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DESCRIPCIÓN 

Vectores de ADN. 

Antecedentes de la invención 

A pesar de la enorme inversión financiera y de recursos humanos, el cáncer continúa siendo una de las principales 
causas de muerte. Por ejemplo, los cánceres de mama, pulmón, colon, próstata, vejiga, y riñón, así como múltiples 
enfermedades malignas hematológicas (p. ej., leucemia mieloide aguda (LMA) en adultos y pediátrica leucemia mieloide 
crónica (LMC), leucemia linfocítica aguda (LLA), leucemia linfocítica crónica (LLC) y leucemia secundaria) producen 
más seis millones de muertes anuales (véase, p. ej., Wang y col., Oncogene 19:1519-1528 (2000)).  

Los enfoques habituales para curar el cáncer se han centrado alrededor de una combinación de cirugía, radiación y 
quimioterapia. Estos enfoques han tenido como resultado algunos éxitos espectaculares en determinadas 
enfermedades malignas. Sin embargo, el cáncer es a menudo incurable, cuando se diagnostica más allá de una 
fase determinada. Son necesarios enfoques terapéuticos alternativos. 

Una característica frecuente de las enfermedades malignas es el crecimiento celular incontrolado. Las células 
cancerosas parecen sufrir un proceso de transformación desde el fenotipo normal a un fenotipo maligno capaz de 
crecer de forma autónoma. La amplificación y la sobreexpresión de genes de células somáticas (es decir, antígenos) se 
consideran acontecimientos primarios habituales que tienen como resultado la transformación de células normales en 
células malignas. Las características fenotípicas malignas codificadas por los genes oncogénicos se transmiten 
durante la división celular a la progenie de las células transformadas. 

Recientemente se han identificado varios antígenos que se sobreexpresan en el cáncer (véase, p. ej., Loeb y col., 
Cancer Res. 61:921-92 (2001); Xu y col., Cancer Res. 51:1563-1568 (2001); Gaiger y col., Proc. Amer. Assoc. Cancer 
Res. 946 (2002); Wang y col., Oncogene 19:1519-1528 (2000); Xu y col., Intl. J. Mol. Med. 8:S68 (2001); Wang y col., 
Oncogene 20:7699-709 (2001); Jager y col., Cancer Res. 61:2055-2061 (2001); Mhashilkar y col., Mol. Med. 7:271-282 
(2001); Jiang y col., Amer. J. Surg. Path. 25:1397-1404 (2001); Fanger y col., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 574 
(2000); Calhoun y col., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 437-438 (2000); Meagher y col., Proc. Amer. Assoc. Cancer 
Res. 173 (2000); Xu y col., Cancer Res. 60:1677-1682 (2000); Wang y col., Oncogene 19:1519-1528 (2000); Villaret y 
col., Laryngoscope 110: de 68.374-381 (2000); Bangur y col., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 680 (2000); 
Henderson y col., Immunol. Invest. 29:87-91 (2000); Pyle y col., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 679 (2000); Mayo y 
col., EMBO 18 (14): 3990-4003 (1999)). Algunos de estos antígenos han sido identificados como oncogenes, es decir, 
genes operativos en células malignas y responsables de la transformación o asociados con ella, e incluyen, por 
ejemplo, el gen supresor de tumores de Wilms (WT1) y B726P, ambos sobreexpresados en tumores de mama; L523S, 
sobreexpresado en el carcinoma de pulmón de células escamosas, y P501 S sobreexpresado en tumores de próstata 
(véase, por ejemplo., Xu y col., Cancer Res. 61:1563-68, 2001)). Estos antígenos pueden usarse convenientemente 
para diagnóstico y tratamiento de cánceres. Por ejemplo, estos antígenos puede usarse convenientemente para 
generar respuestas inmunitarias específicas contra el cáncer. En particular, los polipéptidos de WT1 se han usado 
en vacunas basadas en proteínas (véase, por ejemplo., Gaiger y col., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 42:698 
(2001)). 

La inmunización con ácido nucleico (es decir, inmunización genética) es una tecnología prometedora que puede 
avanzar en la eficacia y seguridad de las vacunas (véase, por ejemplo, Cui y col., J. Biotechnol. 102(2): 105-115 
(2003); Robinson y Torres, Semin. Immunol. 9:271 (1997); Robinson y col., Int. J. Mol. Med. 4:549 (1999); y Hartikka y 
col., Hum. Gene Ther. 7:1205-1217 (1996)). Hay varias ventajas bien caracterizadas de las vacunas de ácido nucleico 
en comparación con las vacunas basadas en proteínas o virus vivos atenuados. Un rasgo característico de la 
vacunación con ADN es la inducción de la actividad de linfocitos T citotóxicos (CTL) que es superior a la vacunación 
con proteínas. La inmunidad celular puede potenciarse debido a que la proteína codificada por el ácido nucleico es 
procesada y presentada en una forma que es análoga al procesamiento de antígenos virales (véase, por ejemplo, 
Corr y col., J. Exp. Med. 184:1555 (de 1996)). Además, los vectores basados en plásmidos son más fáciles de producir 
que las vacunas basadas en proteínas u organismos vivos enteros, y se consideran más seguras de usar. 
Finalmente, se espera que sea más fácil incorporar antígenos nuevos o alterados en vacunas de ADN. 

La inmunidad protectora después la vacunación con ADN se ha demostrado en varios modelos de ratón (véase, p. 
ej., Wang y col., Vaccine; 21 (15): 1672-80 (2003); Manickan y col., J. Immunol. 155:259 (1995); Zinckgraf y col., 
Vaccine 21 (15):1640-9 (2003); Ott y col., J Control Release 79 (1-3):1-5 (2002); Fynan y col., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 90:11478 (1993)). Sin embargo, los informes de estudios en seres humanos han sido menos alentadores 
(véase, p. ej.,, Denis-Mize y col., Gen Ther. 7:2105 (2000)). 

Por tanto, existe una necesidad de que vectores de expresión expresen secuencias heterólogas de ácido nucleico 
que puedan usarse como componentes de composiciones y procedimientos para estimular respuestas inmunitarias 
contra antígenos sobreexpresados en células cancerosas. En particular, existe la necesidad de composiciones que 
puedan dirigirse a una neoplasia maligna con la que un cáncer en particular está asociado, y de composiciones y 
procedimientos que puedan desencadenar y potenciar una respuesta inmunitaria al antígeno canceroso concreto. La 
presente invención satisface esta y otras necesidades. 
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Sumario breve de la invención 

La presente invención proporciona vectores de expresión y procedimientos para la expresión de secuencias 
heterólogas de ácido nucleico usando tales vectores de expresión. Dentro de una realización, el vector de expresión 
comprende un casete de expresión que comprende los siguientes elementos, de 5’ a 3’: una secuencia promotora de 

5 CMV, una secuencia potenciadora de CMV, una secuencia de intrón A de CMV del gen temprano inmediato principal 
de CMV, una secuencia heteróloga de ácido nucleico y un sitio de poliadenilación, en el que el promotor está unido 
de forma operable a la secuencia heteróloga de ácido nucleico. En algunas realizaciones, la secuencia de intrón A de 
CMV tiene una deleción desde aproximadamente la base 1513 a aproximadamente la base 1736. En otras realizaciones, 
el ácido nucleico heterólogo codifica un antígeno canceroso, tal como, por ejemplo, L523S (SEC ID Nº: 6). En algunas 
realizaciones, el casete de expresión comprende los nucleótidos 54-3675 de la secuencia establecida anteriormente 
en SEC ID Nº: 3, los nucleótidos 1-1653 de la secuencia establecida anteriormente en la SEC ID Nº: 3, o la secuencia 
de nucleótido establecida anteriormente en la SEC ID N.º: 3. La invención también proporciona células huésped que 
comprenden los vectores de expresión descritos anteriormente. En algunas realizaciones, la célula huésped es E. coli 
o células de mamífero. La invención proporciona adicionalmente composiciones inmunogénicas que comprenden el 

15 vector de expresión descrito anteriormente. 

Otra realización de la invención proporciona un procedimiento para expresar una secuencia heteróloga de ácido 
nucleico. Una célula huésped que comprende un vector de expresión que comprende un casete de expresión que 
comprende de 5’ a 3’ los siguientes elementos: una secuencia promotora de CMV, una secuencia potenciadora de 
CMV, una secuencia de intrón A de CMV del gen temprano inmediato principal de CMV, una secuencia heteróloga de 
ácido nucleico y un sitio de poliadenilación, en el que el promotor está unido de forma operable a la secuencia heteróloga 
de ácido nucleico. En algunas realizaciones, la secuencia del intrón A de CMV tiene una deleción desde 
aproximadamente la base 1513 a aproximadamente la base 1736. En algunas realizaciones, el ácido nucleico 
heterólogo codifica un antígeno canceroso, tal como, por ejemplo, L523S (SEC ID Nº: 6). En algunas realizaciones, el 
casete de expresión comprende los nucleótidos 54-3675 de la secuencia establecida anteriormente en SEC ID Nº: 3, 

25 los nucleótidos 1-1653 de la secuencia establecida anteriormente en SEC ID Nº: 3, o la secuencia de nucleótidos 
establecida anteriormente en la SEC ID Nº: 3. En algunas realizaciones, el casete de expresión comprende los 
nucleótidos establecidos anteriormente en SEC ID Nº: 4. En algunas realizaciones, la célula huésped es E. coli o 
células de mamífero. 

Una realización adicional de la invención proporciona un procedimiento para desencadenar una respuesta 
inmunitaria, comprendiendo el procedimiento los pasos de administrar una cantidad inmunológicamente eficaz de la 
composición inmunogénica que comprende un vector que comprende un casete de expresión que comprende de 5’ a 
3’ los siguientes elementos: una secuencia promotora de CMV, una secuencia potenciadora de CMV, una secuencia 
del intrón A de CMV del gen temprano inmediato principal de CMV, una secuencia heteróloga de ácido nucleico y un sitio 
de poliadenilación, en el que el promotor está unido de forma operable a la secuencia heteróloga de ácido nucleico y 

35 en el que la respuesta inmunitaria está dirigida contra un péptido codificado por la secuencia heteróloga de ácido 
nucleico. En algunas realizaciones, la composición inmunogénica se administra múltiple veces. 

Breve descripción de la secuencias 

SEC ID Nº: 1 es una secuencia de ADN para pUC9. 

SEC ID Nº: 2 es una secuencia de ADN para pRSVneo. 

SEC ID Nº: 3 es una secuencia de ADN para pCRXA20. 

SEC ID Nº: 4 es una secuencia de ADN para el extremo 5' de un gen CMV_MIE. 

SEC ID Nº: 5 es una secuencia de ADN para un vector adenoviral que comprende una secuencia L523S. 

SEC ID Nº: 6 es una secuencia de ADN para L523S. 

SEC ID Nº: 7 es una secuencia polipeptídica para L523S. 

45 SEC ID Nº: 8 es una secuencia polipeptídica para p13-21 de L523S. 

Descripción detallada de la invención 

I. Introducción 

La presente invención proporciona una composición que puede dirigirse a una malignidad con la que está asociado un 
antígeno canceroso en particular, y composiciones y procedimientos que pueden desencadenar y potenciar una 
respuesta inmunitaria frente al antígeno canceroso concreto. En particular, la invención proporciona un plásmido de 
ADN vector de expresión que puede expresar genes cuando se transfecciona a células eucariotas. El vector 
comprende un casete de expresión que comprende de 5’ a 3’ los siguiente elementos: una secuencia promotora de 
CMV, una secuencia potenciadora de CMV, una secuencia del intrón A de CMV del gen temprano inmediato principal 
de CMV, una secuencia heteróloga de ácido nucleico, y un sitio de poliadenilación, en la que el promotor está unido de 
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forma operable a la secuencia heteróloga de ácido nucleico. En una realización de ejemplo, la secuencia heteróloga de 
ácido nucleico es un antígeno canceroso. En algunas realizaciones, la secuencia heteróloga de ácido nucleico codifica 
un antígeno canceroso. La invención también proporciona composiciones que comprenden el vector de expresión y un 
vehículo farmacéuticamente aceptable. La invención proporciona además composiciones para expresar la secuencia 
heteróloga de ácido nucleico y procedimientos para desencadenar una respuesta inmunitaria contra el polipéptido 
codificado por la secuencia heteróloga de ácido nucleico mediante la administración de tales composiciones a un 
sujeto. 

II. Definiciones 

Una "composición inmunogénica" es aquella que desencadena o modula una respuesta inmunitaria, preferentemente la 
composición induce o potencia una respuesta inmunitaria en respuesta a un antígeno particular. Las respuestas 
inmunitarias incluyen respuestas inmunitarias humorales y respuestas inmunitarias mediadas por células. Una 
composición inmunogénica puede utilizarse terapéuticamente o profilácticamente para tratar o evitar una enfermedad 
en cualquier fase. 

Como se utiliza en el presente documento, "heterólogo" se define en relación con una secuencia de ácido nucleico o 
de aminoácidos predeterminada a la que se hace referencia. Por ejemplo, con respecto a la secuencia de un gen 
estructural, un promotor heterólogo se define como un promotor que no se encuentra de forma natural adyacente al 
gen estructural al que se hace referencia, sino que se coloca mediante manipulación en el laboratorio. Análogamente, 
un gen heterólogo o un segmento de ácido nucleico se define como un gen o segmento que no se encuentra de forma 
natural adyacente al elemento promotor y/o potenciador a los que se hace referencia. Con respecto a secuencias de 
polipéptidos, es decir, secuencias de polipéptidos que codifican proteínas, un péptido heterólogo es aquel que no se 
encuentra de forma natural adyacente a la proteína o porción de ella a la que se hace referencia. En algunas 
realizaciones, el polipéptido heterólogo es una proteína, polipéptido o proteína de fusión. 

Una "proteína, polipéptido, o proteína de fusión" hace referencia a una proteína que tiene al menos dos polipéptidos 
unidos covalentemente, en la que un polipéptido procede de una secuencia o dominio proteico y el otro polipéptido 
procede de otra secuencia o dominio protico. Los polipéptidos pueden estar unidos directamente o a través de un 
enlazador covalente, por ejemplo, un enlazador de aminoácido, tal como un enlazador de poliglicina, u otro tipo de 
enlazador químico, por ejemplo, un enlaizador de hidrato de carbono, un enlazador de lípido, un enlazador de ácido, 
un enlazador de poliéter, por ejemplo., PEG, etc. (véase, p. ej.,Hermanson (1996) Bioconjugate techniques). Los 
polipéptidos que forman las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión, están típicamente unidos C-terminal con N-
terminal, aunque también pueden estar unidos C-terminal con C-terminal, N-terminal con N-terminal o N-terminal con C-
terminal. Los polipéptidos de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión pueden estar en cualquier orden. La 
expresión "proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión" se refiere también a variantes modificadas de forma 
conservada, variantes polimórficas, alelos, mutantes, subsecuencias y homólogos interespecies de los polipéptidos 
que constituyen las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. Las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión 
pueden producirse por unión covalente de una cadena de aminoácidos de una secuencia proteica a una cadena de 
aminoácidos de otra secuencia proteica, por ejemplo, preparando un polinucleótido recombinante que codifique de 
forma contigua las proteínas, polipeptidos o proteínas de fusión. Las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión 
pueden comprender 2, 3, 4 o más cadenas diferentes de aminoácidos de la misma o de distintas especies. Las 
distintas cadenas de aminoácidos en una proteína, polipéptido o proteína de fusión, pueden cortarse y unirse 
directamente o pueden cortarse y unirse indirectamente a través de un grupo enlazador químico o un grupo 
enlazador de aminoácidos. Las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión pueden comprender opcionalmente 
otros componentes, como se describe con mayor detalle en el presente documento. 

Un "adyuvante" es un potenciador no específico de la respuesta inmunitaria. 

Las "respuestas inmunitarias humorales" están mediadas por componentes de la sangre carentes de células, es decir, 
plasma o suero; la transferencia de suero o plasma de un individuo a otro transfiere la inmunidad. 

Las "respuestas inmunitarias mediadas por células" están mediadas por linfocitos específicos de antígeno; la 
transferencia de los linfocitos específicos de antígeno de un individuo a otro trasfiere la inmunidad. 

Las composiciones inmunogénicas de la presente invención se administran a un sujeto en una cantidad suficiente 
para desencadenar una respuesta terapéutica o profiláctica en el sujeto. Una cantidad adecuado para lograr esto se 
define como la "cantidad o dosis terapéuticamente efectiva". 

Las composiciones inmunogénicas de la presente invención se administran a un sujeto en una cantidad suficiente 
para desencadenar una respuesta inmunitaria en el sujeto. Una cantidad adecuada para lograr esto se define como 
la "cantidad o dosis terapéuticamente efectiva". 

El término "proteína" se utiliza en el presente documento de forma intercambiable con "polipéptido" y "péptido". 

"Ácido nucleico" se refiere a desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos y sus polímeros tanto en forma monocatenaria 
como bicatenaria. El término comprende ácidos nucleicos que contienen análogos de nucleótidos conocidos o residuos o 
enlaces de la estructura modificados, que son sintéticos, se encuentran de forma natural o se encuentran de forma no 
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natural, que tienen propiedades de unión similares a las del ácido nucleico de referencia y que se metabolizan de 
forma similar a los nucleótidos de referencia. Ejemplos de tales análogos incluyen, sin limitarse a ellos, fosforotioatos, 
fosforoamidatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, ribonucleótidos 2-O-metilados, ácidos péptido-nucleicos 
(PNA). 

A menos que se indique de otro modo, una secuencia de ácido nucleico concreta también incluye implícitamente sus 
variantes modificadas de forma conservadora (p. ej., sustituciones de codones degenerados) y secuencias 
complementarias, así como la secuencia indicada explícitamente. Específicamente, las sustituciones de codones 
degenerados pueden lograrse generando secuencias en las que la tercera posición de uno o más codones 
seleccionados (o todos) está sustituida con residuos de bases mixtas y/o desoxiinosina (Batzer y col. (1991) Nucleic 
Acid Res. 19:5081; Ohtsuka y col. (1985) J. Biol. Chem. 260:2605-2608; Rossolini y col. (1994) Mol. Cell. Probes 
8:91-98). El término ácido nucleico se usa de forma intercambiable con gen, ADNc, ARNm, oligonucleótido y 
polinucleótido. 

Una secuencia polinucleotídica que comprende proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de la invención hibrida 
en condiciones estrictas con cada una de las secuencias de nucleótidos que codifican cada polipéptido individual de 
las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. Las secuencias de polinucleótidos que codifican los polipéptidos 
individuales del polipéptido de fusión incluyen por lo tanto variantes modificadas de forma conservadora, variantes 
polimórficas, alelos, mutantes, subsecuencias y homólogos interespecies. 

El "porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias alineadas de forma óptima en 
una ventana de comparación, en la que la porción de secuencia la de polinucleótido de la ventana de comparación 
puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparación con la secuencia de referencia (que no 
comprende adiciones o deleciones) para la alineación óptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula 
determinando el número de posiciones en las que se encuentran la base de ácido nucleico o el residuo de aminoácido 
idénticos en ambas secuencias para obtener el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de posiciones 
coincidentes entre el número total de posiciones de la ventana de comparación y multiplicando el resultado por 100 
para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. 

El término "identidad sustancial" de secuencias de polinucleótidos quiere decir que un polinucleótido comprende una 
secuencia que tiene al menos un 25% de identidad de secuencia. Alternativamente, el porcentaje de identidad puede 
ser un número entero de 25% a 100%. Las realizaciones más preferidas incluyen al menos: 25%, 30%, 35%, 40%, 
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 99% o más, en comparación con una secuencia de 
referencia usando los programas descritos en el presente documento, preferentemente BLAST, usando parámetros 
estándar, como se describe más adelante. Un experto reconocerá que estos valores pueden ajustarse apropiadamente 
para determinar la identidad correspondiente de proteínas codificadas por dos secuencias de nucleótidos teniendo 
en cuenta la degeneración de los codones, la semejanza de aminoácidos, la situación del marco de lectura y similares. 
La "identidad sustancial" de las secuencias de aminoácidos para estos fines normalmente quiere decir, normalmente, 
que un polipéptido comprende una secuencia que tiene, al menos, un 40% de identidad de secuencia con, por 
ejemplo, la SEC ID Nº: 3. El porcentaje de identidad de polipéptidos preferido puede ser un número entero de 40% a 
100%. Las realizaciones más preferidas incluyen, al menos, un 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99%. Los 
polipéptidos que son "sustancialmente similares" comparten secuencia como se indica anteriormente, excepto porque las 
posiciones de los residuos que no son idénticas pueden diferir en cambios conservadores de aminoácidos. Las 
sustituciones conservadoras de aminoácidos se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen cadenas laterales 
similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tienen cadena laterales alifáticas es el de glicina, alanina, valina, 
leucina e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales hidroxilo-alifáticas es el de serina y 
treonina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es el de asparagina y 
glutamina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas es el de fenilalanina, tirosina y 
triptófano; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales básicas es el de lisina, arginina e histidina; y un grupo 
de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es el de cisteína y metionina. Los grupos 
preferidos con sustituciones conservadoras de aminoácidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina­
arginina, alanina-valina, ácido aspártico-ácido glutámico, y asparagina-glutamina. 

La alineación óptima de secuencias para su comparación puede llevarse a cabo mediante el algoritmo de identidad 
local de Smith y Waterman (1981) Add. APL. Math. 2:482, mediante el algoritmo de alineación de identidad de 
Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante el procedimiento de búsqueda de similitudes de Pearson y 
Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 85:2444, mediante implementaciones computerizadas de estos 
algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA en el paquete de software para genética de Wisconsin, 
Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspección.  

Un ejemplo preferido de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la 
similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul y col. (1977) Nuc. Acids 
Res. 25: 3389-3402 y Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. BLAST y BLAST 2.0 se usan, 
con los parámetros descritos en el presente documento para determinar el porcentaje de identidad de secuencia para 
los ácidos nucleicos y proteínas de la invención. El software para llevar a cabo los análisis BLAST está disponible para 
el público a través del Centro Nacional para la Información Biotecnológica de Estados Unidos 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las puntuaciones acumuladas se calculan usando, para secuencias de 
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nucleótidos, los parámetros M (puntuación positiva asignada a un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N 
(puntuación de penalización asignada a residuos no coincidentes; siempre < 0). Para secuencias de aminoácidos se 
usa una matriz de puntuación para calcular la puntuación acumulada. La extensión de los resultados de palabras en cada 
dirección se detiene cuando: la puntuación acumulada de alineación cae una cantidad X a partir de su máximo valor 
alcanzado; la puntuación acumulada se hace cero o menor, debido a la acumulación de una o más alineaciones de 
residuos que puntúan negativo; o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parámetros del algoritmo 
BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineación. El programa BLASTN (para secuencias de 
nucleótidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una 
comparación de ambas hebras. Para secuencias de aminoácidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud 
de palabra de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuación BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1989) 
Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 89:10915) alineaciones (B) de 50, expectativas (E) de 10, M=5, N=-4, y una 
comparación de ambas hebras. 

Otra indicación de que las secuencias de nucleótidos son sustancialmente idénticas es que si dos moléculas 
hibridan entre sí, o con un tercer ácido nucleico, en condiciones moderadamente estrictas, y preferentemente 
altamente estrictas. Las condiciones estrictas dependen de las secuencias y serán distintas en circunstancias 
diferentes. Las secuencias más largas hibridan específicamente a temperaturas más elevadas. Una guía en 
profundidad para la hibridación de ácidos nucleicos se encuentra en Tijssen, Techniques in Biochemistry and 
Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Probes, "Overview of principles of hybridization and the strategy of 
nucleic acid assays" (1993). Generalmente, las condiciones estrictas se seleccionan para que sean 5-10ºC inferiores 
al punto térmico de fusión (Tf) para la secuencia específica a una fuerza iónica y un pH determinados. La Tf es la 
temperatura (en una fuerza iónica y pH definidos) a la que el 50% de la secuencia diana hibrida con una sonda 
perfectamente coincidente. Típicamente, condiciones estrictas serán aquellas en las que la concentración de sales es 
menor de aproximadamente 1,0 M de ión sodio, típicamente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentración de 
ión sodio (u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es, al menos, de aproximadamente 30ºC para sondas 
cortas (por ejemplo, 10 a 50 nucleótidos) y al menos, de aproximadamente 60ºC para sondas largas (por ejemplo, mayores 
de 50 nucleótidos). Las condiciones estrictas pueden alcanzarse también con la adición de agentes desestabilizantes 
tales como formamida. Para una hibridación selectiva o específica, una señal positiva es una hibridación de, al menos, 
dos veces la hibridación de fondo, preferentemente 10 veces la hibridación de fondo.  

Las condiciones estrictas de hibridación pueden ser como se indica a continuación: formamida al 50%, SSC 5X, y 
SDS al 1%, incubando a 42ºC, o SSC 5X, SDS al 1%, incubando a 65ºC, con lavado en SSC 0,2X, y SDS al 1% a 
65ºC. 

Para los fines de la invención, las "condiciones moderadamente estrictas" adecuadas incluyen, por ejemplo, lavar 
previamente en una disolución de SSC 5X, SDS al 0,5%, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), hibridar a 50ºC-65ºC, SSC 5X 
durante la noche, seguido de dos lavados a 65ºC durante 20 minutos con cada uno de SSC 2X, 0,5X y 0,2X (que 
contiene SDS al 0,1%). Dichas secuencias de ADN de hibridación están también dentro del ámbito de la presente 
invención.  

La "proliferación de células T" como se describe en el presente documento, incluye la multiplicación de linfocitos T, 
así como la estimulación de linfocitos T que conduce a la multiplicación, es decir, el comienzo de acontecimientos 
que conducen a la mitosis y la mitosis en sí. Se describen procedimientos para detectar la proliferación de linfocitos 
T más adelante. 

III. Vectores de la invención 

La presente invención proporciona composiciones que pueden dirigirse a una malignidad con la que se asocia un 
antígeno canceroso en particular, y composiciones y procedimientos que pueden desencadenar y potenciar una 
respuesta inmunitaria frente al antígeno canceroso concreto. En particular, la invención proporciona un casete de 
expresión que comprende de 5’ a 3’ los siguientes elementos: una secuencia promotora de CMV, una secuencia 
potenciadora de CMV, una secuencia de intrón A de CMV del gen temprano inmediato principal de CMV, una 
secuencia heteróloga de ácido nucleico y un sitio de poliadenilación, donde el promotor está unido de forma operable a 
la secuencia heteróloga de ácido nucleico. 

Como se divulga en la presente invención, el producto de expresión proteico de un ácido nucleico que codifica el 
polipéptido heterólogo es reconocido por los linfocitos T. 

A. Vectores de expresión 

En una realización, los compuestos de la presente invención comprenden vectores de expresión que comprenden 
ácidos nucleicos que codifican proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión, que comprenden los polipéptidos 
heterólogos o las variantes de los polipéptidos heterólogos. En las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de la 
invención, el componente polipéptido heterólogo puede estar fusionado directamente o a través de un enlazador, por 
ejemplo, un enlazador de aminoácido u otro tipo de enlazador químico, con otro polipéptido. Otras variantes dentro 
del ámbito de la invención incluyen proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión en las que la estructura de 
aminoácidos primaria del péptido heterólogo nativo se modifica formando conjugados covalentes o de agregación con 
otros péptidos o polipéptidos, o restos químicos tales como grupos glicosilo, lípidos, fosfato, grupos acetilo y similares. 
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Pueden prepararse derivados covalentes, por ejemplo, uniendo grupos funcionales concretos a cadenas laterales de 
aminoácidos o al extremo N o C. 

La presente invención también incluye casetes de expresión que codifican proteínas de fusión y proteínas de fusión 
con o sin glicosilación. Las proteínas de fusión expresadas en sistemas de expresión de levaduras o de mamíferos 
pueden ser similares, o ligeramente diferentes, en cuanto al peso molecular y al patrón de glicosilación de las 
moléculas nativas, dependiendo del sistema de expresión. La expresión de ADN que codifica polipéptidos en 
bacterias tales como E. coli típicamente proporciona moléculas no glicosiladas. Los sitios de N-glicosilación de 
proteínas eucariotas se caracterizan por el triplete de aminoácidos Asn-A1-Z, en el que A1 es cualquier aminoácido 
excepto Pro, y Z es Ser o Thr. Las variantes de proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión que tienen sitios de N­
glicosilación inactivados, pueden producirse por técnicas conocidas por los expertos en la técnica, tales como síntesis 
y unión de oligonucleótidos o técnicas de mutagénesis específica de sitio, y están dentro del alcance de la invención. 
Alternativamente, pueden unirse a una proteína, polipéptido o proteína de fusión, sitios de glicosilación N-ligados. 

Las proteínas, polipéptidos, o proteínas de fusión de la presente invención, que se entenderá que incluyen variantes, 
incluyen cualquier combinación posible entre polipéptidos humanos y no humanos. Los polipéptidos no humanos 
comprenden polipéptidos de cualquier mamífero, tal como, por ejemplo, de rata, ratón, cobaya, caballo, vaca, cerdo, 
oveja, perro, etc. 

Cualquier variante de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de la presente invención se incluye como 
forma de realización de la presente invención. En una realización, dichas variantes son sustancialmente idénticas o 
sustancialmente similares a la proteína nativa y conservan la capacidad de estimular una respuesta inmunitaria. El 
efecto de cualquier modificación de secuencia sobre la capacidad de una proteína para producir una respuesta 
inmunitaria puede determinarse fácilmente, por ejemplo, analizando la capacidad de la proteína mutada para inducir 
una respuesta de linfocitos T usando, por ejemplo, los procedimientos descritos en el presente documento, o 
analizando la capacidad de la proteína mutada para producir anticuerpos.  

En ciertas realizaciones específicas, las proteínas, polipéptidos, o proteínas de fusión de la invención pueden comprender 
un compañero de fusión, tal como, por ejemplo, un compañero de fusión inmunológico o un potenciador de la 
expresión. Un compañero de fusión puede, por ejemplo, ayudar a proporcionar epítopos de linfocitos T colaboradores 
(un compañero de fusión inmunológico), preferentemente epítopos de linfocitos T colaboradores reconocidos por seres 
humanos, o pueden ayudar en la expresión de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión (un potenciador de la 
expresión) con rendimientos más altos que las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión recombinantes. Ciertos 
compañeros de fusión preferidos son compañeros tanto inmunológicos como potenciadores de la expresión. Otros 
compañeros de fusión pueden seleccionarse con el objetivo de incrementar la solubilidad de las proteínas, polipeptidos o 
proteínas de fusión, o para permitir que las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión sean dirigidas hacia 
compartimentos intracelulares deseados. Otros compañeros de fusión adicionales incluyen etiquetas de afinidad, que 
facilitan la purificación de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de interés. 

También se proporcionan proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión que comprenden un polipéptido de fusión 
como se describe en el presente documento junto con una proteína inmunogénica no relacionada. Preferentemente, 
la proteína inmunogénica es capaz de desencadenar una respuesta de memoria. Ejemplos de tales proteínas 
incluyen proteínas del tétanos, la tuberculosis y la hepatitis (véase, por ejemplo, Stoute y col. (1997) New Engl. J. Med. 
336:86-91). 

En otras realizaciones, un compañero de fusión inmunológico deriva de la proteína D, una proteína de superficie de la 
bacteria gram-negativa Haemophilus influenza B (documento WO 91/18926). Preferentemente, un derivado de proteína 
D comprende aproximadamente el primer tercio de la proteína (p. ej, los primero 100-110 aminoácidos de N-terminales), 
y el derivado de proteína D puede estar lipidizado. En ciertas realizaciones preferidas, los primero 109 residuos de un 
compañero de fusión de lipoproteína D están incluidos en el extremo N para proporcionar a las proteínas, 
polipéptidos o proteínas de fusión epítopos de linfocitos T exógenos adicionales y para incrementar el nivel de 
expresión en E. coli (funcionando así como un potenciador de la expresión). La cola lipídica asegura una 
presentación óptima de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión a las células presentadoras de antígeno. 
Otros compañeros de fusión incluyen la proteína no estructural del virus de la gripe, NS1 (hemaglutinina), o una 
porción inmunogénica de la misma (véase, por ejemplo, los documentos WO 99/40188 y WO 93/04175). Típicamente, 
se usan los 81 aminoácidos N-terminales, aunque pueden usarse diferentes fragmentos que incluyen epítopos de linfocitos 
T-colaboradores. En una realización, las proteínas, polipéptidos, o proteínas de fusión de la presente invención 
comprenden además el compañero de fusión NS1 o uno de sus fragmentos inmunogénicos, preferentemente unido 
a la región N-terminal de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. Las proteínas, polipéptidos o proteínas de 
fusión que comprende el compañero NS1 se expresan preferentemente por recombinación en células BHK, como se 
describe más adelante. 

En otra realización, el compañero de fusión inmunológico es la proteína conocida como LYTA, o una porción de la 
misma (preferentemente una porción C-terminal). LYTA deriva de Steptococcus pneumoniae, que sintetiza una N­
acetil-L-alanina amidasa conocida como amidasa LYTA (codificada por el gen LytA, Gene 43:265-292 (1986)). LYTA es 
una autolisina que degrada específicamente determinados enlaces de la estructura de los péptidoglicanos. El dominio 
C-terminal de la proteína LYTA es responsable de la afinidad por la colina o por algunos análogos de la colina, tales 
como DEAE. Esta propiedad se ha aprovechado para el desarrollo de plásmidos que expresan C-LYTA de E. coli 
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útiles para la expresión de proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. Se ha descrito la purificación de proteínas 
híbridas que contienen el fragmento C-LYTA del extremo amino (véase, Biotechnology 10:795-798 (1992)). Dentro de 
una realización preferida, una porción de repetición de LYTA puede incorporarse en proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión. Una porción de repetición se encuentra en la región C-terminal empezando en el residuo 178. Una 
porción de repetición particularmente preferida incorpora los residuos 188-305. 

Los ácidos nucleicos que codifican los polipéptidos compañeros de fusión de la presente invención pueden ser 
preparados por cualquier método adecuado conocido en la técnica. Los procedimientos de ejemplo incluyen la clonación 
y la restricción de secuencias adecuadas o la síntesis química directa por procedimientos tales como el procedimiento 
fosfotriéster de Narang y col. (1979) Meth. Enzymol. 68:90-99; el procedimiento fosfodiéster de Brown y col. (1979) 
Meth. Enzymol. 68:109-151; el procedimiento dietilfosforamidita de Beaucage y col. (1981) Tetra. Lett. 22:1859-1862; y 
el procedimiento de soporte sólido de la patente de EE. UU. Nº 4.458.066. 

Los ácidos nucleicos recombinantes que codifican un polipéptido de fusión que comprende un polipéptido 
compañero de fusión y una proteína, polipéptido o proteína de fusión seleccionada, pueden prepararse usando 
cualquier procedimiento conocido en la técnica. Como se ha descrito anteriormente, los ácidos nucleicos 
recombinantes están construidos de forma que, preferentemente, la secuencia del polipéptido compañero de fusión 
se localiza en 5’ de la secuencia del polinucleótido que codifica las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de 
interés. Las secuencias de polinucleótidos del compañero de fusión y las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión 
también pueden modificarse para facilitar su fusión y posterior expresión. 

Los ácidos nucleicos recombinantes pueden comprender adicionalmente secuencias de nucleótidos tales como 
secuencias que codifican etiquetas de afinidad para facilitar los protocolos de purificación de proteínas. 

B. Variantes de las proteínas codificadas por los ácidos nucleicos heterólogos 

En general, se considera que las poblaciones de linfocitos T CD4+ funcionan como colaboradoras o inductoras a 
través de la liberación de linfocinas cuando son estimuladas por un antígeno específico; sin embargo, un subgrupo de 
linfocitos T CD4+ puede actuar como linfocitos T citotóxicos (CTL). De forma similar, se considera que las linfocitos T 
CD8+funcionan lisando directamente dianas antigénica; sin embargo, bajo diversas circunstancias pueden secretar 
linfocinas para proporcionar una función colaboradora o DTH. A pesar de la posibilidad de solapamiento de las 
funciones, los marcadores fenotípicos CD4 y CD8 están ligados al reconocimiento de péptidos unidos a antígenos MHC 
de clase I o clase II. El reconocimiento de antígenos en el contexto de MHC de clase I o clase II implica que las 
linfocitos T CD4+ y CD8+ responden a distintos antígenos o al mismo antígeno presentados. La unión de péptidos 
inmunogénicos a antígenos MHC de clase II ocurre más frecuentemente para con antígenos captados porlas células 
presentadoras de antígeno.  

Los linfocitos T CD4+ generalmente reconocen antígenos que han estado en el exterior de células cancerosas. Por 
el contrario, en circunstancias normales, la unión de péptidos a MHC de clase I sucede solo con proteínas presentes en 
el citosol y sintetizadas por la diana en sí, las proteínas del entorno exterior quedan excluidas. Una excepción para 
esto es la unión de péptidos exógenos con un motivo de unión de clase I concreto que están presentes en el exterior 
de la célula en concentraciones altas. Así, los linfocitos T CD4+ y CD8+ tienen funciones ampliamente diferentes y 
tienden a reconocer distintos antígenos como reflejo de dónde reside el antígeno normalmente. 

Otra forma de hacer sustituciones de aminoácidos para producir variantes de la presente invención es identificar un 
aminoácido de sustitución en motivos de linfocitos T con potencial para unirse a moléculas MHC de clase II (para 
respuesta de linfocitos T CD4+) o moléculas MHC de clase I (para respuesta de linfocitos T CD8+). Los segmentos 
peptídicos con un motivo con potencial teórico para unirse a moléculas MHC de clase I pueden identificarse por 
análisis computacional. Por ejemplo, puede usarse un paquete de análisis de secuencia de proteínas, T Sites que 
incorpora varios algoritmos computacionales diseñados para distinguir sitios potenciales para reconocimiento de 
linfocitos T (Feller y col. (1991) Nature 349:720-721). Se utilizan dos algoritmos de búsqueda: (1) el algoritmo AMPHI 
descrito por Margalit (Feller y col. (1991) Nature 349:720-721; Margalit y col. (1987) J. Immunol. 138:2213-2229) 
identifica epítopos según la periodicidad de la hélice alfa y la anfipaticidad; (2) el algoritmo de Rothbard y Taylor 
identifica epítopos según la carga y (1988) EMBO J. 7:93-100). Los segmentos con ambos motivos son los más 
apropiados para unirse a moléculas MHC de clase II. La linfocitos T CD8+ reconocen péptidos unidos a moléculas 
MHC de clase I. Parker y col. (1994) J. Immunol. 152:163 han determinada que los péptidos unidos a moléculas MHC 
concretas comparten motivos de secuencias discernibles. Se ha definido un motivo peptídico para unión en el surco 
de HLA-A2.1 por degradación de Edman de péptidos sacados de moléculas HLA-A2.1 de una línea celular cultivada 
(Tabla 1, de Falk y col. (1991) Nature 351:290-296). El procedimiento identificó el típico o el habitual péptido de unión 
a HLA-A2.1 como de 9 aminoácidos de longitud con residuos ancla dominantes en las posiciones 2 (L) y 9 (L). Se han 
identificado residuos de unión fuerte que aparecen frecuentemente en las posiciones 2 (M), 4 (E, K) y 8 (K). El motivo 
identificado representa la media de muchos péptidos de unión. 
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Tabla 1: El motivo restringido a HLA-A2.1 

Posición del aminoácido Punto 
asignado 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Unión dominante 

Residuo ancla 

l V +3 

Unión fuerte 

Residuo 

M E 

K 

V K +2 

Unión débil 

Residuo 

I 

L 

F 

A 

Y 

F 

G 

P 

D 

I 

K 

Y 

I 

L 

T 

A 

Y 

H 

E 

S 

l +1 

K P T N 

M M G 

Y 

S V 

H 

El motivo peptídico derivado como se define actualmente no es particularmente estricto. Algunos péptidos de unión a 
HLA-A2.1 no contienen ambos residuos ancla dominantes y los aminoácidos que flanquean los residuos ancla 

5 dominantes juegan papeles clave permitiendo o no permitiendo la unión. No todos los péptidos con el motivo de unión 
actualmente descrito se unirán, y algunos péptidos sin el motivo, se unirán. Sin embargo, el motivo actual es 
suficientemente válido para permitir la identificación de algunos péptidos capaces de unirse. Cabe apuntar que todas 
las moléculas MHC y sus motivos respectivos sitúan 6 aminoácidos entre los aminoácidos ancla dominantes en los 
residuos 2 y 9. 

10 Después de la identificación de motivos peptídicos en proteínas, las sustituciones de aminoácidos puede hacerse de 
forma conservadora o no conservadora. El último tipo de sustituciones pretende producir una proteína mejorada que 
es más potente y/o tiene una reactividad cruzada más amplia. Un ejemplo de una proteína o péptido más potente es 
uno que se une con mayor afinidad a la misma molécula MHC que la proteína o el polipéptido natural, sin afectar al 
reconocimiento por linfocitos T específicos para proteínas o polipéptidos naturales. Un ejemplo de un polipéptido con 

15 una reactividad cruzada más amplia es uno que induce respuestas inmunitarias de reactividad cruzada más amplias (es 
decir, se une a un abanico de moléculas MHC más amplio) que un polipéptido natural. De forma similar, uno o más 
aminoácidos localizados entre motivos peptídicos y que tenga una función espaciadora (por ejemplo, no interaccionan 
con un receptor de moléculas MHC o de linfocitos T) pueden ser sustituidos de forma conservadora o no conservadora. 
Resultará evidente para un experto en la técnica que los polipéptidos que contengan una o más sustituciones de 

20 aminoácidos pueden ensayarse para evaluar sus interacciones inmunológicas beneficiosas o adversas mediante 
diversos ensayos, incluidos los descritos en el presente documento para la capacidad de estimular el reconocimiento 
por linfocitos T. 

Las variantes dentro del alcance de la presente invención pueden también, o de forma alternativa, contener otras 
modificaciones, incluida la deleción o la adición de aminoácidos, que tienen una influencia mínima en las propiedades 

25 inmunológicas deseadas del polipéptido, como se describe anteriormente. Los expertos en la técnica apreciarán que se 
pueden usar formas truncadas o formas extendidas no nativas de una proteína, siempre que las propiedades 
inmunológicas deseadas sean la menos aproximadamente equivalentes a las de la proteína nativa de longitud total. 
Los residuos de cisteína pueden eliminarse o sustituirse con otros aminoácidos para evitar la formación de puentes 
disulfuro intramoleculares incorrectos tras la renaturalización. Otras aproximaciones a la mutagénesis implican la 

30 modificación de residuos de aminoácido dibásicos adyacentes para potenciar la expresión en sistemas de levaduras en 
las que está presente la actividad proteasa KEX2. 

IV. Preparación de polinucleótidos de la invención 

A. Polinucleótidos que codifican proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión 

De acuerdo con la invención, cualquier secuencia de nucleótidos que codifique la secuencia de aminoácidos de las 
35 proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de interés puede utilizarse para generar moléculas recombinantes que 
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dirigen la expresión de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. 

Con el fin de clonar secuencias codificantes de longitud completa o variantes homólogas para generar los 
polinucleótidos de fusión, pueden usarse sondas de ADN marcadas diseñadas a partir de cualquier porción de una 
secuencia de nucleótidos o sus complementos para analizar una biblioteca genómica o de ADNc, para identificar la 
secuencia codificante de cada componente individual de las proteínas, polipeptidos o proteínas de fusión. Las 
secuencias de nucleótidos pueden ser de cualquier mamífero adecuado, por ejemplo, ser humano, rata, ratón, 
caballo, vaca, oveja, perro, etc. 

Dichos clones pueden aislarse analizando una biblioteca de expresión adecuada para clones que expresan una 
proteína de longitud total de interés, tal como un antígeno canceroso. La preparación y el análisis de la biblioteca 
pueden realizarse generalmente usando procedimiento conocidos por los expertos en la técnica, tales como los 
procedimientos descritos en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratories, Cold Spring Harbor, NY (1989). Brevemente, una biblioteca de expresión de bacteriófagos puede 
disponerse en placas y transferirse a filtros. Los filtros pueden incubarse después con un reactivo de detección. En el 
contexto de la presente invención, un "reactivo de detección" es cualquier compuesto capaz de unirse a la proteína, y 
que entonces puede detectarse por diversos medios conocidos por los expertos en la técnica. Los agente de detección 
típicos contienen un "agente de unión", tal como proteína A, proteína G, IgG o una lectina, unido a un grupo indicador. 
Los grupos reporteros preferidos incluyen enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, tinte, radionúclidos, grupos 
luminiscentes, grupos fluorescentes y biotina. Más preferentemente, el grupo indicador es peroxidasa de rábano, que 
puede detectarse mediante incubación con un sustrato como tetrametilbencidina o ácido sulfónico de 2,2'-azino-di-3­
etilbenzo-tiazolina. Por ejemplo, las placas que contienen secuencias genómicas o de ADNc que expresan un 
antígeno canceroso se aíslan y purifican por técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Los procedimientos 
puede encontrarse, por ejemplo, en Sambrook y col., supra. 

El aislamiento de secuencias codificantes también puede llevarse a cabo por la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) usando dos conjuntos de cebadores oligonucleótidos degenerados designados sobre la base de las 
secuencias codificantes divulgadas en el presente documento. Los ácidos nucleicos deseados también pueden 
clonarse usando otras técnicas de amplificación bien conocidas. Ejemplos de protocolos suficientes para guiar a 
expertos a través de procedimientos de amplificación in vitro, incluyendo PCR, reacción en cadena de la ligasa (LCR), 
amplificación de la replicasa Qβ y otras técnicas mediadas por ARN polimerasas se encuentran en Sambrook y col., 
supra, y Ausubel y col. Current Protocols in Molecular Biology (1994), así como en la patente de EE. UU. Nº 
4.683.202; PCR Protocols A Guide to Methods and Applications (Innis y col. eds. 1990); Arnheim & Levinson C&EN 
págs. 36-47 (1 de octubre de 1990); The Journal of NIH Research 3:81-94 (1991); Kwoh y col. (1989) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 86:1173; Guatelli y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874; Lomell y col. (1989) J. Clin. 
Chem. 35:1826; Landegren y col. (1988) Science 241: 1077-1080; Van Brunt (1990) Biotechnology 8:291-294; Wu y 
col. (1989) Gene 4:560; y Barringer y col. (1990) Gene 89:117. Procedimiento de clonaje de ácidos nucleicos 
amplificados in vitro se describen en la patente de EE. UU. Nº 5.426.039. Los cebadores adecuados para su uso en la 
amplificación de los ácidos nucleicos de la invención pueden diseñarse en base a las secuencias que se proporcionan en 
el presente documento. 

De acuerdo con a invención, un polinucleótido de la invención que codifica proteínas, polipéptidos o proteínas de 
fusión, unos de sus fragmentos o uno de sus equivalentes funcionales puede usarse para generar moléculas de 
ácido nucleico recombinantes que dirigen la expresión de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión, uno de 
sus fragmentos, o unos de sus equivalentes funcionales, en células huésped adecuadas. Los productos de 
polipéptidos de fusión codificados por dichos polipéptidos pueden modificarse por manipulación molecular de la 
secuencia codificante. 

Debido a la degeneración inherente al código genético, otras secuencias de ADN que codifican sustancialmente la 
misma o una secuencia de aminoácidos funcionalmente equivalente, puede usarse en la puesta en práctica de la 
invención para la expresión de los polipéptidos de fusión. Dichas secuencia de ADN incluyen aquellas capaces de 
hibridar con las secuencias codificantes de sus complementos divulgadas en el presente documentos bajo 
condiciones poco, moderadamente o altamente estrictas como se describe en el presente documento. 

Las secuencias de nucleótidos alteradas que pueden usarse según la invención incluyen deleciones, adiciones o 
sustituciones de diferentes residuos de nucleótidos que tienen como resultado una secuencia que codifica el mismo o un 
producto génico funcionalmente equivalente. El producto génico en sí puede contener deleciones, adiciones o 
sustituciones de residuos de aminoácido, que tienen como resultado un cambio silencioso, produciendo así un 
epítopo antigénico funcionalmente equivalente. Dichas sustituciones de aminoácidos pueden realizarse sobre la 
base de la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipática de los 
residuos implicados. Por ejemplo, los aminoácidos cargados negativamente incluyen ácido aspártico y ácido glutámico; 
los aminoácidos cargados positivamente incluyen lisina, histidina y arginina; los aminoácidos con grupos de cabeza 
polar no cargada que tienen valores de hidrofilicidad similares incluyen los siguientes: glicina, asparagina, glutamina, 
serina, treonina, y tirosina, y los aminoácidos con grupos de cabeza no polares incluyen alanina, valina, isoleucina, 
fenilalanina, prolina, metionina y triptófano. 

Las secuencias de nucleótidos de la invención pueden modificarse para alterar la secuencia codificantes de las 
proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión con diversos fines, incluyendo, pero sin limitarse a ello, alteraciones que 
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modifican el procesamiento y la expresión del producto génico. Por ejemplo, pueden introducirse mutaciones usando 
técnicas que son bien conocidas en la técnica, por ejemplo, insertar o eliminar sitios de restricción, alterar patrones de 
glicosilación, fosforilación, crear y/o destruir secuencias de translación, iniciación y/o terminación, o crear variaciones 
en las regiones codificantes, para facilitar la modificación adicional in vitro , etc. Los expertos en la técnica 
reconocerán muchas formas de generar alteraciones en un constructo de ácido nucleico dado. Dichos procedimientos 
bien conocidos incluyen, por ejemplo, mutagénesis dirigida a sitio, amplificación por PCR usando oligonucleótidos 
degenerados, exposición de células que contienen el ácido nucleico a agentes mutagénicos o radiación, síntesis 
química de un oligonucleótido deseado (por ejemplo, en conjunto con ligación y/o clonación para generar ácido 
nucleicos grandes) y otras técnicas bien conocidas (ver, por ejemplo, Giliman y col. (1979) Gene 8:81-97; Hutchinson y 
col. (1978) J. Biol. Chem. 253:6551; Roberts y col. (1987) Nature 328: 731-734). Preferentemente, las manipulaciones 
no destruyen l inmunogenicidad de los polipéptidos de fusión.  

En una realización de la invención, la secuencia codificante de una proteína, polipéptido o proteína de fusión puede 
sintetizarse total o parcialmente, usando procedimientos químicos bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, 
Caruthers y col. (1980) Nuc. Acids Res. Symp. Ser. 7:215-233; Crea y col. (1980) Nuc. Acids Res. 9(10):2331; 
Matteucci y col. (1980) Tetrahedron Letter 21:719 (1980); y Chow y col. (1981) Nuc. Acids Res. 9(12):2807-2817). 

B. Modificaciones de secuencia 

Las variantes de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de la invención que mantienen la capacidad de 
estimular una respuesta inmunitaria pueden generalmente ser identificadas modificando la secuencia en uno o más de 
los aspectos descritos anteriormente y ensayando las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión resultantes para 
evaluar su capacidad de estimular una respuesta inmunitaria, por ejemplo, una respuesta de linfocitos T o una 
respuesta de anticuerpos. Por ejemplo, dichos ensayos pueden realizarse generalmente poniendo en contacto 
linfocitos T con las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión modificados y ensayando la respuesta. Las variantes 
que aparecen de forma natural de los componentes polipeptídicos individuales de las proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión pueden aislarse también, por ejemplo, analizando una biblioteca de ADNc o genómica adecuada 
que codifique cada polipéptido individual o una variante del mismo. 

Las modificaciones de secuencia descritas anteriormente pueden introducirse usando técnicas de recombinación 
estándar o por síntesis automatizada de las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión modificados. Por ejemplo, las 
mutaciones pueden introducirse en un loci particular sintetizando oligonucleótidos que contengan una secuencia 
mutante, flanqueada por sitios de restricción que permitan la ligación a fragmentos de la secuencia nativa. Después de 
la ligación, la secuencia reconstruida resultante codifica un análogo que tiene la inserción o la deleción de 
aminoácidos deseada. 

Alternativamente, los procedimientos de mutagénesis específica de sitio dirigida a oligonucleótidos puede usarse 
para proporcionar un gen en se alteren codones concretos según la sustitución, deleción o inserción que se requiera. 
Procedimientos ejemplares para realizar las alteraciones mencionadas anteriormente están descritos por Walder y col. 
(1986) Gene 42:133; Bauer y col. (1985) Gene 37: 73; Craik (1985) BioTechniques January: 12-19; Smith y col. (1981) 
Genetic Engineering: Principles and Methods, Plenum Press; y las patentes de EE. UU. Nº 4.518.584 y 4.737.462. 

Las mutaciones en secuencias de nucleótidos construidas para la expresión de dichas proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión deben, por supuesto, conservar el marco de lectura de las secuencias codificantes y 
preferentemente no crearán regiones complementarias que podrían hibridar para producir estructuras secundarias en 
el ARNm, tales como lazos u horquillas, que afectarían negativamente a la traducción del ARNm. Aunque un sitio de 
mutación puede estar predeterminado, no es necesario que la naturaleza de la mutación esté predeterminada per 
se. Por ejemplo, con el fin de seleccionar los mutantes con características óptimas en un sitio dado, puede llevarse a 
cabo una mutagénesis en el codón diana y analizarse la proteínas mutantes que se expresen para evaluara la 
actividad deseada. No todas las mutaciones en una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína se 
expresarán en el producto final. Por ejemplo, las sustituciones de nucleótidos pueden hacerse para potenciar la 
expresión, principalmente para evitar lazos en la estructura secundaria en el tránscrito de ARN (ver, por ejemplo, la 
solicitud de patente europea 75444A), o para proporcionar codones que son traducidos más fácilmente por el 
huésped elegido, tales como los bien conocidos codones de preferencia de E. coli para la expresión de E. coli. 

C. Vectores de expresión 

Las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión, y sus variantes, de la presente invención, se producen, 
preferentemente, por procedimientos de ADN recombinante. Dichos procedimientos incluyen, por ejemplo, la 
inserción de una secuencia de ADN que codifica una proteína, un polipéptido o una proteína de fusión antigénicos 
cancerosos en el vector de expresión recombinante descrito anteriormente y la expresión de la secuencia de ADN en 
un sistema de expresión recombinante de célula microbiana, mamífera, fúngica o de insecto bajo condiciones que 
promuevan la expresión y, preferentemente, la secreción de proteínas, polipéptidos, o proteínas de fusión. Las 
secuencias de ADN que codifican las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión proporcionados por la presente 
invención pueden conformarse a partir de fragmentos de ADNc y oligonucleótidos de unión cortos, o a partir de una 
serie de oligonucleótidos, para proporcionar un gen sintético que es capaz de insertarse en un vector de expresión 
recombinante y expresarse en una unidad transcripcional recombinante.  
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Los vectores de expresión recombinantes contienen una secuencia de ADN que codifica una proteína unida 
operatiblemente a elementos reguladores de la transcripción o de la traducción adecuados derivados de genes 
mamíferos fúngicos, microbianos, víricos o de insectos. Dichos elementos reguladores incluyen un promotor 
transcripcional, una secuencia operadora opcional para controlar la transcripción, una secuencia que codifica sitios de 
unión de ARNm a ribosomas, y secuencias que controlan la terminación de la transcripción y la traducción. Puede 
incorporarse adicionalmente un origen de replicación y un marcador seleccionable para facilitar el reconocimiento de 
los transformantes. 

Las regiones de ADN están "unidas de forma operable" cuando están relacionadas de forma funcional unas con 
otras. Por ejemplo, el ADN para un péptido señal (director de la secreción) está unido de forma operativa a ADN 
para un polipéptido si se expresa como un precursor que participa en la secreción del polipéptido; un promotor está 
"unido de forma operativa" a una secuencia codificante si controla la transcripción de la secuencia; o un sitio de unión 
a ribosoma está "unido de forma operativa" a una secuencia codificante si está situada de formas que permita la 
traducción. Generalmente, "unido de forma operativa" quiere decir contiguo y, en el caso de directores de la secreción, 
en el marco de lectura. Las secuencias de ADN que codifican proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión que se han de 
expresar en un microorganismo preferentemente no contendrán intrones que pudieran terminar prematuramente la 
transcripción del ADN a ARNm. 

Los vectores de expresión para uso bacteriano pueden comprender un marcador seleccionable, y un origen de 
replicación bacteriano derivado de plásmidos comercialmente disponibles que comprenden elementos genéticos de 
vector de clonación bien conocido pBR322 (ATCC 37017). Dichos vectores comerciales incluyen, por ejemplo, 
pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden), pGEM1 (Promega Biotec, Madison, WI), pET28b 
(Novagen) y pPDM (un pET28b modificado, Corixa). Estas secciones de "estructuras" de pBR322 se combinan con 
un promotor adecuado y la secuencia estructural que se va a expresar. E. coli suele transformarse usando derivados 
de pBR322, un plásmido derivado de una especie de E. coli (Bolivar y col. (1977) Gene 2:95). pBR322 contiene 
genes de resistencia a ampicilina y tetraciclina y, por lo tanto, proporciona medios sencillos para identificar las 
linfocitos Transformadas. 

Los vectores de levaduras preferidos pueden construirse usando secuencias de ADN de pBR322 para selección y 
replicación en E. coli (gen Ampr y origen de replicación) y ADN de levaduras. El líder factor α de levaduras, que 
dirige la secreción de proteínas heterólogas, puede insertarse entre el promotor y el gen estructural para expresarse 
(ver, por ejemplo, Kurjan y col. (1982) Cell 30:933; y Bitter y col. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5330. La 
secuencia líder puede modificarse para que contenga, cerca de su extremo 3', uno o más sitios de restricción útiles 
para facilitar la fusión de la secuencia líder con genes exógenos. 

Además de las secuencias de control transcripcionales y traduccionales, algunos sistemas de expresión tienen 
marcadores que proporcionan la amplificación de genes, tales como neomicina, timidina cinasa, higromicina B 
fosfotransferasa y dihidrofolatorreductasa. 

Una línea celular que permite la replicación episomal de vectores de expresión es CV-1/EBNA (ATCC CRL 10478). 
La línea celular CV-1/EBNA se derivó por transfección de la línea celular CV-1 con un gen que codifica el antígeno nuclear 
1 del virus de Epstein-Barr (EBNA-1) y que expresa de forma constitutiva EBNA-1 dirigido por el potenciado/promotor 
inmediato-temprano de CMV humano.  

Los vectores preferidos para la expresión en células de mamíferos cultivadas incluyen pFLAGCMV-1 (Kodak), 
pcDNA3.1/hyg (Invitrogen), pEE14-GS (CellTech), pBIB y VR1012 (Hartikka y col. (1996) Hum. Gene Ther. 
7(10):1205-1217).  

Cualquiera de los bien conocidos procedimientos para introducir secuencias de nucleótidos exógenas en células 
huésped pueden usarse para introducir el vector de expresión. Éstos incluyen el uso de reactivos tales como 
Superfect (Qiagen), liposomas, transfección con fosfato de calcio, polibreno, fusión con protoplastos, electroporación, 
microinyección, vectores plasmídicos, vectores víricos, aceleración biolística de partículas (pistola génica), o 
cualesquiera otros procedimientos bien conocidos para introducir ADN genómico clonado, ANDc, ADN sintético u otro 
material genético exógeno en una célula huésped (ver, por ejemplo, Sambrook y col., supra). 

D. Células Huésped 

La células huésped transformadas son células que se han transformado o transfectado con vectores de expresión 
construidos usando técnicas de ADN recombinante y que contienen secuencias que codifican proteínas, polipéptidos 
o proteínas de fusión de interés. Las células huésped transformadas pueden expresar las proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión de interés deseados, pero las células huésped transformadas con fines de clonación o amplificación 
de un ADN no necesitan expresar las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de interés. La proteína, polipéptidos 
o proteínas de fusión expresadas serán secretadas preferentemente al medio de cultivo o al sobrenadante, 
dependiendo del ADN seleccionado. Los expertos en la técnica apreciarán que si las proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión se secretan al sobrenadante del cultivo, entonces también son solubles en el sobrenadante del 
cultivo. 

Cualquiera de los procedimientos bien conocidos para introducir secuencias de nucleótido exógenas en células 
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huésped pueden utilizarse para inducir el vector de expresión. Éstos incluyen el uso de reactivos tales como 
Superfect (Qiagen), liposomas, transfección con fosfato de calcio, polibreno, fusión con protoplastos, electroporación, 
microinyección, vectores plasmídicos, vectores víricos, aceleración biolística de partículas (pistola génica), o 
cualesquiera otros procedimientos bien conocidos para introducir ADN genómico clonado, ANDc, ADN sintético u otro 
material genético exógeno en una célula huésped (ver, por ejemplo, Sambrook y col., supra).  

Las células huésped adecuadas para la expresión de proteínas recombinantes incluyen procariotas, levaduras o 
células eucariotas superiores bajo el control de promotores adecuados. Los ejemplos de líneas celulares de 
mamíferos adecuadas incluyen las líneas COS-7 de células de riñón de mono, descritas por Gluzman (1981) Cell 
23:175, y otras líneas celulares capaces de expresar un vector apropiado incluidas, por ejemplo, líneas celulares de 
CV-1/EBNA (ATCC CRL 10478), células L, C127, 3T3, ovario de hámster chino (CHO), COS, NS-1, HeLa, fibroblastos 
de riñón humano embrionarios (HEK 293), BHK y HEK293. Los vectores de expresión de mamíferos pueden 
comprender elementos no transcritos (por ejemplo, un origen de replicación, un promotor y/o potenciador adecuado 
unido al gen que se va a expresar, y otras secuencias flanqueantes de 5' o 3' no transcritas) y secuencias 5' o 3' no 
traducidas (por ejemplo, sitios de unión a ribosoma necesarios, un sitio de poliadenilación, sitios donadores y 
aceptores de ayuste, y secuencias de terminación de la transcripción). Los sistemas de expresión de mamíferos 
preferidos son las líneas celulares de ovario de hámster chino (CHO), HEK293 y BHK. Las proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión expresados en CHO se secretan al sobrenadante como una proteína glicosilada. 

Los procariotas incluyen organismos gram negativo o gram positivo, por ejemplo E. coli o Bacilli. Las células 
eucariotas superiores incluyen líneas celulares establecidas originadas en insectos o mamíferos como se describe más 
adelante. Los sistemas de traducción sin linfocitos También podrían utilizarse para producir proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión usando ARN derivados de constructos de ADN. Vectores de clonación apropiados para su uso en 
huéspedes celulares bacteriano, fúngicos, de levaduras y mamíferos se describen, por ejemplo, en Pouwels y col., 
Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, NY (1985). 

Los huéspedes de expresión procariotas pueden utilizarse para la expresión de proteínas, polipéptidos o proteínas 
de fusión que no requieren procesamiento proteolítico y de disulfuración extensivo. Los vectores de expresión 
procariotas generalmente comprenden uno o más marcadores fenotípicos seleccionables, por ejemplo, un gen que 
codifica una proteína que confiere resistencia antibiótica o que suministra un requisito autótrofo, y un origen de 
replicación reconocido por el huésped para asegurar la amplificación dentro del huésped. Los huéspedes procariotas 
adecuados incluyen E. coli (por ejemplo, E. coli BL21 (DE3) CodonPlus), Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, y 
varias especies de los géneros Pseudomonas, Streptomyces, y Staphylococcus, aunque también pueden utilizarse 
otros huéspedes. 

También pueden usarse sistemas de cultivo celular de insectos (por ejemplo, Spodoptera o Trichoplusia) para expresar 
polipéptidos recombinantes. Los sistemas de baculovirus para producir polipéptidos heterólogos en células de 
insectos se revisan, por ejemplo, en Luckow y col. (1988) BioTechnology 6:47. 

E. Purificación de las proteínas de interés 

Los expertos en la técnica entenderán que las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de interés pueden 
prepararse cultivando sistemas huésped/vector adecuados para expresar los productos de traducción recombinantes 
de los ADN de la presente invención, que se purifican después a partir del medio de cultivo o los extractos celulares. 
Por ejemplo, los sobrenadantes de sistemas que secretan polipéptidos recombinantes al medio de cultivo puede 
concentrarse primero usando un filtro de concentración de proteínas disponible en el mercado, tal como, por 
ejemplo, una unidad de ultrafiltración Amicon o Millipore Pellicon. Tras la etapa de concentración, el concentrado 
puede aplicarse a una matriz de purificación adecuada. Por ejemplo, una matriz de afinidad adecuada puede 
comprender una proteína de estructura opuesta (es decir, una proteína a la que una proteína, polipéptido o proteína de 
fusión de interés se une con una interacción específica basada en la estructura) o una molécula de lectina o 
anticuerpo unida a un soporte adecuado.  

Como alternativa, puede usarse una resina de intercambio aniónico, por ejemplo, una matriz o un sustrato que tenga 
grupos dietilaminoetil (DEAE) unidos. Las matrices pueden ser acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa, poliestireno, 
sefarosa u otros tipos usado habitualmente en la purificación de proteínas. Como alternativa, puede emplearse una 
etapa de intercambio de cationes. Los intercambiadores de cationes adecuados incluyen varias matrices insolubles 
que comprenden grupos sulfopropilo o carboximetilo, preferentemente sulfopropilo. La cromatografía de filtración en gel 
también proporciona un medio para purificar proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. Las proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión de la invención se purifican preferentemente por cromatografía de intercambio aniónico usando, 
por ejemplo, columnas monoQ o cromatografía de alto rendimiento en sefarosa Q. 

La cromatografía de afinidad es otro procedimiento preferido para purificar proteínas, polipéptidos o proteínas de 
fusión. Por ejemplo, anticuerpos monoclonales contra las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión pueden ser 
útiles en la purificación por cromatografía de afinidad, usando procedimientos bien conocido en la técnica. 

Finalmente, pueden emplearse una o más etapas de cromatografía líquida de alto rendimiento en fase reversa (RP­
HPLC) usando medio de RP-HPLC hidrofóbico (por ejemplo, gel de sílice con grupos metilo u otros grupos alifáticos) 
para purificar adicionalmente proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de interés. Algunas o todas de las etapas de 
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purificación anteriores, en diversas combinaciones, también pueden emplearse para proporcionar una proteína o 
polipéptido homogéneo recombinante. 

Las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión recombinantes producidas en cultivos bacterianos pueden 
purificarse mediante una extracción inicial a partir de sedimentos celulares, seguida de una o más etapas de 
concentración, eliminación de sales o cromatografía acuosa de intercambio iónico o de exclusión por tamaño. Puede 
utilizarse la cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC) para las etapas de purificación finales. Las células 
microbianas utilizadas en la expresión de proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión recombinantes pueden 
romperse por cualquier procedimiento adecuado, incluidos ciclos de congelación-fusión, sonicación, rotura mecánica 
o el uso de agentes de lisis celular.  

La fermentación de las células de levadura que expresan proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión como una 
proteína secretada simplifica enormemente la purificación. Las proteínas recombinantes secretadas resultantes de una 
fermentación a gran escala pueden purificarse por procedimientos análogos a los divulgados en Urdal y col. (1984) J. 
Chromatog. 296:171. Esta referencia describe dos etapas secuenciales de HPLC en fase reversa para la purificación 
de GM-CSF humana recombinante en una columna de HPLC preparativa. 

La preparación de proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión sintetizados en cultivos recombinantes puede 
contener componentes celulares que no son proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión, incluidas proteínas en 
cantidades y de características que dependen de las etapas de purificación llevadas a cabo para recuperar las proteínas, 
polipéptidos o proteínas de fusión del cultivo. Estos componentes suelen tener su origen en levaduras, procariotas o 
eucariotas no humanos. Dichas preparaciones suelen estar libres de otras proteínas que normalmente están asociadas 
con las proteínas de interés como se encuentra en la naturaleza en su especie de origen.  

La síntesis automatizada proporciona un procedimiento alternativo para preparar proteínas y polipéptidos de la 
presente invención. Por ejemplo, puede usarse cualquiera de las técnicas en fase sólida disponibles en el mercado, tal 
como, por ejemplo, el procedimiento de síntesis de Merrifield en fase sólida, en el que se añaden aminoácidos 
secuencialmente a una cadena de aminoácidos en crecimiento (ver, Merrifield (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:2149­
2146). Los equipos para la síntesis automatizada de polipéptidos están disponibles en el mercado de fabricantes tales 
como Applied Biosystems, Inc. (Foster City, CA) y pueden manejarse habitualmente según las instrucciones del 
fabricante. 

V. Composiciones de la invención 

Los vectores de ADN de la invención y los polipéptidos codificados por las secuencias de ácido nucleico heterólogas 
de la misma pueden incorporarse de forma conveniente en composiciones farmacéuticas o composiciones 
inmunogénicas (es decir, vacunas). Las composiciones farmacéuticas comprenden los vectores y un vehículo o 
excipiente farmacéuticamente aceptable. Las vacunas pueden comprender uno o más de dichos compuestos o células 
y un inmunoestimulador, tal como un adyuvante o un liposoma (en el que se incorpora el compuesto). Un 
inmunoestimulador puede ser cualquier sustancia que intensifica o potencia una respuesta inmunitaria (mediada por 
anticuerpos y/o células) a un antígeno exógeno. Los ejemplo de inmunoestimuladores incluyen adyuvantes, 
microesferas biodegradables (por ejemplo, galactida poliláctica) y liposomas (en cuyo interior se incorpora el 
compuesto) (patente de EE. UU. Nº 4.235.877). La preparación de vacunas de describe generalmente, por ejemplo, 
en Powell y Newman (1995). Las composiciones farmacéuticas y las vacunas dentro del alcance de la presente 
invención pueden contener también otros compuestos, que pueden ser biológicamente activos o inactivos. Por 
ejemplo, una o más porciones inmunogénicas u otros antígenos de tumores pueden estar presentes, bien incorporados 
en un péptidos de fusión o como un compuesto separado, dentro de la composición de vacuna.  

Dentro de ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas y las vacunas se diseñan para desencadenar 
respuestas de linfocitos T específicas para un péptido relacionado con una malignidad hematológica en un paciente, tal 
como un humano. En general, las respuestas de linfocitos T pueden favorecerse mediante el uso de ácidos nucleicos 
heterólogos que codifican péptidos relativamente cortos (por ejemplo, que comprenden menos de 23 residuos de 
aminoácido consecutivos de un péptido relacionado con una malignidad hematológica nativo, preferentemente 4-16 
residuos consecutivos, más preferentemente 8-16 residuos consecutivos y aún más preferentemente 8-10 residuos 
consecutivos). Como alternativa, o adicionalmente, una vacuna puede comprender un inmunoestimulador que 
preferencialmente potencia una respuesta inmunitaria de linfocitos T. En otras palabras, el inmunoestimulador puede 
potenciar el nivel de una respuesta de linfocitos T a un péptido relacionado con una malignidad hematológica en una 
cantidad que es proporcionalmente mayor que la cantidad en la que se potencia una respuesta de anticuerpo. Por 
ejemplo, cuando se compara con un adyuvante de base oleaginosa estándar, tal como CFA, un inmunoestimulador 
que preferencialmente potencia una respuesta de linfocitos T puede potenciar una respuesta proliferativa de linfocitos 
T al menos doblándola, una respuesta lítica de la menos el 10%, y/o una activación de de linfocitos T de al menos el 
doble comparada con la de las líneas celulares de control negativo relacionadas con malignidades hematológicas, 
mientras que no potencia de forma detectable una respuesta de anticuerpos. La cantidad en la que se potencia una 
respuesta de linfocitos T o anticuerpos a un polipéptido codificado por el ácido nucleico heterólogo puede determinarse 
generalmente usando cualquier técnica representativa conocida en la técnica, tales como las técnicas que aquí se 
proporcionan. 

Una composición farmacéutica o vacuna puede contener secuencia de ácido nucleico que codifican uno o más de 
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los antígenos cancerosos como se describe anteriormente, de modo que dicho polipéptido se genera in situ. Como 
se señala anteriormente, el ADN puede estar presente en diversos sistemas de suministro conocidos por los 
expertos en la técnica, incluidos sistemas de expresión de ácidos nucleicos, sistemas de expresión bacterianos o 
víricos y sistemas de expresión de mamíferos. Numerosas técnicas de suministro de genes son bien conocidas en la 
técnica (Rolland, 1998, y referencias que ahí se citan). Los sistemas de expresión de ácidos nucleicos adecuados 
contiene las secuencias de ADN, ADNc o ARN necesarias para la expresión en el paciente (tales como señales 
promotoras y de terminación adecuadas). Los sistemas de suministro bacterianos implican la administración de una 
bacteria (tal como Bacillus-Calmette-Guerrin) que exprese una porción inmunogénica del péptido en su superficie 
celular o que secrete dicho epítopo. En una realización preferida, el ADN puede introducirse usando un sistema de 
expresión vírico (por ejemplo. virus vaccinia u otros poxvirus, retrovirus o adenovirus), que puede implicar el uso de un 
virus replicativamente competente no patogénico (defectivo) (Fisher-Hoch y col., 1989; Flexner y col., 1989; Flexner y 
col., 1990; patente de EE. UU. Nº 4.603.112, patente de EE. UU. Nº 4.769.330, patente de EE. UU. Nº 5.017.487; 
publicación de solicitud de patente internacional Nº WO 89/01973; patente de EE. UU. Nº. 4.777.127; patente de Gran 
Bretaña Nº GB 2.200.651; patente europea Nº EP 0.345.242; publicación de solicitud de patente internacional Nº WO 
91/02805; Berkner, 1988; Rosenfeld y col., 1991; Kolls y col., 1994; Kass-Eisler y col., 1993; Guzman y col., 1993a; y 
Guzman y col., 1993). Las técnicas para incorporar ADN en dichos sistemas de expresión son bien conocidas por 
los expertos en la técnica. Resultará evidente que una vacuna puede comprender tanto un componente de 
polinucleótido como uno peptídico. Dichas vacunas pueden proporcionar una respuesta inmunitaria potenciada. 

Resultará evidente para los expertos en la técnica que se beneficien de las presentes enseñanzas que una vacuna 
puede contener vehículos farmacéuticamente aceptables. Las expresiones "farmacéuticamente o 
farmacológicamente aceptable" se refieren a entidades moleculares y composiciones que no producen una reacción 
adversa, alérgica u otra reacción perjudicial significativa cuando se administran a un animal o a un humano, según 
convenga. Como se usa aquí, "vehículo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquier disolvente, medio de 
dispersión, revestimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y retardantes de la absorción y 
similares. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la 
técnica. Excepto, en la medida de lo posible, cualquier medio o agente convencional que sea incompatible con el 
ingrediente activo, su uso en la composición terapéutica está contemplado. Para la administración en humanos, las 
preparaciones deberían cumplir los estándares de esterilidad, pirogenicidad y seguridad y pureza generales 
requeridos por el departamento de estándares biológicos de la Administración para alimentos y fármacos de los 
Estados Unidos. También pueden incorporarse ingredientes activos suplementarios en las composiciones. 

Mientras que cualquier vehículo adecuado conocido por los expertos en la técnica se puede emplear en las 
composiciones farmacéuticas de la presente invención, el tipo de vehículo variará dependiendo del modo de 
administración. Las composiciones de la presente invención se pueden formular para cualquier manera apropiada 
de administración, incluyendo por ejemplo, administración oral, nasal, intravenosa, intracraneal, intraperitoneal, 
subcutánea o intramuscular. Para administración parenteral, tal como inyección subcutánea, el vehículo 
preferentemente comprende agua, salino, alcohol, una grasa, una cera o un tampón. Para administración oral, puede 
emplearse cualquiera de los vehículos anteriores o un vehículo sólido, tal como manitol, lactosa, almidón, estearato de 
magnesio, sacarina sódica, talco, glucosa, sacarosa, y carbonato de magnesio. Las microesferas biodegradables (por 
ejemplo, polilactato poliglicolato) pueden emplearse también como vehículos para las composiciones farmacéuticas 
de la presente invención. Microesferas biodegradables adecuadas se divulgan, por ejemplo, en las patentes de EE. 
U. Nº 4.897.268; 5.075.109; 5.928.647; 5.811.128; 5.820.883; 5.853.763; 5.814.344 y 5.942.252. Para determinadas 
aplicaciones tópicas, se prefieren formulaciones en forma de crema o lociones, usando componentes bien 
conocidos. 

Dichas composiciones pueden comprender también tampones (por ejemplo, salino tamponado neutro o salino 
tamponado con fosfato), hidratos de carbono (por ejemplo, glucosa, manosa, sacarosa o dextranos), manitol, 
proteínas, péptidos o aminoácidos tales como glicina, antioxidante, bacterioestáticos, agentes quelantes tales como 
EDTA o glutatión, adyuvantes (por ejemplo, hidróxido de aluminio), solutos que hacen a la disolución isotónica, 
hipotónica o débilmente hipertónica respecto de la sangre del receptor, agentes de suspensión, agentes espesante 
y/o conservantes. Como alternativa, las composiciones de la presente invención pueden formularse como un 
liofilizado, o formularse con uno o más liposomas, microesferas, nanopartículas o sistemas de administración 
micronizados usando tecnología bien conocida. 

Cualquiera de una variedad de inmunoestimuladores, tales como adyuvantes, puede emplearse en la preparación de 
composiciones de vacuna de la presente invención. La mayoría de adyuvantes contiene una sustancia encargada de 
proteger al antígeno de un catabolismo rápido, tal como hidróxido de aluminio o aceite mineral, y un estimulador de 
respuestas inmunitarias, tal como lípido A o proteínas derivadas de Bordetella pertussis o Mycobacteryum 
tuberculosis. Adyuvantes adecuados están disponibles en el mercado como, por ejemplo, adyuvantes basados en 
aluminio (por ejemplo, Alhydrogel, Rehydrogel, fosfato de aluminio, Algammulin, hidróxido de aluminio), adyuvantes 
basado en aceite (adyuvante incompleto e incompleto de Freund (Difco Laboratories, Detroit, MI), Specol, RIBI, Titer-
Max, Montanide ISA50 o Seppic MONTANIDE ISA 720), adyuvantes no iónicos basados en copolímeros de bloque, 
citocinas (por ejemplo, GM-CSF o ligando Flat3), adyuvante 65 de Merck (Merck and Company, Inc,. Rahway, NJ), 
AS-2 (SmithKline Beecham, Philadelphia, PA), sales de calcio, hierro o zinc, una suspensión insoluble de tirosina 
acetilada, azúcares acilados, polisacáridos catiónica o aniónicamente derivatizados, polifosfacenos, microesferas 
biodegradables, monofosforil lípido A y Quil A. Citocinas tales como GM-CSF o interleucina-2, -7 o -12 también pueden 

15 

ES 2 363 972 T3



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

usarse como adyuvantes. 

Hemocianinas y hemoeritrinas también pueden usarse en la invención. El uso de hemocianina de lapa californiana 
(KLH) se prefiere particularmente, aunque pueden emplearse otras hemocianinas y hemoeritrinas de moluscos y 
artrópodos. Varios adyuvantes polisacáridos pueden usarse también. Las variedades poliamina de polisacáridos se 
prefieren particularmente, tales como quitina y quitosano, incluida quitina desacetilada. 

Otro grupo preferido de adyuvantes son los grupos muramil dipéptidos (MDP, N-acetilmuramil-L-alanil-D-iso­
glutamina) de peptidoglicanos bacterianos. Los derivados de muramil dipéptidos, tales como el derivado de aminoácido 
treonil-MDP, y el derivado de ácido graso MTPPE, también se contemplan. 

La patente de EE. UU. Nº 4.950.645 describe un derivado disacárido tripéptido lipofílico de muramil dipéptido que se 
propone para su uso en liposomas artificiales formados a partir de fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol. Se dice que es 
efectivo para activar monocitos humanos y destruir linfocitos Tumorales, pero no es tóxico en dosis generalmente 
altas. Los compuestos de la patente de EE. UU. Nº 4.950.645 y de la publicación de solicitud de patente internacional Nº 
WO 91/16347 también se proponen para su uso para lograr aspectos particulares de la presente invención. 

El BCG y el esqueleto de la pared celular del BCG (CWS) pueden usarse también como adyuvantes en la invención, con 
o son dimicolato de trehalosa. El dimicolato de trehalosa puede usarse por sí mismo. Azuma y col. (1988) muestra que la 
administración de dimicolato de trehalosa se corresponde con una resistencia aumentada a la infección por virus de la 
gripos en ratones. El dimicolato de trehalosa puede prepararse como se describe en la patente de EE. UU. Nº 
4.579.945. 

Los agentes anfipáticos y activos de superficie, por ejemplo, saponina y derivados tales como QS21 (Cambridge 
Biotech) constituyen otro grupo más de adyuvantes preferidos para su uso con los inmunógenos de la presente 
invención. Tensioactivos no iónicos de copolímeros de bloque (Rabinovich y col., 1994, Hunter y col., 1991) también 
pueden emplearse. Los oligonucleótidos, como se describen en Yamamoto y col., (1988) son otro grupo de 
adyuvantes útiles. Quil A y lentilla también son adyuvantes preferidos. 

Los superantígenos también se contemplan para su uso como adyuvantes en la presente invención. Los 
"superantígenos" son generalmente productos bacterianos que estimulan una mayor proporción de linfocitos T que de 
antígenos peptídicos sin la necesidad de procesamiento antigénico (Money y col., 1994). Los superantígenos incluyen 
exoproteínas de Staphylococcus tales como las enterotoxinas α, β, γ y δ de S. aureus y S. epidermidis, y las 
exotoxinas α, β, γ y δ de E. coli . 

Las enterotoxinas comunes de Staphylococcus son conocidas como enterotoxina A de estafilococo (SEA) y 
enterotoxina B de estafilococo (SEB), estando descritas las enterotoxinas a través de E (SEE) (Rott y col., 1992). 
Streptococcus pyogenes B (SEB), la enterotoxina de Clostridium perfringens (Bowness y col., 1992), la proteínas 
citoplasmática asociada a membrana (CSP) de S. pyogenes (Sato y col., 1994) y la toxina 1 de síndrome de choque 
tóxico (TSST-1) de S. aureus (Schwab y col., 1993) son otros superantígenos útiles. 

Un grupo de adyuvantes particularmente preferido para su uso en la invención son las endotoxinas desintoxicadas, 
tales como la toxina desintoxicada refinada de la patente de EE. UU. Nº 4.866.034. Estas endotoxinas desintoxicadas 
refinadas son efectivas para la producción de respuestas adyuvantes en mamíferos. 

Las endotoxinas desintoxicadas pueden combinarse con otros adyuvantes. La combinación de endotoxinas 
desintoxicadas con dimicolato de trehalosa se contempla, como se describe en la patente de EE. UU. Nº 4.435.386. Las 
combinaciones de endotoxinas desintoxicadas con dimicolato de trehalosa y glicolípidos endotóxicos también se 
contempla (patente de EE. UU. Nº 4.505.899), así como la combinación de endotoxinas desintoxicadas con esqueleto 
de pared celular (CWS) o CWS y dimicolato de trehalosa, como se describe en las patentes de EE. UU. Nº 4.436.727, 
4.436.728 y 4.505.900. También se prevé que sean útiles las combinaciones de solo CWS y dimicolato de trehalosa, 
sin endotoxinas desintoxicadas, como se describe en la patente de EE. UU. Nº 4.520.019. 

El MPL es actualmente un agente inmunopotenciador preferido para su uso aquí. Referencias que tratan los usos de 
MPL incluyen Tomai y col., (1987), Chen y col. (1991) y Garg y Subbarao (1992), cada una de las cuales tratan ciertas 
funciones de MPL en las reacciones de ratones que envejecen; Elliott y col. (1991), que se trata del ratón cargado 
con D-galactosamina y su sensibilidad potenciada a lipopolisacárido y a MLP; Chase y col. (1986), que se refiere a 
infecciones bacterianas; y Masihi y col. (1988), que describe los efectos de MPL y endotoxinas en la resistencia de 
ratones a Toxoplasma gondii. Fitzgerald (1991) también informó del uso de MPL para regular al alza la 
inmunogenicidad de una vacuna contra la sífilis y para conferir una protección significativa contra infecciones a las que 
se exponga a conejos. 

Baker y col. (1992) analizó además las características estructurales que influyen en la capacidad de un lípido A y 
sus análogos para anular la expresión de la actividad supresora de las linfocitos T. Informaron de que reducir el 
número de grupos fosfato en el lípido A de dos a uno (es decir, crear monofosforil lípido A, MPL), así como reducir el 
contenido en ácidos grasos, principalmente eliminando el residuo de la posición 3, tenía como resultado una reducción 
progresiva de la toxicidad; sin embargo, estas modificaciones estructurales no tuvieron influencia en su capacidad 
para anular la función de expresión de los T (Baker y col., 1992). Estos tipos de MPL son ideales para su uso en la 
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En una línea de trabajo generalmente relacionada, Tanamoto y col. (1994a; b; 1995) describieron la disociación de 
actividades endotóxicas en un precursor de lípido A químicamente sintetizado después de la acetilación o la 
succinilación. Así, compuestos tales como "acetilo 406" y "succinilo 516" (Tanamoto y col., 1.994a; b; 1995) también 
se contemplan para su uso en la presente invención. 

Los MPL sintéticos forman un grupo particularmente preferido de adyuvantes. Por ejemplo, Brade y col. (1993) 
describieron un glicoconjugado artificial que contenía el esqueleto de disacáridos de glucosamina bisfosforilada del 
lípido A que se une a AcM anti-lípido A. Este es un candidato para su uso en ciertos aspectos de la invención. 

Los derivados de MPL descritos en la patente de EE. UU. Nº 4.987.237 se contemplan particularmente para su uso 
en la presente invención. La patente de EE. UU. Nº 4.987.237 describe derivados de MPL que contienen uno o más 
grupos libres, tales como aminas, en una cadena lateral unida a los grupos hidroxilo primarios del núcleo del monofosforil 
lípido A a través de un grupo éster. Los derivados proporcionan un procedimiento adecuado para acoplar el lípido A a 
través del acoplamiento de agentes a diversos materiales biológicamente activos. Las propiedades 
inmunoestimuladores del lípido a se mantienen. Se prevé el uso de todos los derivados de MPL según la patente de 
EE. UU. Nº 4.987.237 en las células con adyuvante MPL incorporado de la presente invención. 

Diversos adyuvantes, incluso los que no se usan comúnmente en humanos, pueden emplearse aun así en animales, 
donde, por ejemplo, se desee elevar aumentar los anticuerpos u obtener posteriormente linfocitos T activadas. Las 
toxicidad u otros efectos adversos que pudieran resultar tanto del adyuvante como de las células, por ejemplo, como 
puede ocurrir al usar linfocitos Tumorales no irradiadas, es relevante en tales circunstancias. 

Dentro de las vacunas que aquí se proporcionan, la composición del adyuvante se diseña preferentemente para 
inducir una respuesta inmunitaria predominantemente de tipo Th1. Niveles altos de citocinas de tipo Th1 (por 
ejemplo, IFN-γ, TNF-α, IL-2 a IL-12) tienden a favorecer la inducción de respuestas inmunitarias mediadas por células 
a un antígeno administrado. En contraste, niveles altos de citocinas de tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) 
tienden a favorecer la inducción de respuestas inmunitarias humorales. Después de la aplicación de una vacuna como 
se dispone en el presente documento, un paciente soportará una respuesta inmunitaria que incluye respuestas de tipo 
Th1 y de tipo Th2. Dentro de una realización preferida, en la que una respuesta es predominantemente de tipo Th1, 
el nivel de citocinas de tipo Th1aumentará en mayor medida que el nivel de las citocinas de tipo Th2. Los niveles de 
estas citocinas pueden evaluarse fácilmente usando ensayos estándar. Para una revisión sobre las familias de 
citocinas, ver por ejemplo, Mosmann y Coffman (1989).  

Los adyuvantes preferidos para su uso en el desencadenamiento de una respuesta predominantemente de tipo Th1 
incluyen, por ejemplo, una combinación de monofosforil lípido A, preferentemente monofosforil lípido A 3-O­
desacilado (3D-MPL), junto con una sal de aluminio. Adyuvantes de MPL están disponibles de Corixa Corporation 
(Seattle, WA, ser por ejemplo, patentes de EE. UU. Nº 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y 4.912.094, cada una de las 
cuales se incorpora al presente documento específicamente por referencia en su totalidad). Los oligonucleótidos que 
contienen CpG (en los que el dinucleótido CpG no está metilado) también inducen una respuesta 
predominantemente The. Dichos oligonucleótidos son bien conocidos y se describen, por ejemplo, en la publicación de 
solicitud de patente internacional Nº WO 96/02555 y en la publicación de solicitud de patente internacional Nº WO 
99/33488. Las secuencias de ADN inmunoestimuladoras se describen también, por ejemplo, en Sato y col. (1996). Otro 
adyuvante preferido es una saponina, preferentemente QS21 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA), 
que puede usarse sola o en combinación con otros adyuvantes. Por ejemplo, un sistema mejorado implica la 
combinación de un derivado de monofosforil lípido A y saponina, tal como la combinación de QS21 y 3D-MPL (ver, por 
ejemplo, la publicación de solicitud de patente internacional Nº WO 94/00153) o una composición menos reactiva en 
la que la QS21 está apagada con colesterol (ver por ejemplo, la publicación de solicitud de patente internacional Nº 
WO96/33739). Otras formulaciones preferidas comprenden una emulsión de aceite en agua y tocoferol. Una 
formulación de adyuvante particularmente potente que incluye QS21, 3D-MPL y tocoferol en una emulsión de aceite 
en agua se ha descrito también (ver por ejemplo, la publicación de solicitud de patente internacional Nº WO 
95/17210). 

Otros adyuvantes preferidos incluyen Montanida ISA 720 (Seppic), SAF (Chiron), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), 
Detox (Corixa Corporation), RC-529 (Corixa Corporation) y aminoalquil glucosaminida 4-fosfatos (AGP). 

Cualquier vacuna que aquí se proporcione puede prepararse usando procedimientos bien conocidos que tiene como 
resultado la combinación de uno o más antígenos, uno o más inmunoestimuladores o adyuvantes y uno o más 
vehículos, excipientes o tampones farmacéuticamente aceptables adecuados. Las composiciones aquí descritas 
pueden administrarse como parte de una formulación de liberación mantenida (es decir, una formulación tal como una 
cápsula, esponja o gel [compuesto por polisacáridos, por ejemplo] que efectúa una liberación lenta del compuesto tras 
la administración). Dichas formulaciones pueden prepararse generalmente usando tecnología bien conocida 
(Coombes y col., 1996) y administrarse, por ejemplo, por implantación oral, rectal o subcutánea, o por implantación en 
el sitio diana deseado. Las formulaciones de liberación mantenida pueden contener un péptido, polinucleótido o 
anticuerpo dispersado en una matriz de vehículo y/o contenido en un reservorio rodeado por una membrana que 
controla la velocidad.  
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Los vehículos para su uso dentro de dichas formulaciones son preferentemente biocompatibles, y pueden ser 
también biodegradables, preferentemente la formulación proporciona un nivel relativamente constante de liberación 
de componente activo. Dichos vehículos incluyen micropartículas de poli(lactido-co-glicólido), así como poliacrilato, 
látex, almidón, celulosa y dextrano. Otros vehículos de liberación retardada incluyen biovectores supramoleculares, 
que comprenden un núcleo hidrofílico no líquido (por ejemplo, un polisacárido u oligosacárido reticulado) y, 
opcionalmente, una capa externa que comprende un compuesto anfifílico, tal como un fosfolípido (patente de EE. UU. 
Nº 5.151.254, publicación de solicitud de patente internacional Nº WO 94/20078, publicación de solicitud de patente 
internacional Nº WO94/23701; y publicación de solicitud de patente internacional Nº WO 96/06638). La cantidad de 
compuesto activo contenido en una formulación de liberación sostenida depende del sitio de implantación, la velocidad y 
duración esperada de la liberación y la naturaleza de la afección que se va a tratar o evitar. 

También se contemplan las terapias combinadas, y el mismo tipo de composiciones farmacéuticas de base pueden 
emplearse tanto para los medicamentos sencillos como para los combinados. Las vacunas y las composiciones 
farmacéuticas pueden presentarse en contenedores de dosis unitarias o multidosis, tales como ampollas o viales 
sellados. Dichos contenedores están preferentemente herméticamente sellados, para conservar la esterilidad de la 
formulación hasta su uso. En general, las formulaciones pueden almacenarse como suspensiones, soluciones o 
emulsiones en vehículos oleaginosos o acuosos. Alternativamente, una composición de vacuna o farmacéutica se 
puede almacenar en condiciones de liofilización requiriendo sólo la adición de un vehículo líquido estéril 
inmediatamente antes de usar. 

VI. Administración de composiciones farmacéuticas que comprenden el vector de expresión 

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden los vectores de expresión aquí 
divulgados pueden administrarse a un individuo con cáncer, típicamente un mamífero por ejemplo, un humano, un 
chimpancé, un cánido o un felino. 

A. Administración oral 

En algunas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas que comprende los vectores de expresión aquí 
divulgados pueden administrarse mediante administración oral al individuo. Como tal, estas composiciones pueden 
formularse con un diluyente inerte o con un vehículo comestible asimilable, o pueden incluirse en cápsula de gelatina 
de gelatina dura o blanda, o pueden comprimirse en comprimidos, o pueden incorporarse directamente en la comida 
de la dieta. 

Los compuestos activos pueden incluso incorporarse con excipientes y utilizarse en forma de comprimidos 
ingeribles, comprimidos bucodispersables, trociscos, cápsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, y similares 
(Mathiowitz y col., 1997; Hwang y col., 1998; patente de EE. UU. Nº 5.641.515, patente de EE. UU. Nº 5.580.579 y 
patente de EE. UU. Nº 5.792.451). Los comprimidos, trociscos, píldoras, cápsulas y similares también pueden contener lo 
siguiente: un aglutinante, como goma tragacanto, goma arábiga, almidón de maíz, o gelatina; excipientes, tales como 
fosfato dicálcico; un agente disgregante, tal como almidón de maíz, almidón de patata, ácido algínico y similares; un 
lubricante, tal como estearato de magnesio; y un agente edulcorante, tal como sacarosa, lactosa o sacarina pueden 
añadirse, o un agente aromatizante, tal como menta, aceite de gaulteria o aroma de cereza. Cuando la forma de dosis 
unitaria es una cápsula, puede contener, además de los materiales del tipo anterior, un vehículo líquido. Diversos 
otros materiales pueden estar presentes como revestimiento o para modificar de otro modo la forma física de la dosis 
unitaria. Por ejemplo, los comprimidos, las píldoras o las cápsulas pueden estar revestidas con goma shellac, azúcar, o 
ambos. Un jarabe o elixir puede contener el compuesto activo, sacarosa como agente edulcorante, metil y 
propilparabenos como conservantes, un tinte y un aromatizante, tal como aroma de cereza o naranja. Por supuesto, 
cualquier material utilizado en la preparación de cualquier forma de dosis unitaria debería ser farmacéuticamente puro y 
sustancialmente no tóxico en las cantidades en que se emplea. Además, los compuestos activos se pueden incorporar 
en preparaciones y formulaciones de liberación sostenida.  

Típicamente, estas formulaciones pueden contener al menos aproximadamente un 0,1% del compuesto activo o 
más, aunque el porcentaje del(de los) ingrediente(s) activo(s) puede, por supuesto, variarse y puede estar 
convenientemente entre aproximadamente el 1 o 2% y aproximadamente el 60 o 70% o más del peso o volumen de la 
formulación total. De forma natural, la cantidad del(de los) compuesto(s) activo(s) en cada composición 
terapéuticamente útil se puede preparar en una forma tal que se obtendrá una dosificación adecuada en cualquier dosis 
unitaria dada del compuesto. Factores tales como solubilidad, biodisponibilidad, semivida biológica, vía de 
administración, tiempo de vida útil del producto, así como otras consideraciones farmacológicas se contemplarán por 
alguien experto en la técnica de preparar dichas formulaciones farmacéuticas, y como tal, puede ser deseable una 
diversidad de dosificaciones y regímenes de tratamiento. 

Para administración oral las composiciones de la presente invención pueden incorporarse alternativamente con uno 
o más excipientes en forma de un enjuague bucal, dentífrico, comprimido bucodispersable, aerosol oral, o una 
formulación sublingual administrada oralmente. Por ejemplo, un enjuague bucal puede prepararse incorporando el 
ingrediente activo en la cantidad requerida en un disolvente apropiado, tal como una solución de borato de sodio 
(solución de Dobell). Alternativamente, el ingrediente activo puede incorporarse en una solución oral, tal como una que 
contenga borato sódico, glicerina y bicarbonato de sodio, o dispersarse en un dentífrico, o añadirse en una cantidad 
terapéuticamente efectiva a una composición que puede incluir agua, aglutinantes, abrasivos, agentes aromatizantes, 
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agentes espumantes y humectantes. Alternativamente, puede darse a las composiciones forma de comprimido o 
solución que puede colocarse debajo de la lengua o disolverse de otro modo en la boca. 

B. Administración por inyección 

En determinadas circunstancias será deseable administrar las composiciones farmacéuticas aquí divulgadas 
parenteral, intravenosa, intramuscular o incluso intraperitonealmente como se describe en la patente de EE. UU. 
5.543.158, en la patente de EE. UU 5.641.515 y en la patente de EE. UU. 5.399.363. Las soluciones de los compuestos 
activos como sales de base libre o farmacéuticamente aceptables pueden prepararse en agua adecuadamente 
mezclada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden prepararse en glicerol, 
polietilenglicoles líquidos y sus mezclas y en aceites. Bajo condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas 
preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de microorganismos. 

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas o dispersiones estériles y 
polvos estériles para la preparación extemporánea de soluciones o dispersiones inyectables estériles (patente de 
EE.UU. 5.466.468). En todos los casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida en el grado en que exista 
inyectabilidad fácil. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricación y almacenamiento y debe conservarse contra 
la acción contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehículo puede ser un disolvente o 
medio de dispersión que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y 
polietilenglicol líquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y/o aceites vegetales. Se puede mantener la 
fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento, tal como una lecitina, mediante el mantenimiento de 
un tamaño de partícula requerido en el caso de dispersiones y/o mediante el uso de tensioactivos. La prevención de 
la acción de microorganismos se puede facilitar por diversos agentes antibacterianos y antifúngicos, por ejemplo, 
parabenos, clorobutanol, fenol, ácido sórbico, timerosal, y similares. En muchos casos, será preferible incluir agentes 
isotónicos, por ejemplo azúcares o cloruro de sodio. La absorción prolongada de las composiciones inyectables se 
puede llevar a cabo mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan absorción, por ejemplo, 
monoestearato de aluminio y gelatina. 

Para administración parenteral en una solución acuosa, por ejemplo, la solución debería tamponarse 
adecuadamente si fuera necesario y el diluyente líquido debería hacerse isotónico en primer lugar con suficiente salino o 
glucosa. Estas soluciones acuosas en particular son especialmente adecuadas para administración intravenosa, 
intramuscular, subcutánea e intraperitoneal. En relación con esto, un medio acuoso estéril que se puede emplear se 
conocerá por aquellos expertos en la técnica a la luz de la presente divulgación. Por ejemplo, una dosis puede 
disolverse en 1 ml de solución de NaCl isotónica y, o bien añadirse a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectarse 
en el sitio de infusión propuesto (ver, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 15ª edición, págs. 1035-1038 
y 1570-1580). Alguna variación en la dosificación ocurrirá necesariamente dependiendo de la afección del sujeto que 
se esté tratando. La persona responsable de la administración determinará, en cualquier caso, la dosis apropiada 
para el sujeto individual. Además, para administración humana, las preparaciones deberían cumplir con la esterilidad, 
pirogenicidad, y los estándares de seguridad y pureza generales que requiere el departamento de estándares 
biológicos de la FDA. 

Las soluciones estériles inyectables se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el 
disolvente adecuado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, según se requiera, seguido de 
filtración esterilizada. Generalmente, las dispersiones se prepararan incorporando los diversos ingredientes activos 
esterilizados en un vehículo estéril que contiene el medio de dispersión básico y los otros ingredientes requeridos de 
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparación de soluciones inyectables estériles, 
los procedimientos preferidos de preparación son técnicas de secado a vacío y liofilización que proporcionan un polvo 
del ingrediente activo más cualquier otro ingrediente adicional deseado a partir de una solución de los mismos 
previamente filtrada en esterilización. 

Las composiciones divulgadas en el presente documento pueden formularse en forma neutra o de sal. Las sales 
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adición ácida (formadas con los grupos amino libres de la proteína) y 
que se forman con ácidos inorgánicos tales como, por ejemplo, ácidos clorhídricos o fosfóricos, o ácidos orgánicos tales 
como acético, oxálico, tartárico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también 
pueden derivar de bases inorgánicas tales como, por ejemplo, hidróxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o hierro, y 
bases orgánicas tales como isopropilamina, trietilamina, histidina, procaína y similares. Tras la formulación, las soluciones 
se administrarán en una manera compatible con la formulación de dosificación y en cantidad tal que sea 
terapéuticamente efectiva. Las formulaciones se administran fácilmente en diversidad de formas de dosificación tales 
como soluciones inyectables, cápsulas de liberación de fármaco, y similares. 

Como se usa en el presente documento, "vehículo" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersión, 
vehículos, revestimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y retardadores de la 
absorción, tampones, soluciones de transporte, suspensiones, coloides, y similares. El uso de tales medios y agentes 
para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto, en la medida de lo posible, 
cualquier medio o agente convencional que sea incompatible con el ingrediente activo, su uso en la composición ­
terapéutica está contemplado. También pueden incorporarse ingredientes activos suplementarios en las 
composiciones.  
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La expresión "farmacéuticamente aceptable" hace referencia a entidades moleculares y composiciones que no 
producen una reacción perjudicial alérgica o similar cuando se administran a un ser humano. La preparación de una 
composición acuosa que contiene una proteína como ingrediente activo se entiende bien en la técnica. Típicamente, 
tales composiciones se preparan como inyectables, bien como soluciones líquidas o como suspensiones, formas 
sólidas adecuadas para disolverse o suspenderse en un líquido antes de ser inyectadas también pueden prepararse. 
La preparación también puede emulsionarse. 

C. Administración nasal 

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar mediante aerosoles intranasales, 
inhalación y/o otros vehículos de administración por aerosoles. Procedimientos para administrar genes, ácidos 
nucleico y composiciones peptídicas directamente a los pulmones mediante aerosoles nasales se han descrito por 
ejemplo, en la patente de EE. UU. 5.756.353 y en la patente de EE. UU. 5.804.212. Del mismo modo, la 
administración de fármacos usando resinas de micropartículas intranasales (Takenaga y col., 1998) y compuestos de 
lisofosfatidilglicerol (patente de EE: UU. 5.725.871) también son bien conocidos en las técnicas farmacéuticas. De 
forma similar, la administración de fármacos transmucosa en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetileno 
se describe en la patente de EE: UU. 5.780.045. 

D. Administración mediada por liposomas, nanocápsulas y micropartículas 

En determinadas realizaciones, los inventores contemplan el uso de liposomas, nanocápsulas, micropartículas, 
microesferas, partículas lipídicas, vesículas, y similares, para la introducción de las composiciones de la presente 
invención en células huésped adecuadas. En particular, las composiciones de la presente invención pueden 
formularse para administración encapsuladas bien en una partícula lipídica, bien en un liposoma, bien en una 
vesícula, bien en una nanosfera, o bien en una nanopartícula o similar. 

Dichas formulaciones pueden preferirse para la introducción de formulaciones farmacéuticamente aceptables de los 
ácidos nucleicos o constructos aquí divulgados. La formación y el uso de liposomas se conocen generalmente por los 
expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Couvreur y col., 1977; Couvreur, 1988, Lasic, 1998; que describe el uso de 
liposomas y nanocápsulas en la terapia dirigida con antibióticos para infecciones y enfermedades bacterianas 
intracelulares). Recientemente, se desarrollaron liposomas con estabilidad en suero y semivida en circulación 
mejoradas (Gabizon y Papahadjopoulos, 1988; Allen y Choun, 1987; patente de EE. UU. 5.741.516). Además, se han 
revisado diversos procedimientos de preparaciones de liposomas y de tipo liposoma como potenciales vehículos para 
fármacos (Takakura, 1998; Chadran y col., 1997; Margalit, 1995; patente de EE. UU 5.567.434; patente de EE. UU. 
5.552.157, patente de EE. UU. 5.565.213, patente de EE. UU. 5.738.868 y patente de EE. UU. 5.795.587).  

Se empleado con éxito liposomas con varios tipos de células que normalmente son resistentes a transfección por 
otros procedimientos incluyendo suspensiones de linfocitos T, cultivos de hepatocitos primarios y células PC 12 
(Renneisen y col., 1990; Muller y col., 1990). Además, los liposomas están libres de las restricciones de la longitud del 
ADN que son típicas de los sistemas de administración basados en virus. Los liposomas se han utilizado de forma 
efectiva para introducir genes, fármacos (Heath y Martin, 1986; Heath y col., 1986; Balazsovits y col., 1989; Fresta y 
Puglisi, 1996)agentes radioterapéuticos (Pikul y col., 1987), enzimas (Imaizumi y col., 1990a; Imaizumi y col., 1990b), 
virus (Faller y Baltimore, 1984), factores de transcripción y efectores alostéricos (Nicolau y Gersonde, 1979) en 
diversidad de líneas celulares cultivadas y animales. Además, se han completado varios ensayos clínicos exitosos que 
examinaban la efectividad de la administración de fármacos mediada por liposomas (Lopez-Berestein y col., 1.985a; 
1985b; Coune, 1988; Sculier y col., 1988). Además, varios estudios sugieren que el uso de liposomas no se asocia 
con respuestas autoinmunes, toxicidad o localización gonadal tras administración sistémica (Mori y Fukatsu, 1992).  

Los liposomas se forman a partir de fosfolípidos que se dispersan en un medio acuoso y que forman 
espontáneamente vesículas bicapa concéntricas multilamelares (también denominadas vesículas multilamelares 
(MLV)). Las MLV generalmente tiene diámetros de desde 25 nm a 4 µm. La sonicación de MVL tiene como resultado la 
formación de vesículas unilamelares pequeñas (SUV) con diámetros en el intervalo de 200 a 500 A que contiene una 
solución acuosa en el núcleo. 

Los liposomas guardan un parecido con las membranas celulares y se contempla su uso en relación con la presente 
invención como vehículos para las composiciones peptídicas. Son ampliamente adecuados, ya que pueden incluirse 
en ellos sustancias tanto solubles en agua como en lípidos, es decir, en los espacios acuosos y dentro de la bicapa 
misma, respectivamente. Es posible que los liposomas que contienen fármacos puedan emplearse incluso para 
administración en sitios específicos de agentes activos modificando selectivamente la formulación liposomal. 

Además de las enseñanza de Couvreur y col. (1977; 1988), la siguiente información puede utilizarse para generar 
formulaciones liposomales. Los fosfolípidos pueden formar diversidad de estructuras distintas de los liposomas 
cuando se dispersan en agua, dependiendo de la relación molar de lípido y agua. A relaciones bajas, el liposoma es la 
estructura preferida. Las características físicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza iónica y la presencia de 
cationes divalentes. Los liposomas pueden mostrar baja permeabilidad a sustancias iónicas y polares, pero a 
temperaturas elevadas sufren una transición de fase que altera notablemente su permeabilidad. La transición de fase 
conlleva un cambio de una estructura ordenada, con empaquetamiento estrecho, conocida como el estado gel, a una 
estructura menos ordenada, con un empaquetamiento menos apretado, conocida como el estado fluido. Esto ocurre a 
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una temperatura de transición de fase característica y tiene como resultado un aumento en la permeabilidad a iones, 
azúcares y fármacos. 

Además de la temperatura, la exposición a proteínas puede alterar la permeabilidad de los liposomas. Ciertas proteínas 
solubles, tales como el citocromo c, se unen, deforman y atraviesan la bicapa, provocando así cambios en la 
permeabilidad. El colesterol impide esta penetración de las proteínas, aparentemente empaquetando los fosfolípidos 
más estrechamente. Se contempla que las formaciones de liposomas más útiles para la administración de 
antibióticos e inhibidores contendrán colesterol. 

La capacidad para atrapar solutos varía entre los distintos tipos de liposomas. Por ejemplo, las MVL son 
moderadamente eficaces atrapando solutos, pero las SUV son extremadamente ineficaces. Sin embargo, las SUV 
ofrecen la ventaja de la homogeneidad y reproducibilidad en la distribución de tamaños, y las vesículas unilamelares 
gigantes (LUV) ofrecen un compromiso entre el tamaño y la eficacia de atrapamiento. Éstas se preparan por 
evaporación de éter y son tres o cuatro veces más eficaces en el atrapamiento de solutos que las MLV. 

Además de las características de los liposomas, un determinante importante en el atrapamiento de compuestos son 
las propiedades fisicoquímicas del compuesto en sí. Los compuestos quedan atrapados en los espacios acuosos y 
los compuestos apolares se unen a la bicapa lipídica de la vesícula. Los compuestos polares se liberan mediante 
permeación o cuando se rompe la bicapa, pero los compuestos apolares permanecen unidos a la bicapa a no se que se 
rompa por temperatura o exposición a lipoproteínas. Ambos tipos muestran velocidades de flujo máximas a la 
temperatura de transición de fase. 

Los liposomas interaccionan con las células a través de cuatro mecanismos diferentes: endocitosis por células 
fagocíticas del sistema reticuloendotelial tales como macrófagos y neutrófilos; adsorción a la superficie celular, tanto 
por fuerzas débiles inespecíficas hidrófobas como electrostáticas, o por interacciones específicas con componentes de 
la superficie celular; fusión con la membrana plasmática celular por inserción de la bicapa lipídica del liposoma en la 
membrana plasmática, con liberación simultánea de contenidos liposomales al citoplasma; y por transferencia de 
lípidos liposomales a membranas celulares o subcelulares, o viceversa, sin asociación alguna de los contenidos 
liposomales. Frecuentemente es difícil determinar qué mecanismo está operativo y puede operar más de uno al 
mismo tiempo. 

El destino y la disposición de los liposomas inyectados por vía intravenosa depende de sus propiedades físicas, tales 
como el tamaño, la fluidez, y la carga de superficie. Pueden permanecer en tejidos durante horas o días, dependiendo 
de su composición, y las semividas en la sangre van de minutos a varias horas. Los liposomas más grandes, tales 
como MLV y LUV, son rápidamente absorbidos por células fagocíticas del sistema reticuloendotelial, pero la fisiología 
del sistema circulatorio impide la salida de dichas especies grandes en la mayoría de los sitios. Solo pueden salir en 
sitios donde existen grandes aberturas o poros en el endotelio capilar, tales como los sinusoides del hígado o el bazo. 
Así, estos órganos son el sitio de absorción predominante. Por otro lado, las SUV muestran una distribución en tejidos 
más amplia, pero aun así quedan secuestradas en gran medida en el hígado y el bazo. En general, este 
comportamiento in vivo limita la potencial dirección de liposomas solo hacia aquellos órganos y tejidos accesibles para
su gran tamaño. Éstos incluyen la sangre, el hígado, el bazo, la médula ósea y los órganos linfoides. 

La dirección no es generalmente una limitación en términos de la presente invención. Sin embargo, si se deseara 
una dirección específica, hay procedimientos disponibles para lograrlo. Pueden usarse autoanticuerpos para unirlos a 
la superficie del liposoma y para dirigir el anticuerpo y su contenido en fármacos hacia receptores de antígeno 
específicos situados en la superficie de un tipo de célula específico. Los determinantes de hidratos de carbono 
(componentes de superficie de glicoproteínas o glicolípidos que juegan un papel en el reconocimiento, la interacción y 
la adhesión celular) pueden usarse también como sitios de reconocimiento, ya que tienen potencial para dirigir liposomas 
a tipos de células concretos. Principalmente, se contempla el uso de la inyección intravenosa de preparaciones de 
liposomas, pero otras rutas de administración también se conciben. 

Alternativamente, la invención proporciona formulaciones de nanocápsulas farmacéuticamente aceptables de las 
composiciones de la presente invención. Las nanocápsulas pueden atrapar generalmente compuestos de forma estable 
y reproducible (Henry-Michelland y col., 1987; Quintanar-Guerrero y col., 1998; Douglas y col., 1987). Para evitar 
efectos secundarios debidos a sobrecarga polimérica intracelular, dichas partículas ultrafinas (con un tamaño de 
alrededor de 0,1 µm) deberían diseñarse usando polímeros capaces de degradarse in vivo. Las nanopartículas de 
polialquilocianoacrilato biodegradables que cumplen estos requisitos se contemplan para su uso en la presente 
invención. Dichas partículas pueden ser se fabrican fácilmente, como se describe (Couvreur y col., 1980; 1988; en 
Muhlen y cols, 1998; Zambaux y col. 1998; Pinto-Alphandry y col., 1995 y en la patente de EE. UU. 5.145.684). 

VII. Agentes de unión 

La presente invención proporciona además agentes, tales como anticuerpos y sus fragmentos de unión a antígeno, 
que se unen específicamente a un antígeno canceroso o a un oncogén codificado por el ácido nucleico heterólogo del 
vector de expresión de la invención. Como se usa en el presente documento, un anticuerpo, o uno de sus fragmentos 
de unión a antígeno, se dice que "se une específicamente" a una proteína si reacciona a un nivel detectable, es decir, 
al menos dos veces por encima de la señal de fondo (por ejemplo, en un ELISA) con la proteína (es decir, antígeno 
canceroso u oncogén), y no reacciona de forma detectable con proteína no relacionadas bajo condiciones similares. 
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Como se usa en el presente documento, "que se une" se refiere a una asociación no covalente entre dos moléculas 
distintas de forma que se forma un complejo. La capacidad de unión puede evaluarse, por ejemplo, determinando una 
constante de unión para la formación del complejo. La constante de unión es el valor obtenido cuando la concentración 
del complejo se divide entre el producto de las concentraciones de los componentes. En general, se dice que dos 
compuestos "se unen" en el contexto de la presente invención, cuando la constante de unión para la formación del 
complejo excede de aproximadamente 103 l/mol. La constante de unión puede determinarse usando procedimientos 
bien conocidos en la técnica. 

Los agentes de unión pueden además ser capaces de diferenciar entre pacientes con y sin cáncer, tal como cáncer de 
mama, ovárico, de colon, pulmón o próstata, usando los ensayos representativos que aquí se proporcionan. En otras 
palabras, los anticuerpos u otros agentes de unión que se unen a una proteína concreta (es decir, antígeno canceroso) 
generarán una señal que indique la presencia de un cáncer en al menos aproximadamente el 20% de los pacientes con 
la enfermedad, y generarán una señal negativa que indique la ausencia de la enfermedad en al menos 
aproximadamente el 90% de individuos sin el cáncer. Para determinar si un agente de unión satisface este requisito, 
pueden ensayarse muestras biológicas (por ejemplo, sangre, plasma, orina y/o biopsias de tumores) de pacientes 
con y sin cáncer (determinado usando pruebas clínicas estándar) como aquí se describe para evaluar la presencia de 
polipéptidos que se unen al agente de unión. Resultará evidente que una cantidad estadísticamente significativa de 
muestras con y sin la enfermedad deberían ensayarse. Cada agente de unión debería satisfacer los criterios anteriores; 
sin embargo, los expertos en la técnica reconocerán que los agentes de unión pueden usarse en combinación para 
mejorar la sensibilidad. 

Cualquier agente que satisfaga los requisitos anteriores puede ser un agente de unión. Por ejemplo, un agente de 
unión puede ser un ribosoma, con o sin un componente peptídico, una molécula de ARN o un polipéptido. En una 
realización preferida, un agente de unión es un anticuerpo o uno de sus fragmentos de unión a antígeno. Los 
anticuerpos pueden prepararse mediante diversas técnicas Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)). 
En general, los anticuerpos puede producirse mediante técnicas de cultivo celular, incluida la generación de anticuerpos 
monoclonales como aquí se describe, o mediante transfección de genes de anticuerpos a células huésped bacterianas o 
de mamíferos adecuadas, para permitir la producción de anticuerpos recombinantes. En una técnica, un inmunógeno 
que comprende, por ejemplo, un polipéptido de fusión de la secuencia correspondiente a la unión entre los 
polipéptidos individuales de una proteína, polipéptido o proteína de fusión de interés (denominada "región de unión", 
se inyecta inicialmente en cualquiera de una amplia variedad de mamíferos (por ejemplo, ratones, ratas, conejos, 
ovejas o cabras). En esta etapa, las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de interés de la región de unión de 
las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de la invención pueden servir como el inmunógeno sin modificación. 
Alternativamente, particularmente para secuencias relativamente cortas, puede desencadenarse una respuesta 
inmunitaria superior si la secuencia está unida a una proteína transportadora, tal como albúmina de suero bovino o 
hemocianina de lapa californiana. Los inmunógenos se inyectan dentro del huésped animal, preferentemente de 
acuerdo con un programa predeterminado que incorpora una o más inmunizaciones de refuerzo, y los animales se 
sangran periódicamente. Los anticuerpos policlonales específicos para el polipéptido de fusión pueden purificarse 
entonces a partir de dichos antisueros, por ejemplo, por cromatografía de afinidad usando el polipéptido de fusión 
acoplado a un soporte sólido adecuado. 

Los anticuerpos policlonales creados para las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de la invención pueden 
seleccionarse para obtener solo aquellos anticuerpos policlonales que son específicamente inmunorreactivos con las 
proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de interés y no con los componentes polipeptídicos individuales de las 
proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. Esta selección puede lograrse eliminando anticuerpos que tienen 
reacciones cruzadas con los componentes polipeptídicos individuales de las proteínas, polipéptidos o proteínas de 
fusión de interés. 

Alternativamente, los anticuerpos que reconocen cada uno o todos los componentes polipeptídicos a las proteínas, 
polipéptidos o proteínas de fusión pueden ser útiles en el contexto de la presente invención. 

Los anticuerpos monoclonales específicos para un polipéptido de fusión inmunogénico de interés pueden prepararse, 
por ejemplo, usando la técnica de Kohler y Milstein (1976 Eur. J. Immunol. 6:511-59, y Brevemente, estos 
procedimientos implican la preparación de líneas celulares inmortales capaces de producir anticuerpos que tengan la 
especificidad deseada (es decir, reactividad con el polipéptido de interés). Tales líneas celulares se pueden producir, 
por ejemplo, a partir de células del bazo obtenidas de un animal inmunizado como se describe anteriormente. Las 
células del bazo se inmortalizan después mediante, por ejemplo, fusión con un compañero de fusión de células de 
mieloma, preferentemente uno que es singénico con el animal inmunizado. Se puede emplear una diversidad de 
técnicas de fusión. Por ejemplo, las células del bazo y las células de mieloma se pueden combinar con un detergente no 
iónico durante unos pocos minutos y disponerse después en placas a baja densidad en un medio selectivo que da 
soporte al crecimiento de las células híbridas, pero no a las células de mieloma. Una técnica de selección preferida 
usa selección de HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina). Después de un tiempo suficiente, usualmente 
aproximadamente 1 o 2 semanas, se observaron las colonias de híbridos. Se seleccionan colonias sueltas y se 
ensayan sus sobrenadantes de cultivo para evaluar la actividad de unión contra el polipéptido de fusión. Se prefieren 
los hibridomas que tienen alta reactividad y especificidad.  

Los anticuerpos monoclonales se pueden aislar a partir de los sobrenadantes de colonias de hibridoma en 
crecimiento. Además, diversas técnicas se pueden emplear para mejorar el rendimiento, tales como inyección de la 
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línea celular de hibridoma dentro de la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado adecuado, tal como un ratón. Los 
anticuerpos monoclonales se pueden recoger después del fluido de ascitis o de la sangre. Se pueden eliminar los 
contaminantes de los anticuerpos mediante técnicas convencionales, tales como cromatografía, filtración en gel, 
precipitación, y extracción. Los polipéptidos de fusión de la presente invención pueden usarse en el procedimiento de 
purificación, por ejemplo, en una etapa de cromatografía de afinidad. 

En determinadas realizaciones, el uso de fragmentos de unión de antígeno de anticuerpos puede preferirse. Dichos 
fragmentos incluyen fragmentos Fab, que pueden prepararse usando técnicas estándar. Brevemente, las 
inmunoglobulinas pueden purificarse a partir de suero de conejo por cromatografía de afinidad en columnas de perlas 
de proteína A (Harlow y Lane, supra) y digerirse con papaína para dar fragmentos Fab y Fc. Los fragmentos Fab y Fc 
pueden separarse por cromatografía de afinidad en columnas de perlas de proteína A. 

Los anticuerpos monoclonales de la presente invención pueden acoplarse a uno o más agentes terapéuticos. Los 
agentes adecuados en este aspecto incluyen radionúclidos, inductores de diferenciación, fármacos, toxinas y sus 
derivados. Los radionúclidos preferidos incluyen 90Y, 123I, 125I, 131I, 186Re, 188Re, 211At, y 212Bi. Los fármacos preferidos 
incluyen metotrexato y análogos de pirimidina y purina. Los inductores de diferenciación preferidos incluyen ésteres de 
forbol y ácido butírico. Las toxinas preferidas incluyen ricino, abrina, toxina de la Difteria, toxina del cólera, gelonina, 
exotoxina de Pseudomonas, toxina de Shigella, y proteína antiviral de ombú. 

Un agente terapéutico puede acoplarse (por ejemplo, por enlace covalente) a un anticuerpo monoclonal adecuado 
directa o indirectamente (por ejemplo, a través de un grupo de enlace). Es posible una reacción directa entre un agente y 
un anticuerpo cuando cada uno posee un sustituyente capaz de reaccionar con el otro. Por ejemplo, un grupo nucleófilo, 
tal como un grupo amino o un grupo sulfhidrilo, sobre uno puede ser capaz de reaccionar con un grupo que contenga 
carbonilo, tal como un anhídrido o un haluro ácido o con un grupo alquilo que contiene un buen grupo saliente (por 
ejemplo, un haluro) en el otro. 

Alternativamente, puede ser deseable acoplar un agente terapéutico y un anticuerpo a través de un grupo de enlace 
Un grupo de enlace puede funcionar como un espaciador para distanciar un anticuerpo de un agente con el fin de evitar la 
interferencia con las capacidades de unión. Un grupo de enlace también puede servir para aumentar la reactividad 
química de un sustituyente o un agente o un anticuerpo, y así aumentar la eficacia del acoplamiento. Un aumento en 
la reactividad química también puede facilitar el uso de agentes, o grupos funcionales en agente, que de otro modo 
no sería posible. 

Resultará evidente para los expertos en la técnica que diversos reactivos bifuncionales o polifuncionales, tanto homo 
como heterofuncionales (tales como los descritos en el catálogo de Pierce Chemical Co., Rockford, IL), pueden emplearse 
como grupo de enlace. El acoplamiento puede realizarse, por ejemplo, a través de grupos amino, grupos carboxilo, 
grupos sulfhidrilo o residuos hidrocarbonados oxidados. Hay numerosas referencias que describen dicha metodología, 
incluidas, por ejemplo, la patente de EE. UU. Nº 4.671.958. 

Donde un agente terapéutico sea más potente cuando esté libre de la porción de anticuerpo de los inmunoconjugados 
de la presente invención, puede ser deseable usar un grupo de enlace que sea escindible durante o tras la 
internalización en una célula. Se han descrito una serie de grupos de enlace escindibles diferentes. El mecanismo 
para la liberación intracelular de un agente de estos grupos de enlace incluye la escisión por reducción de un enlace 
disulfuro (por ejemplo, patente de EE. UU. Nº 4.489.710), por irradiación de un enlace fotolábil (por ejemplo, patente 
de EE. UU Nº 4.625.014), por hidrólisis de cadenas laterales de aminoácidos derivadas (por ejemplo, patente de EE. 
UU. Nº 4.638.045), por hidrólisis sérica mediada por el complemento (por ejemplo, patente de EE. UU. Nº 4.671.958), y 
por hidrólisis catalizada por ácidos (por ejemplo, patente de EE. UU. Nº 4.569.789). 

Puede ser deseable acoplar más de un agente a un anticuerpo. En una realización, múltiples moléculas de un 
agente se acoplan a una molécula de anticuerpo. En otra realización, más de un tipo de agente puede acoplarse a un 
anticuerpo. Independientemente de la realización concreta, los inmunoconjugados con más de un agente puede 
prepararse de diversas maneras. Por ejemplo, puede acoplarse más de un agente a una moléculas de anticuerpo 
directamente, o enlazadores que proporcionan múltiples sitios de unión pueden emplearse. Alternativamente, puede 
utilizarse un transportador. 

Un transportador puede llevar los agentes de diversas maneras, incluyendo el enlace covalente directo o a través de 
un grupo de enlace. Los transportadores adecuados incluyen proteínas tales como, por ejemplo, albúminas (por ejemplo, 
patente de EE. UU. Nº 4.507.234), péptidos y polisacáridos tales como, por ejemplo, aminodextrano (por ejemplo, patente 
de EE: UU. Nº 4.699.784). Un transportador también puede llevar un agente por enlace no covalente o por 
encapsulación, tal como dentro de una vesícula de liposoma (por ejemplo, patentes de EE. UU. Nº 4.429.008 y 4.873.088. 
Los transportadores específicos para agentes radionúclidos incluyen moléculas pequeñas radiohalogenadas y 
compuestos quelantes. Por ejemplo, la patente de EE. UU. Nº 4.735.792 divulga moléculas pequeñas 
radiohalogenadas representativas y sus síntesis. Un quelato radionúclido puede formarse quelando compuestos que 
incluyen aquellos que contienen átomos de nitrógeno y azufre como átomos donadores para unirse al radionúclido 
metálico o de óxido metálico. Por ejemplo, la patente de EE. UU. Nº 4.673.562 divulga compuestos quelantes 
representativos y sus síntesis. 

Puede usarse una variedad de rutas de administración para los anticuerpos e inmunoconjugados. Típicamente, las 
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administración será intravenosa, intramuscular, subcutánea o en el lecho de un tumor reseccionado. Será evidente 
que la dosis precisa del anticuerpo/inmunoconjugado variará dependiendo del anticuerpo empleado, la densidad de 
antígeno en el tumor, y la velocidad de eliminación del anticuerpo. 

VIII. Linfocitos T 

Las composiciones inmunoterapéuticas pueden comprender también, o alternativamente, linfocitos T específicas para 
proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de la presente invención. Dichas células pueden prepararse generalmente 
in vitro o ex vivo, usando procedimientos estándar. Por ejemplo, las linfocitos T pueden aislarse a partir de médula 
ósea, sangre periférica o una fracción de médula ósea o sangre periférica de un paciente, usando un sistema de 
separación de células comercialmente disponible (ver también, patente de EE. UU. Nº 5.240.856 y 5.215.926; 
WO89/06280; WO 91/16116 y WO 92/07243). Alternativamente, las linfocitos T pueden derivar de líneas celulares o 
cultivos humano relacionados o no relacionados o de mamíferos no humanos. 

Las linfocitos T pueden estimularse con un antígeno canceroso u oncogén, un polinucleótido que codifico un antígeno 
canceroso u oncogén y/o una células presentadora de antígeno (APC) que expresa dicho polipéptido. Dicha 
estimulación se lleva a cabo bajo condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir la generación de linfocitos 
T que son específicas para el polipéptido de fusión. Preferentemente, el polipéptido o polinucleótido está presente 
dentro de un vehículo de administración, tal como una microesfera, para facilitar la generación de linfocitos T 
específicas. 

Las linfocitos T se consideran específicas para un polipéptido en particular si las linfocitos T se dirigen a células 
revestidas con el polipéptido o que expresan un polinucleótido que codifica el polipéptido de fusión. La especificidad 
de la linfocitos T puede evaluarse usando cualquiera de una variedad de técnicas estándar. Por ejemplo, dentro de un 
ensayo de liberación de cromo o un ensayo de proliferación, un índice de estimulación de un aumento de más del doble en 
lisis y/o proliferación, en comparación con controles negativos, indica la especificidad de las linfocitos T. Tales ensayos 
pueden realizarse, por ejemplo, como se describe en Chen y col. (1994) Cancer Res. 54:1065-1070. Alternativamente, la 
detección de la proliferación de linfocitos T puede lograrse mediante una variedad de técnicas conocidas. Por 
ejemplo, las proliferación de linfocitos T puede detectarse midiendo una velocidad aumentada de síntesis de ADN 
(por ejemplo, marcaje por pulsos de cultivos de linfocitos T con timidina tritiada y medida de la cantidad de timidina 
tritiada incorporada al ADN). El contacto con un polipéptido (100 ng/ml-100 µg/ml, preferentemente 200 ng/ml-25 µg/ml) 
durante 3-7 días debería tener como resultado un aumento de al menos dos veces la proliferación de la linfocitos T. El 
contacto como se describe anteriormente durante 2-3 horas debería tener como resultado la activación de las 
linfocitos T, medido usando ensayo de citocinas estándar en los que un aumento de dos veces en el nivel de liberación 
de citocinas (por ejemplo, TNF o IFN-γ) es indicativo de activación de linfocitos T (ver, Coligan y col., Current Protocols in 
Immunology, vol. 1, Wiley Interscience, Greene (1998)). Las linfocitos T que se han activado en respuesta a un 
polipéptido, polinucleótido o APC que expresa un polipéptido pueden ser CD4+ y/o CD8+. Las linfocitos T específicas de 
antígeno canceroso pueden expandirse usando técnicas estándar. En realizaciones preferidas, las linfocitos T derivan de 
un paciente o de un donante relacionado o no relacionado, y se administran al paciente después de la estimulación y 
la expansión. 

Con fines terapéuticos, pueden expandirse en número linfocitos T CD4+ o CD8+ que proliferan en respuesta a un 
polipéptido, polinucleótido o APC, tanto in vitro como in vivo. La proliferación de dichas linfocitos T in vitro puede 
lograrse de diversas formas. Por ejemplo, las linfocitos T pueden reexponerse a un polipéptido con o sin la adición de 
factores de crecimiento de linfocitos T, tales como interleucina-2, y/o células estimuladoras que sintetizan un 
polipéptido. Alternativamente, una o más linfocitos T que proliferan en presencia de un polipéptido pueden expandirse 
en número por clonación. Los procedimientos para clonar células son bien conocidos en la técnica, e incluyen dilución 
limitante. Después de la expansión, las células pueden administrarse de vuelta al paciente como se describe, por 
ejemplo, en Chang y col. (1996) Crit. Rev. Oncol. Hematol. 22:213. 

IX. Respuesta inmunitaria codificada por el ácido nucleico heterólogo 

A. Detección de una respuesta inmunitaria 

En un aspecto de la invención, se usan proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión (o polinucleótidos que codifican 
proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión) para generar una respuesta inmunitaria al polipéptido heterólogo, 
incluido el expresado en una malignidad a la que el polipéptido heterólogo está asociado. Ejemplos representativos de 
tales malignidades incluyen cánceres de mama, ovárico, de colon, pulmón y próstata. Una respuesta inmunitaria a la 
proteína, una vez generada por proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión, puede tener una vida larga y puede 
detectarse tiempo después de la inmunización, independientemente de si la proteína está presente o ausente en el 
cuerpo en el momento de realizar la prueba. Una respuesta inmunitaria a la proteína generada por reacción a las 
proteínas, polipéptidos o péptidos de fusión puede detectarse examinando la presencia o ausencia, o potenciación, 
de la activación específica de linfocitos T CD4+ o CD8+ o por anticuerpos. Por ejemplo, las linfocitos T aisladas a partir 
de un individuo inmunizado por técnicas rutinarias (por ejemplo, por centrifugación en gradiente de densidad de 
Ficoll/Hypaque de linfocitos de sangre periférica) se incuban con una proteína, polipéptido o proteína de fusión. Por 
ejemplo, las linfocitos T pueden incubarse in vitro durante 2-9 días (típicamente 4 días) a 37ºC con una proteína, 
polipéptido o proteína de fusión (típicamente 5 µg/ml de proteína total o número de células que sintetizan la proteína 
graduado). Puede ser deseable incubar otra alícuota de una muestra de linfocitos T en ausencia de la proteína, 
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polipéptido o péptido de fusión para servir como control.  

La activación específica de linfocitos T CD4+ o CD8+ puede detectarse de diversas maneras. Los procedimientos para 
detectar la activación específica de linfocitos T incluyen, pero no se limitan a ello, detectar la proliferación de 
linfocitos T, la producción de citocinas (por ejemplo, linfocinas), o la generación de actividad citolítica (por ejemplo, 
generación de linfocitos T citotóxicas específicas para una proteína, polipéptido o proteína de fusión que sea un 
antígeno canceroso). Para las linfocitos T CD4+, un método preferido para detectar la activación específica de 
linfocitos T es la detección de la proliferación de linfocitos T. Para las linfocitos T CD8+, un método preferido para 
detectar la activación específica de linfocitos T es la detección de la generación de actividad citolítica. 

La detección de la proliferación de linfocitos T puede lograrse mediante una variedad de técnicas conocidas. Por 
ejemplo, la proliferación de linfocitos T puede detectarse midiendo la velocidad de síntesis de ADN. Las linfocitos T 
que han sido estimuladas para que proliferen muestran una velocidad de síntesis de ADN aumentada. Una forma típica 
de medir la velocidad de síntesis de ADN es, por ejemplo, por marcaje con pulsos de cultivos de linfocitos T con 
timidina tritiada, un precursor de nucleósido que se incorpora en el ADN de nueva síntesis. La cantidad de timidina 
tritiada incorporada puede determinarse usando un espectrofotómetro de centelleo líquido. Otras formas de detectar la 
proliferación de linfocitos T incluyen medir los incrementos en la producción de interleucina-2 (IL-2), el flujo de Ca2+, o la 
absorción de un tinte tal como 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. Alternativamente, puede medirse la síntesis 
de linfocinas (por ejemplo, interferón-gamma), o puede cuantificarse el número relativo de linfocitos T que pueden 
responder a proteína intacta. 

B. Detección de producción de anticuerpos. 

La presente invención también se dirige a proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión que, además de ser 
inmunogénicas para linfocitos T, parecen estimular a la células B para que produzcan anticuerpos capaces de 
reconocer proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. La detección de dichos anticuerpos proporciona otra forma 
de diagnosticar una malignidad en la que un antígeno canceroso u oncogén en particular se asocia con la 
malignidad. Pueden encontrarse anticuerpos específicos (es decir, que muestran una afinidad de unión de 
aproximadamente 107 l/mol o mejor) para proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión en diversidad de fluidos 
corporales, incluido suero y ascitis. Brevemente, una muestra de fluido corporal se aísla de un animal de sangre 
caliente, tal como un humano, para el que se desea determinar si los anticuerpos específicos para las proteínas, 
polipéptidos o proteínas de fusión están presentes. El fluido corporal se incuba con proteínas, polipéptidos o proteínas 
de fusión bajo condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir que se formen inmunocomplejos entre las 
proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión y los anticuerpos específicos para las proteínas, polipéptidos o proteínas 
de fusión. Por ejemplo, un fluido corporal y las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión pueden incubarse a 46ºC 
durante 24-48 horas. Después de la incubación, la mezcla de reacción se ensaya para evaluar la presencia de 
inmunocomplejos. La detección de uno o más inmunocomplejos formados entre una proteína y anticuerpos 
específicos para la proteína puede lograrse por diversidad de técnicas conocidas, tales como radioinmunoensayos 
(RIA) y ensayos de inmunoabsorción ligados a enzima (ELISA). 

Los inmunoensayos adecuados incluyen la técnica de inmunoensayo sándwich de doble anticuerpo monoclonal de 
David y col. (patente de EE. UU. Nº 4.376.110); ensayos sándwich de anticuerpo monoclonal-policlonal (Wide y col., en 
Kirkham y Hunter, eds., Radioimmunoassay Methods, E. y S. Livingstone, Edimburgo (1970)); el procedimiento de 
transferencia de tipo "western" de Gordon y col. (patente de EE. UU. Nº 4.452.901); inmunoprecipitación de ligando 
marcado (Brow y col. (1980) J. Biol. Chem. 255:4980-4983); ensayos inmunoabsorbentes unidos a enzima (ELISA) 
como se describe, por ejemplo, en Raines y col. (1982) J. Biol. Chem. 257: 5154-5160; técnicas inmunocitoquímicas, 
incluido el uso de fluorocromos (Brooks y col. (1980) Clin. Exp. Immunol. 39:477); y neutralización de actividad (Bowen-
Pope y col. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:2396-2400). Además de los inmunoensayos descritos 
anteriormente, están disponibles una serie de ensayos distintos, incluidos los descritos en las patentes de EE. UU. 
Nº 3.817.827; 3.850.752; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; y 4.098.876. 

Con fines de detección, las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión (es decir, los antígenos) pueden estar 
marcados o no marcados. Cuando no están marcados, las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión se usan en 
ensayos de aglutinación. Además, las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión no marcados pueden utilizarse en 
combinación con moléculas marcadas que son reactivas con inmunocomplejos, o en combinación con anticuerpos 
marcados (anticuerpos secundarios) que son reactivos con el anticuerpo dirigido contra las proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión, tales como anticuerpos específicos para inmunoglobulinas. Alternativamente, las proteínas, 
polipéptidos o proteínas de fusión pueden estar marcados directamente. Donde esté marcado, el grupo indicador 
puede incluir, por ejemplo, radioisótopos, fluoróforos, enzimas, luminiscentes, partículas de tinte y similares. Estos y 
otros marcadores son bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. Nº 
3.766.162; 3.791.932; 3.817.837; 3.996.345; y 4.233.402 

Típicamente en un ELISA, la proteína, polipéptido o proteína de fusión de interés está adsorbido a la superficie de un 
pocillo de microtitulación. Los sitios de unión a proteína residuales de la superficie se bloquean entonces con un agente 
adecuado, tal como albúmina de suero bovino (BSA), suero de cabra normal inactivado por calor (NGS) o BLOTTO 
(solución tamponada de leche desnatada en polvo que también contiene un conservante, sales y un agente 
antiespumante). Se incuba entonces el pocillo con una muestra que se sospecha que contiene anticuerpo 
específico. La muestra puede aplicarse pura o, más habitualmente, puede diluirse, normalmente en una solución 
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tamponada que contiene una cantidad pequeña (0,1%-5,0% en peso) de proteína, tal como BSA, NGS o BLOTTO. 
Después de la incubación durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formación de uniones específicas, se 
lava el pocillo para eliminar la proteína que no se ha unido y se incuba después con anticuerpo inmunoglobulina 
específica anti-especie marcado con un grupo indicador. El grupo indicador puede escogerse de una variedad de 
enzimas, incluidas, por ejemplo, peroxidas de rábano, beta-galactosidasa, fosfatasa alcalina, y glucosa oxidasa. Se deja 
que pase tiempo suficiente para que tenga lugar la unión específica, después se lava el pocillo de nuevo para 
eliminar el conjugado no unido, y se añade el sustrato para la enzima. Se deja que se desarrolle el color y la 
densidad óptica de los contenidos del pocillo se determina visualmente o instrumentalmente. 

En una realización preferida de este aspecto de la presente invención, un grupo indicador de une a la proteínas, 
polipéptido o proteína de fusión de interés. La etapa de detección de inmunocomplejos implica eliminar 
sustancialmente toda la proteína, polipéptido o proteína de fusión no unido y detectar después la presencia o 
ausencia del grupo indicador.  

En otra realización específica, un grupo indicador se une a un anticuerpo secundario capaz de unirse a los 
anticuerpos específicos para proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión. La etapa de detección de inmunocomplejos 
implica (a) eliminar sustancialmente todo el anticuerpo no unido, (b) añadir el anticuerpo secundario, (c) eliminar 
sustancialmente todo el anticuerpo secundario y después (d) detectar la presencia o ausencia del grupo indicador. 
Donde el anticuerpo específico para las proteínas, polipéptidos o proteínas de fusión de interés deriven de un humano, 
el anticuerpo secundario es un anticuerpo anti-humano. 

En una tercera realización preferida para detectar inmunocomplejos, un grupo indicador está unido a una molécula 
capaz de unirse a los inmunocomplejos. La etapa de detección implica (a) añadir la molécula, (b) eliminar 
sustancialmente todas las moléculas no unidas, y después (c) detectar la presencia o ausencia del grupo indicador. Un 
ejemplo de una molécula capaz de unirse a los inmunocomplejos es la proteína A. 

Resultará evidente para los expertos en la técnica que pueden usarse diversidad de procedimientos para detectar 
los inmunocomplejos dentro de la presente invención. Los grupos reporteros adecuados para su uso en cualquiera de 
los procedimientos incluyen, por ejemplo, radioisótopos, fluoróforos, enzimas, luminiscentes y partículas de tinte. 

En un aspecto relacionado de la presente invención, la detección de inmunocomplejos formados entre proteínas, 
polipéptidos o proteínas de fusión, y anticuerpos en fluido corporal que son específicos para proteínas, polipéptidos o 
proteínas de fusión pueden usarse para monitorizar la eficacia de la terapia contra el cáncer, que implica un antígeno 
canceroso u oncogen concreto, para una malignidad a la que el antígeno canceroso u oncogen se asocia. Las 
muestras de fluido corporal tomadas de un individuo antes y después del inicio del tratamiento pueden analizarse para 
evaluar los inmunocomplejos por los procedimientos descritos anteriormente. Brevemente, el número de 
inmunocomplejos detectados en ambas muestras se compara. Un cambio sustancial en el número de 
inmunocomplejos en la segunda muestra (después del inicio de la terapia) en relación con la primera muestra (antes 
del tratamiento) refleja un tratamiento exitoso. 

X. Terapia contra el cáncer 

Un aspecto de la presente invención implica utilizar las composiciones inmunogénicas aquí descritas para 
desencadenar una respuesta inmunitaria específica de un sujeto con un cáncer asociado a oncogen, tal como, por 
ejemplo, cáncer de mama, cáncer de pulmón, o cáncer de próstata. Las composiciones inmunogénicas pueden usarse 
para tratar en cualquier estadio de la enfermedad, es decir, en los estadios de pre-cáncer, cáncer o metástasis, o para 
evitar la enfermedad. 

En aspectos adicionales de la presente invención, las composiciones aquí descritas pueden usarse para 
inmunoterapia del cáncer, tal como cáncer de mama, ovárico, de colon, pulmón y próstata. Dentro de tales 
procedimientos, composiciones farmacéuticas y vacunas se administran típicamente a un paciente. Como se usa en 
el presente documento, un "paciente" se refiere a cualquier animal de sangre caliente, preferentemente un humano. 
Un paciente puede estar o no estar afectado por cáncer. En consecuencia, las composiciones farmacéuticas y 
vacunas anteriores pueden usarse para evitar el desarrollo de un cáncer o para tratar a un paciente afectado por un 
cáncer. Un cáncer puede diagnosticarse usando criterios generalmente aceptados en la técnica, incluyendo la 
presencia de un tumor maligno. Las composiciones farmacéuticas y vacunas pueden administrarse antes o después 
de la eliminación quirúrgica de tumores primarios y/o tratamiento tal como la administración de radioterapia o fármacos 
quimioterapéuticos convencionales. La administración puede ser por cualquier procedimiento adecuado, incluida la 
administración por vía intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutáneas, intranasal, intradérmica, anal, vaginal, 
tópica, sublingual y oral. 

Dentro de determinadas realizaciones, la inmunoterapia puede ser inmunoterapia activa, en la que el tratamiento se 
basa en la estimulación in vivo del sistema inmune endógeno del huésped para que reacciones contra tumores con 
la administración de agentes modificadores de la respuesta inmunitaria (tales como polipéptidos y polinucleótidos de 
fusión, como aquí se dispone). 

Dentro de otras realizaciones, la inmunoterapia puede ser inmunoterapia pasiva, en la que el tratamiento implica la 
administración de agentes con reactividad inmune a tumores establecida (tales como células efectoras o 
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anticuerpos) que pueden mediar directa o indirectamente efectos antitumorales y no dependen necesariamente de 
un sistema inmune intacto en el huésped. Los ejemplos de células efectoras incluyen linfocitos T como se describe 
anteriormente , linfocitos T (tales como linfocitos T CD8+ citotóxicos y linfocitos T CD4+ colaboradores infiltradores de 
tumores), células asesinas (tales como células asesinas naturales y células asesinas activadas por linfocinas), 
células B y células presentadoras de antígeno (tales como células dendríticas y macrófagos) que expresan una 
proteína, polipéptido o proteína de fusión que aquí se proporcione. Los receptores de linfocitos T y los receptores de 
anticuerpos específicos para los polipéptidos de fusión que aquí se mencionan pueden clonarse, expresarse y 
transferirse en otros vectores o células efectoras para inmunoterapia adoptiva. Los polipéptidos de fusión aquí 
proporcionados también pueden usarse para generar anticuerpos o anticuerpos anti-idiotípicos (como se describe 
anteriormente y en la patente de EE. UU. Nº 4.918.164) para inmunoterapia pasiva. 

Las células efectoras pueden obtenerse generalmente en cantidades suficiente para inmunoterapia adoptiva por 
crecimiento in vitro, como aquí se describe. Las condiciones de cultivo para expandir células efectoras específicas 
para un solo antígeno a una cantidad de varios miles de millones manteniendo el reconocimiento de antígeno in vivo 
son bien conocidas en la técnica. Tales condiciones de cultivo in vitro típicamente utilizan estimulación intermitente 
con antígeno, frecuentemente en presencia de citocinas (tales como IL-2) y células alimentadoras que no se dividen. 
Como se apunta anteriormente, los polipéptidos de fusión inmunorreactivos según se proporcionan aquí pueden usarse 
para expandir fácilmente cultivos de linfocitos T específicas de antígeno con el fin de generar una cantidad suficiente de 
células para inmunoterapia. En particular, las células presentadoras de antígeno, tales como células dendríticas, 
macrófagos o células B, pueden pulsarse con polipéptidos de fusión inmunorreactivos o tranfeccionarse con uno o 
más polinucleótidos usando técnicas estándar bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, las células presentadoras de 
antígeno pueden transfeccionarse con un polinucleótido que tiene un promotor apropiado para aumentar la expresión 
en un virus recombinante u otro sistema de expresión recombinante. Las células efectoras cultivadas para su uso en 
terapia deben ser capaces de crecer y distribuirse ampliamente y de sobrevivir a largo plazo in vivo. Estudios han 
mostrado que en las células efectoras cultivadas puede inducirse el crecimiento in vivo y la supervivencia a largo plazo 
mediante estimulación repetida con antígeno suplementado con IL-2 (ver, por ejemplo, Cheever y col. (1997) 
Immunological Reviews 157:177). 

Alternativamente, un vector que expresa un polipéptido de fusión aquí mencionado puede introducirse en células 
presentadoras de antígeno de un paciente y propagarse por clonación ex vivo para trasplantarlo de vuelta en el 
mismo paciente. Las linfocitos Transfeccionarse pueden reintroducirse en el paciente usando cualquier medio 
conocido en la técnica, preferentemente en forma estéril por administración intravenosa, intracavitaria, intraperitoneal o 
intratumoral. 

Las rutas y la frecuencia de administración de las composiciones terapéuticas aquí descritas, así como la 
dosificación, variarán de individuo a individuo, y pueden establecerse fácilmente usando técnicas estándar.  

En general, las composiciones farmacéuticas y vacunas pueden administrarse por inyección (por ejemplo 
intracutánea, intramuscular, intravenosa o subcutánea), intranasalmente (por ejemplo, por aspiración) u oralmente. 
Preferentemente pueden administrarse entre 1 y 10 dosis durante un periodo de 52 semanas. Preferentemente, 6 dosis 
se administran, a intervalos de 1 mes y pueden administrarse vacunaciones de refuerzo periódicamente a partir de 
entonces. Protocolos alternativos pueden ser apropiados para pacientes individuales. Una dosis adecuada es una 
cantidad de un compuesto que, cuando se administra como se describe anteriormente, es capaz de promover una 
respuesta inmunitaria antitumoral, y está al menos un 10-50% por encima del nivel basal (es decir, sin tratamiento). Dicha 
respuesta puede monitorizarse midiendo los anticuerpos antitumorales en un paciente o por la generación 
dependiente de vacuna de células efectoras citolíticas capaces de matar a las linfocitos Tumorales del paciente in 
vitro. Dichas vacunas deberían ser capaces también de provocar una respuesta inmunitaria que conduzca a unos 
resultados clínicos mejorados (por ejemplo, remisiones más frecuentes, supervivencia libre de enfermedad total, 
parcial o más prolongada) en pacientes vacunados en comparación con pacientes no vacunados. En general, para ­
composiciones farmacéuticas y vacunas que comprenden uno o más polipéptidos de fusión, la cantidad de cada 
proteína, polipéptido o proteína de fusión presente en una dosis varía desde aproximadamente 1 µg a 5 mg, 
preferentemente de 100 µg a 5 mg, y lo más preferentemente, de 5 µg a 250 µg por kilo de huésped. Las dosis 
adecuadas variarán con el tamaño del paciente, pero típicamente irán desde aproximadamente 0,1 ml a 
aproximadamente 5 ml. 

Preferentemente la dosis es 8 mg o menos de los vectores de expresión aquí descritos por sujeto. Las dosis de 
administran cuatro veces en intervalos de dos semanas y dos veces más en intervalos de cuatro semanas. Las últimas 
dos administraciones están pensadas como inmunizaciones de refuerzo. 

En general, una dosis y régimen de tratamiento apropiados proporcionan el/los compuesto(s) activo(s) en una 
cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico y/o profiláctico. Una respuesta de ese tipo puede 
monitorizarse estableciendo unos resultados clínicos mejorados (por ejemplo, remisiones más frecuentes, 
supervivencia libre de enfermedad total, parcial o más prolongada) en pacientes tratados en comparación con pacientes 
no tratados. Los incrementos en respuestas inmunitarias preexistentes a un antígeno canceroso u oncogen generalmente 
se corresponden con unos resultados clínicos mejorados. Dichas respuestas inmunitarias puede evaluarse 
generalmente usando ensayos estándar de proliferación, citotoxicidad o citocinas, que pueden realizarse usando 
muestras obtenidas de un paciente antes y después del tratamiento. 
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XI. Detección del cáncer 

A. Procedimientos de detección del cáncer 

En general, un cáncer puede detectarse en un paciente basándose en la presencia de antígenos cancerosos o 
proteínas de oncogenes y/o polinucleótidos que codifican tales proteínas en una muestra biológica (tal como sangre, 
suero, plasma, orina y/o biopsias tumorales) obtenida del paciente. En otras palabras, dichas proteínas pueden usarse 
como marcadores para indicar la presencia o ausencia de un cáncer tal como, por ejemplo, cáncer de mama, ovario, 
colon, pulmón, próstata, etc. Los agentes de unión que aquí se proporcionan generalmente permiten la detección del 
nivel el antígeno canceroso u oncogen que se une al agente en la muestra biológica. Pueden usarse cebadores y 
sondas de polinucleótidos para detectar el nivel que ARNm que codifica un antígeno canceroso u oncogen, que 
también es indicativo de la presencia o ausencia de un cáncer. En general, una secuencia de un antígeno canceroso 
u oncogen debería estar presente en un nivel que es al menos tres veces más alto en tejido tumoral que en tejido 
normal.  

Hay diversidad de formatos de ensayo conocidos por los expertos en la técnica para utilizar un agente de unión para 
detectar marcadores polipeptídicos en una muestra (ver, por ejemplo, Harlow y Lane, supra). En general, la presencia 
o ausencia de un cáncer en un paciente, puede determinarse (a) poniendo en contacto una muestra biológica 
obtenida de un paciente con un agente de unión; (b) detectando en la muestra un nivel de polipéptido que se une al 
agente de unión; y (c) comparando el nivel de polipéptido con un valor de corte predeterminado. 

En una realización preferida, el ensayo implica el uso de un agente de unión inmovilizado en un soporte sólido para 
que unir y eliminar el polipéptido del resto de la muestra. El polipéptido unido puede entonces detectarse usando un 
reactivo de detección que contiene un grupo indicador y se une específicamente al complejo agente de unión/polipéptido. 
Dichos reactivos de detección pueden comprender, por ejemplo, un agente de unión que se una específicamente al 
polipéptido o un anticuerpo u otro agente que se una específicamente al agente de unión, tal como una anti­
inmunoglobulina, proteína G, proteína A o una lectina. Alternativamente, puede utilizarse un ensayo competitivo, en el 
que un polipéptido se marca con un grupo indicador y se deja que se una al agente de unión inmovilizado después de 
incubar el agente de unión con la muestra. El punto hasta el que los componentes de la muestra inhiben la unión del 
polipéptido marcado al agente de unión es indicativo de la reactividad de la muestra con el agente de unión 
inmovilizado. Los polipéptidos útiles para su uso en tales ensayos incluyen antígenos cancerosos u oncogenes de 
longitud completa y porciones de ellos a los que el agente de unión se une, y proteínas, polipéptidos o proteínas de 
fusión y porciones de ellas a las que se une el agente de unión, como se describe anteriormente. 

El soporte sólido puede ser cualquier material conocido por lo expertos en la técnica al que la proteína tumoral pueda 
unirse. Por ejemplo, el soporte sólido puede ser un pocillo de ensayo en una placa de microtitulación o una membrana 
de nitrocelulosa u otra membrana adecuada. Alternativamente, el soporte puede ser una perla o un disco, tal como 
cristal, fibra de vidrio, látex o material plástico tal como poliestireno o polivinilcloruro. El soporte también puede ser 
una partícula magnética o un sensor de fibra óptica, tales como los divulgados, por ejemplo, en la patente de EE: UU. 
Nº 5.359.681. El agente de unión puede inmovilizarse sobre el soporte sólido usando diversidad de técnicas conocidas 
por los expertos en la técnica, que se describen ampliamente en la patente y la bibliografía específica. En el contexto de 
la presente invención, el término "inmovilización" se refiere a asociación tanto covalente como no covalente, tal como 
adsorción, y unión covalente (que puede ser una unión directa ente el agente y los grupos funcionales del soporte o 
puede ser una unión mediante un agente de reticulación). Se prefiere la inmovilización por adsorción a un pocillo en 
un placa de microtitulación o a una membrana. En tales casos, la adsorción puede lograrse poniendo en contacto el 
agente de unión, en un tampón adecuado, con el soporte sólido durante un periodo de tiempo adecuado. El tiempo de 
contacto varía con la temperatura, pero típicamente está entre aproximadamente 1 horas y aproximadamente 1 día. 
En general, poner en contacto un pocillo de plástico de una placa de microtitulación (tal como poliestireno o 
polivinilcloruro) con una cantidad de agente de unión que varía desde aproximadamente 10 ng a aproximadamente 
10µg, y preferentemente de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 1µg, es suficiente para inmovilizar una 
cantidad adecuada de agente de unión. 

La unión covalente de un agente de unión a un soporte sólido puede lograrse generalmente haciendo reaccionar 
primero el soporte con un reactivo bifuncional que reaccionará tanto con el soporte como con el grupo funcional, tal 
como un grupo hidroxilo o amino, del agente de unión. Por ejemplo, el agente de unión puede unirse covalentemente 
a soportes que tengan un revestimiento polimérico adecuado usando benzoquinona o por condensación de un grupo 
aldehído del soporte con una amina y un hidrógeno activa del compañero de unión (ver, por ejemplo, Pierce 
Immunotechnology Catalog and Handbook, 1991, en A12-A13). 

En algunas realizaciones, el ensayo es un ensayo sándwich con dos anticuerpos. Este ensayo puede realizarse 
poniendo en contacto primero un anticuerpo que se ha inmovilizado sobre un soporte sólido, comúnmente el pocillo 
de una placa de microtitulación, con la muestra, de forma que se permite que los polipéptidos de la muestra se unan 
al anticuerpo inmovilizado. La muestra no unida se elimina después de los complejos inmovilizados polipéptido­
anticuerpo y se añade un reactivo de detección (preferentemente un anticuerpo secundario capaz de unirse a 
diferentes sitios del polipéptido) que contiene un grupo indicador. La cantidad de reactivo de detección que permanece 
unido al soporte sólido se determina después usando el procedimiento adecuado para el grupo indicador específico. 

Más específicamente, una vez que el anticuerpo se ha inmovilizado sobre el soporte como se describe anteriormente, 
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los sitios de unión a proteína que quedan en el soporte suelen bloquearse. Cualquier agente bloqueante conocido por 
los expertos en la técnica, tal como albúmina de suero bovino o Tween 20™ (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). El 
anticuerpo inmovilizado se incuba después con la muestra, y se deja que el polipéptido se una al anticuerpo. La muestra 
puede diluirse con un diluyente adecuado, tal como un salino tamponado con fosfato (PBS) antes de la incubación. En 
general, un tiempo de contacto apropiado (es decir, tiempo de incubación) es un periodo de tiempo que es suficiente 
para detectar la presencia de polipéptido en una muestra obtenido de un individuo con cáncer de mama, ovario, colon, 
pulmón o próstata. Preferentemente, el tiempo de contacto es suficiente para alcanzar un nivel de unión que es al 
menos el 95% del alcanzado en el equilibrio entre polipéptido unido y no unido. Los expertos en la técnica reconocerán 
que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio puede determinarse fácilmente ensayando el nivel de unión que 
se produce durante un periodo de tiempo. A temperatura ambiente, un tiempo de incubación de aproximadamente 30 
minutos es generalmente suficiente. 

La muestra no unida puede eliminarse entonces lavando el soporte sólido con un tampón adecuado, tal como PBS 
que contenga un 0,1% de Tween 20™. El anticuerpo secundario, que contiene un grupo indicador, puede añadirse 
después al soporte sólido. Los grupos reporteros preferidos incluyen los grupos citado anteriormente. 

El reactivo de detección se incuba después con el complejo inmovilizado anticuerpo-polipéptido durante un periodo 
de tiempo suficiente para detectar el polipéptido unido. Una cantidad apropiada de tiempo puede determinarse 
generalmente ensayando el nivel de unión que se produce durante un periodo de tiempo. El reactivo de detección no 
unido se elimina entonces y el reactivo de detección unido se detecta usando el grupo indicador. El procedimiento 
empleado para detectar el grupo indicador depende de la naturaleza del grupo indicador. Para grupos radioactivos, la 
cuenta por centelleo o los procedimientos autorradiográficos suelen ser apropiados. Los procedimientos 
espectroscópicos pueden utilizarse para detectar tintes, grupos luminiscentes y grupos fluorescentes. La biotina 
puede detectarse usando avidina, acoplada a un grupo indicador diferente (comúnmente un grupo radioactivo o 
fluorescente o una enzima). Los grupos reporteros enzimáticos pueden detectarse generalmente mediante la adición 
de un sustrato (generalmente durante un periodo de tiempo específico), seguida de análisis espectroscópico o de otro 
tipo de los productos de reacción. 

Para determinar la presencia o ausencia de un cáncer, tal como cáncer de mama, ovario, colon, pulmón o próstata, 
la señal detectada del grupo indicador que permanece unido al soporte sólido se compara generalmente con una 
señal que corresponde a un valor de corte predeterminado. En una realización preferida, el valor de corte para la 
detección de un cáncer es la media de las señales medias obtenidas cuando el anticuerpo inmovilizado se incuba con 
muestras de pacientes sin el cáncer. En general, una muestra que genera una señal que está tres desviaciones 
estándar por encima del valor de corte predeterminado se considera positiva para cáncer. En una realización alternativa 
preferida, el valor de corte se determina usando una curva operativa del receptor, según el procedimiento de Sackett y 
col., Clinical Epidemiology: A Basic Science for Clinical Medicine, Little Brown and Co., 1985, págs. 106-107. 
Brevemente, en esta realización, el valor de corte pude determinarse a partir de una gráfica de pares de tasas reales 
positivas (es decir, sensibilidad) y tasas falsas positivas (100%-especificidad) que corresponden a cada valor de corte 
posible para el resultado de la prueba diagnóstica. El valor de corte de la gráfica que está más próximo a la esquina 
superior izquierda (es decir, el valor que comprende el área mayor) es el valor de corte más exacto, y una muestra 
que genere una señal que sea mayor que el valor de corte determinado por este procedimiento puede considerarse 
positiva. Alternativamente, el valor de corte puede desplazarse hacia la izquierda a lo largo de la gráfica, para 
minimizar la tasa de falsos positivos, o hacia la derecha, para minimizar la tasa de falsos negativos. En general, una 
muestra que genera una señal que es mayor que el valor de corte determinado por este procedimiento se considera 
positiva para cáncer. 

En una realización relacionada, el ensayo se lleva a cabo en un formato de flujo a través o de tira reactiva, en el que 
el agente de unión se inmoviliza en una membrana, tal como nitrocelulosa. En el ensayo de flujo a través, los 
polipéptidos de la muestra se unen al agente de unión inmovilizado a medida que la muestra pasa a través de la 
membrana. Un agente de unión secundario marcado se une después al complejo agente de unión-polipéptido a 
medida que una solución que contiene el agente de unión secundario fluye a través de la membrana. La detección de 
la unión del agente de unión secundario puede realizarse entonces como se describe anteriormente. En el formato de 
tira reactiva, un extremo de la membrana a la que el agente de unión está unido se sumerge en una solución que 
contiene la muestra. La muestra migra a lo largo de la membrana a través de una región que contiene un agente de 
unión secundario y hacia el área del agente de unión inmovilizado. La concentración de agente de unión secundario en 
el área del anticuerpo inmovilizado indica la presencia de un cáncer. Típicamente, la concentración de agente de 
unión secundario en ese sitio genera un patrón, tal como una línea, que puede leerse visualmente. La ausencia de 
dicho patrón indica un resultado negativo. En general, la cantidad de agente de unión inmovilizado en la membrana se 
selecciona para generar un patrón visualmente discernible cuando la muestra biológica contiene un nivel de polipéptido 
que sería suficiente para generar una señal positiva en el ensayo sándwich de dos anticuerpos, en el formato descrito 
anteriormente. Los agentes de unión preferidos para su uso en tales ensayos son anticuerpos y sus fragmentos de 
unión a antígeno. Preferentemente, la cantidad de anticuerpo inmovilizado en la membrana varía desde 
aproximadamente 25 ng a aproximadamente 1 µg, y más preferentemente desde aproximadamente 50 ng a 
aproximadamente 500 ng. Tales ensayos pueden realizarse típicamente con una cantidad muy pequeña de muestra 
biológica. 

Por supuesto, existen numerosos protocolos de ensayo distintos que son adecuados para su uso con las proteínas 
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tumorales o los agentes de unión de la presente invención. Las descripciones anteriores tiene la intención de servir 
como ejemplo únicamente. Por ejemplo, será evidente para los expertos en la técnica que los protocolos anteriores 
pueden modificarse fácilmente para utilizar polipéptidos de antígenos cancerosos o de oncogenes para detectar 
anticuerpos que se unen a dichos polipéptidos en muestras biológicas. La detección de tales anticuerpos específicos 
de proteína puede corresponderse con la presencia de un cáncer. 

Un cáncer puede detectarse también, o alternativamente, basándose en la presencia de linfocitos T que reaccionan 
específicamente con una proteína o polipéptido en una muestra biológica. En ciertos procedimientos, una muestra 
biológica que comprende linfocitos T CD4+ y/o CD8+ aislada de un paciente se incuba con un polipéptido, un 
polinucleótido que codifica dicho polipéptido y/o una APC que expresa tal polipéptido, y se detecta la presencia o 
ausencia de activación específica de las linfocitos T. Las muestras biológicas adecuadas incluyen, pero sin limitarse a 
ello, linfocitos T aisladas. Por ejemplo, las linfocitos T pueden aislarse a partir de un paciente por técnicas rutinarias 
(tales como centrifugación en gradiente de densidad de Ficoll/Hypaque de linfocitos de sangre periférica). Las linfocitos T 
pueden incubarse in vitro durante 2-9 días (típicamente 4 días) a 37ºC con un polipéptido (por ejemplo, 5-25 µg/ml). 
Puede ser deseable incubar otra alícuota de una muestra de linfocitos T en ausencia del polipéptido para servir como 
control. Para las linfocitos T CD4+, la activación se detecta preferentemente evaluando la proliferación de las linfocitos 
T. Para las linfocitos T CD8+, la activación se detecta preferentemente evaluando la actividad citotóxica. Un nivel de 
proliferación que es al menos dos veces mayor y/o un nivel de actividad citolítica que el al menos un 20% mayor que 
en pacientes sin la enfermedad indica la presencia de un cáncer en el paciente. 

Como se indica anteriormente, un cáncer puede detectarse también, o alternativamente, basándose en el nivel de 
ARNm que codifica un antígeno canceroso u oncogen en una muestra biológica. Por ejemplo, al menos dos cebadores 
de oligonucleótido pueden emplearse en un ensayo basado en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para 
amplificar una porción de un ADNc de un antígeno canceroso u oncogen derivado de una muestra biológica, en la que 
al menos uno de los cebadores de oligonucleótido es específico para (es decir, hibrida con) un polinucleótido que 
codifica el antígeno canceroso o la proteína de oncogen. El ADNc amplificado se separa después y se detecta 
usando técnicas bien conocidas en la técnica, tales como electroforesis en gel. De forma similar, las sondas de 
oligonucleótidos que hibridan específicamente con un polinucleótido que codifica un antígeno canceroso o una 
proteínas de oncogen pueden utilizarse en un ensayo de hibridación para detectar la presencia de un polinucleótido 
que codifica un antígeno canceroso o una proteína de oncogen en una muestra biológica. 

Para permitir la hibridación bajo las condiciones del ensayo, los cebadores y sondas de oligonucleótidos deberían 
comprender una secuencia de oligonucleótidos que tenga al menos aproximadamente un 60%, preferentemente al 
menos aproximadamente un 75% y más preferentemente al menos aproximadamente un 90%, de identidad con una 
porción de un polinucleótido que codifica un antígeno canceroso u oncogen, que tenga al menos 10 nucleótidos, y 
preferentemente al menos 20 nucleótidos, de longitud. Preferentemente, los cebadores y/o sondas de oligonucleótidos 
hibridan con un polinucleótido que codifica un antígeno canceroso o proteína, polipéptido o proteína de fusión de 
oncogen aquí descritos bajo condiciones moderadamente estrictas, como se define anteriormente. Los cebadores y/o 
sondas de oligonucleótidos que pueden empleados de forma útil en los procedimientos de diagnóstico descritos en el 
presente documento Preferentemente tienen al menos 10-40 nucleótidos de longitud. En una realización preferida, los 
cebadores de oligonucleótidos comprende al menos 10 nucleótidos contiguos, más preferentemente al menos 15 
nucleótidos contiguos. Las técnicas tanto para ensayos basados en PCR como de hibridación son bien conocidas en 
la técnica (ver, por ejemplo, Mullis y col. (1987) Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263; Erlich ed., PCR 
Technology, Stockton Press, NY (1989)).  

Un ensayo preferido emplea RT-PCR, en el que se aplica la PCR junto con la transcripción inversa. Típicamente, el 
ARN se extrae de una muestra biológica tal como una biopsia de tejido y se somete a transcripción inversa para producir 
moléculas de ADNc. La amplificación por PCR usando al menos un cebador específico genera una molécula de 
ADNc, que puede separarse y visualizarse usando, por ejemplo, electroforesis en gel. Las amplificación puede 
realizarse en muestras biológicas tomadas de un paciente de prueba y de un individuo que no está afectado por un 
cáncer. La reacción de amplificación puede llevarse a cabo en varias diluciones de ADNc que abarcan dos órdenes de 
magnitud. Un aumento de dos veces o más en la expresión en varias diluciones de la muestra del paciente de prueba en 
comparación con las mismas diluciones de la muestra no cancerosa se considera típicamente positiva. 

En otra realización, el antígeno canceroso o la proteína, polipéptido de oncogen y los polinucleótidos que codifican 
dichas proteínas o polipéptidos pueden usarse como marcadores para monitorizar la progresión del cáncer. En esta 
realización, pueden realizarse ensayos como se describen anteriormente para el diagnóstico de un cáncer a lo largo 
del tiempo, y evaluarse el cambio en el nivel de polipéptido(s) reactivo(s). Por ejemplo, los ensayos pueden realizarse 
cada 24-72 horas durante un periodo de 6 meses a 1 año, y a partir de entonces realizarse cuando sea necesario. En 
general, un cáncer está progresando en aquellos pacientes en los que el nivel de polipéptido detectado por el agente 
de unión aumente con el tiempo. Por el contrario, el cáncer no está progresando cuando el nivel de polipéptido 
reactivo bien permanece constante o disminuye con el tiempo. 

Determinados ensayos diagnósticos in vivo pueden realizarse directamente en el tumor. Un ensayo de ese tipo 
implica poner en contacto linfocitos Tumorales con un agente de unión. El agente de unión unido puede detectarse 
entonces directa o indirectamente mediante un grupo indicador. Dichos agentes de unión pueden usarse también en 
aplicaciones histológicas. Alternativamente, pueden utilizarse sondas de polinucleótidos en tales aplicaciones. 
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Como se apunta anteriormente, para aumentar la sensibilidad, pueden ensayarse múltiples marcadores de 
antígenos cancerosos u oncogenes dentro de una muestra dada. Resultará evidente que los agentes de unión para 
distintas proteínas aquí proporcionados pueden combinarse dentro de un solo ensayo. Además, pueden usarse 
múltiples cebadores o sondas simultáneamente. La selección de marcadores de proteínas tumorales puede basarse 
en experimentos rutinarios para determinar qué combinación tiene como resultado una sensibilidad óptima. Además, o 
alternativamente, pueden combinarse los ensayos para proteínas tumorales aquí proporcionados con ensayos para otros 
antígenos tumorales conocidos. 

XII. Kit 

La presente invención proporciona además kit para su uso en cualquiera de los procedimientos de diagnóstico 
anteriores. Dichos kit típicamente comprenden dos o más componentes necesarios para realizar un ensayo 
diagnóstico. Los componentes pueden ser compuestos, reactivos, contenedores y/o equipos. Por ejemplo, un 
contenedor de un kit puede contener un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo que se une específicamente 
a un antígeno canceroso u oncogen. Tales anticuerpos o fragmentos pueden proporcionarse unidos a un material de 
soporte, como se ha descrito anteriormente. Uno o más contenedores adicionales pueden incluir elementos, tales como 
reactivos o tampones, para su uso en el ensayo. Dichos kit pueden contener también, o alternativamente, un reactivo de 
detección como se ha descrito anteriormente que contiene un grupo indicador adecuado para detección directa o 
indirecta de la unión de anticuerpo. 

Los kit también pueden suministrarse para usos terapéuticos. Por tanto, la composición objeto de la presente 
invención puede proporcionarse, normalmente en forma liofilizada, en un contenedor. Los vectores descritos en el 
presente documento se incluyen en los kit con instrucciones de uso y, opcionalmente, con tampones, estabilizadores, 
biocidas y proteínas inertes. Generalmente, estos materiales opcionales estarán presentes en menos de 
aproximadamente el 5% en peso, en base a la cantidad de vector, y usualmente estarán presentes en una cantidad 
total de al menos el 0,001% en peso, en base a la concentración de vector. Puede ser deseable incluir un diluyente o 
excipiente inerte para diluir los ingredientes activos, en el que el excipiente puede estar presente desde 
aproximadamente el 1 al 99% en peso de la composición total. 

Como alternativa, se puede diseñar un kit para detectar el nivel de ARNm que codifica un antígeno canceroso u 
oncogen en una muestra biológica. Tales kit, comprenden, generalmente, al menos una sonda o cebador de 
oligonucleótidos, como se ha descrito anteriormente, que hibrida con un polinucleótido que codifica un antígeno 
canceroso u oncogen. Tal oligonucleótido puede usarse, por ejemplo, en un ensayo de PCR o de hibridación. 
Componentes adicionales que pueden estar presentes en tales kit incluyen un segundo oligonucleótido y/o un 
reactivo o contenedor de diagnóstico para facilitar la detección de un polinucleótido que codifica un antígeno canceroso 
u oncogen. 

Ejemplos 

Ejemplo 1: Construcción de pCRXA-20 

El plásmido pCRXA20 se construyó usando (1) un origen de replicación plasmídico derivado de pUC9; (2) un gen de 
resistencia a kanamicina y un promotor bacteriano clonados de pRSVneo; (3) una secuencia de poliadenilación de SV40 
clonada a partir de pRSVneo; (4) un promotor de CMV y (5) una secuencia 5 prime no traducida de la región MIE que 
contiene una porción de intrón A, exón A y parte del exón B clonados a partir de citomegalovirus humano. 

El pCRXA20 (SEC ID Nº: 3) tiene 3584 bases y comprende 5 regiones. La primera región (bases 1-1368) se clonó a 
partir de ADN viral del CMV humano, cepa Towne ( número ATTC: VR-977). La primera región contiene el promotor, 
el potenciador y el intrón A virales, que corresponden a las bases 512-1513 y 1736-2094 del gen temprano inmediato 
principal del CMV (Nº de registro en Genbank M60321) y dirige la transcripción del ARNm de un gen clonado. La 
segunda región (bases 1369-1416) contiene sitios de reconocimiento para 6 enzimas de restricción y se obtuvo de 
oligonucleótidos hibridados. Esta región permite clonar un gen en el vector. La tercera región (bases 1417-1651) se 
clonó a partir de las bases 3407-3634 del plásmido pRSVneo (nº ATTC 37198). Esta tercera región contiene las señales 
de poliadenilación temprana y tardía del virus SV40 y proporciona los sitios poliA necesarios para el tránscrito de 
ARNm de un gen clonado. La cuarta región (bases 1652-2581) contiene un promotor bacteriano y el gen de resistencia 
a la kanamicina. El promotor se clonó a partir de las bases 2463-2600 del plásmido pUC9 (nº ATTC 37252) y las 
bases 4589-5383 del gen de pRSVneo. Esta cuarta región permite el crecimiento selectivo de bacterias que contienen 
el vector. La quinta región (bases 2582-3584) contiene un origen de replicación, clonado de las bases 605-1600 de 
pUC9 y permite la propagación del vector en bacterias. 

Ejemplo 2: Inducción de la respuesta inmunitaria usando pCRXA-20 

Usando técnicas de biología molecular estándar (AdEasy System, Johns Hopkins University, Baltimore, MD) se 
generó un vector de serotipo 5 de adenovirus humano con deleción de E1 y E3, defectivo en la replicación, que expresa 
L523S humana bajo el control del promotor de CMV. La secuencia de ADN del vector adenovirus-L523S se expone en 
la SEC ID Nº: 5. La secuencia del ADNc que codifica la proteína L523s de longitud completa se expone en la SEC ID 
Nº: 6 con la correspondiente secuencia de aminoácidos que se expone en la SEC ID Nº: 7. 
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El gen que codifica la proteína L523S de longitud completa (SEC ID Nº: 6) se insertó en pVAX1 (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) y pCRXA-20 usando técnicas estándar para crear vectores de expresión de ADN-L523. 

Se inmunizaron tres grupos de ratones C57b1/6 (4 ratones/grupo) una vez con 100 µg de vector de expresión de ADN­
L523 (pVax o pCRXA) o no recibieron nada de ADN. Tres semanas después, todos los ratones fueron inmunizados 

5 con 108 ufp de adenovirus L523. Se recogieron células de bazo dos semanas después de la inmunización con 
adenovirus. Se evaluaron las respuestas de los linfocitos T a L523S usando interferón gamma (IFN γ) en tinción 
intracelular de citocinas (ICC) con INFγ, o ELISPOT con IFNγ o mediante un ensayo de liberación de cromo. 

Células de bazo inmunitarias y sin tratamientos previos se sometieron a ensayo para evaluar la secreción de IFNγ
mediante ELISPOT después de la estimulación in vitro con el péptido p13-21 de L523 (SEC ID Nº: 8). Células de bazo 

10 inmunitarias (4 x 105) se cultivaron con p13-21 (5 g/ml) durante dos días, en pocillos duplicados de placas de 
ELISPOT revestidas con anti-IFNγ. Después de dos días no se detectaron ELISPOT de IFNγ de las células de bazo no 
tratads previamente. Las células de ratones que se habían inmunizado con adenovirus solo (sin inmunización con 
ADN) tenían aproximadamente 50 manchas por pocillo, mientras que las células de ratones inmunizados con el 
plásmido pVAX/L523A mostraban 100 pocillos por pocillo, mientras que las células de ratones inmunizados con el 

15 plásmido pCRXA-20 produjeron más de 1000 manchas por pocillo. Los resultados indican que la respuesta 
inmunitaria desencadenada con pCRXA es mucho más fuerte que la desencadenada con pVax. 

La respuesta inmunitaria específica de L523 se midió también usando ICC IFNγ. Se estimularon células de bazo 
recién preparadas con el p13-21 de L523S (SEC ID Nº: 8) durante 6 horas y después se tiñeron para observar la 
expresión de CD4, CD8 e IFNγ. Los resultados del ensayo de ICC fueron coherentes con los obtenidos en el ensayo 

20 de ELISPOT. El grupo inmunizado con pCRXA/L523A presentaba una media de un 1,3% de linfocitos T específicos 
para el antígeno L523S, mientras que el cebado con pVAX/L523S no mostró respuestas de linfocito T CD8 sobre el 
componente de adenovirus de la vacuna administrado solo. Esto demostró la necesidad de inmunización con ADN para 
desencadenar respuestas de linfocitos T CD8 óptimas y confirmó que pCRXA desencadena una respuesta inmunitaria 
fuerte. 

25 Ejemplo 3: Actividad lítica de las líneas CTL usando pCRXA-20 

Células de bazo inmunitarias de ratones C57b1/6 inmunizados se cultivaron durante 6 días con células EL4 
irradiadas pulsadas con p13-21 de L523S (SEC ID Nº: 8). El sexto día, las líneas de linfocitos T se sometieron a 
ensayo para evaluar su actividad lítica en un ensayo estándar de 4 horas de liberación de cromo contra células diana 
F45 que no estaban tratadas o que estaban tratadas con pulsos de p13-21 de L523S (SEC ID Nº: 8). Los resultados 

30 son coherentes con los obtenidos en los ensayos de ELISPOT con IFN γ e ICC, aunque las diferencias en la actividad 
funcional de los linfocitos T CD8+ fueron menos evidentes después de una estimulación de 6 días in vitro. Los resultados 
muestran una actividad CTL más débil en ratones inmunizados con pVax que en ratones inmunizados de forma similar 
con pCRXA. La inmunización con adenovirus solo también desencadena actividad CTL, aunque como se observó en 
los otros ensayos, la inmunización con ADN parece potenciar esta actividad. 

35 Aunque la invención anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustración y ejemplo con fines de claridad y 
entendimiento, a la luz de las enseñanzas de la presente invención resultará fácilmente evidente para el experto en la 
técnica que realizarse determinados cambios y modificaciones en ella sin alejarse del espíritu o el alcance de las 
reivindicaciones adjuntas. 

LISTADO DE SECUENCIAS OFICIOSO 

40 <210> 1 

<211> 2665 

<212> ADN 

<213> pUC9 

<400> 1 
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REIVINDICACIONES 

1. Un vector de expresión, comprendiendo dicho vector un casete de expresión que comprende desde 5' a 3' los 
siguientes elementos: una secuencia promotora de citomegalovirus (CMV), una secuencia potenciadora de CMV, 
una secuencia de intrón A del gen temprano inmediato principal de CMV, una secuencia de ácido nucleico 
heterólogo y un sitio de poliadenilación, en el que el promotor está unido de forma operatible a la secuencia de 
ácido nucleico heterólogo, y en el que el casete se expresión comprende los nucleótidos 1-1653 de la 
secuencia expuesta en SEC ID Nº: 3. 

2. El vector de expresión de la reivindicación 1, en el que el ácido nucleico heterólogo codifica un 
antígeno canceroso. 

3. El vector de expresión de la reivindicación 1, en el que el casete de expresión comprende la secuencia 
expuesta en SEC ID Nº: 3. 

4. El vector de expresión de la reivindicación 2, en el que el antígeno canceroso está codificado por la 
secuencia de nucleótidos expuesta en SEC ID Nº: 6. 

5. Una célula huésped que comprende el vector de expresión de la reivindicación 1. 

6. Una célula huésped que comprende el vector de expresión de la reivindicación 3. 

7. La célula huésped de la reivindicación 5, en la que la célula huésped se selecciona del grupo que 
consiste en E. coli y células de mamíferos. 

8. La célula huésped de la reivindicación 6, en la que la célula huésped se selecciona del grupo que 
consiste en E. coli y células de mamíferos. 

9. Una composición que comprende un vector de expresión como se expone en la reivindicación 1. 

10. Un procedimiento para expresar una secuencia de ácido nucleico heterólogo, comprendiendo el 
procedimiento cultivar una célula huésped que comprende un vector de expresión, comprendiendo dicho vector 
un casete de expresión que comprende desde 5' a 3' los siguientes elementos: una secuencia promotora de 
CMV, una secuencia potenciadora de CMV, una secuencia de intrón A del gen temprano inmediato principal de 
CMV, una secuencia de ácido nucleico heterólogo y un sitio de poliadenilación, en el que el promotor está unido 
de forma operable a la secuencia de ácido nucleico heterólogo, y en el que el casete se expresión comprende 
los nucleótidos 1-1653 de la secuencia expuesta en SEC ID Nº: 3. 

11. El procedimiento de la reivindicación 10, en el que el ácido nucleico heterólogo codifica un antígeno 
canceroso. 

12. El procedimiento de la reivindicación 10, en el que el casete de expresión comprende la secuencia 
expuesta en SEC ID Nº: 3. 

13. El procedimiento de la reivindicación 10, en el que la célula huésped se selecciona del grupo que 
consiste en E. coli y células de mamíferos. 

14. El procedimiento de la reivindicación 11, en el que el antígeno canceroso está codificado por la secuencia 
de nucleótidos expuesta en SEC ID Nº: 6. 

15. La composición según la reivindicación 9 para desencadenar una respuesta inmunitaria, en la que la 
respuesta inmunitaria está dirigida contra un polipéptido codificado por la secuencia de ácido nucleico 
heterólogo. 

16. La composición de la reivindicación 15, en la que la composición se administra múltiples veces. 

17. El uso de una composición según la reivindicación 9 en la fabricación de un medicamento para 
desencadenar una respuesta inmunitaria dirigida contra un polipéptido codificado por la secuencia de ácido 
nucleico heterólogo. 

18. Un casete de expresión que comprende los nucleótidos 1-1653 de la secuencia expuesta en SEC ID 
Nº: 3. 

19. Un vector de expresión que comprende una secuencia de ácido nucleico heterólogo que se ha 
insertado en un casete de expresión según la reivindicación 18, en el que un promotor del casete de expresión 
está unido de forma operable a la secuencia de ácido nucleico heterólogo. 
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20. Un procedimiento para producir un vector de expresión para la expresión de una secuencia de ácido 
nucleico heterólogo, que comprende insertar una secuencia de ADN que codifica un polipéptido en un vector de 
expresión recombinante que comprende los nucleótidos 1-1653 se la secuencia expuesta en SEC ID Nº: 3. 

21. Un procedimiento según la reivindicación 20, en el que la secuencia de ADN codifica un antígeno 
canceroso. 
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