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DESCRIPCION
Vectores de ADN.
Antecedentes de lainvencion

A pesar de la enorme inversion financiera y de recursos humanos, el cancer continla siendo una de las principales
causas de muerte. Por ejemplo, los canceres de mama, pulmon, colon, prostata, vejiga, y rifién, asi como multiples
enfermedades malignas hematoldgicas (p. €j., leucemia mieloide aguda (LMA) en adultos y pediatrica leucemia mieloide
cronica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia linfocitica cronica (LLC) y leucemia secundaria) producen
mas seis millones de muertes anuales (véase, p. €j., Wang y col., Oncogene 19:1519-1528 (2000)).

Los enfoques habituales para curar el cancer se han centrado alrededor de una combinacién de cirugia, radiacion y
quimioterapia. Estos enfoques han tenido como resultado algunos éxitos espectaculares en determinadas
enfermedades malignas. Sin embargo, el cancer es a menudo incurable, cuando se diagnostica mas alla de una
fase determinada. Son necesarios enfoques terapéuticos alternativos.

Una caracteristica frecuente de las enfermedades malignas es el crecimiento celular incontrolado. Las células
cancerosas parecen sufrir un proceso de transformacion desde el fenotipo normal a un fenotipo maligno capaz de
crecer de forma auténoma. La amplificacion y la sobreexpresion de genes de células somaticas (es decir, antigenos) se
consideran acontecimientos primarios habituales que tienen como resultado la transformacion de células normales en
células malignas. Las caracteristicas fenotipicas malignas codificadas por los genes oncogénicos se transmiten
durante la divisidn celular a la progenie de las células transformadas.

Recientemente se han identificado varios antigenos que se sobreexpresan en el cancer (véase, p. €j., 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 antigenos han sido identificados como oncogenes, es decir,
genes operativos en células malignas y responsables de la transformacion 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 pulmon de células escamosas, y P501 S sobreexpresado en tumores de prostata
(véase, por ejemplo., Xu y col., Cancer Res. 61:1563-68, 2001)). Estos antigenos pueden usarse convenientemente
para diagnéstico y tratamiento de canceres. Por ejemplo, estos antigenos puede usarse convenientemente para
generar respuestas inmunitarias especificas contra el cancer. En particular, los polipéptidos de WT1 se han usado
en vacunas basadas en proteinas (véase, por ejemplo., Gaiger y col., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 42:698
(2001)).

La inmunizacion con &cido nucleico (es decir, inmunizacidon genética) es una tecnologia 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 acido nucleico
en comparaciéon con las vacunas basadas en proteinas o virus vivos atenuados. Un rasgo caracteristico de la
vacunacion con ADN es la induccion de la actividad de linfocitos T citotdxicos (CTL) que es superior a la vacunacion
con proteinas. La inmunidad celular puede potenciarse debido a que la proteina codificada por el acido nucleico es
procesada y presentada en una forma que es analoga al procesamiento de antigenos virales (véase, por ejemplo,
Corr y col., J. Exp. Med. 184:1555 (de 1996)). Ademas, los vectores basados en plasmidos son mas faciles de producir
que las vacunas basadas en proteinas u organismos vivos enteros, y se consideran mas seguras de usar.
Finalmente, se espera que sea mas facil incorporar antigenos nuevos o alterados en vacunas de ADN.

La inmunidad protectora después la vacunacion con ADN se ha demostrado en varios modelos de ratén (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. €j.,, Denis-Mize y col., Gen Ther. 7:2105 (2000)).

Por tanto, existe una necesidad de que vectores de expresion expresen secuencias heterélogas de acido nucleico
que puedan usarse como componentes de composiciones y procedimientos para estimular respuestas inmunitarias
contra antigenos sobreexpresados en células cancerosas. En particular, existe la necesidad de composiciones que
puedan dirigirse a una neoplasia maligna con la que un cancer en particular esta asociado, y de composiciones y
procedimientos que puedan desencadenar y potenciar una respuesta inmunitaria al antigeno canceroso concreto. La
presente invencion satisface esta y otras necesidades.
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Sumario breve de lainvencion

La presente invencidon proporciona vectores de expresion y procedimientos para la expresion de secuencias
heterdlogas de &cido nucleico usando tales vectores de expresiéon. Dentro de una realizacién, el vector de expresion
comprende un casete de expresion que comprende los siguientes elementos, de 5’ a 3’: una secuencia promotora de
CMV, una secuencia potenciadora de CMV, una secuencia de intrén A de CMV del gen temprano inmediato principal
de CMV, una secuencia heterdéloga de acido nucleico y un sitio de poliadenilacién, en el que el promotor esta unido
de forma operable a la secuencia heterdloga de acido nucleico. En algunas realizaciones, la secuencia de intrén A de
CMV tiene una delecién desde aproximadamente la base 1513 a aproximadamente la base 1736. En otras realizaciones,
el acido nucleico heterodlogo codifica un antigeno canceroso, tal como, por ejemplo, L523S (SEC ID N°: 6). En algunas
realizaciones, el casete de expresion comprende los nucleétidos 54-3675 de la secuencia establecida anteriormente
en SEC ID N°: 3, los nucledtidos 1-1653 de la secuencia establecida anteriormente en la SEC ID N°: 3, o la secuencia
de nucledtido establecida anteriormente en la SEC ID N.°: 3. La invencion también proporciona células huésped que
comprenden los vectores de expresion descritos anteriormente. En algunas realizaciones, la célula huésped es E. coli
o células de mamifero. La invencion proporciona adicionalmente composiciones inmunogénicas que comprenden el
vector de expresion descrito anteriormente.

Otra realizacion de la invencién proporciona un procedimiento para expresar una secuencia heteréloga de acido
nucleico. Una célula huésped que comprende un vector de expresion que comprende un casete de expresion que
comprende de 5’ a 3’ los siguientes elementos: una secuencia promotora de CMV, una secuencia potenciadora de
CMV, una secuencia de intrén A de CMV del gen temprano inmediato principal de CMV, una secuencia heterdloga de
acido nucleico y un sitio de poliadenilacion, en el que el promotor esta unido de forma operable a la secuencia heterdloga
de acido nucleico. En algunas realizaciones, la secuencia del intron A de CMV tiene una delecion desde
aproximadamente la base 1513 a aproximadamente la base 1736. En algunas realizaciones, el acido nucleico
heterdlogo codifica un antigeno canceroso, tal como, por ejemplo, L523S (SEC ID N°: 6). En algunas realizaciones, el
casete de expresion comprende los nucledtidos 54-3675 de la secuencia establecida anteriormente en SEC ID N°: 3,
los nucledtidos 1-1653 de la secuencia establecida anteriormente en SEC ID N° 3, o la secuencia de nucleétidos
establecida anteriormente en la SEC ID N° 3. En algunas realizaciones, el casete de expresiéon comprende los
nucleétidos establecidos anteriormente en SEC ID N°: 4. En algunas realizaciones, la célula huésped es E. coli o
células de mamifero.

Una realizacién adicional de la invencién proporciona un procedimiento para desencadenar una respuesta
inmunitaria, comprendiendo el procedimiento los pasos de administrar una cantidad inmunoldgicamente eficaz de la
composicidon inmunogénica que comprende un vector que comprende un casete de expresion que comprende de 5’ a
3’ los siguientes elementos: una secuencia promotora de CMV, una secuencia potenciadora de CMV, una secuencia
del intron A de CMV del gen temprano inmediato principal de CMV, una secuencia heteréloga de acido nucleico y un sitio
de poliadenilacion, en el que el promotor esta unido de forma operable a la secuencia heteréloga de acido nucleico y
en el que la respuesta inmunitaria esta dirigida contra un péptido codificado por la secuencia heteréloga de acido
nucleico. En algunas realizaciones, la composiciéon inmunogénica se administra multiple veces.

Breve descripcion de la secuencias
SEC ID N° 1 es una secuencia de ADN para pUC9.
SEC ID N°: 2 es una secuencia de ADN para pRSVneo.
SEC ID N°: 3 es una secuencia de ADN para pCRXA20.
SEC ID N° 4 es una secuencia de ADN para el extremo 5' de un gen CMV_MIE.
SEC ID N°: 5 es una secuencia de ADN para un vector adenoviral que comprende una secuencia L5238S.
SEC ID N°: 6 es una secuencia de ADN para L523S.
SEC ID N°: 7 es una secuencia polipeptidica para L523S.
SEC ID N°: 8 es una secuencia polipeptidica para p13-21 de L523S.
Descripcion detallada de la invencién
I. Introduccién

La presente invencion proporciona una composicion que puede dirigirse a una malignidad con la que esta asociado un
antigeno canceroso en particular, y composiciones y procedimientos que pueden desencadenar y potenciar una
respuesta inmunitaria frente al antigeno canceroso concreto. En particular, la invencién proporciona un plasmido de
ADN vector de expresion que puede expresar genes cuando se ftransfecciona a células eucariotas. El vector
comprende un casete de expresién que comprende de 5’ a 3’ los siguiente elementos: una secuencia promotora de
CMV, una secuencia potenciadora de CMV, una secuencia del intron A de CMV del gen temprano inmediato principal
de CMV, una secuencia heterdloga de &cido nucleico, y un sitio de poliadenilacién, en la que el promotor esta unido de
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forma operable a la secuencia heteréloga de acido nucleico. En una realizacion de ejemplo, la secuencia heteréloga de
acido nucleico es un antigeno canceroso. En algunas realizaciones, la secuencia heteréloga de acido nucleico codifica
un antigeno canceroso. La invencién también proporciona composiciones que comprenden el vector de expresiéon y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. La invencién proporciona ademas composiciones para expresar la secuencia
heterdloga de acido nucleico y procedimientos para desencadenar una respuesta inmunitaria contra el polipéptido
codificado por la secuencia heterdloga de acido nucleico mediante la administracion de tales composiciones a un
sujeto.

Il. Definiciones

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

Como se utiliza en el presente documento, "heter6logo" se define en relacion con una secuencia de acido nucleico o
de aminoacidos predeterminada a la que se hace referencia. Por ejemplo, con respecto a la secuencia de un gen
estructural, un promotor heterélogo 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 manipulacién en el laboratorio. Analogamente,
un gen heterdélogo o un segmento de acido 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 proteinas, un péptido heterdlogo es aquel que no se
encuentra de forma natural adyacente a la proteina o porcidon de ella a la que se hace referencia. En algunas
realizaciones, el polipéptido heterélogo es una proteina, polipéptido o proteina de fusion.

Una "proteina, polipéptido, o proteina de fusion" hace referencia a una proteina 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 aminoacido, tal como un enlazador de poliglicina, u otro tipo de
enlazador quimico, por ejemplo, un enlaizador de hidrato de carbono, un enlazador de lipido, un enlazador de acido,
un enlazador de poliéter, por ejemplo., PEG, etc. (véase, p. ej.,Hermanson (1996) Bioconjugate techniques). Los
polipéptidos que forman las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion, estan tipicamente 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 proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion pueden estar en cualquier orden. La
expresion "proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion" se refiere también a variantes modificadas de forma
conservada, variantes polimorficas, alelos, mutantes, subsecuencias y homadlogos interespecies de los polipéptidos
que constituyen las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién. Las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion
pueden producirse por unién covalente de una cadena de aminoacidos de una secuencia proteica a una cadena de
aminoacidos de otra secuencia proteica, por ejemplo, preparando un polinucleétido recombinante que codifique de
forma contigua las proteinas, polipeptidos o proteinas de fusion. Las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién
pueden comprender 2, 3, 4 o mas cadenas diferentes de aminoacidos de la misma o de distintas especies. Las
distintas cadenas de aminoacidos en una proteina, polipéptido o proteina de fusién, pueden cortarse y unirse
directamente o pueden cortarse y unirse indirectamente a través de un grupo enlazador quimico o un grupo
enlazador de aminoacidos. Las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusiéon pueden comprender opcionalmente
otros componentes, como se describe con mayor detalle en el presente documento.

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

Las "respuestas inmunitarias humorales" estan 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" estan mediadas por linfocitos especificos de antigeno; la
transferencia de los linfocitos especificos de antigeno de un individuo a otro trasfiere la inmunidad.

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

Las composiciones inmunogénicas de la presente invencién 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 "proteina" se utiliza en el presente documento de forma intercambiable con "polipéptido" y "péptido".

"Acido nucleico" se refiere a desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos y sus polimeros tanto en forma monocatenaria
como bicatenaria. El término comprende acidos nucleicos que contienen analogos de nucledtidos 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 unién similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de
forma similar a los nucleétidos de referencia. Ejemplos de tales andlogos incluyen, sin limitarse a ellos, fosforotioatos,
fosforoamidatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, ribonucleétidos 2-O-metilados, acidos péptido-nucleicos
(PNA).

A menos que se indique de otro modo, una secuencia de acido nucleico concreta también incluye implicitamente sus
variantes modificadas de forma conservadora (p. e€j., sustituciones de codones degenerados) y secuencias
complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, las sustituciones de codones
degenerados pueden lograrse generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas codones
seleccionados (o todos) esta 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 acido nucleico se usa de forma intercambiable con gen, ADNc, ARNm, oligonucledtido y
polinucleétido.

Una secuencia polinucleotidica que comprende proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién de la invencion hibrida
en condiciones estrictas con cada una de las secuencias de nucleétidos que codifican cada polipéptido individual de
las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion. Las secuencias de polinucleétidos que codifican los polipéptidos
individuales del polipéptido de fusién incluyen por lo tanto variantes modificadas de forma conservadora, variantes
polimérficas, alelos, mutantes, subsecuencias y homdlogos interespecies.

El "porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias alineadas de forma éptima en
una ventana de comparacion, en la que la porcion de secuencia la de polinucleétido de la ventana de comparacion
puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de referencia (que no
comprende adiciones o deleciones) para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula
determinando el numero de posiciones en las que se encuentran la base de acido nucleico o el residuo de aminoacido
idénticos en ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones
coincidentes entre el numero total de posiciones de la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por 100
para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

El término "identidad sustancial" de secuencias de polinucledtidos quiere decir que un polinucleétido comprende una
secuencia que tiene al menos un 25% de identidad de secuencia. Alternativamente, el porcentaje de identidad puede
ser un numero entero de 25% a 100%. Las realizaciones mas preferidas incluyen al menos: 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 99% o mas, en comparacién con una secuencia de
referencia usando los programas descritos en el presente documento, preferentemente BLAST, usando parametros
estandar, como se describe mas adelante. Un experto reconocera que estos valores pueden ajustarse apropiadamente
para determinar la identidad correspondiente de proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos teniendo
en cuenta la degeneracion de los codones, la semejanza de aminoacidos, la situacion del marco de lectura y similares.
La "identidad sustancial" de las secuencias de aminoacidos 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 N°: 3. El porcentaje de identidad de polipéptidos preferido puede ser un numero entero de 40% a
100%. Las realizaciones mas preferidas incluyen, al menos, un 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 0 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 aminoacidos. Las
sustituciones conservadoras de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen cadenas laterales
similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadena laterales alifaticas es el de glicina, alanina, valina,
leucina e isoleucina; un grupo de aminodacidos que tienen cadenas laterales hidroxilo-alifaticas es el de serina y
treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es el de asparagina y
glutamina; un grupo de aminodacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es el de fenilalanina, tirosina y
triptéfano; un grupo de aminoéacidos que tienen cadenas laterales basicas es el de lisina, arginina e histidina; y un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es el de cisteina y metionina. Los grupos
preferidos con sustituciones conservadoras de aminoacidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisinal’l
arginina, alanina-valina, acido aspartico-acido glutamico, y asparagina-glutamina.

La alineacién éptima de secuencias para su comparacion puede llevarse a cabo mediante el algoritmo de identidad
local de Smith y Waterman (1981) Add. APL. Math. 2:482, mediante el algoritmo de alineacién de identidad de
Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante el procedimiento de busqueda 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 inspeccion.

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 pardmetros descritos en el presente documento para determinar el porcentaje de identidad de secuencia para
los acidos nucleicos y proteinas de la invencion. El software para llevar a cabo los analisis BLAST esta disponible para
el publico a través del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica de Estados Unidos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las puntuaciones acumuladas se calculan usando, para secuencias de
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nucleétidos, los parametros M (puntuacién positiva asignada a un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N
(puntuacién de penalizacion asignada a residuos no coincidentes; siempre < 0). Para secuencias de aminoacidos se
usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuacion acumulada. La extension de los resultados de palabras en cada
direccion se detiene cuando: la puntuacion acumulada de alineacidon cae una cantidad X a partir de su maximo valor
alcanzado; la puntuacion acumulada se hace cero o menor, debido a la acumulaciéon de una o mas alineaciones de
residuos que puntuan negativo; o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo
BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacién. El programa BLASTN (para secuencias de
nucleétidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una
comparacion de ambas hebras. Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud
de palabra de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUM®62 (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
comparacién de ambas hebras.

Otra indicacién de que las secuencias de nucledtidos son sustancialmente idénticas es que si dos moléculas
hibridan entre si, o con un tercer acido nucleico, en condiciones moderadamente estrictas, y preferentemente
altamente estrictas. Las condiciones estrictas dependen de las secuencias y seran distintas en circunstancias
diferentes. Las secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas mas elevadas. Una guia en
profundidad para la hibridacién de acidos 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 5-10°C inferiores
al punto térmico de fusién (Tf) para la secuencia especifica a una fuerza ionica y un pH determinados. La Tf es la
temperatura (en una fuerza i6nica y pH definidos) a la que el 50% de la secuencia diana hibrida con una sonda
perfectamente coincidente. Tipicamente, condiciones estrictas seran aquellas en las que la concentracion de sales es
menor de aproximadamente 1,0 M de i6n sodio, tipicamente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentracion de
i6n sodio (u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es, al menos, de aproximadamente 30°C para sondas
cortas (por ejemplo, 10 a 50 nucleétidos) y al menos, de aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo, mayores
de 50 nucledtidos). Las condiciones estrictas pueden alcanzarse también con la adicion de agentes desestabilizantes
tales como formamida. Para una hibridacién selectiva o especifica, una sefal positiva es una hibridacién de, al menos,
dos veces la hibridacién de fondo, preferentemente 10 veces la hibridacién de fondo.

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

Para los fines de la invencion, las "condiciones moderadamente estrictas" adecuadas incluyen, por ejemplo, lavar
previamente en una disoluciéon de SSC 5X, SDS al 0,5%, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), hibridar a 50°C-65°C, SSC 5X
durante la noche, seguido de dos lavados a 65°C 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 hibridacion estan también dentro del ambito de la presente
invencion.

La "proliferacion de células T" como se describe en el presente documento, incluye la multiplicacién de linfocitos T,
asi como la estimulacion de linfocitos T que conduce a la multiplicacion, es decir, el comienzo de acontecimientos
que conducen a la mitosis y la mitosis en si. Se describen procedimientos para detectar la proliferacion de linfocitos
T mas adelante.

Ill. Vectores de lainvencién

La presente invencidon proporciona composiciones que pueden dirigirse a una malignidad con la que se asocia un
antigeno canceroso en particular, y composiciones y procedimientos que pueden desencadenar y potenciar una
respuesta inmunitaria frente al antigeno canceroso concreto. En particular, la invencion proporciona un casete de
expresion que comprende de 5 a 3’ los siguientes elementos: una secuencia promotora de CMV, una secuencia
potenciadora de CMV, una secuencia de intron A de CMV del gen temprano inmediato principal de CMV, una
secuencia heterdloga de acido nucleico y un sitio de poliadenilacién, donde el promotor esta unido de forma operable a
la secuencia heteréloga de acido nucleico.

Como se divulga en la presente invencion, el producto de expresién proteico de un acido nucleico que codifica el
polipéptido heterdlogo es reconocido por los linfocitos T.

A. Vectores de expresion

En una realizacién, los compuestos de la presente invencién comprenden vectores de expresion que comprenden
acidos nucleicos que codifican proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion, que comprenden los polipéptidos
heterdlogos o las variantes de los polipéptidos heterdlogos. En las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de la
invencion, el componente polipéptido heterélogo puede estar fusionado directamente o a través de un enlazador, por
ejemplo, un enlazador de aminoacido u otro tipo de enlazador quimico, con otro polipéptido. Otras variantes dentro
del ambito de la invencion incluyen proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién en las que la estructura de
aminoacidos primaria del péptido heterdlogo nativo se modifica formando conjugados covalentes o de agregacion con
otros péptidos o polipéptidos, o restos quimicos tales como grupos glicosilo, lipidos, fosfato, grupos acetilo y similares.
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Pueden prepararse derivados covalentes, por ejemplo, uniendo grupos funcionales concretos a cadenas laterales de
aminoacidos o al extremo N o C.

La presente invencién también incluye casetes de expresion que codifican proteinas de fusion y proteinas de fusion
con o sin glicosilaciéon. Las proteinas de fusién expresadas en sistemas de expresion de levaduras o de mamiferos
pueden ser similares, o ligeramente diferentes, en cuanto al peso molecular y al patron de glicosilacion de las
moléculas nativas, dependiendo del sistema de expresion. La expresion de ADN que codifica polipéptidos en
bacterias tales como E. coli tipicamente proporciona moléculas no glicosiladas. Los sitios de N-glicosilacion de
proteinas eucariotas se caracterizan por el triplete de aminoacidos Asn-A+-Z, en el que A4 es cualquier aminoacido
excepto Pro, y Z es Ser o Thr. Las variantes de proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion que tienen sitios de N[
glicosilacién inactivados, pueden producirse por técnicas conocidas por los expertos en la técnica, tales como sintesis
y union de oligonucledtidos o técnicas de mutagénesis especifica de sitio, y estan dentro del alcance de la invencién.
Alternativamente, pueden unirse a una proteina, polipéptido o proteina de fusion, sitios de glicosilacion N-ligados.

Las proteinas, polipéptidos, o proteinas de fusién de la presente invencion, que se entendera que incluyen variantes,
incluyen cualquier combinacion posible entre polipéptidos humanos y no humanos. Los polipéptidos no humanos
comprenden polipéptidos de cualquier mamifero, tal como, por ejemplo, de rata, ratén, cobaya, caballo, vaca, cerdo,
oveja, perro, etc.

Cualquier variante de las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de la presente invencién se incluye como
forma de realizacion de la presente invencion. En una realizacién, dichas variantes son sustancialmente idénticas o
sustancialmente similares a la proteina nativa y conservan la capacidad de estimular una respuesta inmunitaria. El
efecto de cualquier modificacién de secuencia sobre la capacidad de una proteina para producir una respuesta
inmunitaria puede determinarse facilmente, por ejemplo, analizando la capacidad de la proteina mutada para inducir
una respuesta de linfocitos T usando, por ejemplo, los procedimientos descritos en el presente documento, o
analizando la capacidad de la proteina mutada para producir anticuerpos.

En ciertas realizaciones especificas, las proteinas, polipéptidos, o proteinas de fusion de la invenciéon pueden comprender
un compafero de fusion, tal como, por ejemplo, un compafero de fusidon inmunolégico o un potenciador de la
expresion. Un compafiero de fusion puede, por ejemplo, ayudar a proporcionar epitopos de linfocitos T colaboradores
(un compariero de fusién inmunoldgico), preferentemente epitopos de linfocitos T colaboradores reconocidos por seres
humanos, o pueden ayudar en la expresion de las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusiéon (un potenciador de la
expresion) con rendimientos mas altos que las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién recombinantes. Ciertos
compaferos de fusion preferidos son compaferos tanto inmunoldgicos como potenciadores de la expresion. Otros
companieros de fusion pueden seleccionarse con el objetivo de incrementar la solubilidad de las proteinas, polipeptidos o
proteinas de fusion, o para permitir que las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion sean dirigidas hacia
compartimentos intracelulares deseados. Otros compaferos de fusion adicionales incluyen etiquetas de afinidad, que
facilitan la purificacion de las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién de interés.

También se proporcionan proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién que comprenden un polipéptido de fusion
como se describe en el presente documento junto con una proteina inmunogénica no relacionada. Preferentemente,
la proteina inmunogénica es capaz de desencadenar una respuesta de memoria. Ejemplos de tales proteinas
incluyen proteinas 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 compafiero de fusion inmunolégico deriva de la proteina D, una proteina de superficie de la
bacteria gram-negativa Haemophilus influenza B (documento WO 91/18926). Preferentemente, un derivado de proteina
D comprende aproximadamente el primer tercio de la proteina (p. €j, los primero 100-110 aminoacidos de N-terminales),
y el derivado de proteina D puede estar lipidizado. En ciertas realizaciones preferidas, los primero 109 residuos de un
comparfiero de fusion de lipoproteina D estan incluidos en el extremo N para proporcionar a las proteinas,
polipéptidos o proteinas de fusion epitopos de linfocitos T exdgenos adicionales y para incrementar el nivel de
expresion en E. coli (funcionando asi como un potenciador de la expresién). La cola lipidica asegura una
presentacion 6ptima de las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién a las células presentadoras de antigeno.
Otros comparieros de fusion incluyen la proteina no estructural del virus de la gripe, NS1 (hemaglutinina), o una
porciéon inmunogénica de la misma (véase, por ejemplo, los documentos WO 99/40188 y WO 93/04175). Tipicamente,
se usan los 81 aminoacidos N-terminales, aunque pueden usarse diferentes fragmentos que incluyen epitopos de linfocitos
T-colaboradores. En una realizacion, las proteinas, polipéptidos, o proteinas de fusiéon de la presente invencion
comprenden ademas el compafiero de fusion NS1 o uno de sus fragmentos inmunogénicos, preferentemente unido
a la region N-terminal de las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién. Las proteinas, polipéptidos o proteinas de
fusion que comprende el compafero NS1 se expresan preferentemente por recombinacién en células BHK, como se
describe mas adelante.

En otra realizacién, el compafero de fusion inmunolégico es la proteina conocida como LYTA, o una porcién de la
misma (preferentemente una porcion C-terminal). LYTA deriva de Steptococcus pneumoniae, que sintetiza una N[J
acetil-L-alanina amidasa conocida como amidasa LYTA (codificada por el gen LytA, Gene 43:265-292 (1986)). LYTA es
una autolisina que degrada especificamente determinados enlaces de la estructura de los péptidoglicanos. EI dominio
C-terminal de la proteina LYTA es responsable de la afinidad por la colina o por algunos analogos de la colina, tales
como DEAE. Esta propiedad se ha aprovechado para el desarrollo de plasmidos que expresan C-LYTA de E. coli
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utiles para la expresion de proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién. Se ha descrito la purificaciéon de proteinas
hibridas que contienen el fragmento C-LYTA del extremo amino (véase, Biotechnology 10:795-798 (1992)). Dentro de
una realizacion preferida, una porcion de repeticion de LYTA puede incorporarse en proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusion. Una porcion de repeticion se encuentra en la regién C-terminal empezando en el residuo 178. Una
porcion de repeticion particularmente preferida incorpora los residuos 188-305.

Los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos compafieros de fusion de la presente invencion pueden ser
preparados por cualquier método adecuado conocido en la técnica. Los procedimientos de ejemplo incluyen la clonacion
y la restriccion de secuencias adecuadas o la sintesis quimica 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 sélido de la patente de EE. UU. N° 4.458.066.

Los acidos nucleicos recombinantes que codifican un polipéptido de fusiébn que comprende un polipéptido
compafero de fusion y una proteina, polipéptido o proteina de fusién seleccionada, pueden prepararse usando
cualquier procedimiento conocido en la técnica. Como se ha descrito anteriormente, los acidos nucleicos
recombinantes estan construidos de forma que, preferentemente, la secuencia del polipéptido compafiero de fusion
se localiza en 5’ de la secuencia del polinucleétido que codifica las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién de
interés. Las secuencias de polinucledtidos del compafiero de fusion y las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion
también pueden modificarse para facilitar su fusién y posterior expresion.

Los acidos nucleicos recombinantes pueden comprender adicionalmente secuencias de nucleétidos tales como
secuencias que codifican etiquetas de afinidad para facilitar los protocolos de purificaciéon de proteinas.

B. Variantes de las proteinas codificadas por los acidos nucleicos heter6logos

En general, se considera que las poblaciones de linfocitos T CD4" funcionan como colaboradoras o inductoras a
través de la liberacion de linfocinas cuando son estimuladas por un antigeno especifico; sin embargo, un subgrupo de
linfocitos T CD4" puede actuar como linfocitos T citotdxicos (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 funciéon colaboradora o DTH. A pesar de la posibilidad de solapamiento de las
funciones, los marcadores fenotipicos CD4 y CD8 estan ligados al reconocimiento de péptidos unidos a antigenos MHC
de clase | o clase Il. El reconocimiento de antigenos en el contexto de MHC de clase | o clase Il implica que las
linfocitos T CD4" y CD8" responden a distintos antigenos o al mismo antigeno presentados. La unién de péptidos
inmunogénicos a antigenos MHC de clase Il ocurre mas frecuentemente para con antigenos captados porlas células
presentadoras de antigeno.

Los linfocitos T CD4" generalmente reconocen antigenos que han estado en el exterior de células cancerosas. Por
el contrario, en circunstancias normales, la unién de péptidos a MHC de clase | sucede solo con proteinas presentes en
el citosol y sintetizadas por la diana en si, las proteinas del entorno exterior quedan excluidas. Una excepcién para
esto es la union de péptidos exdgenos con un motivo de union de clase | concreto que estan presentes en el exterior
de la célula en concentraciones altas. Asi, los linfocitos T CD4" y CD8" tienen funciones ampliamente diferentes y
tienden a reconocer distintos antigenos como reflejo de dénde reside el antigeno normalmente.

Otra forma de hacer sustituciones de aminoacidos para producir variantes de la presente invencién es identificar un
aminoacido de sustitucién en motivos de linfocitos T con potencial para unirse a moléculas MHC de clase Il (para
respuesta de linfocitos T CD4") o moléculas MHC de clase | (para respuesta de linfocitos T CD8"). Los segmentos
peptidicos con un motivo con potencial tedrico para unirse a moléculas MHC de clase | pueden identificarse por
analisis computacional. Por ejemplo, puede usarse un paquete de anadlisis de secuencia de proteinas, T Sites que
incorpora varios algoritmos computacionales disefiados para distinguir sitios potenciales para reconocimiento de
linfocitos T (Feller y col. (1991) Nature 349:720-721). Se utilizan dos algoritmos de busqueda: (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 epitopos segun la periodicidad de la hélice alfa y la anfipaticidad; (2) el algoritmo de Rothbard y Taylor
identifica epitopos segun la carga y (1988) EMBO J. 7:93-100). Los segmentos con ambos motivos son los mas
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 peptidico para unién en el surco
de HLA-A2.1 por degradacién de Edman de péptidos sacados de moléculas HLA-A2.1 de una linea celular cultivada
(Tabla 1, de Falk y col. (1991) Nature 351:290-296). El procedimiento identificd el tipico o el habitual péptido de unién
a HLA-A2.1 como de 9 aminoacidos de longitud con residuos ancla dominantes en las posiciones 2 (L) y 9 (L). Se han
identificado residuos de union 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 union.
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Tabla 1: El motivo restringido a HLA-A2.1

Posicién del aminoacido Punto
asignado

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Unién dominante | V |+3
Residuo ancla
Unién fuerte M E \ K +2
Residuo K
Union débil | A G | | A E | [+1
Residuo L Y P K L Y S

F F D Y T H

K P T N

M M G

Y

S \

El motivo peptidico derivado como se define actualmente no es particularmente estricto. Algunos péptidos de unién a
HLA-A2.1 no contienen ambos residuos ancla dominantes y los aminoacidos que flanquean los residuos ancla
dominantes juegan papeles clave permitiendo o no permitiendo la unién. No todos los péptidos con el motivo de unién
actualmente descrito se unirdn, y algunos péptidos sin el motivo, se uniran. Sin embargo, el motivo actual es
suficientemente valido para permitir la identificacion de algunos péptidos capaces de unirse. Cabe apuntar que todas
las moléculas MHC y sus motivos respectivos sitian 6 aminoacidos entre los aminoacidos ancla dominantes en los
residuos 2y 9.

Después de la identificacion de motivos peptidicos en proteinas, las sustituciones de aminoacidos puede hacerse de
forma conservadora o no conservadora. El ultimo tipo de sustituciones pretende producir una proteina mejorada que
es mas potente y/o tiene una reactividad cruzada mas amplia. Un ejemplo de una proteina o péptido mas potente es
uno que se une con mayor afinidad a la misma molécula MHC que la proteina o el polipéptido natural, sin afectar al
reconocimiento por linfocitos T especificos para proteinas o polipéptidos naturales. Un ejemplo de un polipéptido con
una reactividad cruzada mas amplia es uno que induce respuestas inmunitarias de reactividad cruzada mas amplias (es
decir, se une a un abanico de moléculas MHC mas amplio) que un polipéptido natural. De forma similar, uno o mas
aminoacidos localizados entre motivos peptidicos y que tenga una funcién espaciadora (por ejemplo, no interaccionan
con un receptor de moléculas MHC o de linfocitos T) pueden ser sustituidos de forma conservadora o no conservadora.
Resultara evidente para un experto en la técnica que los polipéptidos que contengan una o mas sustituciones de
aminoacidos pueden ensayarse para evaluar sus interacciones inmunoldgicas 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 invencion pueden también, o de forma alternativa, contener otras
modificaciones, incluida la delecion o la adicion de aminoacidos, que tienen una influencia minima en las propiedades
inmunologicas deseadas del polipéptido, como se describe anteriormente. Los expertos en la técnica apreciaran que se
pueden usar formas truncadas o formas extendidas no nativas de una proteina, siempre que las propiedades
inmunoldgicas deseadas sean la menos aproximadamente equivalentes a las de la proteina nativa de longitud total.
Los residuos de cisteina pueden eliminarse o sustituirse con otros aminoacidos para evitar la formacién de puentes
disulfuro intramoleculares incorrectos tras la renaturalizacion. Otras aproximaciones a la mutagénesis implican la
modificacién de residuos de aminoacido dibasicos adyacentes para potenciar la expresion en sistemas de levaduras en
las que esta presente la actividad proteasa KEX2.

IV. Preparacion de polinucleétidos de la invencién
A. Polinucleétidos que codifican proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién

De acuerdo con la invencién, cualquier secuencia de nucleétidos que codifique la secuencia de aminoacidos de las
proteinas, polipéptidos o proteinas de fusidn de interés puede utilizarse para generar moléculas recombinantes que
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dirigen la expresion de las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion.

Con el fin de clonar secuencias codificantes de longitud completa o variantes homdlogas para generar los
polinucledtidos de fusion, pueden usarse sondas de ADN marcadas disefiadas a partir de cualquier porcién de una
secuencia de nucleétidos o sus complementos para analizar una biblioteca genémica o de ADNc, para identificar la
secuencia codificante de cada componente individual de las proteinas, polipeptidos o proteinas de fusion. Las
secuencias de nucledtidos pueden ser de cualquier mamifero adecuado, por ejemplo, ser humano, rata, raton,
caballo, vaca, oveja, perro, etc.

Dichos clones pueden aislarse analizando una biblioteca de expresion adecuada para clones que expresan una
proteina de longitud total de interés, tal como un antigeno canceroso. La preparacion y el analisis 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 expresién de bacteriéfagos puede
disponerse en placas y transferirse a filtros. Los filtros pueden incubarse después con un reactivo de deteccién. En el
contexto de la presente invencion, un "reactivo de deteccion" es cualquier compuesto capaz de unirse a la proteina, y
que entonces puede detectarse por diversos medios conocidos por los expertos en la técnica. Los agente de deteccion
tipicos contienen un "agente de unién", tal como proteina A, proteina G, IgG o una lectina, unido a un grupo indicador.
Los grupos reporteros preferidos incluyen enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, tinte, radionudclidos, grupos
luminiscentes, grupos fluorescentes y biotina. Mas preferentemente, el grupo indicador es peroxidasa de rabano, que
puede detectarse mediante incubacion con un sustrato como tetrametilbencidina o acido sulfénico de 2,2'-azino-di-3[J
etilbenzo-tiazolina. Por ejemplo, las placas que contienen secuencias gendmicas o de ADNc que expresan un
antigeno canceroso se aislan 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 reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) usando dos conjuntos de cebadores oligonucledtidos degenerados designados sobre la base de las
secuencias codificantes divulgadas en el presente documento. Los acidos nucleicos deseados también pueden
clonarse usando otras técnicas de amplificacién bien conocidas. Ejemplos de protocolos suficientes para guiar a
expertos a través de procedimientos de amplificacion in vitro, incluyendo PCR, reaccién en cadena de la ligasa (LCR),
amplificacion de la replicasa Qp y otras técnicas mediadas por ARN polimerasas se encuentran en Sambrook y col.,
supra, y Ausubel y col. Current Protocols in Molecular Biology (1994), asi como en la patente de EE. UU. N°
4.683.202; PCR Protocols A Guide to Methods and Applications (Innis y col. eds. 1990); Arnheim & Levinson C&EN
pags. 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 acidos nucleicos
amplificados in vitro se describen en la patente de EE. UU. N° 5.426.039. Los cebadores adecuados para su uso en la
amplificacion de los acidos nucleicos de la invencion pueden disefiarse en base a las secuencias que se proporcionan en
el presente documento.

De acuerdo con a invencion, un polinucleétido de la invencion que codifica proteinas, polipéptidos o proteinas de
fusion, unos de sus fragmentos o uno de sus equivalentes funcionales puede usarse para generar moléculas de
acido nucleico recombinantes que dirigen la expresion de las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion, uno de
sus fragmentos, o unos de sus equivalentes funcionales, en células huésped adecuadas. Los productos de
polipéptidos de fusién codificados por dichos polipéptidos pueden modificarse por manipulacién molecular de la
secuencia codificante.

Debido a la degeneracion inherente al codigo genético, otras secuencias de ADN que codifican sustancialmente la
misma o una secuencia de aminoacidos funcionalmente equivalente, puede usarse en la puesta en practica de la
invencion para la expresion de los polipéptidos de fusion. 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 nucleétidos alteradas que pueden usarse segun la invencién incluyen deleciones, adiciones o
sustituciones de diferentes residuos de nucleétidos que tienen como resultado una secuencia que codifica el mismo o un
producto génico funcionalmente equivalente. El producto génico en si puede contener deleciones, adiciones o
sustituciones de residuos de aminoacido, que tienen como resultado un cambio silencioso, produciendo asi un
epitopo antigénico funcionalmente equivalente. Dichas sustituciones de aminoacidos pueden realizarse sobre la
base de la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipatica de los
residuos implicados. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutamico;
los aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina, histidina y arginina; los aminoacidos 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 aminoacidos con grupos de cabeza no polares incluyen alanina, valina, isoleucina,
fenilalanina, prolina, metionina y triptéfano.

Las secuencias de nucledtidos de la invencién pueden modificarse para alterar la secuencia codificantes de las
proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion con diversos fines, incluyendo, pero sin limitarse a ello, alteraciones que
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modifican el procesamiento y la expresion del producto génico. Por ejemplo, pueden introducirse mutaciones usando
técnicas que son bien conocidas en la técnica, por ejemplo, insertar o eliminar sitios de restriccion, alterar patrones de
glicosilacion, fosforilacion, crear y/o destruir secuencias de translacion, iniciacién y/o terminacion, o crear variaciones
en las regiones codificantes, para facilitar la modificacion adicional in vitro , etc. Los expertos en la técnica
reconoceran muchas formas de generar alteraciones en un constructo de acido nucleico dado. Dichos procedimientos
bien conocidos incluyen, por ejemplo, mutagénesis dirigida a sitio, amplificacion por PCR usando oligonucleétidos
degenerados, exposicion de células que contienen el acido nucleico a agentes mutagénicos o radiacion, sintesis
quimica de un oligonucledtido deseado (por ejemplo, en conjunto con ligaciéon y/o clonaciéon para generar acido
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 | inmunogenicidad de los polipéptidos de fusion.

En una realizacién de la invencién, la secuencia codificante de una proteina, polipéptido o proteina de fusion puede
sintetizarse total o parcialmente, usando procedimientos quimicos 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 proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién de la invencién que mantienen la capacidad de
estimular una respuesta inmunitaria pueden generalmente ser identificadas modificando la secuencia en uno o mas de
los aspectos descritos anteriormente y ensayando las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién 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 proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién modificados y ensayando la respuesta. Las variantes
que aparecen de forma natural de los componentes polipeptidicos individuales de las proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusién pueden aislarse también, por ejemplo, analizando una biblioteca de ADNc o gendémica adecuada
que codifique cada polipéptido individual o una variante del mismo.

Las modificaciones de secuencia descritas anteriormente pueden introducirse usando técnicas de recombinacion
estandar o por sintesis automatizada de las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién modificados. Por ejemplo, las
mutaciones pueden introducirse en un loci particular sintetizando oligonucleétidos que contengan una secuencia
mutante, flanqueada por sitios de restriccion que permitan la ligacion a fragmentos de la secuencia nativa. Después de
la ligacién, la secuencia reconstruida resultante codifica un andlogo que tiene la insercion o la delecion de
aminoacidos deseada.

Alternativamente, los procedimientos de mutagénesis especifica de sitio dirigida a oligonucleétidos puede usarse
para proporcionar un gen en se alteren codones concretos segun la sustitucion, delecion o insercién que se requiera.
Procedimientos ejemplares para realizar las alteraciones mencionadas anteriormente estan 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. N° 4.518.584 y 4.737.462.

Las mutaciones en secuencias de nucleétidos construidas para la expresién de dichas proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusién deben, por supuesto, conservar el marco de lectura de las secuencias codificantes y
preferentemente no crearan regiones complementarias que podrian hibridar para producir estructuras secundarias en
el ARNm, tales como lazos u horquillas, que afectarian negativamente a la traduccion del ARNm. Aunque un sitio de
mutacién puede estar predeterminado, no es necesario que la naturaleza de la mutacion esté predeterminada per
se. Por ejemplo, con el fin de seleccionar los mutantes con caracteristicas 6ptimas en un sitio dado, puede llevarse a
cabo una mutagénesis en el codon diana y analizarse la proteinas mutantes que se expresen para evaluara la
actividad deseada. No todas las mutaciones en una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina se
expresaran en el producto final. Por ejemplo, las sustituciones de nucledtidos pueden hacerse para potenciar la
expresion, principalmente para evitar lazos en la estructura secundaria en el transcrito de ARN (ver, por ejemplo, la
solicitud de patente europea 75444A), o para proporcionar codones que son traducidos mas faciimente por el
huésped elegido, tales como los bien conocidos codones de preferencia de E. coli para la expresion de E. coli.

C. Vectores de expresion

Las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién, y sus variantes, de la presente invencién, se producen,
preferentemente, por procedimientos de ADN recombinante. Dichos procedimientos incluyen, por ejemplo, la
insercion de una secuencia de ADN que codifica una proteina, un polipéptido o una proteina de fusion antigénicos
cancerosos en el vector de expresion recombinante descrito anteriormente y la expresion de la secuencia de ADN en
un sistema de expresion recombinante de célula microbiana, mamifera, fungica o de insecto bajo condiciones que
promuevan la expresion y, preferentemente, la secrecion de proteinas, polipéptidos, o proteinas de fusion. Las
secuencias de ADN que codifican las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion proporcionados por la presente
invencion pueden conformarse a partir de fragmentos de ADNc y oligonucleétidos de unién cortos, o a partir de una
serie de oligonucledtidos, para proporcionar un gen sintético que es capaz de insertarse en un vector de expresion
recombinante y expresarse en una unidad transcripcional recombinante.
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Los vectores de expresién recombinantes contienen una secuencia de ADN que codifica una proteina unida
operatiblemente a elementos reguladores de la transcripcion o de la traduccién adecuados derivados de genes
mamiferos fungicos, microbianos, viricos o de insectos. Dichos elementos reguladores incluyen un promotor
transcripcional, una secuencia operadora opcional para controlar la transcripciéon, una secuencia que codifica sitios de
uniéon de ARNm a ribosomas, y secuencias que controlan la terminacion de la transcripcion y la traducciéon. Puede
incorporarse adicionalmente un origen de replicacion y un marcador seleccionable para facilitar el reconocimiento de
los transformantes.

Las regiones de ADN estan "unidas de forma operable" cuando estan relacionadas de forma funcional unas con
otras. Por ejemplo, el ADN para un péptido sefial (director de la secrecién) esta unido de forma operativa a ADN
para un polipéptido si se expresa como un precursor que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor esta
"unido de forma operativa" a una secuencia codificante si controla la transcripcion de la secuencia; o un sitio de unién
a ribosoma esta "unido de forma operativa" a una secuencia codificante si esta situada de formas que permita la
traduccién. Generalmente, "unido de forma operativa" quiere decir contiguo y, en el caso de directores de la secrecion,
en el marco de lectura. Las secuencias de ADN que codifican proteinas, polipéptidos o proteinas de fusiéon que se han de
expresar en un microorganismo preferentemente no contendran intrones que pudieran terminar prematuramente la
transcripcion del ADN a ARNm.

Los vectores de expresion para uso bacteriano pueden comprender un marcador seleccionable, y un origen de
replicaciéon bacteriano derivado de plasmidos comercialmente disponibles que comprenden elementos genéticos de
vector de clonacion 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 plasmido 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 seleccion y
replicacion en E. coli (gen Amp' y origen de replicacion) y ADN de levaduras. El lider factor o de levaduras, que
dirige la secrecion de proteinas heterdlogas, 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 lider puede modificarse para que contenga, cerca de su extremo 3', uno o0 mas sitios de restriccion utiles
para facilitar la fusién de la secuencia lider con genes exégenos.

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

Una linea celular que permite la replicacion episomal de vectores de expresién es CV-1/EBNA (ATCC CRL 10478).
La linea celular CV-1/EBNA se derivé por transfeccion de la linea celular CV-1 con un gen que codifica el antigeno 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 expresion en células de mamiferos 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 nucleétidos exdgenas en células
huésped pueden usarse para introducir el vector de expresién. Estos incluyen el uso de reactivos tales como
Superfect (Qiagen), liposomas, transfeccion con fosfato de calcio, polibreno, fusién con protoplastos, electroporacion,
microinyeccion, vectores plasmidicos, vectores viricos, aceleracion biolistica de particulas (pistola génica), o
cualesquiera otros procedimientos bien conocidos para introducir ADN genémico clonado, ANDc, ADN sintético u otro
material genético exégeno 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 expresion
construidos usando técnicas de ADN recombinante y que contienen secuencias que codifican proteinas, polipéptidos
o proteinas de fusién de interés. Las células huésped transformadas pueden expresar las proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusién de interés deseados, pero las células huésped transformadas con fines de clonacién o amplificacion
de un ADN no necesitan expresar las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de interés. La proteina, polipéptidos
o proteinas de fusidn expresadas seran secretadas preferentemente al medio de cultivo o al sobrenadante,
dependiendo del ADN seleccionado. Los expertos en la técnica apreciaran que si las proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusion 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 nucleétido exégenas en células
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huésped pueden utilizarse para inducir el vector de expresién. Estos incluyen el uso de reactivos tales como
Superfect (Qiagen), liposomas, transfeccion con fosfato de calcio, polibreno, fusién con protoplastos, electroporacion,
microinyeccion, vectores plasmidicos, vectores viricos, aceleracion biolistica de particulas (pistola génica), o
cualesquiera otros procedimientos bien conocidos para introducir ADN gendmico clonado, ANDc, ADN sintético u otro
material genético exdgeno en una célula huésped (ver, por ejemplo, Sambrook y col., supra).

Las células huésped adecuadas para la expresion de proteinas recombinantes incluyen procariotas, levaduras o
células eucariotas superiores bajo el control de promotores adecuados. Los ejemplos de lineas celulares de
mamiferos adecuadas incluyen las lineas COS-7 de células de rifion de mono, descritas por Gluzman (1981) Cell
23:175, y otras lineas celulares capaces de expresar un vector apropiado incluidas, por ejemplo, lineas celulares de
CV-1/EBNA (ATCC CRL 10478), células L, C127, 3T3, ovario de hamster chino (CHO), COS, NS-1, HelLa, fibroblastos
de rifién humano embrionarios (HEK 293), BHK y HEK293. Los vectores de expresion de mamiferos pueden
comprender elementos no transcritos (por ejemplo, un origen de replicacion, 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 unidén a ribosoma necesarios, un sitio de poliadenilacion, sitios donadores y
aceptores de ayuste, y secuencias de terminacion de la transcripcion). Los sistemas de expresion de mamiferos
preferidos son las lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO), HEK293 y BHK. Las proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusidn expresados en CHO se secretan al sobrenadante como una proteina glicosilada.

Los procariotas incluyen organismos gram negativo o gram positivo, por ejemplo E. coli o Bacilli. Las células
eucariotas superiores incluyen lineas celulares establecidas originadas en insectos o mamiferos como se describe mas
adelante. Los sistemas de traduccion sin linfocitos También podrian utilizarse para producir proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusion usando ARN derivados de constructos de ADN. Vectores de clonacion apropiados para su uso en
huéspedes celulares bacteriano, fungicos, de levaduras y mamiferos se describen, por ejemplo, en Pouwels y col.,
Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, NY (1985).

Los huéspedes de expresion procariotas pueden utilizarse para la expresion de proteinas, polipéptidos o proteinas
de fusidn que no requieren procesamiento proteolitico y de disulfuracion extensivo. Los vectores de expresion
procariotas generalmente comprenden uno o mas marcadores fenotipicos seleccionables, por ejemplo, un gen que
codifica una proteina que confiere resistencia antibidtica o que suministra un requisito autétrofo, y un origen de
replicacién reconocido por el huésped para asegurar la amplificacion 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 heterdlogos en células de
insectos se revisan, por ejemplo, en Luckow y col. (1988) BioTechnology 6:47.

E. Purificacién de las proteinas de interés

Los expertos en la técnica entenderan que las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién de interés pueden
prepararse cultivando sistemas huésped/vector adecuados para expresar los productos de traduccién recombinantes
de los ADN de la presente invencion, 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 concentracion de proteinas disponible en el mercado, tal como, por
ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Tras la etapa de concentracion, el concentrado
puede aplicarse a una matriz de purificacion adecuada. Por ejemplo, una matriz de afinidad adecuada puede
comprender una proteina de estructura opuesta (es decir, una proteina a la que una proteina, polipéptido o proteina de
fusién de interés se une con una interaccion especifica basada en la estructura) o una molécula de lectina o
anticuerpo unida a un soporte adecuado.

Como alternativa, puede usarse una resina de intercambio anidnico, 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 purificacion de proteinas. 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 cromatografia de filtracion en gel
también proporciona un medio para purificar proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién. Las proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusion de la invencion se purifican preferentemente por cromatografia de intercambio aniénico usando,
por ejemplo, columnas monoQ o cromatografia de alto rendimiento en sefarosa Q.

La cromatografia de afinidad es otro procedimiento preferido para purificar proteinas, polipéptidos o proteinas de
fusién. Por ejemplo, anticuerpos monoclonales contra las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusiéon pueden ser
utiles en la purificacion por cromatografia de afinidad, usando procedimientos bien conocido en la técnica.

Finalmente, pueden emplearse una o mas etapas de cromatografia liquida de alto rendimiento en fase reversa (RP[
HPLC) usando medio de RP-HPLC hidrofébico (por ejemplo, gel de silice con grupos metilo u otros grupos alifaticos)
para purificar adicionalmente proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de interés. Algunas o todas de las etapas de
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purificaciéon anteriores, en diversas combinaciones, también pueden emplearse para proporcionar una proteina o
polipéptido homogéneo recombinante.

Las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién recombinantes producidas en cultivos bacterianos pueden
purificarse mediante una extraccion inicial a partir de sedimentos celulares, seguida de una o mas etapas de
concentracion, eliminacion de sales o cromatografia acuosa de intercambio iénico o de exclusién por tamafio. Puede
utilizarse la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para las etapas de purificacion finales. Las células
microbianas utilizadas en la expresion de proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién recombinantes pueden
romperse por cualquier procedimiento adecuado, incluidos ciclos de congelaciéon-fusion, sonicacién, rotura mecanica
o el uso de agentes de lisis celular.

La fermentacién de las células de levadura que expresan proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién como una
proteina secretada simplifica enormemente la purificacion. Las proteinas recombinantes secretadas resultantes de una
fermentacién a gran escala pueden purificarse por procedimientos analogos 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 purificacion
de GM-CSF humana recombinante en una columna de HPLC preparativa.

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

La sintesis automatizada proporciona un procedimiento alternativo para preparar proteinas y polipéptidos de la
presente invencién. Por ejemplo, puede usarse cualquiera de las técnicas en fase solida disponibles en el mercado, tal
como, por ejemplo, el procedimiento de sintesis de Merrifield en fase sdlida, en el que se afiaden aminoacidos
secuencialmente a una cadena de aminoacidos en crecimiento (ver, Merrifield (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:21490]
2146). Los equipos para la sintesis automatizada de polipéptidos estan disponibles en el mercado de fabricantes tales
como Applied Biosystems, Inc. (Foster City, CA) y pueden manejarse habitualmente segun las instrucciones del
fabricante.

V. Composiciones de la invencién

Los vectores de ADN de la invencion y los polipéptidos codificados por las secuencias de acido nucleico heterélogas
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 vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Las vacunas pueden comprender uno o mas 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 antigeno exdgeno. Los ejemplo de inmunoestimuladores incluyen adyuvantes,
microesferas biodegradables (por ejemplo, galactida polilactica) y liposomas (en cuyo interior se incorpora el
compuesto) (patente de EE. UU. N° 4.235.877). La preparaciéon de vacunas de describe generalmente, por ejemplo,
en Powell y Newman (1995). Las composiciones farmacéuticas y las vacunas dentro del alcance de la presente
invencion pueden contener también otros compuestos, que pueden ser biolégicamente activos o inactivos. Por
ejemplo, una 0 mas porciones inmunogénicas u otros antigenos de tumores pueden estar presentes, bien incorporados
en un péptidos de fusidon o como un compuesto separado, dentro de la composicién de vacuna.

Dentro de ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas y las vacunas se disefian para desencadenar
respuestas de linfocitos T especificas para un péptido relacionado con una malignidad hematolégica en un paciente, tal
como un humano. En general, las respuestas de linfocitos T pueden favorecerse mediante el uso de acidos nucleicos
heterélogos que codifican péptidos relativamente cortos (por ejemplo, que comprenden menos de 23 residuos de
aminoacido consecutivos de un péptido relacionado con una malignidad hematoldgica nativo, preferentemente 4-16
residuos consecutivos, mas preferentemente 8-16 residuos consecutivos y aun mas 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 hematoldgica 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 estandar, tal como CFA, un inmunoestimulador
que preferencialmente potencia una respuesta de linfocitos T puede potenciar una respuesta proliferativa de linfocitos
T al menos doblandola, una respuesta litica de la menos el 10%, y/o una activacion de de linfocitos T de al menos el
doble comparada con la de las lineas celulares de control negativo relacionadas con malignidades hematoldgicas,
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 acido nucleico heterélogo puede determinarse
generalmente usando cualquier técnica representativa conocida en la técnica, tales como las técnicas que aqui se
proporcionan.

Una composicién farmacéutica o vacuna puede contener secuencia de acido nucleico que codifican uno o mas de
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los antigenos cancerosos como se describe anteriormente, de modo que dicho polipéptido se genera in situ. Como
se sefala anteriormente, el ADN puede estar presente en diversos sistemas de suministro conocidos por los
expertos en la técnica, incluidos sistemas de expresion de acidos nucleicos, sistemas de expresion bacterianos o
viricos y sistemas de expresion de mamiferos. Numerosas técnicas de suministro de genes son bien conocidas en la
técnica (Rolland, 1998, y referencias que ahi se citan). Los sistemas de expresién de acidos nucleicos adecuados
contiene las secuencias de ADN, ADNc o ARN necesarias para la expresion en el paciente (tales como sefales
promotoras y de terminacion adecuadas). Los sistemas de suministro bacterianos implican la administracién de una
bacteria (tal como Bacillus-Calmette-Guerrin) que exprese una porcién inmunogénica del péptido en su superficie
celular o que secrete dicho epitopo. En una realizacion preferida, el ADN puede introducirse usando un sistema de
expresion virico (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. N° 4.603.112, patente de EE. UU. N° 4.769.330, patente de EE. UU. N° 5.017.487,
publicacion de solicitud de patente internacional N° WO 89/01973; patente de EE. UU. N°. 4.777.127; patente de Gran
Bretafia N° GB 2.200.651; patente europea N° EP 0.345.242; publicacion de solicitud de patente internacional N° 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 expresion son bien conocidas por
los expertos en la técnica. Resultara evidente que una vacuna puede comprender tanto un componente de
polinucleétido como uno peptidico. Dichas vacunas pueden proporcionar una respuesta inmunitaria potenciada.

Resultara evidente para los expertos en la técnica que se beneficien de las presentes ensefianzas que una vacuna
puede contener vehiculos farmacéuticamente aceptables. Las expresiones "farmacéuticamente o
farmacolégicamente aceptable" se refieren a entidades moleculares y composiciones que no producen una reaccion
adversa, alérgica u otra reaccién perjudicial significativa cuando se administran a un animal o a un humano, segun
convenga. Como se usa aqui, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquier disolvente, medio de
dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcion 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 composicion terapéutica estéd contemplado. Para la administracion en humanos, las
preparaciones deberian cumplir los estdndares de esterilidad, pirogenicidad y seguridad y pureza generales
requeridos por el departamento de estandares bioldgicos de la Administracion para alimentos y farmacos de los
Estados Unidos. También pueden incorporarse ingredientes activos suplementarios en las composiciones.

Mientras que cualquier vehiculo adecuado conocido por los expertos en la técnica se puede emplear en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién, el tipo de vehiculo variara dependiendo del modo de
administracion. Las composiciones de la presente invencion se pueden formular para cualquier manera apropiada
de administracion, incluyendo por ejemplo, administracién oral, nasal, intravenosa, intracraneal, intraperitoneal,
subcutdnea o intramuscular. Para administracién parenteral, tal como inyeccién subcutédnea, el vehiculo
preferentemente comprende agua, salino, alcohol, una grasa, una cera o un tampon. Para administracion oral, puede
emplearse cualquiera de los vehiculos anteriores o un vehiculo sélido, tal como manitol, lactosa, almidon, estearato de
magnesio, sacarina sodica, talco, glucosa, sacarosa, y carbonato de magnesio. Las microesferas biodegradables (por
ejemplo, polilactato poliglicolato) pueden emplearse también como vehiculos para las composiciones farmacéuticas
de la presente invencion. Microesferas biodegradables adecuadas se divulgan, por ejemplo, en las patentes de EE.
U. N° 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 topicas, 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,
proteinas, péptidos o aminoacidos tales como glicina, antioxidante, bacterioestaticos, agentes quelantes tales como
EDTA o glutation, adyuvantes (por ejemplo, hidroxido de aluminio), solutos que hacen a la disolucion isotonica,
hipotdnica o débilmente hipertonica respecto de la sangre del receptor, agentes de suspension, agentes espesante
y/o conservantes. Como alternativa, las composiciones de la presente invenciéon pueden formularse como un
liofilizado, o formularse con uno o mas liposomas, microesferas, nanoparticulas o sistemas de administracion
micronizados usando tecnologia bien conocida.

Cualquiera de una variedad de inmunoestimuladores, tales como adyuvantes, puede emplearse en la preparacion de
composiciones de vacuna de la presente invencion. La mayoria de adyuvantes contiene una sustancia encargada de
proteger al antigeno de un catabolismo rapido, tal como hidréxido de aluminio o aceite mineral, y un estimulador de
respuestas inmunitarias, tal como lipido A o proteinas derivadas de Bordetella pertussis o Mycobacteryum
tuberculosis. Adyuvantes adecuados estan disponibles en el mercado como, por ejemplo, adyuvantes basados en
aluminio (por ejemplo, Alhydrogel, Rehydrogel, fosfato de aluminio, Algammulin, hidréxido de aluminio), adyuvantes
basado en aceite (adyuvante incompleto e incompleto de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Ml), Specol, RIBI, Titer-
Max, Montanide ISA50 o Seppic MONTANIDE ISA 720), adyuvantes no idnicos basados en copolimeros de blogue,
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 suspension insoluble de tirosina
acetilada, azucares acilados, polisacaridos catiénica o anidnicamente derivatizados, polifosfacenos, microesferas
biodegradables, monofosforil lipido A y Quil A. Citocinas tales como GM-CSF o interleucina-2, -7 o -12 también pueden
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usarse como adyuvantes.

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

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

La patente de EE. UU. N° 4.950.645 describe un derivado disacarido tripéptido lipofilico 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 téxico en dosis generalmente
altas. Los compuestos de la patente de EE. UU. N° 4.950.645 y de la publicacién de solicitud de patente internacional N°
WO 91/16347 también se proponen para su uso para lograr aspectos particulares de la presente invencion.

EI BCG y el esqueleto de la pared celular del BCG (CWS) pueden usarse también como adyuvantes en la invencion, con
o son dimicolato de trehalosa. El dimicolato de trehalosa puede usarse por si mismo. Azuma y col. (1988) muestra que la
administracion de dimicolato de trehalosa se corresponde con una resistencia aumentada a la infeccion por virus de la
gripos en ratones. El dimicolato de trehalosa puede prepararse como se describe en la patente de EE. UU. N°
4.579.945.

Los agentes anfipaticos y activos de superficie, por ejemplo, saponina y derivados tales como QS21 (Cambridge
Biotech) constituyen otro grupo mas de adyuvantes preferidos para su uso con los inmundgenos de la presente
invencioén. Tensioactivos no ionicos de copolimeros de bloque (Rabinovich y col., 1994, Hunter y col., 1991) también
pueden emplearse. Los oligonucledtidos, como se describen en Yamamoto y col., (1988) son otro grupo de
adyuvantes utiles. Quil A y lentilla también son adyuvantes preferidos.

Los superantigenos también se contemplan para su uso como adyuvantes en la presente invencion. Los
"superantigenos" son generalmente productos bacterianos que estimulan una mayor proporcién de linfocitos T que de
antigenos peptidicos sin la necesidad de procesamiento antigénico (Money y col., 1994). Los superantigenos incluyen
exoproteinas de Staphylococcus tales como las enterotoxinas a, 3, y y & de S. aureus y S. epidermidis, y las
exotoxinas a, 3, y y & 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 proteinas
citoplasmatica asociada a membrana (CSP) de S. pyogenes (Sato y col., 1994) y la toxina 1 de sindrome de choque
toxico (TSST-1) de S. aureus (Schwab y col., 1993) son otros superantigenos Uutiles.

Un grupo de adyuvantes particularmente preferido para su uso en la invencion son las endotoxinas desintoxicadas,
tales como la toxina desintoxicada refinada de la patente de EE. UU. N° 4.866.034. Estas endotoxinas desintoxicadas
refinadas son efectivas para la produccion de respuestas adyuvantes en mamiferos.

Las endotoxinas desintoxicadas pueden combinarse con otros adyuvantes. La combinacion de endotoxinas
desintoxicadas con dimicolato de trehalosa se contempla, como se describe en la patente de EE. UU. N° 4.435.386. Las
combinaciones de endotoxinas desintoxicadas con dimicolato de trehalosa y glicolipidos endotdxicos también se
contempla (patente de EE. UU. N° 4.505.899), asi como la combinacion de endotoxinas desintoxicadas con esqueleto
de pared celular (CWS) o CWS y dimicolato de trehalosa, como se describe en las patentes de EE. UU. N° 4.436.727,
4.436.728 y 4.505.900. También se prevé que sean Utiles las combinaciones de solo CWS y dimicolato de trehalosa,
sin endotoxinas desintoxicadas, como se describe en la patente de EE. UU. N° 4.520.019.

El MPL es actualmente un agente inmunopotenciador preferido para su uso aqui. 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 ratén cargado
con D-galactosamina y su sensibilidad potenciada a lipopolisacarido 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 informé del uso de MPL para regular al alza la
inmunogenicidad de una vacuna contra la sifilis y para conferir una proteccion significativa contra infecciones a las que
se exponga a conejos.

Baker y col. (1992) analizé ademas las caracteristicas estructurales que influyen en la capacidad de un lipido A y
sus analogos para anular la expresion de la actividad supresora de las linfocitos T. Informaron de que reducir el
numero de grupos fosfato en el lipido A de dos a uno (es decir, crear monofosforil lipido A, MPL), asi como reducir el
contenido en acidos grasos, principalmente eliminando el residuo de la posicién 3, tenia como resultado una reduccién
progresiva de la toxicidad; sin embargo, estas modificaciones estructurales no tuvieron influencia en su capacidad
para anular la funcidon de expresion de los T (Baker y col., 1992). Estos tipos de MPL son ideales para su uso en la
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presente invencion.

En una linea de trabajo generalmente relacionada, Tanamoto y col. (1994a; b; 1995) describieron la disociacion de
actividades endotéxicas en un precursor de lipido A quimicamente sintetizado después de la acetilacion o la
succinilacion. Asi, compuestos tales como "acetilo 406" y "succinilo 516" (Tanamoto y col., 1.994a; b; 1995) también
se contemplan para su uso en la presente invencion.

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

Los derivados de MPL descritos en la patente de EE. UU. N° 4.987.237 se contemplan particularmente para su uso
en la presente invencion. La patente de EE. UU. N° 4.987.237 describe derivados de MPL que contienen uno o mas
grupos libres, tales como aminas, en una cadena lateral unida a los grupos hidroxilo primarios del ntcleo del monofosforil
lipido A a través de un grupo éster. Los derivados proporcionan un procedimiento adecuado para acoplar el lipido A a
través del acoplamiento de agentes a diversos materiales biolégicamente activos. Las propiedades
inmunoestimuladores del lipido a se mantienen. Se prevé el uso de todos los derivados de MPL segun la patente de
EE. UU. N° 4.987.237 en las células con adyuvante MPL incorporado de la presente invencion.

Diversos adyuvantes, incluso los que no se usan comiunmente en humanos, pueden emplearse aun asi 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 aqui se proporcionan, la composicion del adyuvante se disefia preferentemente para
inducir una respuesta inmunitaria predominantemente de tipo Th1. Niveles altos de citocinas de tipo Th1 (por
ejemplo, IFN-y, TNF-q, IL-2 a IL-12) tienden a favorecer la induccion de respuestas inmunitarias mediadas por células
a un antigeno 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 induccién de respuestas inmunitarias humorales. Después de la aplicacién de una vacuna como
se dispone en el presente documento, un paciente soportara una respuesta inmunitaria que incluye respuestas de tipo
Th1 y de tipo Th2. Dentro de una realizacién preferida, en la que una respuesta es predominantemente de tipo Th1,
el nivel de citocinas de tipo Th1aumentara en mayor medida que el nivel de las citocinas de tipo Th2. Los niveles de
estas citocinas pueden evaluarse facilmente usando ensayos estadndar. Para una revision 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 combinacién de monofosforil lipido A, preferentemente monofosforil lipido A 3-O(J
desacilado (3D-MPL), junto con una sal de aluminio. Adyuvantes de MPL estan disponibles de Corixa Corporation
(Seattle, WA, ser por ejemplo, patentes de EE. UU. N° 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y 4.912.094, cada una de las
cuales se incorpora al presente documento especificamente por referencia en su totalidad). Los oligonucleétidos que
contiecnen CpG (en los que el dinucledtido CpG no estd metilado) también inducen una respuesta
predominantemente The. Dichos oligonucleétidos son bien conocidos y se describen, por ejemplo, en la publicacion de
solicitud de patente internacional N° WO 96/02555 y en la publicacion de solicitud de patente internacional N° 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 combinaciéon con otros adyuvantes. Por ejemplo, un sistema mejorado implica la
combinacion de un derivado de monofosforil lipido A y saponina, tal como la combinacién de QS21 y 3D-MPL (ver, por
ejemplo, la publicacién de solicitud de patente internacional N°® WO 94/00153) o una composiciéon menos reactiva en
la que la QS21 esta apagada con colesterol (ver por ejemplo, la publicacién de solicitud de patente internacional N°
WO096/33739). Otras formulaciones preferidas comprenden una emulsién de aceite en agua y tocoferol. Una
formulacion de adyuvante particularmente potente que incluye QS21, 3D-MPL y tocoferol en una emulsion de aceite
en agua se ha descrito también (ver por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente internacional N° 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 aqui se proporcione puede prepararse usando procedimientos bien conocidos que tiene como
resultado la combinacién de uno o mas antigenos, uno o0 mas inmunoestimuladores o adyuvantes y uno o mas
vehiculos, excipientes o tampones farmacéuticamente aceptables adecuados. Las composiciones aqui descritas
pueden administrarse como parte de una formulacién de liberacion mantenida (es decir, una formulacién tal como una
capsula, esponja o gel [compuesto por polisacaridos, por ejemplo] que efectua una liberacién lenta del compuesto tras
la administracion). Dichas formulaciones pueden prepararse generalmente usando tecnologia bien conocida
(Coombes y col., 1996) y administrarse, por ejemplo, por implantacion oral, rectal o subcutanea, o por implantacion en
el sitio diana deseado. Las formulaciones de liberacion mantenida pueden contener un péptido, polinucleétido o
anticuerpo dispersado en una matriz de vehiculo y/o contenido en un reservorio rodeado por una membrana que
controla la velocidad.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2363972 T3

Los vehiculos para su uso dentro de dichas formulaciones son preferentemente biocompatibles, y pueden ser
también biodegradables, preferentemente la formulacidon proporciona un nivel relativamente constante de liberacion
de componente activo. Dichos vehiculos incluyen microparticulas de poli(lactido-co-glicolido), asi como poliacrilato,
latex, almidén, celulosa y dextrano. Otros vehiculos de liberacion retardada incluyen biovectores supramoleculares,
que comprenden un nucleo hidrofilico no liquido (por ejemplo, un polisacarido u oligosacarido reticulado) vy,
opcionalmente, una capa externa que comprende un compuesto anfifilico, tal como un fosfolipido (patente de EE. UU.
N° 5.151.254, publicacion de solicitud de patente internacional N° WO 94/20078, publicacion de solicitud de patente
internacional N° WQ94/23701; y publicacion de solicitud de patente internacional N° WO 96/06638). La cantidad de
compuesto activo contenido en una formulacién de liberacion sostenida depende del sitio de implantacién, la velocidad y
duracioén esperada de la liberacién y la naturaleza de la afeccion 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 estan preferentemente herméticamente sellados, para conservar la esterilidad de la
formulacion hasta su uso. En general, las formulaciones pueden almacenarse como suspensiones, soluciones o
emulsiones en vehiculos oleaginosos o acuosos. Alternativamente, una composicion de vacuna o farmacéutica se
puede almacenar en condiciones de liofilizacion requiriendo solo la adicion de un vehiculo liquido estéril
inmediatamente antes de usar.

VI. Administraciéon de composiciones farmacéuticas que comprenden el vector de expresion

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden los vectores de expresion aqui
divulgados pueden administrarse a un individuo con céncer, tipicamente un mamifero por ejemplo, un humano, un
chimpancé, un canido o un felino.

A. Administracién oral

En algunas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas que comprende los vectores de expresion aqui
divulgados pueden administrarse mediante administracion oral al individuo. Como tal, estas composiciones pueden
formularse con un diluyente inerte o con un vehiculo comestible asimilable, o pueden incluirse en capsula 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, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, y similares
(Mathiowitz y col., 1997; Hwang y col., 1998; patente de EE. UU. N° 5.641.515, patente de EE. UU. N° 5.580.579 y
patente de EE. UU. N° 5.792.451). Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener lo
siguiente: un aglutinante, como goma tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz, o gelatina; excipientes, tales como
fosfato dicalcico; un agente disgregante, tal como almidén de maiz, almidon de patata, acido alginico y similares; un
lubricante, tal como estearato de magnesio; y un agente edulcorante, tal como sacarosa, lactosa o sacarina pueden
afiadirse, o un agente aromatizante, tal como menta, aceite de gaulteria o aroma de cereza. Cuando la forma de dosis
unitaria es una capsula, puede contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido. Diversos
otros materiales pueden estar presentes como revestimiento o para modificar de otro modo la forma fisica de la dosis
unitaria. Por ejemplo, los comprimidos, las pildoras o las capsulas pueden estar revestidas con goma shellac, azucar, 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 preparacion de cualquier forma de dosis unitaria deberia ser farmacéuticamente puro y
sustancialmente no téxico en las cantidades en que se emplea. Ademas, los compuestos activos se pueden incorporar
en preparaciones y formulaciones de liberacidn sostenida.

Tipicamente, estas formulaciones pueden contener al menos aproximadamente un 0,1% del compuesto activo o
mas, aunque el porcentaje del(de los) ingrediente(s) activo(s) puede, por supuesto, variarse y puede estar
convenientemente entre aproximadamente el 1 0 2% y aproximadamente el 60 o 70% o mas del peso o volumen de la
formulaciéon total. De forma natural, la cantidad del(de los) compuesto(s) activo(s) en cada composicion
terapéuticamente Util se puede preparar en una forma tal que se obtendra una dosificacién adecuada en cualquier dosis
unitaria dada del compuesto. Factores tales como solubilidad, biodisponibilidad, semivida bioldgica, via de
administracion, tiempo de vida util del producto, asi como otras consideraciones farmacoldgicas se contemplaran por
alguien experto en la técnica de preparar dichas formulaciones farmacéuticas, y como tal, puede ser deseable una
diversidad de dosificaciones y regimenes de tratamiento.

Para administracion oral las composiciones de la presente invencion pueden incorporarse alternativamente con uno
0 mas excipientes en forma de un enjuague bucal, dentifrico, comprimido bucodispersable, aerosol oral, o una
formulacion 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 solucién de borato de sodio
(solucién de Dobell). Alternativamente, el ingrediente activo puede incorporarse en una solucién oral, tal como una que
contenga borato sddico, glicerina y bicarbonato de sodio, o dispersarse en un dentifrico, o afiadirse en una cantidad
terapéuticamente efectiva a una composicién 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
solucién que puede colocarse debajo de la lengua o disolverse de otro modo en la boca.

B. Administracién por inyeccion

En determinadas circunstancias sera deseable administrar las composiciones farmacéuticas aqui 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 liquidos 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 preparacién extemporanea 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 facil. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse contra
la acciéon contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersidon que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y
polietilenglicol liquido, 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 tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones y/o mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de
la accion de microorganismos se puede facilitar por diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo azucares o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se
puede llevar a cabo mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan absorcién, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

Para administracion parenteral en una solucidn acuosa, por ejemplo, la solucidn deberia tamponarse
adecuadamente si fuera necesario y el diluyente liquido deberia hacerse isoténico en primer lugar con suficiente salino o
glucosa. Estas soluciones acuosas en particular son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En relacién con esto, un medio acuoso estéril que se puede emplear se
conocera por aquellos expertos en la técnica a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, una dosis puede
disolverse en 1 ml de solucion de NaCl isotdnica y, o bien afadirse a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectarse
en el sitio de infusién propuesto (ver, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 152 edicion, pags. 1035-1038
y 1570-1580). Alguna variacion en la dosificacion ocurrira necesariamente dependiendo de la afecciéon del sujeto que
se esté tratando. La persona responsable de la administracién determinara, en cualquier caso, la dosis apropiada
para el sujeto individual. Ademas, para administracion humana, las preparaciones deberian cumplir con la esterilidad,
pirogenicidad, y los estandares de seguridad y pureza generales que requiere el departamento de estandares
bioldgicos 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, segun se requiera, seguido de
filtracion esterilizada. Generalmente, las dispersiones se prepararan incorporando los diversos ingredientes activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
los procedimientos preferidos de preparacion son técnicas de secado a vacio y liofilizacion que proporcionan un polvo
del ingrediente activo mas cualquier otro ingrediente adicional deseado a partir de una soluciéon de los mismos
previamente filtrada en esterilizacion.

Las composiciones divulgadas en el presente documento pueden formularse en forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion acida (formadas con los grupos amino libres de la proteina) y
que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidricos o fosféricos, o acidos organicos tales
como acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también
pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o hierro, y
bases organicas tales como isopropilamina, trietilamina, histidina, procaina y similares. Tras la formulacién, las soluciones
se administrardn en una manera compatible con la formulacién de dosificacion y en cantidad tal que sea
terapéuticamente efectiva. Las formulaciones se administran facilmente en diversidad de formas de dosificacion tales
como soluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmaco, y similares.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
vehiculos, revestimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y retardadores de la
absorcion, 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 composicion [
terapéutica estad contemplado. También pueden incorporarse ingredientes activos suplementarios en las
composiciones.
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La expresién "farmacéuticamente aceptable" hace referencia a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccién perjudicial alérgica o similar cuando se administran a un ser humano. La preparacién de una
composicion acuosa que contiene una proteina como ingrediente activo se entiende bien en la técnica. Tipicamente,
tales composiciones se preparan como inyectables, bien como soluciones liquidas o como suspensiones, formas
solidas adecuadas para disolverse o suspenderse en un liquido antes de ser inyectadas también pueden prepararse.
La preparacion también puede emulsionarse.

C. Administracién nasal

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar mediante aerosoles intranasales,
inhalacién y/o otros vehiculos de administracion por aerosoles. Procedimientos para administrar genes, acidos
nucleico y composiciones peptidicas 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
administracion de farmacos usando resinas de microparticulas 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 administraciéon de farmacos transmucosa en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetileno
se describe en la patente de EE: UU. 5.780.045.

D. Administracion mediada por liposomas, nanocépsulas y microparticulas

En determinadas realizaciones, los inventores contemplan el uso de liposomas, nanocapsulas, microparticulas,
microesferas, particulas lipidicas, vesiculas, y similares, para la introduccion de las composiciones de la presente
invencion en células huésped adecuadas. En particular, las composiciones de la presente invencidon pueden
formularse para administracion encapsuladas bien en una particula lipidica, bien en un liposoma, bien en una
vesicula, bien en una nanosfera, o bien en una nanoparticula o similar.

Dichas formulaciones pueden preferirse para la introduccion de formulaciones farmacéuticamente aceptables de los
acidos nucleicos o constructos aqui divulgados. La formacién 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 nanocapsulas en la terapia dirigida con antibidticos para infecciones y enfermedades bacterianas
intracelulares). Recientemente, se desarrollaron liposomas con estabilidad en suero y semivida en circulacion
mejoradas (Gabizon y Papahadjopoulos, 1988; Allen y Choun, 1987; patente de EE. UU. 5.741.516). Ademas, se han
revisado diversos procedimientos de preparaciones de liposomas y de tipo liposoma como potenciales vehiculos para
farmacos (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 transfecciéon por
otros procedimientos incluyendo suspensiones de linfocitos T, cultivos de hepatocitos primarios y células PC 12
(Renneisen y col., 1990; Muller y col., 1990). Ademas, los liposomas estan libres de las restricciones de la longitud del
ADN que son tipicas de los sistemas de administraciéon basados en virus. Los liposomas se han utilizado de forma
efectiva para introducir genes, farmacos (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 transcripcion y efectores alostéricos (Nicolau y Gersonde, 1979) en
diversidad de lineas celulares cultivadas y animales. Ademas, se han completado varios ensayos clinicos exitosos que
examinaban la efectividad de la administracion de farmacos mediada por liposomas (Lopez-Berestein y col., 1.985a;
1985b; Coune, 1988; Sculier y col., 1988). Ademas, varios estudios sugieren que el uso de liposomas no se asocia
con respuestas autoinmunes, toxicidad o localizaciéon gonadal tras administracion sistémica (Mori y Fukatsu, 1992).

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y que forman
espontaneamente vesiculas bicapa concéntricas multilamelares (también denominadas vesiculas multilamelares
(MLV)). Las MLV generalmente tiene diametros de desde 25 nm a 4 ym. La sonicacién de MVL tiene como resultado la
formacion de vesiculas unilamelares pequefias (SUV) con diametros en el intervalo de 200 a 500 A que contiene una
solucién acuosa en el nucleo.

Los liposomas guardan un parecido con las membranas celulares y se contempla su uso en relacion con la presente
invencion como vehiculos para las composiciones peptidicas. Son ampliamente adecuados, ya que pueden incluirse
en ellos sustancias tanto solubles en agua como en lipidos, es decir, en los espacios acuosos y dentro de la bicapa
misma, respectivamente. Es posible que los liposomas que contienen farmacos puedan emplearse incluso para
administracion en sitios especificos de agentes activos modificando selectivamente la formulacion liposomal.

Ademas de las ensefianza de Couvreur y col. (1977; 1988), la siguiente informaciéon puede utilizarse para generar
formulaciones liposomales. Los fosfolipidos pueden formar diversidad de estructuras distintas de los liposomas
cuando se dispersan en agua, dependiendo de la relacién molar de lipido y agua. A relaciones bajas, el liposoma es la
estructura preferida. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza idnica y la presencia de
cationes divalentes. Los liposomas pueden mostrar baja permeabilidad a sustancias io6nicas y polares, pero a
temperaturas elevadas sufren una transicion de fase que altera notablemente su permeabilidad. La transicién 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

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2363972 T3

una temperatura de transicion de fase caracteristica y tiene como resultado un aumento en la permeabilidad a iones,
azucares y farmacos.

Ademas de la temperatura, la exposiciéon a proteinas puede alterar la permeabilidad de los liposomas. Ciertas proteinas
solubles, tales como el citocromo ¢, se unen, deforman y atraviesan la bicapa, provocando asi cambios en la
permeabilidad. El colesterol impide esta penetracién de las proteinas, aparentemente empaquetando los fosfolipidos
mas estrechamente. Se contempla que las formaciones de liposomas mas utiles para la administracion de
antibidticos e inhibidores contendran colesterol.

La capacidad para atrapar solutos varia 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 distribucion de tamafios, y las vesiculas unilamelares
gigantes (LUV) ofrecen un compromiso entre el tamafio y la eficacia de atrapamiento. Estas se preparan por
evaporacion de éter y son tres o cuatro veces mas eficaces en el atrapamiento de solutos que las MLV.

Ademas de las caracteristicas de los liposomas, un determinante importante en el atrapamiento de compuestos son
las propiedades fisicoquimicas del compuesto en si. Los compuestos quedan atrapados en los espacios acuosos y
los compuestos apolares se unen a la bicapa lipidica de la vesicula. Los compuestos polares se liberan mediante
permeacion o cuando se rompe la bicapa, pero los compuestos apolares permanecen unidos a la bicapa a no se que se
rompa por temperatura o exposicion a lipoproteinas. Ambos tipos muestran velocidades de flujo maximas a la
temperatura de transicién de fase.

Los liposomas interaccionan con las células a través de cuatro mecanismos diferentes: endocitosis por células
fagociticas del sistema reticuloendotelial tales como macroéfagos y neutrdfilos; adsorcién a la superficie celular, tanto
por fuerzas débiles inespecificas hidréfobas como electrostaticas, o por interacciones especificas con componentes de
la superficie celular; fusién con la membrana plasmatica celular por insercion de la bicapa lipidica del liposoma en la
membrana plasmatica, con liberacién simultanea de contenidos liposomales al citoplasma; y por transferencia de
lipidos liposomales a membranas celulares o subcelulares, o viceversa, sin asociacién alguna de los contenidos
liposomales. Frecuentemente es dificil determinar qué mecanismo esta operativo y puede operar mas de uno al
mismo tiempo.

El destino y la disposicion de los liposomas inyectados por via intravenosa depende de sus propiedades fisicas, tales
como el tamafio, la fluidez, y la carga de superficie. Pueden permanecer en tejidos durante horas o dias, dependiendo
de su composicion, y las semividas en la sangre van de minutos a varias horas. Los liposomas mas grandes, tales
como MLV y LUV, son rapidamente absorbidos por células fagociticas del sistema reticuloendotelial, pero la fisiologia
del sistema circulatorio impide la salida de dichas especies grandes en la mayoria de los sitios. Solo pueden salir en
sitios donde existen grandes aberturas o poros en el endotelio capilar, tales como los sinusoides del higado o el bazo.
Asi, estos 6rganos son el sitio de absorcion predominante. Por otro lado, las SUV muestran una distribucién en tejidos
mas amplia, pero aun asi quedan secuestradas en gran medida en el higado y el bazo. En general, este
comportamiento in vivo limita la potencial direccién de liposomas solo hacia aquellos érganos y tejidos accesibles para
su gran tamafio. Estos incluyen la sangre, el higado, el bazo, la médula ésea y los 6rganos linfoides.

La direccidon no es generalmente una limitacion en términos de la presente invencion. Sin embargo, si se deseara
una direccion especifica, hay procedimientos disponibles para lograrlo. Pueden usarse autoanticuerpos para unirlos a
la superficie del liposoma y para dirigir el anticuerpo y su contenido en farmacos hacia receptores de antigeno
especificos situados en la superficie de un tipo de célula especifico. Los determinantes de hidratos de carbono
(componentes de superficie de glicoproteinas o glicolipidos que juegan un papel en el reconocimiento, la interaccién y
la adhesion 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 inyeccién intravenosa de preparaciones de
liposomas, pero otras rutas de administracion también se conciben.

Alternativamente, la invencion proporciona formulaciones de nanocapsulas farmacéuticamente aceptables de las
composiciones de la presente invencion. Las nanocapsulas 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 particulas ultrafinas (con un tamafo de
alrededor de 0,1 ym) deberian disefiarse usando polimeros capaces de degradarse in vivo. Las nanoparticulas de
polialquilocianoacrilato biodegradables que cumplen estos requisitos se contemplan para su uso en la presente
invencion. Dichas particulas pueden ser se fabrican facilmente, 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 union

La presente invencion proporciona ademas agentes, tales como anticuerpos y sus fragmentos de unién a antigeno,
que se unen especificamente a un antigeno canceroso o a un oncogén codificado por el acido nucleico heterélogo del
vector de expresion de la invencion. Como se usa en el presente documento, un anticuerpo, o uno de sus fragmentos
de unién a antigeno, se dice que "se une especificamente" a una proteina si reacciona a un nivel detectable, es decir,
al menos dos veces por encima de la sefial de fondo (por ejemplo, en un ELISA) con la proteina (es decir, antigeno
canceroso u oncogén), y no reacciona de forma detectable con proteina no relacionadas bajo condiciones similares.
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Como se usa en el presente documento, "que se une" se refiere a una asociaciéon no covalente entre dos moléculas
distintas de forma que se forma un complejo. La capacidad de unién puede evaluarse, por ejemplo, determinando una
constante de unién para la formacién del complejo. La constante de unién es el valor obtenido cuando la concentracion
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 invencién, cuando la constante de union para la formacion del
complejo excede de aproximadamente 10° I/mol. La constante de union puede determinarse usando procedimientos
bien conocidos en la técnica.

Los agentes de unién pueden ademas ser capaces de diferenciar entre pacientes con y sin cancer, tal como cancer de
mama, ovarico, de colon, pulmén o prostata, usando los ensayos representativos que aqui se proporcionan. En otras
palabras, los anticuerpos u otros agentes de unién que se unen a una proteina concreta (es decir, antigeno canceroso)
generaran una sefial que indique la presencia de un cancer en al menos aproximadamente el 20% de los pacientes con
la enfermedad, y generardn una sefal negativa que indique la ausencia de la enfermedad en al menos
aproximadamente el 90% de individuos sin el cancer. Para determinar si un agente de union satisface este requisito,
pueden ensayarse muestras biolégicas (por ejemplo, sangre, plasma, orina y/o biopsias de tumores) de pacientes
con y sin cancer (determinado usando pruebas clinicas estandar) como aqui se describe para evaluar la presencia de
polipéptidos que se unen al agente de union. Resultara evidente que una cantidad estadisticamente significativa de
muestras con y sin la enfermedad deberian ensayarse. Cada agente de unién deberia satisfacer los criterios anteriores;
sin embargo, los expertos en la técnica reconoceran que los agentes de unién pueden usarse en combinacién para
mejorar la sensibilidad.

Cualquier agente que satisfaga los requisitos anteriores puede ser un agente de unién. Por ejemplo, un agente de
union puede ser un ribosoma, con o sin un componente peptidico, una molécula de ARN o un polipéptido. En una
realizacion preferida, un agente de unién es un anticuerpo o uno de sus fragmentos de uniéon a antigeno. 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 generacién de anticuerpos
monoclonales como aqui se describe, o mediante transfeccidén de genes de anticuerpos a células huésped bacterianas o
de mamiferos adecuadas, para permitir la produccion de anticuerpos recombinantes. En una técnica, un inmundégeno
que comprende, por ejemplo, un polipéptido de fusién de la secuencia correspondiente a la unién entre los
polipéptidos individuales de una proteina, polipéptido o proteina de fusidon de interés (denominada "region de union",
se inyecta inicialmente en cualquiera de una amplia variedad de mamiferos (por ejemplo, ratones, ratas, conejos,
ovejas o cabras). En esta etapa, las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de interés de la regién de unién de
las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién de la invencion pueden servir como el inmunégeno sin modificacion.
Alternativamente, particularmente para secuencias relativamente cortas, puede desencadenarse una respuesta
inmunitaria superior si la secuencia esta unida a una proteina transportadora, tal como albumina de suero bovino o
hemocianina de lapa californiana. Los inmundgenos se inyectan dentro del huésped animal, preferentemente de
acuerdo con un programa predeterminado que incorpora una o mas inmunizaciones de refuerzo, y los animales se
sangran periédicamente. Los anticuerpos policlonales especificos para el polipéptido de fusién pueden purificarse
entonces a partir de dichos antisueros, por ejemplo, por cromatografia de afinidad usando el polipéptido de fusion
acoplado a un soporte sélido adecuado.

Los anticuerpos policlonales creados para las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de la invenciéon pueden
seleccionarse para obtener solo aquellos anticuerpos policlonales que son especificamente inmunorreactivos con las
proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de interés y no con los componentes polipeptidicos individuales de las
proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion. Esta seleccion puede lograrse eliminando anticuerpos que tienen
reacciones cruzadas con los componentes polipeptidicos individuales de las proteinas, polipéptidos o proteinas de
fusion de interés.

Alternativamente, los anticuerpos que reconocen cada uno o todos los componentes polipeptidicos a las proteinas,
polipéptidos o proteinas de fusion pueden ser utiles en el contexto de la presente invencion.

Los anticuerpos monoclonales especificos para un polipéptido de fusién 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 preparacion de lineas celulares inmortales capaces de producir anticuerpos que tengan la
especificidad deseada (es decir, reactividad con el polipéptido de interés). Tales lineas 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, fusidn con un compafiero de fusién de células de
mieloma, preferentemente uno que es singénico con el animal inmunizado. Se puede emplear una diversidad de
técnicas de fusion. Por ejemplo, las células del bazo y las células de mieloma se pueden combinar con un detergente no
i6nico durante unos pocos minutos y disponerse después en placas a baja densidad en un medio selectivo que da
soporte al crecimiento de las células hibridas, pero no a las células de mieloma. Una técnica de seleccion preferida
usa seleccion de HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina). Después de un tiempo suficiente, usualmente
aproximadamente 1 o 2 semanas, se observaron las colonias de hibridos. Se seleccionan colonias sueltas y se
ensayan sus sobrenadantes de cultivo para evaluar la actividad de unién contra el polipéptido de fusién. 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. Ademas, diversas técnicas se pueden emplear para mejorar el rendimiento, tales como inyeccién de la
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linea celular de hibridoma dentro de la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado adecuado, tal como un ratéon. 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 cromatografia, filtracion en gel,
precipitacion, y extraccion. Los polipéptidos de fusién de la presente invenciéon pueden usarse en el procedimiento de
purificacion, por ejemplo, en una etapa de cromatografia de afinidad.

En determinadas realizaciones, el uso de fragmentos de union de antigeno de anticuerpos puede preferirse. Dichos
fragmentos incluyen fragmentos Fab, que pueden prepararse usando técnicas estandar. Brevemente, las
inmunoglobulinas pueden purificarse a partir de suero de conejo por cromatografia de afinidad en columnas de perlas
de proteina A (Harlow y Lane, supra) y digerirse con papaina para dar fragmentos Fab y Fc. Los fragmentos Fab y Fc
pueden separarse por cromatografia de afinidad en columnas de perlas de proteina A.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién pueden acoplarse a uno o mas agentes terapéuticos. Los
agentes adecuados en este aspecto incluyen radionuclidos, inductores de diferenciacion, farmacos, toxinas y sus
derivados. Los radiontclidos preferidos incluyen *Y, ", "%, 3| "®Re "®Re, 2"'At, y 2'Bi. Los farmacos preferidos
incluyen metotrexato y analogos de pirimidina y purina. Los inductores de diferenciacion preferidos incluyen ésteres de
forbol y acido butirico. Las toxinas preferidas incluyen ricino, abrina, toxina de la Difteria, toxina del cdlera, gelonina,
exotoxina de Pseudomonas, toxina de Shigella, y proteina antiviral de ombu.

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 reaccion directa entre un agente y
un anticuerpo cuando cada uno posee un sustituyente capaz de reaccionar con el otro. Por ejemplo, un grupo nucledfilo,
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 anhidrido o un haluro acido 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 unién. Un grupo de enlace también puede servir para aumentar la reactividad
quimica de un sustituyente o un agente o un anticuerpo, y asi aumentar la eficacia del acoplamiento. Un aumento en
la reactividad quimica también puede facilitar el uso de agentes, o grupos funcionales en agente, que de otro modo
no seria posible.

Resultara evidente para los expertos en la técnica que diversos reactivos bifuncionales o polifuncionales, tanto homo
como heterofuncionales (tales como los descritos en el catalogo 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 metodologia,
incluidas, por ejemplo, la patente de EE. UU. N° 4.671.958.

Donde un agente terapéutico sea mas potente cuando esté libre de la porcion de anticuerpo de los inmunoconjugados
de la presente invencion, puede ser deseable usar un grupo de enlace que sea escindible durante o tras la
internalizacion en una célula. Se han descrito una serie de grupos de enlace escindibles diferentes. El mecanismo
para la liberacion intracelular de un agente de estos grupos de enlace incluye la escisién por reducciéon de un enlace
disulfuro (por ejemplo, patente de EE. UU. N° 4.489.710), por irradiaciéon de un enlace fotolabil (por ejemplo, patente
de EE. UU N° 4.625.014), por hidrolisis de cadenas laterales de aminoacidos derivadas (por ejemplo, patente de EE.
UU. N° 4.638.045), por hidrdlisis sérica mediada por el complemento (por ejemplo, patente de EE. UU. N° 4.671.958), y
por hidrdlisis catalizada por acidos (por ejemplo, patente de EE. UU. N° 4.569.789).

Puede ser deseable acoplar mas de un agente a un anticuerpo. En una realizacion, multiples moléculas de un
agente se acoplan a una molécula de anticuerpo. En otra realizacion, mas de un tipo de agente puede acoplarse a un
anticuerpo. Independientemente de la realizacion concreta, los inmunoconjugados con mas de un agente puede
prepararse de diversas maneras. Por ejemplo, puede acoplarse mas de un agente a una moléculas de anticuerpo
directamente, o enlazadores que proporcionan multiples sitios de uniéon 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 proteinas tales como, por ejemplo, albuminas (por ejemplo,
patente de EE. UU. N° 4,507.234), péptidos y polisacaridos tales como, por ejemplo, aminodextrano (por ejemplo, patente
de EE: UU. N° 4.699.784). Un transportador también puede llevar un agente por enlace no covalente o por
encapsulacion, tal como dentro de una vesicula de liposoma (por ejemplo, patentes de EE. UU. N° 4.429.008 y 4.873.088.
Los transportadores especificos para agentes radionuclidos incluyen moléculas pequefias radiohalogenadas y
compuestos quelantes. Por ejemplo, la patente de EE. UU. N° 4.735.792 divulga moléculas pequenas
radiohalogenadas representativas y sus sintesis. Un quelato radionuclido puede formarse quelando compuestos que
incluyen aquellos que contienen atomos de nitrégeno y azufre como atomos donadores para unirse al radionuclido
metalico o de oxido metdlico. Por ejemplo, la patente de EE. UU. N° 4.673.562 divulga compuestos quelantes
representativos y sus sintesis.

Puede usarse una variedad de rutas de administracion para los anticuerpos e inmunoconjugados. Tipicamente, las
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administracion sera intravenosa, intramuscular, subcutanea o en el lecho de un tumor reseccionado. Sera evidente
que la dosis precisa del anticuerpo/inmunoconjugado variara dependiendo del anticuerpo empleado, la densidad de
antigeno en el tumor, y la velocidad de eliminacion del anticuerpo.

VIII. Linfocitos T

Las composiciones inmunoterapéuticas pueden comprender también, o alternativamente, linfocitos T especificas para
proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de la presente invencion. Dichas células pueden prepararse generalmente
in vitro o ex vivo, usando procedimientos estandar. Por ejemplo, las linfocitos T pueden aislarse a partir de médula
Osea, sangre periférica o una fraccion de médula ésea o sangre periférica de un paciente, usando un sistema de
separacion de células comercialmente disponible (ver también, patente de EE. UU. N° 5.240.856 y 5.215.926;
WO089/06280; WO 91/16116 y WO 92/07243). Alternativamente, las linfocitos T pueden derivar de lineas celulares o
cultivos humano relacionados o no relacionados o de mamiferos no humanos.

Las linfocitos T pueden estimularse con un antigeno canceroso u oncogén, un polinucleétido que codifico un antigeno
canceroso u oncogén y/o una células presentadora de antigeno (APC) que expresa dicho polipéptido. Dicha
estimulacion se lleva a cabo bajo condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir la generacion de linfocitos
T que son especificas para el polipéptido de fusion. Preferentemente, el polipéptido o polinucleétido esta presente
dentro de un vehiculo de administracion, tal como una microesfera, para facilitar la generaciéon de linfocitos T
especificas.

Las linfocitos T se consideran especificas para un polipéptido en particular si las linfocitos T se dirigen a células
revestidas con el polipéptido o que expresan un polinucleétido que codifica el polipéptido de fusién. La especificidad
de la linfocitos T puede evaluarse usando cualquiera de una variedad de técnicas estandar. Por ejemplo, dentro de un
ensayo de liberacién de cromo o un ensayo de proliferacion, un indice de estimulacion de un aumento de mas del doble en
lisis y/o proliferacion, en comparacién 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
deteccion de la proliferacién de linfocitos T puede lograrse mediante una variedad de técnicas conocidas. Por
ejemplo, las proliferacion de linfocitos T puede detectarse midiendo una velocidad aumentada de sintesis 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/mI-100 pg/ml, preferentemente 200 ng/ml-25 pg/ml)
durante 3-7 dias deberia tener como resultado un aumento de al menos dos veces la proliferacién de la linfocitos T. El
contacto como se describe anteriormente durante 2-3 horas deberia tener como resultado la activacién de las
linfocitos T, medido usando ensayo de citocinas estandar en los que un aumento de dos veces en el nivel de liberacién
de citocinas (por ejemplo, TNF o IFN-y) es indicativo de activacion 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, polinucledtido o APC que expresa un polipéptido pueden ser CD4" y/o CD8". Las linfocitos T especificas de
antigeno canceroso pueden expandirse usando técnicas estandar. 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 estimulacion y
la expansion.

Con fines terapéuticos, pueden expandirse en nimero linfocitos T CD4" o CD8" que proliferan en respuesta a un
polipéptido, polinucledtido o APC, tanto in vitro como in vivo. La proliferacién 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 adicion de
factores de crecimiento de linfocitos T, tales como interleucina-2, y/o células estimuladoras que sintetizan un
polipéptido. Alternativamente, una o mas linfocitos T que proliferan en presencia de un polipéptido pueden expandirse
en numero por clonacion. Los procedimientos para clonar células son bien conocidos en la técnica, e incluyen dilucién
limitante. Después de la expansion, 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 &cido nucleico heterélogo
A. Deteccion de una respuesta inmunitaria

En un aspecto de la invencién, se usan proteinas, polipéptidos o proteinas de fusiéon (o polinucledtidos que codifican
proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién) para generar una respuesta inmunitaria al polipéptido heterélogo,
incluido el expresado en una malignidad a la que el polipéptido heterdlogo esta asociado. Ejemplos representativos de
tales malignidades incluyen canceres de mama, ovarico, de colon, pulmén y préstata. Una respuesta inmunitaria a la
proteina, una vez generada por proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién, puede tener una vida larga y puede
detectarse tiempo después de la inmunizacién, independientemente de si la proteina esta presente o ausente en el
cuerpo en el momento de realizar la prueba. Una respuesta inmunitaria a la proteina generada por reaccién a las
proteinas, polipéptidos o péptidos de fusion puede detectarse examinando la presencia o ausencia, o potenciacion,
de la activacion especifica 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 centrifugacion en gradiente de densidad de
Ficoll/Hypaque de linfocitos de sangre periférica) se incuban con una proteina, polipéptido o proteina de fusién. Por
ejemplo, las linfocitos T pueden incubarse in vitro durante 2-9 dias (tipicamente 4 dias) a 37°C con una proteina,
polipéptido o proteina de fusion (tipicamente 5 pg/ml de proteina total o nimero de células que sintetizan la proteina
graduado). Puede ser deseable incubar otra alicuota de una muestra de linfocitos T en ausencia de la proteina,
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polipéptido o péptido de fusién para servir como control.

La activacién especifica de linfocitos T CD4" 0 CD8" puede detectarse de diversas maneras. Los procedimientos para
detectar la activacion especifica de linfocitos T incluyen, pero no se limitan a ello, detectar la proliferacion de
linfocitos T, la produccién de citocinas (por ejemplo, linfocinas), o la generacién de actividad citolitica (por ejemplo,
generacion de linfocitos T citotoxicas especificas para una proteina, polipéptido o proteina de fusién que sea un
antigeno canceroso). Para las linfocitos T CD4*, un método preferido para detectar la activacion especifica de
linfocitos T es la deteccién de la proliferacion de linfocitos T. Para las linfocitos T CD8", un método preferido para
detectar la activacion especifica de linfocitos T es la deteccion de la generacién de actividad citolitica.

La deteccion de la proliferacion de linfocitos T puede lograrse mediante una variedad de técnicas conocidas. Por
ejemplo, la proliferacion de linfocitos T puede detectarse midiendo la velocidad de sintesis de ADN. Las linfocitos T
que han sido estimuladas para que proliferen muestran una velocidad de sintesis de ADN aumentada. Una forma tipica
de medir la velocidad de sintesis de ADN es, por ejemplo, por marcaje con pulsos de cultivos de linfocitos T con
timidina tritiada, un precursor de nucleésido que se incorpora en el ADN de nueva sintesis. La cantidad de timidina
tritiada incorporada puede determinarse usando un espectrofotémetro de centelleo liquido. Otras formas de detectar la
proliferacion de linfocitos T incluyen medir los incrementos en la produccién de interleucina-2 (IL-2), el flujo de Ca®*, o la
absorcién de un tinte tal como 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. Alternativamente, puede medirse la sintesis
de linfocinas (por ejemplo, interferén-gamma), o puede cuantificarse el numero relativo de linfocitos T que pueden
responder a proteina intacta.

B. Deteccidn de produccién de anticuerpos.

La presente invencién también se dirige a proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion que, ademas de ser
inmunogénicas para linfocitos T, parecen estimular a la células B para que produzcan anticuerpos capaces de
reconocer proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion. La deteccién de dichos anticuerpos proporciona otra forma
de diagnosticar una malignidad en la que un antigeno canceroso u oncogén en particular se asocia con la
malignidad. Pueden encontrarse anticuerpos especificos (es decir, que muestran una afinidad de union de
aproximadamente 10" 1/mol o mejor) para proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién en diversidad de fluidos
corporales, incluido suero y ascitis. Brevemente, una muestra de fluido corporal se aisla de un animal de sangre
caliente, tal como un humano, para el que se desea determinar si los anticuerpos especificos para las proteinas,
polipéptidos o proteinas de fusion estan presentes. El fluido corporal se incuba con proteinas, polipéptidos o proteinas
de fusion bajo condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir que se formen inmunocomplejos entre las
proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion y los anticuerpos especificos para las proteinas, polipéptidos o proteinas
de fusion. Por ejemplo, un fluido corporal y las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion pueden incubarse a 46°C
durante 24-48 horas. Después de la incubacion, la mezcla de reaccién se ensaya para evaluar la presencia de
inmunocomplejos. La deteccion de uno o mas inmunocomplejos formados entre una proteina y anticuerpos
especificos para la proteina puede lograrse por diversidad de técnicas conocidas, tales como radioinmunoensayos
(RIA) y ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzima (ELISA).

Los inmunoensayos adecuados incluyen la técnica de inmunoensayo sandwich de doble anticuerpo monoclonal de
David y col. (patente de EE. UU. N° 4.376.110); ensayos sandwich 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. N° 4.452.901); inmunoprecipitacién 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 inmunocitoquimicas,
incluido el uso de fluorocromos (Brooks y col. (1980) Clin. Exp. Immunol. 39:477); y neutralizacion de actividad (Bowen-
Pope y col. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:2396-2400). Ademas de los inmunoensayos descritos
anteriormente, estan disponibles una serie de ensayos distintos, incluidos los descritos en las patentes de EE. UU.
N° 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 deteccion, las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién (es decir, los antigenos) pueden estar
marcados 0 no marcados. Cuando no estan marcados, las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusién se usan en
ensayos de aglutinacion. Ademas, las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusidn no marcados pueden utilizarse en
combinacidon con moléculas marcadas que son reactivas con inmunocomplejos, o en combinacién con anticuerpos
marcados (anticuerpos secundarios) que son reactivos con el anticuerpo dirigido contra las proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusion, tales como anticuerpos especificos para inmunoglobulinas. Alternativamente, las proteinas,
polipéptidos o proteinas de fusion pueden estar marcados directamente. Donde esté marcado, el grupo indicador
puede incluir, por ejemplo, radioisétopos, fluoréforos, enzimas, luminiscentes, particulas 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. N°
3.766.162; 3.791.932; 3.817.837; 3.996.345; y 4.233.402

Tipicamente en un ELISA, la proteina, polipéptido o proteina de fusidn de interés esta adsorbido a la superficie de un
pocillo de microtitulacion. Los sitios de unién a proteina residuales de la superficie se bloquean entonces con un agente
adecuado, tal como albumina de suero bovino (BSA), suero de cabra normal inactivado por calor (NGS) o BLOTTO
(soluciéon 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
especifico. La muestra puede aplicarse pura o, mas habitualmente, puede diluirse, normalmente en una solucion
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tamponada que contiene una cantidad pequefia (0,1%-5,0% en peso) de proteina, tal como BSA, NGS o BLOTTO.
Después de la incubacion durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formacién de uniones especificas, se
lava el pocillo para eliminar la proteina que no se ha unido y se incuba después con anticuerpo inmunoglobulina
especifica anti-especie marcado con un grupo indicador. El grupo indicador puede escogerse de una variedad de
enzimas, incluidas, por ejemplo, peroxidas de rabano, beta-galactosidasa, fosfatasa alcalina, y glucosa oxidasa. Se deja
que pase tiempo suficiente para que tenga lugar la unién especifica, después se lava el pocillo de nuevo para
eliminar el conjugado no unido, y se afade el sustrato para la enzima. Se deja que se desarrolle el color y la
densidad ¢ptica de los contenidos del pocillo se determina visualmente o instrumentalmente.

En una realizacion preferida de este aspecto de la presente invencion, un grupo indicador de une a la proteinas,
polipéptido o proteina de fusiéon de interés. La etapa de deteccion de inmunocomplejos implica eliminar
sustancialmente toda la proteina, polipéptido o proteina de fusién no unido y detectar después la presencia o
ausencia del grupo indicador.

En otra realizacion especifica, un grupo indicador se une a un anticuerpo secundario capaz de unirse a los
anticuerpos especificos para proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion. La etapa de deteccion de inmunocomplejos
implica (a) eliminar sustancialmente todo el anticuerpo no unido, (b) afiadir el anticuerpo secundario, (c) eliminar
sustancialmente todo el anticuerpo secundario y después (d) detectar la presencia o ausencia del grupo indicador.
Donde el anticuerpo especifico para las proteinas, polipéptidos o proteinas de fusion de interés deriven de un humano,
el anticuerpo secundario es un anticuerpo anti-humano.

En una tercera realizacién preferida para detectar inmunocomplejos, un grupo indicador esta unido a una molécula
capaz de unirse a los inmunocomplejos. La etapa de deteccion implica (a) afadir 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 proteina A.

Resultara evidente para los expertos en la técnica que pueden usarse diversidad de procedimientos para detectar
los inmunocomplejos dentro de la presente invencion. Los grupos reporteros adecuados para su uso en cualquiera de
los procedimientos incluyen, por ejemplo, radioisétopos, fluoréforos, enzimas, luminiscentes y particulas de tinte.

En un aspecto relacionado de la presente invencion, la deteccién de inmunocomplejos formados entre proteinas,
polipéptidos o proteinas de fusion, y anticuerpos en fluido corporal que son especificos para proteinas, polipéptidos o
proteinas de fusion pueden usarse para monitorizar la eficacia de la terapia contra el cancer, que implica un antigeno
canceroso u oncogen concreto, para una malignidad a la que el antigeno 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 numero de
inmunocomplejos detectados en ambas muestras se compara. Un cambio sustancial en el numero de
inmunocomplejos en la segunda muestra (después del inicio de la terapia) en relacién con la primera muestra (antes
del tratamiento) refleja un tratamiento exitoso.

X. Terapia contra el cancer

Un aspecto de la presente invencién implica utilizar las composiciones inmunogénicas aqui descritas para
desencadenar una respuesta inmunitaria especifica de un sujeto con un cancer asociado a oncogen, tal como, por
ejemplo, cancer de mama, cancer de pulmon, o cancer de prostata. Las composiciones inmunogénicas pueden usarse
para tratar en cualquier estadio de la enfermedad, es decir, en los estadios de pre-cancer, cancer o metastasis, o para
evitar la enfermedad.

En aspectos adicionales de la presente invencion, las composiciones aqui descritas pueden usarse para
inmunoterapia del cancer, tal como cancer de mama, ovarico, de colon, pulmén y préstata. Dentro de tales
procedimientos, composiciones farmacéuticas y vacunas se administran tipicamente 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 cancer. En consecuencia, las composiciones farmacéuticas y
vacunas anteriores pueden usarse para evitar el desarrollo de un cancer o para tratar a un paciente afectado por un
cancer. Un cancer 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 eliminacién quirdrgica de tumores primarios y/o tratamiento tal como la administracién de radioterapia o farmacos
quimioterapéuticos convencionales. La administracion puede ser por cualquier procedimiento adecuado, incluida la
administracion por via intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutaneas, intranasal, intradérmica, anal, vaginal,
tépica, sublingual y oral.

Dentro de determinadas realizaciones, la inmunoterapia puede ser inmunoterapia activa, en la que el tratamiento se
basa en la estimulacion in vivo del sistema inmune enddgeno del huésped para que reacciones contra tumores con
la administracion de agentes modificadores de la respuesta inmunitaria (tales como polipéptidos y polinucleétidos de
fusién, como aqui se dispone).

Dentro de otras realizaciones, la inmunoterapia puede ser inmunoterapia pasiva, en la que el tratamiento implica la
administracion 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" citotdxicos 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 antigeno (tales como células dendriticas y macréfagos) que expresan una
proteina, polipéptido o proteina de fusién que aqui se proporcione. Los receptores de linfocitos T y los receptores de
anticuerpos especificos para los polipéptidos de fusidn que aqui se mencionan pueden clonarse, expresarse y
transferirse en otros vectores o células efectoras para inmunoterapia adoptiva. Los polipéptidos de fusién aqui
proporcionados también pueden usarse para generar anticuerpos o anticuerpos anti-idiotipicos (como se describe
anteriormente y en la patente de EE. UU. N° 4.918.164) para inmunoterapia pasiva.

Las células efectoras pueden obtenerse generalmente en cantidades suficiente para inmunoterapia adoptiva por
crecimiento in vitro, como aqui se describe. Las condiciones de cultivo para expandir células efectoras especificas
para un solo antigeno a una cantidad de varios miles de millones manteniendo el reconocimiento de antigeno in vivo
son bien conocidas en la técnica. Tales condiciones de cultivo in vitro tipicamente utilizan estimulacién intermitente
con antigeno, frecuentemente en presencia de citocinas (tales como IL-2) y células alimentadoras que no se dividen.
Como se apunta anteriormente, los polipéptidos de fusion inmunorreactivos segun se proporcionan aqui pueden usarse
para expandir facilmente cultivos de linfocitos T especificas de antigeno con el fin de generar una cantidad suficiente de
células para inmunoterapia. En particular, las células presentadoras de antigeno, tales como células dendriticas,
macroéfagos o células B, pueden pulsarse con polipéptidos de fusién inmunorreactivos o tranfeccionarse con uno o
mas polinucledtidos usando técnicas estandar bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, las células presentadoras de
antigeno pueden transfeccionarse con un polinucleétido que tiene un promotor apropiado para aumentar la expresion
en un virus recombinante u otro sistema de expresion 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 estimulaciéon repetida con antigeno suplementado con IL-2 (ver, por ejemplo, Cheever y col. (1997)
Immunological Reviews 157:177).

Alternativamente, un vector que expresa un polipéptido de fusién aqui mencionado puede introducirse en células
presentadoras de antigeno de un paciente y propagarse por clonacién 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 administracion intravenosa, intracavitaria, intraperitoneal o
intratumoral.

Las rutas y la frecuencia de administraciéon de las composiciones terapéuticas aqui descritas, asi como la
dosificacion, variaran de individuo a individuo, y pueden establecerse facilmente usando técnicas estandar.

En general, las composiciones farmacéuticas y vacunas pueden administrarse por inyeccién (por ejemplo
intracutanea, intramuscular, intravenosa o subcutanea), intranasalmente (por ejemplo, por aspiracién) 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 periédicamente 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 esta 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 generacion
dependiente de vacuna de células efectoras citoliticas capaces de matar a las linfocitos Tumorales del paciente in
vitro. Dichas vacunas deberian ser capaces también de provocar una respuesta inmunitaria que conduzca a unos
resultados clinicos mejorados (por ejemplo, remisiones mas frecuentes, supervivencia libre de enfermedad total,
parcial o mas prolongada) en pacientes vacunados en comparacion con pacientes no vacunados. En general, para [
composiciones farmacéuticas y vacunas que comprenden uno o mas polipéptidos de fusion, la cantidad de cada
proteina, polipéptido o proteina de fusidon presente en una dosis varia desde aproximadamente 1 yg a 5 mg,
preferentemente de 100 ug a 5 mg, y lo mas preferentemente, de 5 ug a 250 ug por kilo de huésped. Las dosis
adecuadas variaran con el tamafo del paciente, pero tipicamente iran desde aproximadamente 0,1 ml a
aproximadamente 5 ml.

Preferentemente la dosis es 8 mg o menos de los vectores de expresion aqui descritos por sujeto. Las dosis de
administran cuatro veces en intervalos de dos semanas y dos veces mas en intervalos de cuatro semanas. Las ultimas
dos administraciones estan 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 profilactico. Una respuesta de ese tipo puede
monitorizarse estableciendo unos resultados clinicos mejorados (por ejemplo, remisiones mas frecuentes,
supervivencia libre de enfermedad total, parcial o mas prolongada) en pacientes tratados en comparacion con pacientes
no tratados. Los incrementos en respuestas inmunitarias preexistentes a un antigeno canceroso u oncogen generalmente
se corresponden con unos resultados clinicos mejorados. Dichas respuestas inmunitarias puede evaluarse
generalmente usando ensayos estandar de proliferacion, citotoxicidad o citocinas, que pueden realizarse usando
muestras obtenidas de un paciente antes y después del tratamiento.
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XI. Deteccién del cancer
A. Procedimientos de deteccion del cancer

En general, un cancer puede detectarse en un paciente basandose en la presencia de antigenos cancerosos o
proteinas de oncogenes y/o polinucledtidos que codifican tales proteinas en una muestra biolédgica (tal como sangre,
suero, plasma, orina y/o biopsias tumorales) obtenida del paciente. En otras palabras, dichas proteinas pueden usarse
como marcadores para indicar la presencia o ausencia de un cancer tal como, por ejemplo, cancer de mama, ovario,
colon, pulmén, préstata, etc. Los agentes de unidn que aqui se proporcionan generalmente permiten la deteccion del
nivel el antigeno canceroso u oncogen que se une al agente en la muestra biolégica. Pueden usarse cebadores y
sondas de polinucleétidos para detectar el nivel que ARNm que codifica un antigeno canceroso u oncogen, que
también es indicativo de la presencia o ausencia de un cancer. En general, una secuencia de un antigeno canceroso
u oncogen deberia estar presente en un nivel que es al menos tres veces mas 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 unién para
detectar marcadores polipeptidicos en una muestra (ver, por ejemplo, Harlow y Lane, supra). En general, la presencia
0 ausencia de un cancer en un paciente, puede determinarse (a) poniendo en contacto una muestra bioldgica
obtenida de un paciente con un agente de unién; (b) detectando en la muestra un nivel de polipéptido que se une al
agente de union; y (c) comparando el nivel de polipéptido con un valor de corte predeterminado.

En una realizacién preferida, el ensayo implica el uso de un agente de unién inmovilizado en un soporte sélido para
que unir y eliminar el polipéptido del resto de la muestra. El polipéptido unido puede entonces detectarse usando un
reactivo de deteccion que contiene un grupo indicador y se une especificamente al complejo agente de unién/polipéptido.
Dichos reactivos de deteccidon pueden comprender, por ejemplo, un agente de unidon que se una especificamente al
polipéptido o un anticuerpo u otro agente que se una especificamente al agente de unién, tal como una anti
inmunoglobulina, proteina G, proteina 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 unién inmovilizado después de
incubar el agente de unién con la muestra. El punto hasta el que los componentes de la muestra inhiben la unién del
polipéptido marcado al agente de unién es indicativo de la reactividad de la muestra con el agente de union
inmovilizado. Los polipéptidos utiles para su uso en tales ensayos incluyen antigenos cancerosos u oncogenes de
longitud completa y porciones de ellos a los que el agente de unién se une, y proteinas, polipéptidos o proteinas de
fusion y porciones de ellas a las que se une el agente de unién, como se describe anteriormente.

El soporte sélido puede ser cualquier material conocido por lo expertos en la técnica al que la proteina tumoral pueda
unirse. Por ejemplo, el soporte sdélido puede ser un pocillo de ensayo en una placa de microtitulacion 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, latex o material plastico tal como poliestireno o polivinilcloruro. El soporte también puede ser
una particula magnética o un sensor de fibra dptica, tales como los divulgados, por ejemplo, en la patente de EE: UU.
N° 5.359.681. El agente de unién puede inmovilizarse sobre el soporte sélido usando diversidad de técnicas conocidas
por los expertos en la técnica, que se describen ampliamente en la patente y la bibliografia especifica. En el contexto de
la presente invencion, el término "inmovilizacion" se refiere a asociaciéon tanto covalente como no covalente, tal como
adsorcion, y unién covalente (que puede ser una union directa ente el agente y los grupos funcionales del soporte o
puede ser una union mediante un agente de reticulacion). Se prefiere la inmovilizacion por adsorcién a un pocillo en
un placa de microtitulacién o a una membrana. En tales casos, la adsorcién puede lograrse poniendo en contacto el
agente de unién, en un tampén adecuado, con el soporte sélido durante un periodo de tiempo adecuado. El tiempo de
contacto varia con la temperatura, pero tipicamente esta entre aproximadamente 1 horas y aproximadamente 1 dia.
En general, poner en contacto un pocillo de plastico de una placa de microtitulacion (tal como poliestireno o
polivinilcloruro) con una cantidad de agente de unién que varia desde aproximadamente 10 ng a aproximadamente
10pg, y preferentemente de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 1ug, es suficiente para inmovilizar una
cantidad adecuada de agente de unién.

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

En algunas realizaciones, el ensayo es un ensayo sandwich con dos anticuerpos. Este ensayo puede realizarse
poniendo en contacto primero un anticuerpo que se ha inmovilizado sobre un soporte sélido, cominmente el pocillo
de una placa de microtitulacién, 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 polipéptidol]
anticuerpo y se afiade un reactivo de deteccion (preferentemente un anticuerpo secundario capaz de unirse a
diferentes sitios del polipéptido) que contiene un grupo indicador. La cantidad de reactivo de deteccién que permanece
unido al soporte sélido se determina después usando el procedimiento adecuado para el grupo indicador especifico.

Mas especificamente, una vez que el anticuerpo se ha inmovilizado sobre el soporte como se describe anteriormente,
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los sitios de unién a proteina que quedan en el soporte suelen bloquearse. Cualquier agente bloqueante conocido por
los expertos en la técnica, tal como albuimina 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 incubacion. En
general, un tiempo de contacto apropiado (es decir, tiempo de incubacion) es un periodo de tiempo que es suficiente
para detectar la presencia de polipéptido en una muestra obtenido de un individuo con cancer de mama, ovario, colon,
pulmoén o prostata. Preferentemente, el tiempo de contacto es suficiente para alcanzar un nivel de unién que es al
menos el 95% del alcanzado en el equilibrio entre polipéptido unido y no unido. Los expertos en la técnica reconoceran
que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio puede determinarse facilmente ensayando el nivel de unién que
se produce durante un periodo de tiempo. A temperatura ambiente, un tiempo de incubacion de aproximadamente 30
minutos es generalmente suficiente.

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

El reactivo de deteccién 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 unién que se produce durante un periodo de tiempo. El reactivo de deteccion no
unido se elimina entonces y el reactivo de deteccion 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 autorradiograficos suelen ser apropiados. Los procedimientos
espectroscopicos pueden utilizarse para detectar tintes, grupos luminiscentes y grupos fluorescentes. La biotina
puede detectarse usando avidina, acoplada a un grupo indicador diferente (cominmente un grupo radioactivo o
fluorescente o una enzima). Los grupos reporteros enzimaticos pueden detectarse generalmente mediante la adicion
de un sustrato (generalmente durante un periodo de tiempo especifico), seguida de analisis espectroscépico o de otro
tipo de los productos de reaccion.

Para determinar la presencia o ausencia de un cancer, tal como cancer de mama, ovario, colon, pulmén o préstata,
la sefial detectada del grupo indicador que permanece unido al soporte sélido se compara generalmente con una
sefial que corresponde a un valor de corte predeterminado. En una realizacion preferida, el valor de corte para la
deteccion de un cancer es la media de las sefiales medias obtenidas cuando el anticuerpo inmovilizado se incuba con
muestras de pacientes sin el cancer. En general, una muestra que genera una sefal que esta tres desviaciones
estandar por encima del valor de corte predeterminado se considera positiva para cancer. En una realizacion alternativa
preferida, el valor de corte se determina usando una curva operativa del receptor, segun el procedimiento de Sackett y
col., Clinical Epidemiology: A Basic Science for Clinical Medicine, Little Brown and Co., 1985, pags. 106-107.
Brevemente, en esta realizacion, el valor de corte pude determinarse a partir de una grafica 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 diagndstica. El valor de corte de la grafica que estd mas préximo a la esquina
superior izquierda (es decir, el valor que comprende el area mayor) es el valor de corte mas exacto, y una muestra
que genere una sefal 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 grafica, 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 sefial que es mayor que el valor de corte determinado por este procedimiento se considera
positiva para cancer.

En una realizacion relacionada, el ensayo se lleva a cabo en un formato de flujo a través o de tira reactiva, en el que
el agente de unién 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 unién inmovilizado a medida que la muestra pasa a través de la
membrana. Un agente de unién secundario marcado se une después al complejo agente de union-polipéptido a
medida que una solucién que contiene el agente de unién secundario fluye a través de la membrana. La deteccion de
la union del agente de union 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 unién estd unido se sumerge en una soluciéon que
contiene la muestra. La muestra migra a lo largo de la membrana a través de una region que contiene un agente de
unién secundario y hacia el area del agente de unién inmovilizado. La concentracién de agente de unién secundario en
el area del anticuerpo inmovilizado indica la presencia de un cancer. Tipicamente, la concentraciéon de agente de
union secundario en ese sitio genera un patréon, tal como una linea, que puede leerse visualmente. La ausencia de
dicho patrén indica un resultado negativo. En general, la cantidad de agente de unién inmovilizado en la membrana se
selecciona para generar un patron visualmente discernible cuando la muestra bioldgica contiene un nivel de polipéptido
que seria suficiente para generar una sefial positiva en el ensayo sandwich de dos anticuerpos, en el formato descrito
anteriormente. Los agentes de union preferidos para su uso en tales ensayos son anticuerpos y sus fragmentos de
unién a antigeno. Preferentemente, la cantidad de anticuerpo inmovilizado en la membrana varia desde
aproximadamente 25 ng a aproximadamente 1 pg, y mas preferentemente desde aproximadamente 50 ng a
aproximadamente 500 ng. Tales ensayos pueden realizarse tipicamente con una cantidad muy pequefia de muestra
biologica.

Por supuesto, existen numerosos protocolos de ensayo distintos que son adecuados para su uso con las proteinas
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tumorales o los agentes de unién de la presente invencion. Las descripciones anteriores tiene la intencién de servir
como ejemplo unicamente. Por ejemplo, sera evidente para los expertos en la técnica que los protocolos anteriores
pueden modificarse facilmente para utilizar polipéptidos de antigenos cancerosos o de oncogenes para detectar
anticuerpos que se unen a dichos polipéptidos en muestras bioldgicas. La deteccion de tales anticuerpos especificos
de proteina puede corresponderse con la presencia de un cancer.

Un cancer puede detectarse también, o alternativamente, basandose en la presencia de linfocitos T que reaccionan
especificamente con una proteina o polipéptido en una muestra bioldgica. En ciertos procedimientos, una muestra
bioldgica que comprende linfocitos T CD4" y/o CD8" aislada de un paciente se incuba con un polipéptido, un
polinucleétido que codifica dicho polipéptido y/o una APC que expresa tal polipéptido, y se detecta la presencia o
ausencia de activacion especifica de las linfocitos T. Las muestras biolégicas 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 centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll/Hypaque de linfocitos de sangre periférica). Las linfocitos T
pueden incubarse in vitro durante 2-9 dias (tipicamente 4 dias) a 37°C con un polipéptido (por ejemplo, 5-25 pg/ml).
Puede ser deseable incubar otra alicuota de una muestra de linfocitos T en ausencia del polipéptido para servir como
control. Para las linfocitos T CD4", la activacion se detecta preferentemente evaluando la proliferacion de las linfocitos
T. Para las linfocitos T CD8", la activacion se detecta preferentemente evaluando la actividad citotdxica. Un nivel de
proliferacion que es al menos dos veces mayor y/o un nivel de actividad citolitica que el al menos un 20% mayor que
en pacientes sin la enfermedad indica la presencia de un cancer en el paciente.

Como se indica anteriormente, un cancer puede detectarse también, o alternativamente, basandose en el nivel de
ARNmM que codifica un antigeno canceroso u oncogen en una muestra bioldgica. Por ejemplo, al menos dos cebadores
de oligonucledtido pueden emplearse en un ensayo basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
amplificar una porcién de un ADNc de un antigeno canceroso u oncogen derivado de una muestra biolégica, en la que
al menos uno de los cebadores de oligonucledtido es especifico para (es decir, hibrida con) un polinucleétido que
codifica el antigeno canceroso o la proteina de oncogen. EI 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
oligonucledtidos que hibridan especificamente con un polinucleétido que codifica un antigeno canceroso o una
proteinas de oncogen pueden utilizarse en un ensayo de hibridacion para detectar la presencia de un polinucleétido
que codifica un antigeno canceroso o una proteina de oncogen en una muestra bioldgica.

Para permitir la hibridacion bajo las condiciones del ensayo, los cebadores y sondas de oligonucleétidos deberian
comprender una secuencia de oligonucledtidos que tenga al menos aproximadamente un 60%, preferentemente al
menos aproximadamente un 75% y mas preferentemente al menos aproximadamente un 90%, de identidad con una
porcién de un polinucleétido que codifica un antigeno canceroso u oncogen, que tenga al menos 10 nucledtidos, y
preferentemente al menos 20 nucledtidos, de longitud. Preferentemente, los cebadores y/o sondas de oligonucleétidos
hibridan con un polinucledtido que codifica un antigeno canceroso o proteina, polipéptido o proteina de fusion de
oncogen aqui descritos bajo condiciones moderadamente estrictas, como se define anteriormente. Los cebadores y/o
sondas de oligonucleétidos que pueden empleados de forma Util en los procedimientos de diagnostico descritos en el
presente documento Preferentemente tienen al menos 10-40 nucledtidos de longitud. En una realizacion preferida, los
cebadores de oligonucledtidos comprende al menos 10 nucledtidos contiguos, mas preferentemente al menos 15
nucledtidos contiguos. Las técnicas tanto para ensayos basados en PCR como de hibridacion 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 transcripcion inversa. Tipicamente, el
ARN se extrae de una muestra bioldgica tal como una biopsia de tejido y se somete a transcripcion inversa para producir
moléculas de ADNc. La amplificacion por PCR usando al menos un cebador especifico genera una molécula de
ADNc, que puede separarse y visualizarse usando, por ejemplo, electroforesis en gel. Las amplificacion puede
realizarse en muestras biolégicas tomadas de un paciente de prueba y de un individuo que no esta afectado por un
cancer. La reaccion de amplificacion puede llevarse a cabo en varias diluciones de ADNc que abarcan dos érdenes de
magnitud. Un aumento de dos veces o mas en la expresion en varias diluciones de la muestra del paciente de prueba en
comparacion con las mismas diluciones de la muestra no cancerosa se considera tipicamente positiva.

En otra realizacion, el antigeno canceroso o la proteina, polipéptido de oncogen y los polinucleétidos que codifican
dichas proteinas o polipéptidos pueden usarse como marcadores para monitorizar la progresion del cancer. En esta
realizacion, pueden realizarse ensayos como se describen anteriormente para el diagndstico de un cancer 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 afio, y a partir de entonces realizarse cuando sea necesario. En
general, un cancer esta progresando en aquellos pacientes en los que el nivel de polipéptido detectado por el agente
de unién aumente con el tiempo. Por el contrario, el cancer no esta progresando cuando el nivel de polipéptido
reactivo bien permanece constante o disminuye con el tiempo.

Determinados ensayos diagnésticos in vivo pueden realizarse directamente en el tumor. Un ensayo de ese tipo
implica poner en contacto linfocitos Tumorales con un agente de unién. El agente de union unido puede detectarse
entonces directa o indirectamente mediante un grupo indicador. Dichos agentes de unién pueden usarse también en
aplicaciones histoldgicas. Alternativamente, pueden utilizarse sondas de polinucleétidos en tales aplicaciones.
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Como se apunta anteriormente, para aumentar la sensibilidad, pueden ensayarse multiples marcadores de
antigenos cancerosos u oncogenes dentro de una muestra dada. Resultara evidente que los agentes de union para
distintas proteinas aqui proporcionados pueden combinarse dentro de un solo ensayo. Ademas, pueden usarse
multiples cebadores o sondas simultaneamente. La seleccion de marcadores de proteinas tumorales puede basarse
en experimentos rutinarios para determinar qué combinacion tiene como resultado una sensibilidad 6ptima. Ademas, o
alternativamente, pueden combinarse los ensayos para proteinas tumorales aqui proporcionados con ensayos para otros
antigenos tumorales conocidos.

XIl. Kit

La presente invencidon proporciona ademas kit para su uso en cualquiera de los procedimientos de diagndstico
anteriores. Dichos kit tipicamente comprenden dos o mdas componentes necesarios para realizar un ensayo
diagnostico. 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 especificamente
a un antigeno canceroso u oncogen. Tales anticuerpos o fragmentos pueden proporcionarse unidos a un material de
soporte, como se ha descrito anteriormente. Uno 0 mas 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
deteccion como se ha descrito anteriormente que contiene un grupo indicador adecuado para deteccion directa o
indirecta de la unién de anticuerpo.

Los kit también pueden suministrarse para usos terapéuticos. Por tanto, la composicidon objeto de la presente
invencién 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 proteinas inertes. Generalmente, estos materiales opcionales estaran presentes en menos de
aproximadamente el 5% en peso, en base a la cantidad de vector, y usualmente estaran presentes en una cantidad
total de al menos el 0,001% en peso, en base a la concentracion 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 composicion total.

Como alternativa, se puede disefiar un kit para detectar el nivel de ARNm que codifica un antigeno canceroso u
oncogen en una muestra biologica. Tales kit, comprenden, generalmente, al menos una sonda o cebador de
oligonucledtidos, como se ha descrito anteriormente, que hibrida con un polinucleétido que codifica un antigeno
canceroso u oncogen. Tal oligonucleétido puede usarse, por ejemplo, en un ensayo de PCR o de hibridacion.
Componentes adicionales que pueden estar presentes en tales kit incluyen un segundo oligonucleétido y/o un
reactivo o contenedor de diagnéstico para facilitar la deteccion de un polinucleétido que codifica un antigeno canceroso
u oncogen.

Ejemplos
Ejemplo 1: Construcciéon de pCRXA-20

El plasmido pCRXA20 se construyd usando (1) un origen de replicaciéon plasmidico derivado de pUC9; (2) un gen de
resistencia a kanamicina y un promotor bacteriano clonados de pRSVneo; (3) una secuencia de poliadenilacion de SV40
clonada a partir de pRSVneo; (4) un promotor de CMV vy (5) una secuencia 5 prime no traducida de la region MIE que
contiene una porcion de intrén A, exon A 'y parte del exén B clonados a partir de citomegalovirus humano.

El pPCRXA20 (SEC ID N°: 3) tiene 3584 bases y comprende 5 regiones. La primera region (bases 1-1368) se clond a
partir de ADN viral del CMV humano, cepa Towne ( numero ATTC: VR-977). La primera region contiene el promotor,
el potenciador y el intron A virales, que corresponden a las bases 512-1513 y 1736-2094 del gen temprano inmediato
principal del CMV (N° de registro en Genbank M60321) y dirige la transcripcion del ARNm de un gen clonado. La
segunda regién (bases 1369-1416) contiene sitios de reconocimiento para 6 enzimas de restriccion y se obtuvo de
oligonucleétidos hibridados. Esta region permite clonar un gen en el vector. La tercera region (bases 1417-1651) se
cloné a partir de las bases 3407-3634 del plasmido pRSVneo (n°® ATTC 37198). Esta tercera region contiene las sefiales
de poliadenilacién temprana y tardia del virus SV40 y proporciona los sitios poliA necesarios para el transcrito de
ARNmM de un gen clonado. La cuarta regién (bases 1652-2581) contiene un promotor bacteriano y el gen de resistencia
a la kanamicina. El promotor se clon6 a partir de las bases 2463-2600 del plasmido pUC9 (n°® ATTC 37252) y las
bases 4589-5383 del gen de pRSVneo. Esta cuarta region permite el crecimiento selectivo de bacterias que contienen
el vector. La quinta region (bases 2582-3584) contiene un origen de replicacion, clonado de las bases 605-1600 de
pUC9 y permite la propagacion del vector en bacterias.

Ejemplo 2: Induccion de larespuesta inmunitaria usando pCRXA-20

Usando técnicas de biologia molecular estandar (AdEasy System, Johns Hopkins University, Baltimore, MD) se
generd un vector de serotipo 5 de adenovirus humano con delecién de E1 y E3, defectivo en la replicacion, 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 N°: 5. La secuencia del ADNc que codifica la proteina L523s de longitud completa se expone en la SEC ID
N°: 6 con la correspondiente secuencia de aminoacidos que se expone en la SEC ID N°: 7.
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El gen que codifica la proteina L523S de longitud completa (SEC ID N°: 6) se inserté en pVAX1 (Invitrogen, Carlsbad,
CA) y pCRXA-20 usando técnicas estandar para crear vectores de expresion de ADN-L523.

Se inmunizaron tres grupos de ratones C57b1/6 (4 ratones/grupo) una vez con 100 pg de vector de expresion de ADN(]
L523 (pVax o pCRXA) o no recibieron nada de ADN. Tres semanas después, todos los ratones fueron inmunizados
con 10° ufp de adenovirus L523. Se recogieron células de bazo dos semanas después de la inmunizacién con
adenovirus. Se evaluaron las respuestas de los linfocitos T a L523S usando interferon gamma (IFN y) en tincion
intracelular de citocinas (ICC) con INFy, o ELISPOT con IFNy o mediante un ensayo de liberacion de cromo.

Células de bazo inmunitarias y sin tratamientos previos se sometieron a ensayo para evaluar la secrecion de IFNy
mediante ELISPOT después de la estimulacion in vitro con el péptido p13-21 de L523 (SEC ID N°: 8). Células de bazo
inmunitarias (4 x 105) se cultivaron con p13-21 (5 pg/ml) durante dos dias, en pocillos duplicados de placas de
ELISPOT revestidas con anti-IFNy. Después de dos dias no se detectaron ELISPOT de IFNy de las células de bazo no
tratads previamente. Las células de ratones que se habian inmunizado con adenovirus solo (sin inmunizaciéon con
ADN) tenian aproximadamente 50 manchas por pocillo, mientras que las células de ratones inmunizados con el
plasmido pVAX/L523A mostraban 100 pocillos por pocillo, mientras que las células de ratones inmunizados con el
plasmido pCRXA-20 produjeron mas de 1000 manchas por pocillo. Los resultados indican que la respuesta
inmunitaria desencadenada con pCRXA es mucho mas fuerte que la desencadenada con pVax.

La respuesta inmunitaria especifica de L523 se midié también usando ICC IFNy. Se estimularon células de bazo
recién preparadas con el p13-21 de L523S (SEC ID N° 8) durante 6 horas y después se tifieron para observar la
expresion de CD4, CD8 e IFNy. Los resultados del ensayo de ICC fueron coherentes con los obtenidos en el ensayo
de ELISPOT. El grupo inmunizado con pCRXA/L523A presentaba una media de un 1,3% de linfocitos T especificos
para el antigeno L523S, mientras que el cebado con pVAX/L523S no mostré respuestas de linfocito T CD8 sobre el
componente de adenovirus de la vacuna administrado solo. Esto demostré la necesidad de inmunizacion con ADN para
desencadenar respuestas de linfocitos T CD8 dptimas y confirmé que pCRXA desencadena una respuesta inmunitaria
fuerte.

Ejemplo 3: Actividad litica de las lineas CTL usando pCRXA-20

Células de bazo inmunitarias de ratones C57b1/6 inmunizados se cultivaron durante 6 dias con células EL4
irradiadas pulsadas con p13-21 de L523S (SEC ID N° 8). El sexto dia, las lineas de linfocitos T se sometieron a
ensayo para evaluar su actividad litica en un ensayo estdndar de 4 horas de liberaciéon de cromo contra células diana
F45 que no estaban tratadas o que estaban tratadas con pulsos de p13-21 de L523S (SEC ID N°: 8). Los resultados
son coherentes con los obtenidos en los ensayos de ELISPOT con IFN y e ICC, aunque las diferencias en la actividad
funcional de los linfocitos T CD8" fueron menos evidentes después de una estimulacién de 6 dias in vitro. Los resultados
muestran una actividad CTL mas débil en ratones inmunizados con pVax que en ratones inmunizados de forma similar
con pCRXA. La inmunizacion con adenovirus solo también desencadena actividad CTL, aunque como se observo en
los otros ensayos, la inmunizacién con ADN parece potenciar esta actividad.

Aunque la invencion anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracién y ejemplo con fines de claridad y
entendimiento, a la luz de las ensefanzas de la presente invencién resultara facilmente evidente para el experto en la
técnica que realizarse determinados cambios y modificaciones en ella sin alejarse del espiritu o el alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

LISTADO DE SECUENCIAS OFICIOSO

<210> 1
<211> 2665
<212> ADN
<213> pUC9
<400> 1
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a agggtttatg
g gRgttbogac
g Gatgctattyg
t tgoatbcatt
aaacctoctaca
a attocctaktt

=

tattaatagc

AR CasC L
asaasaggat
gaaaactocac
chtctaaact
gacagttaco
toccatagreg
ggococagkg
ataaacsages
abtcoagbcoba
cgocaacgthg
tocatbttoagot
aaagcggtta
coactcatgg
ttttcegtga
agttgoctott
gtgotoakaa
agatcocaghtt
accagoghht
gogacacgoga
cagggttatk
ggggattocgo
atgacattaa
Lgootaaktk
ttaaaactoa
cteatgasan
gtggggaaco
anactgtaac
ctgttttgga
aAatgamaacac
acatcactas
aagetgacag
HAACACAGCA
tgaaaaacco
gggtggatey
aggacacaga
amaccacaads
ckttatbbgk
tcatgtitca
aastgbogtat
aacCOoOCETEa

agacacboba
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cogotgatag
croaagaaga
gttaagggat
aamantgaag
aatgcttaat
cobgactooo
ctgcaatgat
Scagocgoasg
traarkgety
ttgocatbge
cegarioooa
gotocktoog
LLatggcage
ctggtgagta
gocogaegto
tEggaaamcg
cgatgtaacc
chgggtgage
aatgttgaat
gbeckbcaktgag
goacatkbtco

cotatanaas

aaatgaggac
ggttattggg
tagbgobaga
tttggagotg
cocaaaBaac
taaggataak
tagatakbtth
cacagCaaco
cttgtatott
gtggaagags
ctacccaatt
goageckaty
ggagcttect
Eagaaktgoag
aaccattata
gocbcagogg
goctgatLat
caaattasaa

tocctgtgbg

cggtggtitt
tocctbgate
tttggtcatg
tLhtbamacaa
cagkgaggca
cgtogbgtag
accgogagan
gacegagegc
COgEgaagct
tgcaggcatcoc
ACgALCAASY
toctoogatc
actgcataal
ctcaaccaag
macacgggat
Etekbegyeg
cactcotgoa
AdAAAacagga
actcatacte
cogatacata
cogaaaagtg
Caggogtato
ttasockgty
gtaactgota
apacccakbto
cagggtgtgt
gobacagtog
gocttatocag
agaaccbaca
acagtgotes
totbgetgttg
ctkeocagat
tootitttgt
arkggaatgt
ggggatoccag
Lgaasaaaat
agotgoaata
gaggtgtggg
gatctotagt
agokasaggt
gagtaagaaa

35

tetgttegoa
tettotacgg
agattaktcaa
atotaaagka
cotatckcag
ataactacga
coacgckoac
agaagtggts
agagbaagka
geggtgtoac
cgaghbracat
gttgtocagaa
cotobtacky
toattoctgag
aataccgoge
Cgaaaactot
cocomactgat
agooasaakty
Etocetbttto
Cttgaatgta
ccaccbgacg
ACQAggCOoOT
gaaatatktk
Cgttaaacto
Ragggtcasa
tagoaaacta
acagtoagea
tggagtgctg
caggtaggga
ttgatgagoa
acattbagbog
attttaamsak
taagtgacck
gotatoaagk
acatgataag
gektkaktbtg
aacaagtbas
aggttrEta
Caaggoacta
acacaattek

amacagtatg

agoagcagat
gEtotgacge
aaaggatctt
tatatgagka
cgatctgtek
tacoggagsy
cggotooaga
ctgoaactol
gtEcgoocagt
gobogbogtl
gacaccacak
gtaagktbggc
tcatgocato
aatagtgtat
cacatagoag
caaggatctE
cbtocagcato
CogCaAAaAann
aatattattg
tetagaaman
toctaagamas
tecgEctEca
gatgbgogaa
geattoagys
Ebttoakkttt
CROOAaTCaaa
gatgaacact
ggttoctgat
aaatgtgoct
gggtgttogy
gotgettacs
tacccttaga
Aattaacagy
agaggaggtt
atacatbgat
Cgaaatittgt
caacaacaat
aagcaagtaa
tacatcaaat
Egagoaktasgt
Ctatgattat

1380
1440
1540
1840
1620
leda
1740
1800
1E&0
1820
1230
2040
2100
2160
2320
2280
2340
2200
2460
2520
380
2840
Z700
2760
2820
ZHED
23540
1000
106G
1120
11ed
3z490
1500
3360
1420
3480
15449
3800
660
3720
3730



aactgttakbg
gtgoagetttc
cagcakbgackt
tottebbbEE
geatttotes
catcagttac
attatacact
ccaattatgt
ategbgackbo
tocctggatgo
cagocagotga
agatasaags
ctttoatags
teggtoakbelr
cgatgogotg
cgoocgooasg
coacatoCag
toggoaagos
tgagoctgga
gatcgacaag
ggtcgaatgg
tggatactEt
coaatagoag
cgoaagbagh
cogacaggto
cogoatocaga
aagoggoogg
ctgtotottg
tosagttbas
gttocgottgo
ctacctgeott
tcatcogggg
agooottgog

=210 3
=211> 3584
=212> DMA&

cotacttata
ttoctttgog
caaaaaacki
togaggagta
tgagcaaaac
ataggttgga
Caasaattt
cacaccacag
cocactockg
cgacggakttt
agoaactogo
gotggasgat
aggcgocgak
cgaacococag
cgaatocogga
ctottocagea
coggocacag
ggoatogoca
gaacagtbog
acoggotboo
goaggtagcoe
ctoogoagga
coagtoooth
ggocagooas
ggtctogaca
goagocogatht
agaacetgog
atcagatcktk
tttgoagggac
tgtccataaa
tototkttgeg
Loagoacogh
coctgagbgo

<213 pCRXAZO

=400 3
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aaggttacag
gtgtaaatag
agcaattaebg
gaatgttogag
aggtttteckt
atctaaasatsa
atatttacctE
aagtaaggtt
cagttogggg
gractgoogg
gaggguatcg
catococagoog
ogaatogana
agtocagekbs
goggogatac
atatcacggg
tcgatgaato
tgogtcacga
Fetggogoga
atccgagtac
ggatcaagog
goaaggtgag
coocogottoag
gatagoogog
Adaagaaccg
gtotattobg
cgoaatocak
gatccooctge
ttcocaacek
accgoocagt
cttgegttkk
ttotgoeggac

ttgoggoago

aataccecto
caaagcaags
aaggaaagta
agktcagocagt
caktbaaaggs
cacaaacaat
cagagcttta
cocbbcacaaa
goabggaktgeo
cagaactoog
agecegggat
gogkecegga
Cocoogtgatg
agaagaacks
cgtaaagoac
tagccaacgas
cagaaaagog
cgagatocko
goocebgaks
gtgotogotbo
batgecageoog
abgacaggag
tgacaacgts
ckgectegha
ggogooootg
cocagktbcata
ctegttecaat
gocatcagat
taccasaggg
ctagctakteog
cockhtaboca

tggetttcta
gtgaag

cataatttktc
aagagttcta
attggggtct
agoctocatoa
attoccaccac
tagaatcagt
aatctoctgta
gatoccgagac
goggatagec
cgaggtogto
gogegaagaa
agacgattos
goagottogg
gtoaagaagy
gagoaagcgg
tatatectoa
gooattttoc
googtoggos
ctattegtes
gatgogatgt
cogoattgoa
atactgooes
gagcacagct
ctgcagttca
cgotgacago
gocgaatago
catgogasac
cottggoggc
cgooocaget
cocatgtaago
gatagoccooag
cotgttocgo

ttgtatagca
ttactaaaca
tetacabbba
tcactagatg
tgctoocatt
agtttaacac
gogtagttbgt
caaagoggoo
getgetggkE
cagootoagg
ctocagoatg
gasgoocaas
cgtogottgg
cgatagasagg
toagooccatt
tagoggboog
accatgatak
atgogogect
agatcatect
ttogobbggt
tcagoocatga
gocacttoge
gogoaaggas
ttocagggoac

COgaacacgg
ctotocacoo

gatoctoatoe
angaaagaca
ggcaattoog
coactgoasg
tagctgacat
ttoctttage

1640
igon
1960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4820
4680
4740
4800
4860
45920
45980
5040
5100
5160
5220
E2BO
5340
L300
E4E0
5520
E5B0
5640
5700
E7364

gatatcatat tggctcatgt ccaacattac cgecatgttg acattgatta ttgactagtt 60
attaatagta atcaattacg gggtcattag tteatageco atatatggag ttccgogtta 120
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cELaacttac
cRataatgac
tggagtatct
cgoodootat
cottacggga
tggatgoggt
cocaagtotoa
crcboccaaaat
tgggaggtckt
CCacgThatt
cgagtgoattyg
tabaggcaca
aAcccoogote
accattattg
cEettEgoca
ctoctbgote
tgtgoccacac
Logoaceget
agttgttgta
gggoagtgta
acagactaac
ttegoocogog
Ebgtagagst
aaatgaatgc
goafdtascat
tgtoccaaact
gogoggaaco
ataataacoo
tggattgoac
ACaacagaca
ggtEetEtEL
goggotatog
tgaagoggga
toacctigek
gottgaboog
tactoggaty
Sgocgooagooc
cgbgacooat
atbcatcgac
cegtgatatk
tacegoogoh

ggtazatggo
gtatgteooo
acggtaaack
Cgacgbcaat
ctttootact
tttggragta
AaccScAtEga
gtocgtaataa
Atacasgcag
ttgacctoca
gaacgoggat
cooottbgac
cotCatgota
accactceoo
caactatcto
chaacagbgs
aaggoogwgs
gacgcagatg
tectgataag
gtebgageag
agackgbtas
cgggatooog
tttactkbgct
aattgtbgtt
cacarabtto
catcaaktgta
cobattigt
tgataaatge
goaggtToto
ateoggotgor
gtoaagacog
Eggotggooca
agggactggoc
cobgoogaga
gotacetgos
gaag=cggkbe
gaactgttog
ggcgatgoct
Tgtggonggs
gotgaagage
cocogattogs
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cogootggot
atagkagoge
geocackbgg
gacggtaaat
bogoagtaca
caccaatggg
cOToaaAtgog
coocgoooog
agocbogtEta
tagaagacac
tecoogtgoo
tocteakgoak
taggtgatgg
Catoogtgac
tattggotat
agooCagast
cggtagggta
gaagacttaa
agteasgaggt
tactogttgo
Lrtecabgss
gcggoogoeg
CTaasdaARaAcT
gthaacttgt
AcRArRtRARD
cocbtaggtac
Cabtithbota
ttcaataata
cogeogotbtg
ctgatgoogo
acctgbtoogg
cgacgagogt
tgckattgog
aagtateocak
catkogacaa
ttgbogakea
coaggotoan
gotigoegaa
tgogtgtggc
teggeggega
agogoatogo

gacogoCoaa

caatagggac
cagkbacatoa
ggocogockEg
tetacgtatt
cgtggatage
agtEtgbttg
tEgacgoaas
atgaaccgts
CHagacegat
argagtgacy
goebakbacktgt
tatagctbag
gabactitop
atgecaakac
Caggoacago
tgbgrotgas
ggragcogea
aactooogth
tgoogogogo
ctEttEckEgs
gaattctgat
EZCZADaCET
ttattgoage
catETEETES
cacgtoaght
aitacattoa
Chgasaaagg
ggtggagagg
cgtgttoogg
tgoootgaat
tootbgogos
cgaagtgccg
catggctgat
coaagogaas
ggatgateotg
ggcgegeaty
tatcatggtg
ggacogokak
atgggetgac
cttotatoge
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CQacCcCCooon
trEtocatega
agtgtatcat
goattatgec
agbcatogck
ggtLtgacte
gooactaadaa
Lgggcgatag
agatogookg
coagecbocg
taagtacogo
Ebtbegcttg
cotataggeg
attactaats
actgbecttt
acaatgoooa
astgagotog
gaagaagatg
goggbgobgt
gocaccagac
agtoacoggt
cataatcago
coocotgaac
trataarggk
actgoattot
gooacttkbte
aatatgtato
aagagkbaktga
ctatteoggot
ctgtocagoge
gaactgoagg
gcokgtgeteg
gggraggatc
goaatgeogge
catcgoaktag
gacgaagags
CCogacHgog
gaaaatggcs
caggacatag
cgobtootog
chtettgacs

ccattgaogt
cgtcaatggy
atgocaagtc
cagtacatga
attaccatgg
acgoggatth
tcaacgggac
gogtgbacog
gagacgcoak
coggoogggaa
ctatagacte
oggocbabac
tgggtbactyg
cataacaktgg
cgeteggeag
cocaccacocag
gagatbgggc
caggcagchg
taacogbgga
ataatagckbg
cgacogaags
ocataccacat
ctgaaacata
tacaaaktama
agttgtggtt
ggagaaatgl
cgotoatgag
Ctgaacaaga
atgactgggs
aAgaggogecc
acgaggcage
acgttgtcocac
tockbghoato
ggctgcatac
agegageaeg
abocaggggcke
aggatctogt
gotbtkcegg
cattogceac
tgettbacgg
agttettetg

ian
Z&n
agn
3&0
420
4EQ
540
600
B0
TED
TEd0
840
S00
S50
1020
1080
1140
1200
1260
1320
LIED
1440
1500
1560
182D
168D
17ab
1800
1060
15920
1980
2040
2400
2180
2220
2280
=340
2400
2460
25320
2580



actcgaggeoe
gagegetott
agcggtatca
AggAAAgAAC
gotggegbtt
tcagaggtag
eetegtgoge
ttcgggaage
cgttegebees
atecggtaac
agoccactogt
gtgotggect
gocagttace
tagoggbagt
agakectttg
gattttggte
aagtttbaaa

<210=4
211> 2361
<212> DN

agotgeatta
cogotbectc
geteackoaa
atgtgagcaa
ttecakagge
ggaaaccega
toctootgtte
geggegebtt
aagctggget
tatocgtotty
aacaggatta
aactacggct
ttoggaasas
EteEEEgELE
atctttbcta
atgacattat

EcaatcCaaa
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atgaatkEggo
goetcactgta
aggcggtaat
aaggeocagea
tococgoooeos
caggactata
cgacootgoo
ctcatagete
gtotgcacga
agtacaacoc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
goaagcagea
cggggtotga
canaaaggat

gtatatatga

213> CMV_MIE_gene, _5'end-1

<4004

ccacgegegg
ctegeotgege
acggtbatoc
BRAgFCCATY
tgacgageat
angataccag
gottaccgga
acgetgtagg
asccoeegtt
gotaagacac
gtatgtagge
ascagtattt
cteottgatee
gattacgoge

egetcagtgy
chtcacctag

gtaaacttgy

ggagaggrgg
teggtoghbe
acagaatcag
aamccgbanas
gacaasaato
gqogtttocoos
tacctgrtoog
tatcEcagtt
cagccogaco
gacthatage
ggtgotacag
ggtatctgog
ggoaaacass
Agasaaasag
aacgaaaact
ateckettaa

kekg

attgegtatt
ggctgeageg
gggataacge
aggoocgogtt
gacgotcaag
etggaagote
cetttbetooe
cggtgtagat
gckgegeett
cactggoage
agttocttgaa
ctotgetgaa
Coaccgotog
gatctoaaga
caocgttaagg

attaaaaatg

26410
2700
2TaEl
2820
2aEG
2540
dnon
2060
1120
ilgn
3240
3300
A3al
3420
3480
3540
i5R4

gatatcatat tggotcatgt ccaacattac cgocatgtbg acattgatta ttgactagtt 60

attaatagta atcaattacg gggtcattag ttcatageoo atatatggag ttcocgogtta 120
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chgcagtgaa
gactaaatte
aaatogakat
tgatateogoo
tatabeogkit
goaaatakbog
egacatcaag
attagocakta
Eacgttgtat
abgtbgacat
tagooocatat
cecaacgana
gggactttoe
catecaagtgt
ogoctagcak
cgtattagte
atagoggttt
gttttggcac

taataaaatg
atgteogogeg
ttgaaaatat
atttbtoccas
acgggggaty
cagkbtbogakt
cbggoacatg
tbagteatbs
cbtatatcata
tgattattga
atggagltboc
coogoooatk
atbtgasgktca
aboatatgee
kakgeococagt
atcgotatta
gacteacgogy

caaaatcaac
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tatgtttgte
atagtggtgt
ggcatatbga
aagtgatttt
gogatagacs
skaggtgaca
goocaatgoat
gttatatage
atatgtacat
etagttatta
gegttacata
gacgkbcaakta
atgggtgzag
aagtoocggoe
acatgacctt
cCcatggtgat
gatttooaag
gogactttoe

Ccgaaatacgs
ttatcoccga
aaatgrogoc
tgggeatacg
asttbggega
gacgatatga
akegatckbat
ataaatcaat
ttataktgge
atagtaatca
acttacggta
atgacgtatg
tatbtaoggt
coctattgac
acgggactit
gcggttttag

tctccaceas

aaaatgtegt

39

gttttgagat
Lagagatgge
gatgtgagtt
cgatatctag
crogggogat
ggctatakog
acattgaakte
attggetatt

toatgtocaa

attacggggt
aakggecoge
ttcoccatagt
asackgoooa
gtocaatgacy
¢¢taéttggc
cagtacacca
attgacgboa
aataaccoog

tkatgtegoo
gatattogaa
tetgtgtaac
cgatacggot
totgbgkgte
cogatagagg
aatatbtggca
ggccattgoa
tatgaccgod
cattagttca
ctogtgaceyg
aacgocaata
cttggoagta
gkaaaktggec
agbacatota
atgggcgtgg
atgggagkbtt
coecghbgac

120
1ad
240
300
360
420
4B0
540
600
&0
720
TRD
540
500
FEO
1020
108D



geaaatggoo
ccgtcagate
cegatecage
tgacgtaagt
actgtttttg
ttagootata
ttoccattact
atactctgte
dttatttaca
catagogtog
gtageggeas
tcggoagoto
ccaccagbgt
attgggcteg
cagetgagtt
ggtagagggc
tagctgacag
acacgatgga
cctoccaaggt

attaatgtta

gtgtttagge

ggtaggcgty
goekggagas
cboogoggoo
Eftgdﬂtnta
gettggggeoe
gatgtoogtt
aatccataac
Ettﬂigﬂgﬂﬂ
aattcacata
gatctoccacyg
agcktoccaca
ctbgokcota
gJeogoacang
cacogbgacy
gttgtattect
agtotagtek
ﬂﬂtﬂ&tﬂgﬂt
gtocEctgoo
gEEEEthEE
tatacatatc
cofgagqacacs
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tacggtggga
gecatecacg
gggaacggry
gactctatag
tatacacaoe
atbgaccatt
atggctottt
tgacacggaa
tacaacaacg
cgaatetesg
tocogagooet
acagtggagg
gocgtggogg
cagatggaag
gataagagte
gagcagtact
tgttcoctite
aagagaanga
gtgteggggt
tcctgtatgt

cgtgaccaag

aaggaggtta acagtcaget g

<210=5&
<211=
<212 DN&

<21 3= LEZ25-Adenovirus vechor

<400= &

ggtctatata
chgttkttgac
catkggaacyg
gcacaccookt
cgctectiat
attgaccact
goccacaacta
totgtatert
cogtoooeeg
gtacgtgtto
ggtcccatgn
ccagacttag
tagggkakbgt

acttaaggca
agaggtaact

egttgetges
catgggtett
tggaceetga
ttgtgoccoes
gacccatgtyg

gocacgacgk

40

agecagagete
ctoccatagaa
cggattecce
ttggetetta
gctataggty
ceccbatbgg
tetetattgy
tacaggatgyg
tgeecgcagt
cggacatggy

ctocagogge
goacagcaca

gtetgaaaat
gcggcagaag
cocgttgogy
gegogCgoCa
ttetgoagte
taatcotgac
ot od of Sl o 8 o o
cbtatgacte
teectocagac

gtttagtgaa
gacaccggga
gtgocaagayg
Egcatgotat
atggtatage
tgacgatact
ctatatgecca
ggteccatte
ttttattaaa
ctetbtetoog
tcatggtege
atgoccacca
gagcroggag
aagatgcagg
Egoctgttaac
ccagacataa
acegteocttg
gagggooott
ataaaattgt
tatttatcat
tatottgagg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1B0O0
1880
1920
1380
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2361
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ttaattﬂacqtcatcaataatataccttattttggattg;;g::aatatgataatgagggggtgg;gtttgtgac
gtggegogaggogtgguaacggggegggtgacgtagtagtgtggeggaagtgtgatgttgoaagtgrggegganc
azatgtaagegacggatgtggoassagtgacgtttttogtgtgogooggtgtacacaggaagtgacaat tttoge
geggttttaggeggatgtigtagtaaattigggegtaacegagtaacatttggocattttegogggaaaactgaa
Eaagaggaagtgaaatctgaataattttgtgttactcatagegegtaatactgtaatagtaatcaattacggggt
cattagttcatageccatatatggagttoogegttacataacttacggtaaatggocogootyggotgaccgoaca
acgaccoccgoccattgacgtoaataatgacgtatgtteccatagtaacgecaataggactttocattgacgte
aatgggtggagtatttacggtaaactgoccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgocaagtacgoooccta
ttgacgtcaatgacggtasatggeecgectggeattatgoccagtacatgaccttatgggacttboctact toge
agtacatctacgtattagtcatcgebattaccatggtgatgeagttttggoagtacatcaatgggegtasatage
ggtttgacteacgggmatttocaagtotocaccocattgacgtoaatgggagtttgttttggcaccanaatcaac
gggactttccasaatgtogtaacaactoogecccatbgacgcaaatoggoggtaggegtgtacggtgggaggtet
atat-;gtagugttggtttagtgaaccgtcngat::g:tngigat:tggtqnngtcgnnguggﬂcgttngagcft
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pagctEctagagoogocactatgaacaaactgtatatoggaaaccicagogagaacgoogoosoctoggacctag
aaagtatcttoaaggacgocaagatoocggigbiegggacocot toctggbgaagactggetacgogttogtggact
gcccggacgagagctgggc:ctglaggccntcgnggtgchttEiggtaaaﬂtayﬂ&ctgcﬂﬂgggﬂaﬂcccitﬂg
aagttgagoacteggtoocRARARSTCARAgOAttoggaaacttcagatacgaaatatooocgoctcat ttacagk
gogaggtgoctggatagtitactagtocagtatggagtggtgoagagotgtgagcaagtgaacactgactoggaaa
ectgeagttgtasatgtaacotattoocagtaaogaccaagobagacaagoactagacasactgaatggab tecage
tagagaatttoaccttgaaagtagoctatateectgatgasacggoogoocoagcasaaccoctbgoagoagocce
gagEtogecgggggcttgggeagaggggrtoctoaaggcagggatotecdaggatccghat coraagoagaaaccak
gtgatttgoocbtobgogeatgoiggtecocacccaaktigbtogagerateataogaaaagaaggtgocaccatte
goaacatCcacCaRacagacocaRgtotaagatogatgtoracegtasagaanatgorggggoctgotgagaagtoga
ttactateotctobactoctgaaggoacatobgeoggcttgtaagtotattotggagattatgoataaggaagete
Aagatataaaattoacagaagagatoooctogaagattttagobteatantaactebgitggacgtocttateggta
aagaaggaagaaatcttaarandatigagoasgacacagacactasaatcacgatatetecatbgeaggaattga
cgctgtataakccagaacgoactattacagttasaggoaatgttgagacabgtaccasagcigaggaggagatca
toaagaaaatcagggagtebtatgaaaatgatattgettetatgaatottoaagracatitaakbtoctggattas
atctgeacgootbgggtotgt boccacocantbeagggatgecacctoocacokcagggecocot tcagooatga
ctoctoooctacoogoagttbgagoaatcagaaacggagactgttecatoctgbttakcoragotctatcagteggtg
coateatoggrasgeagggocagoacatoaagoaget ttoebegotbtgotggagottcastbaagat tgebocag
cogaagoaccagatgotaaagtgaggatggtgattatoacrtggaccaccagaggotoagt toaaggotcagggaa
gaattCatogaaaaattaaagasagaaanctitgtCagbtocctaaagaagagytgaaacttgaagctcatatcagag
tgocatoottbgotgotggoagagttattggasaaggaggoasaacggtgantgaacttcagastttgtcaageg
cagaagttgttgtooctogtgaceagacacetgatgagaatgaccaagtggttgbcaaaataactggiocacttot
atgebbgocaggttgecoccagagasaaattcaggaaattecbgact caggtaaagcagoaccaacaacagaagycto
tgraaagtggaccacctcagboaagacggaagtaatoctagagecgocaccatgaacaRaacbgtatatoggaaaces
Leagogagaacgoogoceoctoggasckagaaagat ctbcrasgasgecoaagak caoggtgt ogggacoatton
tggtgaagactggctacgegttogtggactgeoocggacgagagotgggeccioaaggecatogaggogetbteag
gtaaaatagaactgracgggaaaccoatagaagttgagoactoggbeccasasaggoinaggattoggaaact ba
agatacgaastatcoogoctoatttacagtgggaggtgekggatagtttactagtcocagtatggagtgotggaga
gebgtgagoaagtgaacactgactogoasaactgocagttotaaatgtaacctattocagtaaggacoaage Lagad
aagcactagacaaactgaatggatttcagttagagaatebcacctbgaaagtagectatatococtgatgaaacgg
cogoooagradracoorttoragragcooogaggtogoogggoget tgggcagaggggot ook caaggcaggggt
ctocaggatosgtaboccaagoagaaaccakbgtgattigectotgogootgotggt tooccaccoaatttgt tggag
ccatcataggaaaagaaggtgroacoattocggaacatoaccaaacagacccagictadaategatgtcoaccgta
aaganaabtgoggagacegotgagaagtogattactakackckot ackcokgaaggeacctctgoggoktgtaagt
ctatkctggagattatgoataaggaagotoaagatataaaattoacagaagagatcocottgaagatttbagote
ataataactbtgttggacgtettatbggtasagasggaaganatottaasassat tgageaagacacagacacta
amatoacgatatctocatbgoaggaattgacgotgtataatocagaacgoactattacagttaaaggoaatgbtg
agacatgbgoocaaagotgaggaggagatcatgaagasantcagggagbcttatgaasabgatategoitotakbga
atetbcaagracatttaattoctggattansatotgaacgeocttggotetgtbooccacoracttcagggatgeooac
ctoggacctoagggocacctbcagopatgactoocbooctaccogoaghbt Lgagoaat cagaaacggasactgbbe
atztgtttatococcagototabcagtaggtgecatcatoggoaagoagggocagoacatcaagoagetttotoget
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ttgotoggagottoaattaagattgotecagoggaageaccagatgebaaagigaggatggtgattakcackggac
caccagaggotcagbtcaaggoctocagggaagaabttatogasaaattaaagaagaaaactttgtbagtocbaaan
aagaggtgaaactkgaagetcatabcagagtgooatcctiigotgotagragagttattggaasaggaggcaassa
cggtgaatgaactboaganttbgroaagtgoagaagttghtgtooctoghgaccagacacotgatgagaatbgace
aagtggtigteaasataactggtoacttcbatortigocaggtigoocagagaaaaattcaggaaattoctgacte
aggtaanfoagoaccaacadcagaaggototgosasgkiggaccacctocagtcaagqacqggaagtaatotagataag
atatoogabecacoggatotagataactgatcataatocagecabtaccacatitgbagaggttttacktgetteaa
aaaacctoocacaccteoooctgaacoctgaaacataamatgaabgraattgbtgttgttaacttgtttat bgoag
ctbtabaatgobtacaaatadagcaatagoatcacaaatitcachaataaagoatittbtEcactacatbcbagtt
gtggtttgtocoanactcatoaatgbabet tanogoggat otgggogbggt tasgggtgggaaagaatatataagg
tggggobcttatgbtagtittgtatetgttttgragoagoocgoogoogocatgagraccaact oot tEgatggaag
cattgtgagecbecatatttgacaacgegcatyoooooakgggooggggtyogtcagaatgtgabgggotocagrat
tgatggtegoooogtoctgoocogoaaackotactaccttgacctacgagacogtgtotggaacgoogtbggagac
tgoagootoocgeegcogocktcagoogotgoagoracogooegegggat tgtgackgasttegetttootgagoon
gottgoaagoagbgoagottoocogtbcatocogooogogatgacaagttgacoggoctocttotagcacaat tqgatte
tttgacoogggaactbaatbgtogttbotcagragotogtbiggatotgogocagcagytttotgcectgaaggotte
chaccoctcocaatgoggtttasaacataaataasasaccagactocbgtttggatttggat caagoaagtgtettg
ctgtotttatttagggottttoogogoorogtaggoocogggaccagoggtocieggtogttgagggtectgtgtat
tetEtecaggacgtggtasaggtgactebggatgttcagatacatgggoataageooogtctotggggbogaggta
graccagtgoagagottoatgotgogagotggtattgtagatgatocagtogtagcaggagegorgggogtggty
cotaaaaatgbtoctttoagtagcaagobgatigocaggagoaggooccttgytgtaagtgtttacaaagoggttaag
cEggoatgggtgoa I:amgtg'gggntatgngltgcltr_'tl‘:ggictgtatétttagg:tggcl:atgt cococeagacat
atcoctooggggatboatgtbgbgcagaacraccagoacagkbgtatceggkgeacttgggaaattegtcatgtag
cttagaaggasatgogtggaagaacttggagacgocecttgegacctoraagattttocatgoattegboccaktaat
gatggeaatgggrecacgogeggegycctoggogaagabattictgegatcackaasgbkcatagt tgbgktoocag
gatgagategtcataggocattbttacaaagegegggcggaggataccagactgoggtataatagtiocatoegg
cocaggggegtagtacootoacagatttgoatttoocacgotttgagt tcagatggggggateatgbcbaccky
cogggcdatgaagaaaadggtcocggggtaggggagatcagotgggadgasagoaggtt oot gagoagotgega
cttacogoageogghoggecegbaaatoacacoctattacegootgraactggtagetasgagagebgeagekgoo
gtoatocotgagcagggaggocacttegttaagoatgtocctgactogratgbttbcoetgaccaaatocogocag
aaggogotogocgocoagogatagoagttottgoaaggaagoaaagttttcaacggt bigagacaegteegoegt
aggeatgrttttgagegbttgaccasgoaghtocaggoggicocacagokoggtcacotgotctacggoat oteog
atcoagoatatctectogtttegegagttggggoggettteactgtacogoagtagtoggtgctogtecagacyy
gecaggotoatgtobtioccacgggogcagggtoctogtcagogtagk e tgggtcacygtgaaggggtgogotong
gactgogogotggocagggtgogotigaggotggtectgetgatgotgaagegetgeeggtettegecctgogeg
tcggcoaggtageatibgacoatogtgtoatagtocagrooctoogoggogtggooct tggogogoagot tgooo
ttggaggeaggcgcogcacgaggygcagt acagact titgaggocgtagaget tyggegegagaaataccgattoe
ggggagtaggcatoogogorgraggcocoogeagacgatctograttocacgagocaggtgagototggacgtbey
gogtcaaaaaccaggtttoccocatgottEtboatgegtitottacctobggt ttoeatgagoecggbgtenacge
Leggtgacgaasaggctgoocgtgbocecgtatacagact tgagagyqoagt tbghatacagactbgagaggcaty
tocteogagoggtgbtosgeggboctoctogtatagaaacteqgaccactotgagacaaaggotogogtocagges
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agcacgasggagqactaagtogiagggatageggtogtbglecactagggggt ccactogebocagggtgtgaaga
cacatgtogocotottoggoatcasggaaggbgattggtitotagatataggocacgtgaccgggbgttoctgaa
ggggggctakamaacggogtgogogegogttogtockeackcbotbeogoakogot gt cbgegagggocagotgt
tggggtgagtactecckobgaaaagogggratgactbtckgogotaagartghcagt bt tooaaadacgaggaggat
ctgatatboacoctgoorogoggtgatgoctttgagogtggoegeatecat cbggtcagasaagacaakoebtbbyg
ttgtt&agcttggtggc&l&:gﬂctugtugugggtgttggﬂcagc;;¢ttggcg;tggagggcagggttEggttt
ttgtogogatoggogogctocttaggroegegatgtttagetgeacgtat tegegograacsgoaccgoeatccggga
aagacggtgatgegotoegtogggraccagggcacgogecaaccgeggttgtgragggtgacaaggtcaacgoty
gtggotacctotocogogtagacgotogb togt coagoagaggoggoegoeci Lgogogageagaat ggoggtamg
gggtotagetgrgtctogtooggagagtotgagtocacaytaaagacocogggoagoaggocgogogtogaaghbag
tocbakcttgoateotbgoaagioctagogoctgotgooatgogegageggoaagagogogot ogtatgggt tgagt
gggggaccccatggcatgggatgogtgagegoeggaqyegtacatgocgoasatgtogtaasacgtagaggggatet
ctgagtuttcEaagatntgtngggtngEitcttccaE:gcggatgctggcg:gtacgtaa:cgtatagttggtgg
gagggagcgaggagotogggacegaggbtgetacgagogagotgcbcbgotoggaagactatetgootgaagaky
goatgtgagttgsatgatabgyattggacgotggaagacgttgaagetggogtoctgigagacotacegegt cacgs
acgaagmaggcgtaggagtegogoagettgtigaccagotoggogatgaccigoacgtetagoggegeagt agtoe
agggtitoottgatgabgbcatacttatootgkacat tttttttoccacagotegoogttgaggacaaantotbog
cggbcttiocagtactottogatoggaaaccegtoggectoogaacggtaagagoctagoatgtagaactggtty
acggectggtaggogeageatecctittotacgggt agogegtatgoctgogegaocttocogagogaggtgtgg
ﬂtﬁﬂgﬂgtﬂlﬂggtgtﬂﬂntgﬂEﬂ&tgﬂﬂtttglﬂgtictggt&btEﬂaﬂgtt&gtgtcgt:gtntccg:cctgc
tcocagagcaaaaagtocgtgogotittiggaacygcggatttggragggogaaggtgacatogttgaagagtate
EtEcccgogogaggcataaagttgogtgbgatgeogaagggt cocggoacctoggascggt tgttaat tacctog
goggogagoacgatoctogtoaaagorgitgatgitgiggeoracaatgtasagttocaagaagogogggatgoce
EtgatogaaggraatttbtEaagttockegtaggtgagetettoagoggagebgagecogrget ok gaaagaace
cagtotgoaagatgagggtbggaagogacgaatgagotocacaggtcasgggocat tagoatttgoaggbogtey
cgaaaggtoctaaactggegacctatggocattttttetggogtgatgoagtagaaggtaagogggtattgttos
cageggtoccatocaaggttogoggotaggtocbegrgeggeagtcactagaggotoakotoogoogaacttoaty
accagcatgaagggcacgagcbgobtoscasaggoascacatocaagtataggtetctacabogtaggtgacaaag
agacgctoggtgogaggatgogagoogatogggaagaactggatotocegocaccaat tggaggagtggetatby
atgtggtgaaagtagaagtocotgogacgggccgaacackegtgetggottttogtaaaaacgtgogoagtastgg
chggbg_:ﬂ:mctgta-:atcf Lgtacgaguttoacctgacoaccgogcadaaggaagragagtgogaatttg
agcocctogootogogagtttggotggtggtettoctact beggotgettgtocttgacogtoctggctgo togagyg
ggagttacggtggatcggaccaccacgoogogogagoccaaagtocagatgicogogogoggcggtoggagetty
atiacancntcgagcagatgggagctgtctatggt:tggagctc:cgcgg:gtcnggtcaggcggg&gﬂc:ttgc
aggtttacctegeatagacogotoagggogoggoctagatocaggtgatacoctaatbtocaggggotggttogtg
geggogtogatggotbgoaagaggoogoat cocogoggogogac tacggtaccgogoogogggoggtgegoogeyg
ggggtgtecttggatgatgoatotaiaagoggtgacgoggdcaagoceroggagytagguggauctooggacceg
Cogggagagggagtagggacacgtoggogocgtgogogggoaggagoiggtgctgogogegtacgttgctogoga
acgogacgacgoggoggttgatotoctgaatoctggcgoctotgogtgaagacgacgggoceggtgagat Egagea
tgaaagagagttogacagaatcaatttoggtotogttganggeggootogegraasat ctoctgracgtotocky
agttgtottgataggogatoteggocatgaackgekogatoteRt octocotggagatctoogegbooggotoget
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cfacggtggeggogaogtoattggasatgegaaccakgagergogagasggoqttgaggechecstegt becaga
cgoggotgtagaccacgocdoottcoggoatocgogggegegoatgaccacctgogogagattgagebooacgtges
gggogaagacggegbagti togoagoogotgaangagot agbbgagggbggtagcagltgbgttctgecacganga
agtacatasacccagogbocgfaacgtggattegtitgatabocococccaaggoctcaaggoget ooatogectogtaga
agtocacggogaagttgasaaactgogagttgogegeogacacgg tasctect oot ocagaagacgga bgagat
cggogacagtgtogogoacttogogeboaaaggotacaggggoctocttottocktocttoaatotocboct tocataa
gageoctbecococcttettottottetggoggoegtggoggaggogogacacogoggogacgacyggogcadogggasyge
ggteogacaaagegetogabcatetooccogeggegacgaegeakqyae atoggtgacggogoggoogt t ot ogogayg
ggogoagt tggaagacgoogoocgtcatgtoocoggt tatgggt bggogqogogactoc cat goggcagggatacgy
cgctaacgatgeatctoaacaattottgtgtaggtactoocgoogoogagggaccigagocgagtcogoat ogaceg
fakoggasaacotobogagasaggegtoctaaccagbcacaghogoaaggtaggcogagraccgbggoggacggca
gegagoggcggbogagatbgittotggoggagggoetgcbgatgatgtaat taaagtaggoogtcb tgagacgge
ggatggtogacagaagoaccatgtoottgggtopggoctgotgrat gograggogot eggoeatgocccaggatt
cgbtttgacatoggegoaggbctttgtagtagtetbgoatgagooct tbebaseggcacttottoctbotont ook
ctbgtcetgrabobetbgeatotategotgoggogacgaoggagtttoggorgtagabggegeact otk oot eoea
Lgdgtgtgadcocgangoccttoatcggetoaagoagogotaggteggogacaacgogotoggctaatatggoct
getgoacctgegtgagggtagactggaagtoatocatgtocacsaagogatagtatgogocegtgttgatgatgt
sagtgcagtbggccataacggaccagttaacogt chogboaccrggetgogagage teggbatacotgagacgcg
agtaagocctogagtocaaabacgtagicgitgraagtoogoactaggtaccagbatcoraccanaaagtgoageg
goggetgscggtagaggagocagegtagggtggcoggggctocogaggogagat chteaaacataaggogatgat
atcogtagatgtacctggacatocaggtgatgoocggogacagtygtggaggogogoogasagt cgoggacgoggt
tocagabgttgegoageggoaasaagtgobocoatggtogggacgetoctggocgatcaggegogegcaat eyt bga
cgototaccgtgraaaaggagagectgtaagraggeactottocgtggtebggtggatasat tegoasoggtate
atggoggacgacoggogttogagecoogtatocggoogtocgocgtgatooatgoggt taccgecogegtagtega
acccaggbgtgogacstoagacaacgggggagtgrtoct titoget oot b coaggegeggoggetgotgogota
gotbtbtbggocactogecgogegoagogbaagoeggl Lagge Lggaaagogaaageattaagtggcbegetonat
gtagocgjagggbtatbteccaagggttgagtcgegggaceoooggttogagbctoggaceggooggacbgegao
gascggoggtttgoctooocgbcatgraagacoeegottgoasattoctooggaaacagogacgagoccctthbe
bgottkbtoccagatgcatooggtgctgogoragatgogooeooctoct cCAgCAGEIgCaAgagraagagoagoEy
cagacatgoaggocacocboconctockectacogogbcaggaggogogacatocogogot tgacgoggeageagak
gotgattacgaaccoocgoggogoogggocoggoactacctggacttggaggaggyogagggcctggogoggota
ggagrgcoctotoctgagoggtaccoaagggtgoagotgaagogtgatacgegtgaggogtacgtgocgeggoag
aaccrgtttogogaccgogagggagaggagocogaggagatgogogatogaaagt tocacgoagggcgogagoty
cggeatggoctgaatoegogagoggt tgctgrgcgaggaggactitgagoocgacgogogaaccgggat tagtooe
gcgogogCatacgtggogocgoogacs tggtalt:gtutugugq;gm:ggtgaaccaggagat EaacktkEcaa
assagctttaacaaccacgtgegtacgeottgtggegrorgaggaggtggotataggactgatgoatotgtoggac
tttgtaagngcg:tggagcuaanccuau&tag:aagccg:ttatggcg:ngctgttcgttatagtg:agtuuugt
agggacaacgaggoattoagggatogotfotaaacatagtagagoccgaggoooyotggttgroogatttoata
aacatcotgoagagcatagtggtgcaggagegeagetbgagcctagotgacaaggtogeogocabcaactabt oo
atgottagoctgggcaagttttacgocogeaagatataccataccoottacgttootat agacaaggaggtaaag
atcgaggggttotacatgogcatggogotgaaggtgottaccitgagegacgacctgggogtttategeaacgag
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egeattcocacaagdgoootgagogtgagcoqgeggegegaget cagogacegogagetgatgoacagectgoasaagyg
gooctggctggoacgggoageggegatagagaggregagtoctactttgacgegggogotgacctgogctogges
scasgecgacgeoccotggaggoagotggggooggacctggactggoggtggoaccogogegogotggeascgto
ggogacgtggagqaat abgacgaggacgatgagtacgagocagaggacggogagtactaagoggigakgttiotg
ateagatgatgcaagacgoaacggaccoggeggtagogggegacgeligragagecagoogtooggectiaactocs
cggatguttggcgccaggtcatgg;ccgcat:atgtEgctgﬂctgtg:gtuutﬂctg&ﬂgcgtt:cﬂgcigcﬂgﬂ
goraggocaacoggoleEoegcaatlotggaagoggtogtoocggogogogaaacoooacgoacgagaaggige
kggegategtaaacgrgctggccgaaaacagggccatocggcoogacgaggeoggcrtggtctacgacgogotge
ttoagegogtggctogilacaacagoggrascgtgragaccaacctggaccgactgatggangatatgcgogasy
cegtggogcagegbgagogogogoagoageagggcaacchgggotoecatggtigoactaaacgoct toctgagta
cacagooogocaacgtagcogoggggacaggaggactacaccaacttbgtgagogractgogactaatggtgacty
AgacacCcgoaaagtgaggbgtaccagtoctgggodagactattbbtEscagactagtagataagyoctgoagaceg
tamacctgagocaggcttbtcasaaacttgoaggggotgtgegoggtgogggctococacaggogacogogogacoyg
tgtctagottgotgacgoocaactegogocigt boctgetgotaatagogocot boacggacagtggcagegtat
cccgggacgﬂatacctaggtc;cttgctg;En:tgtnn:gggngg:nntuggt:uggtgtatgtggatgagc&ta
ctetocaggagattacaagtgbcagocgogogocbggogcaggaggacacgggoagectggaggocaaccotaaant
acctgotgacoaacogdogucagaagatocoootogh tgoacagtttaaacagogaggaggagogoattebgagot
acgtgoagcagagogtgagocktaaccigabgogogacsgagtaacgooccagogbggegotggacatgacogege
gEaacatggaaccgggoatgtatgoctcasaccggoogtttatcaacogootaakbggackacttgoatogogoag
cogoegtgaacooogagtatttcaccaatgocatecbt tgaaccogractogetacogeecocbggt thocbtacacoy
ggggattogaggtgecogagggtaacgatggat oot otgggacgacatagacgacagogt gL LECCCCgoaas
cgcagactcigoctagagttgocadcagogcgagoagcagaggrggcgctgogaaaggaaagottococgoaggocaa
goagektgtoogatataggogetbgoggoecogeggbcagatgotagbagoocat tbecaagottaatagoghbets
ttaccagoactogoaccaccogoocogogoctgotgggogaggaggagtacctaaacaackegotgobgoagoogs
AgCgogaRARsAACOTgoCICoggraAttiooCaACAACOOdabagagagootagtggacaagatgagtagaktgga
agacgtacgcgoaggagoacagggacgtgocaggooocgogocogoccacoogtogbcasaggoacgacegtoags
ggogtotggtgtgggagsacgatgactoggoagacgacagragegtootggatttgogagagagtggeaaceogt
ttgogoaccttogoocoaggoctggggyagaatgttibaassasasanssaagratgatgoasaatasasnacECacca
aggocatggoacogagogttggbtttottgtattooocttagtatgoggogogoggogatgtatgaggaaggton
toctcoctoctacgagagtgtggtgagogoggogocagbggoggoggogctgggtbctocotbegatgooooook
g‘ga.l:ccgmgtt-l:gl:gl:i:'l:4:!:gcggt-au:ctg:ggcmmaggggggagqmeagcatmgtt.ac':::tgag‘t-l:ggl:
accootatbogacaccaccogtgtgtaccoogbggacaacaagtoaacggatgiggoatcockgaactaccagas
cgaccacagcaactttotgaccacggtoattcaasacsaatgactacagocogggggaggcaagoacacagacaat
castotbgacgacoggtogoactoggooogogacctganaaccatocEgeatagoaacatgecaaatgtgancga
gttoatgtttaccaataagtttaaggogogggtgatggtgtogogot tgoctactasggacaatcaggtggaget
gaaatacgagkgggtagagttoacgotgoocgaggoraactactoogagaccakgaccatagacct tatgaacas
cgcgatoghbogagoactactigasagtgggcagacagaacggggttetggasagegacatoogogtaaagttiga
cacocograacttocagactoggotttgaccoogbcactogtotigticatgoctggegtatatacaaacgaagoott
coatocagacatcatbttgotgocagoatgoggggtagacttcacecacagoegoctgagoaact gk bgggoat
dogtaagogfcaacestbocagaggictttaggat cacctacgatgatctggagggtggtaacat tocogeact
gttggatgtggacgectaccaggegagettgasagatgacacegaacagggoogogatagogcaggeggcagoas
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cagf:agtggca-gnggng'l:-gga&gagaau:.'r.::caacgcggcagc:g:ggcnatgcagccggtgg-&ggaﬂat.gaa.c:ga
tcatgocattegeggogacaoctttgorasacgggebgaggagaagogogo tgagguocgaagragoggoogaaqgs
l:.ch:gl:n:!:»:e:gctg-:gcﬂ-!.i:-:::-gag’g‘tcgigiﬂgcctcaguag-aaacﬁggtg= toaaaccockgacagaggacag
caagasacgeagttacaacctaataagoaatgacageaccitocaccoagtaccgcagotggtacctigeatacaa
ctacggogaccocteagaccogaaboogotoatggaceotgekbtigoactocigacgt aacotgoggchoggagca
ggtotactogt cgttoocagacatgatgoaagaceoogtgacciteogobcsacgogosagatcagoaactt ke
gotgagtaggegeocgagetgttgooogtgrackocasgagettetacaacgacoaggocgte tactoccaactoat
cegooagtttacctetebgacccacgtgttoaategettbecogagaaccagat tbtogogogooogotagoo oo
caccateascaccgtoagtgaasacgttectgotcboacagateacgggacgotacagotgogoaacageategy
aggagtccag:gagtga:tuttactgangccag;cgeng:lnntgt:t:tucgtttacaaggt:ctgggtﬂtugt
ct:g:tgcgﬁgbcctatcglg:ng:ﬂctttttgﬂgﬂa&gﬂntﬂtc¢itﬂﬂttltﬂtEgtﬁﬂﬂﬂﬂﬂitiigﬂﬂﬂgg
ctgoggoctgogottecraagoaagatgtbtogoggggocaagaagege bocgaccaacacccagtgogeghtaey
egggcactacogogogoootggggcyogracaaacgeggecgcactgogograccaccgtogatgacgccatega
cogoggtggtagaggaggogograact acacgoocasgecgeiaccagigioracagrggangoggocaticagan
cgtggtgogrogagocoggogotatgetanaatoaagagarggoggaggogogtag casqiogocaccgosgosg
acceggoactgoogoocaacgogoggoggoggcoctgot taacegegeacgtogoaccggoogacgggoggocat
gogggoogotogaaggetggocgogggtattgtoactgtgooooooaggt ocaggogacgagoggcogocgcagc
agocogeggocattagtgotatgactoagggtcgoaggggcaacgtgtattgggtgegegactoggttagegg oot
gogegbocoegtgogoascegotcocoogogeadctagat togcaagaanaaackack tagackegbastgtbotat
gtateccagoggoggoggogogcaacgaagotatgbocasgograaaatcaaagaagagatgotecagghbcatoge
googgagat ctatggoceceCgaAgaAaggaagagoaggattacaagoocoogaaagctaaagcgygtoasaaagaa
aaagasagatgatgatgatgaacttgacgacgaggtggaactgctgoacgotaccgogoocaggogacgggtaca
gtaggasagyblegacgegbaaaacgtgtttbgogaccoggoadcaceglag ot ttacgoocoggtgagogeobooas
cogoacctacaagogogtgtatgatgaggtgtacggegacgaggacctgotbigageaggtcaacgagogoctoag
ggagtttgectacggaaagogocataaggacatgotggogt tgcegetggacgagageaacecaacacchagact
aaagoocogiaacactgoagcaggtgetgocogegetigoacogbcogaagasaagogoggocbaaagogogagte
cggtgacttggoacocacoghgragetgatggtacccaagogocagogactggaagatgtottggaasanatgac
cgtggaacotgggokggagecogaggtocgogtigoggocaatoaagoaggbggogoogggactgggegtgoagac
cgtggacgttcagataccocactaccagtagoaccagtattgcraccgoracagagggcatggagacacaaacgle
ceaggtkgackeagoggtggoggatgocgoggtgraggeggtogotgoggesgogbccaagaccbcbacygaggt
goaaacgoaccogbggabghbtogegttbsagoescsoggogosogegoagt bogaggaagtacggoge ogacag
ogogetactgooogaatatgocctacatoottocattgogoctacoecoggttat egbggotacacotaccgens
ca.gaagaugigc;m:l:u:c:g.-ll.'.gl:tga.ul::a:mﬂtggaa.ﬂmg-ccg:ﬂgnagtugccgtngcna.gc:cgtgi:t
ggecoogatttoegbgegeagagtogotocgogaaggaggoaggacoccbggtgcigocaacagogogotancaccs
cagoatogtbtaamagocggbotitgiggt cotbgoagatatggooetcacetgoogoctooghb b tescggtgos
gagattcegaggaagastgoaccgtaggaggggoatggocggoracggoctgacgggoggcatgogtegtgegea
ctaceggoggoggcgcdegt ogeacsegtcgcatgogoggrggtat oot gecostorttattocactgatagooge
ggcgattogogoogtgoocggaat bgoakcogtggocktgoaggogeagagacactgab tasasacaagttgoat
gkggaasaatoasaataaaaagtctggactotcacgobtogotiggtoctgtaactatcbtgbagaatggaagasa
tcaactbtgegtototgieccogogacacgootogogooogticatgqgasactggoaagatateggoacdagon
atatgageggtggegocttocagotggogotogotgtagageggcattaaasatttoggt tecacegttaagaact
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argaoageoaaggectggaacagragoacaggecagatgebgagogataagtbgasagagcasaatcbocaacaas
aggtggtbagatggeoctgjootobggoattagogoggrogtogacctgycraaccaggoagbgcaanataagatta
acagtaagetigaboccogoeocieccoghagaggagoctccacoggoogtggagacagtalebocagagggaogtg
gogaaaagogtoogogctcogacagggaagaaactotgotgacgoaaatagacgagscteoctogbacgaggacy
factasagCaagioctooooacoacoogtoocat ogogooCatggoTacoogagtgorgggocagoacacacoog
taacgotggacotgocbocoetogoogacaccragoagaaacctgbgotgecaggocogacogoogttgttgtaa
coogtoctagocgogoghooctgogoogegoegocagoagteogegatogtigoggooogtagocagtaacanct
gooaaAgiacactgaacagoatogigggtetgggggtgcaatooctgaagegoogacgatgottotgaatagota
acgtgtogtatgtgtgtoatgtatgegbecatgtegecgecagaggagetgotgageogoogegegocogetbte
cargatggectaceccbtogatgatgoogoagtggtocttacatgoacat et egggooaggacgoctcggagtacct
gagoocogggobggtgagbtgoocogegooacogagacgbacttoagootgaatascaagt ttagadacocooac
ggtggegoctacgracacgtgaccacagancggtoccagegt ttgaogotgeggt teatcockgtggacogkga
ggatactgoegtactogtacaaggogeggtioacoctagotgtgogtgataacogtgbgotggacatagottocac
gtacttigacatococgoogegbgotggacaggegoectactbtesagoactact cbggeactgootacaargeoot
ggcttc:aagggtgctcﬂnuatc:ttgcgaatgggatgl:gctgctlctgctettgu:atiaanctagaagaaga
ggacgabgacaacgaagacgaagtadacgagoaagotgageageasasaacteacgtabttgggeaggogoetta
LEcbggtataaatatbacasaggagggtakttcaaataggtgtogaaggtcasacacotaaatatgecegataaaac
acttoaaccbgaacchcaaataggagaatcbieagtgotacgasackgaaatbastatgoagetgggagagtook
tasamagactaccecaatgaspscatgttacggttoatatgecaaaacocacaaatgaaaatggaggooaaggeat
tottgtaaagoaacaaaatggasagotagasaghcaaghggasatgoaattbt ok caackackgaggegacoge
aggcaatggbgataactigactackaaagtggtattgtacagbgaagatgtagatatagaaacoccagacactea
tattbcktacatgoocactattaaggaaggtasctoacgagaactaataggocaacastebatacocaacagged
taatbtacatboototbagggacaabttbatbeggtetaatgtattacaacagracgggtaatatgggtgttotgge
gagcoaagcatogoagtbgaakgobgbtgtagatt tgoaagacaganacacagagottboataccagotbttgok
tgattcoatbggtgatagaaccaggtacttitetabgbggaat caggorgttgacagotatgatcoagatgibag
aattattgasastcatggaasckgasgatgaacttocasattactgeotttocactoggaggtgtgattaatacaga
gacteottaceaaggtaaaacctaaaacagobcaggasaatggatgegaasaagatgetacagantttbtcagatans
amatgasataagagttogasakastttbgooakggaaatcaatctasatgocaacotgtogagaaattooctgta
cbocaacatagegotgtatbtgoocogacaagetaaagtacagicobtocaangbananattbebgataanccaan
caccbacgastacatgaacaagogagtggtagetocegggttagtggactgetacattaacctbggagecacgetg
gtooottgactatatggacaacgtoaaccoatttaacracoacegoaatgetggestgegotancget caakgtk
octoggoaatogtegotatgtgrooctiocacatocaggbgectcagaagttotttgooattaaaaacctoctbok
cobgoogggotcatacacctacgagtggaact teaggaaggacgttascatggktotgoagagotooctaggaas
tgacctaaggottgacogagocageatbaagtibgatageatttgoctitacgocaccttettocomatggoosa
caacacogootocacgcbtgagyccatgottagaaacgacaccaacgacoagtectttaacgactatcbateage
cgocaacatgototacootatacoccgooaacgotaccaacgtgooocatatocatooccbooograactgggogoo
tttcogoggotaggoctieacgrocottangactanggaaacoccat cactyggctogggrtacgacoettabba
cacctactotggebobabaccctacobagatggaaccb tttacectoaannacaccEt caagaaggtggooaktan
ckttgactottotgtoagotogectggraatgacegectgottaccoecaacgagt tbgaaattaagcgotoagt
tgacggggagogttacaacgbtgoccagtgtascatgaccanagastggttoctggtacanatgotagotaacta
caacattggotacoagggettetatatoccagagagetacaaggacogeatgtactecttotttagaaacttoca
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goocoatgagecgtoagatggtyggatgatactasatacaaggactaccaacaggigggeatoctacaccaacacas
tnactctggatttgttggcta:c:tgccccnn:catq:g:gaaggicaggcctn:::tgc:aactt:c:::nttt
gcttutuggﬂaaglccgcagntgatag:attacccagn:alagtEtctttgcgitcgtnﬂrtfltaﬂﬂﬂﬂitccc
at:ctn:ag:nuctLtltgtc:utggg:gcant:acaganctgggccananﬁtttﬂtctBcg=¢1=ctccgc:ca
:g:gctagac:tga:tthbgaggtggutcccatggnngagt::acccttcttt:tgttttgtttgaagtctttga
cgtggt::gtgtgcaccgg::g:a:cgcggtgtcatcgaaaccgtgta:ctgcgﬂaﬂgﬂccttttcgg:cggcai
tgcnﬂuaacatnuagaagcaagcaacat:ai:-nnﬁgttgtﬂgGcatgggctc:ngtgagtﬂagaactgillgnﬂ
a:tgtcaaugatcttggttgtgggcta:attttttgggcacctatgutaagcgccttccaggntttgtttctcca
cucaagctcgnctchccatagtcaatacggc:ggtcgcgaguctgggggcgtn:nttggatggcctttgnctgg
aaccogoAckoRaadacatgotacctotbigagocctt tggcttttotgaccagogactoaagraggtbtaccag
tttoagtacgagtcactoctgogoogtagegocattgettctiooooogacogotgtataacgetggaaaagtcc
ut:caaagcgtacagggg::cuactcggﬂcgcctgtgglctattctgctgcatgtttntncacgtttttgccaac
togoococcaaactoccatggatcacaaccocacoatgaaccttattacoggggtacecaactocatgotoaacagt
ccccaggt;cng:::aecccgcgtcgciacc;ggln:ng:tctacagcttcctgglg:gcta:tﬂg::ct&ﬂttc
ng:ug:cacagtgcgc;gat:.ggngcg::ncttctttttgtcacttgaua&n:atgtaanaatiitgtlctngn
gacactttcaatasaggesaatgettttatttgtacactotegggtgatatttacccocaccotigoogtetyge
googbttassaatoasaggggttotgoogegeatogotatgogocac tggragggacacgttgegatactggtgt
ttagtgotcoacttaasactcaggoacaaccatoccgoogragetoggtgaagtitioactocacaggoigogeace
atcaccaacgogtttagoaggtogggogocgatatebtgaagbogoagt tgayaectoogoocigogogogogag
ttgogatacacagggttgcagoactogaacactatcagogocgggtogtgoacgotggocagoacgetotigiog
gagatcagatccg:gt:cnggt:ttt:gﬂgtEgctcaggg:gaucggngt:aaﬂtttggcagutg:nttc:cana
ungggtgﬂgtgnﬂcaggctttg:gttgcact:gcac:gtagtggﬂ;tcﬂaaﬂggbgn:cgtgt:ﬂggtctgggcg
rtaggatacagogoctgoataaaagocttgatotgetbasaagooacctgageettigegocb toagagaagaas
ntgﬂcgcaaga:ttg:agg:=a:=tg:ttgg::gga:nggccgcgtngtgcacgnaﬁcacﬂttgcgtcggtgttg
gagatctgoadoacaktkteggececaccggtbtottcacgatcbiggocttgotagactgotortboagoqgogege
tgcc:gttttcgctqgt:acatcnatttaaatcacgtgctc:ttatttntcatnnEgtttﬂcgtgtagacl:tta
agttcg:ttL:ga:ctcagtgcagcggtgEag:ﬂa:ua:jﬁjﬂ&gﬂcﬂgtgggﬂtﬂgtgntgtltgtBgﬂbcﬂﬂc
toctgoaaacgactgoaggtasgectgeaggaatogocccatcatocgtocacasaggbettgttgctggigaaggte
ng:tgcaaccngcggbgctcﬂtcgttcngt:uggtcttgfutucggﬂcgﬂc-gagnt:c:n:ttggtcaggﬂagt
agtttgaagtt:gcdtttagut:gEtatccn:gtggta::tgt::ntcagcgcgcgcgcag:ntn:utgc:utt¢
Lc:aang:agacacgat:ggcacactcng:ggﬁtt:at:ucﬂgtiatttci:ttt:ngutttg:tgggctctt:c
tcttcctcttgcgtt:g:ataccucgcgu:;ctgggt:gtctttut::ugc:gccgcactgtgugcttaﬂ:t:tt
ttgtt&tgﬂttgattagcac:ggtgggttg:tguan:c:acnatttgtagcgcclcatntt:t:thtcttcctcg
ctgtccacgattacototggtgatggeggoogoctogogottgggagaagggogotbetttttettottgggoga
ﬂtggd:aﬂatccg:cg:cglggt:gnngcngcgggntgggtgtgugcggnn:nagtg:gtcttgtgatgngt:t
toctogtockeggactogatacgeogectoatoogot tEEEEggeagCgoCoggggaggcggcgrgacgaggac
gogoacgacacgtootoccatggttgggggacgtogogocgraccgogtocgoga begagagtagt ttoegegetge
bEcoctobtogocgactgoooatttocttotectataggeagaasaagatcatggagtcagtcgagasagaaggacags
chtaaccgecoocbotgagktegecacsacogoot ocancgatgosgocaacgogactascacotbococogtogay
goaccoocgck tgaggaggaggaagtgat tatogagecaggacocaggtt ttgtaagogaagacgacgaggaccgo
toagtaccaacagaggatasaasgoaagactagdacaacycagaggrasacgaggascaagtooigogaagagac
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gaaaggqitgg:gattacctagatgtggg:gacg::gtg:tgttgaagcatEtgﬂagngccigtgﬁgc¢ittnt¢
tgaga:gcgttgcaag:g:gcugtgatgtgcncctngc:atagcﬁgatgtcagccttgattncgantgccaccta
ttgtcac:g:gcgtucccucc;aacg:naagaaan:ggcacatgng:g:ccaﬂtt:gcgcntcaacttctltttﬂ
gta:Lnggﬂg;ggcagagg:gactgggacct;tcacatctttthc:aaanctgcilgatncncttattﬂtgﬁﬂgt
gcuauctgcagccgag:ggacnagcugctggccttgcggeagggcg:tgtc&tacctgntatcgcctcgctculc
gaagtgc:anaaatttLtgagggtcttggl:g:glﬂgugnagcgcgcggcia;cg:tctgcuncuggauaacagc
gaanabgaaagtcactccgg:gtgttggtggaactcgagggtgacanngbgcgcctagccgtactaaalcgtagt
atogaggtoacceastbtgootacooggoack taacetacoccoraagatcatgagoacagtcatgagtoagety
lt:gtgcgccg:gcgc:gnctutggagagggatgcaaatttgnnagnata&aﬂﬂg&ggagggcctacccg:ugtt
ggogacgagoagetagegcgctggottocaaacgegogagectgecgact togaggagogacgoasactaatgacg
g:cgcagtg:tcgttn::gtggag:Etgigtg¢atgnngcggttttttgctgacccggag:tg:agcgtaagcta
gaggnua:a:ngactacacgttt:ga:ngggttacgtacgccaggcctgcangatstntuﬂtgtggig:tctg:
aaccbogtotoctacctbggaatbttgeacgamaacogoctbgagoasancgtgettoaticoacgotoaagqas
gaggcgogoogogactacatcogegactgogt ttacttatttotatgotacacctggtagacggecatgagegtt
tggcagoagtgottggaggagtgraacctoaaggagetgoagasactgctasagrasaact tgaaggacctatgy
ucggﬂn:tcaaugagngnt:ngtgg:ug:gca::tggcggacatg:tttt:cc:g&hﬂg:ﬂtgcttaaaacﬂctg
caacagggtotgocagacktoaccagbcasagoatgttgoagaastitaggaactttatootagagogokoagya
atcktgoccgocacctgotgtgoactbectagogact ttghgecoattaagtacogogaatgocctocgeogeit
tggggocactgotaccttotgoagotagooaactacotbgoctaccactotgacataatggaagacgtgageagt
gacggtctactggagtgteactgtegetgoaacctatgoaccoogtacegetescbggittgoaattogeagoty
:ttaa:guaagtcaaattatgggt;gctttgagttgcagygtccctcgcctgacgaaaugtccgcggctcngggg
ttgaaactcactooggggetgtggacgroggottaccttograsatttgtaccigaggactaccacgoooacgay
attaggktotacgaagaccaatooogooogecasatgoggagettacegootgogtoattacccagggocacats
cttggccaatbgraagecatcaacaaagocogoraagagt ticbgotacgaaagggacggggggtthact bggac
cuccagtncggcgqgg-gctcaucc:uutccccccgccgc:gc:gccntatﬂﬂgﬂag:&gﬂ:gtggge:cttgct
tcoccaggatggoacccaaadagaagetgcagotgoogocgocaccoacggacgaggaggaatactgggacagtea
ggcagaggaggtttbggacgaggaggadgaggacatgatggaagackgggagagoctagacgaggaagottocga
ggtcgaagaggtgtoagacgaaacaccgtoaccotoggtograttoocotogooggegocciaganatogacans
coggttocagoatggotacaacchecgocbootoaggogoogacggoactgocegttogosgaccoaacoghagaty
ggacaccactggaaccagogoogotaagtotaagoageogoogocgttagoccaagagcaacaacagogooaagg
ctacogotoatggogogggacasgaacgoratagbtgottgettgeaagactgtgggggcaacatotecttoge
ccg:cgc:L:ﬂtcgtctag:at:a:ggcgtggccttcncccgt;lnltc:tgcuttactaccgtcatctcticig
cooatactgoacoogoggcagoggoagogaragtaatagiagogyccatacagaagranaggogaccogatagoa
agachctgacaaagcgqangunutccacngcggcggclgcagulgglggaggagﬂg:bgcgtctggcgcﬂcaacg
aa:cngta:egac::gﬂgagcttagauacaggatbtttc::actctgt;bgctltntttruﬂtlgngcugggﬂ:c
aagaacaagagotgaasatassaaacaggtctctgogatooctcacoogoagotgooctotat cacaaaagegaag
nt:aguttcgg:gcacggtggungacgcggaggctctcttcagtaaata:tgtgcgttgact:htuagguct&gt
ttegegeeektboteasatttaagogogasactacgtoatctesagoggecacaccoggogeoagoacctgtoy
toagogooattatgagoaaggaaattoormacgoeotacatgtggagt tancagocacaaatgggacttgoggotg
gagetgooccaagactactcaaccogaataaactacatgagogogggaccoracatgatatcoogggtoaacggas
t:ggnguccuq;g;;uccguattctcttgg&a:aggnggutnttaE:n:EﬂcuﬂtEﬂgtllt!ﬂﬁcttaltﬂﬂﬂE
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gtagktaggocegebgocctggtgtaccaggaaagtocogotedcaccactgbggtactbococtagagacgccoagy
cogaagttoagatgactaactoaggaacgoagottgogogogactttogtecacagggtgeggteagcccaagoaqay
gtataactcacctgacaatcagagggocgaggtattoagetoaacacgagtoggtgagotectogobtgatetes
gteocggacgggacatibcagatogoogoogooggoogbocktoattcacgectogt gaggjcaatcctaactetge
agacctogtoctotgagoogogekotggaggeatiggaactotgoaatttat tgaggagk tegtgocateggtot
;cttt.;c:cc:tctcgggacctcccggcc;ct:t:tggutcuatttﬂttcﬂtaﬂGhttgacgﬁggtﬂlﬂgﬁﬁtt
cggcggacggctacgactgaatgttaagtggagaggcagagcaactgegectgaaacacctggtocactgtogoe
gocacaagtgebttgocogogactoocggtgagttitgoctact tbgaattgocogaggatoeatatogaggyooogd
cgcacggcgcccggct:l::gtc:ﬂgggagagcthgcccgtagcctglttcgggagtttaccﬂagcgccccctgc
tagttgagegagaraggagacootgtgttotcactgtgatt tgoaactgtectaacct tggattacatcaagate
cootagtbataactagagtacccggggatcttatbooctttaactantaaaasassataatanageoaboactoan
Ltasaabcagttagoaaatttoctgtocagtitattsageagoaccbocttgoootoctoccagotatgagtatege
agottocteckggetgeaaactbtobocacaatotasatggaatghcagt tteatoctgtioctgbccatoogoa
gecactatebtcatgttgtigoagatgasgegegcaagacegtoctgaagataccttcaaccoogtgtabscatat
gacacggasacogatocbocaactotgootbttottactoctcoctttgratcoococaatgagttbcaagagagts
cococtggogtactetottegegactatcegaacckcbagttacobooaatggoatgottgogotcaanatgege
Bacggectctototggacoaggooggoaacottacctocraaaatgtaaccackgtgagoocacctotoaaaaaa
accaagtcaaacatasacetggasatatobgoaccccticacagttacctoagaagooctaactgtggotgoages
geasctctaatggtogogggoaacacactocactatgoastoacaggocccgetaaccgtgeacgactocoaaackt
agoattgocacscaaggaccoctcacagtgtcagaaggaaagctageoctgoasacat caggacosdboacoacs
accgatagcagtaccottactatoackgect facoeacbcbapctactgocactggtagotbgggcattgacteg
assgageccattatacacasaatggaanactagiactaaagtacggggotoctibtgoaktgbaactagacgaccta
aacactitgacogtagraactggtoccaggbigtgactattaataatacttccbbgraaactaaagttactggages
ctgagbtttgatteacaaggoaatatgraacttaatatagoaggaggactaaggattgat tobcaaaacads ogn
cttatacttgatgkbtagttatacgbtbgakgcbepaaaccractaaatotaagactaggacagggooctoteiet
abapactcagcocatancttggatattaactacaacaaaggockttactbgtbtacagott caaacaatoooaan
asgottgaggtbaasceaageactgocaaggogtgatgbttgacgotacagooatagocat taat goaggagak
ggoctbgaabtbggttcacctaatgoaccasacacaaatoccccbcaaaacaananttgoocatggoctagaakte
gattcasacaaggcbatagitoctasactaggaactgyccttagttttgacagoacaggtgocattacagtaggs
aacasaaataataataagctasctetgbggaccacaccagetocatetectaactgtagactaaatgoagagaas
gakgotasackeactttgghetbaacaaaatgtggcagtoasatacttgotacagbttoagteteggotgttasas
ggoagbtbggotocaatatotggaacagttcaaagbgotcatettattataagatttogacgaaaatggagkgeta
ctasscaattccttooctggacooagaatattogaactbtagasatggagatottackgaaggcacagcotataca
aacgotgtbtggatttatgoctaasckatoagotbtabassanaat ek cacggtaaaactgocaaaagtaacatbgbe
agbcaagtitacttaaacggagacaaaactaaaccEgbaacactaaccattacactasacggtacacagasaca
gyagacacaactocaagtgoatAcCtotatgroattEtcatgggactggtcbggocacaactacattaatgaaatka
ttegocacatoctotbacactttbtcatacattgoococaagaatasagaategtibgege tabgettcaacgbgtt
babbttbcaatbgoaganaatttocaagteatbtttcat toagtagtatagooooaccaccacatagotbatacag
atcaccgtaccttaatcasasteacagaascotagtatteaasckgocacsbesotoscaacacacagagtacac
agceotttotococggotggocttaasaagoatcatatcatgggtaacagacatatcoctaggbgttatatbcea
cacggtttectgtogageoanacgctocatcagbgatatbaataanctooocegggoageotoacttaagtooakges
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goetgboccagobgotgagecacaggetgotgtocaactigeggttget taacgggoggogaaggagasgtocacge
ctacabtgggggtagagteatastegigoatcaggatagggeggtagtgctgeageagogegogaatadactootyg
cogoogocgetcegtoctgoaggaatacaacatggeagkggtetoctcagegaktgat togoacogoocgoagoat
aaggogectEgtccboccgggcacagoagogoacootga ke tcacttaaatocagcacagtaas tgcagcacagta-:
cacaatattgttocaaaatcoccacagigoaaggogototatccaaagobocatgooggggaccacagaacccacyty
goeatoataccacaagogoaggtagattaagtggogaccoctoataaacacgobggacatasacattacctobbt
tggeabgtigtaakboaccacctocoggtaccatataaaccbotgattasacakbggogccakocaccaccatoct
aaaccagebggecaasaccEgoacgoaggetatacackgoagguaaccgggactggaacaakgacagtggagage
cocaggactogbaaccatggateatoatgotegtoatgatatesatgbtggoacaacasaggeadacgtgoataca
cttoctocaggattacaagoiootocogogtiagaaccataboocagggaacaacocattoo bgaakcagogtaaa
toccacactgragggaagacctogoacgtaactcacgtbgtgeattgboaaagtgbtacatbogggoagoagogg
atgatoctooagtatgotagogogggtttetgoctoanaaggaggtagacgatooctactgtacogagtgogocy
agacaaccgagategtgitggtogtagbgtcatgocaaatggaacgcoggacgtagboatattboctgaagcaaa
aceaggtgogggegtgacanacagatebgegteteoggtetegaogok tagategebotgtgtagtagttgtagt
atatceactototeasagoatocaggogoccoctggetbogogt btekatgtaaack oot tcatgegoegotanee
tgataacabcocaccaccooagaataagocacacooagoraacctacasattogttotgogagtoacacacoogag
gagogggaagagotggaagaaccatghttbttttbttattocaasagattatccaaaacctoaaaakgaagatot
attaagtgaacgogotococtoogyuggogtggtcasactotacagecasagaacagataatggeatttgtaaga
tgttgoacaatgoottocaaanggoanacggccckcacgtoocaagtggacgtanagqgotaaacackbcagggtga
atckcectcbtataaacatteccagoaccibcaacocatgoooasataatboctoatotogoraccttotocaatatatct
ctaagcaaabococcgaatattaagbocoggoocattgbasaaatctgoteccagagogecctocacohtcagootcaan
cagegaatcatgattgraaaaattcaggbboctcacagacctigiataagattcaanagooggaacattaacaaaaa
tacocgogatooogtaggtoccbtogoagggocagoigaacakaakegtgoaggtcbgoacggaccagcgoggoca
cttococgocaggaacottgacasaagascccacactgattatgacacgoatactoggagebatgcbaaccageg
Lagecccgabgbaagebttgtbgeatgggoeggegatataaaatgraaggtgetgebtcasaaaasl caggoaaagas
tegogoaaaaaagaaagcacak ngtlgl:cntgl:l; :.tg:a.gll:aaa.ggc.]ggta;g:t-e:ngg-anl::accl.-:'agaa
aaa.gqcal:l:attt1;l;l:tctI:anacal:.gl:i:tgDgggtttctgmtalacaﬂaaaatanaa.tna Calaaaaacattt
aidacattagaagoctgbottacaacayyasaaacaacoctoatasgecataagacggactacgyocabgooggegt
gaccgtadasaaactggtocaccgbgattasdaagoasoaccgacagetoctaggtcatgtocggaghcataatgt
aagackcggtaaacacatcaggtbgatkealcggbeagtgetaaasagogaccgiastagooogggggaatacat
accogoaggegtagagacaacat bacagoccocaktaggagotataacaaaattaataggagagaaaaacanataa
acacctgasaascoctoctgoctaggoaaaatageaccotcoogotcoagaacaacatacagegetbcacagogg
cagootaacagboagecttacocagbaaaaaagaaaacctattadaadaacaccactogacacggoace agctoaa
toagtcacagtgtaaaaaagggocaagtgoagagogagtatatataggactasaaaatgacgtaacggttaaagt
CCACAASAAACACCCAgAAAACCOCACHCgaACCciACgOCCAgARACRARAgCCARRRAACCCACAACCECCtCA
aastegkeactbosgttbboocacgttacgtaactboocattttaagananctacaak teaoaacacatacaagte
actcogooctaaaaccbacgtoaccogoccogttcocacgooccogogocacgtocacaaactocacccectoatta
Cocatattggeottcaatocasaataagoratattattgatgatnnonnttaattaa
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=210 &
<211
=212= DA
=213= LR35
=400 &

atgaacaaactgtatatoggaaacotcagogagascgoogoocectoggacctagaaagtatetbeasggacgos
aagatoccogtotogggacoottootggtgaagactggotacgegtiootggackgoocoogacgagagebgggoe
ctcaaggocatogaggogobttocaggtaaaatagaacktgoacgggaaaccoatagaagtbgagoactoggbcooa
aaaaggoaaaggattoggaaacticagatacgaaatatooogectocatttacagtgggaggtgotggatagttta
ctagtecagtatggagtggtggagagctgtgagoaagtgaacactgactocggasactgcagbtglaaatgtaacc
EatkcragtaaggeccasgriagacraageactagacasackgaatgyattEecagktagagastceaccEEgana
gtagoctatatcoctgatgaaacggoogoccageaasaceoctigoagoagococogaggtogocggaggeetggg
cagaggggctestcaaggoaggoototocaggatoogbatccaagoagaaaceabgtgattigestoctgogeektg
ctogttooccacccaatttgttggagocatcataggaaaagaaggtgoccaccaticggaacatcaccaadcagans
cagtctaaantogatgeccacogtaaagaaaatgoggggooctgoctgagaagtegattactakectieckatacteot
gaaggracetetgeggckbgtaagtotattebggagat batgeaktaaggaagoteasgatataaaab b sacagas
gagatcooctbgaagattttagcteataataactitgbbggacgbottattggtaaagaaggaagaaatcttaasa
adaattgagoadgarsacagacactaasatcacgatatcbocattgoaggaattoacgobgtataatoocagaacgs
actattacagttaaaggoaatgttgagacatgtgooaaagobgaggaggagatcatgaagaaaatcagggagtot
catgasastgatatbgekbatatgaatetbcaageacatttastboctggatbaaabctgaacgectEgggtaty
Etcccacoeac tteagggatgocaccteccaccteagggocooctbcagecatgactectccctaccegeagte
gagcaatcagafacggagactgbtcatetgtbtakoccagetetatoagteggtgocatcatoggoaagcagego
cagoacatcaagoagotttotogorttgotggagoktocaattaagattgototagoggaagoaccagatgotaaa
gtgaggatggtgattatcactggacoaccagagactoagttoasogotcagogaagaatttatogaaaaattaaa
gaagaaaactttgttagtocotaaagaagaggbtgaaactbgaagotcatatcagagtgeocatectitgotgebgge
agagttakbggaaaaggaggeassacgyegasktgaactbcagaakcbgbcaagtgoagaagtegttacocctegh
gacCcagacacchgatgagaatgacchagtgat bgtcaaaataactggtcactiatatgoctbgocaggtbgoocag
agaaaaattcaggaaattobgactoaggtaiagoagoacoaaciacajaasgototgoaaagtogaccacctoag

tcaagacggaagtaa

<210=7
<211= 70
<212> prot
<213= L5238
<400 T

Met Apn Lys Leu Tyr Ile Gly Asn Leu Ser Glu Asan Ala Ala Pro Ser
& i 15

hAsp Lew Glu Ser Ile Phe Lye Aep Ala Lys Ile Pro Val Ser Gly Pro
20 25 0

Fhe Leu Val Lys Thr Gly Tyr Ala Phe Val Asp Cys Pro Asp Glu Ser
15 20 45

Trp Ala Leu Lys Ala Ile Glu Ala Leuw Ser Gly Lys Ile Glu Leu Hig
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Leu
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Lya

Glu
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dln

Ero
Ala
Thr

225

Flu

Gly

Rap
30k

Aan

Ran

S0

LyE

Lys

AR

130

Gln

Gily

Cya

Ile

210

Gin

Lys

Live

Asp

ago

Bro

L&

Ser

Thr

115

cln

Fhe

Asn

Sar

nEp

138

Ile

GRE

Ber

Ser

dlu

275

Leu

hsp

Pro

Ala

Ile
355

Ile
Gln
L
104
AED
Ala
Thr
Pra
Ear
130
Lisw
31y
Live
Ilm
Ile
60
3lu
Ilm
The
Glu
Elu
344

Ala

hla

Glu

Ile

a5

Lau

Ser

REQ

Lie=a

Le=u

1E&5

Pro

Lya

Ile

Thr

245

Ly

Ile=

Ely

Lys

Arg

325

Flu

Ser

Val
T

hrg

Val

Flu

aln

Liy=

150

Gln

Gln

Lau

Glu

Aap

230

Ilm

Glu

Fro

Lys

Ile

314

Thx

Glu

Mat

ey
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35

GElu

Gln

Thr

Ala

135

Yal

dln

Gly

hrg

Elw

215

wval

Lot

Il

Liew

GElu

295

Thr

Ile

Lle

Liau
195

His

Ala

120

Len

Ala

Pro

Bar

Leau

200

Rla

Hia

Epr

Met

Lys
280
Gly
Ilm
Thr
Mtz
L

3gd

Phi

Sar
Pro
Gly
105

Val

hap

Pra
135
Law

Thr

Thr
His
285

Ile

ser

Tal

345

Glo

Pro

54

Val
Pro
Q0

Val

Val

Ile
aly
170
Gly
Val
Ila
Lys
25 =]
250

Lys

Lisa

Lys
530

Ly®

Pra

75
His
val
A
Li=u
Bro
155
hrg
Zer
Pro
Arg
Gl
235
dlu

i31lu

hla

3158

Gy

Ila

Hisz

Thr

i

Lys

Glu

val

AEn

14

hep

Arg

Val

Thr

Aan

220

AEN

aly

Ala

His

Lya

ipa

3ln

AR

Se=r
2B

Arg
dln
Ber
Thr
125
a1y
3lu
Gly
Sar
Gln
205

Ila

Ala

Gln

hEn
285

Lye
Glu
Val
Glu
Ila

365

Gly

Gln

Trp

Oys

110

EBhe

Thr

Lz

Livs

180

Phe

Thr

aly

Her

<70

Ile

L&

Ela

Ser

35Q

Pro

Met

Glua

55
(= NRTY
Ser
Eln
Ala
Glv
1758
Glo
Tal
Lys
Ala
Ala

255

Ile

Glu

Thr

Thr

335

Gly

Pro

Il=

ao

Val

Gln

Ser

Leu

Ala

180

Gln

LyR

aly

Gln

Ala

240

Ala

Liye=

Wal

L

el

Elu

Fro
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Pro Thr Ser 3ly Pra Fro Ser Ala Het Thr Pro Fro Tyr Pro Gln Fhe
85 330 345 400

Glu Gln Ser dlu Thr Glu Thr ¥Yal His Leu BPhe Ile Pro Ala Leu Ser
405 410 415

Wal Gly Ala Ile Ile Gly Lys Gln Gly Gln Hie Ile Lys Gln Leu Ser
420 425 430

Arg Fhe Ala Gly Rla Ser Ile Lyes Ile Ala Pro Ales Glu Ala Pro ASp
435 dd 0 445

mla Lys Val hrg Met Wal Ile Ile Thr Gly Pro Pro Glu Ala Gln Fhe
450 455 460

Lys Ala Gln Gly Arg Ile Tyr Gly Lys Ile Lys Glu 3lu Asn Phe Val
455 470 475 480

Ser Pro Lys Glu Glu val Liys Leu Glu Ala His Ile Arg Wal Pro Ser
4H5 490 495

Fhe Ala Ala Gly Arg Val Ile 2ly Lys Gly &ly Lys Thr WVal Asn Glu
SO0 505 510

Len 2ln Asn Leu Ser Ser Ala Glu Val val val Pro Arg Asp Gln Thr
515 E20 525

PFro Asp @lu Asn ARsp Gln wval Yal WVal Lys Ile Thr Gly His Fhe Tyr
50 538 540

&la Cys Gln val Ala Gln Arg Lys Ile Glm Glu Ile Leu Thr Gln Val
545 550 555 560

Lya Gln His Gln Gln @ln Lys Ala Leu Gln Ser Glvy Pro Pro Gla Ser
=1 570 575

Arg Arg Lya
=210 &
=211=

<212 prat

=213= LEZAS p1321
=400= &

Ala Ala Pro Ser Asp Leu 3lu Ser Lle
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REIVINDICACIONES

Un vector de expresion, comprendiendo dicho vector un casete de expresion que comprende desde 5' a 3' los
siguientes elementos: una secuencia promotora de citomegalovirus (CMV), una secuencia potenciadora de CMV,
una secuencia de intrén A del gen temprano inmediato principal de CMV, una secuencia de acido nucleico
heterélogo y un sitio de poliadenilacién, en el que el promotor esta unido de forma operatible a la secuencia de
acido nucleico heterdlogo, y en el que el casete se expresion comprende los nucleétidos 1-1653 de la
secuencia expuesta en SEC ID N°: 3.

El vector de expresiéon de la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico heterdlogo codifica un
antigeno canceroso.

El vector de expresion de la reivindicacion 1, en el que el casete de expresion comprende la secuencia
expuesta en SEC ID N°: 3.

El vector de expresion de la reivindicacion 2, en el que el antigeno canceroso esta codificado por la
secuencia de nucleétidos expuesta en SEC ID N°: 6.

Una célula huésped que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 1.
Una célula huésped que comprende el vector de expresion de la reivindicacién 3.

La célula huésped de la reivindicacion 5, en la que la célula huésped se selecciona del grupo que
consiste en E. coli y células de mamiferos.

La célula huésped de la reivindicacion 6, en la que la célula huésped se selecciona del grupo que
consiste en E. coli y células de mamiferos.

Una composiciéon que comprende un vector de expresidon como se expone en la reivindicacion 1.

Un procedimiento para expresar una secuencia de acido nucleico heterélogo, comprendiendo el
procedimiento cultivar una célula huésped que comprende un vector de expresion, comprendiendo dicho vector
un casete de expresion que comprende desde 5' a 3' los siguientes elementos: una secuencia promotora de
CMV, una secuencia potenciadora de CMV, una secuencia de intron A del gen temprano inmediato principal de
CMV, una secuencia de acido nucleico heterdélogo y un sitio de poliadenilacion, en el que el promotor esta unido
de forma operable a la secuencia de acido nucleico heterdlogo, y en el que el casete se expresion comprende
los nucledtidos 1-1653 de la secuencia expuesta en SEC ID N°: 3.

El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el acido nucleico heterélogo codifica un antigeno
canceroso.

El procedimiento de la reivindicacién 10, en el que el casete de expresion comprende la secuencia
expuesta en SEC ID N°: 3.

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

El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el antigeno canceroso esta codificado por la secuencia
de nucledtidos expuesta en SEC ID N°: 6.

La composicion segun la reivindicacion 9 para desencadenar una respuesta inmunitaria, en la que la
respuesta inmunitaria esta dirigida contra un polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico
heterdlogo.

La composicién de la reivindicacion 15, en la que la composicion se administra multiples veces.

El uso de una composiciéon segun la reivindicacion 9 en la fabricacién de un medicamento para
desencadenar una respuesta inmunitaria dirigida contra un polipéptido codificado por la secuencia de acido
nucleico heterdlogo.

Un casete de expresion que comprende los nucleétidos 1-1653 de la secuencia expuesta en SEC ID
N°: 3.

Un vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico heterélogo que se ha
insertado en un casete de expresion segun la reivindicacion 18, en el que un promotor del casete de expresion
esta unido de forma operable a la secuencia de acido nucleico heterélogo.
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20. Un procedimiento para producir un vector de expresion para la expresion de una secuencia de acido
nucleico heterélogo, que comprende insertar una secuencia de ADN que codifica un polipéptido en un vector de
expresion recombinante que comprende los nucledtidos 1-1653 se la secuencia expuesta en SEC ID N°: 3.

21. Un procedimiento segun la reivindicacion 20, en el que la secuencia de ADN codifica un antigeno
canceroso.
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