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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal humano que une Ep-CAM y su uso en la terapia del cancer.

La invencién se refiere al campo de la biotecnologia. Mds particularmente la invencion se refiere al campo de los
anticuerpos y usos de los mismos. Uno de tales usos se refiere a los usos médicos de anticuerpos.

La exposicién a un entorno sumamente diverso y continuamente cambiante requiere un sistema inmunitario di-
ndmico que pueda adaptarse rapidamente para responder adecuadamente a microorganismos potencialmente dafinos.
Los organismos superiores han desarrollado mecanismos moleculares especializados para asegurar la puesta en prac-
tica de repertorios clonalmente distribuidos, sumamente diversos de moléculas receptoras de antigenos expresadas por
células del sistema inmunitario: moléculas de inmunoglobulina (Ig) en linfocitos B y receptores de células T en linfo-
citos T. Para linfocitos B, un repertorio primario de (generalmente baja afinidad) receptores de Ig se establece durante
la diferenciacién de células B en la médula como resultado de una reordenacién de segmentos de gen codificados por
linea germinal. Tiene lugar un refinamiento adicional de la especificidad y afinidad del receptor de Ig en los 6rganos
linfoides periféricos en los que los linfocitos B estimulados por antigeno activan una maquinaria de hipermutacién
somdtica que selecciona especificamente como diana las regiones variables (V) de inmunoglobulina. Durante este pro-
ceso, los clones de células B con receptores de Ig mutantes de afinidad superior por el antigeno incitador se estimulan
en proliferacion clonal y maduracion en de células de plasma que segregan anticuerpos (revisado en 1).

En los dltimos afios, se ha usado la tecnologia de ADN recombinante para imitar muchos aspectos del proceso que
gobierna la generacion y seleccion de repertorios de anticuerpos humanos naturales (revisado en 2, 3). Se ha desarro-
Ilado la construccién de grandes repertorios de fragmentos de anticuerpos expresados sobre la superficie de particulas
de fago filamentosas y la seleccion de fagos mediante apelmazamiento en antigenos como un método rapido y versatil
para obtener anticuerpos de especificidades deseadas (revisado en 4, 5). Se ha logrado la optimizacién adicional de
la afinidad de anticuerpos de fagos individuales creando repertorios de anticuerpos mutantes que se expresan sobre
particulas de bacteriéfago y se toman como muestra para detectar mutantes de afinidad superior mediante la seleccién
para unirse al antigeno en condiciones rigurosas (revisado en 6). Se han usado diversos enfoques para crear repertorios
de anticuerpos mutados, incluyendo mezcla de cadena (7, 8), PCR propensa a error (9), uso de cepas mutdgenas de E.
Coli (10) o enfoques dirigidos mds especificamente a las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de la
molécula de anticuerpo, tales como mutagénesis parsimoniosa y paseo de CDR (11-13).

Para seleccionar mutantes de afinidad superior a partir de una biblioteca de fragmentos de anticuerpo mutageniza-
dos, presentados por fago, se han realizado selecciones sobre antigeno inmovilizado purificado o antigeno biotinilado
en disolucidn, seguido de la captura de fago unido sobre perlas magnéticas de estreptavidina (14-16). Se ha demostra-
do que la seleccion de fragmentos de un anticuerpo Fv de cadena sencilla (scFv) de afinidad superior especificos para
el antigeno c-erb-2 a partir de las bibliotecas de fago de mutantes de esos scFv era dependiente de la disponibilidad del
antigeno purificado en la disolucién. El antigeno capturado sobre una fase sélida dio como resultado el aislamiento de
falsos positivos con mayor avidez mds que afinidad debida a la dimerizacién y oligomerizacién del scFv sobre le fago.
Ademads, se demostré que era crucial para el aislamiento de scFv de afinidad superior el realizar rondas posteriores de
selecciones de fago con concentraciones cuidadosamente controladas y decrecientes de antigeno en la disolucion (14).
Aunque se han aislado scFv de muy alta afinidad con estos enfoques, no pueden aplicarse facilmente cuando el anti-
geno diana es dificil de expresar como una molécula recombinante o tedioso de purificar en cantidades suficientes sin
perder su configuracién nativa. Ejemplos de estos tipos de moléculas son proteinas con siete sesiones transmembrana,
moléculas de membrana insolubles modificadas con lipidos y moléculas proteinicas modificadas tras la traduccién
que son especificas para tipos de célula particulares o estados de enfermedad. Por tanto un procedimiento de seleccién
de fragmentos de anticuerpo mutante de afinidad superior, sin necesidad del antigeno purificado, representaria una
extension importante de las estrategias de maduracion de afinidad para los anticuerpos presentados por fagos.

La invencidn se basa en seleccionar un miembro a partir de una biblioteca de moléculas proteinicas que comprende
proporcionar células y/o un equivalente funcional de las mismas, con al menos parte de dicha biblioteca en condicio-
nes que permitan la unién de cualquier miembro a un epitopo en y/o sobre dichas células y/o dichos equivalentes
funcionales de las mismas, eliminar moléculas proteinicas no unidas y seleccionar dicho miembro, en el que dicha
biblioteca comprende al menos un mutante de molécula proteinica que puede unirse a dicho epitopo. Preferiblemente
un mutante comprende una o mds mutaciones que afectan a la capacidad de unién del mutante a dicho epitopo de
forma positiva o negativa, comparado con la molécula proteinica no mutada. La capacidad puede verse afectada por
una afinidad de unién alterada o una constante de disociacién alterada o ambas.

Un miembro de la biblioteca es una molécula proteinica presente en dicha biblioteca y/o una molécula proteinica
seleccionada a partir de dicha biblioteca. Un miembro seleccionado comprende normalmente la capacidad de unirse a
dicho epitopo. Una vez seleccionado y caracterizado un miembro también puede generarse de otra manera, por ejem-
plo, artificialmente, mediante técnicas de biologia molecular tales como, pero sin limitarse a, sintesis de péptidos o
la expresion de un 4cido nucleico que codifica para dicha molécula proteinica. Una molécula proteinica puede ser un
péptido, un polipéptido o una proteina. Los péptidos son cadenas de aminodcidos unidas mediante un enlace peptidico.
Aunque no estd definido precisamente, los péptidos comprenden normalmente entre 2 y 50 aminoacidos. Los polipép-
tidos son péptidos mds largos que pueden contener hasta miles de aminoacidos unidos mediante enlace peptidico. Las
palabras polipéptido y proteina se usan a menudo indistintamente para describir cadenas polipeptidicas sencillas y lar-
gas. Ademads, las proteinas pueden consistir en multiples cadenas polipeptidicas que colectivamente forman la base de
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una estructura tridimensional compleja. Un péptido, un polipéptido y/o una proteina pueden comprender modificacio-
nes tales como aquellas generadas por una maquinaria célula de modificacién de proteina. Un mutante de una molécula
proteinica es una molécula proteinica que comprende uno o mas cambios comparada con la molécula proteinica sin
mutar. Un cambio puede comprender por ejemplo un intercambio, una delecién, una insercién o una adicién de uno
0 mas aminodcidos o una combinacién de estos cambios. Preferiblemente pero no necesariamente, dicha mutacién se
genera por un cambio en un 4cido nucleico que codifica para dicha molécula proteinica.

Una biblioteca comprende al menos un mutante de una molécula proteinica que puede unirse a un epitopo. Normal-
mente, una biblioteca comprenderd mas de 100 mutantes diferentes de dicha molécula proteinica. Tal biblioteca puede
usarse por si misma o puede combinarse con una o mds de otras bibliotecas que comprenden al menos un mutante
de otra molécula proteinica que puede unirse a al menos una parte de dicho epitopo. Una ventaja de tal combinacién
es que aumenta la complejidad de los mutantes aumentando por tanto las probabilidades de encontrar un mutante
particularmente favorable. Por supuesto, también puede combinarse una biblioteca con otras bibliotecas o molécula
proteinicas. Puede ocasionarse una combinacién de este tipo por el deseo de proporcionar una biblioteca que com-
prende una serie de mutantes de diferentes moléculas proteinicas que pueden unirse a diferentes epitopos presentes
sobre una molécula diana dada.

Un epitopo segtin la invencién estd normalmente presente en y/o sobre una proteina producida por una célula. Un
epitopo es un sitio de unién que puede unirse a dicha molécula protefnica. Un epitopo puede ser (parte de) cualquier
tipo de molécula. Normalmente, un epitopo comprende un péptido, un polipéptido, una proteina y/o una modificacién
tal como se produce mediante maquinaria célula de modificacion de proteina.

Las células a las que se proporciona al menos parte de la biblioteca pueden ser células vivas y/o células muertas.
Normalmente las células se obtienen de un cultivo. Las células pueden tratarse antes de que se les proporcione al menos
parte de la biblioteca. Por ejemplo, con fines de fijacioén y/o permeabilizacién. Un equivalente funcional de las células
es un extracto celular bruto. En un extracto de este tipo la estructura de las células normalmente estd deformada de
tal manera que las células individuales pueden esencialmente no reconocerse por medios microscépicos. Un extracto
bruto puede haber experimentado varias etapas para eliminar uno o mds componentes no deseados. Sin embargo, los
extractos que comprenden esencialmente s6lo una molécula proteinica que comprende dicho epitopo no se consideran
extractos brutos. La linea divisoria entre lo que puede considerarse un extracto bruto y lo que debe considerarse como
un extracto purificado es dificil de trazar. Sin embargo, los extractos que comprenden mas o menos organulos intactos
son funcionalmente equivalentes a células. Un equivalente funcional de una célula debe comprender la mayor parte
del epitopo en una forma esencialmente similar a una forma que tiene el epitopo cuando estd presente en y/o sobre una
célula intacta que comprende dicho epitopo.

La eliminacién de la parte de la biblioteca que no estd unida a las células y/o el equivalente funcional de las mis-
mas, puede lograrse mediante lavado de las células y/o el equivalente funcional de las mismas con una disolucién
adecuada tal como solucién isoténica tamponada. Las células pueden lavarse facilmente sometiendo a sedimentacién
a las células y suspendiendo las células en una disolucién adecuada. Para la eliminacién de esa parte de la biblioteca
que no estd unida a un equivalente funcional de las células, tal como un extracto de células, resulta ventajoso unir el
equivalente funcional de las mismas a un vehiculo permitiendo asi una manipulacién ficil del equivalente funcional.
Por supuesto, también pueden unirse las células a un vehiculo. Un método preferido para eliminar moléculas proteini-
cas no unidas es por medio de una o més etapas de lavado. Resulta ventajoso proporcionar una o mas etapas de lavado
riguroso para eliminar la moléculas proteinicas que estdn unidas con una afinidad baja eventualmente no deseada. Para
células o partes de las mismas tales como orgdnulos y/o particulas membranosas no se requiere la unién a un vehiculo,
aunque todavia puede resultar ventajoso. Un método de la invencién comprende normalmente mas de 10.000 célu-
las o equivalentes funcionales de las mismas. Sin embargo, también pueden usarse cantidades inferiores de células o
equivalentes de las mismas. La invencién puede realizarse, incluso, usando sélo una célula.

Una molécula proteinica puede ser una molécula proteinica que puede unirse a un epitopo. Ejemplos de una molé-
cula proteinica de este tipo son un anticuerpo (artificial o natural), un fragmento FAB (artificial o natural), un fragmento
Fv de cadena sencilla, un receptor de célula T, un ligando, un receptor, un péptido seleccionado preferiblemente a par-
tir de una biblioteca para determinar la capacidad de unién a epitopo especifica o una proteina de unién a matriz. Por
supuesto, también pueden usarse los equivalentes funcionales de dichas moléculas proteinicas. Tal equivalente fun-
cional comprende la misma actividad de unién a epitopo en tipo pero no necesariamente en cantidad. Un equivalente
funcional puede ser una parte, un derivado, y/o un andlogo de dicha molécula proteinica. Normalmente un derivado
se obtiene mediante una sustitucién de aminodcido. Se dice que una molécula proteinica puede unirse a un epitopo
cuando se encuentra que las células que comprenden dicho epitopo, con exposicidn a dicha molécula proteinica segui-
do por una o més etapas de lavado, pueden retener dicha molécula proteinica hasta un grado significativamente mayor
que otras células, esencialmente que no comprenden dicho epitopo.

Dicha molécula proteinica puede comprender un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv) y/o un fragmento FAB, o
un equivalente funcional del mismo. Un equivalente funcional de dicho fragmento scFv y/o dicho FAB es una parte,
un derivado y/o un andlogo de dicho scFv y/o dicho FAB que comprende esencialmente la misma actividad de unién
que dicho fragmento scFv y/o dicho FAB en tipo pero no necesariamente en cantidad.

Cada uno de dichos mutantes de una molécula proteinica puede estar unido fisicamente a un vehiculo que com-
prende 4cido nucleico que codifica para dicha molécula proteinica mutante. Esto tiene la ventaja de que cuando dicho
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miembro se recupera a partir de dichas células y/o equivalentes funcionales de las mismas, se recupera simultdnea-
mente el dcido nucleico que codifica para dicha molécula proteinica. Dicho dcido nucleico estd entonces disponible
para multiplicacién, andlisis, subclonacién y/o expresion en una célula.

Preferiblemente, dicho vehiculo comprende una particula tipo virus tal como una capsida de fago o un equivalente
funcional de la misma. Se prefiere una particula tipo virus porque puede condensar 4cido nucleico en una forma
manejable. También se prefiere una particula tipo virus por la razén de que puede usarse para introducir eficazmente
el 4acido nucleico del miembro seleccionado dentro de una célula. Esto resulta particularmente ventajoso cuando el
dcido nucleico, una vez introducido en la célula, puede multiplicarse, permitiendo asi por ejemplo el aislamiento facil
de cantidades relativamente grandes de dicho acido nucleico.

Dicho epitopo puede comprender un epitopo asociado a tumor. Un epitopo asociado a tumor es un epitopo esen-
cialmente caracteristico para células tumorales en un organismo. Dicho epitopo puede estar presente en otras células
siempre que no esté presente en dichas otras células de la misma manera que en células tumorales. Por ejemplo, un
epitopo es un epitopo asociado a tumor cuando estd presente sobre la superficie de un célula tumoral y esencialmen-
te no presente sobre la superficie de células no tumorales debido a, por ejemplo, pero sin limitarse, una expresién
sustancialmente menor de dicho epitopo en células no tumorales. Dicho epitopo también puede estar presente sobre
otras células siempre que dichas células no coexistan normalmente con las células tumorales en el mismo organismo.
Un ejemplo tipico es un epitopo asociado a tumor presente sobre las células fetales pero esencialmente no presente
sobre células adultas normales. Un epitopo asociado a tumor puede determinarse individualmente, es decir, un epitopo
asociado a tumor para un individuo puede no ser un epitopo asociado a tumor en otro individuo de la misma especie.
Un epitopo asociado a tumor también puede ser parte de una proteina que estd presente sobre células normales pero
en el que la glucosilacién de la proteina en células normales es distinta de la glucosilacién de la proteina en células
tumorales.

La invencién proporciona huMabS de afinidad superior que se unen al antigeno Ep-CAM asociado a tumor, obte-
nidos construyendo pequefias bibliotecas de presentacién de fago de fragmentos de anticuerpo scFv mutante derivado
a partir del scFv UBS-54 anti-Ep-Cam original. Estas bibliotecas se apelmazaron posteriormente sobre células tu-
morales positivas para Ep-Cam intactas. Las etapas de lavado riguroso durante las selecciones de fago dieron como
resultado el aislamiento de scFv C52, que se convirtié en un huMab IgG1 intacto con una mejora de la afinidad de
15 veces y una KD = 4*107!° M. La mejora de la afinidad resulté principalmente a partir de una ks (0 constante de
disociacion) inferior. La mezcla de cadenas ligeras y de ADN se empleo para introducir mutaciones en las regiones V
del anticuerpo. El aumento de aproximadamente cuatro veces de la afinidad logrado con cada uno de estos enfoques
mutagénicos fueron comparables a los resultados logrados por la maduracién de afinidad de anticuerpo usando otras
técnicas de mutagénesis y de seleccion de presentacion de fago (11, 14, 33). En la presente invencidon se demuestra
que la seleccion por afinidad puede realizarse sobre células fijadas intactas, descartando la necesidad de purificar o
expresar el antigeno diana como una molécula recombinante. Procedimientos de seleccidn previos para el aislamiento
de variantes de anticuerpo de afinidad superior a partir de bibliotecas de presentacion de fago han usado antigeno
soluble purificado o antigeno inmovilizado sobre una fase sélida como dianas para las selecciones de fago. Se ha
observado que la seleccién sobre antigeno unido a fase sélida da como resultado la seleccién preferente de scFv dimé-
rico sobre monomérico, debido a la avidez, interfiriendo asi con la seleccién de scFv de afinidad realmente superior
(14). La seleccién en disolucién reduce el efecto de la avidez pero requiere la reduccién por etapas y cuidadosa de la
concentracion de antigeno diana en posteriores rondas de seleccion (14). Tal como se ha observado para otros scFv,
scFv UBS-54 en disolucién es una mezcla de dimeros (30%) y monémeros (70%). Se mantuvo esta razén en los
mutantes A37, B43, y C52, mostrando que la seleccién sobre células intactas no dio como resultado una seleccién
predispuesta por los dimeros (datos no mostrados). Se ha realizado la seleccidn de aglutinantes de afinidad superior
a partir de una combinacién de fagos seleccionados clasificando los scFv mutantes segin una k.4 inferior tal como
se determina mediante resonancia de plasmén superficial (6). Aunque se intentd clasificar nuestros scFv segin este
método, se encontré que los datos experimentales con las preparaciones de scFv periplasmico brutas eran dificiles de
evaluar debido a la complejidad de los gréaficos de afinidad (RU frente al tiempo), resultantes a partir de las mezclas de
mondmeros, dimeros y agregados. Por tanto, se decidi6 buscar clones que dominasen las poblaciones de fago tras tres
rondas de seleccion. Obsérvese que el dominio de los clones de fago en las selecciones no se determina totalmente por
afinidad sino que también esta influenciado por el nivel de expresion de scFv, la eficacia de plegamiento y el nivel de
toxicidad frente a E. Coli. Aunque en los andlisis la presencia de clones dominantes se correlacioné con scFv de afi-
nidad superior, no se puede excluir que otros clones de afinidad superior pero menos dominantes estuvieran presentes
en las combinaciones de fago seleccionadas.

La mezcla de cadenas ligeras dio como resultado la sustitucién de la cadena ligera Vk2 original por la cadena
ligera VK3 en el mutante A37. El andlisis estructural revel6 que la estructura canénica de la cadena ligera Vk3 en A37
consistia en un bucle mucho més corto, creando una superficie de interaccién mds amplia. Termodindmicamente, es
atractivo para las interacciones antigeno-anticuerpo para tener una superficie de interaccién grande y préxima porque
se excluyen mds moléculas de agua (ganancia en la entropia del disolvente) y, lo que es mds importe, pueden tener
lugar muchas interacciones simultdneas (enlaces de hidrégeno, interacciones de van der Waals y dipolo-dipolo) entre
epitopo y paratopo (contribuyendo a la entalpia de unién) (23). Estructuralmente, esto da como resultado un sitio de
unién de cara amplia del anticuerpo que es complementario a un epitopo igualmente amplio sobre una proteina de
interaccién grande. Por otro lado, los sitios de unién que consisten en hendiduras profundas que rodean ajustadamente
el antigeno estdn generalmente asociados con ligandos pequefios tales como péptidos y moléculas orgdnicas de bajo
peso molecular (23).
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La mezcla de ADN de la regién VL pero no de la regiéon VH dio como resultado el aislamiento de anticuerpos de
afinidad superior. La estructura modelada de huMab C52 de alta afinidad indicé que s6lo una de las siete mutaciones
dentro de la regién VL, Asn™%* — Ser, es Is que mds probablemente afecte directamente la interaccién con Ep-CAM.
Las otras mutaciones pueden dar como resultado una optimizacién mds sutil de los sitios de unién a anticuerpo me-
diante enlaces de hidrégeno adicionales e interacciones de compactacion mejoradas, tal como se notificé previamente
(21), mas que una interaccion especifica mejorada entre uno de los residuos de anticuerpo mutados y el antigeno Ep-
Cam. De hecho, la mutacién de Ser™*' da como resultado un enlace de hidrégeno adicional con Val** que estabiliza el
bucle LCDRI. La principal ganancia en afinidad parece estar provocada por mutaciones localizadas en la periferia del
sitio de combinacién del antigeno en CDR1, asemejandose a la distribucion de mutaciones encontradas en las regiones
V mutadas somaticamente in vivo (34).

La destruccion in vivo mediada por anticuerpo de tumores sélidos es un proceso complejo que implica células efec-
toras que llevan el receptor de Fc del sistema inmunitario, factores de complemento y acontecimientos de sefializacién
que resultan de la interaccién entre el anticuerpo y su diana. La importancia relativa y la contribucién a este proceso
por las caracteristicas relacionadas con el anticuerpo tales como afinidad e is6topo estdn volviéndose el centro de la
investigacién de anticuerpos, demostrado por los recientes éxitos de los anticuerpos obtenidos mediante ingenieria en
el hospital. Se han aprovechado los huMabs anti-Ep-CAM de alta y baja afinidad obtenidos mediante ingenierfa para
estudiar los dos aspectos de los procesos dependientes de la afinidad del anticuerpo: destruccién de células tumorales
y penetracién de anticuerpos dentro de agrupaciones de células tumorales imitando micrometéstasis.

Se encontré que UBS-54 de baja afinidad penetraba mas rapidamente en el centro del esferoide multicelular,
dando como resultado una distribucién homogénea del huMab. Esta observacién apoya otros estudios que muestran
que afinidades muy altas de anticuerpos (>10° M™") conducen al atrapamiento del anticuerpo en el borde del tumor y
ralentizan su penetracién en el interior del tumor (31, 32, 35, 36).

Sorprendentemente, huMab UBS-54 de afinidad inferior medi6 una lisis de una célula tumoral especifica persisten-
temente superior con PBMC como fuente efectora comparado con el mutante C52 de afinidad superior. Se obtuvieron
los mismos resultados con células diana transfectadas con un constructo de ADNc de Ep-CAM al que le faltaba la cola
citopldsmica, lo que sugiere que la sefializacién por medio de Ep-CAM no desempefio un papel en la destruccién de
células tumorales. Aunque muchos FcyR pueden desencadenar ADCC, la FcyRI de alta afinidad parece ser la molécu-
la desencadenante mds eficaz (37, 38). Se propone que las diferencias cuantitativas en la activacién de células efectoras
mediadas por medio de la unién de anticuerpos a FcyRI de alta afinidad pueden afectar a su capacidad para destruir
en ADCC. Aunque no se ha elucidado el mecanismo para FcyRI, experimentos recientes con FceR, otro miembro de
alta afinidad de la familia receptora de reconocimiento inmunitario multicadena, han mostrado que la agregacion de
este receptor por un exceso de ligando de baja afinidad conduce al secuestro de la cinasa Lyn asociada al receptor (39).
Como consecuencia, un menor nimero de agregados inducidos simultineamente por un ligando de afinidad superior
se vuelve carente de Lyn y por tanto no puede iniciar la cascada de sefializacién (38). En este modelo, la escasez de
una cinasa asociada a receptor evita que las interacciones de baja afinidad activen la cascada de sefializacién completa
(40, 41). Basandose en nuestros datos de destruccién de células tumorales in vitro, se plantea la hipétesis de que el
desencadenamiento por receptor FcyRI extenso por anticuerpos de muy alta afinidad también puede dar como resul-
tado un secuestro de cinasas asociadas a receptor y consecuentemente dar como resultado una induccién mediada por
FcyRI menos eficaz de la cascada de acontecimientos que conducen a la activacién de células efectoras.

Los experimentos CDCC mostraron una lisis de célula tumoral especifica significativamente superior con huMab
C52 comparado con huMab UBS-54, lo que indica una ventaja de anticuerpos de afinidad superior para activar el
sistema complemento. Aunque la capacidad mejorada del mutante de afinidad superior para activar el sistema comple-
mento es evidente in vitro, varios estudios indican que CDCC puede desempefiar un papel marginal en la destruccién
in vivo de células tumorales. La mayor parte de células tumorales expresan reguladores que inhiben complemento
que protegen las células frente a la lisis por complemento autélogo (42-46). Ademds, se ha encontrado que los anti-
cuerpos monoclonales especificos de células tumorales son igualmente eficaces para erradicar los tumores en ratones
deficientes en factor de complemento C5 como en ratones de control (47). Por tanto, ADCC puede ser el mecanis-
mo inmunolégico dominante para destruir células tumorales, lo que sugiere que UBS-54 de afinidad inferior con su
capacidad superior para destruir en ADCC puede ser favorable para inmunoterapia pasiva.

Ejemplos
Materiales y Métodos
Mutagénesis y maduracion por afinidad

El scFv UBS-54, aislado a partir de una biblioteca semisintética de presentacién de anticuerpo de fago, estd co-
dificado por miembros de las familias de genes de regién variable de cadena pesada y ligera VH1 y Vk2 (17, 48).
Para mezclas de cadena ligera, se aisl6 el ARN total a partir de células B de sangre periférica de una combinacién
de 15 donantes, se convirtié en ADNc mediante cebado de oligo(dT) y se amplificé mediante PCR usando cebadores
especificos de la familia de genes Vk2 con sitios de restriccion Nco-1 y Xho-I: Vk2-NCO-I (5’-GCCTCCACCTC
CATGGGATATTGTGATGACTCAGTCT-3")(SEQ ID NO: 1) y Vk2-XHO-I (5’-GCCTCCACCTCTCGAGCTGCT
GACGTAATAAGTTGCAAAATC-3’) (SEQ ID NO: 2). Se purificaron los productos amplificados, se digirieron con
enzimas de restriccién adecuadas, se clonaron en vector pPv que contenia la cadena pesada de UBS-54 original, se
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transformaron en bacteria XL-1blue y se colocaron en placas sobre placas 2TY que contemplan ampicilina tal como
se describe (48). La biblioteca mezclada resultante contenfa 210 clones individuales.

Para selecciones de fago, se lavaron células de carcinoma de colon LS174T en PBS y se fijaron en paraformalde-
hido al 1% durante 15 min a 4°C. Para la seleccién de mutantes de afinidad superior se incubaron 10° células fijadas y
la biblioteca mezclada durante 2 horas a 4°C y se lavaron las células 3 veces en 50 ml de medio enfriado con hielo. El
procedimiento de lavado riguroso consisti6 en la incubacién de células fijadas en BSA al 1%/PBS que contenia tween
80 al 0,5% a 37°C. Cada 15 minutos se lavaron las células y se transfirieron a un nuevo tubo eppendorf, se repitié
este procedimiento 16 veces. Finalmente, se lavaron las células dos veces en PBS, y se eluyeron los fagos mediante
resuspension del sedimento celular final en 500 ul de HCI 100 mM durante 5 minutos, seguido por neutralizacién con
250 pul de Tris/HC1 1 M pH 7,4. Se propagaron los fagos y se realizaron 2 rondas adicionales de seleccién usando el
mismo procedimiento salvo que el nimero de ciclos de lavado aument6 en tres cada ronda posterior. Tras la tltima
ronda de seleccidn, se eligieron aleatoriamente 70 colonias y se usaron para andlisis de secuencias de nucleétidos.

Se realiz6 la mezcla del ADN del gen de VH, segtin un procedimiento descrito en detalle en otra parte (18, 19).
En resumen, se amplificé el ADNc de células B de sangre periférica usando cebadores especificos para la familia de
genes VH1: NCO-I-VH1:

5’GCCTCCACCTCCATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG3’ (SEQ ID NO: 3)
y XHO-I de VH de pan:
5’GCCTCCACCTCTCGAGTCTCGCACAGTAATACACGGCCG3’ (SEQ ID NO: 4).

Tras la purificacidn, se trataron 2 ug de producto de PCR con ADNasa I (Sigma, St. Louis, MO) para generar
fragmentos de ADN que oscilaban en tamafio entre 50 y 100 pares de bases. Se reagruparon estos fragmentos en un
volumen de 100 1 con dNTP 800 uM, 0,2 unidades de Taq polimerasa (Supertaq, HT biotechnology Ltd. Cambrid-
ge, RU) en el tampdén recomendado por el fabricante en ausencia de cebadores. La PCR de reagrupacion consistié
en 40 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C y dos min a 72°C. El producto de PCR de reagrupacién se usé en una di-
lucién 1/30 en una PCR posterior (20 ciclos) con el cebador NCO-VHI y adiciones conocidas del cebador XHO-
HCDR3-UBS-54: 5> GCCTCCACCTCTCGAGACGGTGACCAGGGTACCTTGGCCCCA [ATA(CAT/AGG/ACC)]
[GTG (AAA/CTT/GGC)][AAG (CTA/AGT/ACC)][AAA (CTT/AGG/ACC)][CGG (AAA/CTT/CCC)]][GTA (AAT/
CGG/GCO)JTCTTGCACAGTAATACACGGCCGTGTC3’ (SEQ ID NO: 5). Los nucleédtidos entre paréntesis com-
prenden el 10% de la mezcla. Las adiciones conocidas de oligo cebador de HCDR3 introdujeron una sustitucién
promedio de 2 de los 6 aminoacidos en el HCDR3 original de UBS-54. Se digiri6 el producto de PCR con Ncol y
Xhol y se clond en vector pPV que contenia la cadena ligera A37. Esto dio como resultado una biblioteca de 4*107
clones. Se incubd la biblioteca con células LS174T fijadas a temperatura ambiente durante 2 horas y se sometieron al
procedimiento de lavado riguroso. Tras 3 rondas de seleccién se analiz6 la secuencia de nucleétidos de 64 clones.

Para la mezcla de ADN de la cadena ligera, se usaron los siguientes cebadores: NCO Vk2 y Vk2-XHO. Tras
el tratamiento con ADNasa [ y la PCR de reagrupacién, se amplificé el producto reagrupado usando los mismos
cebadores, se digirié con Sacl y Notl y se clon6 en el vector pPV que contenia el gen VH del clon B43. Excepto por
el niimero aumentado de ciclos de lavado, las selecciones de fago con esta biblioteca de 1*107 clones fueron idénticas
a las descritas anteriormente. Tras 3 rondas de seleccidn, se eligieron 70 clones para el andlisis de la secuencia de
nucleétidos, dando como resultado la identificacion de un clon dominante tnico (31/70 clones) denominado clon C52.

Construccion y evaluacion de huMab intactos

Se eliminaron las regiones VH y VL que codifican para los scFv A37, B43 y C52 y volvieron a clonarse en
vectores de expresion para la sintesis de moléculas IgG1/K humanas completas tal como se describe en detalle en
otra parte (17, 49). En un procedimiento de clonacién de dos etapas, se insertaron en primer lugar las regiones VH
y VL que codifican para los scFv en el vector pPLEADER para unirse a la secuencia peptidica lider HAVT de cadena
a del receptor de célula T y un sitio donador de corte y empalme. En la segunda etapa de clonacién, las regiones
VH o VL, que contienen sitios donadores de corte y empalme lider y, se subclonaron en los vectores de expresion
pNUT-Cy1 o pNUT-Ck usando sitios de restricciéon apropiados. Posteriormente se transfectaron de manera estable los
constructos en células BHK. En resumen, se mantuvieron las células a 37°C en un incubador humidificado con CO,
al 5% en medio de Dulbeocco modificado por Iscove que contenia FCS al 10%, glutamina 2 mM y gentamicina 10
ug/ml (medio completo). Se transfectaron células a una densidad del 70-80% de confluencia usando precipitacion de
ADN de plasmido de fosfato de calcio durante 4 h a 37°C, seguido por un choque con glicerol al 15% durante 1 min.
Se inici6 la seleccién afiadiendo metotrexato 80 uM (Sigma, St. Louis, MO). Tras 2 semanas, se eligieron colonias
de células resistentes y se cultivaron en medio que contenia metotrexato. Se determiné la produccién de huMabs en
el sobrenadante mediante ELISA cuantitativo. Se determind la integridad de huMab recombinantes purificados por
proteina A mediante SDS/PAGE y mediante tincién con azul brillante de Coomassie de los geles. Se determind la
concentracién de huMab purificado mediante espectrofotometria a 4 280 nm. Para la tincién de inmunofluorescencia,
se usaron 10 ul de IgG1 huMab purificado a una concentracion de 10 ul/ml. Se detectaron los huMab mediante IgG
de cabra anti-humana conjugada con FITC (Southern Biotechology Associates, Birmingham, AL). La linea celular de
fibroblasto L929 y las células 1.929 transfectadas con ADNc de Ep-CAM (LME-6) fueron un generoso regalo del Dr.
S. Litvinov (Universidad de Leiden, Paises Bajos) (50).
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Mediciones de afinidad

En células de flujo BIAcore separadas, se acoplaron aproximadamente 160, 1565 y 4154 unidades de resonancia
de Ep-CAM recombinante purificado producido en células de insectos (generosamente proporcionadas por el Dr. D.
Herlyn, Wistar institute, Filadelfia, PA) (25 pg/ml) en tampdn acetato 10 mM (pH 4,0) con un chip detector de CM5
usando quimica combinatoria NHS/EDC. Se midieron la asociacién y la disociacion en condiciones de flujo continuo
de 30 ml/min usando un intervalo de concentracién de desde 100 hasta 1 nM.

Andlisis estructural

Tras el alineamiento secuencial y estructural inicial usando la clasificacién automética descrita por Martin y Thorn-
ton (51), se eligid estructura 1GC1 (52), depositada en el Banco de Datos de Proteinas (Protein Data Bank) (53), como
estructura principal para la cadena pesada de todos los modelos. Para crear una estructura principal para los CDR H3 no
canonicos, se realizé una buisqueda de bucle con el programa SYBYL v.6.5 (Tripos Inc., St. Louis, Missouri, EE.UU.)
entre residuos de Gly** y Phe!® de 1GC1. Estas posiciones, desvidndose relativamente poco en los dngulos de torsién
(26), preceden a una parte mas variable del CDR H3. Ademads, las regiones 92-94 y 100y-104 muestran una alta si-
militud de secuencia con 1GC1. Se usé la estructura INQB (54) con el bucle L3 CDR de 1JRH (55) como estructura
principal para la cadena ligera del anticuerpo UBS-54. Se usé la estructura 1FIG (56) como estructura principal para
las cadenas ligeras para los modelos A37 y C52. Se realizé la modelizacién real con el médulo BLDPIR de WHAT
IF v. 19970813-1517 (57). Se comprobé la calidad con el PROCHECK v. 3.3 (58) y el médulo WHATCHECK de
WHAT IF. Pueden encontrarse las coordenadas atémicas de los modelos en http://wwwcmce.pharm.uu.nl/moret/pub/.
Se cre6 una base de conocimiento mediante el andlisis de los siguientes complejos antigeno-anticuerpo, selecciona-
dos del Banco de Datos de Proteinas: 1BAF, 1CBV, 2GCR, 1CLZ, 1DBB, 1EAP, 1FIG, 1FLR, 1GAF, 1HYX, 1IBG,
11GJ, 1IND, 1KEL, 1KNO, 2MCP, IMFA, 1MRD, 1MPA (clase hapteno), 1ACY, 1TET, 1FPT, 1FRG, 1GGI, 2IGF
(clase péptido), 1AFV, 1DVF, 1FBI, 1VFB, 3HFL, 3HFM, 1LAI, 1IKF, 1JEL, 1JHL, IMLC, INCD, INMB, 10SP
(clase proteina). Los programas usados para el andlisis son: HBPLUS (59) “AS INTEGRATED IN LIGPLOT” v.3.0
(60), NACCESS v.2.1.1 (Hubbard, S.J., y Thornton, J.M. 1993. “NACCES”, Programa informatico, Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular, University College London), DISCOVER v.97.0 (Molecular Simulations Inc., San
Diego, CA, EE.UU.) y SYBYL. El andlisis de la secuencia de proteinas se llevé a cabo con el programa BLAST v.2.0
61).

Citotoxicidad celular dependiente de complemento y anticuerpo

Se evalud la actividad citolitica de células polimorfonucleares (PMN) y células mononucleares (PBMC) de sangre
periférica humana en un ensayo convencional de liberacién de 3'Cr (62). En resumen, se marcaron las células tumorales
diana se marcaron con 150 uCi de 3'Cr (Amersham, Buckinghamshire, RU) durante 2 h a 37°C. Tras lavado extenso,
se colocaron en placas las células diana en placas de microtitulacién con fondo en U a una concentracién de 5%10°
células/pocillo. Se afiadieron PMN y PBMC humanas aisladas a cada pocillo a una razén efector:diana de 80:1. Se
incubaron las células a 37°C en presencia de varias concentraciones de anticuerpos purificados en un volumen final
de 200 ul. Para los ensayos ADCC de sangre completa, se afiadieron 50 pl/pocillo de sangre periférica heparinizada
como fuente de células efectoras. Se realizé la lisis mediada por complemento con 50 ul de suero. Tras 4 h, se
determino la liberacién de 3'Cr por triplicado. Se calcul6 el porcentaje de citotoxicidad celular segin la formula: %
de lisis especifica = ([cpm experimental-cpm basal]/[cpm mdxima-cpm-basal]) * 100%, determindndose la mdxima
liberacién de *'Cr tras lisar las células diana con Zapoglobina al 10% (Coulter, Pittsburgh, PA), y midiéndose la
liberacion basal tras incubar células diana con medio solo. Se recogi6 la sangre periférica heparinizada de voluntarios
sanos. Se aislaron PMN y PBMC mediante centrifugacién a gradiente discontinuo de Ficoll-Histopaque, tal como
se describi6 previamente (63). Se eliminaron los eritrocitos contaminantes mediante choque hipoténico con NaCl al
0,2%. Las células efectoras eran puras en mds de un 95%, tal como se determina mediante preparaciones de citospina
y viables en mds de un 95% tal como se evalian mediante exclusién con azul trypan. Para los experimentos ADCC y
CDCQC, se usaron como células diana células tumorales LS174T y células HCA transfectadas con Ep-CAM humano
(HCE) o con Ep-CAM humano con cola citopldsmica delecionada (HCM), ambas bajo control transcripcional de un
promotor de metalotionina (64). Las células HCE y HCM fueron generosamente proporcionadas por el Dr. S. Litvinov
(Dept. de Patologia, Universidad de Leiden, Paises Bajos).

Penetracion de anticuerpos en esferoides multicelulares

Se marcaron los anticuerpos purificados UBS-54 y C52 mutante con FITC segtin procedimientos convencionales.
Se incubaron varias veces esferoides multicelulares que se producen de manera natural de linea celular del carcinoma
GLC-8 Ep-CAM + durante diversos tiempos con huMab marcados con FITC y se analizaron usando un CLSM MRC-
1000 de Bio-Rad (BioRad, Hercules, CA). Se registraron las imdgenes confocales tras 10-15 minutos de incubacién
en el centro del esferoide multicelular tal como se describe (65).
Resultados

Generacion y seleccion de bibliotecas mutantes

Recientemente, se ha descrito el aislamiento de scFv dirigidos contra la molécula de Ep-CAM asociada a tumor y
su conversion en un anticuerpo IgG1 humano funcional, intacto con una afinidad de 5 nM (19). Se sustituy6 la cadena
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ligera VK2 de la linea germinal de este anticuerpo por las cadenas ligeras Vk obtenidas mediante amplificacién por
PCR de ADNc extraido a partir de linfocitos de sangre combinada de 15 individuos sanos. Se generé una biblioteca de
representacion de fago de 2x107 clones y posteriormente se colocé en una bandeja de células de carcinoma de colon
LS174T Ep-Cam + fijadas en paraformaldehido. Obsérvese que 24 clones elegidos aleatoriamente de la biblioteca
no seleccionada se unieron todos a la linea celular LME-6 transfectada por Ep-CAM pero no a la linea celular 1.929
original en andlisis de citometria de flujo, mostrando el papel dominante del gen de VH para determinar la especificidad
de Ep-CAM. Se incubaron las células con fagos unidos a 37°C y se lavaron cada 15 minutos con PBS/tween (0,5%)
durante 16 ciclos. En experimentos preliminares, se determiné que los fagos que expresan el scFv de UBS-54 no
podian detectarse por citometria de flujo en células de carcinoma de colon LS174 tras estos procedimientos de lavado
riguroso. Pudieron recuperarse aproximadamente 107 fagos tras la primera, segunda y tercera rondas de seleccion,
mientras que el nimero de ciclos de lavado aumentaba en 3 cada ronda posterior. El andlisis de la secuencia de
nucledtidos de clones elegidos aleatoriamente de la tercera ronda de seleccién revel6 una secuencia de Vk idéntica en
aproximadamente el 50% de los clones. Este clon se denominé A37.

Estudios cristalogrificos y de injerto de CDR han mostrado de manera convincente que ambas mutaciones en
las regiones de CDR y framework de las regiones V pueden contribuir a la mejora de la afinidad de los anticuerpos
(20, 21). Por tanto, se ha seleccionado la mezcla de ADN como segunda estrategia de mutagénesis porque da como
resultado la introduccién de mutaciones en ambas regiones de CDR y framework. La mezcla de ADN introduce mu-
taciones puntuales e intercambio de extensiones de ADN entre genes homdlogos, imitando asi la evolucién natural
de la proteina (18, 19). Ademds, esta estrategia de mutacién, introduce potencialmente bloques de CDR que ya han
sido seleccionados para aminodcidos favorables tales como Tyr, Trp, Ser, y Asp. Los aminoécidos Tyr, Trp, Ser, y Asp
son favorables para la union a antigeno porque tienen una bajo grado conformacional de libertad (menos entropia que
perder) y participan en una variedad de interacciones moleculares, tales como enlaces de hidrégeno, interacciones de
van der Waals, interacciones dipolo-dipolo, y apilamiento p aromético (Tyr y Trp) (22, 23). Se mezcl6 el gen de VHI
que codifica para scFv UBS-54 con segmentos de gen de VHI amplificados de la combinacién donantes sanos. Se
usaron fragmentos de 50-100 pares de bases obtenidos tras la digestion con ADNasa I en una PCR de reagrupacion,
y se amplificaron posteriormente con un cebador en 5’ especifico de VH1 y un cebador CDR3 de adicién conocida.
El cebador de oligonucleétido de adicidon conocida se diseié para introducir una baja tasa de mutaciones en la regién
CDR3 de los segmentos del gen de VHI1. Se construyé una pequefia biblioteca de 4*107 clones mutagenizados de
VHI ligando material amplificado por PCR en el constructo que contiene la cadena ligera A37. Se selecciond poste-
riormente esta biblioteca sobre células fijadas intactas. El andlisis de secuencia de 24 clones elegidos aleatoriamente
de la biblioteca mezclada de ADN sin seleccionar demostré un promedio de aproximadamente 18 mutaciones en el
gen de VH entero con un promedio de 2,6 mutaciones en la regiéon CDR3. Este nimero de mutaciones disminuy6
hasta aproximadamente 4 mutaciones en cada gen de VH tras tres rondas de seleccién. Obsérvese que todos los clones
analizados tras tres rondas de seleccién contenfan la region CDR3 del UBS-54 original. Como no pudo detectarse
ningtn clon tnico dominante tras tres rondas de seleccion para unirse a las células de carcinoma LST174, se eligio
aleatoriamente el clon B43 para un andlisis adicional. Esta eleccién se basé en la observacién de que contenia un
nimero de mutaciones frecuentemente observadas en otros clones de esta coleccion. Posteriormente se realizé la mez-
cla de ADN con la cadena ligera usando la coleccién de segmentos de gen de Vk usados para la construccién de la
biblioteca mezclada de cadena ligera. La biblioteca resultante comprendia 1*#107 clones y se seleccién para unirse a
las células intactas en condiciones rigurosas. Tras tres rondas de seleccion, se realiz6 el andlisis de secuencia y reveld
un dnico clon dominante (31 secuencias de 70), denominado clon C52.

Reconstruccion de huMab intactos

Se clonaron de nuevo las regiones V de scFv A37, B43 y C52 mutantes en vectores de expresion eucariotas para la
produccién de huMab de IgG1 en células BHK (17). Se purificé la inmunoglobulina a partir del sobrenadante de lineas
celulares transfectadas de manera estable usando cromatografia de afinidad de proteina A tal como se describe (17).
Aunque pudieron aislarse huMabs intactos y funcionales a partir del sobrenandante de clon B43 (datos no mostrados),
no revelé mejora significativa de la afinidad para el Ep-CAM recombinante en andlisis BiaCore (véase el siguiente
parrafo). Por tanto se centr6 la atencién en UBS-54 original y los mutantes A37 y C52. Se confirmé la integridad de
huMab de IgG1/K A37 y C52 mediante tincién con Coomassie de geles SDS/PAGE usados en condiciones desnatura-
lizantes y no desnaturalizantes (figura 1). Los huMabs A37 y C52 purificados, conservaron su especificidad tal como
se determina mediante unién a la linea celular LME-6 transfectada con Ep-CAM pero no la linea celular original L929
no transfectada (figura 1).

Andlisis Biacore

Se determinaron las tasas cinéticas de asociacion y disociacion del huMab UBS-54 original y de los huMab A37 y
C52 mutantes mediante resonancia de plasmoén superficial (tabla 1). Se usaron el huMab UBS-54 original y el anticuer-
po murino anti-Ep-CAM 323/A3 como controles, revelando una KD promedio de 6 nM y 0,5 nM respectivamente. El
huMab A37 con la cadena ligera de Vk mezclada demostré una afinidad de 1,6 nM (aumento de ~4 veces). Se mejord
la afinidad de unién del huMab C52 que contenia la cadena ligera de Vk mezclada de ADN 15 veces si se compara con
el huMab UBS-54 original, dando un huMab con una KD =4 *107'° nM. La mejora fue esencialmente el resultado de
una constante de disociacion inferior.
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Andlisis estructural

El andlisis de secuencia muestra que la cadena ligera seleccionada en A37 mutante representa sélo el 54% de
homologia de secuencia con la cadena ligera original en UBS-54 y tiene una secuencia CDR1 més corta (figura 2). La
cadena ligera de A37 es un miembro de la familia de genes de Vk3 con el mayor grado de homologia con el segmento
génico de la linea germinal DPK22/A27 (24). Aunque el cebador de Vk se hibrida preferentemente con los genes de
VK2, se observé que los genes de Vk3 también estaban presentes en la biblioteca mezclada. El bucle de CDR1 mas
corto en C52 parece que sobresale en menor grado en el sitio de unién a antigeno, creando una superficie de contacto
plana, que es favorablemente energética en anticuerpos anti-proteina (23; figura 3).

La afinidad del mutante C52 maduro difiere de la del A37 por tres cambios de aminodcidos en la cadena pesada
(las mutaciones de B43 de VH, introducidas por mezcla de ADN de VH) y por ocho mutaciones adicionales en la
cadena ligera (las mutaciones de C52 de VL, introducidas por mezcla de ADN de VL) (figura 2 y figura 3). Las
mutaciones Ser™® — Ala, Arg"” — Lys, Arg"’ — Pro, Ser"® — Thr y Glu"'® — Asp se localizan dentro de la
regién framework, lejos del sitio de combinacién y es probable que no estén implicadas en la estabilizacién de la
conformacién de los bucles CDR. La mutacién Ile™? — Val en H2 de CDR puede dar como resultado la eliminacién
de la interaccién estérica de repulsion del dtomo de Cd de Tle"2. Sin embargo, dado que el B43 mutante con las mismas
mutaciones no muestra aumento significativo en la afinidad de unién a antigeno (datos no mostrados), el efecto global
de esta mutacién parece ser pequefio. El residuo L50 (mutacién Ala™® — Gly) esté frecuentemente implicado en el
contacto de antigeno segtin la base de conocimiento. Un cambio en la conformacién de la estructura principal de L2
de CDR, debido a la libertad conformacional superior de Gly no es probable, dado que el L2 de CDR ha conservado
la estructura candnica (25). Supuestamente, debido a la distancia relativamente grande entre la parte superior de L2 de
CDR vy la superficie del anticuerpo, que incluye el sitio de unién a antigeno, las interacciones de alta energia parecen
estar reservadas para aminodcidos con grandes cadenas laterales.

L30A 1

Cuatro mutaciones estdn localizadas en la L1 de CDR, Thr'® — Ser, I1e"® — Val, Asn"*** — Ser y Asn'*! — Ser
(figura 2 y figura 3). La base de conocimiento revela que las posiciones de anticuerpo L28, L29 y L31 interaccionan
en casos muy poco frecuentes en complejos de proteina-anticuerpo, al contrario que la posiciéon L30A. En el caso de
la posicién L.28 (mutacién Thr'?® — Ser), esta se debe probablemente a su localizacién periférica.

La cadena lateral I1e** de A37 se incrusta dentro de la L1 de CDR, estabilizando el bucle mediante interacciones
de compactacién, que imita el Val** de C52. La cadena lateral Asn™' de A37 parece estar girada hacia fuera del
sitio de unién. La mutacién Ser™®' de C52 permite un enlace de hidrégeno adicional entre sus grupos hidroxilo y
el grupo carbonilo de la cadena principal de Val“?’, estabilizando adicionalmente el bucle de L1 de CDR. Es muy
probable que la mutacién de punto caliente (“Hotspot”) Asn*** — Ser afecte a la interaccién con Ep-CAM directa-
mente.

Andlisis funcional

La disponibilidad de dos huMab anti-tumorales con la misma especificidad de epitopo pero distintas afinidades
permitié evaluar de manera precisa la influencia de la afinidad sobre la capacidad de destruccién de células tumorales
in vitro en ensayos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo y complemento (ADCC y CDCC respectiva-
mente). ADCC con células diana tumorales LS174T y PBMC como fuente de células efectoras dio consistentemente
como resultado una lisis de células tumorales un 10% inferior con el huMab C52 de alta afinidad comparado con el
huMab UBS54 original (figura 4). La lisis de células tumorales persistentemente inferior mediada por huMab C52 se
produce a concentraciones de anticuerpo saturadas, indicadas mediante la forma de meseta en la curva (figura 4). Ba-
sdndose en estudios en animales y la actuacién mejorada de anticuerpos monoclonales de humano/ratén quiméricos en
pacientes, se considera que ADCC es un mecanismo inmunoldgico importante en la destruccién de células tumorales
(26, 28). Un efecto inhibidor directo de los anticuerpos terapéuticos sobre el crecimiento de células tumorales o la in-
duccion de apoptosis de células tumorales, mediado por la unién de anticuerpos a sus receptores diana, también puede
contribuir a la eficacia clinica (29, 30). Para evaluar si la lisis de células tumorales menos eficaz mediada por C52
era independiente de la transduccion de sefiales por medio de Ep-Cam, se realiz6 ADCC con lineas celulares HMA
transfectadas con ADNc de Ep-CAM de longitud completa o con un ADNc de Ep-CAM mutante que carece de cola
citopldsmica. Con ambos transfectantes, se observé de manera reproducible la misma destruccién de células tumorales
menos eficaz del huMab mutante C52, lo que sugiere que la diferencia observada en la capacidad de destruccién entre
UBS54 y C52 no estd influenciada por variaciones el la transduccién de sefiales por medio de Ep-CAM (datos no
mostrados).

Los mismos experimentos realizados con sangre completa en lugar de PBMC purificada como fuente de células
efectoras demostraron una lisis de células tumorales significativamente mds eficaz con el huMab C52 mutante de alta
afinidad (figura 4). Se planted la hipétesis de que el rendimiento mejorado de huMab C52 de alta afinidad estaba
provocado por una CDCC més eficaz. De hecho, huMab C52 mediaba m4s eficazmente la destruccién de células
tumorales en ausencia de células efectoras y con suero como fuente de complemento (figura 4). Aparentemente, la
tasa de disociacion inferior de huMab C52 mutante da como resultado una reticulaciéon mas eficaz del fragmento de
complemento Clq.
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Influencia de la afinidad del anticuerpo sobre la penetracion en esferoides multicelulares de células tumorales

La percolacién profunda y la distribucién uniforme a través del tumor de anticuerpos monoclonales en inmuno-
terapia de tumores sélidos se considera que es importante para un efecto terapéutico 6ptimo. Estudios in vitro e in
vivo han sugerido que el transporte de anticuerpos a través del intersticio tumoral se retrasa por su unién especifica al
antigeno tumoral. Esta denominada barrera de sitio de unién es una funcién de la afinidad de unién, concentracién de
antigeno y los coeficientes de transporte de anticuerpo (31, 32). Para determinar el efecto relativo de la barrera de sitio
de unién de los huMab anti-tumorales de alta y baja afinidad, se emple6 un sistema de modelo esferoide multicelular
in vitro. Se incubd la linea celular de carcinoma de pulmén de célula pequeiia, Glc-8, que expresa altos niveles de Ep-
CAM y crece en esferoides multicelulares de aproximadamente 100 células, con 10 mg de C52 o UBS54 conjugado
con FITC. La microscopia de barrido laser confocal de los esferoides tras 10-15 minutos de incubacién revel6 una
barrera de sitio de unién con huMab de afinidad superior. En este punto de tiempo se observé la unién uniforme de
huMab UBS-54 con células en los esferoides, mientras que la unién del mutante C52 de afinidad superior quedaba
casi restringida a la capa celular externa (figura 5). Tras una hora de incubacion, se observé la unién uniforme a todas
las células en los esferoides para ambos anticuerpos (datos no mostrados).

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: andlisis SDS/PAGE huMab purificados en condiciones reductoras (A) y no reductoras (B) (UBS-54,
bandas 1 y 4; A37, bandas 2 y 5; C52, bandas 3 y 6). PM: marcadores de peso molecular en kilodaltones. Panel
C: tincién de linea celular 1929 original negativa para Ep-CAM (linea delgada) y células positivas para Ep-CAM
transfectadas de mantera estable (linea gruesa) con huMab UBS-54, huMab A37, y huMab C52.

Figura 2: Comparacion de secuencias del UBS-54 original y los mutantes A37 y C52 de afinidad superior. Obsér-
vese que la secuencia CDR1 mads corta en la cadena ligera de Vk3 mezclada. Numeracién segin Chothia (25).

Figura 3: La modelizacién de UBS-54 original (A) y de las regiones V de anticuerpo mutagenizado de C52 (B)
muestra la estructura canénica mas corta de LCDR1 (flecha). El aumento (C) muestra las posiciones de los residuos
mutados en LCDR1 (Thr?® — Ser, Ile"* — Val, Asn™°* — Ser y Asn™*! — Ser). Lo mds probable es que la posi-
cién Ser™* afecte a la interaccién con Ep-CAM. Un enlace de hidrégeno entre Ser™*! y Val'?® da como resultado la
estabilizacién del bucle LCDRI1.

Figura 4: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y citotoxicidad celular dependiente de comple-
mento (CDCC) usando huMab UBS-54 (=) y huMab C52 () , Los experimentos mostrados son representativos de
al menos 6 experimentos realizados con células efectoras de distintos donantes.

Figura 5: Imdgenes de microscopio laser de barrido confocal registradas en el centro los esferoides multicelulares
Glc-8 con huMab UBS54 marcado (A) y huMab C52 con FITC marcado (B).

TABLA 1

Afinidades y cinética de union de huMab UBS-54, A37 y C52. El error estdndar de la media se indica entre paréntesis

IgG1 Ka (1/Ms) *10° Kd(1/s)*10™* KD (nM)
UBS-54 1,0 (0,3) 6,0 (0,7) 6,0
a37 2,5 (0,3) 4,1 (0,4) 1,6
c52 2,7 (0,6) 1,1 (0,8) 0,4
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal humano que puede unirse a Ep-CAM humano caracterizado porque el anticuerpo
comprende:

a). una regién de CDR1 de cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos GGTFSSY, una regién de
CDR2 de cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos IPIFGT, una regién de CDR3 de cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos DPFLHY, una regién de CDR1 de cadena ligera que tiene
la secuencia de aminodcidos RSSQSLLHSNGYNYLD, una regiéon de CDR?2 de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminodcidos LGSNRAS, y una regién de CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de
aminodacidos MQALQTFTE,

b). una regién de CDR1 de cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos GGTFSSY, una regién de
CDR2 de cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos IPIFGT, una regién de CDR3 de cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos DPFLHY, una regién de CDRI1 de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminodcidos RASQTISNNYLA, una regién de CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia
de aminodcidos AASSRAT, y una regién de CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminodcidos
AQGELYPRQF, o

¢). una regién de CDR1 de cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos GGTFSSY, una region de
CDR2 de cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos VPIFGT, una regién de CDR3 de cadena
pesada que tiene la secuencia de aminodcidos DPFLHY, una regién de CDRI1 de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminodcidos RASQSVSSYLA, una regién de CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia
de aminodcidos GASSRA, y una regién de CDR3 que tiene la secuencia de aminodcidos AQGELYPRQF.

2. Anticuerpo monoclonal humano segin la reivindicacién 1, caracterizado porque el anticuerpo comprende una
region de CDR1 de cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos GGTFSSY, una regién de CDR2 de cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos IPIFGT, una regién de CDR3 de cadena pesada que tiene la secuencia
de aminoacidos DPFLHY, una regiéon de CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminodcidos RSSQS-
LLHSNGYNYLD, una regién de CDR2 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminodcidos LGSNRAS, y una
region de CDR3 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminodcidos MQALQTFTF.

3. Anticuerpo monoclonal humano segtin la reivindicacién 2, caracterizado porque el anticuerpo comprende una
cadena pesada variable que tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 10.

4. Anticuerpo monoclonal humano segtn la reivindicacién 2 6 3, caracterizado porque el anticuerpo comprende
una cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 11.

5. Anticuerpo monoclonal humano segiin cualquiera de las reivindicaciones 2-4, caracterizado porque el anticuer-
po tiene una constante de afinidad para Ep-CAM humano de 6 nM.

6. Anticuerpo monoclonal humano segin cualquiera de las reivindicaciones 2-5, caracterizado porque el anticuer-
po tiene una actividad citotdxica celular dependiente de anticuerpo que es superior a la actividad citotéxica celular
dependiente de anticuerpo de un anticuerpo monoclonal humano que puede unirse a Ep-CAM humano que tiene una
constante de afinidad para Ep-CAM humano que es inferior a 6 nM.

7. Anticuerpo monoclonal humano segtn cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque el anticuer-
po es una molécula de IgGl1.

8. Anticuerpo monoclonal humano segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizada porque el anticuer-
po estd marcado con fluorescencia.

9. Anticuerpo monoclonal humano segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso como un medicamento.

10. Uso de un anticuerpo monoclonal humano segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para la preparacion de
un medicamento para el tratamiento de un tumor.

11. Uso segtn la reivindicacién 10, caracterizado porque el tumor es un tumor sélido.

12. Uso segtn la reivindicacién 10 u 11, caracterizado porque el tumor es un carcinoma de colon.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Crucell Holland B.V.

<120> Uso de un epitopo nativo para seleccionar miembros de unién desarrollados a partir de una biblioteca de

mutantes de una proteina que puede unirse a dicho epitopo

<130> 0053 EP 02 DIV
<140> EP04102692.3
<141> 14-06-2004

<150> EP99204561.7
<151> 27-12-1999

<160> 14

<170> Patentln version 3.1
<210>1

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador Vkappa2-NCO-I

<400> 1
gecteeacct ccatgggata ttgtgatgac tcagtct

<210>2

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador Vkappa2-XHO-I

<400> 2
gectceacct ctcgagetge tgacagtaat aagttgcaaa atc

<210>3

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador NCO-I-VH1

<400> 3
geetecacct cecatggecca ggtgeagetg gtgcagtetg g

<210>4

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador VH XHO-I
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<400> 4
gecteeacct ctegagtete geacagtaat acacggecg 39

<210> 5

<211> 87

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de adicion conocida XHO-HCDR3-UBS-54
<220>

<221> misc_feature

<222> (43)..(60)

<223> en la que “n” en las posiciones 43, 44 y 45 representa ATA, CAT, AGG o ACC; en las posiciones 46, 47, 48
representa GTG, AAA, CTT o GGC; en las posiciones 49, 50 y 51 representa AAG, CTA, AGT o ACC; en las
posiciones 52, 53 y 54 representa AAA, CTT, AGG o ACC; y en las posiciones 58, 59 y 60 representa GTA,
AAT, CGG o GCC

<400> 5

geetecadct CROQATo0gy tgaccaguyt ACETINOLE CAanMIANNAN ARANANSSTD 60
toktgeacay tastacacyy oogtyta n

<210> 6

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién CDR3 de cadena pesada

<400> 6

Asp Pro Phe Leu His Tyr
1 5

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién CDR3 de cadena ligera

<400> 7

Met GIn Ala Leu GIn Thr Phe Thr Phe
1 5

<210> 8

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién CDR2 de cadena pesada
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<400> 8

Ile Pro Ile Phe Gly Thr
1 5

<210>9

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién CDR1 de cadena pesada

<400> 9
Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr
1 5

<210> 10

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada variable de UBS-54

<400> 10
mvucmuu:u cma:cxrm%um Lys Lys Prv Gly Sgr
1 1 })
$8r Yal Arg Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe 3ar 2¢r Tyr

20 k¢ ) 30
Ala Ile jer Trp Val Ary Gln Ala Pro Gly Gin Gly Lau Glu Trp Mgt
h L 490 15
Gly Gly lle I1a Pro Ile Phe Gly The Als Apn Tyx ALA Gio Ly Phe
S0 .1 60
6ln Gly Arg Val bz Lls Thr Ala A2p Glu Ser Thr Bex Thr Ala Tyr
(T ] Ps) % 0
Bet Glu Leu $ox 3¢ Lev Axg 3er Glu Asp Thr Ala Vil Tye Tyr Oy
L L 50
Ala Arg Asp Pro ?be Lau Ris Tyr Trp Gly Gln Gly T0r Leu Vel The
100 103 10

<210> 11

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera variable de UBS-54
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<400> 11

<210> 12
<211> 222

<212> PRT
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Glv Ile Glu Lea ;1:: Gin 3er Fro lew gg: lsu ?xo Val The Pro Gly
1 15

Glu Pro Ala Ser Ile Sar Cys Arg Sor Ser Gln Ser Leu Lev 2> Sar
2 ril k)
mcxyﬂgrasummm::pwcuuamxys :;um'lynl.um

Pro Gin beu Leuw Il¢ Tyr g;u Gly Sar Aam Mg ga Ser Gly vVal Pro
5

Asp Acg Tha Ber Gly Sk Gly Ser Gly The R3p Mhg Thr Lau Lys Il
5 0 7» [ 1]

ger Arg Vol Glu AJ!,'R Glu Rsp ¥al dly ':‘a.l Tyr Tyx Cys met Gln Mia
8 b 4

Leu Gin Thy e Yhr Phe Gly w0 4y Thr 1ya ¥al Glu 1le
100 105 110

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de UBS-54

<400> 12

Glo Vad Gin leu ¥al Gla Ser Gly Ala %I Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 S L)

Sar Val Arg Val 3er Cys Lys Als Ser €Q)y Gly Thr Fhe Se¢s Sex Tyx
W0 t 30
Ala xha:mulmmﬁa!uﬂyuh Gy l..;uclunpu.g
35
Gly Gly lle lie Pro Ile ?;cxymmu:;rmmnpm
5

Gla Gly Arg Val Thr Ila Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Als Tye
1] 70 15 »

mclnlnalhthnmuxclu:;pmm Nlﬁtgx:n
8

Als Azg Asp Pro Bhe Lew Bis Tyr Trp Gy Gin Gly Ths leu vai tne
100 105 110

Giu 1le Slu Lau The Cln 2oy Pro lew Ser leu Pro Vsl Thr Pro Gy
11% 120 125

Clu Pro Ala 3ar Ile Ser Cys Azg Ser 34t Gln Ser lew Lew i3 Sec
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<210> 13
<211> 219
<212> PRT
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130 138 140

Asa Gly Tyx Asn Tyr Lew Asp Trp Yyt Lau Gln Lys P10 Gly Gla Ser
143 1% 155 160

Pro Gin leu led lle Tyr low Cly SoX Aan Axg Al> 3¢t €1y Vsl Pro
16% 170 173

Mpmm&rmkxﬂyh:ﬂgntm Phe Tar Leu Lys Ile
180 18 150

Sar Arg ¥a] Glu Alx Glu Asp Val Gly Val Tyr 1ye Cys et Gla Ala
195 209 005

Las Ol Thz e Thx M Cly Pvo Gly The Lys Val Gle lle
210 218 210

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de A37

<400> 13

;iln\hl Gla un;l-l Gin Sar Gly Ada Glu Val Lys Lya Pro Gly Ser
30 15
Ser Yal Axg Val Ser Tyr Ly» Ala Sor Gly Gly The Fha Sar Sex yr
W 25 30
Ala Ils Zar Tep Vel Axg Gln Als Pro Gy Gin Gy Lou Gly 21p Mot
x5 46 L]
Gly Gly Ile Ile Pro 1l Mha Oly TAF Ala A4m ¥yr Als OLn Lys The
20 33 60
Qln €1y Arg Val Thr lle Thr Als Asp Glw 3¢ Thr Jer Thz Ala Tyr
(1] 70 % o
Mot Glw Leu Sor Sor Lev Arg Ser €lu Asp Ihr Ala Val Tyr Tyr Cys
8 %0 93
mmuppnmmnsm:gnyemmyamuumlm

100 130

Glu 1lé Glu Leu Thr Gle 3et Pro Gly THr Leu Ser Lau Ser Pro Gly
s 119 135

Glu Arg Ala The Lay Ser Cys Atg Ala Sar Gla Thr Ile 3e¢ Amn Asn
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<210> 14
<211> 218
<212> PRT
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» % 1o

1yt led Ala Trp Tyr Gln Gla Lys Acg Gly Cln Ala Pro Arg Leo lew
143 150 155 160

118 TyT Ala Als Ser Ser Arg Als Tbr Gly lle Pro Aop Aty R Swr
185 170 17s
uymmmmmmmnrMMmSungmm
1 b1 - 1

mmmmmmmmmmmuvmmmm

dla Mo Gly Gly iy Ihr Lye (4G IO e
lrim' Iy Gly rn’h‘

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos de C52

<400> 14

glam:mm\;nmmuymﬁum;pmmm,m
13
Sar Val Lys Yal Sex Cys Lym Als Sex €1y Gly ™he Phe 3¢z Jer Tyr
ko 25 30
s Il ;;z'rmmmmﬁlmﬂyanuy:.;uuurnmg
Gly Gly Yal Lo Pxo znmuymuamgrmmx”m
-1 35
Gln Gly Axg Val The Ile Zhr Ala Aoy Eiu Ser The Sex The Ala Ty
5 7 ” 0
Mat Giw Koo fer Sox lau Arg Ser Gin Aap Thr Ala Val Tyr Ty Cye
23 20 3
Ala Axg dap Pro Tha Len Nl Tyr Trp G0y Gla Gly The Leu Val The
100 108 114
mmﬁgmmzmmmﬂnm o5 fax 1A 3,y pra gy
125

1%

Gl Ary Ms Thr Leu: ey Cys Afg Ala Sot GIm Ssr Val Ser Ser Suy
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i 18 1éd

Tyr Law Ala 2xp Pyr G10 Gia Lys Fre Gly GIS Ala Fre Ary Lou Leu
143 150 135 160

11e Tyr Gly Als Ser Sax Ang Ala.TRE Gly Ile Wro Asp Arg Fiw Sar
165 im0 173
Oly Ser Gly Ssr Gly Thr Asp e The Lo TAZ Ila Sar Arg Lek Glu
y ym ! » 183 1;3

[y Ala Gin GlyGly.lem Tys
unﬁm mm;gmm rm Pro Axy

Gin M gly cl Tha Lan. e
g y rayﬂ‘m Asp
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