEP; ovario; vagina; vulva; y otras partes del
sistema genital femenino); canceres del aparato genital masculino (préstata, testiculos, pene y otras partes del
sistema genital masculino); canceres del sistema urinario (vejiga urinaria; rifidn y pelvis renal; uréter; y otras partes
del sistema urinario); canceres del ojo y de la 6rbita; canceres del cerebro y del sistema nervioso (cerebro, y otras
partes del sistema nervioso); canceres del sistema endocrino (glandula tiroides y otras partes del sistema endocrino,
incluyendo el timo); linfomas (enfermedad de Hodgkin y el linfoma no Hodgkin), mieloma mudltiple y leucemia
linfocitica (leucemia, leucemia mieloide, leucemia monocitica y otras leucemias).

Otros tipos de cancer, clasificados por el tipo histologico, que pueden ser dianas adecuadas para las vacunas contra
el cancer de acuerdo con la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, neoplasia, maligna; carcinoma, NEP;
carcinoma indiferenciado, NEP; carcinoma de células fusiformes y gigante; carcinoma de células pequeias, NEP;
carcinoma papilar, NEP; carcinoma de células escamosas, NEP; carcinoma linfoepitelial; carcinoma de células
basales, NEP; carcinoma Pilomatrix; carcinoma de células transicionales, NEP; carcinoma de células transicionales
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papilar; adenocarcinoma NEP; gastrinoma, maligno; colangiocarcinoma; carcinoma hepatocelular, NEP; carcinoma
hepatocelular y colangiocarcinoma combinados; adenocarcinoma trabecular; carcinoma adenoide quistico;
adenocarcinoma de poélipos adenomatosos; adenocarcinoma, poliposis familiar; carcinoma sélido, NEP; tumor
carcinoide maligno; adenocarcinoma bronquioloalveolar; adenocarcinoma papilar, NEP; carcinoma cromdfobo;
carcinoma acidofilo; adenocarcinoma de células oxifilas; carcinoma de basdfilos; adenocarcinoma de células claras,
NEP; carcinoma de células granulares; adenocarcinoma folicular, NEP; adenocarcinoma papilar y folicular;
carcinoma esclerosante no encapsulante; carcinoma de la corteza suprarrenal; carcinoma endometrioide; carcinoma
de apéndice de la piel; adenocarcinoma apocrino; adenocarcinoma sebaceo; adenocarcinoma ceruminoso;
carcinoma mucoepidermoide; cistoadenocarcinoma, NEP; cistoadenocarcinoma papilar, NEP; cistoadenocarcinoma
seroso papilar; cistoadenocarcinoma mucinoso, NEP; adenocarcinoma mucinoso; carcinoma de células en anillo de
sello; carcinoma ductal infiltrante; carcinoma medular, NEP; carcinoma lobular; carcinoma inflamatorio; enfermedad
de Paget, mamaria; carcinoma de células acinares; carcinoma adenoescamoso; adenocarcinoma w/metaplasia
escamosa; timoma maligno; tumor del estroma ovarico, maligno; tecoma, maligno; tumor de células de la granulosa,
maligno; androblastoma, maligno; carcinoma de células de Sertoli; tumor de células de Leydig, maligno; tumor de
células de los lipidos, maligno; paraganglioma maligno; paraganglioma extra-mamario maligno; feocromocitoma;
glomangiosarcoma; melanoma maligno, NEP; melanoma amelanético; melanoma de extensidon superficial;
melanoma maligno en nevo gigante pigmentado; melanoma de células epitelioides; nevo azul, maligno; sarcoma,
NEP; fibrosarcoma, NEP; histiocitoma fibroso maligno; mixosarcoma; liposarcoma, NEP; leiomiosarcoma, NEP;
rabdomiosarcoma, NEP; rabdomiosarcoma embrionario; rabdomiosarcoma alveolar; sarcoma del estroma, NEP;
tumor mixto maligno, NEP; tumor mdlleriano mixto; nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinosarcoma, NEP;
mesenquimoma, maligno; tumor maligno de Brenner; tumor filoides malignos; sarcoma sinovial, NEP; mesotelioma
maligno; disgerminoma; carcinoma embrionario, NEP; teratoma maligno, NEP; estruma ovarico, maligno;
coriocarcinoma; mesonefroma, maligno; hemangiosarcoma; hemangioendotelioma maligno; sarcoma de Kaposi;
hemangiopericitoma maligno; linfangiosarcoma; osteosarcoma, NEP; osteosarcoma juxtacortical; condrosarcoma,
NEP; condroblastoma, maligno; condrosarcoma mesenquimal; tumor de células gigantes del hueso; sarcoma de
Ewing; tumor odontogénico, maligno; odontosarcoma ameloblastico; ameloblastoma maligno; fibrosarcoma
ameloblastico; pinealoma, maligno; cordoma; glioma maligno; ependimoma, NEP; astrocitoma, NEP; astrocitoma
protoplasmatica;  astrocitoma fibrilar;  astroblastoma; glioblastoma, NEP; oligodendroglioma, NEP;
oligodendroblastoma; neuroectodérmico primitivo; sarcoma cerebeloso, NEP; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma,
NEP; retinoblastoma, NEP; tumor neurogénico olfativo; meningioma maligno; neurofibrosarcoma; neurilemoma,
maligno; tumor de células granulares, maligno; linfoma maligno, NEP; enfermedad de Hodgkin, NEP; enfermedad de
Hodgkin; paragranuloma, NEP; linfoma maligno, linfoma linfocitico pequefio; linfoma maligno de células grandes,
difuso; linfoma maligno, folicular, NEP; micosis fungoide; otros linfomas no Hodgkin especificos, histiocitosis
maligna; mieloma mudltiple; sarcoma de mastocitos; enfermedad inmunoproliferativa del intestino delgado; leucemia,
NEP; leucemia linfoide, NEP; leucemia de células plasmaticas; eritroleucemia; leucemia de células de linfosarcoma;
leucemia mieloide,NEP; leucemia basdfila; leucemia eosinofilica; leucemia monocitica, NEP; leucemia de
mastocitos; leucemia megacarioblastica; sarcoma mieloide; y leucemia de células pilosas.

El término "tratar", como se usa en este documento, se refiere a la aplicacion o administracién de una composicion
que incluye uno o mas agentes activos a un sujeto, que tiene cancer, un sintoma de cancer, o una predisposicion
hacia el cancer, con el fin de curar, sanar, aliviar, aplacar, alterar, remediar, calmar, mejorar o afectar el cancer, los
sintomas del cancer, o la predisposiciéon hacia el cancer. "Una cantidad efectiva", como se usa en este documento,
se refiere a la cantidad de cada agente activo requerida para conferir el efecto terapéutico en el sujeto, ya sea solo o
en combinacién con uno o mas de otros agentes activos. Las cantidades eficaces varian, como se reconoce por los
expertos en la técnica, dependiendo de la via de administracion, el uso de excipiente y la utilizacién conjunta con
otros agentes activos.

La composiciéon inmune usada en el método descrito anteriormente puede contener un glicano (es decir, una
molécula que contiene un resto de azucar) que es Globo H o un fragmento del mismo y un adyuvante. Globo H es
un glicano que contiene el epitopo hexasacarido (Fucal — 2 GalB1 — 3 GalNAcB1 — 3 Gala1 — 4 GalB1 — 4 Glc),
y opcionalmente, un resto no de azucar. Su fragmento es un glicano que contiene un fragmento del epitopo
hexasacarido y, en su caso, el resto no azucar. Estos oligosacaridos se pueden preparar por métodos de rutina.
(Véase Huang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 15-20 (2006)). Si se desea, pueden estar unidos a un resto no
de azucar.

La solicitud principal, solicitud de patente EE.UU. No. Ser. 12/485.546, se baso en los descubrimientos inesperados
de que (1) SSEA-3, el precursor inmediato de Globo H, se expresa a un alto nivel en las células madre del cancer de
mama Yy, por lo tanto, puede servir como una diana adecuada para el tratamiento del cancer de mama, y (2) a-
galactosil-ceramida (a-GalCer) es un adyuvante eficaz que promueve la produccién de anticuerpos anti-Globo H y
anti-SSEA-3.

La solicitud de patente EE.UU. No. Ser. 12/485.546 ofrece una composicion inmunolégica que contiene Globo H o
su fragmento (por ejemplo, SSEA-3) y un adyuvante (por ejemplo, a-GalCer). Globo H o su fragmento puede
conjugarse con hemocianina de lapa californiana (KLH). Cuando se administra en un sujeto (por ejemplo, un ser
humano), esta composicién inmunolégica provoca respuestas inmunes (por ejemplo, la producciéon de anticuerpos)
dirigidos a Globo H o su fragmento y, por lo tanto, es eficaz en el tratamiento del cancer (por ejemplo, del cancer de
mama, cancer de prostata, cancer de ovario y cancer de pulmon).
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La solicitud de patente EE.UU. No. Ser. 12/485.546 se refiere a un método de producciéon de un anticuerpo
especifico para Globo H o su fragmento mediante su administracién a un mamifero no humano (por ejemplo, ratén,
conejo, cabra, oveja o caballo), la composicién inmune descrita anteriormente y el aislamiento a partir del anticuerpo
de mamifero que se une a Globo H o su fragmento.

El Globo H u otros glicanos descritos en la presente descripcion se conjuga a una proteina vehiculo, tal como DT-
CRM197. A continuacién, se puede mezclar con un adyuvante, tal como C34, y opcionalmente un vehiculo
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, una solucidon salina tamponada con fosfato, o una solucion de
bicarbonato) para formar una composicién inmune (por ejemplo, una vacuna) a través de métodos convencionales.
Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. Nos. 4.601.903; 4.599.231; 4.599.230; y 4.596.792. La composicion
puede prepararse como soluciones inyectables, tales como liquidas, o emulsiones y el vehiculo se selecciona con
respecto al modo y a la via de administracion, asi como con respecto a la practica farmacéutica estandar. Los
vehiculos adecuados farmacéuticos y diluyentes, y las necesidades farmacéuticas para su uso, se describen en el
Pharmaceutical Sciences de Remington. La composicion inmune contiene preferiblemente a-GalCer como
adyuvante. Otros ejemplos de adyuvante incluyen, pero no se limitan a, una toxina del cdlera, enterotoxina termolabil
(LT) de Escherichia coli, liposomas, complejo inmunoestimulante (ISCOM) o secuencias inmunoestimulantes de
oligodesoxinucledtidos (ISS-ODN). La composiciéon también puede incluir un polimero que facilite la entrega en vivo.
Véase Audran R. et al. Vaccine 21: 1250-5, 2003; y Denis-Mize et al. Cell Immunol, 225: 12-20, 2003. Cuando sea
necesario, puede contener ademas cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o
emulsionantes, o agentes tamponantes del pH para mejorar la capacidad de la composicién para provocar
respuestas inmunes contra el resto de aztcar en Globo H o su fragmento. La composicion inmune descrita en este
documento se puede administrar por via parenteral (por ejemplo, inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea o
inyeccion intramuscular). Alternativamente, pueden ser deseables otros modos de administracion, incluyendo
supositorios y formulaciones orales. Para los supositorios, los aglutinantes y vehiculos pueden incluir, por ejemplo,
polialquilenglicoles o triglicéridos. Las formulaciones orales pueden incluir los excipientes empleados normalmente
tales como, por ejemplo, calidades farmacéuticas de sacarina, celulosa, carbonato de magnesio y similares. Estas
composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de
liberacién sostenida o polvos y contienen del 10 al 95% de la composicion inmune descrita en este documento.

La composicién inmune descrita en este documento se puede administrar por via parenteral (por ejemplo, inyeccion
intravenosa, inyeccion subcutanea o inyeccién intramuscular). Alternativamente, pueden ser deseables otros modos
de administracion, incluyendo supositorios y formulaciones orales. Para los supositorios, los aglutinantes y vehiculos
pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos. Las formulaciones orales pueden incluir excipientes
empleados normalmente tales como, por ejemplo, calidades farmacéuticas de sacarina, celulosa, carbonato de
magnesio y similares. Estas composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras,
capsulas, formulaciones de liberacion sostenida o polvos y contienen del 10 al 95% de la composicidon inmune
descrita en este documento.

La composicién inmunoldgica se administra de una manera compatible con la formulacion de dosificacion y en una
cantidad que sea terapéuticamente eficaz, protectora e inmunogénica. La cantidad a administrar depende del sujeto
a tratar, incluyendo, por ejemplo, la capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos vy, si es
necesario, para producir una respuesta inmune mediada por células. Las cantidades precisas de ingrediente activo
requeridas para ser administradas dependen del juicio del médico. Sin embargo, intervalos de dosificacion
adecuados son facilmente determinables por cualquier experto en la técnica. Los regimenes adecuados para la
administracion de las dosis de refuerzo e iniciales son también variables, pero pueden incluir una administracion
inicial seguida de administraciones posteriores. La dosificacion de la vacuna también puede depender de la via de
administracion y varia de acuerdo con el tamafio del huésped.

La composicion inmune de esta invenciéon también se puede utilizar para generar anticuerpos en animales para la
produccion de anticuerpos, que pueden utilizarse tanto en el tratamiento como en el diagndstico del cancer. Los
métodos para fabricar anticuerpos y fragmentos monoclonales y policlonales de los mismos en los animales (por
ejemplo, ratén, conejo, cabra, oveja o caballo) son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
(1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York. El término "anticuerpo” incluye
moléculas intactas de inmunoglobulina, asi como fragmentos de las mismas, tales como Fab, F(ab")2, Fv, scFv
(anticuerpo de cadena sencilla), y dAb (anticuerpo de dominio; Ward, et al., (1989) Nature, 341, 544).

Globo H-DT-CRM 197 y vacunas relacionadas

Se sintetizaron Globo H y sus fragmentos mediante los métodos descritos en este documento. Para la conjugacion
de proteinas, se incub6 el semi-éster de Globo H purificado con proteinas portadoras individuales como se muestra
en la figura 14.

Los conjugados de proteina-Globo H se caracterizaron por analisis de MALDI-TOF para determinar el numero de
moléculas de Globo H en cada proteina portadora. EI nimero medio de la incorporacion de Globo H aparece en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Andlisis MALDI-TOF de la incorporacion de Globo H.

Ref. PMdela Despuésde la Incorporacion Porcentaje de
proteina glicosilacion® media (n) carbohidratos
GH-BSA 66431 66449 76029 8 14,4%
GH-DT 58472 58326 62138 2~4 6,8%
GH-TT 150682 155609 162902 6 4,5%
GH-KLH* 8,6 x 10° ~ 700 14,7%
GH-bambu 25 kD x 1600 N.D.

¥Pico m/z en MALDI-TOF; N.D.: no determinado; *GH-KLH fue proporcionado por Optimer Inc.

El conjugado KLH-GH mostré el mayor nimero en la incorporacién de Globo H, sobre todo debido al mayor tamario
y al mayor numero de restos Lys de la KLH. El mismo procedimiento de acoplamiento usando el enlazante p-
nitrofenilo se aplicé también al virus del mosaico de bambu que contiene mas de 100.000 restos de lisina en el
revestimiento del virus. Sin embargo, la inestabilidad del virus, cuando reacciona en tampon fosfato de sodio (pH =
7,2) a 4°C es una preocupacion importante para un desarrollo adicional. Ademas, el GH-16 BaMV limita su deteccion
por analisis MALDI-TOF debido a su enorme tamafio.

El Globo H sintético y los fragmentos truncados (Fig. 1) se unen con un enlazante de pentilamina en los extremos
reductores y son covalentemente inmovilizados sobre el portaobjetos de vidrio revestido con NHS. Nueve de los
once oligosacaridos fueron seleccionados para ser impresos en la micromatriz.

Cada portaobjetos de micromatrices fue observado con 50 uM de nueve analogos de Globo H (SSEA-4, GH, Gb5,
Gb4, Gb3, Gb2, BB4, BB3 y BB2), respectivamente en 12 repeticiones.

Para validar los hidratos de carbono en la micromatriz, se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratén (VK9 y
MBR1 para Globo H y anti-SSEA-3) y los respectivos anticuerpos secundarios (IgG e IgM anti-raton de cabra) se
utilizaron para examinar la especificidad de unién, y los resultados se muestran en la figura 2A-2C. Los datos
sugirieron que VK9 y MBR1 ambos reconocian a Globo H y al tetrasacarido exterior de BB4, aunque MBr1 también
reconoci6 a BB3 ligeramente. Ademas, el anticuerpo anti-SSEA-3 reconoce especificamente al antigeno de SSEA-3
(Gb5) sin ninguna reactividad cruzada. Los resultados indicaron que la micromatriz de Globo H se podria emplear
para el perfil de especificidad y para la potencia de los anticuerpos policlonales de ratones inmunizados.

Como se dijo anteriormente, la inmunizacién de ratones con una vacuna totalmente sintética de Globo H co-
administrada con QS-21 dio como resultado la generacion de anticuerpos contra las células de cancer de mama
humano; sin embargo, los anticuerpos de ratén son principalmente IgM, incluso después de varias exposiciones a
vacunas. (Ragupathi G, et al. (1997) Angew Chem Int Ed 36: 125-128).

Un grupo de ratones fueron inmunizados con 1 pg de conjugados sintéticos de Globo H con o sin el adyuvante
glicolipido, a-GalCer (C1) por via subcutanea. Se encontré que GH-KLH, GH-DT y GH-BV son los inmundgenos mas
eficaces para la induccion de IgM, seguido de GH-TT y GH-BSA, como se resume en la figura 3A, y a-GalCer es
capaz de estimular la respuesta inmune para inducir altos niveles de anticuerpos de IgM. Una tendencia similar se
observo también en los anticuerpos IgG de ratén (Fig. 3B), y los niveles de IgG relativos fueron mas altos que los
niveles de IgM. En resumen, a pesar de la densidad de hidratos de carbono inferior del glicoconjugado sintético, GH-
DT presentaba una inmunogenicidad similar a GH-KLH, y el adyuvante a-GalCer fue mostrado que mejoraba la
respuesta inmune.

Ya que se ha demostrado que B-GalCer es un adyuvante eficaz para GH-DT, se examinaron otros glicolipidos con
mejor actividad adyuvante que C1 como se muestra en la figura 4. Se inmunizaron grupos de ratones con GH-DT y
GH-BV con o sin glicolipidos. Se obtuvieron los sueros y se introdujeron en el andlisis de micromatrices de glicanos.
En general, los titulos de IgG de Globo H anti-ratén aumentaron cuando la inmunizacién procedia pero los niveles de
IgM eran casi independientes de los tiempos de vacunacion (Fig. 5). Entre los grupos vacunados con GH-BV, no hay
diferencia significativa en el nivel de IgM entre el tratamiento glicolipido-vacuna y la vacuna sola. Aunque los
resultados sugieren que GH-BV en combinacion con glicolipido no era un régimen de inmunizacion eficaz, la pobre
inmunogenicidad puede ser consecuencia de la caracteristica inestable de BaMV. Sin embargo, los analogos de a-
GalCer, especialmente 7DW8-5 cooperaron bien con GH-DT para inducir la respuesta inmune del raton.

Curiosamente, los anticuerpos de I1gG de ratén policlonales generados por GH-DT y diversos adyuvantes glicolipidos
no solo neutralizan Globo H sino que también una reaccion cruzada con GB5, SSEA-4 y Gb4 y C34 (Fig. 6) parece
ser el adyuvante glicolipido mas eficaz (Fig. 7). Con el fin de buscar una nueva composicién de vacuna que pueda
inducir un titulo de IgG de IgM mucho mas alto, se probaron el conjugado Globo H-DT y el glicolipido C1 0 C34 o el
adyuvante comercialmente disponible AIPO;, (fosfato de aluminio) o MF59.
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Sorprendentemente, Globo H-DT con el glicolipido C34 induce anticuerpos de IgG casi exclusivamente después de
la 32 vacunacion (Fig. 7). Para resumir, el nuevo adyuvante glicolipido 7DW8-5 combinado con conjugados de GH-
DT fue capaz de mejorar tanto los anticuerpos de IgG como de IgM de anti-Globo H, y el adyuvante glicolipido C34
combinado con GH-DT puede inducir un titulo de anticuerpo de IgG mucho mas alto que IgM. También exhiben una
diversa afinidad de union frente a los antigenos SSEA-3 (GB5) y SSEA 4, ambos expresados especificamente en la
superficie de las células madre de cancer de mama.

Con el fin de comparar aun mas el efecto de diferentes adyuvantes glicolipidos en la vacuna Globo H, se
inmunizaron siete grupos de ratones con GH-KLH. Los resultados sugieren que los ratones vacunados con
glicolipidos indujeron niveles mas altos de anticuerpos anti-Globo H (Fig. 8). Aunque MF59 sea un adyuvante fuerte,
no puede colaborar con GH-KLH para inducir anticuerpos contra Globo H. El AIPO, (fosfato de aluminio) tampoco
mostré ningun efecto evidente en la induccion de anticuerpos. Por otro lado, GH-KLH junto con C34 mostré una
inmunogenicidad superior, después de la primera y segunda vacunacién, pero no mostré ninguna diferencia
significativa en C1 después de la tercera vacunacion. En general, estos hallazgos sugieren el potencial de los
nuevos derivados de glicolipidos como adyuvantes para vacunas basadas en hidratos de carbono.

La naturaleza de la respuesta inmune celular y humoral esta influenciada no solo por las combinaciones de
antigenos y adyuvantes, sino también por el vehiculo y la via de inmunizacién. Como se describe en Sesardic y col.,
DT-CRM197, una toxina mutante carente de actividad téxica induce la proliferacion de células T especificas de
antigeno y eleva la produccion de esplenocitos de IL-2, IFN-y e IL-6, lo que sugiere su papel en la ruta dirigida de
Th1 (Miyaji E S et al. (2001) Infect Immun 69: 869-874; Godefroy S, et al. (2005) Infect Immun 73: 4803 a 4809;
Stickings P, et al. (2008) Infect Immun 76: 1766-1773). A pesar de que el perfil de citoquina era predominantemente
Th1, las subclases de anticuerpos anti-CRM197 eran IgG1 sin IgG2a detectable, lo que sugiere una respuesta mixta
Th1/Th2. Estos resultados llevaron a la evaluacion del perfil de isotipo de anticuerpo de las vacunas Globo H, y los
presentes estudios mostraron que la GH-DT o GH-KLH en combinacion con adyuvantes glicolipidos indujeron
principalmente el anticuerpo de IgG1 con una cantidad traza de IgG2a (Fig. 9).

A pesar del hecho de que los adyuvantes glicolipidos mejoran la secrecion de citoquinas Th1 sesgadas cuando se
administran solos por via intravenosa (i.v.), no se observé el cambio de clase de anticuerpos (IgG2a). En general, los
glicolipidos desempefian un papel central en la mejora de la respuesta inmune tanto celular como humoral.

Vacunas contra el cancer de Globo H, SSEA-3 y SSEA-4

Se sintetizaron y se analizaron SSEA-3 (Gb5) y SSEA-4 conjugados con DT. Después de la 32 vacunacion, los
titulos de anticuerpos de IgM e IgG se compararon y se encontré que SSEA-3-DT y SSEA-4-DT también indujeron
un titulo mucho mas alto de IgG que de IgM (Fig. 10).

Ya que GH-DT y C34 indujeron anticuerpos para reconocer Globo H, GB5 y SSEA-4, la especificidad de vacunas de
SSEA-3-DT y SSEA-4-dT en presencia de adyuvantes que utilizan una matriz de 24 glicanos fue examinada con
especial atencion en el estudio de la IgG (Fig. 11).

Como se muestra en la figura 12, los ratones inmunizados con anticuerpos inducidos por el adyuvante DT y C34 de
Globo H que pueden reconocer Globo H, SSEA-3 (Gb5) y SSEA-4 con alta selectividad, y la vacuna de SSEA-3-DT
con el adyuvante MF59 inducen una respuesta inmune alta con baja selectividad. Por otro lado, SSEA-3-DT
combinado con el adyuvante C34 solamente indujo anticuerpos contra Globo H, SSEA-3 y SSEA-4.

Curiosamente, SSEA-4-DT (sialil-Gb5) en presencia o ausencia de adyuvantes indujo anticuerpos IgG e IgM que
reconocen especificamente a SSEA-4 y a sus estructuras truncadas (SSEA-4 con eliminacion de lactosa de cabeza).
Sin estar ligado por la teoria, se postula que el acido sidlico es altamente inmunogénico y que induce una respuesta
inmune altamente especifica.

La inmunizacién de ratones con anticuerpos SSEA-3-DT-C34-inducidos reactivos con Globo H, SSEA-3 y SSEA-4,
que sugiere que una vacuna basada en Globo H puede dirigirse a las células tumorales y a las células madre de
cancer de mama que expresan Globo H, SSEA-3 y SSEA-4.

La inmunizacién de ratones con Globo H-DT-C34 indujeron anticuerpos reactivos con Globo H, SSEA-3 y SSEA-4, lo
que sugiere que una vacuna basada en Globo H puede dirigirse a las células tumorales y a las células madre de
cancer de mama que expresan Globo H, SSEA-3 y SSEA-4.

La inmunizacion de ratones con SSEA-4-DT indujo anticuerpos reactivos con SSEA-4, lo que sugiere que una
vacuna basada en SSEA-4-DT puede dirigirse a las células tumorales y a las células madre de cancer de mama que
expresan SSEA-4.

Reduccién del tamaio del tumor con vacunas contra el cancer

A fin de evaluar directamente la eficacia de las vacunas de glicoconjugados sintéticos, los tamafios de los tumores
se midieron tres veces por semana, como se muestra en la figura. 13. En general, el tumor crece 2 semanas
después de la inyeccion con 4T1, llevando la linea celular de cancer de mama un Globo H. Todos los grupos
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vacunados junto con adyuvantes glicolipidos seguian mostrando una progresion tumoral comparativa menor en
comparacion con GH-DT solo y el control de PBS el dia 24. Los datos sugieren que la vacunacion con GH-DT y un
adyuvante glicolipido retrasaba en algun grado la progresion tumoral in vivo.

Expresion de SSEA-3 y SSEA-4 en cancer de mama y CMCM

Se ha demostrado la expresion de Globo H en las CMCM, pero a una frecuencia menor que las no CMCM, y una
mayor frecuencia de la expresion de SSEA-3 de que la expresion de Globo H en cancer de mama y CMCM. (Chang
W-W et al, (2008) Proc Natl Acad Sci USA 105 (33): 11667-11672, incorporada en este documento por referencia en
su totalidad).

Las caracteristicas clinicas de 35 pacientes con cancer de mama en los cuales se midieron la expresién de SSEA-3
0 SSEA-4 se resumen en la Tabla 2. La mediana de edad fue de 48 afios (rango de 31 a 82 afios). Consistian en 1
en estadio 0, 10 en estadio |, 19 en estadio Il y 5 en estadio Ill. La mayoria de las muestras de tumor tenian la
patologia de carcinoma ductal infiltrante (80,0%), con un 51,4% positivo para RE y un 65,7% positivo para el
compromiso de los ganglios. En la Tabla 2, los intervalos de la expresion de SSEA-3 o SSEA-4 estan representados
por el porcentaje de células positivas dentro de las células totales de cancer. Se utilizé una prueba t para el analisis
estadistico de la expresion de SSEA-3 o SSEA-4 en relacion con HER-2 o el estado de implicaciéon nodal. La
expresion de HER-2 se determind por inmunohistoquimica. No hubo correlacidon significativa entre el nivel de
expresion de SSEA-3 o SSEA-4 en los tumores y diversos factores clinico-patolégicos, tales como el estadio (SSEA-
4: P =0,3498; SSEA-3: P =0,9311), o HER-2 (SSEA-4: P = 0,0142; SSEA-3: P = 0,0128) (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con cancer de mama.

Caracteristica No. % SSEA4 valor SSEA3 valor
Pacientes que participaron 35 100 = =
Edad, afos

mediana 48

Intervalo 31-

R2

Tipo de tumor

Carcinoma ductal infiltrante 28 80,0

Carcinoma infiltrante lobular 1 2,8

Carcinoma ductal in situ 1 2,8

Carcinoma medular 1 2,8

Carcinoma medular atipico 1 2,8

Carcinoma metaplasico 2 6,0

Carcinoma inflamatorio 1 2,8

Estadio 0,7880 0,9311
0 1 29 33,1(33,1) 1,4 (1,4)

I 10 28,6 41,4 (0,5-69,1) 36,4 (0,0-55,9)

I 19 54,3 39,3 (0,0-77,1) 30,9 (0,0-66,4)

Il 5 14,2 49,8 (7,7-70,7) 32,3 (0,0-36,1)

Compromiso de los ganglios 0,0322 0,4925
Negativo 23 65,7 37,8 (0,0-69,1) 30,9 (0,0-66,4)

Positivo 12 343 491 (17,4-77,1) 35,8 (0,0-60,7)

ER 0,0142 0,0128
Negativo 18 51,4 36,2 (0,5-60,3) 29,7 (0,0-38,6)

Positivo 17 48,6 48,5(0,0-77,1) 40,0 (0,0-66,4)
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Las células tumorales primarias, aisladas de los pacientes incluidos, por digestion enzimatica, se tifieron con
anticuerpos especificos para células CD45, CD24, CD44, y CD45" fueron cerradas primero para eliminar los
leucocitos. Para comparar la expresion de SSEA-3 o SSEA-4 entre las CMCM y las no CMCM, fueron separadas
células tumorales CD45" ain mas en CMCM y no CMCM en base a sus expresiones de marcadores de superficie.
Las CMCM fueron identificadas como células CD45/CD24/CD44"; el resto de la CD45 poblacién fueron
consideradas como no CMCM.

Usando este enfoque, la expresion de SSEA-3 o SSEA-4 en las CMCM y en las no CMCM se evalud en 35 muestras
de tumores. En general, se detecté SSEA-4 en 34/35 (97,1%) y SSEA-3 en 27/35 (77,1%) de los tumores (Tabla 3).
La expresion de SSEA4 o SSEA3 se determind por citometria de flujo. Las CMCM se definieron como células CD45
CD24  CD44" y las no CMCM se definieron como las poblaciones restantes de células CD45". El intervalo se calculd
como porcentaje de células positivas en las células totales.

Tal como se resume en la Tabla 3, entre las muestras de 27/35 (77,1%) que expresan SSEA-3, el porcentaje de
células positivas varié de 1,4% a 66,4%. Las no CMCM aisladas de 25/35 tumores expresaron SSEA-3, estando el
porcentaje de células positivas de 24,3% a 70,4%. En comparacion, las CMCM de 23 de 35 tumores (65,7%)
mostraron tincion positiva para SSEA-3, siendo el porcentaje de células positivas de 5,0% a 58,4%.

Entre las muestras 34/35 (97,1%) que expresan SSEA-4, el porcentaje de células positivas varié de 0,5% a 77,1%.
Las no CMCM aisladas de 32/35 tumores expresaron SSEA-4, siendo el porcentaje de células positivas de 24,0% a
78,1%. En comparacion, las CMCM de 31 de 35 tumores (88,6%) mostraron tincion positiva para SSEA-4, siendo el
porcentaje de células positivas de 5,6% a 83,6%.

Tabla 3. Comparacion de la expresion de SSEA4 y SSEA3 en CMCM y no CMCM

Poblacion de N°. de pacientes Positivo
glicanos

Ne°. Tanto por ciento de células con % del

expresion mediana (intervalo) total

SSEA-4
Total 35 34 41,4 (0,5-77,1) 97,1
No CMCM 35 32 43,7 (4,0-78,1) 91,4
CMCM 35 31 37,1 (5,6-83,6) 88,6
SSEA-3
Total 35 27 36,4 (1,4-66,4) 77,1
No CMCM 35 25 40,5 (24,3-70,4) 71,4
CMCM 35 23 24,3 (5,0-58,4) 65,7

Expresion de SSEA-4 en CMCM

Para comparar la expresion de SSEA-4 entre las CMCM y no las CMCM, fueron separadas células tumorales CD45
aun mas en CMCM y no CMCM en base a sus expresiones de los marcadores de superficie. Las CMCM fueron
identificadas como células CD457/CD247/CD44"; el resto de la poblacién CD45" fue considerada como no CMCM. La
expresion de SSEA-4 dentro de cada una de estas dos poblaciones cerradas varié entre las muestras de tumor
como se muestra en la figura 15. Por ejemplo, las CMCM del paciente BC0264, que representaban el 5,7% del total
de las células tumorales aisladas, fueron negativas para SSEA-4, mientras que el 60,3% de las no CMCM expreso6
SSEA-4. Para el paciente BC0266, se detectd la expresion de SSEA-4 en 59,4% de las no CMCM vy el 55,7% de las
CMCM. Para el paciente BC0313, se detecto la expresion de SSEA-4 en el 32,4% de las no CMCM vy el 83,6% de
las CMCM. En total, se detecté SSEA-4 en 34/35 muestras (97,1%) ensayadas con el porcentaje de células positivas
que van desde 0,5% a 77,1%). (Tabla 32).

Expresion de SSEA-3 y SSEA-4 en tejidos normales

Usando micromatrices de tejidos, la expresion de SSEA-4 se analiz6 entre 20 érganos diferentes por tincion
inmunohistoquimica, como se muestra en la Tabla 4 (E, epitelial; C, tejido conectivo).
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Tabla 4. Expresion de SSEA-4 en tejidos normales

Tejido normal Antigeno
SSEA4

Cerebro 0/5

Hueso 0/5

Ganglios linfaticos 0/5

E C
Mama 1/5 0/5
Colon* 2/4 0/4
Esofago 0/5 0/5
Intestino 5/5 0/5
RiAdén 2/5 0/5
Higado 0/5 0/5
Pulmoén 1/5 0/5
Ovario 1/5 0/5
Pancreas 1/5 0/5
Prostata 0/5 0/5
Recto 5/5 0/5
Piel 0/5 0/5
Bazo 0/5 0/5
Estébmago 4/5 0/5
Testiculos 4/5 0/5
Glandula timo 1/5 0/5
Cérvix uterino 1/5 0/5

SSEA-4 se expresa en las células epiteliales de diversos tejidos glandulares, tales como el de mama, colon, tracto
gastrointestinal, rifidn, pulmén, ovario, pancreas, recto, estdmago, testiculos, timo y cuello uterino (Tabla 4).
Ademas, en una manera similar a Globo H y SSEA-3 (Chang WW et al, (2008) Proc Natl Acad Sci USA 105 (33):
11667-11672), la expresion de SSEA-4 se limita principalmente al citoplasma o a la superficie apical de las células
epiteliales que eran esencialmente inaccesibles para el sistema inmunitario, como se muestra en la figura 16.

En comparacion, se expresa Globo H en las células epiteliales de diversos tejidos glandulares, tal como el de mama,
tracto gastrointestinal, pancreas, prostata y cuello uterino. La distribucion de SSEA3 es similar a la de Globo H
excepto por su ausencia en tejidos normales de mama, pero su presencia en rifién, recto, testiculos y timo, que
fueron negativos para Globo H (Chang WW. Et al., (2008) Proc Natl Acad Sci USA 105 (33): 11.667-11.672).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invenciéon. Se debe apreciar por
los expertos en la técnica que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas
por el inventor para funcionar bien en la practica de la invencion, y por lo tanto pueden considerarse que constituyen
modos preferidos para su practica. Sin embargo, los expertos en la técnica deberian, a la luz de la presente
descripcion, apreciar que pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones especificas que se describen y
todavia obtener un resultado parecido o similar sin apartarse del espiritu ni del alcance de la invencion.

Métodos generales, materiales e instrumentacion

Materiales
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Se utilizaron disolventes y reactivos comerciales tal como se recibieron sin purificacion adicional y fueron adquiridos
en Sigma-Aldrich, Acros, Merck, Echo Chemical y Senn Chemical. El anticuerpo monoclonal Mbr1 se adquirié de
productos bioquimicos ALEXIS, los anticuerpos de IgG anti-raton Cy3-conjugado (IgG, IgG1 y IgG2a) y IgM eran de
Jackson Immuno Research. La proteina DT-CRM197 y el toxoide tetanico se compraron en Merck y Adimmune,
respectivamente. El adyuvante de gel de fosfato de aluminio (AIPO,) se adquirié en Brenntag Biosector. El virus del
bambu y el anticuerpo monoclonal VK9 se prepararon en el laboratorio del Dr. Lin y del Dr. Yu, respectivamente. Los
derivados de los glicolipidos se sintetizaron y fueron proporcionados por el laboratorio del Dr. Wong.

Métodos generales

Los tamices moleculares (MS, AW-300) utilizados en las glicosilaciones se trituraron y se activaron antes de su uso.
Las reacciones se controlaron con placas de TLC analiticas (gel de silice 60 de PLC, F254, 2 mm, Merck) y se
visualizaron con luz UV (254 nm) o por tinciéon con p-anisaldehido. La cromatografia en columna ultrarrapida se
realizé sobre gel de silice (de 40 a 63 micras) o LiChroprep RP18 (40-63 micras). La membrana de dialisis (éster de
celulosa, MCCO = 10.000) se lavo con ddH;0 antes de su uso.

Instrumentacion

La resonancia magnética nuclear de protones ("H RMN), la resonancia magnética nuclear de carbono ('*C RMN) se
registraron con espectrometros de RMN de Bruker Avance 600 (600 MHz / 150 MHz). Los desplazamientos
quimicos de los protones se reportan en ppm (escala 0) y se hace referencia al tetrametilsilano (d = 0). Los
desplazamientos quimicos de carbono también se expresan en partes por millén (ppm, & escala). DTO 135 (mejora
de la distorsion menos por transferencia de polarizacion) se emplea para la determinacion de la multiplicidad. Los
datos se representan como sigue: desplazamiento quimico, multiplicidad (s = singlete, d = doblete, t = triplete, q =
cuartete, m = multiplete, br = ancho), la integracion y la constante de acoplamiento (J) en Hz. Los espectros de
masas de alta resolucion se obtuvieron por BioTOF Il y MALDI-TOF MS fue empleada por Ultraflex Il TOF/TOF200.

Ejemplo 1
Sintesis de Globo H conjugado con diferentes proteinas portadoras

Globo H (1; véase la Fig. 11) y sus fragmentos 2-10 se sintetizaron mediante el uso de una estrategia con un
recipiente programable (Huang C-Y, et al. (2006) Proc Natl Acad Sci USA 103: 15-20). La reaccion de 1 se llevo a
cabo con un enlazante homobifuncional eficiente en soluciéon de DMF anhidro a temperatura ambiente (Wu X, et al.
(2004) Org Lett 6: 4.407 hasta 4410; Wu X, Bundle DR (2005) J Org Chem 70: 7381-7388). La reaccion se controlo
facilmente por TLC. Una vez se produjo la desaparicion de la amina libre con un producto de Rf mayor, la mezcla de
reaccion se evaporo6 para eliminar el DMF y se lavo con diclorometano y agua para eliminar la cantidad en exceso de
enlazante. Finalmente, el producto se purificdé por cromatografia en columna de fase inversa (C18) y se eluyd
gradualmente con agua que contenia acido acético al 1% a metanol al 40% en agua. La solucién se sometié a
liofilizaciéon para producir el producto de color amarillo claro 12. Por ultimo, para la conjugacion de proteinas, el semi-
éster purificado de Globo H 12 (de 30 a 40 equiv) se incubd con proteinas individuales portadoras en tampon fosfato
(10 mM, pH 7,2) durante 24 horas a temperatura ambiente (Fig. 14). Es importante destacar que la concentracion de
proteina debe ser ajustada a ~5 mg/mL para maximizar el acoplamiento de los restos de lisina con el semi-éster de
Globo H. Después de 24 h, se diluyeron los glicoconjugados y se dializaron contra agua desionizada para eliminar el
resto del grupo de p-nitrofenilo. La solucion se sometié a liofilizacion hasta obtener un polvo blanco que proporcioné
13,14y 15.

Los conjugados de proteina-Globo H se caracterizaron por analisis de MALDI-TOF para determinar el numero de
moléculas de Globo H en cada proteina portadora. El nimero medio de la incorporacién de Globo H se enumera en
la Tabla 1 que se muestra mas arriba.

Los glicoconjugados 13, 14, 15 se disolvieron en ddH;O para dar una concentracion final en torno a 1 pmol/pl. El
acido sinapinico fue seleccionado como una matriz y se mezcld con acetonitrilo recién preparado y agua desionizada
(1:1 v/v) para hacer que la concentracion de la matriz final 10 mg/ml incluyendo 0,1% de TFA. Cada muestra se
detectd en un modo positivo lineal para obtener el espectro de m/z. El peso molecular de cada glicoconjugado se
determiné por m/z. El glicoconjugado 14 mostré6 una heterogeneidad, lo que indica un promedio de 2~4
incorporaciones. El conjugado KLH-GH mostré el mayor numero de incorporacion de Globo H, sobre todo debido al
mayor tamafio y mas restos de Lys de KLH. EI mismo procedimiento de acoplamiento usando el enlazante de p-
nitrofenilo se aplicé también al virus del mosaico de bambl que contiene mas de 100.000 restos de lisina en la
cubierta del virus. Sin embargo, la inestabilidad del virus, cuando reacciona en tampdn fosfato de sodio (pH =7,2) a
4°C es una preocupacion importante para el desarrollo adicional. Ademas, el GH-BaMV 16 limita su deteccion por
analisis MALDI-TOF debido a su enorme tamafio. Por ultimo, los glicoconjugados liofilizados fueron almacenados a -
30°C y se reconstituyeron con agua estéril antes de la inmunizacion.

Ejemplo 2: Fabricacion de micromatrices de glicano y validacion

El Globo H sintético y los fragmentos truncados (Fig. 1) se unen con un enlazante de pentilamina en los extremos
reductores y se inmovilizan covalentemente sobre el portaobjetos de vidrio revestido de NHS. Nueve de los once

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2570 630 T3

oligosacaridos fueron seleccionados para ser impresos en la micromatriz. Se ensayaron concentraciones en serie de
oligosacaridos (1, 5, 10, 20, 40, 50, 80, 100 uM) para optimizar la intensidad de fluorescencia y la afinidad de union.
Cada portaobjetos de micromatrices fue detectado con 50 uM de nueve analogos de Globo H (SSEA-4, GH, GB5,
Gb4, Gb3, GB2, BB4, BB3 y BB2), respectivamente en 12 repeticiones. Después de la reaccion en 80% de humedad
ambiente, los portaobjetos se almacenaron a temperatura ambiente en desecadores antes de su uso.

Para validar los hidratos de carbono en la micromatriz, los anticuerpos monoclonales de ratén (VK9 y MBR1 para
Globo H, y anti-SSEA-3) y los respectivos anticuerpos secundarios (IgG e IgM de cabra anti-ratén) se utilizaron para
examinar la especificidad de unién y los resultados se muestran en las figuras 2A-2C. Los datos sugieren que tanto
VK9 como MBR1 ambos reconocieron Globo H y el tetrasacarido exterior BB4, aunque MBr1 también reconocié BB3
ligeramente (Gilewski T et al. (2001) Proc Natl Acad Sci USA 98: 3270 a 3.275; Huang C-Y, et al. (2006) Proc Natl
Acad Sci USA 103: 15-20). Ademas, el anticuerpo anti-SSEA-3 reconoce especificamente el antigeno de SSEA-3
(GB5) sin ninguna reactividad cruzada. Los resultados indicaron que la micromatriz de Globo H se podria emplear
para el perfil de especificidad y para la potencia de los anticuerpos policlonales de ratones inmunizados.

Ejemplo 3. Inmunizacion de ratones

En este estudio, un grupo de ratones se inmuniz6 con 1 pg de conjugates sintéticos de Globo H (GH) con o sin el
adyuvante glicolipido, a-GalCer (C1) por via subcutanea. Diez dias después de tres vacunaciones a intervalos
semanales, se recogieron los sueros de ratones y posteriormente se introdujeron en la micromatriz de glicano para
evaluar los niveles de anticuerpos. Se encontré que GH-KLH, GH-DT y GH-BV son los inmunégenos mas eficaces
para la induccion de IgM, seguido de GH-TT y GH-BSA como se resume en la figura 3A, y a-GalCer es capaz de
estimular la respuesta inmune para inducir altos niveles de anticuerpos de IgM. Una tendencia similar se observé
también en los anticuerpos de IgG de raton (Fig. 3B) y los niveles de IgG relativos fueron mas altos que los niveles
de IgM. En resumen, a pesar de la inferior densidad de hidratos de carbono del glicoconjugado sintético, GH-DT
presentaba una inmunogenicidad similar a GH-KLH, y el adyuvante a-GalCer fue mostrado que mejoraba la
respuesta inmune.

Ya que C1 se demostré que era un adyuvante eficaz para GH-DT, otros glicolipidos con mejor actividad adyuvante
de C1 se examinaron como se muestra en la figura 4. (Fujio M, et al. (2006) J Am Chem Soc 128: 9022 a 9023).

Los grupos de ratones se inmunizaron por via intramuscular con 1,6 ug de GH-DT y GH-BV con o sin 2 pg de
glicolipidos dos veces a la semana. Se obtuvieron sueros dos semanas después de la tercera vacunacion y se
introdujeron en el analisis de micromatrices de glicano. En general, los titulos de IgG de anti-Globo H de ratén
aumentaron segun procedia la inmunizacion, pero los niveles de IgM fueron casi independientes de los tiempos de
vacunacion (Fig. 5). Entre los grupos vacunados con GH-BV, no hubo diferencia significativa en el nivel de IgM entre
el tratamiento con glicolipido-vacuna y la vacuna sola. Aunque los resultados sugieren que GH-BV en combinacion
con glicolipido no era un régimen de inmunizacién eficaz, la pobre inmunogenicidad puede ser consecuencia de la
caracteristica inestable de BaMV. Sin embargo, los analogos de a-GalCer, especialmente 7DW8-5, cooperaron bien
con GH-DT para inducir la respuesta inmune del raton.

Curiosamente, los anticuerpos policlonales de IgG de ratén generados por GH-DT y diversos adyuvantes glicolipidos
no solo neutralizan Globo H sino que también reaccionan de forma cruzada con GB5, SSEA-4 y Gb4 (Fig. 6) y C34
parece ser el mas eficaz (Fig. 6). Con el fin de buscar una nueva composiciéon de vacuna que pueda inducir mucho
mas alto titulo de IgG que de IgM, se probaron el conjugado de Globo H-DT y el glicolipido C1 o C34 y el adyuvante
AIPO, (fosfato de aluminio) comercialmente disponible o MF59. Sorprendentemente, Globo H-DT con el glicolipido
C34 puede inducir anticuerpos IgG después de la 32 vacunacion (Fig. 7). En resumen, el nuevo adyuvante glicolipido
7DW8-5 combinado con conjugados de GH-DT fue capaz de mejorar tanto IgG como IgM anti-Globo H, y el
adyuvante glicolipido C34 combinado con GH-DT pueden inducir un titulo de anticuerpo de IgG mucho mas alto que
IgM. También exhiben diversa afinidad de union frente a los antigenos GB5 y SSEA 4, ambos expresados
especificamente en la superficie de las células madre de cancer de mama.

Con el fin de comparar aun mas el efecto de diferentes adyuvantes glicolipidos en la vacuna de Globo H, fueron
inmunizados siete grupos de ratones con GH-KLH. Los resultados sugieren que los ratones vacunados con
glicolipidos indujeron niveles mas altos de anticuerpos anti-Globo H (Fig. 8). Aunque MF59 es un adyuvante fuerte
que no pudo colaborar con GH-KLH para inducir anticuerpos contra Globo H. AIPO4 (fosfato de aluminio) tampoco
mostré ningun efecto evidente en la induccion de anticuerpos. Por otro lado, GH-KLH junto con C34 mostré una
inmunogenicidad superior, después de la primera y segunda vacunacién, pero no mostré ninguna diferencia
significativa en C1 después de la tercera vacunacion.

DT-CRM197, una toxina mutante carente de actividad téxica induce la proliferacion de células T especificas de
antigeno y eleva la produccion de esplenocitos de IL-2, IFN-y e IL-6, lo que sugiere su papel en la via Th1 dirigida.
(Miyaiji EN et al. (2001) Infect Immun 69: 869-874; Godefroy S, et al. (2005) Infect Immun 73: 4803 a 4809; Stickings
P, et al. (2008) Infect Immun 76: 1766-1773). A pesar de que el perfil de citoquina era predominantemente Th1, las
subclases de anticuerpos anti-CRM197 eran IgG1 sin IgG2a detectable, lo que sugiere una respuesta mixta de
Th1/Th2. Estos resultados llevaron a la evaluacion del perfil de isotipo del anticuerpo de las vacunas de Globo H, y
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los presentes estudios mostraron que GH-DT o GH-KLH en combinacion con adyuvantes glicolipidos indujeron
principalmente el anticuerpo de IgG1 con una cantidad traza de 1gG2a (Fig. 9).

A pesar del hecho de que los adyuvantes glicolipidos mejoran la secrecion de citoquinas Th1 sesgadas cuando se
administran solos por via intravenosa (i.v.), no se observé ningun cambio de clase de anticuerpos (IgG2a). En
general, los glicolipidos desempefian un papel central en la mejora de la respuesta inmune tanto celular como
humoral.

GB5 y SSEA-4 conjugados con DT también se sintetizaron mediante la misma estrategia. Después de la 32
vacunacion, el titulo de los anticuerpos de IgM e IgG se comparé y se encontré que GB5-DT y SSEA-4-DT inducian
también titulos mucho mas altos de IgG que de IgM (Fig. 10).

Ejemplo 4. Estudios de especificidad de los anticuerpos inducidos por la diferente composicion de la vacuna

Ya que GH-DT y C34 inducian anticuerpos para reconocer Globo H, GB5 (SSEA-3) y SSEA-4, la especificidad de
las vacunas SSEA-4-DT y SSEA-3-DT en presencia de adyuvantes utilizando una matriz de 24 glicanos con enfoque
en el estudio de IgG fueron examinados a continuacion (Fig. 11).

Como se muestra en la figura 12, los ratones inmunizados con Globo H-DT y el adyuvante C34 indujeron
anticuerpos que pueden reconocer Globo H, SSEA-3 (GB5) y SSEA-4 con alta selectividad, y la vacuna de SSEA-3-
DT con el adyuvante MF59 indujeron una alta respuesta inmune con baja selectividad. Por otro lado, SSEA-3-DT
combinado con el adyuvante C34 solamente indujo anticuerpos contra Globo H, SSEA-3 y SSEA-4.

Curiosamente, SSEA-4-DT en presencia o ausencia de adyuvantes indujeron los anticuerpos de IgG e IgM que
reconocen especificamente a SSEA-4 y sus estructuras truncadas (SSEA-4 con eliminacion de lactosa de cabeza).
Sin embargo, no esta claro el origen de la selectividad.

A fin de evaluar directamente la eficacia de las vacunas sintéticas de glicoconjugados, se midieron los tamarios de
los tumores tres veces por semana como se muestra en la figura. 13. En general, el tumor crece 2 semanas después
de la inyeccion con 4T1, una linea celular de cancer de mama que porta Globo H. Todos los grupos vacunados junto
con los adyuvantes glicolipidos seguian mostrando una progresién tumoral comparativa menor en comparacion con
GH-DT solo y el control de PBS en el dia 24. Los datos preliminares sugieren que la vacunaciéon con GH-DT y un
adyuvante glicolipido en efecto retrasaba en algun grado la progresion tumoral in vivo.

Ejemplo 5. Preparacion del semi-éster de Globo H

El semi-éster de Globo H se prepar6é como sigue:

HO OH HO _OH 4o OH

0 0 0
Ho%'ogﬁlogvj

o] NHAc
Fic’ g—'s/ ‘é,v g
OH 0
o N
OH 12 NN Y\/\)"\

HO

NO,

Semi-éster de Globo H (12)

La amina de Globo H 1 (5 mg, 4,54 umol) se disolvié en solucién de DMF anhidro. Después, se afiadio el enlazante
éster de p-nitrofenilo (8,8 mg, 22,7 umol) y se agité durante 1~3 horas a temperatura ambiente. La reaccion se
controlé por TLC (1% de AcOH en metanol) y prueba de ninhidrina. La desaparicion de la amina libre con un
producto de Rs mayor indica la finalizacion de la reaccion. La mezcla de reaccion se evaporé a presion reducida sin
calentar para eliminar el DMF, y después se extrajo con CH.Cl, y agua que contenia 1% de acido acético dos veces.
La solucidon acuosa se concentrd y purificd por cromatografia en columna de fase inversa (C18), y se eluyd
gradualmente con H;O que contenia 1% de acido acético para MeOH:H,O = 4:6. La solucion se sometid a
liofilizacion hasta obtener un producto sélido de color amarillo claro 12 (5,4 mg, rendimiento del 88%) "H RMN (600
MHz, D;0) 6 8,25 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 7,28 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 5,12 (d, 1H, J = 3,9 Hz), 4,79 (d, 1H, J = 3,7 Hz), 4,51
(d, 1H,J =7,7 Hz), 4,44 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 4,39 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 4,31-4,28 (t, 2H, J = 7,7 Hz), 04,15-04,11 (m,
2H), 3,99 (d, 1H, J = 2,0 Hz) , 3,92 (d, 1H, J = 2,8 Hz), 3,89-3,44 (m, 33H), 3,16 (t, 1H, J = 8,6 Hz), 3,10 (t, 2H, J =
6,7 Hz), 2,62 (t, 2H, J = 6,9 Hz), 2,20 (t, 2H, J = 66Hz) 1,93 (s, 3H), 1,62-1,49 (m, 4H) 1,54-1,48 (m, 2H), 1,45-1,40
(m, 2H), 1,30-1,24 (m, 2H), 1,11 (d, 3H, J = 6,5 Hz) ">C RMN (150 MHz, D,0) & 178,0, 176,1, 176,0, 156,9, 147,1,
127,3, 124,5, 105,7, 105,0, 103,7, 103,6, 102,2, 101,0, 80,5, 80,0, 78,9, 78,0, 77,8, 77,1, 76,7, 76,4, 76,3, 76,2, 75,2,
74,6, 73,8, 73,5, 72,5, 72,1, 71,8, 71,2, 70,9, 70,8, 70,1, 69,7, 69,5, 68,5, 62,6, 62,6, 62,0, 62,0, 61,7, 53,3, 40,8,
37,1, 35,0, 30,0, 29,7, 26,4, 25,0, 24,1, 23,9, 17,0 HRMS: CssHg7/N3O3sNa [M+Na]" calculado: 1372,5018;
encontrado: 1372,5016.

Ejemplo 6. Procedimiento general para la generacion de glicoconjugados
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Los glicoconjugados se fabricaron de la siguiente manera:

H

13,n=8  (BSA
G10bo H ~_~_~_N N4 RN

14,n=2-4 (CRM197)
15, n=4 (Toxoide tetanico)
18, (Virus del bambu)

o

BSA, DT-CRM197 y el toxoide tetanico (Adimmune, Taiwan) se disolvieron en 100 mM de tampodn de fosfato de pH
7,2 (5 mg/ml), y de 30 a 40 equivalentes del semi-éster de Globo H 35 se afiadieron a la solucién. La mezcla se agito
suavemente durante 24 h a temperatura ambiente. Después se diluy6 la mezcla con agua desionizada y se dializé
frente a 5 cambios de agua desionizada. La solucion se sometio a liofilizacion hasta obtener un polvo blanco. Los
conjugados de Globo H-proteina obtenidos se pueden caracterizar mediante analisis de MALDI-TOF para determinar
la velocidad de incorporacion de carbohidratos. 41 (GH-BSA), MALDI-TOF encontrado 76029, 42 (GH-DT-CRM 197)
encontrado 62138, 43 (GH-TT) encontrado 162902, 44 (GH-BaMV) no se determind.

Ejemplo 7 Analisis MS MALDI-TOF de glicoconjugados

Los glicoconjugados 41, 42, 43 y las proteinas portadoras primarias se reconstituyeron con ddH,O (~1 ug/ul). La
matriz, el acido sinapinico, fue recién preparado con acetonitrilo y agua desionizada 1:1, por lo que la concentracion
de la matriz final fue 10 mg/ml incluyendo 0,1% de TFA. Se cargaron y se mezclaron la solucién de matriz y los
glicoconjugados suavemente y luego se seco al aire la placa. La calibracion fue imprescindible al usar albumina
sérica bovina antes de la medicién. Cada muestra de glicoconjugado y de proteina primaria se detecté en el modo
positivo lineal. El peso molecular medio permite el calculo de la media de los hidratos de carbono incorporados en la
proteina portadora.

Ejemplo 8. Fabricacion de micromatrices de glicanos

Se imprimieron micromatrices (BioDot, Cartesian Technologies, EE.UU) mediante deposiciéon con pasador roboético
(SMP3, TeleChem International Inc., EE.UU), de ~0,7 nl de varias concentraciones de glicanos que contienen
aminas en tampon de impresién (tampoén fosfato 300 mM, pH 8,5 que contiene 0,005% de Tween-20) a partir de un
portaobjetos de vidrio revestido con NHS de 96 pocillos. Cada portaobjetos de micromatrices fue observado con 50
mM de nueve analogos de Globo H (SSEA-4, GH, GB5, Gb4, Gb3, GB2, BB4, BB3 y BB2), respectivamente en 12
repeticiones. Los portaobjetos impresos se dejaron reaccionar en una atmésfera de 80% de humedad durante una
hora seguido de una desecacion de la noche a la mafiana. Estos portaobjetos se almacenan a temperatura ambiente
en un desecador antes de utilizar.

Ejemplo 9. Ensayo seroldgico (micromatrices de glicanos)

Se diluyeron 1:60 sueros de ratones con 0,05% de Tween 20 en 3% de tampon BSA/PBS (pH 7,4) como el cribado
preliminar. La micromatriz de glicano se bloque6 con etanolamina 50 mM durante 1 h, y se lavd dos veces con
ddH20 y tampoén PBS antes de utilizarse. Las diluciones de suero fueron entonces introducidas en la micromatriz de
Globo H, y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Los portaobjetos de las micromatrices se lavaron otras
tres veces con PBST (0,05% de Tween-20 en tampdn de PBS) y tampdn de PBS, respectivamente. A continuacion,
se afiadié IgG anti-raton de cabra de Cy3-AffiniPure (H + L), IgG1, IgG2a o IgM anti-raton a los portaobjetos de las
micromatrices y después se sellaron para una incubacion de 1 hora a temperatura ambiente. Por Ultimo, los
portaobjetos se lavaron tres veces con PBST, PBS y ddH,O en secuencia. Los portaobjetos de las micromatrices
fueron secados antes del escaneado a 532 nm con un lector de chips de fluorescencia de micromatrices (Genepix
4000B). Los datos fueron analizados mediante el software GenePix Pro 6.0 (Axon Instruments, Union City, Calif.,
EE.UU.). Para adquirir la medicion precisa, la ganancia de PMT se ajusté a 400 evitando la saturacién de
fluorescencia. La linea de fondo local fue sustraida de la sefial en cada punto de glicano. Se omiten los puntos con
defectos obvios o no hay sefial detectable. La intensidad de fluorescencia maxima se define como el promedio de
las "medianas de F532 nm-B532 nm" de manchas replicadas.

Ejemplo 10. Ensayo seroldgico (Inmuno ensayo ligado a enzima)

0,2 ug de Globo H-ceramida en 100 pl de tampdn de bicarbonato de carbonato (pH 10) fue revestido en placas de 96
pocillos (NUNC) a 4°C durante toda la noche. Se lavaron con PBS y se bloquearon con 3% de albumina de suero
bovino durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afadieron diluciones seriadas de suero de los ratones en
cada pocillo y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de lavado con DPBST (solucién salina
tamponada de fosfato de Dulbecco, 0,05% Tween 20). Se afiadié y se incubd durante 45 minutos a temperatura
ambiente IgG-AP anti-raton de cabra (1:200, Southern Biotech, EE.UU.). Las placas se lavaron con PBST cinco
veces y después se incubaron con sustrato de fosfatasa alcalina, fosfato de p-nitrofenilo (Sigma) durante 8 minutos a
37°C. Después de la incubacion, la reaccion se detuvo mediante la adicion de solucion de NaOH 3 My las placas se

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2570 630 T3

leyeron a 405 nm en el lector ELISA (SpectraMax, Molecular Devices). El titulo se definié como la dilucién mas alta
que da una densidad 6ptica superior a 0,1.

Ejemplo 11. Dosificaciéon e inmunizacion

(1) Se administraron grupos de tres ratones (ratones hembras C57BL/6 de 6 semanas de edad, BioLASCO, Taiwan)
por via subcutanea a la regiéon del abdomen con GH-KLH (Optimer Inc.), GH-BSA, GH-TT, GH-CRM 197 y GH-
BaMV, respectivamente, con o sin adyuvante glicolipido C1 o 7DW8-5 por tres veces con intervalos de una semana.
Cada vacuna contenia 1 ug de Globo H y con o sin 2 ug de adyuvante glicolipido. Los ratones control fueron
inyectados con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) solamente. Los ratones se sangraron antes de la
primera inmunizacion (pre-inmune) y diez dias después de la tercera inmunizacion. (2) Se inmunizaron grupos de
tres ratones (ratones Balb/c hembra de 8 semanas de edad, BioLASCO, Taiwan) por via intramuscular tres veces en
dos semanas de intervalo con GH-BaMV o GH-CRM197 con o sin C1, C23, o 7DW8- 5, respectivamente. Cada
vacuna contenia 1,6 ug de Globo H y con o sin 2 pg de adyuvante. Los ratones control fueron inyectados con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Los ratones fueron sangrados antes de la inmunizacion y 2 semanas
después de cada vacunacion. (3) Fueron inmunizados grupos de tres ratones (ratones Balb/c hembra de 8 semanas
de edad, BioLASCO, Taiwan) con GH-CRM197 o GH-KLH con o sin adyuvante C1, C17, 7DW8-5, C30, AIPO,,
MF59 (mezcla 1:1) como (2) describi6. Todos los sueros se obtuvieron por centrifugacion a 4000 g durante 10
minutos. Las respuestas serologicas fueron analizadas por micromatriz de glicano o comparadas con el ensayo
ELISA convencional.

Ejemplo 12. Modelo de xenoinjerto

(1) Cinco grupos de ratones Balb/c |nmun|zados hembra (PBS, GH-CRM197 solo o con C1, C23 y 7DWS8-5,
respectivamente) fueron inyectados con 2 x 10° lineas celulares de tumor mamario de ratén metastasico, 4T1 (en
PBS estéril) por via subcutanea 8 semanas después de la vacunacion final. (2) Se inyectaron siete grupos de
ratones inmunizados hembra Balb/c (GH-KLH solo o con C1, C17, 8-5, C30, AIPO4 y MF59, respectivamente) con 2
x 10° lineas celulares de tumor mamario de raton metastasico, 4T1 (en PBS esteéril) por via subcutanea y 6 semanas
después de la vacunacion final. Los sueros anti-Globo H de raton fueron controlados antes y después de los
xenoinjertos de tumores. El tamafio del tumor de raton se midié6 mediante un calibrador Vernier tres veces por
semana y se define como (longitud x altura x anchura)/2 (mm?).

Ejemplo 13. Aislamiento de células tumorales primarias a partir de muestras de cancer de mama humano

Se obtuvieron especimenes de cancer de mama humano de pacientes que se habian sometido a cirugia inicial en el
Hospital General Tri-Service (Taipei, Taiwan). Las muestras estaban totalmente codificadas para proteger la
confidencialidad del paciente y se utilizaron bajo un protocolo aprobado por el Comité de Etica del Comité de Sujetos
Humanos de Investigacion Etlca de la Academia Sinica, Taipei, Taiwan. Las muestras de tumores se cortaron en
fragmentos cuadrados de 1 mm? y se sometieron a digestion enzimatica por incubacion en medio RPMI 1640 que
contienen colagenasa (1000 U/ml), hialuronidasa (300 U/ml) y ADNasa | (100 pg/ml) a 37°C durante 2 h. Se
recogieron células de tumor primario de mama después de la filtracion a través de un filtro de células de 100 um (BD
Biosciences) y se resuspendieron en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de FBS.

Ejemplo 14. Analisis de citometria de flujo

Se prepararon células de cancer de mama primario como 1 x 10° células en 50 ul de PBS que contenia FBS al 2% y
NaNs al 0,1%. Las células se marcaron con mezclas de anticuerpos anti-CD24-PE, anti-CD44-CPA, y CD45-PerCP-
Cy5.5 (1 pl de cada uno). La expresion de Globo H se detecté por tincion con anticuerpo anti-Globo H monoclonal
(VK-9) conjugado con Alexa488. Los analisis se realizaron en un citémetro de flujo FACSCanto (Becton Dickinson).
Las CMCM se definieron como células CD45/CD247/CD44", y las no CMCM se definieron como otras poblaciones
de células CD45'. La expresion de Globo H se analiz6 adicionalmente en la region acotada.

Ejemplo 15. Clasificacion celular

Las células recogidas de tumor de mama humano injertado en ratones fueron tefiidas con mezclas de anticuerpos
anti-CD24-PE, anti-CD44-CPA y anti-H2K®-FITC (BD Biosciences). Por fluorescencia activada de células de
anticuerpo marcado se llevd a cabo la clasificacion en un clasificador de células FACSAria (Becton Dickinson).
Fueron clasificadas células H2Kd/CD24/CD44"* como las CMCM, y otras poblaciones de células H2Kd" se clasifican
como no CMCM. Las purezas tipicas de las CMCM y las no CMCM fueron > 85% y > 90%, respectivamente.

Ejemplo 16. Inmunohistoquimica

Para la expresion de SSEA-4 de los tejidos normales, se utilizaron portaobjetos de micromatrices de tejidos (Biomax)
que contenian 20 o6rganos diferentes, con cada érgano derivado de cinco individuos. Los portaobjetos se secaron
durante la noche a 56°C, se desparafinaron en xileno y se rehidrataron de acuerdo con los procedimientos
histopatologicos estandar, seguido de la recuperacion de antigenos con solucién de AR-10 de pH 9,0 (BioGenex
Laboratories). Se determind la expresion de SSEA-4 con el uso del anticuerpo anti-SSEA-4 (eBioscience). La tincion
de SSEA-4 se detecté mediante el uso de anti-IgM de rata como anticuerpo secundario y fue desarrollado por el
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sustrato DAB. Los portaobjetos se contratifieron con hematoxilina. Se fijaron BC0145 de tumor de mama primario y
tumor de xenoinjertos de ratones NOD/SCID en formalina al 10% tamponada con fosfato y se embebieron en
parafina. Las secciones de parafina se cortaron a un espesor de 2 uM, se montaron en portaobjetos de microscopia
SuperFrost Plus (Menzel-Glaser) y se secaron durante la noche a 55°C. Las secciones se desparafinaron en xileno y
se rehidrataron de acuerdo con los procedimientos histopatolégicos estandar, seguido por tincion con hematoxilina y
eosina (H & E). Antes de la inmunotincion, los portaobjetos se colocaron primero en la solucién de tampon de citrato
de 10 mmol/L (pH 6,0) y se calentaron durante 15 min. Los portaobjetos se incubaron a continuacion durante la
noche con anti-ER, o anticuerpo anti-PR. La inmunodeteccion se realizd con el sistema de deteccion IHC de Super
Sensitive Polymer-HRP (BioGenex).
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion inmunogénica que comprende:

(a) un glicano que consiste esencialmente en Globo H, el antigeno-3 especifico de la etapa embrionaria (SSEA-3.
Gbb5) y el antigeno-4 especifico de la etapa embrionaria (SSEA-4, sialil-Gb5), Bb4, o un fragmento inmunogénico del
mismo, en el que el glicano que se conjuga con una proteina portadora es el material 197 que presenta reaccion
cruzada con la toxina de la difteria (DT-CRM197) o el toxoide de la difteria, a través de un enlazante; y

(b) un adyuvante de a-galactosil-ceramida (a-GalCer).

2. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1, en la que la proteina portadora es el material 197 que
presenta reaccion cruzada con la toxina de la difteria (DT-CRM197).

3. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 1 6 2, en la que el adyuvante tiene la siguiente estructura:

oH oH
O j\
HO
or] MY R on
O H &
\/\l/\(cHg)mcHg
OH

enla que Res (CH2)24CH3, (CH2)7PhF, (CH2)1oPhOPhF (0] (CH2)1oPhF.
4. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 2, en la que R es (CHz)10PhOPhF.
5. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 4, que comprende:

(a) Globo H conjugado con una proteina portadora que es el material 197 que presenta reaccion cruzada con la
toxina de la difteria (DT-CRM197);

(b) un adyuvante que es:

F
QO
1o Hy
E  HQ
HO H H
& i o
25

6. La composicion inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el enlazante es un enlazante
de p-nitrofenilo.

7. La composiciéon inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento del cancer.

8. La composicion inmunogénica para uso en el tratamiento del cancer de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que
el cancer se selecciona de cancer de mama, cancer de pulmén, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de
endometrio, cancer de eséfago, cancer de estdbmago, cancer pancreatico, cancer de higado, cancer intestinal,
cancer colorectal, cancer de la vésicula biliar, cancer de vesicula, cancer de préstata, cancer renal, cancer de la
cavidad oral, cancer bucal, cancer de la nasofaringe, cancer de la orofaringe, cancer laringeo, cancer dérmico o
tumor cerebral.

9. La composicion inmunogénica para uso en el tratamiento de un cancer de acuerdo con la reivindicacion 8, en la
que el cancer es cancer de mama.

10. Una vacuna que comprende:
(a) una composicion inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; y

(b) un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Figura 3A

IgM Anti-Globo H ratén (1:60)
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Figura 3B

IgM Anti-Globo H (IgG de ratén 1:240)
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Figura 5

2° IgM Anti-Globo H de ratén 1:60

Intensidad de fluorescencia
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Figura 6
1gG Anti-Globo H de ratéon 1gG Anti-Gb5 de ratéon
m'1 1“1
tecon i b * R
. .. ] - =
1660 T -
o oo -
1+ ] .

M M _‘& .
o &5

1gG Anti-SSEA-4 de raton

- ‘-: & ;P
o -fp J“‘l‘ &

1gG Anti-Gb4 de raton

32




indice

ES 2570 630 T3

Figura7

Titulo de IgM Anti-Globo H Titulo de 1IgG Anti-Globo H
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Figura 8

1gG Anti-Globo H de ratén GH 1:60
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Figura 9

Respuesta de anticuerpo anti-globo H
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Titulo de IgM anti-SSEA
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Figura 12(A)

Adyuvante Globo H-DT/ IgG anti-Globo
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Figura 12(B)

Adyuvante Gb5-DT/IgG anti-Gb5 de C1
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Figura 12(C)

Adyuvante SSEA-4-DT/IgG anti-SSEA-4 de C1
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Figura 13

Modelo de xenoinjerto de GH4 (4T1)
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Figura 16
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