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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para la deteccion, diagnéstico y terapia de neoplasias hematolégicas

1. Antecedentes de la invencién

1.1 Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general a los campos de diagndstico y terapia de cancer. Mas particularmente,
se refiere al descubrimiento sorprendente de composiciones y procedimientos para la deteccién e inmunoterapia de
neoplasias hematoldgicas y particularmente leucemias de linfocitos B y linfomas y mielomas mudltiples. La invencion
proporciona nuevos procedimientos eficaces, composiciones y kits para inducir respuesta inmune y de linfocitos T a
polipéptidos antigénicos y fragmentos peptidicos antigénicos aislados de los mismos y procedimientos para el uso
de tales composiciones para diagnéstico, deteccion, tratamiento, control y/o prevencién de diversos tipos de
neoplasias hematoldgicas humanos. En patrticular, la invencién proporciona compuestos polipeptidicos, peptidicos,
de anticuerpos, de fragmentos de union a antigenos, de hibridomas, de células huésped, de vectores y
polinucleotidicos y composiciones para su uso en la identificacién y diferenciacion entre diversos tipos de neoplasias
hematolégicas y procedimientos para la deteccién, diagnéstico, prondstico, control y terapia de tales afecciones en
un animal afectado.

1.2 Descripcion de técnica relacionada

1.2.1 Neoplasias hematoldgicas

Las neoplasias hematolégicas, tales como leucemias y linfomas, son afecciones caracterizadas por crecimiento y
maduracion andmalas de células hematopoyéticas. Las leucemias son generalmente trastornos neoplasicos de
células madre hematopoyéticas e incluyen leucemia mieloide aguda, pediatrica y adulta (AML), leucemia mieloide
cronica (CML), leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia linfocitica crénica (CLL) y leucemia secundaria. Entre los
linfomas, hay dos grupos diferenciados: linfoma no de Hodgkin (NHL) y enfermedad de Hodgkin. Los NHL son el
resultado de una expansion clonal de linfocitos B o T, pero la patogenia molecular de la enfermedad de Hodgkin,
incluyendo la derivacion del linaje y clonalidad, sigue siendo desconocida. Otras neoplasias hematolégicas incluyen
sindromes mielodisplasicos (MDS), sindromes mieoloproliferativos (MPS) y mieloma mudltiple. Las neoplasias
hematoldgicas son generalmente trastornos graves, que dan como resultado una diversidad de sintomas incluyendo
insuficiencia de la médula 6sea e insuficiencia de érganos.

Los NHL son la sexta causa mas habitual de muertes relacionadas con cancer en los Estados Unidos. Sélo los
canceres de prostata, mama, pulmén, colorrectal y de vejiga exceden actualmente al linfoma en la incidencia anual.
En 1995, se diagnosticaron mas de 45.000 nuevos NHL y mas de 21.000 pacientes murieron de estas
enfermedades. La edad media de los pacientes con linfoma es relativamente joven (42 afios) y el nimero de afios
de vida perdidos resultantes por estas enfermedades hace a los NHL el cuarto en impacto econémico entre los
canceres en los Estados Unidos. En los Ultimos 15 afios, la Sociedad Americana del Cancer indicé un aumento del
50 % en la incidencia de NHL, uno de los mayores aumentos para cualquier grupo de cancer. Mucho de este
aumento se ha atribuido al desarrollo de linfomas en hombres mas jovenes que han adquirido SIDA. Los linfomas
también son la tercera causa mas habitual de tumores malignos en la infancia y suponen aproximadamente el 10 %
de canceres en nifios. La tasa de supervivencia (todas las edades) varia del 73 % (riesgo bajo) al 26 %.

1.3 Deficiencias en la técnica anterior

El tratamiento para muchas neoplasias hematoldgicas incluyendo leucemias y linfomas, sigue siendo dificil y las
terapias existentes no son universalmente eficaces. Aunque los tratamientos que implican inmunoterapia especifica
parecen tener potencial considerable, tales tratamientos se han limitado por el pequefio niumero de antigenos
asociados con tumores malignos conocidos. Ademas la capacidad para detectar tales neoplasias hematolégicas en
sus etapas tempranas puede ser bastante dificil dependiendo de la enfermedad particular. La falta de un ndamero
suficiente de marcadores de diagnoéstico y pronoéstico especificos de las enfermedades y la identificacion de células y
tejidos que pueden verse afectados, ha limitado significativamente el campo de la oncologia

En consecuencia, sigue existiendo una necesidad de la técnica de procedimientos mejorados de deteccion,
exploracion, diagndstico y tratamiento de neoplasias hematoldgicas tales como leucemias y linfomas de linfocitos B y
mielomas miltiples. La presente invencion satisface estas y otras necesidades inherentes en el campo y proporciona
ventajas significativas en la deteccion de células y tipos celulares que expresan uno o mas polipéptidos que se ha
mostrado que se sobreexpresan en uno o mas de tales neoplasias hematoldgicas.

2. Sumario de la invencién

La presente invencion se dirige a la anterior necesidad sentida durante mucho tiempo y otras deficiencias en la
técnica identificando nuevas y eficaces estrategias para la identificacion, deteccién, exploracion, diagnéstico,
pronéstico, profilaxis, terapia e inmunomodulacién de uno o mas tumores hematoldgicos y, en particular, leucemias y
linfomas de linfocitos B y mielomas mudltiples.
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La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento sorprendente e inesperado de que se ha identificado
ahora que ciertos polipéptidos, péptidos, y fragmentos antigénicos derivados de los mismos, humanos no
identificados o previamente desconocidos se sobreexpresan en uno o mas tipos de neoplasias hematolégicas. Los
genes que codifican varios de estos polipéptidos se identifican y obtienen ahora en forma aislada y se han
caracterizado usando una serie de metodologias de biologia molecular incluyendo andlisis de biblioteca de
sustraccion, exploracién de microseries, secuenciacion de polinucleétidos, identificacion y caracterizacion de
péptidos y epitdpica, asi como realizacion de perfiles de expresion y estimulacion de células con gen completo in
vitro. Un conjunto de estos polinucledétidos, y los polipéptidos, péptidos y fragmentos antigénicos que codifican no
estan identificados e implicados en los complejos procesos de aparicién, progresion y/o resultado de enfermedad
maligna hematolégica y, en particular, enfermedades tales como leucemias y linfomas. La presente invencion se
refiere al uso de una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente a un
polipéptido que comprende la secuencia expuesta SEC ID N°: 4 en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de leucemia linfocitica crénica (CLL) o mieloma mdltiple (MM) en un sujeto mamifero.

Los inventores han demostrado adicionalmente que varios de estos polinucleétidos y sus polipéptidos codificados,
asi como anticuerpos, células presentadoras de antigenos, linfocitos T y los fragmentos de union a antigeno
derivados de tales anticuerpos son Utiles en el desarrollo de composiciones y procedimientos particularmente
ventajosos para la deteccion, diagnostico, pronostico, profilaxis y/o terapia de una o mas de estas enfermedades y
particularmente las afecciones que se caracterizan por (a) una expresion aumentada, alterada, elevada o prolongada
de uno o mas polinucleétidos que comprenden al menos una regién de primera secuencia que comprende una
secuencia de acido nucleico como se desvela en una de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-
28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60,62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-
86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118, 6 124 o (b) una actividad biolégica aumentada, alterada,
elevada o prolongada de uno o mas polipéptidos que comprende al menos una primera region de secuencia que
comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-
17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49,51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73,
75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-13, 115-116, 118 6 124 o desvelada en una cualquiera de
SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82,
84, 87,101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121.

La presente invencion también proporciona procedimientos y usos para una o mas de las composiciones peptidicas,
polipeptidicas, de anticuerpos, de fragmentos de unién a antigeno y polinucleotidicas desveladas de la presente
invencion en la generacién de una respuesta inmune o en la generacion de una respuesta a linfocitos T en un animal
y en particular en un mamifero tal como un ser humano. La invencién también proporciona procedimientos y usos
para una 0 mas de estas composiciones en la identificacion deteccion y cuantificacion de composiciones de
neoplasias hematolégicas en muestras clinicas, células aisladas, tejidos completos e incluso individuos afectados.
Las composiciones y procedimientos desvelados en el presente documento también pueden usarse en la
preparacion de uno o mas reactivos de diagndstico, ensayos, medicamentos o0 agentes terapéuticos para
diagndstico y/o terapia de tales enfermedades.

En un primer aspecto, se describe una composicién que comprende al menos un primer péptido o polipéptido
aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 80 %, aproximadamente
81 %, aproximadamente 82 %, aproximadamente 83 %, aproximadamente 84 %, aproximadamente 85 %,
aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %, aproximadamente 89 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %,
aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 %, o aproximadamente 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por una
cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116, 118 6 124 o desvelada en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37,
40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121. Son
secuencias preferidas ejemplares descritas en el presente documento las que comprenden al menos una primera
regién codificante que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 85 %,
aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %, aproximadamente 89 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, o
aproximadamente 94 % idéntica a la secuencia de aminoéacidos codificada por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5,
7,9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62,
64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelada
en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61,
63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121, siendo las secuencias que comprenden al
menos una primera region codificante que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 % o
aproximadamente 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por una cualquiera de SEC ID N°; 1-3, 5,
7,9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62,
64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelada
en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61,
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63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121 ejemplos de secuencias particularmente
preferidas en la practica de la presente invencion. De forma similar, también se describen compuestos peptidicos y
polipeptidicos y composiciones que comprenden, consisten esencialmente en o consisten en la secuencia de
aminoacidos codificada por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9,11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31,
33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100,
102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 o 124 o desvelada en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12,
15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107,
109, 114,117 6 119-121.

De forma similar, también se desvelan en el presente documento composiciones y procedimientos para la deteccion,
diagnostico, pronéstico, profilaxis, tratamiento y terapia de leucemia de linfocitos B, linfoma y mieloma mudltiple. Los
compuestos y composiciones peptidicos y polipeptidicos preferidos ejemplares incluyen, pero sin limitacién, los
compuestos o composiciones peptidicos y polipeptidicos que comprenden al menos un primer péptido o polipéptido
aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 80 %, aproximadamente
81 %, aproximadamente 82 %, aproximadamente 83 %, aproximadamente 84 %, aproximadamente 85 %,
aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %, aproximadamente 89 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %,
aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 %, o aproximadamente 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por una
cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116,118 6 124 o desvelada en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37,
40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121, y las
gue comprenden al menos una primera region codificante que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente 85 %, aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %,
aproximadamente 89 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %,
aproximadamente 93 %, o aproximadamente 94 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por una
cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116, 118 6 124 o desvelada en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37,
40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121 e incluso
las secuencias que comprenden al menos una primera region codificante que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 % o aproximadamente 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por una
cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116, 118 6 124 o desvelada en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37,
40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121.

Los péptidos ejemplares desvelados en el presente documento pueden ser de cualquier longitud adecuada,
dependiendo de la aplicacion particular del mismo y abarcan los péptidos que son de aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30,
aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55,
aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80,
aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 95 o aproximadamente 100 aminoéacidos de longitud.
Por supuesto, los péptidos también pueden abarcar cualquier longitud intermedia o nimeros enteros dentro de los
intervalos indicados.

Los polipéptidos y proteinas ejemplares desvelados en el presente documento pueden ser de cualquier longitud
adecuada, dependiendo de la aplicacion particular de los mismos y abarcan los polipéptidos y proteinas que son de
aproximadamente 100, aproximadamente 150, aproximadamente 200, aproximadamente 250, aproximadamente
300, aproximadamente 350 o aproximadamente 400 aminoacidos de longitud. Por supuesto, los polipéptidos y
proteinas de la invencion pueden abarcar también cualquier longitud intermedia o nimeros enteros dentro de los
intervalos indicados.

Los péptidos, polipéptidos, proteinas, anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de la presente invencion
preferentemente comprenderan una secuencia de al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100 aminoacidos contiguos de uno cualquiera de los péptidos codificados por una
cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116, 118 6 124 o desvelados en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8,10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37,
40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107,109, 114, 117 6 119-121.

Ademas, los polipéptidos, proteinas, anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de la presente invencion
comprenderan alin mas preferentemente al menos una primera region codificante aislada que comprende una
secuencia de al menos aproximadamente 100,110,120,130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 6 200 aminoacidos
contiguos de uno cualquiera de los péptidos codificados por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-
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17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 1-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73,
75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelados en una cualquiera
de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76,
82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121.

De forma similar, los polipéptidos, proteinas, anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de la presente invencion
pueden comprender al menos una primera regién codificante aislada que comprende una secuencia sustancialmente
mas larga, tal como por ejemplo, una de al menos aproximadamente 200, 220, 240, 260, 280 de 300 o mas
aminoacidos contiguos de uno cualquiera de los péptidos codificados por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9,
11, 13-14, 16, 17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-
65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103,105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelados
en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61,
63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121.

En realizaciones ilustrativas y particularmente en las realizaciones que se refieren a procedimientos y composiciones
relacionados con leucemias de linfocitos B, linfomas y mielomas multiples, los polipéptidos de la invencion
comprenden una secuencia de aminoacidos que (a) comprende, (b) consiste esencialmente en o (c) consiste en, la
secuencia de aminoacidos codificada por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25,
27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83,
85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelada en una cualquiera de SEC ID Ne°:
4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87,
101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121.

Los polipéptidos y proteinas descritos en el presente documento preferentemente comprenden una secuencia de
aminoacidos que se codifica por al menos un primer segmento de acido nucleico que comprende una secuencia de
al menos 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 6 30 nucleétidos contiguos de una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7,
9,11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-
65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116,118 ¢ 124.

Los polipéptidos y proteinas descritos en el presente documento también comprenden preferentemente una
secuencia de aminodacidos codificada por al menos un primer segmento de acido nucleico que comprende una
secuencia de al menos aproximadamente 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 nucleédtidos contiguos de una
cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108. 110-
113, 115-116, 118 6 124. Los polipéptidos y proteinas descritos en el presente documento también pueden
comprender preferentemente una o mas regiones codificantes que comprenden una secuencia de aminoacidos
codificada por al menos un primer segmento de acido nucleico que comprende una secuencia de al menos
aproximadamente 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 6 50 nucledtidos contiguos de una cualquiera de SEC ID N°: 1-3,
5, 7,9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-11, 33-34, 36, 38-39, 4142, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60,
62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124. Los
polipéptidos y proteinas descritos en el presente documento también pueden comprender preferentemente una o
mas regiones codificantes que comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por al menos un primer
segmento de acido nucleico que comprende una secuencia de al menos aproximadamente 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59 6 60 nucledtidos contiguos de una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25,
27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83,
85-86, 88-100, 102-103, 105-196, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124. Los polipéptidos y proteinas descritos en el
presente documento también pueden comprender preferentemente una o0 mas regiones codificantes que
comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por al menos un primer segmento de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de al menos aproximadamente 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 6 150
nucleétidos contiguos de una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-
34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 5, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-
103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6124. Los polipéptidos y proteinas descritos en el presente documento
también pueden comprender preferentemente una o mas regiones codificantes que comprenden una secuencia de
aminoéacidos codificada por al menos un primer segmento de acido nucleico que comprende una secuencia de al
menos aproximadamente 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375 6 400 nucledtidos contiguos de una cualquiera
de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51,
53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116,
118 6 124. Los polipéptidos y proteinas descritos en el presente documento también pueden comprender
preferentemente una o mas regiones codificantes que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por al
menos un primer segmento de acido nucleico que comprende una secuencia de al menos aproximadamente 500,
600, 700, 800, 900,1000, 1100, 1200, 1300, 1400 6 1500 nucleétidos contiguos de una cualquiera de SEC ID N°; 1-
3,5,7,9,11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60,
62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124.

En una segunda realizaciéon importante, se describe una composicion que comprende al menos un primer
polinucleétido aislado que comprende una secuencia de acido nucleico que es al menos aproximadamente 80 %,
aproximadamente 81 9%, aproximadamente 82 %, aproximadamente 83 %, aproximadamente 84 %,
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aproximadamente 85 %, aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %,
aproximadamente 89 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %,
aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %,
aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, o aproximadamente 99 % idéntica a la secuencia de acido
nucleico de una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-
39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-
106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124. Son secuencias preferidas ejemplares las que comprenden una secuencia
de acido nucleico que es al menos aproximadamente 85 %, aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %,
aproximadamente 88 %, aproximadamente 89 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %,
aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, o aproximadamente 94 % idéntica a la secuencia de acido
nucleico de una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-
39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-
106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124, siendo las secuencias que comprende al menos una secuencia de acido
nucleico que es al menos aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 %, o aproximadamente 99 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de una cualquiera de
SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53,
55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118
6 124 ejemplos de secuencias particularmente preferidas.

En realizaciones que se refieren particularmente a composiciones y procedimientos para la deteccién, diagnéstico,
pronéstico, profilaxis, tratamiento y terapia de leucemia de linfocitos B, linfomas y mielomas mudltiples. Las
composiciones polinucleotidicas preferidas ejemplares incluyen las composiciones que comprenden al menos un
primer segmento de acido nucleico aislado que comprende una secuencia que es al menos aproximadamente 80 %,
aproximadamente 81 9%, aproximadamente 82 %, aproximadamente 83 %, aproximadamente 84 %,
aproximadamente 85 %, aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %,
aproximadamente 89 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %,
aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %,
aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, o aproximadamente 99 % idéntica a la secuencia de acido
nucleico de una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-
39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-
106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124. Tales polinucledtidos preferentemente comprenderan una o mas regiones
codificantes aisladas, cada una de las cuales puede (a) comprender, (b) consistir esencialmente en o (c) consistir en,
la secuencia de &cido nucleico de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36,
38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103,
105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124.

Los polinucledtidos ejemplares descritos en el presente documento pueden ser de cualquier longitud adecuada,
dependiendo de la aplicacion particular de los mismos, y abarcan los polinucleétidos que (a) son al menos
aproximadamente o (b) comprenden al menos un primer segmento de acido nucleico aislado que es al menos
aproximadamente de 27, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 120, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220,
230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 320, 3 40, 360, 380, 400, 420, 440, 460, 480, 500, 520, 540, 560, 580, 600,
625, 650, 675, 700, 750, 800, 850, 900, 950 6 1000 acidos nucleicos de longitud, asi como polinucleétidos mas
largos que (a) son de al menos aproximadamente o (b) comprenden al menos un primer segmento de acido nucleico
aislado que es de al menos aproximadamente 1000, 1025, 1050, 1075, 1100, 150, 1200, 1250, 1300, 1350,
1400,1450, 1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 1750, 1800, 1850, 1900,1950, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500,
2600, 2700, 2800, 2900 6 3000 acidos nucleicos de longitud, asi como polinucleétidos sustancialmente mas
grandes. Por supuesto, los polinucledtidos y segmentos de acido nucleico descritos en el presente documento
también pueden abarcar cualquier longitud intermedia o nimeros enteros dentro de los intervalos indicados.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden comprender un polipéptido o polinucleétido sencillo
0, como alternativa, pueden comprender dos o mas de tales compuestos de neoplasias hematoldgicas, tales como,
por ejemplo, dos o mas polipéptidos, dos 0 mas polinucledtidos o incluso combinaciones de uno 0 mas péptidos o
polipéptidos, junto con uno o mas polinucleétidos. Cuando se contemplan dos 0 mas polipéptidos para aplicaciones
particulares, el segundo, tercero y/o cuarto, etc. péptidos y/o polipéptidos aislados comprenderan preferentemente
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 91 %, 93 %, 95 %, 97 % 6 99 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos codificada por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25,
27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 33, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83,
85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelada en una cualquiera de SEC ID N°:
4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87,
101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121. Como alternativa, los polinucleétidos descritos en el presente documento
pueden comprender una o0 mas regiones codificantes que codifican una primera proteina o péptido de fusion, tal
como una region que codifica adyuvante fusionada en fase de lectura correcta con uno o0 mas de los péptidos o
polipéptidos de tumor maligno hematoldgico desvelados. Como alternativa, la proteina de fusién puede comprender
un polipéptido o péptido de tumor maligno hematoloégico fusionado, en fase de lectura correcta, con una proteina o
péptido detectable o con una proteina o péptido inmunoestimulante u otra construccion tal. Las proteinas de fusion
tales como estas son particularmente Utiles en las realizaciones que se refieren a diagndstico, deteccion y terapia de
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uno o mas de los tumores hematolégicos analizados en el presente documento.

También se describe una composicion que comprende al menos una primera linea celular de hibridoma que produce
un anticuerpo monoclonal que tiene inmunoespecificidad para uno o mas de los péptidos o polipéptidos desvelados
en el presente documento o al menos un primer anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del
mismo, que tiene inmunoespecificidad para un péptido o polipéptido tal. Los fragmentos de unién a antigeno pueden
comprender una region variable de cadena ligera, una regién variable de cadena pesada, un fragmento Fab, un
fragmento F(ab),, un fragmento Fv, un fragmento scFv o un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo tal.

También se describe una composicién que comprende al menos una primera célula presentadora de antigenos
aislada que expresa un péptido o polipéptido como se desvela en el presente documento, o una pluralidad de
linfocitos T aislados que reaccionan especificamente con un péptido o polipéptido tal. Tales pluralidades de linfocitos
T aislados pueden estimularse o expandirse por contacto de los linfocitos T con uno o mas péptidos o polipéptidos
como se describe en el presente documento. Los linfocitos T pueden clonarse antes de la expansion y pueden
obtenerse de médula 6sea, una fraccion de médula ésea, sangre periférica o una fraccion de sangre periférica de un
mamifero sano o de un mamifero que esta aquejado de al menos un primer tumor maligno hematolégico tal como
leucemia o linfoma.

Como se ha descrito anteriormente los polipéptidos aislados pueden ser del orden de 9 a aproximadamente 1000
aminoéacidos de longitud o, como alternativa, pueden ser del orden de 50 a aproximadamente 900 aminoéacidos de
longitud, de 75 a aproximadamente 800 aminoéacidos de longitud, de 100 a aproximadamente 700 aminoacidos de
longitud o de 125 a aproximadamente 600 aminodacidos de longitud o cualquier otro intervalo adecuado tal.

Los segmentos de acido nucleico aislados que codifican tales polipéptidos aislados pueden ser del orden de 27 a
aproximadamente 10,000 nucleétidos de longitud, de 150 a aproximadamente 8000 nucleétidos de longitud, de 250
a aproximadamente 6000 nucleétidos de longitud, de 350 a aproximadamente 4000 nucleétidos de longitud, o de
450 a aproximadamente 2000 nucleétidos de longitud o cualquier otro intervalo adecuado tal.

El segmento de acido nucleico puede posicionarse operativamente bajo el control de al menos un primer promotor
recombinante heterélogo, tal como un promotor especifico de tejido, especifico de célula, inducible o regulado de
otro modo. Tales promotores pueden controlarse o regularse adicionalmente por la presencia de uno o mas
potenciadores o regiones reguladoras adicionales dependiendo del tipo celular particular en el que se desea la
expresion del polinucledtido. Los polinucledtidos y segmentos de acido nucleico descrito en el presente documento
también pueden comprenderse dentro de un vector, tal como un plasmido o un vector viral. Los polipéptidos y
polinucleétidos descritos en el presente documento también pueden comprenderse dentro de una célula huésped, tal
como una célula huésped recombinante o una célula huésped humana tal como una célula de médula 6sea o
sanguinea.

Los polinucledtidos descritos en el presente documento pueden comprender al menos un primer segmento de acido
nucleico aislado unido operativamente, en fase, a al menos un segundo fragmento de acido nucleico aislado de
modo que el polinucleétido codifica una proteina de fusion en la que el primer péptido o polipéptido esta ligado al
segundo péptido o polipéptido.

Los polipéptidos descritos en el presente documento pueden comprender un aminoacido contiguo de cualquier
longitud adecuada, tal como por ejemplo, los de aproximadamente 2000, aproximadamente 1900, aproximadamente
1850, aproximadamente 1800, aproximadamente 1750, aproximadamente 1700, aproximadamente 1650,
aproximadamente 1600, aproximadamente 1550, aproximadamente 1500, aproximadamente 1450,
aproximadamente 1400, aproximadamente 1350, aproximadamente 1300, aproximadamente 1250,
aproximadamente 1200, aproximadamente 1150, aproximadamente 1100 aminoacidos o aproximadamente 1000 de
longitud. De forma similar, los polipéptidos y péptidos descritos en el presente documento pueden comprender
regiones codificantes de aminoacidos contiguos ligeramente mas cortas, tales como por ejemplo, las de
aproximadamente 950, aproximadamente 900, aproximadamente 850, aproximadamente 800, aproximadamente
750, aproximadamente 700, aproximadamente 650, aproximadamente 600, aproximadamente 550,
aproximadamente 500, aproximadamente 450, aproximadamente 400, aproximadamente 350, aproximadamente
300, aproximadamente 250, aproximadamente 200, aproximadamente 150 o incluso aproximadamente 100
aminoacidos de longitud.

De forma similar, los polipéptidos y péptidos descritos en el presente documento pueden comprender regiones
codificantes de aminoéacidos contiguos aln mas pequefios, tales como por ejemplo, las de aproximadamente 95,
aproximadamente 90, aproximadamente 85, aproximadamente 80, aproximadamente 75, aproximadamente 70,
aproximadamente 65, aproximadamente 60, aproximadamente 55, aproximadamente 50, aproximadamente 45,
aproximadamente 40, aproximadamente 35, aproximadamente 30, aproximadamente 25, aproximadamente 20,
aproximadamente 15, o incluso aproximadamente 9 aminoacidos de longitud.

En todas las realizaciones tales, se contemplan todos los péptidos y polipéptidos que tienen longitudes intermedias
incluyendo todos los nimeros enteros dentro de los intervalos preferidos (por ejemplo, los péptidos y polipéptidos
que comprenden al menos una primera region codificante de al menos aproximadamente 94, aproximadamente 93,
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aproximadamente 92, aproximadamente 91, aproximadamente 89, aproximadamente 88, aproximadamente 87,
aproximadamente 86, aproximadamente 84, aproximadamente 83, aproximadamente 82, aproximadamente 81,
aproximadamente 79, aproximadamente 78, aproximadamente 77, aproximadamente 76, aproximadamente 74,
aproximadamente 73, aproximadamente 72, aproximadamente 71, aproximadamente 69, aproximadamente 68,
aproximadamente 67, aproximadamente 66 aminoacidos de longitud, etc.).

En realizaciones particulares, los péptidos y polipéptidos descritos en el presente documento pueden comprender
una secuencia de al menos aproximadamente 9, o aproximadamente 10, o aproximadamente 11, o
aproximadamente 12, o aproximadamente 13, o aproximadamente 14, o aproximadamente 15, o aproximadamente
16, o aproximadamente 17, o aproximadamente 18, o aproximadamente 19, o aproximadamente 20, o
aproximadamente 21, o aproximadamente 22, o aproximadamente 23, o aproximadamente 24, o aproximadamente
25, o aproximadamente 26, o aproximadamente 27, o aproximadamente 28, o aproximadamente 29, o
aproximadamente 30, o aproximadamente 31, o aproximadamente 32, o aproximadamente 33, o aproximadamente
34, o aproximadamente 35, o aproximadamente 36, o aproximadamente 37, o aproximadamente 38, o
aproximadamente 39, o aproximadamente 40, o aproximadamente 41, o aproximadamente 42, o aproximadamente
43, o aproximadamente 44, o aproximadamente 45, o aproximadamente 46, o aproximadamente 47, o
aproximadamente 48, o aproximadamente 49 o aproximadamente 50 aminoacidos contiguos como se desvela en
uno o mas cualesquiera de los péptidos purificados por una cualquiera de SEC ID N°; 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17,
19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73,
75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelados en una cualquiera
de SEC ID N©: 4, 6, 8,10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76,
82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121 en el presente documento.

En otras realizaciones, los péptidos y polipéptidos descritos en el presente documento pueden comprender una
secuencia de al menos aproximadamente 51, o aproximadamente 52, o aproximadamente 53, o aproximadamente
54, o aproximadamente 55, o aproximadamente 56, o aproximadamente 57, o aproximadamente 58, o
aproximadamente 59, o aproximadamente 60, o aproximadamente 61, o aproximadamente 62, o aproximadamente
63, o aproximadamente 64, o aproximadamente 65, o aproximadamente 66, o aproximadamente 67, o
aproximadamente 68, o aproximadamente 69, o aproximadamente 70, o aproximadamente 71, o aproximadamente
72, o aproximadamente 73, o aproximadamente 74, o aproximadamente 75, o aproximadamente 76, o
aproximadamente 77, o aproximadamente 78, o aproximadamente 79, o aproximadamente 80, o aproximadamente
81, o aproximadamente 82, o aproximadamente 83, o aproximadamente 84, o aproximadamente 85, o
aproximadamente 86, o aproximadamente 87, o aproximadamente 88, o aproximadamente 89, o aproximadamente
90, aproximadamente 91, o aproximadamente 92, o aproximadamente 93, o aproximadamente 94, o
aproximadamente 95, o aproximadamente 96, o aproximadamente 97, o aproximadamente 98, o aproximadamente
99 o 100 aminoacidos contiguos como se desvela en uno o mas cualesquiera de los péptidos codificados por una
cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116, 118 6 124 o desvelados en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 3 5,
37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87,101, 104, 107,109, 14, 117 6 119-121 en el
presente documento.

En otras realizaciones mas, los péptidos y polipéptidos preferidos descritos en el presente documento comprenden
una secuencia de al menos aproximadamente 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375 6 400 o
mas aminoacidos contiguos como se desvela en uno cualquiera o mas de los péptidos codificados por una
cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116, 118 6 124 o desvelados en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37,
40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 1176 119-121 en el
presente documento.

Un polipéptido sencillo puede contener solamente una regién codificante sencilla o, como alternativa, un polipéptido
sencillo puede comprender una pluralidad de secuencias de aminodacidos contiguos idénticas o claramente
diferentes de acuerdo con uno cualquiera de los péptidos codificados por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9,
11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-
65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelados
en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61,
63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121. De hecho, el polipéptido puede comprender
una pluralidad de las mismas secuencias de aminoacidos contiguos o puede comprender una o mas secuencias de
aminoacidos contiguos diferentes de cualquiera de los péptidos codificados por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5,
7,9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62,
64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o
desvelados en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54,
56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121. Por ejemplo, un polipéptido
sencillo puede comprender una secuencia de aminoacidos contiguos sencilla de uno o mas de los péptidos
codificados por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36,
38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103,
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105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelados en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18,
21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114,
117 6 119-121, o, como alternativa, puede comprender dos o mas secuencias de aminoacidos contiguos claramente
diferentes de uno o mas de los péptidos codificados por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17,
19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73,
75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelados en una cualquiera
de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76,
82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121. De hecho, el polipéptido puede comprender 2, 3, 4, o incluso 5
secuencias de aminoacidos contiguos definidas de uno cualquiera de los péptidos codificados por una cualquiera de
SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53,
55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118
6 124 o desvelados en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50,
52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6119-121. Como alternativa, un
polipéptido sencillo puede comprender 2, 3, 4, o incluso 5 regiones codificantes definidas. Por ejemplo, un
polipéptido puede comprender al menos una primera region codificante que comprende una primera secuencia de
aminoacidos contiguos de uno cualquiera de los péptidos codificados por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9,
11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-
65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o desvelados
en una cualquiera de SEC ID N¢°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61,
63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121, y al menos una segunda region codificante
gue comprende una segunda secuencia de aminoacidos contiguos de uno cualquiera de los péptidos codificados por
una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44,
46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116, 118 6 124 o desvelados en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37,
40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121. Por el
contrario, un polipéptido puede comprender al menos una primera region codificante que comprende una primera
secuencia de aminoacidos contiguos de uno cualquiera de los péptidos codificados por una cualquiera de SEC ID
Ne: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57,
59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 0
desvelados en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54,
56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121, y al menos una segunda regién
codificante que comprende un segundo péptido o polipéptido claramente diferente, tal como por ejemplo, un
adyuvante o un péptido o polipéptido inmunoestimulante.

En tales casos, las dos regiones codificantes pueden estar separadas en el mismo polipéptido o las dos regiones
codificantes pueden estar unidas operativamente, cada una en la fase de lectura correcta, de modo que se produce
un polipéptido de fusion en el que la primera secuencia de aminoacidos de la primera regién codificante esta ligada a
la segunda secuencia de aminoacidos de la segunda regién codificante.

A lo largo de presente divulgacion, se pretende que una frase tal como “una secuencia como se desvela en SEC ID
N°: 1 a SEC ID N°: 4” abarque todas y cada una de las secuencias contiguas desveladas por uno cualquiera de
estos identificadores de secuencia. Es decir, “una secuencia como se desvela en cualquiera de SEC ID N°: 1 a SEC
ID N°: 4” significa cualquiera secuencia que se desvela en una cualquiera de SEC ID N°: 1, SEC ID N¢; 2, SEC ID
N°: 3, o SEC ID N°: 4. De forma similar, “una secuencia como se desvela en cualquiera de SEC ID N° 25 a 37"
significa cualquier secuencia que se desvele en una cualquiera de SEC ID N°: 25, SEC ID N°: 26, SEC ID Ne°: 27,
SEC ID N°: 28, SEC ID N°; 29, SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 31, SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC ID N°: 34, SEC ID
Ne°: 35, SEC ID N°: 36, o SEC ID N°: 37, y asi sucesivamente.

De forma similar, se pretende que una frase tal como “al menos una primera secuencia de una cualquiera de SEC ID
N°: 55 a SEC ID N°: 62" se refiera a una primera secuencia que se desvela en una cualquiera de SEC ID N°: 55,
SEC ID N°: 56, SEC ID N°: 57, SEC ID N°: 58, SEC ID N°: 59, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 61, o SEC ID N°: 62.

También se entendera que los kits y composiciones de la presente invencién comprenden en un sentido global y
general al menos uno o mas polinucleétidos, polipéptidos y péptidos particulares que comprenden una 0 mas
regiones de secuencias contiguas de una o0 mas de las secuencias de acido nucleico desveladas en el presente
documento en SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-
113, 115-116, 118 6 124 o de una o mas de las secuencias de aminoacidos codificadas por una cualquiera de SEC
ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55,
57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6
124 o desveladas en una cualquiera de SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50,
52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121 y que dichas
composiciones peptidicas, polipeptidicas y polinucleotidicas pueden usarse en uno o mas de los procedimientos y
usos particulares desvelados en el presente documento para el diagnéstico, deteccion, profilaxis y terapia de uno o
mas canceres hematoldgicos y, en particular, linfomas de una diversidad de tipos especificos. También se entendera
por el experto en la materia que tenga el beneficio de las ensefianzas de la presente memoria descriptiva, que las
composiciones peptidicas y polipeptidicas pueden usarse para generar una respuesta inmune o de linfocitos T en un
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animal y que tales composiciones también pueden administrarse a un animal del que pueden aislarse o identificarse
anticuerpos y fragmentos de un antigeno inmunoespecificos que se unen especificamente a tales péptidos o
polipéptidos. Un experto en la materia tal también reconocera que los polinucleétidos identificados por la presente
divulgacion pueden usarse para producir tales péptidos, polipéptidos, anticuerpos y fragmentos de union a antigeno,
por metodologias de produccién de proteina recombinante que también estan dentro de la capacidad del experto en
la materia que tenga el beneficio de las secuencias de aminoacidos y acido nucleico especificas proporcionadas en
el presente documento.

De forma similar, se entendera por un experto en el campo, que una o mas de las composiciones desveladas
pueden usarse en una 0 mas metodologias de diagndstico o deteccion para identificar ciertos anticuerpos, péptidos,
polinucleétidos o polipéptidos en una muestra biolégica, en una célula huésped o incluso dentro del cuerpo o tejidos
de un animal. Se entendera por un experto en el campo, que una o mas de las composiciones de aminoacidos o
acidos nucleicos desveladas pueden usarse en la preparacion o fabricacion de uno o mas medicamentos para su
uso en el diagnéstico, deteccion, prondstico, profilaxis o terapia de uno o mas neoplasias hematolégicas en un
animal y particularmente las afecciones malignas desveladas y reivindicadas en el presente documento.

También sera facilmente evidente para los expertos en la materia, que los procedimientos, kits y usos de la presente
invencion preferentemente emplean uno o mas de los compuestos 0 composiciones desvelados en el presente
documento que comprenden una 0 mas secuencias de nucledétidos contiguos como pueden presentarse en SEC ID
N°: 1-3, 5, 7,9, 11, 13-14, 16, 17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57,
59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 ¢ 124
de la lista de secuencias adjunta.

De forma similar, resultara facilmente evidente para los expertos en la materia, que los procedimientos, kits y usos
de la presente invencion también pueden emplear uno o mas de los compuestos y composiciones desvelados en el
presente documento que comprenden una 0 mas secuencias de aminoacidos contiguos de cualquiera de los
péptidos codificados por una cualquiera de SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-28, 30-31, 33-
34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-81, 93, 85-86, 88-100,
102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 o presentados en una cualquiera de SEC ID N 4,6, 8,10, 12,
15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84, 87, 101, 104,107, 109,
114, 117 6 119-121 de la lista de secuencias adjuntas. En una realizacién se proporciona un procedimiento para la
deteccion de leucemia linfocitica cronica (CLL) o mieloma mdultiple (MM) en un paciente, comprendiendo dicho
procedimiento: a) poner en contacto una muestra biolégica del paciente con un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a un polipéptido que comprende la secuencia expuesta en SEC ID N° 4, por lo que dicho
anticuerpo monoclonal forma un complejo con un polipéptido que comprende la secuencia expuesta en SEC ID N°:
4; y b) detectar la cantidad de dicho complejo, detectando de este modo cancer en un paciente.

Breve descripcién de los dibujos y secuencias

La invencion puede entenderse por referencia a la siguiente descripcidon tomada junto con los dibujos adjuntos, en
los que nimeros de referencia similares identifican elementos similares y en los que:

La FIGURA 1 ilustra un perfil esquematico del enfoque de tecnologia de microplaca de microseries usado para
identificar las dianas de ADNc de la presente invencién como se describe en la Seccion 5:1.

La FIGURA 2 ilustra un perfil esquematico del protocolo general para procedimiento de sensibilizacién de linfocitos T
CD8* de gen completo in vitro usado para generar lineas especificas de antigeno y para identificar clones de interés.

La FIGURA 3 ilustra un perfil esquematico del protocolo general para procedimiento de sensibilizacion de linfocitos T
CD4" de gen completo in vitro usado para generar lineas especificas de antigeno y para identificar clones de interés.

La FIGURA 4 ilustra el panel de sondas usadas para identificar ADNc que se sobreexpresan en células de linfoma.

La FIGURA 5 enumera los antigenos que tienen perfiles de expresion tisular similares a los agentes terapéuticos
conocidos CD20 y CD52.

La FIGURA 6 ilustra los resultados del informe de TMpred para Ly1484 largo y Ly1484 corto.
La FIGURA 7 ilustra los resultados del andlisis de TSITES de Ly1484 largo.

La FIGURA 8 ilustra los resultados del andlisis de TSITES de Ly1484 corto.

SEC ID N°: 1 es un ADNc de longitud completa para Ly1728P.

SEC ID N°: 2 es una secuencia de proteina de longitud completa para Ly1728P.

SEC ID N°: 3 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1732P.

SEC ID N°: 4 es una proteina de longitud completa de Ly1732P.
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: 5 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1888P.

: 6 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1888P.

: 7 es una secuencia de ADNc de longitud completa de fusion Ly1452_marcador His.

: 8 es una secuencia de proteina de longitud completa de fusion Ly1452_marcador His.

: 9 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1452P, variante de corte y empalme 1.
10 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1452P, variante de corte y empalme 1.
11 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1452P, variante de corte y empalme 2.
12 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1452P, variante de corte y empalme 2.
13 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1462P.

14 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1462P.

15 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1462P.

16 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1484P.

17 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1484P.

18 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1484P.

19 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1486P.

: 20 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1486P.

: 21 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1486P.

: 22 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1677P.

: 23 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1682P.

: 24 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1693P.

: 25 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1693P.

: 26 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1693P.

: 27 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1697P.

28 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1715P.

29 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1715P.

30 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1727P.

31 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1727P..

32 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1727P.

33 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1885P.

34 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1885P.

35 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1885P.

36 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1905P.

37 es una secuencia de proteina parcial de Ly1905P.

38 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1905P.

39 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1905P.

40 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1905P.

41 es una secuencia de ADNc parcial de Ly663S.
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42 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly663S.
43 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly663S.
44 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly664S.
45 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly664S.
46 es una secuencia de ADNc parcial de Ly667S.

47 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly667S.
48 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly667S.
49 es una secuencia de ADNc parcial de Ly677S.

50 es una secuencia de proteina parcial de Ly677S.

51 es una secuencia de ADNc parcial de Ly677S.

52 es una secuencia de proteina parcial de Ly677S.

53 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly677S.
54 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly677S
55 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1891P.

56 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1891P.

: 57 es una secuencia de ADNc de longitud completa de CD138.

: 58 es una secuencia de proteina de longitud completa de CD138.
: 59 es una secuencia de ADNc parcial de CD22.

: 60 es una secuencia de ADNc de longitud completa de CD22.

: 61 es una secuencia de proteina de longitud completa de CD22.

: 62 es una secuencia de ADNc parcial de CD79beta.

: 63 es una secuencia de proteina parcial de CD79beta.

: 64 es una secuencia de ADNc parcial de CD79beta.

65 es una secuencia de ADNc de longitud completa de CD79beta.
66 es una secuencia de proteina de longitud completa de CD79beta.
67 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1450P.

68 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1450P.

69 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1451P.

70 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1451P.

71 es una secuencia de proteina parcial de Ly1451P.
7272>Ly1454P, Antiguo-SEC-ID_3577, ADNc parcial

73 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1454P.
74 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1454P.
75 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1485P.

76 es una secuencia de proteina parcial de Ly1485P.

77 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1485P.

78 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1500P.
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85 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1516P.

90 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1678P:

91 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1678P.

92 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1678P.

93 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1678P.

: 94 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1680P.

: 95 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1686P.

: 96 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1687P.

: 97 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1706P.

: 98 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1712P.

: 99 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1729P.

100 es una secuencia de ADN de longitud completa de Ly1729P.
101 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1729P.
102 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1848P.

103 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1859P.

: 104 es una secuencia de proteina parcial de Ly1859P.

SEQ ID N0:105 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1859P.

SEC ID N°

SEC ID Ne:
SEC ID Ne:
SEC ID Ne:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID Ne:

SEC ID Ne:

: 106 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1859P.
107 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1859P.
108 es una secuencia de ADNc de longitud completa para Ly1866P
109 es una secuencia de proteina de longitud completa para Ly1866P
110 es una secuencia de ADNc parcial para Ly1867P.

111 es una secuencia de ADNc parcial para Ly1868P.

112 es una secuencia de ADNc parcial para Ly1886P.

113 es una secuencia de ADNc de longitud completa para Ly669S.
114 es una secuencia de proteina de longitud completa para Ly669S.

115 es una secuencia de ADNc parcial para Ly672S.

13

79 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1500P, variante de corte y empalme 1.
80 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1500P, variante de corte y empalme 1.
81 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1500P, variante de corte y empalme 2.
82 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1500P, variante de corte y empalme 2.
83 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1500P, variante de corte y empalme 3.

84 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1500P, variante de corte y empalme 3.

86 es una secuencia de ADNc de longitud completa de Ly1516P, variante de corte y empalme 1.
87 es una secuencia de proteina de longitud completa de Ly1516P, variante de corte y empalme 1.
88 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1516P, variante de corte y empalme 2.

89 es una secuencia de ADNc parcial de Ly1516P, variante de corte y empalme 3.
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SEC ID N°: 116 es una secuencia de ADNc de longitud completa para Ly672S.
SEC ID N°: 117 es una secuencia de ADNc de longitud completa para Ly672S.
SEC ID N°: 118 es una secuencia de ADNc parcial de Ly675S.

SEC ID N°: 119 es una secuencia de proteina parcial de Ly675S.

SEC ID N°: 120 es una secuencia de proteina parcial de Ly1484P.

SEC ID N°: 121 es una secuencia de proteina parcial de Ly1484P.

SEC ID N°: 122 es una secuencia de cebador de PCR para His-Ly1452P.

SEC ID N°: 123 es una secuencia de cebador de PCR para His-Ly1452P.

SEC ID N°: 124 es una secuencia de fase abierta de lectura para Ly1451P.

4. Descripcion de realizaciones ilustrativas

Para que la invencion descrita en el presente documento pueda entenderse mas completamente, se expone la
siguiente descripcion de diversas realizaciones ilustrativas.

La presente invencion se refiere en general a composiciones y procedimientos para la inmunoterapia y diagnéstico
de neoplasias hematoldgicas, tales como linfomas y leucemias de linfocitos B y mielomas multiples.

4.1 Procedimientos de suministro de acido nucleico y transfeccion de ADN

En ciertas realizaciones, se contempla que una o mas composiciones de polinucleétidos sustituidos y/o ARN o ADN
desveladas en el presente documento se usaran para transfectar una célula huésped apropiada. La tecnologia para
introduccion de ARN y ADN y vectores que los comprenden en células huésped adecuadas se conoce bien por los
expertos en la materia. En particular, tales polinucleétidos pueden usarse para transformar genéticamente una o
mas células huésped, cuando la administracion terapéutica de uno o mas péptidos, compuestos o vacunas activos
se consigue a través de la expresion de una o mas construcciones polinucleotidicas que codifican uno o mas
compuestos terapéuticos de interés.

Se conoce una diversidad de medios para introducir polinucleétidos y/o polipéptidos en células diana adecuadas por
los expertos en la materia. Por ejemplo, cuando se contemplan polinucleétidos para suministro a células, varios
procedimientos no virales para la transferencia de construcciones de expresiéon en células de mamifero cultivadas
estan disponibles para el experto en la materia para su uso. Estos incluyen, por ejemplo, precipitacion de fosfato
célcico (Graham y Van Der Eb, 1973; Chen y Okayama, 1987; Rippe y col., 1990); precipitacion de DEAE-dextrano
(Gopal, 1985); electroporacion (Wong y Neumann, 1982; Fromm y col., 1985; Tur-Kaspa y col., 1986; Potter y col.,
1984; Suzuki y col., 1998; Vanbever y col., 1998), microinyeccion directa (Capecchi, 1980; Harland y Weintraub,
1985), liposomas cargados con ADN (Nicolau y Sene, 1982; Fraley y col., 1979; Takakura, 1998) y complejos de
lipofectamina-ADN, sonicacién celular (Fechheimer y col., 1987), bombardeo génico usando microproyectiles de alta
velocidad (Yang y col., 1990; Klein y col., 1992) y transfeccién mediada por receptores (Curiel y col., 1991; Wagner y
col., 1992; Wu y Wu, 1987; Wu y Wu, 1988). Algunas de estas técnicas pueden adaptarse con éxito para su uso in
Vivo 0 ex vivo.

Una célula bacteriana, una célula de levadura o una célula animal transformada con uno o mas de los vectores de
expresion desvelados representan un aspecto importante de la presente invencion. Tales células huésped
transformadas son con frecuencia deseables para su uso en la expresion de diversas construcciones génicas de
ADN desveladas en el presente documento. En algunos aspectos de la invencion es con frecuencia deseable
modular, regular o controlar de otro modo la expresion de los segmentos génicos desvelados en el presente
documento. Tales procedimientos son rutinarios para los expertos en la técnica de la genética molecular.
Tipicamente cuando se desea sobreexpresion o aumento de la expresion de un gen particular, pueden emplearse
diversas manipulaciones para potenciar la expresion del ARN mensajero, particularmente usando un promotor activo
y, en particular, un promotor especifico de tejido tal como los desvelados en el presente documento, asi como
empleando secuencias que potencian la estabilidad del ARN mensajero en la célula huésped transformada
particular.

Tipicamente, la regién de inicio y terminacion de la traduccién implicara codén o codones de parada, una region
terminadora y, opcionalmente, una sefal de poliadenilacién. En la direccion de la transcripcion, es decir en la
direccion 5’ a 3' de la secuencia codificante o sentido, la construccién incluira la region reguladora transcripcional, si
la hubiera, y el promotor, pudiendo estar la region reguladora 5’ o 3' del promotor, el sitio de unién ribosémico, el
codon de inicio, teniendo el gen estructural una fase abierta de lectura en fase con el coddn de inicio, el codén o
codones de parada, la secuencia de sefial de poliadenilacion, si la hubiera, y la regién terminadora. Esta secuencia
como una doble cadena puede usarse por si misma para la transformacién de un microorganismo o huésped
eucariota, pero habitualmente se incluira con una secuencia de ADN que implica un marcador, pudiendo unirse la
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segunda secuencia de ADN a la construccion de expresion durante la introduccién del ADN al huésped.

Cuando no esta presente sistema de replicacién funcional, la construccidn también incluira preferentemente una
secuencia de al menos aproximadamente 30, aproximadamente 40 o aproximadamente 50 pares de bases (pb),
preferentemente al menos aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80 o aproximadamente de
90 a aproximadamente 100 pb y habitualmente no mas de aproximadamente 500 a aproximadamente 1000 pb de
una secuencia homoéloga con una secuencia en el huésped. De esta manera, la probabilidad de recomendacion
legitima se potencia, de modo que el gen se integrara en el huésped y se mantendra de forma estable por el
huésped. Convenientemente, las regiones reguladoras de la construccion de expresién estaran en proximidad
cercana con (y también posicionadas operativamente en relacién con) el gen terapéutico seleccionado que
proporciona complementacién asi como el gen que proporciona la ventaja competitiva. Por lo tanto, en caso de que
el gen terapéutico se pierda, el organismo resultante probablemente también perdera el gen que proporciona la
ventaja competitiva, de modo que sera incapaz de competir en el ambiente con el gen que conserva la construccion
intacta.

El gen terapéutico seleccionado puede introducirse entre la regiéon de inicio de la transcripcion y traduccion y la
region de terminacion de la transcripcion y traduccion, de modo que esté bajo el control regulador de la region de
inicio. Esta construccién puede incluirse en un plasmido, que incluira al menos un sistema de replicacién, pero
puede incluir mas de uno, cuando se emplea un sistema de replicacidon para clonar durante el desarrollo del
plasmido y el segundo sistema de replicacion es necesario para la actuacion en el huésped final, en este caso, una
célula huésped de mamifero. Ademas, pueden estar presentes uno o mas marcadores, que se han descrito
previamente. Cuando se desea integracion, el plasmido incluird convenientemente una secuencia homologa con el
genoma del huésped.

Pueden insertarse genes u otros segmentos de acido nucleico, como se desvela en el presente documento, en
células huésped usando una diversidad de técnicas que se conocen bien en la materia. Se han descrito cinco
procedimientos generales para suministrar un segmento nucleico a células: (1) procedimientos quimicos (Graham y
Van Der Eb, 1973); (2) procedimientos fisicos tales como microinyeccion (Capecchi, 1980), electroporacion (Patente
de Estados Unidos 5.472.869; Wong y Neumann, 1982; Fromm y col., 1985), bombardeo de microproyectiles
(Patente de Estados Unidos 5.874.265, incorporada especificamente en el presente documento por referencia en su
totalidad), “pistola génica” (Yang y col., 1990); (3) vectores virales (Eglitis y Anderson, 1988); (4) mecanismos
mediados por receptor (Curiel y col., 1991; Wagner y col., 1992); y (5) transformacién mediada por bacterias.

4.2 Anticuerpos especificos relacionados con neopla sias hematoldgicas y fragmentos de unién a antigeno s
de los mismos

La presente invencion proporciona adicionalmente anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que
se unen especificamente a (0 son inmunoespecificos para) al menos un primer péptido o variante peptidica como se
desvela en el presente documento. Como se usa en el presente documento, se dice que un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno “se une especificamente” a un péptido si reacciona a un nivel detectable (dentro de,
por ejemplo, un ELISA) con el péptido y no reacciona de forma detectable con péptidos o proteinas no relacionados
en condiciones similares. Como se usa en el presente documento, “unién” se refiere a una asociacién no covalente
entre dos moléculas separadas de modo que se forme un “complejo”. La capacidad para unirse puede evaluarse,
por ejemplo, determinando una constante de unién para la formacion del complejo. La constante de unién es el valor
obtenido cuando la concentracion del complejo se divide por el producto de las concentraciones de los
componentes. En el contexto de la presente invencién, en general, se dice que dos compuestos se “unen” cuando la
constante de union para la formacién de complejo excede aproximadamente 10° I/mol. La constante de unién puede
determinarse usando procedimientos bien conocidos en la técnica.

Cualquier agente que satisfaga los requisitos anteriores puede ser un agente de union. En realizaciones ilustrativas,
un agente de unién es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Tales anticuerpos pueden
prepararse por cualquiera de una diversidad de técnicas conocidas para los expertos en la materia (Harlow y Lane,
1988). En general, pueden producirse anticuerpos por técnicas de cultivo celular, incluyendo la generacién de
anticuerpos monoclonales como se describe en el presente documento o mediante transfeccion de genes de
anticuerpo en huéspedes celulares de mamifero o bacterianos adecuados, para permitir la produccion de
anticuerpos recombinantes. En una técnica, un inmundégeno que comprende el péptido se inyecta inicialmente en
cualquiera de una amplia diversidad de mamiferos (por ejemplo, ratones, ratas, conejos, ovejas o cabras). En esta
etapa, los péptidos de la presente invencion pueden actuar como el inmundgeno sin modificacion. Como alternativa,
particularmente para péptidos relativamente cortos, puede inducirse una respuesta inmune superior si el péptido
esta unido a una proteina vehiculo, tal como albumina de suero bovino o hemocianina de lapa californiana. El
inmunogeno se inyecta en el huésped animal, preferentemente de acuerdo con un programa predeterminado que
incorpora una o mas inmunizaciones de refuerzo y se extrae sangre de los animales periddicamente. Los
anticuerpos policlonales especificos para el péptido pueden después purificarse de tales antisueros por, por ejemplo,
cromatografia de afinidad usando el péptido acoplado a un soporte sélido adecuado.

“Anticuerpo” se refiere a un polipéptido codificado por un gen de inmunoglobulina o fragmentos del mismo que se
une especificamente y reconoce un antigeno. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de
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regién constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi como los mdltiples genes de region variable
de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican
como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon, que a su vez definen las clases de inmunoglobulina, 1gG, IgM, IgA, IgD e
IgE, respectivamente.

Una unidad estructural de inmunoglobulina ejemplar (anticuerpo) comprende un tetrdmero. Cada tetramero esta
compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena “ligera”
(aproximadamente 25 kD) y una “pesada” (aproximadamente 50-70 kD). El extremo N terminal de cada cadena
define una regién variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos responsables principalmente del
reconocimiento de antigenos, es decir, un dominio de reconocimiento de antigenos. Como se usa en el presente
documento, “dominio de reconocimiento de antigeno” significa la parte del anticuerpo, molécula recombinante, la
proteina de fusién o el inmunoconjugado de la invencidn que reconoce la diana o partes de la misma. Tipicamente el
dominio de reconocimiento de antigenos comprende la regién variable del anticuerpo o una parte del mismo, por
ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas regiones hipervariables. Los términos “Vy" 0 “VH” se refieren a la
region variable de una cadena pesada de inmunoglobulina, incluyendo un Fv, scFv, dsFv o Fab. Los términos “V." o
“VL" se refieren a la region variable de una cadena ligera de inmunoglobulina, incluyendo un Fv, scFv, dsFv o Fab.

Los anticuerpos existen, por ejemplo, como inmunoglobulinas intactas o como varios fragmentos bien caracterizados
producidos por digestién con diversas peptidasas. Por lo tanto, por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo por
debajo de los engarces disulfuro en la regién bisagra para producir F(ab)'2, un dimero de Fab que en si mismo es
una cadena ligera unida a VH-CH1 por un enlace disulfuro. El F(ab)'2 puede reducirse en condiciones suaves para
romper el engarce disulfuro en la region bisagra, convirtiendo de este modo el dimero F(ab)’2 en un monémero Fab'.
El monémero Fab’ es esencialmente Fab con parte de la region bisagra (véase Fundamental Immunology (Paul ed.,
32 ed. 1993). Por lo tanto, el término anticuerpo, como se usa en el presente documento, también incluye fragmentos
de anticuerpo producidos por la modificacion de anticuerpos completos.

Como se usa en el presente documento, “fragmento” se define como al menos una parte de la region variable de la
molécula de inmunoglobulina, que se une a su diana, es decir el dominio de reconocimiento de antigeno o la region
de union a antigeno. Puede incluirse algo de la region constante de la inmunoglobulina. Los ejemplos de fragmentos
funcionales de anticuerpo incluyen, pero sin limitacion, moléculas de anticuerpo completas, anticuerpos
humanizados, fragmentos de anticuerpo, tales como Fv, Fv de cadena sencilla (scFv), regiones hipervariables o
regiones determinantes de complementariedad (CDR), V\ (regidn variable de cadena ligera), Vy (region variable de
cadena pesada), Fab, F(ab)2' y cualquier combinacién de los mismos o cualquier otra parte de un péptido de
inmunoglobulina capaz de unirse a antigeno diana (véase, por ejemplo, Fundamental Immunology (Paul ed., 42.
1999). Como se aprecia por un experto en la materia, pueden obtenerse diversos fragmentos de anticuerpo por una
diversidad de procedimientos, por ejemplo, digestion de un anticuerpo intacto con una enzima, tal como pepsina; o
sintesis de novo. Los fragmentos de anticuerpos se sintetizan con frecuencia de novo quimicamente o usando
metodologia de ADN recombinante. Por lo tanto, el término anticuerpo como se usa en el presente documento,
incluye fragmentos de anticuerpo producidos por la modificacion de anticuerpos completos o los sintetizados de
novo usando metodologias de ADN recombinante (por ejemplo, Fv de cadena sencilla) o los identificados usando
bibliotecas de presentacién de fagos (véase, por ejemplo, McCafferty y col., (1990) Nature 348: 552). El término
anticuerpo también incluye moléculas bivalentes o biespecificas, diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos. Se
describen moléculas bivalentes y biespecificas en, por ejemplo, Kostelny y col., J. Immunol. 148: 1547 (1992), Pack
y Pluckthun, Biochemistry 31: 1579 (1992), Zhu y col. Protein Sci. 6: 781 (1997), Hu y col. Cancer Res. 56: 3055
(1996), Adams y col., Cancer Res. 53: 4026 (1993), y McCartney, y col., Protein Eng. 8: 301 (1995).

Un “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo en el que los bucles de unién a antigeno, es decir, regiones
determinantes de complementariedad (CDR), comprendidos por las regiones Vy y Vi Se injertan en una secuencia
flanqueante humana. Tipicamente, los anticuerpos humanizados tienen la misma especificidad de unién que los
anticuerpos no humanizados descritos en el presente documento. Se conocen bien en la materia técnicas para
humanizar anticuerpos y se describen en, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 4.816.567; 5.530.101;
5.859.205; 5.585.089; 5.693.761; 5.693.762; 5.777.085; 6.180.370; 6.210.671; y 6.329.511; documento WO
87/02671; Solicitud de Patente EP 0173494; Jones y col., Nature 321: 522 (1986); y Verhoyen y col., Science 239:
1534 (1988). Se describen adicionalmente anticuerpos humanizados en, por ejemplo, Winter y Milstein, Nature 349:
293 (1991).

Para preparacion de anticuerpos monoclonales o policlonales, puede usarse cualquier técnica conocida en la
materia (véase, por ejemplo, Kohler & Milstein, Nature 256: 495-497 (1975); Kozbor y col., Immunology Today 4: 72
(1983); Cole y col., pag. 77-96 en MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc.
(1985)).

Se conocen por los expertos en la materia procedimientos para producir anticuerpos policlonales. En un
procedimiento ejemplar, se inmuniza una cepa endogamica de ratones (por ejemplo, ratones BALB/C) o conejos con
el quelado o un analogo estructural cercano usando un adyuvante convencional, tal como adyuvante de Freund y un
protocolo de inmunizacién convencional. Como alternativa, o0 ademas del uso de un adyuvante, el quelado se acopla
a un vehiculo que es en si mismo inmunogénico (por ejemplo, hemocianina de lapa californiana (“KLH")). La
respuesta inmune del animal a la preparacion de inmundégeno se controla tomando muestras de sangre de ensayo y
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determinando la titulacion de reactividad para las subunidades beta. Cuando se obtienen titulaciones
apropiadamente altas de anticuerpo para el inmundgeno, se recoge sangre del animal y se preparan antisueros.
Puede realizarse fraccionamiento adicional de los antisueros para enriquecer con respecto a anticuerpos reactivos a
la proteina si se desea.

Se obtienen anticuerpos monoclonales por diversas técnicas familiares para los expertos en la materia. Brevemente,
se inmortalizan células de bazo de un animal inmunizado con un antigeno deseado, habitualmente por fusién con
una célula de mieloma (véase, por ejemplo, Kohler & Milstein, Eur. J. Immunol. 6: 511-519 (1976)). Los
procedimientos alternativos de inmortalizacién incluyen transformacién con Virus de Epstein Barr, oncogenes o
retrovirus u otros procedimientos bien conocidos en la técnica. Se exploran colonias que surgen de células
inmortalizadas sencillas con respecto a la produccién de anticuerpos de la especificidad y afinidad deseadas para el
antigeno y puede potenciarse la produccion de los anticuerpos monoclonales producidos por tales células por
diversas técnicas, incluyendo inyecciéon en la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado. Como alternativa,
pueden aislarse secuencias de ADN que codifican un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unién del mismo
explorando una biblioteca de ADN de linfocitos B humanos de acuerdo con el protocolo general descrito por Huse y
col., Science 246: 1275-1281 (1989).

Se recogen anticuerpos monoclonales y sueros policlonales y se titulan frente al inmunégeno en un inmunoensayo,
por ejemplo, un inmunoensayo de fase solida con el inmunégeno inmovilizado en un soporte sélido. Tipicamente, se
seleccionan antisueros policlonales con una titulacion de 10* 0 mas y Se ensayan con respecto a reactividad cruzada
frente a diferentes quelados, usando un inmunoensayo de unidn competitiva. Los antisueros policlonales y
anticuerpos monoclonales especificos se uniran habitualmente con una Ky de al menos aproximadamente 0,1 mM,
mas habitualmente al menos aproximadamente 1 uM, preferentemente, al menos aproximadamente 0,1 UM o mejor
y, mas preferentemente, 0,01 UM o mejor.

Las técnicas para la produccion de anticuerpos de cadena sencilla (Patente de Estados Unidos 4.946.778) pueden
adaptarse para producir anticuerpos para quelados reactivos y otros agentes de diagnéstico, analiticos y
terapéuticos. Ademas, pueden usarse ratones transgénicos u otros organismos tales como otros mamiferos para
expresar anticuerpos humanizados. Como alternativa, puede usarse tecnologia de presentacién de fagos para
producir e identificar anticuerpos y fragmentos Fab heteroméricos que se unen especificamente a antigenos
seleccionados (véase, por ejemplo, McCafferty y col., Nature 348: 552-554 (1990); Marks y col., Biotechnology 10:
779-783 (1992)).

En una realizacién ejemplar, un animal, tal como un conejo o ratén se inmuniza con un quelado o una construccion
inmunogénica. Los anticuerpos producidos como resultado de la inmunizacion se aislan preferentemente usando
procedimientos convencionales.

En una realizacion preferida adicional, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. “Humanizado” se refiere a una
secuencia polipeptidica no humana que se ha modificado para minimizar la inmunorreactividad en seres humanos,
tipicamente alterando la secuencia de aminoéacidos para imitar secuencias humanas existentes, sin alterar
sustancialmente la funcion de la secuencia polipeptidica (véase, por ejemplo, Jones y col., Nature 321: 522-525
(1986), y solicitud de patente de Reino Unido publicada N° 8707252).

En otra realizacion preferida, la presente invencion proporciona un anticuerpo, como se ha descrito anteriormente,
gue comprende adicionalmente un miembro seleccionado de marcadores detectables, agentes bioldgicamente
activos y combinaciones de los mismos unidos a anticuerpo.

Cuando el anticuerpo se conjuga con un marcador detectable, el marcador es preferentemente un miembro
seleccionado del grupo que consiste en isétopos radioactivos, agentes fluorescentes, precursores de agentes
fluorescentes, croméforos, enzimas y combinaciones de los mismos. Se conocen bien en la técnica procedimientos
para conjugar diversos grupos con anticuerpos. Por ejemplo, un marcador detectable que se conjuga
frecuentemente con un anticuerpo es una enzima, tal como peroxidasa de rabano rusticano, fosfatasa alcalina, 8-
galactosidasa y glucosa oxidasa.

Se conocen bien en la técnica procedimientos para producir anticuerpos marcados con moléculas pequefias, por
ejemplo, agentes fluorescentes. Los anticuerpos marcados con fluorescencia pueden usarse en tincién
inmunohistoquimica (Osborn y col., Methods Cell Biol. 24: 97-132 (1990); en citometria de flujo o técnicas de
separacion de células (Ormerod, M. G. (ed.), FLOW CYTOMETRY. A PRACTICAL APPROACH, IRL Press, Nueva
York, 1990); para rastreo y localizaciéon de antigenos y en diversos procedimientos de doble tincion (Kawamura, A.,
Jr., FLUORESCENT ANTIBODY TECHNIQUES AND THEIR APPLICATION, Univ. Tokyo Press, Baltimore, 1977).

Muchos marcadores fluorescentes reactivos estan disponibles en el mercado (por ejemplo, Molecular Probes,
Eugene, OR) o pueden sintetizarse usando técnicas reconocidas en la materia. En una realizacion ejemplar, un
anticuerpo de la invencion se marca con un agente fluorescente reactivo a amina, tal como isotiocianato de
fluoresceina en condiciones suavemente basicas. Para otros ejemplos de técnicas de marcaje de anticuerpos,
véase, Goding, J. Immunol. Methods 13: 215-226 (1976); y en MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND
PRACTICE, péag. 6-58, Academic Press, Orlando (1988).
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Pueden prepararse anticuerpos monoclonales especificos para el péptido antigénico de interés, por ejemplo, usando
la técnica de Kohler y Milstein (1976) y mejoras de la misma. Brevemente, estos procedimientos implican la
preparacion de lineas celulares inmortales capaces de producir anticuerpos que tienen la especificidad deseada (es
decir, reactividad con el péptido de interés). Tales lineas celulares pueden producirse, por ejemplo, de células de
bazo obtenidas de un animal inmunizado como se ha descrito anteriormente. Las células de bazo se inmortalizan
después por, por ejemplo, fusién con un compafiero de fusién de célula de mieloma, preferentemente uno que es
singénico con el animal inmunizado. Puede emplearse una diversidad de técnicas de fusion. Por ejemplo, las células
de bazo y células de mieloma pueden combinarse con un detergente no i6nico durante unos pocos minutos y
después sembrarse en placas a baja densidad en un medio selectivo que soporte el crecimiento de células hibridas,
pero no células de mieloma. Una técnica de seleccion preferida usa seleccién de HAT (hipoxantina, aminopterina,
timidina). Después de un tiempo suficiente, habitualmente aproximadamente de 1 a 2 semanas, se observan
colonias de hibridos. Se seleccionan colonias sencillas y sus sobrenadantes de cultivo se ensayan con respecto a
actividad de unién frente al péptido. Se prefieren hibridomas que tengan alta reactividad y especificidad.

Pueden aislarse anticuerpos monoclonales de los sobrenadantes de colonias de hibridoma crecientes. Ademas,
pueden emplearse diversas técnicas para potenciar el rendimiento, tal como inyeccién de la linea celular de
hibridoma en la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado adecuado, tal como un ratdn. Los anticuerpos
monoclonales pueden después recogerse del fluido ascitico o de la sangre. Pueden retirarse contaminantes de los
anticuerpos por técnicas convencionales, tales como cromatografia, filtracion en gel, precipitacion y extraccién. Los
péptidos de la presente invencién pueden usarse en el procedimiento de purificacion en, por ejemplo, una etapa de
cromatografia de afinidad.

Dentro de ciertas realizaciones, puede preferirse el uso de fragmentos de unién a antigeno de anticuerpos. Tales
fragmentos incluyen fragmentos Fab, que pueden prepararse usando técnicas convencionales. Brevemente, pueden
purificarse inmunoglobulinas de suero de conejo por cromatografia de afinidad en columnas de perlas de proteina A
(Harlow y Lane, 1988) y digerirse por papaina para producir fragmentos Fab y Fc. Los fragmentos Fab y Fc pueden
separarse por cromatografia de afinidad en columnas de perlas de Proteina A.

Pueden acoplarse anticuerpos monoclonales y fragmentos de los mismos con uno 0 mas agentes terapéuticos. Los
agentes adecuados a este respecto incluyen indicadores radiactivos y agentes quimioterapéuticos, que pueden
usarse, por ejemplo, para purgar médula ésea autéloga in vitro). Los agentes terapéuticos representativos incluyen
radionuclidos, inductores de diferenciacion, farmacos, toxinas y derivados de los mismos. Los radionuclidos
preferidos incluyen Yy, 221, 122 134 18°Re, Re YAt y 2?Bj. 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 ricina, abrina, toxina de difteria, toxina del célera, gelonina, exotoxina de
Pseudomonas, toxina de Shigella y proteina antiviral de Phytolacca americana. Para fines de diagnostico, puede
usarse acoplamiento de agentes radiactivos para facilitar el seguimiento de metastasis o para determinar la

localizacién de tumores positivos relacionados con neoplasias hematoldgicas.

Un agente terapéutico puede acoplarse (por ejemplo, enlazarse covalentemente) con un anticuerpo monoclonal
adecuado directamente o indirectamente (por ejemplo, mediante un grupo de engarce). Una reaccion directa entre
un agente y un anticuerpo es posible cuando cada uno posee un sustituyente capaz de reaccionar con el otro. Por
ejemplo, un grupo nucledfilo, tal como un grupo amino o sulfhidrilo en uno puede ser capaz de reaccionar con un
grupo que contiene 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.

Como alternativa, puede ser deseable acoplar un agente terapéutico y un anticuerpo mediante un grupo de engarce.
Un grupo de engarce puede actuar como un espaciador para distanciar un anticuerpo de un agente para evitar
interferencia con las capacidades de union. Un grupo de engarce también puede servir para aumentar la reactividad
guimica de un sustituyente en un agente o un anticuerpo y de este modo aumentar la eficacia de acoplamiento. Un
aumento de la reactividad quimica también puede facilitar el uso de agentes o grupos funcionales en agentes que de
otro modo no seria posible.

Resultara evidente para los expertos en la materia que puede emplearse una diversidad de reactivos bifuncionales o
polifuncionales, tanto homo como heterofuncionales (tales como los descritos en el catalogo de Pierce Chemical Co.,
Rockford, IL), como el grupo de engarce. El acoplamiento puede efectuarse, por ejemplo, a través de grupos amino,
grupos carboxilo y grupos sulfhidrilo o restos de carbohidrato oxidado. Existen numerosas referencias que describen
dicha metodologia, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4.671.958.

Cuando un agente terapéutico es mas potente cuando esta sin la parte de anticuerpo de los inmunoconjugados de la
presente invencion, puede ser deseable usar un grupo de engarce que puede escindirse durante o tras la
internalizaciéon en una célula. Se han descritos varios grupos de engarce escindibles diferentes. Los mecanismos
para la liberacion intracelular de un agente de estos grupos de engarce incluyen escisién por reducciéon de un enlace
disulfuro (Patente de Estados Unidos N° 4.489.710), por irradiacion de un enlace fotolabil (Patente de Estados
Unidos N° 4.625.014), por hidrélisis de cadenas laterales de aminoacidos derivatizadas (Patente de Estados Unidos
N° 4.638.045), por hidrolisis mediada por complemento (Patente de Estados Unidos N° 4.671.958) e hidrdlisis
catalizada por acido (Patente de Estados Unidos N° 4.569.789).
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Puede ser deseable acoplar mas de un agente a un anticuerpo. En una realizacion, se acoplan multiples moléculas
de un agente a una molécula de anticuerpo. En otra realizacion, puede acoplarse mas de un tipo de agente a un
anticuerpo. Independientemente de la realizacién particular, pueden prepararse inmunoconjugados con mas de un
agente de una diversidad de maneras. Por ejemplo, puede acoplarse mas de un agente directamente a una
molécula de anticuerpo o pueden usarse engarces que proporcionan multiples sitios de unién. Como alternativa,
puede usarse un vehiculo. Un vehiculo puede portar los agentes de una diversidad de maneras, incluyendo enlace
covalente directamente o mediante un grupo de engarce. Los vehiculos adecuados incluyen proteinas tales como
albuminas (Patente de Estados Unidos N° 4.507.234), péptidos y polisacéaridos tales como aminodextrano (Patente
de Estados Unidos N° 4.699.784). Un vehiculo también puede portar un agente por enlace no covalente o por
encapsulacion, tal como dentro de una vesicula de liposoma (Patente de Estados Unidos N°© 4.429.008 y Patente de
Estados Unidos N° 4.873.088). Los vehiculos especificos para agentes radionuclidos incluyen moléculas pequefias
radiohalogenadas y compuestos quelantes. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 4.735.792 desvela
moléculas pequefias radiohalogenadas representativas y su sintesis. Un quelado radioniclido puede formarse a
partir de compuestos quelantes que incluyen los que contienen nitrégeno y atomos de azufre como los atomos
donadores para unir el radiondclido metalico o de 6xido metdlico. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N°
4.673.562 desvela compuestos quelantes representativos y su sintesis.

Puede usarse una diversidad de rutas de administracién para los anticuerpos e inmunoconjugados. Tipicamente, la
administracion serd intravenosa, intramuscular, subcutdnea o en el lecho de un tumor resecado. Resultara evidente
que la dosis precisa del anticuerpo/inmunoconjugado variard dependiendo del anticuerpo usado, la densidad de
antigeno en el tumor y la tasa de eliminacion del anticuerpo.

También se proporcionan en el presente documento anticuerpos antiidiotipicos que imitan una parte inmunogénica
de péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico. Tales anticuerpos pueden inducirse contra un anticuerpo, o
un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a una parte inmunogénica de péptido
relacionado con tumor maligno hematoldgico, usando técnicas bien conocidas. Son anticuerpos antiidiotipicos que
imitan una parte inmunogénica de péptido relacionado con tumor maligno hematolégico los anticuerpos que se unen
a un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a una parte inmunogénica
de péptido relacionado con tumor maligno hematolégico, como se describe en el presente documento.

Independiente de la fuente del anticuerpo especifico de péptido relacionado con tumor maligno hematolégico
original, el anticuerpo intacto, multimeros de anticuerpo o una cualquiera de una diversidad de regiones de unién a
antigeno funcionales del anticuerpo pueden usarse en la presente invencion. Las regiones funcionales ejemplares
incluyen fragmentos scFv, Fv, Fab’, Fab y F(ab’), de los anticuerpos especificos de péptido relacionado con tumor
maligno hematoldgico. Las técnicas para preparar tales construcciones se conocen bien por los expertos en la
materia y se ejemplifican adicionalmente en el presente documento.

La seleccion de construcciéon de anticuerpo puede verse influenciada por diversos factores. Por ejemplo, puede
resultar semivida prolongada de la readsorcién activa de anticuerpos intactos dentro del rifibn, una propiedad de la
parte Fc de inmunoglobulina. Se espera, por lo tanto, que los anticuerpos basados en IgG muestren eliminacion en
sangre mas lenta que sus homodlogos de Fab'. Sin embargo, las composiciones basada en fragmento de Fab’
generalmente mostraran mejor capacidad de penetracion de tejido.

Pueden obtenerse fragmentos de anticuerpo por protedlisis de la inmunoglobulina completa por la proteasa de tiol no
especifica, papaina. La digestion con papaina produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, denominados
“fragmentos Fab”, cada uno con un sitio de unioén a antigeno sencillo y un “fragmento Fc” residual.

La papaina deberia activarse primero reduciendo el grupo sulfhidrilo en el sitio activo con cisteina, 2-mercaptoetanol
o ditiotreitol. Los metales pesados en la enzima de reserva deberian retirarse por quelacién con EDTA (2 mM) para
asegurar la actividad enzimatica maxima. Se mezclan normalmente enzima y sustrato juntos en la relaciéon de 1:100
en peso. Después de la incubacion, la reaccion puede detenerse por alquilacion irreversible del grupo tiol con
yodoacetamida o simplemente por dialisis. La complecion de la digestién deberia controlarse por SDS-PAGE vy las
diversas fracciones separarse por proteina A-Sepharose o cromatografia de intercambio i6nico.

El procedimiento habitual para preparacion de fragmentos F(ab’), de IgG de origen humano y de conejo es
protedlisis limitada por la enzima pepsina. Las condiciones, exceso de anticuerpo 100x p/p en tampon de acetato a
pH 4,5, 37 °C, sugieren que el anticuerpo se escinde en el extremo C terminal del enlace disulfuro entre cadenas
pesadas. Las tasas de digestion de IgG de ratdn pueden variar con la subclase y puede ser dificil obtener altos
rendimientos de fragmentos F(ab’), activos sin algo de IgG no digerida o completamente degradada. En particular,
IgG2p es altamente susceptible a la degradacion completa. Las otras subclases requieren diferentes condiciones de
incubacién para producir resultados 6ptimos, todas las cuales se conocen en la técnica.

El tratamiento con pepsina de anticuerpos intactos produce un fragmento F(ab’), que tiene dos sitios de combinacion
de antigenos y alin es capaz de entrecruzar antigenos. La digestion de IgG de rata por pepsina requiere condiciones
que incluyen dialisis en tampo6n de acetato 0,1 M, pH 4,5 y después incubacién durante 4 horas con pepsina 1 % p/p;
la digestion de IgG e 1gGza se mejora si primero se dializan frente a tampén de formato 0,1 M, pH 2,8, a 4 °C,
durante 16 horas seguido de tampén de acetato. IgG2, proporciona resultados méas consistentes con incubacion en
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proteasa V8 de estafilococos (3 % p/p) en tampdn de fosfato sddico 0,1 M, pH 7,8, durante 4 horas a 37 °C.

Un fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de fragmentos Fab por la adicién de unos pocos restos en el
extremo carboxilo terminal del dominio CH2 de cadena pesada incluyendo una o mas cisteinas de la region bisagra
del anticuerpo. Se produjeron originalmente fragmentos de anticuerpo F(ab’), como pares de fragmentos Fab’ que
tienen cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de
anticuerpo.

El término “variable”, como se usa en el presente documento en referencia a anticuerpos, significa que ciertas partes
de los dominios variables difieren extensamente en secuencia entre anticuerpos y se usan en la unién y
especificidad de cada anticuerpo particular con su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye
de forma homogénea a lo largo de los dominios variables de los anticuerpos. Se concentran en tres segmentos
denominados “regiones hipervariables”, en los dominios variables tanto de cadena ligera como de cadena pesada.

Las partes mas altamente conservadas de dominios variables se denomina la region flanqueante (FR). Los dominios
variables de cadenas pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro FR (FR1l, FR2, FR3 y FR4,
respectivamente), adoptando en gran medida una configuracién de lamina [, conectada por tres regiones
hipervariables, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de lamina 3.

Las regiones hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en proximidad cercana por las FR y, con las
regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién a antigeno de anticuerpos
(Kabat y col., 1991, incorporada especificamente en el presente documento por referencia). Los dominios constantes
no estan implicados directamente en la unién de un anticuerpo con un antigeno, pero muestran diversas funciones
efectoras, tales como participacion del anticuerpo en toxicidad celular dependiente de anticuerpos.

La expresion “region hipervariable” como se usa en el presente documento, se refiere a los restos aminoacidicos de
un anticuerpo que son responsables de unién a antigeno. La region hipervariable comprende restos aminoacidicos
de una “regién determinante de complementariedad” o “CDR” (es decir restos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en
el dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-56 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de cadena
pesada (Kabat y col., 1991, incorporada especificamente en el presente documento por referencia) y/o los restos de
un “bucle hipervariable” (es decir, restos 26-32 (L1), 50-52(L2) y 91-96 (L3) en el domino variable de cadena ligera 'y
26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada). Restos “flanqueantes” o “FR” son
los restos de dominio variable distintos de los restos de region hipervariable como se define en el presente
documento.

Un fragmento “Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento y unién a
antigenos completo. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena
ligera en asociacion estrecha no covalente. Es en esta configuracion en la que tres regiones hipervariables de cada
dominio variable interaccionan para definir un sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero Vy-V,. De forma
colectiva, seis regiones hipervariables confieren especificidad de unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo,
incluso un domino variable sencillo (o la mitad de un Fv que comprende solamente tres regiones hipervariables
especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a un antigeno, aunque con una menor
afinidad que el sitio de unién completo.

Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena sencilla” o “sFv’ comprenden los dominios V4 y V. de anticuerpo,
estando presentes estos dominios en una cadena polipeptidica sencilla. Generalmente, el polipéptido Fv comprende
adicionalmente un engarce polipeptidico entre los dominios V4 y Vi que permite al sFv formar la estructura deseada
para union a antigeno.

Los “diacuerpos” son fragmentos de anticuerpo pequefios con dos sitios de unién a antigeno, comprendiendo dichos
fragmentos un dominio variable de cadena pesada (V) conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) en la
misma cadena polipeptidica (Vy - V). Usando un engarce que es demasiado corto para permitir el emparejamiento
entre los dos dominios en la misma cadena, se obliga a los dominios a emparejarse con los dominios
complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unidn a antigeno. Los diacuerpos se describen en la Solicitud
de Patente Europea N° EP 404.097 y la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO 93/11161,
incorporada especificamente cada una en el presente documento por referencia. Los “anticuerpos lineales”, que
pueden ser biespecificos 0 monoespecificos, comprenden un par de segmentos Fv en tandem (Vy-Cnl-Vu-Chl) que
forman un par de regiones de unién a antigeno, como se describe en Zapata y col. (1995), incorporada
especificamente en el presente documento por referencia.

Otros tipos de variantes son anticuerpos con propiedades biolégicas mejoradas en relaciéon con el anticuerpo
parental del que se generan. Tales variantes, 0 compuestos de segunda generacion, son tipicamente variantes de
sustitucion que incluyen uno o mas restos de regién hipervariable sustituidos de un anticuerpo parental. Un modo
conveniente para generar tales variantes de sustitucion es la maduracién de afinidad usando presentacion de fagos.

En la maduracion de afinidad usando presentacion de fagos, varios sitios de region hipervariable (por ejemplo, de 6
a 7 sitios) se mutan para generar todas las sustituciones amino posibles en cada sitio. Las variantes de anticuerpo
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generadas de este modo se presentan de una manera monovalente de particulas de fago filamentosas como
fusiones con el producto de gen Il de M13 empaquetado dentro de cada particula. Las variantes con presentacion
de fagos se exploran después con respecto a su actividad biolégica (por ejemplo, afinidad de unién) como se ha
desvelado en el presente documento. Para identificar sitios de region hipervariable candidatos para la modificacion,
puede realizarse mutagénesis de exploracion de alanina en restos de region hipervariable identificados como
significativamente contribuyentes a la union de antigeno.

Como alternativa, o ademas, la estructura cristalina del complejo de antigeno-anticuerpo puede definirse y
analizarse para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y la diana. Tales restos de contacto y restos
cercanos son candidatos para sustitucion. Una vez que se han generado tales variantes, el panel de variantes se
somete a exploracién y los anticuerpos con analogos pero propiedades diferentes o incluso superiores en uno o mas
ensayos relevantes se seleccionan para el desarrollo adicional.

Al usar un fragmento Fab’ o de uniéon a antigeno de un anticuerpo, con los beneficios consiguientes en la
penetracion de tejido, pueden derivarse ventajas adicionales de la modificacion de fragmento para aumentar su
semivida. Pueden emplearse una diversidad de técnicas, tales como manipulacion, modificaciéon de la molécula de
anticuerpo en si misma y también conjugaciéon con vehiculos inertes. Cualquier conjugacion para el Unico fin de
aumentar la semivida, en lugar de suministrar un agente a una diana, deberia enfocarse con cuidado porque Fab’'y
otros fragmentos se seleccionan para penetrar tejidos. No obstante, se contempla la conjugacién con polimeros no
proteicos, tales como PEG y similares.

Las modificaciones distintas de conjugacién se basan por lo tanto en la modificacion de la estructura del fragmento
de anticuerpo para hacerlo mas estable y/o reducir la tasa de catabolismo en el cuerpo. Un mecanismo para tales
modificaciones es el uso de aminoacidos D en lugar de aminoéacidos L. Los expertos en la materia entenderan que la
introduccion de tales modificaciones debe seguirse de ensayos rigurosos de la molécula resultante para asegurar
gue aun conserva las propiedades biologicas deseadas. Las modificaciones estabilizadoras adicionales incluyen el
uso de la adicién de restos estabilizadores en el extremo N terminal o el C terminal, o0 ambos, que generalmente se
usa para prolongar la semivida de moléculas biolégicas. Unicamente como ejemplo, puede desearse modificar los
extremos terminales por acilacién o aminacion.

Las modificaciones de tipo conjugacion moderadas para su uso con la presente invencion incluyen incorporar un
epitopo de unién a receptor de recuperacion en el fragmento de anticuerpo. Las técnicas para conseguir esto
incluyen mutacion de la region apropiada del fragmento de anticuerpo o incorporar el epitopo como un marcador
peptidico que se une al fragmento del anticuerpo. La Publicacién de Solicitud de Patente Internacional N° WO
96/32478 se incorpora especificamente en el presente documento por referencia para los fines de ejemplificar
adicionalmente dicha tecnologia. Los epitopos de unidn a receptor de recuperacion son tipicamente regiones de tres
0 mas aminoacidos de uno o dos bucles del dominio Fc que se transfieren a la posicién analoga en el fragmento de
anticuerpo. Los epitopos de union a receptor de recuperacion desvelados en la Publicacién de Solicitud de Patente
Internacional N° WO 98/45331 se incorporan en el presente documento por referencia para su uso con la presente
invencion.

4.3 Composiciones de linfocitos T especificas para péptidos relacionados con neoplasias hematologicas

Las composiciones inmunoterapéuticas pueden también, o como alternativa, comprender linfocitos T especificos
para neoplasias hematoldgicas relacionados. Tales células pueden generalmente prepararse in vitro o ex vivo,
usando procedimientos convencionales. Por ejemplo, pueden estar presentes linfocitos T dentro de (o aislados de)
médula 6sea, sangre periférica o una fraccion de médula 6sea o sangre periférica de un mamifero, tal como un
paciente, usando un sistema de separacion de células disponible en el mercado, tal como el Sistema Isolex™,
disponible de Nexell Therapeutics, Inc. (Irvine, CA; véase también Patente de Estados Unidos N° 5.240.856; Patente
de Estados Unidos N° 5.215.926; Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N°® WO 89/06280; Publicacion de
Solicitud de Patente Internacional N° WO 91/16116 y Publicacién de solicitud de Patente Internacional N° WO
92/07243). Como alternativa, pueden derivar de linfocitos T de seres humanos, mamiferos no humanos, lineas
celulares o cultivos relacionados o no relacionados.

Pueden estimularse los linfocitos T con péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico, polinucleétido que
codifica un péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico y/o una célula presentadora de antigenos (APC)
que expresa un péptido relacionado con tumor maligno hematolégico. Dicha estimulacion se realiza en condiciones y
durante un tiempo suficientes para permitir la generacién de linfocitos T que son especificos para el péptido
relacionado con tumor maligno hematolégico. Preferentemente, un péptido o polinucleétido relacionado con tumor
maligno hematoldgico esta presente dentro de un vehiculo de suministro, tal como una microesfera, para facilitar la
generacion de linfocitos T especificos de antigeno. Brevemente, los linfocitos T, que pueden aislarse de un paciente
0 un donante relacionado o no relacionado por técnicas rutinarias (tales como por centrifugacion de gradiente de
densidad FicoII/Hypaque® de linfocitos de sangre periférica), se incuban con péptido relacionado con tumor maligno
hematolégico. Por ejemplo, pueden incubarse linfocitos T in vitro durante 2-9 dias (tipicamente 4 dias) a 37 °C con
péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico (por ejemplo, 5 a 25 pg/ml) o células que sintetizan una
cantidad comparable de péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico. Puede ser deseable incubar una
alicuota separada de una muestra de linfocitos T en ausencia de péptido relacionado con tumor maligno
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hematolégico para actuar como un control.

Se considera que los linfocitos T son especificos para un péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico si los
linfocitos T matan células diana revestidas con un péptido relacionado con tumor maligno hematologico o que
expresan un gen que codifica dicho péptido. Puede evaluarse la especificidad de linfocitos T usando cualquiera de
una diversidad de técnicas convencionales. Por ejemplo, dentro de un ensayo de liberacion de cromo o ensayo de
proliferacién, un indice de estimulacién de aumento mayor de dos veces en lisis y/o proliferacién, en comparacion
con controles negativos, indica especificidad de linfocitos T. Tales ensayos pueden realizarse, por ejemplo, como se
describe en Chen y col. (1994). Como alternativa, la deteccion de la proliferacion de linfocitos T puede conseguirse
por una diversidad de técnicas conocidas. Por ejemplo, la proliferacion de linfocitos T puede detectarse midiendo
una tasa aumentada de sintesis de ADN (por ejemplo, por cultivos de marcaje en pulsos de linfocitos T con timidina
tritiada y midiendo la cantidad de timidina tritiada incorporada en el ADN). Otros modos para detectar proliferacion de
linfocitos T incluyen medir aumentos de la produccién de interleucina 2 (IL-2), flujo de ca” o captacion del colorante,
tal como 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio. Como alternativa, puede medirse la sintesis de linfocinas (tales
como interferén gamma) o puede cuantificarse el nimero relativo de linfocitos T que pueden responder a un péptido
relacionado con tumor maligno hematoldgico. El contacto con un péptido relacionado con tumor maligno
hematolégico (200 ng/ml - 100 pg/ml, preferentemente 100 ng/ml - 25 pg/ml) durante 3-7 dias deberia dar como
resultado un aumento de al menos dos veces en la proliferacion de los linfocitos T y/o el contacto como se ha
descrito anteriormente durante 2-3 horas deberia dar como resultado la activacion de los linfocitos T, segun se mide
usando ensayos de citocina convencionales en los que un aumento de dos veces en el nivel de liberacién de
citocinas (por ejemplo, TNF o IFN-y) es indicativo de la activacion de linfocitos T (Coligan y col., 1998). Los linfocitos
T especificos relacionados con tumor maligno hematol6gico pueden expandirse usando técnicas convencionales.
Dentro de las realizaciones preferidas, los linfocitos T se derivan de un paciente o un donante relacionado o no
relacionado y se administran al paciente después de estimulacion y expansion.

Los linfocitos T que se han activado en respuesta a un péptido relacionado con un tumor maligno hematolégico,
polinucledtido o APC que expresa en relaciéon con tumor maligno hematoldgico pueden ser CD4" y/o CDS8". La
activacion especifica de linfocitos T CD4" o CD8' puede detectarse en una diversidad de maneras. Los
procedimientos para detectar activacion de linfocitos T especificos incluyen deteccién de la proliferacion de linfocitos
T, la produccion de citocinas (por ejemplo, linfocinas) o la generacion de actividad citolitica (es decir, generacion de
linfocitos T citotoxicos especificos para péptido relacionado con tumor maligno hematolégico). Para linfocitos T
CD4", un procedimiento preferido para detectar activacion de linfocitos T especificos es la deteccién de la
proliferacion de linfocitos T. Para linfocitos T CD8", un procedimiento preferido para detectar activacion de linfocitos
T especificos es la deteccién de la generacion de actividad citolitica.

Para fines terapéuticos, los linfocitos T CD4" o CD8" que proliferan en respuesta al péptido relacionado con tumor
maligno hematoldgico, polinucledtido o APC pueden expandirse en nimero in vitro o in vivo. La proliferacién de tales
linfocitos T in vitro puede conseguirse de una diversidad de maneras. Por ejemplo, los linfocitos T pueden volver a
exponerse al péptido relacionado con tumor maligno hematolégico, con o sin la adicidn de factores de crecimiento de
linfocitos T, tales como interleucina-2, y/o células estimuladoras que sinteticen un péptido relacionado con tumor
maligno hematoldgico. La adicién de células estimuladoras se prefiere cuando se generan respuestas de linfocitos T
CD8". Los linfocitos T pueden dejarse crecer a grandes nimeros in vitro, con retencién de especificidad en
respuesta a reestimulacién intermitente con péptido relacionado con tumor maligno hematolégico. Brevemente, para
la estimulacion primaria in vitro (IVS), pueden colocarse grandes nimeros de linfocitos (por ejemplo, mas de 4 x 107)
en matraces con medios que contienen suero humano. Puede afiadirse péptido relacionado con tumor maligno
hematolégico (por ejemplo, péptido a 10 pg/ml) directamente, junto con toxoide del tétanos (por ejemplo, 5 pug/ml).
Los matraces pueden incubarse después (por ejemplo, 37 °C durante 7 dias). Para una segunda IVS, Los linfocitos
T se recogen después y se colocan en nuevos matraces con 2-3 x 10" células mononucleares de sangre periférica
irradiadas. Se afiade péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico (por ejemplo, 10 pg/ml) directamente. Los
matraces se incuban a 37 °C durante 7 dias. El dia 2 y dia 4 después de la segunda IVS, pueden afiadirse 2-5
unidades de interleucina 2 (IL-2). Para una tercera IVS, los linfocitos T pueden colocarse en pocillos y estimularse
con los linfocitos B transformados con EBV del propio individuo revestidos con el péptido. Puede afadirse IL-2 los
dias 2 y 4 de cada ciclo. En cuanto se muestra que las células son linfocitos T citotéxicos especificos, pueden
expandirse usando un ciclo de estimulacion de 10 dias con IL-2 mayor (20 unidades) los dias 2, 4y 6.

Como alternativa, uno o mas linfocitos T que proliferan en presencia de péptido relacionado con tumor maligno
hematolégico pueden expandirse en nimero por clonacion. Los procedimientos para clonar células se conocen bien
en la técnica e incluyen dilucién limitante. Pueden purificarse linfocitos T de respuesta de la sangre periférica de
pacientes sensibilizados por centrifugacion de gradiente de densidad y formacién de rosetas de glébulos rojos de
oveja y establecerse en cultivo por estimulacién con el antigeno nominal en presencia de células de carga autélogas
iradiadas. Para generar lineas de linfocitos T CD4", se usa péptido relacionado con tumor maligno hematol6gico
como el estimulo antigénico y se usan linfocitos de sangre periférica autélogos (PBL) o lineas celulares
linfoblastoides (LCL) inmortalizadas por infeccion con virus de Epstein Barr como células presentadoras de
antigenos. Para generar lineas de linfocitos T CD8", pueden usarse células presentadoras de antigenos autélogas
transfectadas con un vector de expresion que produce péptido relacionado con tumor maligno hematolégico como
células estimuladoras. Las lineas de linfocitos T establecidas pueden clonarse 2-4 dias después de la estimulacién
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con antigeno sembrando en placas los linfocitos T estimulados a una frecuencia de 0,5 células por pocillo en placas
de fondo plano de 96 pocillos con 1 x 10° células PBL o LCL irradiadas e interleucina 2 recombinante (riL2) (50
U/ml). Los pocillos con crecimiento clonal establecido pueden identificarse a aproximadamente 2-3 semanas
después de la siembra inicial y volver a estimularse con antigeno apropiado en presencia de células presentadoras
de antigenos autélogas, expandirse después posteriormente mediante la adicion de dosis bajas de rlL2 (10 U/ml) 2-3
dias después de la estimulacién con antigenos. Los clones de linfocitos T pueden mantenerse en placas de 24
pocillos por reestimulacién periddica con antigeno y rIL2 aproximadamente cada dos semanas. Las células clonadas
y/o expandidas pueden administrarse de nuevo al paciente como se describe, por ejemplo, en Chang y col., (1996).

Dentro de ciertas realizaciones, los linfocitos T alogénicos pueden sensibilizarse (es decir, sensibilizarse a
neoplasias hematolégicas relacionados) in vivo y/o in vitro. Dicha sensibilizacion puede conseguirse poniendo en
contacto linfocitos T con un péptido relacionado con tumor maligno hematolégico, un polinucleétido que codifica
dicho péptido o una célula que produce dicho péptido en condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir la
sensibilizacion de linfocitos T. En general, se considera que los linfocitos T estan sensibilizados y, por ejemplo, el
contacto con un péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico da como resultado proliferacion y/o activacion
de los linfocitos T, segun se mide por ensayos de proliferacion, de liberacion de cromo y/o de liberacién de citocinas
convencionales como se describe en el presente documento. Un indice de estimulacién de un aumento de mas de
dos veces en la proliferacion o lisis y aumento de mas de tres veces en el nivel de citocinas, en comparacion con
controles negativos indica especificidad de linfocitos T. Pueden emplearse células sensibilizadas in vitro, por
ejemplo, dentro del trasplante de médula 6sea o como infusion de linfocitos donadores.

Los linfocitos T especificos para péptido relacionado con tumor maligno hematolégico pueden matar células que
expresan proteina relacionada con tumor maligno hematoldgico. La introduccion de genes que codifican cadenas
receptoras de linfocitos T (TCR) para péptido relacionado con tumor maligno hematolégico se usan como un medio
para mejorar cuantitativa y cualitativamente respuestas a células de leucemia y cancer que portan péptido
relacionado con tumor maligno hematoldgico. Las vacunas para aumentar el nimero de linfocitos T que pueden
reaccionar con células positivas para péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico son un procedimiento
para dirigirse a células que portan péptido relacionado con tumor maligno hematolégico. La terapia de linfocitos T
con linfocitos T especificos para péptido relacionado con tumor maligno hematolégico es otro procedimiento. Un
procedimiento alternativo es introducir las cadenas de TCR especificas para péptido relacionado con tumor maligno
hematolégico en linfocitos T u otras células con potencial litico. En una realizaciéon adecuada, se clonan las cadenas
alfa y beta de TCR a partir de una linea de linfocitos T especificos de péptido relacionado con tumor maligno
hematolégico y se usan para terapia de linfocitos T adoptiva, tal como se describe en el documento WO 96/30516,
incorporado en el presente documento por referencia.

4.4 Composiciones farmacéuticas y formulaciones de vacuna

Dentro de ciertos aspectos, pueden incorporarse péptidos, polinucledtidos, anticuerpos y/o linfocitos T en
composiciones farmacéuticas 0 composiciones inmunogénicas (es decir, vacunas). Como alternativa, una
composicion farmacéutica puede comprender una célula presentadora de antigenos (por ejemplo, una célula
dendritica) transfectada con un polinucleétido relacionado con tumor maligno hematologico de modo que la célula
presentadora de antigenos expresa un péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico. Las composiciones
farmacéuticas comprenden uno o mas de tales compuestos o células y un vehiculo o excipiente fisiolégicamente
aceptable. Las vacunas pueden comprender uno o0 mas de tales 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 potencie 0 aumente una respuesta inmune (mediada por anticuerpos y/o células) a un antigeno
exogeno. Los ejemplos de inmunoestimuladores incluyen adyuvantes, microesferas biodegradables (por ejemplo,
galactida polilactica) y liposomas (en los que se incorpora el compuesto) (Patente de Estados Unidos N° 4.235.877).
La preparacion de vacuna se describe de forma general en, por ejemplo, Powell y Newman (1995). Las
composiciones farmacéuticas y vacunas dentro del alcance de la presente invencién también pueden contener otros
compuestos, que pueden ser biolégicamente activos o inactivos. Por ejemplo, una o mas partes inmunogénicas de
otros antigenos tumorales pueden estar presentes, incorporadas en un péptido de fusibn o como un compuesto
separado, dentro de la composicién o vacuna.

Dentro de ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas y vacunas se disefian para inducir respuestas de
linfocitos T especificas para un péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico en un paciente, tal como un ser
humano. En general, la respuesta de linfocitos T pueden favorecerse a través del uso de péptidos relativamente
cortos (por ejemplo, que comprenden menos de 23 restos aminoacidicos consecutivos de un péptido relacionado
con tumor maligno hematolégico nativo, preferentemente 4-16 restos consecutivos, mas preferentemente 8-16
restos consecutivos y aun mas preferentemente 8-10 restos consecutivos). Como alternativa, o ademas, una vacuna
puede comprender un inmunoestimulador que potencia preferentemente una respuesta de linfocitos T. En otras
palabras, el inmunoestimulador puede potenciar el nivel de una respuesta de linfocitos T a un péptido relacionado
con tumor maligno hematoldgico por una cantidad que es proporcionalmente mayor que la cantidad por la que se
potencia una respuesta de anticuerpos. Por ejemplo, cuando se compara con un adyuvante basado en aceite
convencional, tal como CFA, un inmunoestimulador que potencia preferentemente una respuesta de linfocitos T
puede potenciar una respuesta de linfocitos T proliferativa al menos dos veces, una respuesta litica al menos 10 %
y/o la activacion de linfocitos T en al menos dos veces en comparacion con lineas celulares de control negativo para
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péptido relacionado con tumor maligno hematolégico, sin potenciar de forma detectable una respuesta de
anticuerpos. La cantidad en la que una respuesta de linfocitos T o anticuerpos a un péptido relacionado con tumor
maligno hematolégico se potencia puede determinarse generalmente usando cualquier técnica representativa
conocida en la materia, tal como las técnicas proporcionadas en el presente documento.

Una composicién farmacéutica o vacuna puede contener ADN que codifica uno o mas de los péptidos como se han
descrito anteriormente, de modo que el péptido se genera in situ. Como se ha observado anteriormente, el ADN
puede estar presente dentro de cualquiera de una diversidad de sistemas de suministro conocidos por los expertos
en la materia, incluyendo sistemas de expresion de acido nucleico, sistemas de expresion bacterianos y virales y
sistemas de expresion de mamiferos. Se conocen bien en la materia numerosas técnicas de suministro de genes
(Rolland, 1998, y referencias citadas en dicho documento). Los sistemas de expresion de acido nucleico apropiados
contienen las secuencias de ADN, ADNc o ARN necesarias para expresion en el paciente (tal como un promotor
adecuado y sefial de terminacién). Los sistemas de suministro bacteriano implican la administracion de una bacteria
(tal como Bacilo de Calmette-Guerrin) que expresa una parte inmunogénica del péptido en su superficie celular o
secreta un epitopo tal. En una realizacion preferida, el ADN puede introducirse usando un sistema de expresion viral
(por ejemplo, vaccinia u otro pox virus, retrovirus o adenovirus), que puede implicar el uso de un virus competente de
replicacién no patogénica (defectuoso) (Fisher-Hoch y col., 1989; Flexner y col., 1989; Flexner y col., 1990; Patente
de Estados Unidos N° 4.603.112, Patente de Estados Unidos N° 4.769.330, Patente de Estados Unidos N°
5.017.487; Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO 89/01973; Patente de Estados Unidos N°
4.777.127; Patente de Gran Bretafia N° GB 2.200.651; Patente Europea N° EP 0.345.242; Publicacién 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). Se conocen bien por los expertos en la materia técnicas
para incorporar ADN en tales sistemas de expresion. El ADN también puede estar “desnudo”, como se describe, por
ejemplo, en Ulmer y col. (1993) y revisado por Cohen (1993). La captacién de ADN desnudo puede aumentarse
revistiendo con ADN perlas biodegradables, que se transportan eficazmente a las células. Resultara evidente que
una vacuna puede comprender un componente tanto polinucleotidico como peptidico. Tales vacunas pueden
proporcionar una respuesta inmune mejorada.

Como se ha observado anteriormente, una composicién farmacéutica o vacuna puede comprender una célula
presentadora de antigenos que expresa un péptido relacionado con un tumor maligno hematolégico. Para fines
terapéuticos, como se describe en el presente documento, la célula presentadora de antigenos es preferentemente
una célula dendritica autéloga. Tales células pueden prepararse y transfectarse usando técnicas convencionales
(Reeves y col., 1996; Tuting y col., 1998; y Nair y col., 1998). La expresién de un péptido relacionado con un tumor
maligno hematolégico en la superficie de una célula presentadora de antigenos puede confirmarse por estimulacion
in vitro y proliferacién convencional asi como ensayos de liberacién de cromo, como se describe en el presente
documento.

Resultara evidente para los expertos en la materia que tengan el beneficio de las presentes ensefianzas que una
vacuna puede contener sales farmacéuticamente aceptables de los polinucleétidos y péptidos proporcionados en el
presente documento. Tales sales pueden prepararse a partir de bases no tdxicas farmacéuticamente aceptables,
incluyendo bases organicas (por ejemplo, sales de aminas primarias, secundarias y terciarias y aminoacidos
béasicos) y bases inorganicas (por ejemplo, sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio y magnesio). La frase
“farmacéutica o farmacolégicamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccion adversa, alérgica o de otro modo desafortunada significativa cuando se administran a un
animal, o un ser humano, segun sea apropiado. Como se usa en el presente documento, “vehiculo
farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersién, revestimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcién y similares. El uso de tales
medios y agentes para sustancias farmacéuticas activas se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en la
que cualquier medio o agente convencional es incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. Para administracion humana, las preparaciones deberian cumplir los patrones de
esterilidad, pirogenicidad y seguridad y pureza generales segun se requiere por la Oficina de Patrones Bioldgicos de
la Administracion de Alimentos y Farmacos. También pueden incorporarse principios activos complementarios a las
composiciones.

Aunque puede emplearse cualquier vehiculo adecuado conocido por los expertos en la materia en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion, el tipo de vehiculo variard dependiendo del modo de
administracion. Las composiciones de la presente invencion pueden formularse para cualquier modo apropiado de
administracion, incluyendo por ejemplo administracion tépica, oral, nasal, intravenosa, intracraneal, intraperitoneal,
subcutdnea o intramuscular. Para administracion parenteral, tal como inyeccién subcutanea, el vehiculo
preferentemente comprende agua, solucién salina, alcohol, una grasa, una cera o un tampon. Para administracion
oral, cualquiera de los vehiculos anteriores o un vehiculo sélido, tal como manitol, lactosa, almidon, estearato de
magnesio, sacarina sddica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa y carbonato de magnesio pueden emplearse. También
pueden emplearse microesferas biodegradables (por ejemplo, polilactato poliglicolato) como vehiculos para las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion. Se desvelan microesferas biodegradables adecuadas, por
ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos 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 ciertas aplicaciones topicas, se prefiere formulacién como una crema o locion, usando
componentes bien conocidos.
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Tales composiciones también pueden comprender tampones (por ejemplo, solucién salina tamponada neutra o
solucién salina tamponada con fosfato), carbohidratos (por ejemplo, glucosa, manosa, sacarosa o dextranos),
manitol, proteinas, péptidos o aminoacidos tales como glicina, antioxidantes, bacteriostatos, agentes quelantes tales
como EDTA o glutation, adyuvantes (por ejemplo, hidroxido de aluminio), solutos que hacen a la formulacién
isotonica, hipotonica o débilmente hiperténica con la sangre de un receptor, agentes de suspension, agentes
espesantes y/o conservantes. Como alternativa, las composiciones de la presente invencion pueden formularse
como un liofilizado o formularse con uno o mas liposomas, microesferas, nanoparticulas o sistemas de suministro
micronizados usando tecnologia bien conocida.

Puede emplearse cualquiera de una diversidad de inmunoestimuladores, tales como adyuvantes, en la preparacion
de composiciones de vacuna de la presente invencion. La mayoria de los adyuvantes contienen una sustancia
disefiada para proteger el antigeno del catabolismo rapido, tal como hidroxido de aluminio o aceite mineral y un
estimulador de respuestas inmunes, tal como lipido A, proteinas derivadas de Bortadella pertussis o Mycobacterium
tuberculosis. Estan disponibles en el mercado adyuvantes adecuados, por ejemplo, adyuvantes basados en alumbre
(por ejemplo, Alhydrogel, Rehydragel, fosfato de aluminio, Algamulina, hidroxido de aluminio); adyuvantes basados
en aceite (Adyuvante Completo y Adyuvante Incompleto de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Ml), Specol, RIBI,
Titer-Max, Montanide ISA50 o Seppic MONTANIDE ISA 720); adyuvantes basados en copolimeros en bloque no
i6nicos, citocinas (por ejemplo, GM-CSF o ligando Flat3); Adyuvante 65 de Merck (Merck and Company, Inc.,
Rahway, NJ); AS-2 (SmithKline Beecham, Filadelfia, PA); sales o de calcio, hierro o cinc; una suspension insoluble
de tirosina acilada; azucares acilados; polisacaridos derivatizados catidnica o anidénicamente; polifosfacenos;
microesferas biodegradables; monofosforil lipido A y Quil A. Citocinas, tales como GM-CSF o interleucina 2, 7 6 12,
también pueden usarse como adyuvantes.

También pueden usarse hemocianina y hemoeritrinas en la invencién. El uso de hemocianina de lapa californiana
(KLH) se prefiere particularmente, aunque pueden emplearse otras hemocianinas y hemoeritrinas de moluscos y
artropodos. También pueden usarse diversos adyuvantes polisacaridos. Se prefieren particularmente variedades de
poliamina de polisacaridos, tales como quitina y quitosan, incluyendo quitina desacetilada.

Un grupo preferido adicional de adyuvantes es el grupo de dipéptido de muramilo (MDP, N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutamina) de peptidoglucanos bacterianos. También se contemplan derivados de dipéptido de muramilo, tales
como el treonil-MDP derivado de aminoacido y el MTPPE derivado de &cido graso.

La Patente de Estados Unidos N° 4.950.645 describe un derivado de tripéptido-disacarido lipofilo de dipéptido de
muramilo que se propone para su uso en liposomas artificiales formados a partir de fosfatidil colina y fosfatidil
glicerol. Se dice que es eficaz en la activacion de monocitos humanos y la destruccién de células tumorales, pero no
es téxico en dosis generalmente alta. Los compuestos de la Patente de Estados Unidos N° 4.950.645 y la
Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO 91/16347 también se proponen para su uso para conseguir
aspectos particulares de la presente invencion.

También pueden usarse BCG y esqueleto de pared celular (CWS) de BCG como adyuvantes de la invencién, con o
sin trehalosa dimicolato. Puede usarse trehalosa dimicolato en si mismo. Azuma y col. (1988) muestra que la
administracion de trehalosa dimicolato se correlaciona con aumento de la resistencia a infeccion por virus de la gripe
en ratones. Puede prepararse trehalosa dimicolato como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 4.579.945.

Agentes anfipaticos y tensioactivos, por ejemplo, saponina y derivados tales como QS21 (Cambridge Biotech),
forman otro grupo mas de adyuvantes preferidos para su uso con los inmunégenos de la presente invencion.
También pueden emplearse tensioactivos de copolimero en blogue no iénicos (Rabinovich y col., 1994; Hunter y
col., 1991). Los oligonucleétidos, como se describen por Yamamoto y col. (1988) son otro grupo util de adyuvantes.
Quil Ay lentinen también son adyuvantes preferidos.

También se contemplan superantigenos para su uso como adyuvantes en la presente invencion. Los
“superantigenos” son en general productos bacterianos que estimulan una mayor proporcién de linfocitos T que los
antigenos peptidicos sin un requisito de procesamiento antigénico (Mooney y col., 1994). Los superantigenos
incluyen exoproteinas de Staphylococcus tales como la enterotoxinas a, B, yy d de S. aureus y S. epidermidis, y las
exotoxinas a, 3, yy & de E. coli.

Las enterotoxinas de Staphylococcus habituales se conocen como enterotoxina estafilocécica A (SEA) y
enterotoxina estafilococica B (SEB), estando descritas las enterotoxinas hasta E (SEE) (Rott y col.,, 1992).
Streptococcus pyogenes B (SEB), enterotoxina de Clostridium perfringens (Bowness y col., 1992), proteina asociada
a membrana citoplasmatica (CAP) de S. pyogenes (Sato y col., 1994) y la toxina de sindrome de choque téxico 1
(TSST-1) de S. aureus (Schwab y col., 1993) son superantigenos Utiles adicionales.

Un grupo de adyuvantes particularmente preferidos para su uso en la invencién son las endotoxinas detoxificadas,
tales como la endotoxina detoxificada refinada de la Patente de Estados Unidos N° 4.866.034. Estas endotoxinas
detoxificadas refinadas son eficaces para producir respuestas adyuvantes en mamiferos.

Las endotoxinas detoxificadas pueden combinarse con otros adyuvantes. Se contempla la combinacion de
endotoxinas detoxificadas con trehalosa dimicolato, como se describe en la Patente de Estados Unidos N°
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4.435.386. También se contemplan combinaciones de endotoxinas detoxificadas con trehalosa dimicolato y
glucolipidos endotéxicos (Patente de Estados Unidos N° 4.505.899), asi como combinacion de endotoxinas
detoxificadas con esqueleto de pared celular (CWS) o CWS vy trehalosa dimicolato, como se describe en las
Patentes de Estados Unidos N° 4.436.727, 4.436.728 y 4.505.900. También se prevé que las combinaciones de
solamente CWS y trehalosa dimicolato, sin endotoxinas detoxificadas son utiles, como se describe en la Patente de
Estados Unidos N° 4.520.019.

MPL es actualmente un agente inmunopotenciador preferido para su uso en el presente documento. Las referencias
que se refieren a los usos de MPL incluyen Tomai y col. (1987), Chen y col. (1991) y Garg y Subbarao (1992), que
se refieren cada una a ciertos papeles de MPL en las reacciones de ratones envejecidos; Elliott y col. (1991), que se
refiere al ratén cargado con D-galactosamina y su sensibilidad potenciada a lipopolisacarido y MPL; Chase y col.
(1986), que se refiere a infecciones bacterianas; y Masihi y col. (1988), que describe los efectos de MPL y
endotoxina en la resistencia de ratones a Toxoplasma gondii. Fitzgerald (1991) también indic6 el uso de MPL para
regular positivamente la inmunogenicidad de una vacuna para la sifilis y para impartir proteccion significativa frente a
infeccion de presentacién en conejos.

Por lo tanto se sabe que MPL es seguro para su uso, como se muestra en los sistemas de modelo anteriores. Los
ensayos clinicos de fase | también han mostrado que MPL es seguro para su uso (Vosika y col., 1984). De hecho, se
sabe que 100 ug/m2 es seguro para su uso humano, incluso basandose en un paciente externo (Vosika y col., 1984).

MPL generalmente induce activacion de linfocitos B policlonales (Baker y col., 1994) y se ha mostrado que aumenta
la produccién de anticuerpos en muchos sistemas, por ejemplo, en ratones inmunolégicamente inmaduros (Baker y
col., 1988); en ratones envejecidos (Tomai y Johnson, 1989); y en ratones desnudos Xid (Madonna y Vogel, 1986;
Myers y col., 1995). Se ha mostrado que la produccion de anticuerpos frente a eritrocitos (Hraba y col., 1993);
antigenos independientes y dependientes de linfocitos T; vacuna inmune a Pnu (Garg y Subbarao, 1992); antigenos
asociados con tumor aislado (Patente de Estados Unidos 4.877.611); contra células tumorales singénicas
(Livingston y col., 1985; Ravindranath y col., 1994a;b); y contra gangliésidos asociados con tumor (Ravindranath y
col., 1994a;b).

Otro atributo util de MPL es que aumenta las respuestas de IgM, como se muestra en Baker y col. (1988a), que
describe la capacidad de MPL para aumentar las respuestas de anticuerpos en ratones jovenes. Esta es una
caracteristica particularmente Util de un adyuvante para su uso en ciertas realizaciones de la presente invencion.
Myers y col. (1995) indicé recientemente la capacidad de MPL para inducir anticuerpos IgM, en virtud de la
produccién de anticuerpos independiente de linfocitos T.

En los estudios de Myers y col. (1995), MPL se conjug6 con el hapteno TNP. Se propuso MPL para su uso como un
vehiculo para otros haptenos, tales como péptidos.

MPL también activa y recluta macréfagos (Verma y col., 1992). Tomai y Johnson (1989) mostré que los linfocitos T
estimulados con MPL potencian la secrecién de IL-1 por macrdéfagos. También se sabe que MPL activa la
produccion de superoxido, actividad de lisozimas, fagocitosis y muerte de Candida en macréfagos peritoneales
murinos (Chen y col., 1991).

Los efectos de MPL en linfocitos T incluyen la produccién endoégena de factores citotoxicos, tales como TNF, en
suero de ratones sensibilizados con BCG por MPL (Bennett y col., 1988). Kovach y col. (1990) y Elliot y col. (1991)
también muestra que MPL induce actividad de TNF. Se sabe que MPL actla con TNF-a para inducir la liberacion de
IFN-y por células NK. La produccién de IFN-y por linfocitos T en respuesta a MPL también se documenté por Tomai y
Johnson (1989), y Odean y col. (1990).

También se sabe que MPL es un adyuvante de linfocitos T potente. Por ejemplo, MPL estimula la proliferacion de
CTL especificos de antigeno de melanoma (Mitchell y col., 1988, 1993). Ademas, Baker y col. (1988b) mostré que
MPL no toxico inactivaba la actividad de linfocitos T supresores. De forma natural, en el ambiente fisiolégico, la
inactivacion de linfocitos T supresores permite un mayor beneficio para el animal, obtenido por, por ejemplo,
aumento en la produccién de anticuerpos. Johnson y Tomai (1988) han indicado los posibles mediadores celulares y
moleculares de la accién adyuvante de MPL.

También se sabe que MPL induce la agregacién de plaquetas y fosforila una proteina plaquetaria antes de la
induccién de secrecion de serotonina (Grabarek y col., 1990). Este estudio muestra que MPL esta implicado en la
activacion de proteina quinasa C y la transduccion de sefial.

Muchos articulos se refieren a la estructura y funciéon de MPL. Estos incluyen Johnson y col. (1990), que describe la
caracterizacion estructural de homologos de MPL obtenidos de lipopolisacarido Re595 de Salmonella Minnesota. El
trabajo de Johnson y col. (1990), junto con Grabarek y col. (1990), muestra que los restos de acido graso de MPL
pueden variar, incluso en especies comerciales. Al separar MPL en ocho fracciones por cromatografia de capa fina,
Johnson y col. (1990) descubrié que tres eran particularmente activas, segun se evalu6 usando respuestas
plaquetarias humanas. Los componentes quimicos de las diversas especies de MPL se caracterizaron por Johnson
y col. (1990).
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Baker y col. (1992) analiz6 adicionalmente las caracteristicas estructurales que influyen en la capacidad del lipido A
y sus analogos para anular la expresion de la actividad de linfocitos T supresores. Indicaron que la reduccion del
namero de grupos fosfato en el lipido A de dos a uno (es decir, creacion de monofosforil lipido A, MPL) asi como la
reduccion del contenido de acilo graso, principalmente retirando el resto en la posicion 3, dio como resultado una
reduccion progresiva de la toxicidad; sin embargo, estas modificaciones estructurales no influyeron en su capacidad
para anular la expresion de funcion de Ts (Baker y col., 1992). Estos tipos de MPL son ideales para su uso en la
presente invencion.

Baker y col. (1992) también mostré que reducir el contenido de acilo graso de cinco a cuatro (precursor de lipido A
IVa 0 I3) elimind la capacidad para influir en la funciéon de Ts pero no para inducir la activacion policlonal de linfocitos
B. Estos estudios muestran que para poder anular la expresién de funciéon de Ts, el lipido A debe ser un disacarido
de glucosamina; puede tener uno o dos grupos fosfato y debe tener al menos cinco grupos de acilo graso. Ademas,
la longitud de cadena del acido graso no hidroxilado, asi como la localizaciéon de grupos aciloxiacilo (posicion 2’
frente a 3’), pueden desempefiar un papel importante (Baker y col., 1992).

Al examinar la relacion entre longitud de cadena y posicion de grupos acilo grasos en la capacidad del lipido A para
anular la expresién de la actividad de linfocitos T supresores (Ts), Baker y col. (1994) descubrié que las longitudes
de cadena de acilo graso de Cy2 a Cy4 parecian ser Optimas para la bioactividad. Por lo tanto, aunque su uso adn es
posible, las preparaciones de lipido A con grupos de acilo graso de longitud de cadena relativamente corta (C10 a C12
de Pseudomonas aeruginosa y Chromobacterium violaceum) o longitud de cadena predominantemente larga (Cis de
Helicobacter pylori) se prefieren menos para su uso en la presente invencion.

Baker y col. (1994) también mostr6 que los oligosacaridos de la regidon central interior proximal del lipido A de
algunos lipopolisacaridos bacterianos aumentan la expresion de actividad de Ts; debido principalmente a la
capacidad de tales oligosacaridos, que se conservan relativamente en estructura entre bacterias gram negativas,
para aumentar o expandir en la poblacion de Ts CD8" generada durante el transcurso de una respuesta de
anticuerpos normal a antigenos microbianos no relacionados. Se indicd que la estructura minima requerida para la
expresion de la inmunosupresion afiadida observada era un hexasacarido que contenia un resto de 2-ceto-3-
desoxioctonato, dos restos de glucosa y tres restos de heptosa a los que se unen dos grupos de
pirofosforiletanolamina (Baker y col., 1994). Esta informacion puede considerarse al utilizar o incluso disefiar
adyuvantes adicionales para su uso en la invencion.

En una linea de trabajo relacionada en general, Tanamoto y col. (1994a;b; 1995) describié la disociacion de
actividades endotoxicas en un precursor de lipido A sintetizado quimicamente después de acetilacion o
succinilacion. Por lo tanto, compuestos tales como “acetilo 406" y “succinilo 516” (Tanamoto y col., 1994a;b; 1995)
también se contemplan para su uso en la invencién.

Los MPL sintéticos forman un grupo particularmente preferido de antigenos. Por ejemplo, Brade y col. (1993)
describié un glucoconjugado artificial que contenia la cadena principal de disacarido de glucosamina bifosforilado de
Lipido A que se une a Mab 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 Estados Unidos N° 4.987.237 se contemplan particularmente para
su uso en la presente invencion. La Patente de Estados Unidos 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 nicleo de monofosforil lipido A a través de un grupo éster. Los derivados proporcionan un procedimiento
conveniente para acoplar el lipido A a través de agentes de acoplamiento a diversos materiales biolégicamente
activos. Las propiedades inmunoestimulantes del lipido A se mantienen. Todos los derivados de MPL de acuerdo
con la Patente de Estados Unidos N° 4.987.237 se contemplan para su uso en las células incorporadas con
adyuvante de MPL de la presente invencion.

Diversos adyuvantes, incluso los que no se usan habitualmente en seres humanos, pueden aun emplearse en
animales, cuando, por ejemplo, se desea inducir anticuerpos u obtener posteriormente linfocitos T activados. La
toxicidad u otros efectos adversos que pueden resultar del adyuvante o las células, por ejemplo, como puede
producirse usando células tumorales no irradiadas, es irrelevante en tales circunstancias.

Dentro de las vacunas proporcionadas en el presente documento, la composicion adyuvante se disefia
preferentemente para inducir una respuesta inmune predominantemente del tipo Thl. Altos niveles de citocinas del
tipo Thl (por ejemplo, IFN-y, TNFa, IL-2 y IL-12) tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunes mediadas
por células a un antigeno administrado. Por el contrario, niveles altos de citocinas de tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-
5, IL-6 y IL-10) tienden a favorecer la induccion de respuestas inmunes humorales. Tras la aplicacién de una vacuna
como se proporciona en el presente documento, un paciente soportara una respuesta inmune que incluye
respuestas de tipo Thl y Th2. Dentro de una realizacion preferida, en la que una respuesta es predominantemente
de tipo Thl, el nivel de citocinas de tipo Thl aumentara en mayor medida que el nivel de citocinas de tipo Th2. Los
niveles de estas citocinas pueden evaluarse facilmente usando ensayos convencionales. Para una revision de las
familias de citocinas véase por ejemplo, Mosmann y Coffman (1989).

Los adyuvantes preferidos para su uso en la inducciéon de una respuesta predominantemente de tipo Thl incluyen,
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por ejemplo, una combinacién de monofosforil lipido A, preferentemente monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-
MPL), junto con una sal de aluminio. Estan disponibles adyuvantes de MPL de Corixa Corporation (Seattle, WA,
véase por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N° 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y 4.912.094, cada uno de los
cuales se incorpora especificamente en el presente documento por referencia en su totalidad). Los oligonucleétidos
que contienen CpG (en los que el dinucleétido CpG no esta metilado) también inducen una respuesta
predominantemente Thl. Tales oligonucleétidos se conocen bien y se describen, por ejemplo, en la Publicacion de
Solicitud de Patente Internacional N® WO 96/02555 y Publicacién de Solicitud de Patente Internacional N° WO
99/33488. También se describen secuencias de ADN inmunoestimuladoras, por ejemplo, por Sato y col. (1996). Otro
adyuvante preferido es una saponina, preferentemente QS21 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA),
que puede usarse sola 0 en combinacién con otros adyuvantes. Por ejemplo, un sistema potenciado implica la
combinacion de un monofosforil lipido A y derivado de saponina, tal como la combinacion de QS21 y 3D-MPL (véase
por ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO 94/00153), o un compuestos menos
reactogénico en el que QS21 se interrumpe con colesterol (véase por ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente
Internacional N° WO 96/33739). Otras formulaciones preferidas comprenden una emulsién de aceite en agua y
tocoferol. También se ha descrito una formulacién adyuvante particularmente potente que incluye QS21, 3D-MPL y
tocoferol en una emulsion en aceite en agua (véase por ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente Internacional
N° WO 95/17210).

Otros adyuvantes preferidos incluyen Montanide ISA 720 (Seppic), SAF (Chiron), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), la
serie SBAS de adyuvantes (por ejemplo, SBAS-2 o SBAS-4, disponibles de SmithKline Beecham, Rixensart,
Bélgica), Detox (Corixa Corporation), RC-529 (Corixa Corporation) y aminoalquil glucosaminida 4-fosfatos (AGP).

Cualquier vacuna proporcionada en el presente documento puede prepararse usando procedimientos bien
conocidos que dan como resultado una combinacién de uno o méas antigenos, uno o mas inmunoestimuladores o
adyuvantes y uno o mas vehiculos, excipientes o tampones farmacéuticamente aceptables adecuados. Las
composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse como parte de una formulacion de
liberacion prolongada (es decir, una formulacion tal como una cépsula, esponja o gel [compuesta de polisacaridos,
por ejemplo] que efectda una liberacion lenta del compuesto después de la administracion). Tales formulaciones
pueden prepararse generalmente usando tecnologia bien conocida (Coombes y col., 1996) y administrarse por, por
ejemplo, implantacién oral, rectal o subcutanea o por implantacién en el sitio diana deseado. Las formulaciones de
liberacién prolongada pueden contener un péptido, polinucleétido o anticuerpo dispersado en una matriz de vehiculo
y/o contenidas dentro de un depésito rodeado por una membrana controladora de la velocidad.

Los vehiculos para su uso dentro de tales formulaciones son preferentemente biocompatibles y también pueden ser
biodegradables; preferentemente la formulacion proporciona un nivel relativamente constante de liberacion de
componente activo. Tales vehiculos incluyen microparticulas de poli(lactida-co-glicolida), asi como poliacrilato, latex,
almidén, celulosa y dextrano. Otros vehiculos de liberacidn prolongada incluyen biovectores supramoleculares, que
comprenden un nicleo hidréfilo no liquido (por ejemplo, un polisacarido u oligosacarido reticulado) y, opcionalmente,
una capa externa que comprende un compuesto anfifilico, tal como un fosfolipido (Patente de Estados Unidos N°
5.151.254; Publicacién de Solicitud de Patente Internacional N° WO 94/20078; Publicacion de Solicitud de Patente
Internacional N° W0O/94/23701; y Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO 96/06638). La cantidad de
compuesto activo contenido dentro de una formulacion de liberacion prolongada depende del sitio de implantacién,
la tasa y duracién esperada de liberacién y la naturaleza de la afeccion a tratar o prevenir.

Cualquiera de una diversidad de vehiculos de suministro puede emplearse dentro de composiciones farmacéuticas y
vacunas para facilitar la produccion de una respuesta inmune especifica de antigeno que se dirige a células
tumorales. Los vehiculos de suministro incluyen células presentadoras de antigenos (APC), tales como células
dendriticas, macrofagos, linfocitos B, monocitos y otras células que pueden modificarse por ingenieria genética para
ser APC eficaces. Tales células pueden, pero no necesitan, modificarse genéticamente para aumentar la capacidad
de presentacion del antigeno, para mejorar la activacion y/o mantenimiento de la respuesta a linfocitos T, para tener
efectos antitumorales por si mismas y/o para ser inmunolégicamente compatibles con el receptor (es decir, haplotipo
de HLA coincidente). Las APC pueden generalmente aislarse de cualquiera de una diversidad de fluidos y 6rganos
bioldgicos, incluyendo tejidos tumorales y peritumorales y pueden ser células autdlogas, alogénicas, singénicas o
xenogeénicas.

Ciertas realizaciones preferidas de la presente invencion usan células dendriticas o progenitores de las mismas
como células presentadoras de antigenos. Las células dendriticas son APC altamente potentes (Banchereau y
Steinman, 1998) y se ha mostrado que son eficaces como un adyuvante fisiolégico para inducir inmunidad
antitumoral terapéutica o profilactica (Timmerman y Levy, 1999). En general, las células dendriticas pueden
identificarse basandose en su forma tipica (estrellada in situ, con protuberancias citoplasmaticas notables (dendritas)
visibles in vitro), su capacidad para captar, procesar y presentar antigenos con alta eficacia y su capacidad para
activar respuestas de linfocitos T virgenes. Las células dendriticas pueden, por supuesto, modificarse por ingenieria
genética para expresar receptores o ligandos de superficie celular especificos que no se encuentran habitualmente
en células dendriticas in vivo o0 ex vivo y tales células dendriticas modificadas se contemplan por la presente
invencién. Como una alternativa a células dendriticas, pueden usarse células dendriticas cargadas con antigeno de
vesiculas secretadas (denominadas exosomas) dentro de una vacuna (Zitvogel y col., 1998).
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Pueden obtenerse células dendriticas y progenitores de sangre periférica, médula 6sea, células que se infiltran en
tumores, células que se infiltran en tejidos peritumorales, ganglios linfaticos, bazo, piel, sangre del cordén umbilical o
cualquier otro tejido o fluido adecuado. Por ejemplo, las células dendriticas pueden diferenciarse ex vivo afiadiendo
una combinacion de citocinas tales como GM-CSF, IL-4, IL-13 y/o TNFa a cultivos de monocitos recogidos de
sangre periférica. Como alternativa, las células positivas para CD34 recogidas en sangre periférica, sangre de
cordéon umbilical o médula 6sea pueden diferenciarse en células dendriticas afiadiendo al medio de cultivo
combinaciones de GM-CSF, IL-3, TNFa, ligando de CD40, LPS, ligando de flt3 y/u otro compuesto o compuestos
gue inducen diferenciacion, maduracion y proliferacion de células dendriticas.

Las células dendriticas se categorizan convenientemente como células “inmaduras” y “maduras”, lo que permite un
modo sencillo de diferenciar entre dos fenotipos bien caracterizados. Sin embargo, esta nomenclatura no deberia
interpretarse como excluyente de todas las posibles etapas intermedias de diferenciacion. Las células dendriticas
inmaduras se caracterizan como APC con una alta capacidad de captacion y procesamiento de antigenos, que se
correlaciona con la alta expresion del receptor de Fcy y el receptor de manosa. El fenotipo maduro se caracteriza
tipicamente por una expresion menor de estos marcadores, pero una alta expresion de moléculas de superficie
celular responsables de la activacion de linfocitos T tales como MHC de clase | y clase I, moléculas de adhesién
(por ejemplo, CD54 y CD11) y moléculas coestimuladoras (por ejemplo, CD40, CD80, CD86 y 4-1BB).

Las APC pueden generalmente transfectarse con un polinucleétido que codifica un péptido relacionado con tumor
maligno hematoldgico, de modo que el péptido o una parte inmunogénica del mismo, se expresa en la superficie
celular. Dicha transfeccion puede tener lugar ex vivo, y puede usarse después una composicion o vacuna que
comprenda tales células transfectadas para fines terapéuticos, como se ha descrito en el presente documento.
Como alternativa, puede administrarse un vehiculo de suministro génico que se dirija a una célula dendritica u otra
célula presentadora de antigenos a un paciente, dando como resultado transfeccién que se produce in vivo. La
transfeccién in vivo y ex vivo de células dendriticas, por ejemplo, puede generalmente realizarse usando cualquier
procedimiento conocido en la técnica, tal como los descritos en la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional
N° WO 97/24447, o el enfoque de pistola génica descrito por Mahvi y col. (1997). La carga antigénica de células
dendriticas puede conseguirse incubando células dendriticas o células progenitoras con el péptido relacionado con
el tumor maligno hematolégico, ADN (desnudo o dentro de un vector plasmidico) o ARN; o con bacteria o virus
recombinante que expresa el antigeno (por ejemplo, vaccinia, viruela aviar, adenovirus o vectores de lentivirus).
Antes de cargar, el péptido puede conjugarse covalentemente con un compafiero inmunolégico que proporciona
ayuda a linfocito T (por ejemplo, una molécula vehiculo). Como alternativa, puede pulsarse una célula dendritica con
un compaifero inmunolégico no conjugado, de forma separada o en presencia del péptido.

También se contemplan agentes terapéuticos combinados y puede emplearse el mismo tipo de composiciones
farmacéuticas subyacentes para medicamentos tanto sencillos como combinados. Pueden presentarse vacunas y
composiciones farmacéuticas en recipientes de dosis unitaria 0 multidosis, tales como ampollas selladas o viales.
Tales recipientes 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 oleosos 0 acuosos. Como alternativa, una vacuna o composicidn farmacéutica puede almacenarse en una
condicion liofilizada que requiere solamente la adicion de un vehiculo liquido estéril inmediatamente antes de su uso.

4.5 Procedimientos de diagndstico y pronéstico para enfermedades de neoplasias hematologicas

La presente invencion proporciona adicionalmente procedimientos para detectar una enfermedad maligna asociada
con una o mas de las composiciones polipeptidicas o polinucleotidicas desveladas en el presente documento y para
controlar la eficacia de una inmunizacion o terapia para una enfermedad tal. Para determinar la presencia o ausencia
de una enfermedad maligna asociada con una o mas de las composiciones polipeptidicas o polinucleotidicas
desveladas en el presente documento, un paciente puede ensayarse con respecto al nivel de linfocitos T especificos
para una o mas de tales composiciones. Dentro de ciertos procedimientos, una muestra biolégica que comprende
linfocitos T CD4" y/o CD8" aislados de un paciente se incuba con una o mas de las composiciones polipeptidicas o
polinucleotidicas desveladas en el presente documento y/o una APC que expresa uno o mas de tales péptidos o
polipéptidos y la presencia o ausencia de activacion especifica de linfocitos T se detecta, como se ha descrito en el
presente documento. Las muestras biolégicas adecuadas incluyen, pero sin limitacion, linfocitos T aislados. Por
ejemplo, los linfocitos T pueden aislarse de un paciente por técnicas rutinarias (tales como por centrifugacion de
gradiente de densidad de Ficoll/Hypaque de linfocitos de sangre periférica). Pueden incubarse linfocitos T in vitro
durante 2-9 dias (tipicamente 4 dias) a 37 °C con una 0 mas de las composiciones peptidicas, polipeptidicas o
polinucleotidicas desveladas (por ejemplo, 5-25 pg/ml). Puede ser deseable incubar otra alicuota de una muestra de
linfocitos T en ausencia de la composicién para actuar como un control. Para los linfocitos T CD4", la activacion se
detecta preferentemente evaluando la proliferacién de los linfocitos T. Para linfocitos T CD8", la activacion se detecta
preferentemente evaluando la actividad citolitica. Un nivel de proliferacién que es al menos dos veces mayor y/o un
nivel de actividad citolitica que es al menos un 20 % mayor que en pacientes sin enfermedad indica la presencia de
una enfermedad maligna asociada con expresion de una o mas de las composiciones polipeptidicas o
polinucleotidicas desveladas. Puede analizarse una correlacion adicional, usando procedimientos bien conocidos en
la técnica, entre el nivel de proliferacién y/o actividad citolitica y la respuesta predicha a terapia. En particular, puede
esperarse que los pacientes que presentan una mayor respuesta de anticuerpos, proliferativa y/o litica muestren una
mayor respuesta a terapia.
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Dentro de otros procedimientos, una muestra biolégica obtenida de un paciente se ensaya con respecto al nivel de
anticuerpo especifico para uno o mas de los péptidos o polipéptidos relacionados con tumor maligno hematoldgico
desvelados en el presente documento. La muestra bioldgica se incuba con péptido o polipéptido relacionado con
tumor maligno hematolégico o un polinucleétido que codifica un péptido o polipéptido tal y/o una APC que expresa
dicho péptido o polipéptido en condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir que se formen
inmunocomplejos. Los inmunocomplejos formados entre el péptido o polipéptido seleccionado y los anticuerpos en la
muestra biolégica que se unen especificamente al péptido o polipéptido seleccionado se detectan después. Una
muestra biolégica para su uso dentro de tales procedimientos puede ser cualquier muestra obtenida de un paciente
que se esperaria que contuviera anticuerpos. Las muestras biolégicas adecuadas incluyen sangre, sueros, liquido
ascitico, médula 6sea, efusién pleural y fluido cerebroespinal.

La muestra bioldgica se incuba con el péptido o polipéptido seleccionado en una mezcla de reaccién en condiciones
y durante un tiempo suficientes para permitir que se formen inmunocomplejos entre el péptido o polipéptido
seleccionado y anticuerpos que son inmunoespecificos para un péptido o polipéptido tal. Por ejemplo, una muestra
bioldgica y un péptido o polipéptido seleccionado puede incubarse a 4 °C durante 24-48 horas.

Después de la incubacion, la mezcla de reaccion se ensaya con respecto a la presencia de inmunocomplejos. La
deteccién de inmunocomplejos formados entre el péptido o polipéptido seleccionado y anticuerpos presentes en la
muestra bioldgica pueden conseguirse por una diversidad de técnicas conocidas, tales como radioinmunoensayos
(RIA) y ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA). Los ensayos adecuados se conocen bien en la
técnica y se describen ampliamente en la bibliografia cientifica y de patentes (Harlow y Lane, 1988). Los ensayos
gue pueden usarse incluyen, pero sin limitacién la técnica de inmunoensayo de tipo sandwich de anticuerpo
monoclonal doble (Patente de Estados Unidos N° 4.376.110); ensayos de tipo sandwich de anticuerpo monoclonal-
policlonal (Wide y col., 1970); el procedimiento de “transferencia de western” (Patente de Estados Unidos N°
4.452.901); inmunoprecipitacién de ligando marcado (Brown y col., 1980); ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzima (Raines y Ross, 1982); técnicas inmunocitoquimicas, incluyendo el uso de fluorocromos (Brooks y col.,
1980); y neutralizaciéon de actividad (Bowen-Pope y col., 1984). Otros inmunoensayos incluyen, pero sin limitacion,
los descritos en las Patentes de Estados Unidos 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.

Para fines de deteccion, el péptido o polipéptido seleccionado puede estar marcado o no marcado. El péptido
polipeptidico no marcado puede usarse en ensayos de aglutinacién o en combinacién con reactivos de deteccion
marcados que se unen a los inmunocomplejos (por ejemplo, antinmunoglobulina, proteina G, Proteina A o una
lectina y anticuerpos secundarios o fragmentos de uniéon a antigeno de los mismos, capaces de unirse a los
anticuerpos que se unen especificamente al polipéptido o péptido relacionado con tumor maligno hematoldgico). Si
el péptido o polipéptido seleccionado se marca, el grupo indicador puede ser cualquier grupo indicador adecuado
conocido en la técnica, incluyendo radioisotopos, grupos fluorescentes, grupos luminiscentes, enzimas, biotina y
particulas colorantes.

Dentro de ciertos ensayos, el péptido o polipéptido no marcados se inmovilizan en un soporte soélido. El soporte
sélido puede ser cualquier material conocido por los expertos en la materia al que pueda unirse el péptido. Por
ejemplo, el soporte sélido puede ser un pocillo de ensayo en una placa de microtitulacion o una membrana de
nitrocelulosa u otra adecuada. Como alternativa, el soporte puede ser una perla o disco, tal como vidrio, fibra de
vidrio, latex o un material plastico tal como poliestireno o cloruro de polivinilo. El soporte también puede ser una
particula magnética o un sensor de fibra oOptica, tal como los desvelados en la Patente de Estados Unidos N°
5.359.681. El péptido puede inmovilizarse en el soporte sélido usando una diversidad de técnicas conocidas por los
expertos en la materia, que se describen ampliamente en la bibliografia de patentes y cientifica. En el contexto de la
presente invencion, el término “inmovilizacion” se refiere tanto a asociacion no covalente, tal como adsorcién, como
a union covalente (que puede ser un engarce directo entre el antigeno y grupos funcionales en el soporte o puede
ser un engarce por medio de un agente de reticulacion). Se prefiere inmovilizacién por adsorcién a un pocillo en una
placa de microtitulacion o a una membrana. En tales casos, la adsorcion puede conseguirse poniendo en contacto el
péptido o polipéptido seleccionado, en un tampén adecuado, con el soporte sélido durante una cantidad de tiempo
adecuada. El tiempo de contacto varia con la temperatura, pero esta tipicamente entre aproximadamente 1 hora y
aproximadamente 1 dia. En general, poner en contacto un pocillo de una placa de microtitulacion de plastico (tal
como poliestireno o cloruro de polivinilo) con una cantidad de péptido que varia de aproximadamente 10 ng a
aproximadamente 10 pg y preferentemente de 100 ng a aproximadamente 1 pg es suficiente para inmovilizar una
cantidad adecuada de péptido.

Después de la inmovilizacién, los sitios de unién a proteina restantes en el soporte tipicamente se bloquean. Puede
usarse cualquier agente de bloqueo adecuado conocido por los expertos en la materia, tal como albimina de suero
bovino, Tween™ 20™ (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), suero de cabra normal inactivado por calor (NGS), o
BLOTTO (solucién tamponada de leche en polvo sin grasa que también contiene un conservante, sales y un agente
antiespumante). El soporte se incuba después con una muestra biolégica sospechosa de contener anticuerpo
especifico. La muestra puede aplicarse pura o, mas frecuentemente, puede diluirse, habitualmente en una solucién
tamponada que contiene una cantidad pequefia (0,1 %-5,0 % en peso) de proteina, tal como BSA, NGS o BLOTTO.
En general, un tiempo de contacto (es decir, tiempo de incubacién) apropiado es un periodo de tiempo que es
suficiente para detectar la presencia de anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que es inmunoespecifico
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para el péptido o polipéptido seleccionado dentro de una muestra que contiene un anticuerpo tal o fragmento de
unioén a antigeno del mismo. Preferentemente, el tiempo de contacto es suficiente para conseguir un nivel de unién
que es al menos 95 % del conseguido en equilibrio entre anticuerpo o fragmento de anticuerpo unido y no unido. Los
expertos habituales en la materia reconocerdn que el tiempo necesario para conseguir el equilibrio puede
determinarse facilmente ensayando el nivel de unién que se produce durante un periodo de tiempo. A temperatura
ambiente, un tiempo de incubacién de aproximadamente 30 minutos generalmente es suficiente.

Después puede retirarse la muestra no unida lavando soporte sélido con un tampén apropiado, tal como PBS que
contiene Tween™ 20 0,1 %. Después puede afiadirse un reactivo de deteccion que se une a los inmunocomplejos y
que comprende al menos un primer marcador detectable o molécula “indicadora”. El reactivo de deteccién se incuba
con el inmunocomplejo durante una cantidad de tiempo suficiente para detectar el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo unido. Una cantidad de tiempo apropiado puede generalmente determinarse ensayando el nivel
de unién que se produce a lo largo de un periodo de tiempo. El marcador o reactivo de deteccion no unido se retira
después y el marcador o reactivo de detecciéon unido se detecta usando un ensayo o instrumento analitico
adecuado. El procedimiento empleado para detectar el grupo indicador depende de la naturaleza del grupo
indicador. Para marcadores radiactivos, los procedimientos de conteo de centelleo o autorradiograficos son
generalmente apropiados. Pueden usarse procedimientos espectroscépicos para detectar colorantes, restos
luminiscentes o quimioluminiscentes y diversos cromégenos, marcadores fluorescentes y similares. La biotina puede
detectarse usando avidina, acoplada a un grupo indicador diferente (habitualmente un grupo radiactivo o
fluorescente o una enzima). Los grupos indicadores enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de radbano rusticano, B-
galactosidasa, fosfatasa alcalina y glucosa oxidasa) pueden detectarse generalmente mediante la adicion de
sustrato (generalmente durante un periodo especifico de tiempo), seguido de analisis espectroscépico o de otro tipo
de los productos de reaccion. Independientemente del procedimiento especifico empleado, un nivel de reactivo de
deteccion unido que es al menos dos veces mayor que el fondo (es decir, el nivel observado para una muestra
biologica obtenida de un individuo sin enfermedad) indica la presencia de una enfermedad maligna asociada con la
expresion del péptido o polipéptido seleccionado.

En general, los procedimientos para controlar la eficacia de una inmunizacion o terapia implican controlar cambios
en el nivel de anticuerpos o linfocitos T especificos para el péptido o polipéptido seleccionado en una muestra 0 en
un animal tal como un paciente humano. Los procedimientos en los que los niveles de anticuerpo se controlan
pueden comprender las etapas de: (a) incubar una primera muestra bioldgica, obtenida de un paciente antes de una
terapia o inmunizacién, con un péptido o polipéptido seleccionado, en la que la incubacion se realiza en condiciones
y durante un tiempo suficientes para permitir que se formen inmunocomplejos; (b) detectar inmunocomplejos
formados entre el péptido o polipéptido seleccionado y anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno en la muestra
biolégica que se unen especificamente al péptido o polipéptido seleccionado; (c) repetir las etapas (a) y (b) usando
una segunda muestra biolégica tomada del paciente en un momento posterior, tal como por ejemplo, después una
terapia o inmunizacién dada; y (d) comparar el nimero de inmunocomplejos detectados en la primera y segunda
muestras biolégicas. Como alternativa, puede emplearse un polinucleétido que codifica el péptido o polipéptido
seleccionado o una APC que expresa el péptido o polipéptido seleccionado en lugar del péptido o polipéptido
seleccionado en si mismo. Dentro de tales procedimientos, se detectan inmunocomplejos entre el péptido o
polipéptido seleccionado codificado por el polinucleétido, o expresado por la APC, y anticuerpos y/o fragmentos de
unién a antigeno en la muestra biologica.

Los procedimientos en los que la activacion de linfocitos T y/o el niUmero de precursores especificos de polipéptidos
de tumor maligno hematolégico se controlan pueden comprender las etapas de: (a) incubar una primera muestra
biolégica que comprende células CD4" y/o CD8" (por ejemplo, médula 6sea, sangre periférica o una fraccion de las
mismas), obtenida de un paciente antes de una terapia o inmunizacion, con un péptido o polipéptido de tumor
maligno hematoldgico, en el que la incubacién se realiza en condiciones y durante un tiempo suficientes para
permitir la activacion especifica, proliferacion y/o lisis de linfocitos T; (b) detectar una cantidad de activacion,
proliferacién y/o lisis de los linfocitos T; (c) repetir las etapas (a) y (b) usando una segunda muestra bioldgica que
comprende linfocitos T CD4" y/o CD8" y tomada del mismo paciente después de terapia o0 inmunizacion; y (d)
comparar la cantidad de activacion, proliferacion y/o lisis de linfocitos T en la primera y segunda muestras bioldgicas.
Como alternativa, puede emplearse un polinucleétido que codifica un péptido relacionado con tumor maligno
hematolégico o una APC que expresa dicho péptido en lugar del péptido de tumor maligno hematolégico en si
mismo.

Una muestra biolégica para su uso dentro de tales procedimientos puede ser cualquier muestra obtenida de un
paciente que se esperaria que contuviera anticuerpos, linfocitos T CD4" y/o linfocitos T CD8". Las muestras
biolégicas adecuadas incluyen sangre, sueros, liquido ascitico, médula 6sea, efusion pleural y fluido cerebroespinal.
Puede obtenerse una primera muestra biolégica antes del inicio de terapia o inmunizacién o en mitad de un régimen
de vacunacién o terapia. La segunda muestra biolégica deberia obtenerse de una manera similar, pero en un
momento después de terapia 0 inmunizacion adicional. La segunda muestra biolégica puede obtenerse a la
complecién de, o en mitad de, terapia o inmunizacion, siempre que al menos una parte de la terapia o inmunizacién
tenga lugar entre el aislamiento de la primera y segunda muestras bioldgicas.

Las etapas de incubacién y deteccion para ambas muestras pueden realizarse en general como se ha descrito
anteriormente. Un aumento estadisticamente significativo del nimero de inmunocomplejos en la segunda muestra
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en relacion con la primera muestra refleja una terapia de inmunizacion exitosa.
4.6 Administracion de composiciones y formulaciones farmacéuticas

En ciertas realizaciones, la presente invencion se refiere a formulacion de una o mas de las composiciones
polinucleotidicas, polipeptidicas, peptidicas, de anticuerpo o de fragmento de unién a antigeno desveladas en el
presente documento en soluciones farmacéuticamente aceptable para administracién a una célula o un animal, solas
0 en combinacién con una o mas modalidades adicionales de terapia antineoplasica o en combinacién con uno o
mas agentes de diagndstico o terapéuticos.

También se entendera que, si se desea, el segmento de acido nucleico, composiciones de ARN o ADN desveladas
en el presente documento pueden administrarse en combinacién con otros agentes también, tales como, por
ejemplo, proteinas o péptidos o diversos agentes farmacéuticamente activos. Siempre que la composicién
comprenda al menos una de las construcciones de expresion genética desveladas en el presente documento, no
existe virtualmente limite a otros componentes que también puedan incluirse, dado que los agentes adicionales no
provocan un efecto adverso significativo tras el contacto con las células diana o tejidos huésped. Las composiciones
derivadas de ARN o ADN pueden por lo tanto suministrarse junto con otros diversos agentes segln se requiera en el
caso particular. Tales composiciones de ARN o ADN pueden purificarse de células huésped u otras fuentes
bioldgicas o, como alternativa, pueden sintetizarse quimicamente como se describe en el presente documento. De
forma similar, tales composiciones pueden comprender composiciones de ARN o ADN sustituidas o derivatizadas.
Tales composiciones pueden incluir una 0 mas construcciones génicas terapéuticas, solas o en combinacion con
uno o mas derivados sustituyentes de &cido nucleico o péptido modificados y/u otros agentes terapéuticos
antineoplasicos.

La formulacién de excipientes farmacéuticamente aceptables y soluciones de vehiculo se conocen bien por los
expertos en la materia, asi como el desarrollo de regimenes de dosificacién y tratamiento adecuados para el uso de
las composiciones particulares descritas en el presente documento en una diversidad de regimenes de tratamiento,
incluyendo, por ejemplo, administracion y formulacién oral, intravenosa, intranasal, transdérmica, intraprostatica,
intratumoral y/o intramuscular.

4.6.1 Administracion inyectable

Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden administrarse por via
parenteral, via intravenosa, via intramuscular o incluso por via intraperitoneal como se describe en la Patente de
Estados Unidos 5.543.158, Patente de Estados Unidos 5.641.515 y Patente de Estados Unidos 5.399.363 (cada una
incorporada especificamente en el presente documento por referencia en su totalidad). Las soluciones de los
compuestos activos como bases libres o sales farmacolégicamente aceptables pueden prepararse en agua
mezclada de forma adecuada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden
prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. En 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 o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles (Patente de
Estados Unidos 5.466.468, incorporada especificamente en el presente documento por referencia en su totalidad).
En todos los casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida hasta el grado de que exista facil inyectabilidad. Debe
ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse frente a la accién contaminante
de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un medio disolvente o de dispersion que
contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares),
mezclas adecuadas de los mismos y/o aceites vegetales. Puede mantenerse fluidez apropiada, por ejemplo,
mediante el uso de un revestimiento, tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de dispersion y por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos puede producirse
por diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico,
timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o cloruro
sédico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede producirse por el uso de las
composiciones de agentes que retardan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Para administracion parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, la soluciéon deberia tamponarse de forma
adecuada si es necesario y el diluyente liquido hacerse primer isoténico con solucién salina o glucosa suficientes.
Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, se conoceran por los expertos en la materia los medios
acuosos estériles que pueden emplearse a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, una dosificacion puede
disolverse en 1 ml de solucién de NaCl isoténica y afiadirse a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectarse en el
sitio propuesto de infusion (véase, por ejemplo, Hoover, 1975). Se producird necesariamente alguna variacion en la
dosificacién dependiendo de la afeccion del sujeto a tratar. La persona responsable de la administraciéon
determinard, en cualquier caso, la dosis apropiada para el sujeto individual. Ademas, para administracion humana,
las preparaciones deberian cumplir los patrones de esterilidad, pirogenicidad y seguridad y pureza generales
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requeridos por la Oficina de Patrones Biolégicos de la FDA.

Pueden prepararse soluciones inyectables incorporando las construcciones de terapia génica en la cantidad
requerida en el disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se
requiera, seguido de esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos
principios 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 al vacio y
liofilizacion que producen un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucion
previamente filtrada estéril del mismo.

Las composiciones desveladas en el presente documento pueden formularse en una forma neutra o salina. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acidos y que se forman con acidos inorganicos
tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico o tales acidos organicos como acético, oxdlico, tartarico,
mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases
inorganicas tales como, por ejemplo, sodio, potasio, amonio, calcio o hidréxidos férricos y tales bases organicas
como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares. Tras la formulacién, las soluciones se
administraran de una manera compatible con la formulacién de dosificaciébn y en una cantidad tal que sea
terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una diversidad de formas farmacéuticas
tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacién de farmaco y similares.

Como se usa en el presente documento “excipiente” incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de
dispersion, vehiculos, revestimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes retardantes de la
absorcion e isotonicos, tampones, soluciones excipientes, suspensiones, coloides y similares. El uso de tales medios
y agentes para sustancias farmacéuticas activas se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que
cualquier medio o agente convencional es incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse principios activos complementarios a las composiciones.

4.6.2 Administracion intranasal

Pueden usarse soluciones o pulverizaciones nasales, aerosoles o incluso inhalantes para el tratamiento de
neoplasias hematoldgicas con uno o mas de los péptidos y polinucleétidos desvelados. Las soluciones nasales son
habitualmente soluciones acuosas disefiadas para su administracion a los conductos nasales en gotas o
pulverizaciones. Las soluciones nasales se preparan de modo que sean similares en muchos respectos a
secreciones nasales, de modo que se mantenga la accion ciliar normal. Por lo tanto, las soluciones nasales acuosas
habitualmente son isoténicas y ligeramente tamponadas para mantener un pH de aproximadamente 55 a
aproximadamente 6,5. Ademas, pueden incluirse conservantes antimicrobianos, similares a los usados en
preparaciones oftalmicas, y estabilizadores farmacolégicos apropiados, si se requiere, en la formulacion. Se conocen
diversas preparaciones nasales comerciales.

Las inhalaciones e inhalantes son preparaciones farmacéuticas disefiadas para suministrar un farmaco o compuesto
al arbol respiratorio de un paciente. Se administra un vapor o bruma y alcanza el area afectada, con frecuencia para
proporcionar alivio de sintomas de congestién bronquial y nasal. Sin embargo, esta ruta también puede emplearse
para suministrar agentes al sistema circulatorio. Las inhalaciones pueden administrarse por las rutas respiratorias
nasal u oral. La administracion de soluciones de inhalacién solamente es eficaz si las gotas son suficientemente
finas y uniformes en tamafio de modo que la bruma alcance los bronquiolos.

Otro grupo de productos, también conocidos como inhalaciones, y en ocasiones denominados insuflaciones,
consiste en farmacos liquidos o en polvo fino que se transportan a las vias respiratorias mediante el uso de sistemas
de suministro especial, tales como aerosoles farmacéuticos, que mantienen una solucion o suspension del farmaco
en un propulsor de gas licuado. Cuando se libera a través de una véalvula adecuada y adaptador oral, se propulsa
una dosis medida de la inhalacion en el tracto respiratorio del paciente.

El tamafio de particula es importante en la administracién de este tipo de preparacion. Se ha indicado que el tamafio
de particula Optimo para penetracion en la cavidad pulmonar es del orden de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 7 um. Se producen brumas finas por aerosoles presurizados y por lo tanto su uso se considera
ventajoso.

4.6.3 Administracion mediado por liposomas, nanocap sulas y microparticulas

En ciertas realizaciones, los inventores contemplan el uso de liposomas, nanocapsulas, microparticulas,
microesferas, particulas lipidicas, vesiculas y similares para la introduccion de las composiciones polinucleotidicas
de la presente invencion en células huésped adecuadas. En particular, las composiciones polinucleotidicas de la
presente invencion pueden formularse para suministro encapsulado en una particula lipidica, un liposoma, una
vesicula, una nanoesfera o una nanoparticula o similares.

Tales formulaciones pueden preferirse para la introduccion de formulaciones farmacéuticamente aceptables de los
acidos nucleicos desvelados en el presente documento. La formacion y uso de liposomas se conoce generalmente
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por los expertos en la materia (véase por ejemplo, Couvreur y col., 1977; Couvreur, 1988; Lasic, 1998; que describe
el uso de liposomas y nanocapsulas en la terapia de antibiético dirigida para infecciones y enfermedades
bacterianas intracelulares). Recientemente, se han desarrollado liposomas con estabilidad en suero y semividas en
circulacion mejoradas (Gabizon y Papahadjopoulos, 1988; Allen y Choun, 1987; Patente de Estados Unidos
5.741.516, incorporadas especificamente en el presente documento por referencia en su totalidad). Ademas, se han
revisado diversos procedimientos de liposomas y preparaciones de tipo liposoma como vehiculos farmacoldgicos
potenciales (Takakura, 1998; Chandran y col., 1997; Margalit, 1995; Patente de Estados Unidos 5.567.434; Patente
de Estados Unidos 5.552.157; Patente de Estados Unidos 5.565.213; Patente de Estados Unidos 5.738.868 y
Patente de Estados Unidos 5.795.587, cada una incorporada especificamente en el presente documento por
referencia en su totalidad.

Se han usado liposomas de forma exitosa con varios tipos celulares que normalmente son resistentes a transfeccion
por otros procedimientos incluyendo suspensiones de linfocitos T, principalmente cultivos de hepatocitos y células
PC12 (Renneisen y col., 1990; Muller y col., 1990). Ademas, los liposomas no tienen las restricciones de longitud de
ADN que son tipicas de sistemas de suministro basados en virus. Los liposomas se han usado eficazmente 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), factor de transcripcion y efectores alostéricos (Nicolau y Gersonde, 1979) en una
diversidad de lineas celulares cultivadas y animales. Ademas, se han completado varios ensayos clinicos exitosos
gue examinan la eficacia del suministro de farmacos mediado por liposomas (Lopez-Berestein y col., 1985a; 1985b;
Coune, 1988; Sculier y col., 1988). Ademas, varios estudios sugieren que el uso de liposomas no esta asociado con
respuestas autoinmunes, toxicidad o localizacién en las gonadas después de suministro sistémico (Mori y Fukatsu,
1992).

Se forman liposomas a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontaneamente
vesiculas bicapa concéntricas multilamelares (también denominadas vesiculas multilamelares (MLV)). Las MLV
generalmente tienen diametros de 25 nm a 4 pm. La sonicacion de MLV da como resultado la formacion de
vesiculas unilamelares pequefias (SUV) con diametros en el intervalo de 200 a 500 A, que contienen una solucion
acuosa en el centro.

Los liposomas se asemejan a las membranas celulares y se contemplan para su uso en relacion con la presente
invencion como vehiculos para las composiciones peptidicas. Son ampliamente adecuados puesto que pueden
atraparse sustancias tanto solubles en agua como en lipidos, es decir en los espacios acuosos y dentro de la bicapa
en si misma, respectivamente. Es posible que los liposomas que portan farmacos puedan emplearse para suministro
especifico de sitio de agentes activos modificando selectivamente la formulacion del liposoma.

Ademas de las ensefianzas de Couvreur y col. (1977; 1988), la siguiente informaciéon puede utilizares en la
generacién de formulaciones liposomales. Los fosfolipidos pueden formar una diversidad de estructuras distintas de
liposomas cuando se dispersan en agua, dependiendo de la relacién molar de lipido a agua. A relaciones bajas el
liposoma es la estructura preferida. Las caracteristicas fisicas de liposomas dependen del pH, fuerza iénica y la
presencia de cationes divalentes. Los liposomas pueden mostrar baja permeabilidad a sustancias iénicas y polares,
pero a elevadas temperaturas experimentan una transicion de fase que altera notablemente su permeabilidad. La
transicion de fase implica un cambio de una estructura ordenada estrechamente empaquetada, conocida como el
estado de gel, a una estructura menos ordenada empaquetada con flexibilidad, conocida como el estado fluido. Esto
sucede a una temperatura caracteristica de transicion de fase y da como resultado un aumento de la permeabilidad
aiones, azlcares y farmacos.

Como alternativa, la invenciéon proporciona formulaciones de nanocapsulas farmacéuticamente aceptables de las
composiciones polinucleotidicas de la presente invencion. Las nanocapsulas pueden atrapar generalmente
compuestos de un modo estable y reproducible (Henry-Michelland y col., 1987; Quintanar-Guerrero y col., 1998;
Douglas y col.,, 1987). Para evitar los efectos secundarios debido a sobrecarga polimérica intracelular, tales
particulas ultrafinas (de un tamafio de aproximadamente 0,1 um) deberian disefiarse usando polimeros capaces de
degradarse in vivo. Se contemplan nanoparticulas de polialquilo-cianoacrilato biodegradables que cumplen estos
requisitos para su uso en la presente invencion y tales particulas pueden realizarse facilmente, como se ha descrito
(Couvreur y col., 1980; 1988; zur Muhlen y col., 1998; Zambaux y col. 1998; Pinto-Alphandry y col., 1995 y Patente
de Estados Unidos 5.145.684, incorporadas especificamente en la presente memoria por referencia en su totalidad).
En particular, se contempla también particularmente que los procedimientos de suministro de polinucleétidos a una
célula diana usando nanoparticulas o nanoesferas (Schwab y col., 1994; Truong-Le y col., 1998) son (tiles en la
formulacion de las composiciones desveladas para administraciéon a un animal y a un ser humano en particular.

4.7 Agentes y kits terapéuticos

La invencion también proporciona una o mas de las composiciones relacionadas con tumor maligno hematolégico
formuladas con uno o mas excipientes, vehiculos, diluyentes, adyuvantes y/u otros componentes farmacéuticamente
aceptables para su uso en la preparacion de medicamentos, o reactivos de diagnéstico, asi como diversos kits que
comprenden una o mas de tales composiciones, medicamentos o formulaciones pretendidas para administracion a
un animal que lo necesite o para su uso en uno 0 mas ensayos de diagndstico para identificar polinucleétidos,
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polipéptidos y/o anticuerpos que son especificos para uno o0 mas compuestos relacionados con tumor maligno
hematolégico como se describe en el presente documento. Ademas de los epitopos, anticuerpos y fragmentos de
unién a antigeno desvelados, pueden emplearse polinucleétidos que codifican fragmentos de unién a antigeno o
anticuerpos 0 agentes antineoplasicos adicionales, polinucledtidos, péptidos, antigenos u otros compuestos
terapéuticos en la formulacion de composiciones particulares y formulaciones desveladas en el presente documento
y particularmente en la preparacion de agentes antineoplasicos o terapias de anti neoplasias hematologicas para
administracion al mamifero afectado.

Como tal, los animales preferidos para administracién de las composiciones farmacéuticas desveladas en el
presente documento incluyen mamiferos y particularmente seres humanos. Otros animales preferidos incluyen
primates, ovejas, cabras, bovinos, equinos, porcinos, lupinos, caninos y felinos, asi como cualquier otra especie de
mamifero habitualmente considerada mascota, ganado o especies animales comercialmente relevantes. Las
composiciones y formulaciones pueden incluir composiciones polipeptidicas, polinucleotidicas o de anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno parcial o significativamente purificadas, solas o en combinaciéon con uno o mas
principios activos adicionales, agentes antineoplasicos, vacunas, adyuvantes u otros agentes terapéuticos que
pueden obtenerse de fuentes naturales o recombinantes o que pueden obtenerse de forma natural o sintetizarse
guimicamente o producirse como alternativa in vitro a partir de células huésped recombinantes que expresan uno o
mas segmentos de acido nucleico que codifican uno o mas de tales principios activos, vehiculos, adyuvantes,
cofactores u otros compuestos terapéuticos adicionales.

4.8 Reactivos y kits de diagnéstico

La invencién proporciona adicionalmente reactivos y kits de diagnostico que comprenden uno o mas de tales
reactivos para su uso en una diversidad de ensayos de diagnéstico, incluyendo por ejemplo, inmunoensayos tales
como ELISA e inmunoensayos de tipo “sandwich”. Tales kits pueden incluir preferentemente al menos un primer
péptido o un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la invencién, un fragmento funcional del mismo o
un coctel de los mismos y un medio para la generacién de sefial. Los componentes del kit pueden preunirse a un
soporte sdlido o pueden aplicarse a la superficie de un soporte solido cuando se usa el kit. EI medio generador de
sefial puede estar asociado previamente con un anticuerpo de la invencién o puede requerir combinacién con uno o
mas componentes, por ejemplo, tampones, conjugados de enzima-anticuerpo, sustratos de enzima o similares,
antes de su uso. Los kits también pueden incluir reactivos adicionales, por ejemplo, reactivos de bloqueo para
reducir la unién no especifica a la superficie de fase sdlida, reactivos de lavado, sustratos de enzima y similares. La
superficie de fase sdlida puede estar en forma de placas de microtitulacién, microesferas u otros materiales
adecuados para inmovilizar proteinas, péptidos o polipéptidos. Preferentemente una enzima que cataliza la
formacion de un producto quimioluminiscente o cromogénico o la reduccién de un sustrato quimioluminiscente o
cromogénico es un componente del medio generador de sefial. Tales enzimas se conocen bien en la técnica.

Tales kits son Utiles en la deteccion, control y diagndstico de afecciones caracterizadas por sobreexpresién o
expresion inapropiada de péptidos, polipéptidos, anticuerpos y/o polinucleétidos relacionados con tumor maligno
hematolégico, asi como hibridomas, células huésped y vectores que comprenden una o mas de tales composiciones
como se desvelan en el presente documento.

También pueden prepararse kits terapéuticos y de diagndstico de la presente invencion que comprenden al menos
uno del anticuerpo, péptido, fragmento de unidén a antigeno, hibridoma, vector, vacuna, polinucledtido o
composiciones celulares desveladas en el presente documento e instrucciones para usar la composicién como un
reactivo de diagnéstico o agente terapéutico. Los recipientes para su uso en tales kits pueden comprender
tipicamente al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa u otro recipiente adecuado, en el que puede
colocarse una o0 mas de las composiciones de diagndstico y/o terapéuticas y preferentemente separarse de forma
adecuada en alicuotas. Cuando se proporciona también un segundo agente terapéutico, el kit también puede
contener un segundo recipiente distinto en el que puede colocarse la segunda composicion de diagnéstico y/o
terapéutica. Como alternativa, puede prepararse una pluralidad de compuestos en una composicion farmacéutica
sencilla y pueden envasarse en un medio de recipiente sencillo tal como un vial, matraz, jeringa, frasco u otro
recipiente sencillo adecuado. Los kits de la presente invencién también incluiran tipicamente un medio para contener
el vial o viales en confinamiento estrecho para venta comercial, tal como, por ejemplo, recipientes de plastico
moldeados por soplado o inyeccion en los que se conserva el vial o viales deseados. Cuando se incluye un
radiomarcador, marcador cromogénico, fluorogénico u otro tipo de marcador detectable o medio de deteccién dentro
del kit, el agente marcador puede proporcionarse en el mismo recipiente que la composicion de diagnostico o
terapéutica en si misma o puede como alternativa colocarse en un segundo medio de recipiente distinto en el que
esta segunda composicién puede colocarse y separarse en alicuotas de forma adecuada. Como alternativa, el
reactivo de deteccion y el marcador pueden prepararse en un medio recipiente sencillo y, en la mayoria de los
casos, el kit también incluira tipicamente un medio para contener el vial o viales en confinamiento estrecho para
venta comercial y/o envasado y suministro conveniente.

4.9 Composiciones polinucleotidicas
Como se usa en el presente documento, las expresiones “segmento de ADN” y “polinucledétido” se refieren a una

molécula de ADN que se ha aislado del ADN gendmico total de una especie particular. Por lo tanto, un segmento de
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ADN que codifica un polipéptido se refiere a un segmento de ADN que contiene una 0 mas secuencias codificantes
pero que esta sustancialmente aislado de, o purificado de, ADN gendmico total de la especie de la que se obtiene el
segmento de ADN. Se incluyen dentro de las expresiones “segmento de ADN” y “polinucleétido” segmentos de ADN
y fragmentos mas pequefios de tales segmentos y también vectores recombinantes, incluyendo, por ejemplo,
plasmidos, cosmicos, fagémidos, fagos, virus y similares.

Como se entendera por los expertos en la materia, los segmentos de ADN de la presente invencién pueden incluir
secuencias genémicas, secuencias extragenomicas y codificadas por plasmidos y segmentos génicos obtenidos por
ingenieria genética mas pequefios que expresan, o pueden adaptarse para expresar, proteinas, polipéptidos,
péptidos y similares. Tales segmentos pueden estar naturalmente aislados o modificarse sintéticamente por la mano
del hombre.

“Aislado”, como se usa en el presente documento, significa que un polinucleétido esta sustancialmente separado de
otras secuencias codificantes y que el segmento de ADN no contiene grandes partes de ADN codificante no
relacionado, tal como fragmentos cromos6micos grandes u otros genes o regiones codificantes de polipéptidos
funcionales. Por supuesto, esto se refiere al segmento de ADN como se aislé originalmente y no excluye genes o
regiones codificantes afiadidas posteriormente al segmento por la mano del hombre.

Como se reconocera por el experto en la materia, los polinucleétidos pueden ser monocatenarios (codificantes o
antisentido) o bicatenarios y pueden ser moléculas de ADN (genémico, ADNc o sintético) o ARN. Las moléculas de
ARN incluyen moléculas de ARNHn, que contienen intrones y corresponden a una molécula de ADN de uno a unoy
moléculas de ARNm que no contiene intrones. Pueden estar presentes, pero no es necesario, secuencias
adicionales codificantes o no codificantes dentro de un polinucleétido de la presente invencién y un polinucleétido
puede, pero no necesita, estar ligado a otras moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucledtidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endoégena que codifica una
proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico o una parte de la misma) o puede comprender una
variante o un equivalente funcional biolégico o antigénico de dicha secuencia. Las variantes polinucleotidicas
pueden contener una 0 mas sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones, como se describe adicionalmente
posteriormente, preferentemente de modo que la inmunogenicidad del polipéptido codificado no disminuya, en
relaciéon con una proteina tumoral nativa. El efecto en la inmunogenicidad del polipéptido codificado puede evaluarse
generalmente como se describe en el presente documento. El término “variantes” también abarca genes homélogos
de origen xenogénico.

Cuando se comparan secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas, se dice que dos secuencias son “idénticas” si la
secuencia de nucledtidos o aminoacidos en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para
correspondencia maxima, como se describe posteriormente. Las comparaciones entre dos secuencias tipicamente
se realizan comparando las secuencias sobre una ventana de comparacién para identificar y comparar regiones
locales de similitud de secuencia. Una “ventana de comparacion” como se usa en el presente documento, se refiere
a un segmento de al menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, habitualmente de 30 a aproximadamente
75, de 40 a aproximadamente 50, en las que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del
mismo ndmero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alineen 6ptimamente.

El alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacion puede realizarse usando el programa Megalign en el
conjunto de software bioinformatico Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, WI), usando parametros por defecto. Este
programa incorpora varios esquemas de alineamiento descritos en las siguientes referencias: Dayhoff, M. O. (1978)
A model of evolutionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships. In Dayhoff, M. O. (ed.) Atlas
of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington DC Vol. 5, Supl. 3, pag.
345-358; Hein J. (1990) Unified Approach to Alignment and Phylogenes pag. 626-645 Methods in Enzymology vol.
183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D. G. y Sharp, P. M. (1989) CABIOS 5:151-153; Myers, E. W. y
Muller W. (1988) CABIOS 4: 11-17; Robinson, E. D. (1971) Comb. Theor 11:105; Santou, N. Nes, M. (1987) Mol.
Biol. Evol. 4: 406-425; Sneath, P.H.A. y Sokal, R. R. (1973) Numerical Taxonomy - the Principles and Practice of
Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W. J. y Lipman, D. J. (1983) Proc. Natl. Acad.,
Sci. USA 80: 726-730.

Como alternativa, puede realizarse alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacion por el algoritmo de
identidad local de Smith y Waterman (1981) Add. APL. Math 2: 482, por el algoritmo de alineamiento de identidad de
Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, por la busqueda de procedimientos similares de Pearson y
Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, por implantaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA en el Paquete de Software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group
(GCG), 575 Science Dr., Madison, WI), o por 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) Nucl. Acids
Res. 25: 3389-3402 y Altschul y col. (1990) J Mol. Biol. 215: 403-410, respectivamente. Pueden usarse BLAST y
BLAST 2.0, por ejemplo con los parametros descritos en el presente documento, para determinar el porcentaje de
identidad de secuencia para los polinucleétidos y polipéptidos de la invencion. El software para realizar analisis de
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BLAST esta disponible publicamente a través del centro nacional para la informacién biotecnolégica. En un ejemplo
ilustrativo, pueden calcularse puntuaciones acumulativas usando, para secuencias nuclectidicas, los parametros M
(puntuacion de recompensa para un par de restos coincidentes; siempre >0) y N (puntuacion de penalizacion para
residuos no coincidentes; siempre <0). Para secuencias de aminoacidos, puede usarse una matriz de puntuacion
para calcular la puntuacién acumulativa. La extension de los aciertos de palabra en cada direccion se detiene
cuando: la puntuacion de alineamiento acumulativa cae en la cantidad X de su valor maximo adquirido; la puntuacién
acumulativa llega a cero o por debajo, debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de restos de puntuacién
negativa; o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parametros de algoritmo BLAST W, T y X
determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa
por defecto una longitud de palabra (W) de 11 y expectativa (E) de 10 y alineamientos de la matriz de puntuacion
BLOSUM®62 (véase Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915) (B) de 50, expectativa (E) de
10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas cadenas.

Preferentemente, el “porcentaje de identidad de secuencia” se determina comparando dos secuencias alineadas de
forma oOptima sobre una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones, en la que la parte de la secuencia
polinucleotidica o polipeptidica en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir,
huecos) de 20 por ciento 0 menos, habitualmente de 5 a 15 por ciento, o de 10 a 12 por ciento, en comparacién con
las secuencias de referencia (que no comprenden adiciones o deleciones) para alineamiento 6ptimo de las dos
secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nUmero de posiciones en el que las bases de acido nucleico
idénticas o resto aminoacidico aparece en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes,
dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la secuencia de referencia (es
decir, el tamafio de ventana) y multiplicando los resultados por 100 para producir el porcentaje de identidad de
secuencia.

Por lo tanto, la presente invencién abarca secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas que tienen identidad
sustancial con las secuencias desveladas en el presente documento, por ejemplo las que comprenden al menos 50
% de identidad de secuencia, preferentemente al menos 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 %, 0 99 % o mayor, identidad de secuencia en comparaciéon con una secuencia polinucleotidica o
polipeptidica de la presente invencion usando los procedimientos descritos en el presente documento (por ejemplo,
andlisis de BLAST usando parametros convencionales, como se describe posteriormente). Un experto en la materia
reconocera que estos valores pueden ajustarse de forma apropiada para determinar la identidad correspondiente de
proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos teniendo en cuenta la degeneracién codonica, similitud de
aminoacidos, posicionamiento de fase de lectura y similares.

En realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona polinucleétidos y polipéptidos aislados que
comprenden diversas longitudes de tramos contiguos de secuencia idéntica o complementaria a una o mas de las
secuencias desveladas en el presente documento. Por ejemplo, se proporcionan polinucleétidos por la presente
invencion que comprenden al menos aproximadamente 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 6 1000 o
mas nucleédtidos contiguos de una o mas de las secuencias desveladas en el presente documento asi como todas
las longitudes intermedias entre ellas. Se entendera facilimente que “longitudes intermedias”, en este contexto,
significa cualquier longitud entre los valores citados, tales como 16, 17, 18, 19, etc.; 21, 22, 23, etc.; 30, 31, 32, etc.;
50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.; incluyendo todos los numeros enteros de 200-
500; 500-1.000, y similares.

Los polinucleétidos de la presente invencion, o fragmentos de los mismos, independientemente de la longitud de la
secuencia codificante en si misma, pueden combinarse con otras secuencias de ADN, tales como promotores,
sefiales de poliadenilacion, sitios de enzimas de restriccidn adicionales, sitios de clonacion multiple, otros segmentos
codificantes y similares, de modo que su longitud global pueda variar considerablemente. Se contempla por lo tanto
gue puede emplearse un fragmento de acido nucleico de casi cualquier longitud, estando limitada preferentemente la
longitud total por la facilidad de preparacion y uso en el protocolo de ADN recombinante pretendido. Por ejemplo, se
contempla que son Utiles segmentos de ADN ilustrativos con longitudes totales de aproximadamente 10.000,
aproximadamente 5.000, aproximadamente 3.000, aproximadamente 2.000, aproximadamente 1.000,
aproximadamente 500, aproximadamente 200, aproximadamente 100, aproximadamente 50 pares de bases de
longitud y similares (incluyendo todas las longitudes intermedias) en muchas implementaciones de la presente
invencion.

En otras realizaciones, la presente invencién se refiere a polinucleotidos que son capaces de hibridar en condiciones
moderadamente rigurosas con una secuencia polinucleotidica proporcionada en el presente documento, o un
fragmento de la misma, o una secuencia complementaria de la misma. Se conocen bien técnicas de hibridacion en
la materia de biologia molecular. Para fines de ilustracion, las condiciones moderadamente rigurosas adecuadas
para ensayar la hibridacion de un polinucledtido de la presente invencién con otros polinucleétidos incluyen
prelavado en una solucion de SSC 5X, SDS 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8,0); hibridacién a 50 °C-65 °C, SSC 5 X,
durante una noche; seguido de lavado dos veces a 65 °C durante 20 minutos con cada uno de SSC 2 X, 0,5 Xy 0,2
X que contienen SDS 0,1 %.

Ademas, se apreciara por los expertos en la materia que, como resultado de la degeneracion del cédigo genético,
existen muchas secuencias de nucle6tidos que codifican un polipéptido como se describe en el presente documento.
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Algunos de estos polinucledtidos portan una homologia minima con la secuencia de nucleétidos de cualquier gen
nativo. Sin embargo, se contemplan especificamente polinucleétidos que varian debido a diferencias en el uso
codonico por la presente invencién. Ademas, los alelos de los genes que comprenden las secuencias
polinucleotidicas proporcionadas en el presente documento estan dentro del alcance de la presente invencion. Los
alelos son genes enddgenos que se alteran como resultado de una 0 mas mutaciones, tales como deleciones,
adiciones y/o sustituciones de nucledtidos. EI ARNm y proteinas resultantes pueden, pero no necesitan, tener una
estructura o funcion alterada. Los alelos pueden identificarse usando técnicas convencionales (tales como
hibridacion, amplificacién y/o comparacion de secuencia de base de datos).

4.10 Sondas y cebadores

En otras realizaciones de la presente invencion las secuencias polinucleotidicas proporcionadas en el presente
documento pueden usarse provechosamente como sondas o cebadores para hibridacion de acidos nucleicos. Como
tales, se contempla que los segmentos de acido nucleico que comprenden una regién de secuencia de secuencia
contigua de al menos aproximadamente 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, o 95
nucleétidos de longitud que tiene la misma secuencia que, o es complementaria a, al menos una secuencia contigua
de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 0 95 nucledtidos de longitud de los polinucleétidos
desvelados tendran utilidad particular en una diversidad de realizaciones de hibridacién. También seran (tiles
secuencias complementarias o idénticas contiguas mas largas, por ejemplo, las de aproximadamente 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350,
360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 525, 550, 575, 600, 650, 700, 750, 800,
850, 900, 950, o incluso 1000 nucledtidos aproximadamente (incluyendo todas las longitudes intermedias) y todas
las secuencias de longitud completa como los polinucleétidos desvelados en ciertas realizaciones como sondas,
cebadores o dianas de amplificacién y similares.

La capacidad de dichas sondas de acido nucleico para hibridar especificamente con una secuencia de interés les
permitira ser Utiles en la deteccién de la presencia de secuencias complementarias en una muestra dada. Sin
embargo, también se contemplan otros usos, tales como el uso de la informacion de secuencia para la preparacion
de cebadores de especie mutante, o cebadores, para su uso en la preparacion de otras construcciones genéticas y
para identificar y caracterizar polinucleétidos de longitud completa y ARNm, ADNc de longitud completa o
sustancialmente completa y similares.

Se contemplan particularmente moléculas polinucleotidicas que tienen regiones de secuencia que consisten en
tramos de nucle6tidos contiguos idénticos o complementarios a una o mas secuencias polinucleotidicas como se
desvela en el presente documento, como sondas de hibridacion para su uso en, por ejemplo, analisis de hibridacién
de Southern y transferencia de Northern. Esto permitiria que se analizara un producto génico, o fragmento del
mismo, tanto en diversos tipos celulares como también en diversas células bacterianas. El tamafio total del
fragmento, asi como el tamafio del tramo o tramos complementarios, dependera en Ultima instancia del uso
pretendido o aplicacion del segmento de acido nucleico particular. Fragmentos mas pequefios encontraran
generalmente uso en realizaciones de hibridacién, en las que la longitud de la regién complementaria contigua
puede variarse, tal como entre aproximadamente 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 y hasta e incluyendo
secuencias complementarias contiguas mayores, incluyendo las de aproximadamente 70, 80, 90, 100, 120, 140,
160, 180, 6 200 nucledtidos de longitud también pueden usarse de acuerdo con el objetivo deseado dado y la
longitud particular de las secuencias complementarias que se desean detectar por analisis de hibridacion.

El uso de una sonda de hibridacion de aproximadamente entre aproximadamente 20 y aproximadamente 500
nucleétidos de longitud permite la formaciéon de una molécula doble que es tanto estable como selectiva. Se
prefieren generalmente moléculas que tengan secuencias complementarias contiguas sobre tramos mayores de
aproximadamente 20 bases de longitud, no obstante, para aumentar la estabilidad y selectividad del hibrido, y por lo
tanto mejorar la calidad y grado de moléculas hibridas especificas obtenidas. Se preferira generalmente disefiar
moléculas de acido nucleico que tengan tramos complementarios de genes de entre aproximadamente 25 y 300
nucleétidos contiguos o incluso mas largos cuando se desee.

Pueden seleccionarse sondas de hibridacién de cualquier parte de cualquiera de las secuencias desveladas en el
presente documento. Todo lo que se requiere es revisar las secuencias desveladas, o para cualquier parte contigua
de una secuencia tal, de aproximadamente 15 a 30 nucleétidos de longitud hasta e incluyendo la secuencia de
longitud completa, que se desea utilizar como una sonda o cebador. La seleccion de secuencias de sonda y cebador
puede gobernarse por diversos factores. Por ejemplo, se puede desear emplear cebadores hacia los extremos
terminales de la secuencia total.

Pueden prepararse facilmente segmentos o fragmentos polinucleotidicos pequefios por, por ejemplo, sintesis directa
del fragmento por medios quimicos, como se realiza habitualmente usando un sintetizador oligonucleotidico
automatico. Ademas, pueden obtenerse fragmentos por aplicacion de tecnologia de reproduccion de &acidos
nucleicos, tal como la tecnologia de PCR™ de la Patente de Estados Unidos 4.683.202 (incorporada en el presente
documento por referencia), introduciendo secuencias seleccionadas en vectores recombinantes para produccién
recombinante y por otras técnicas de ADN recombinante generalmente conocidas por los expertos en la materia de
la biologia molecular.
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Las secuencias de nucledtidos de la invencidon pueden usarse por su capacidad para formar selectivamente
moléculas dobles con tramos complementarios del gen completo o fragmentos génicos de interés. Dependiendo de
la aplicacion prevista, se deseara tipicamente emplear diversas condiciones de hibridacion para conseguir diversos
grados de selectividad de la sonda hacia la secuencia diana. Para aplicaciones que requieren alta selectividad, se
deseara tipicamente emplear condiciones relativamente rigurosas para formar los hibridos, por ejemplo, se
seleccionaran condiciones de sal relativamente baja y/o alta temperatura, tales como las proporcionadas por una
concentracion salina de aproximadamente 0,02 M a aproximadamente 0,15 M de sal a temperaturas de
aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C. Tales condiciones selectivas toleran pocos, 0 ninguno,
emparejamientos erroneos entre la sonda y el molde o hebra diana y serian particularmente adecuadas para aislar
secuencias relacionadas.

Por supuesto, para algunas aplicaciones, por ejemplo, cuando se desea preparar mutantes empleando una cadena
de cebador mutante hibridada con un molde subyacente, se necesitaran tipicamente condiciones de hibridacion
menos rigurosas (rigurosidad reducida) para permitir la formacion del heterodlplex. En estas circunstancias puede
desearse emplear condiciones salinas tales como las de sal de aproximadamente 0,15 M a aproximadamente 0,9 M,
temperaturas que varian de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 55 °C. De este modo pueden identificarse
facilmente especies de hibridaciéon cruzada como sefiales de hibridacion positiva con respecto a hibridaciones de
control. En cualquier caso, se aprecia generalmente que las condiciones pueden hacerse mas rigurosas mediante la
adicion de cantidades crecientes de formamida, que sirve para desestabilizar el diplex hibrido de la misma manera
que la temperatura elevada. Por lo tanto, las condiciones de hibridacion pueden manipularse facilmente y por lo
tanto seran generalmente un procedimiento de seleccion dependiendo de los resultados deseados.

4.11 Identificacién y caracterizacion de polinucle6  tidos

Los polinucleétidos pueden identificarse, prepararse y/o manipularse usando cualquiera de una diversidad de
técnicas bien establecidas. Por ejemplo, un polinucleétido puede identificarse, como se describe en mas detalle
posteriormente, explorando una microserie de ADNc con respecto a expresion asociada con tumor (es decir,
expresion que es al menos dos veces mayor en un tumor que en tejido normal, segun se determina usando un
ensayo representativo proporcionado en el presente documento). Dichas exploraciones pueden realizarse, por
ejemplo, usando una microserie Synteni (Palo Alto, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (y
esencialmente como se describe en Schena y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 10614-10619, 1996 y Heller y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 2150-2155, 1997). Como alternativa, pueden amplificarse polinucleétidos a partir de
ADNCc preparado de células que expresan las proteinas descritas en el presente documento, tales como células
tumorales relacionadas con tumor maligno hematologico. Tales polinucledtidos pueden amplificarse mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para este enfoque, pueden disefiarse cebadores especificos de
secuencia basandose en las secuencias proporcionadas en el presente documento y pueden comprarse 0
sintetizarse.

Puede usarse una parte amplificada de un polinucleétido de la presente invencion para aislar un gen de longitud
completa de una biblioteca adecuada (por ejemplo, una biblioteca de ADNc tumoral relacionado con tumor maligno
hematolégico) usando técnicas bien conocidas. Dentro de tales técnicas, se explora una biblioteca (ADNc o
gendmica) usando una o mas sondas o cebadores polinucleotidicos adecuados para amplificacion. Preferentemente,
se selecciona por tamafio una biblioteca que incluye moléculas mayores. También pueden preferirse bibliotecas con
cebadores aleatorios para identificar regiones 5’ y cadena arriba de genes. Se prefieren bibliotecas gendmicas para
obtener intrones y extender secuencias 5'.

Para técnicas de hibridacion, una secuencia parcial puede marcarse (por ejemplo, por traslacién por muescas o
marcando en el extremo con 32P) usando técnicas bien conocidas. Se explora después generalmente una biblioteca
bacteriana o de bacteriéfagos por filtros de hibridacion que contienen colonias bacterianas desnaturalizadas (o
cultivos que contienen placas de fagos) con la sonda marcada (véase Sambrook y col., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Las placas o colonias que
hibridan se seleccionan y expanden y el ADN se aisla para analisis posterior. Pueden analizarse clones de ADNc
para determinar la cantidad de secuencia adicional por, por ejemplo, PCR usando un cebador de la secuencia
parcial y un cebador del vector. Pueden generarse mapas de restriccion y secuencias parciales para identificar uno o
mas clones solapantes. La secuencia completa puede determinarse después usando técnicas convencionales, que
pueden implicar generar una serie de clones de delecion. Las secuencias solapantes resultantes pueden después
ensamblarse en una secuencia contigua sencilla. Puede generarse una molécula de ADNc de longitud completa
ligando fragmentos adecuados, usando técnicas bien conocidas.

Como alternativa, existen numerosas técnicas de amplificacion para obtener una secuencia codificante de longitud
de completa de una secuencia de ADNc parcial. Dentro de tales técnicas, la amplificacion se realiza generalmente
mediante PCR. Puede usarse cualquiera de una diversidad de kits disponibles en el mercado para realizar la etapa
de amplificacién. Pueden disefiarse cebadores usando, por ejemplo, software o algoritmos o férmulas bien
conocidas en la técnica.

Una técnica de amplificacion tal es PCR inversa (véase Triglia y col., Nucl. Acids Res. 16: 8186, 1988), que usa
enzimas de restriccion para generar un fragmento en la regién conocida del gen. El fragmento se circulariza después
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por ligacién intramolecular y se usa como un molde para PCR con cebadores divergentes derivados de la region
conocida. Dentro de un enfoque alternativo, pueden recuperarse secuencias adyacentes a una secuencia parcial por
amplificaciéon con un cebador a una secuencia de engarce y un cebador especifico para una region conocida. Las
secuencias amplificadas se someten tipicamente a un segundo ciclo de amplificacion con el mismo cebador de
engarce y un segundo cebador especifico para la regiéon conocida. Una variacion en este procedimiento, que emplea
dos cebadores que inician la extension en direcciones opuestas de la secuencia conocida, se describe en el
documento WO 96/38591. Otra técnica tal se conoce como “amplificacion rapida de extremos de ADNc” o RACE.
Esta técnica implica el uso de un cebador interno y un cebador externo, que hibrida con una region poliA o
secuencia vector, para identificar secuencias que estan 5’ y 3' de una secuencia conocida. Las técnicas adicionales
incluyen PCR de captura (Lagerstrom y col., PCR Methods Applic. 1: 111-19,1991) y walking PCR (Parker y col.,
Nucl. Acids. Res. 19: 3055-60, 1991). También pueden emplearse otros procedimientos que emplean amplificacion
para obtener una secuencia de ADNc de longitud completa.

En ciertos casos, es posible obtener una secuencia de ADNc de longitud completa por analisis de secuencias
proporcionadas en una base de datos de marcador de secuencia expresada (EST), tal como la disponible de
GenBank. Pueden realizarse generalmente busquedas para EST solapantes usando programas bien conocidos (por
ejemplo, bisquedas de NCBI BLAST) y tales EST pueden usarse para generar una secuencia de longitud completa
contigua. También pueden obtenerse secuencias de ADN de longitud completa por andlisis de fragmentos
genomicos.

4.12 Expresion de polinucleétidos en células huésped

En otras realizaciones de la invencion, pueden usarse secuencias polinucleotidicas o fragmentos de las mismas que
codifican polipéptidos de la invencion, o proteinas de fusion o equivalentes funcionales de las mismas, en moléculas
de ADN recombinante para dirigir la expresién de un polipéptido en células huésped apropiadas. Debido a la
degeneracion inherente del cédigo genético, pueden producirse otras secuencias de ADN que codifican
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos o una funcionalmente equivalente y estas secuencias pueden
usarse para clonar y expresar un polipéptido dado.

Como se entendera por los expertos en la materia, puede ser ventajoso en algunos casos producir secuencias de
nucleétidos que codifican polipéptidos que poseen codones de origen no natural. Por ejemplo, pueden seleccionarse
codones preferidos por un huésped procariota o eucariota particular para aumentar la tasa de expresion proteica o
para producir un transcrito de ARN recombinante que tenga propiedades deseables, tales como una semivida que
es mas larga que la de un transcrito generado a partir de la secuencia de origen natural.

Ademas, las secuencias polinucleotidicas de la presente invencion pueden obtenerse por ingenieria genética usando
procedimientos generalmente conocidos en la técnica para alterar las secuencias codificantes de polipéptidos por
una diversidad de razones, incluyendo pero sin limitacion, alteraciones que modifican la clonacién, procesamiento
ylo expresion del producto génico. Por ejemplo, puede usarse barajado de ADN por fragmentaciéon aleatoria y
reensamblaje por PCR de fragmentos génicos y oligonucle6tidos sintéticos para obtener por ingenieria genética las
secuencias de nucledtidos. Ademas, puede usarse mutagénesis dirigida para insertar nuevos sitios de restriccion,
alterar patrones de glucosilacion, cambiar la preferencia codonica, producir variantes de corte y empalme o introducir
mutaciones y asi sucesivamente.

En otra realizacion de la invencién, pueden ligarse secuencias de &acido nucleico naturales, modificadas o
recombinantes a una secuencia heteréloga para codificar una proteina de fusién. Por ejemplo, puede ser Uutil
explorar bibliotecas peptidicas con respecto a inhibidores de actividad polipeptidica para codificar una proteina
quimérica que pueda reconocerse por un anticuerpo disponible en el mercado. También puede obtenerse por
ingenieria genética una proteina de fusidon para que contenga un sitio de escision localizado entre la secuencia
codificante de polipéptido y la secuencia proteica heter6loga, de modo que el polipéptido pueda escindirse y
purificarse separado del resto heterélogo.

Pueden sintetizarse secuencias que codifican un polipéptido deseado, completo o en parte, usando procedimientos
guimicos bien conocidos en la técnica (véase Caruthers, M. H. y col. (1980) Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 215-223,
Horn, T. y col. (1980) Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 225-232). Como alternativa, la proteina en si misma puede
producirse usando procedimientos quimicos para sintetizar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido o una
parte de la misma. Por ejemplo, puede realizarse sintesis peptidica usando diversas técnicas de fase soélida
(Roberge, J. Y.y col. (1995) Science 269: 202-204) y puede conseguirse sintesis automatica, por ejemplo, usando el
Sintetizador Peptidico ABI 431A (Perkin Elmer, Palo Alto, CA).

Puede purificarse sustancialmente un péptido de nueva sintesis por cromatografia liquida de alto rendimiento
preparatoria (por ejemplo, Creighton, T. (1983) Proteins, Structures and Molecular Principles, WH Freeman and Co.,
Nueva York, N. Y.) u otras técnicas comparables disponibles en la materia. La composicion de los péptidos sintéticos
puede confirmarse por andlisis o secuenciacion de aminoacidos (por ejemplo, el procedimiento de degradacion de
Edman). Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de un polipéptido, o cualquier parte del mismo, puede
alterarse durante sintesis directa y/o combinarse usando procedimientos quimicos con secuencias de otras
proteinas, o cualquier parte de las mismas, para producir un polipéptido variante.
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Para expresar un polipéptido deseado, las secuencias de nucleétidos que codifican el polipéptido, o equivalentes
funcionales, pueden insertarse en vector de expresion apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos
necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia codificante insertada. Pueden usarse procedimientos
gue se conocen bien por los expertos en la materia para construir vectores de expresion que contengan secuencias
que codifican un polipéptido de interés y elementos de control traduccional y transcripcional apropiados. Estos
procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo.
Tales técnicas se describen en Sambrook, J. y col. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Press, Plainview, N. Y., y Ausubel, F. M. y col. (1989) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, Nueva York. N. Y.

Puede utilizarse una diversidad de sistemas de huésped/vector de expresion para contener y expresar secuencias
polinucleotidicas. Estos incluyen, pero sin limitacién, microorganismos tales como bacterias transformadas con
bacteriéfago recombinante, vectores de expresion de ADN plasmidicos o de cosmido; levadura transformada con
vectores de expresion de levaduras; sistemas celulares de insectos infectados con vectores de expresion de virus
(por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformados con vectores de expresion de virus (por
ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion
bacteriana (por ejemplo, plasmidos Ti 0 pBR322); o sistemas de células animales.

Los “elementos de control” o “secuencias reguladoras” presentes en un vector de expresion son las regiones no
traducidas del vector, potenciadores, promotores, regiones no traducidas 5’ y 3’, que interaccionan con proteinas
celulares del huésped para llevar a cabo transcripcion y traduccion. Tales elementos pueden variar en su fuerza y
especificidad. Dependiendo del sistema de vector y huésped utilizado, puede usarse cualquiera variedad de
elementos de transcripcion y traduccién adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo,
cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como el promotor de lacZ
hibrido del fagémido PBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif.) o plasmido PSPORT1 (Gibco BRL, Gaithersburg,
MD) y similares. En sistemas celulares de mamifero, se prefieren generalmente a promotores de genes de mamifero
o de virus de mamifero. Si es necesario generar una linea celular que contiene multiples copias de la secuencia que
codifica un polipéptido, pueden usarse provechosamente vectores basados en SV40 o EBV con un marcador
seleccionable apropiado.

En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse varios vectores de expresion dependiendo del uso pretendido para
el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades, por ejemplo para la induccion de
anticuerpos, pueden usarse vectores que dirigen expresion de alto nivel de proteinas de fusién que se purifican
facilmente. Tales vectores incluyen, pero sin limitacion, los vectores de clonacion y expresion de E. coli
multifuncionales tales como BLUESCRIPT (Stratagene), en los que la secuencia que codifica el polipéptido de
interés puede estar ligada al vector en fase con secuencias para la Met amino terminal y los 7 restos posteriores de
beta galactosidasa de modo que se produce una proteina hibrida; vectores pIN (Van Heeke, G. y S. M. Schuster
(1989) J. Biol. Chem. 264: 5503-5509); y similares. También pueden usarse vectores pGEX (Promega, Madison,
Wis.) para expresar polipéptidos ajenos como proteinas de fusidon con glutation S-transferasa (GST). En general,
tales proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de células lisadas por adsorciéon en
perlas de glutatiébn-agarosa seguido de elucion en presencia de glutation libre. Las proteinas realizadas en tales
sistemas pueden disefiarse para incluir heparina, trombina o sitios de escision de proteasa factor XA de modo que el
polipéptido clonado de interés pueda liberarse del resto de GST a voluntad.

En la levadura, Saccharomyces cerevisiae, pueden usarse varios vectores que contienen promotores constitutivos o
inducibles tales como factor alfa, alcohol oxidasa y PGH. Para revisiones, véase Ausubel y col. (mencionado
anteriormente) y Grant y col. (1987) Methods Enzymol. 153: 516-544.

En los casos en los que se usan vectores de expresion vegetales, la expresion de secuencias que codifican
polipéptidos puede dirigirse por cualquiera de varios promotores. Por ejemplo, pueden usarse promotores virales
tales como los promotores 35S y 19S de CaMV solos o en combinacién con la secuencia lider omega de TMV
(Takamatsu, N. (1987) EMBO J. 6: 307-311. Como alternativa, pueden usarse promotores vegetales tales como la
subunidad pequefia de RUBISCO o promotores de choque térmico (Coruzzi, G. y col. (1984) EMBO J. 3: 1671-1680;
Broglie, R. y col. (1984) Science 224: 838-843; y Winter, J. y col. (1991) Results Probl. Cell Differ. 17: 85-105). Estas
construcciones pueden introducirse en células vegetales por transformacion de ADN directa o transfeccion mediada
por patdgeno. Tales técnicas se describen en varias revisiones disponibles de forma general (véase, por ejemplo,
Hobbs, S. o Murry, L. E. en McGraw Hill Yearbook of Science and Technology (1992) McGraw Hill, Nueva York, N.
Y.; pag. 191-196).

También puede usarse un sistema de insectos para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en un sistema
tal, se usa el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como un vector para expresar
genes ajenos en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que codifican el
polipéptido pueden clonarse en una regién no esencial del virus, tal como el gen de polihedrina, y colocarse bajo el
control del promotor de polihedrina. La insercion exitosa de la secuencia codificante de polipéptido hara al gen de
polihedrina inactivo y producird virus recombinante sin proteina de cubierta. Los virus recombinantes pueden
después usarse para infectar, por ejemplo, células de S. frugiperda o larvas de Trichoplusia en las que el polipéptido
de interés puede expresarse (Engelhard, E. K. y col. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 3224-3227).
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En células de huésped mamifero, estan generalmente disponibles varios sistemas de expresion basados en virus.
Por ejemplo, en casos en los que se usa un adenovirus como un vector de expresion, pueden ligarse secuencias
gue codifican un polipéptido de interés en un complejo de transcripcién/traducciéon de adenovirus que consiste en el
promotor tardio y la secuencia lider tripartita. La insercién en una regiéon E1 o E3 no esencial del genoma viral puede
usarse para obtener un virus viable que es capaz de expresar el polipéptido en células huésped infectadas (Logan,
J. y Shenk, T. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81: 3655-3659). Ademas, pueden usarse potenciadores de la
transcripcion, tales como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV), para aumentar la expresion en células
huésped de mamifero.

También pueden usarse sefiales de inicio especificas para conseguir una traduccion mas eficaz de secuencias que
codifican un polipéptido de interés. Tales sefiales incluyen el codén de inicio ATG y secuencias adyacentes. En
casos en los que se insertan secuencias que codifican el polipéptido, su coddn de inicio y secuencias cadena arriba
en el vector de expresion apropiado, pueden no necesitarse sefiales de control transcripcional o traduccional
adicionales. Sin embargo, en casos en los que solamente se inserta la secuencia codificante, o una parte de la
misma, deberian proporcionarse sefiales de control traduccional exdgenas incluyendo el codén de inicio ATG.
Ademas, el codon de inicio deberia estar en la fase de lectura correcta para asegurar la traduccion del inserto
completo. Los elementos traduccionales exdgenos y codones de inicio pueden ser de diversos origenes, tanto
naturales como sintéticos. La eficacia de la expresion puede potenciarse por la inclusion de potenciadores que son
apropiados para el sistema celular particular que se usa, tales como los descritos en la bibliografia (Scharf, D. y col.
(1994) Results Probl. Cell Differ. 20: 125-162).

Ademas, puede seleccionarse una cepa de célula huésped por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar la proteina expresada de la manera deseada. Tales modificaciones del
polipéptido incluyen, pero sin limitacién, acetilacion, carboxilacion, glucosilacion, fosforilacion, lipidacion y acilacion.
El procesamiento postraduccional que escinde una forma “prepro” de la proteina también puede usarse para facilitar
la insercion, plegamiento y/o funcidon correctos. Pueden seleccionarse diferentes células huésped tales como CHO,
HelLa, MDCK, HEK293 y WI38, que tienen maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para tales
actividades postraduccionales, para asegurar la modificacién y el procesamiento correctos de la proteina ajena.

Para produccion a largo plazo, el alto rendimiento de proteinas recombinantes, se prefiere generalmente expresion
estable. Por ejemplo, pueden transformarse lineas celulares que expresan de forma estable un polinucleétido de
interés usando vectores de expresion que pueden contener origenes virales de replicacion y/o elementos de
expresion endégena y un gen marcador seleccionable en el mismo o en un vector separado. Tras la introduccion del
vector, se puede permitir a las células crecer durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de que se cambien a
un medio selectivo. El fin del marcador seleccionable es conferir resistencia a la seleccion y su presencia permite el
crecimiento y recuperacion de células que expresan de forma exitosa las secuencias introducidas. Pueden hacerse
proliferar clones resistentes de células transformadas de forma estable usando técnicas de cultivo tisular apropiadas
para el tipo celular.

Puede usarse cualquier numero de sistemas de seleccién para recuperar lineas celulares transformadas. Estos
incluyen, pero sin limitacion, los genes de timidina quinasa de virus de herpes simple (Wigler, M. y col. (1977) Cell
11: 223-32) y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy, I. y col. (1990) Cell 22: 817-23) que pueden emplearse en
células tk.sup. o aprt.sup., respectivamente. Ademas, puede usarse resistencia a antimetabolitos, antibiéticos o
herbicidas como la base para la seleccion; por ejemplo, dhfr que confiere resistencia a metotrexato (Wigler, M. y col.
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. 77: 3567-70); npt, que confiere resistencia a los aminoglucésidos, neomicina y G-418
(Colbere-Garapin, F. y col (1981) J. Mol. Biol. 150: 1-14); y als o pat, que confiere resistencia a clorsulfurén y
fosfinotricin acetiltransferasa, respectivamente (Murry, mencionado anteriormente). Se han descrito genes
seleccionables adicionales, por ejemplo, trpB, que permite a las células utilizan indol en lugar de triptéfano o hisD,
gue permite a las células utilizar histinol en lugar de histidina (Hartman, S. C. y R. C. Mulligan (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. 85:8047-51). Recientemente, el uso de marcadores visibles ha ganado popularidad usandose
ampliamente tales marcadores como antocianinas, beta-glucuronidasa y su sustrato GUS vy luciferasa y su sustrato
luciferina, no solamente para identificar transformantes, sino también para cuantificar la cantidad de expresion
proteica transitoria 0 estable atribuible a un sistema de vector especifico (Rhodes, C. A. y col. (1995) Methods Mol.
Biol. 55: 121-131).

Aunque la presencia/ausencia de la expresion del gen marcador sugiere que el gen de interés también esta
presente, su presencia y expresion puede requerir confirmarse. Por ejemplo, si la secuencia que codifica un
polipéptido se inserta dentro de una secuencia de gen marcador, pueden identificarse células recombinantes que
contienen secuencias por la ausencia de funcion del gen marcador. Como alternativa, puede colocarse un gen
marcador en tandem con una secuencia codificante de polipéptidos bajo el control de un promotor sencillo. La
expresion del gen marcador en respuesta a induccién o seleccion habitualmente indica expresién del gen en tAndem
también.

Como alternativa, pueden identificarse células huésped que contienen y expresan una secuencia polinucleotidica
deseada por una diversidad de procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Estos procedimientos
incluyen, pero sin limitacién, hibridaciones de ADN-ADN o ADN-ARN y técnicas de inmunoensayo o bioensayo de
proteinas que incluyen tecnologias basadas en membrana, solucion o microplaca para la deteccion y/o
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cuantificacion de acido nucleico o proteina.

Se conoce en la técnica una diversidad de protocolos para detectar y medir la expresion de productos codificados
por polinucleétidos, usando anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para el producto. Los ejemplos
incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y separacion de células
activadas por fluorescencia (FACS). Puede preferirse un inmunoensayo basado en monoclonal de dos sitios
utilizando anticuerpos monoclonales reactivos para dos epitopos no de interferencia en un polipéptido dado para
algunas aplicaciones, pero también puede emplearse un ensayo de unidn competitiva. Estos y otros ensayos se
describen, entre otros sitios, en Hampton, R. y col. (1990; Serological Methods, a Laboratory Manual, APS Press, St
Paul. Minn.) y Maddox, D. E. y col. (1983; J. Exp. Med. 158: 1211-1216).

Se conoce una amplia diversidad de marcadores y técnicas de conjugacion por los expertos en la materia y pueden
usarse en diversos ensayos de acidos nucleicos y aminoacidos. Los medios para producir hibridacién marcada o
sondas de PCR para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos incluyen oligomarcaje, translacion por
huecos, marcaje de extremos o amplificacion por PCR usando un nucleétido marcado. Como alternativa, las
secuencias, o0 cualquier parte de las mismas, pueden clonarse en un vector para la producciéon de una sonda de
ARNmM. Tales vectores se conocen en la técnica, estan disponibles en el mercado y pueden usarse para sintetizar
sondas de ARN in vitro por adicion de una ARN polimerasa apropiada tal como T7, T3 o SP6 y nucleétidos
marcados. Estos procedimientos pueden realizarse usando una diversidad de kits disponibles en el mercado. Las
moléculas indicadoras o marcadores adecuados, que pueden usarse incluyen radioniclidos, enzimas, agentes
fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particula magnéticas
y similares.

Pueden cultivarse células huésped transformadas con una secuencia polinucleotidica de interés en condiciones
adecuadas para la expresion y recuperacion de la proteina del cultivo celular. La proteina producida por una célula
recombinante puede secretarse o contenerse intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector usado.
Como se entendera por los expertos en la materia, los vectores de expresion que contienen polinucleétidos de la
invencion pueden disefiarse para contener secuencias sefial que dirigen la secrecién del polipéptido codificado a
través de una membrana de célula procariota o eucariota. Otras construcciones recombinantes pueden usarse para
unir secuencias que codifican un polipéptido de interés a una secuencia nucleotidica que codifica un dominio
polipeptidico que facilitara la purificacién de proteinas solubles. Tales dominios facilitadores de purificacién incluyen,
pero sin limitacién, péptidos quelantes de metal tales como mddulos de histidina-triptéfano que permiten la
purificacién en metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacion en inmunoglobulina
inmovilizada y el dominio utilizado en el sistema de purificacién de extensién/afinidad de FLAGS (Immunex Corp.,
Seattle, Wash.). La inclusion de secuencias de engarce escindibles tales como las especificas para Factor XA o
enteroquinasa (Invitrogen. San Diego, Calif.) entre el dominio de purificacién y el polipéptido codificado pueden
usarse para facilitar la purificacion. Un vector de expresion tal posibilita la expresion de una proteina de fusién que
contiene un polipéptido de interés y un acido nucleico que codifica 6 restos de histidina que preceden un sitio de
escision de enteroquinasa o una tiorredoxina. En los restos de histidina facilitan la purificacion en IMIAC
(cromatografia de afinidad i6nica de metal inmovilizado) como se describe en Porath, J. y col. (1992, Prot. Exp. Purif.
3: 263-281) mientras que el sitio de escision de enteroquinasa proporciona un medio para purificar el polipéptido
deseado de la proteina de fusion. Se proporciona un analisis de vectores que contienen proteinas de fusion en Kroll,
D. J.y col. (1993; DNA Cell Biol. 12: 441-453).

Ademas de los procedimientos de produccion recombinantes, los polipéptidos de la invencién, y fragmentos de los
mismos, pueden producirse por sintesis peptidica directa usando técnicas de fase sélida (Merrifield J. (1963) J. Am.
Chem. Soc. 85: 2149-2154). Puede realizarse sintesis proteica usando técnicas manuales o por automatizacion.
Puede conseguirse sintesis automatica, por ejemplo, usando Applied Biosystems 431 A Peptide Synthesizer (Perkin
Elmer). Como alternativa, pueden sintetizarse quimicamente diversos fragmentos de forma separada y combinarse
usando procedimientos quimicos para producir la molécula de longitud completa.

4.13 Mutagénesis especifica de sitio

La mutagénesis especifica de sitio es una técnica util en la preparacion de péptidos individuales, o polipéptidos
bioldgicamente funcionales equivalentes, a través de mutagénesis especifica de los polinucleétidos subyacentes que
los codifican. La técnica, bien conocida por los expertos en la materia, proporciona adicionalmente una capacidad
facil para preparar y ensayar variantes de secuencia, por ejemplo, incorporando una o mas de las anteriores
consideraciones, introduciendo uno o mas cambios de secuencia de nucleétidos en el ADN. La mutagénesis
especifica de sitio permite la produccion de mutantes a través del uso de secuencias oligonucleotidicas especificas
qgue codifican la secuencia de ADN de la mutacion deseada, asi como un nimero suficiente de nucleétidos
adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebadores de suficiente tamafio y complejidad de secuencia para
formar una doble cadena estable en ambos lados del punto de unién de delecion que se atraviesa. Pueden
emplearse mutaciones en una secuencia polinucleotidica seleccionada para mejorar, alterar, reducir, modificar o
cambiar de otro modo las propiedades del polinucleétido en si mismo y/o alterar las propiedades, actividad,
composicion, estabilidad o secuencia primaria del polipéptido codificado.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, los inventores contemplan la mutagénesis de las secuencias

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 237073713

polinucleotidicas desveladas para alterar una 0 mas propiedades del polipéptido codificado, tal como la antigenicidad
de una vacuna polipeptidica. Las técnicas de mutagénesis especifica de sitio se conocen bien en la materia y se
usan ampliamente para crear variantes tanto de polipéptidos como de polinucledtidos. Por ejemplo, se usa con
frecuencia mutagénesis especifica de sitio para alterar una parte especifica de una molécula de ADN. En tales
realizaciones, se emplea un cebador que comprende tipicamente de aproximadamente 14 a aproximadamente 25
nucleétidos de longitud, alterandose de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 restos en ambos lados del punto
de unién de la secuencia.

Como se apreciara por los expertos en la materia, las técnicas de mutagénesis especificas de sitio han empleado
con frecuencia un vector de fago que existe en una forma tanto monocatenaria como bicatenaria. Los vectores
tipicos utiles en mutagénesis dirigida incluyen vectores tales como el fago M13. Estos fagos estan facilmente
disponibles en el mercado y su uso se conoce bien generalmente por los expertos en la materia. Los plasmidos
bicatenarios también se emplean habitualmente en mutagénesis dirigida que elimina la etapa de transferir el gen de
interés de un plasmido a un fago.

En general, la mutagénesis dirigida de acuerdo con el presente documento se realiza obteniendo primero un vector
monocatenario o separando por fusion dos cadenas de un vector bicatenario que incluye dentro de su secuencia una
secuencia de ADN que codifica el péptido deseado. Se prepara un cebador oligonucleotidico que porta la secuencia
mutada deseada, generalmente de forma sintética. Este cebador se hibrida después con el vector monocatenario y
se somete a enzimas de polimerizacion de ADN tales como el fragmento Klenow de polimerasa | de E. coli, para
completar la sintesis de la cadena que porta la mutacién. Por lo tanto, se forma un heteroddplex en el que una hebra
codifica su secuencia no mutada original y la segunda hebra porta la mutacion deseada. Este vector de heteroduplex
se usa después para transformar células apropiadas, tales como células de E. coli y se seleccionan clones que
incluyen vectores recombinantes que portan la disposicién de secuencia mutada.

La preparacion de variantes de secuencia de los segmentos de ADN que codifican el péptido seleccionado usando
mutagénesis dirigida proporciona un medio para producir especies potencialmente Utiles y no se pretende que sea
limitante puesto que existen otra formas en las que se pueden obtener variantes de secuencia de péptidos y las
secuencias de ADN que los codifican. Por ejemplo, pueden tratarse vectores recombinantes que codifican la
secuencia peptidica deseada con agentes mutagénicos, tales como hidroxilamina, para obtener variantes de
secuencia. Se encuentran detalles especificos con respecto a estos procedimientos y protocolos en las ensefianzas
de Maloy y col., 1994; Segal, 1976; Prokop y Bajpai, 1991; Kuby, 1994; y Maniatis y col., 1982, cada una
incorporada en el presente documento por referencia, para ese fin.

Como se usa en el presente documento, la expresion “procedimiento de mutagénesis dirigida a oligonucle6tidos” se
refiere a procedimientos dependientes de molde y propagacion mediada por vector que da como resultado un
aumento de la concentracién de una molécula de acido nucleico especifica en relacién con su concentracion inicial o
un aumento de la concentracién de una sefial detectable tal como amplificacion. Como se usa en el presente
documento, se pretende que la expresion “procedimiento de mutagénesis dirigida a oligonucleétidos” se refiera a un
procedimiento que implica la extension dependiente de molde de una molécula de cebador. La expresion
procedimiento dependiente de molde se refiere a sintesis de acido nucleico de una molécula de ARN o ADN en la
gue la secuencia de la hebra de nueva sintesis de acido nucleico se dicta por las reglas bien conocidas de formacién
de pares de bases complementarias (véase, por ejemplo, Watson, 1987). Tipicamente, las metodologias mediadas
por vector implican la introduccion del fragmento de acido nucleico en un vector de ADN o ARN, la amplificacion
clonal del vector y la recuperacion del fragmento de acido nucleico amplificado. Los ejemplos de tales metodologias
se proporcionan por la Patente de Estados Unidos N° 4.237.224, incorporada especificamente en el presente
documento por referencia en su totalidad.

4.14 Técnicas de amplificacion de polinuclettidos

Estan disponibles varios procedimientos dependientes de molde para amplificar las secuencias diana de interés
presentes en una muestra. Uno de los procedimientos de amplificacién mejor conocidos es la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR™) que se describe en detalle en las Patentes de Estados Unidos N° 4.683.195, 4.683.202 y
4.800.159, cada una de las cuales se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.
Brevemente, en PCR™, se preparan dos secuencias cebadoras que son complementarias a regiones en cadenas
complementarias opuestas de la secuencia diana. Se afiade un exceso de desoxinucledsido trifosfatos a una mezcla
de reaccion junto con una ADN polimerasa (por ejemplo, Taq polimerasa). Si la secuencia diana esta presente en
una muestra, los cebadores se uniran a la diana y la polimerasa hara que los cebadores se extiendan a lo largo de la
secuencia diana afiadiendo nucleétidos. Elevando y reduciendo la temperatura de la mezcla de reaccion, los
cebadores extendidos se disociaran de la diana para formar productos de reaccion, los cebadores en exceso se
uniran a la diana y al producto de reaccion y el procedimiento se repite. Preferentemente pueden realizarse
procedimientos de transcripcion inversa y amplificacion por PCR™ para cuantificar la cantidad de ARNm
amplificado. Las metodologias de reaccion en cadena de la polimerasa se conocen bien en la técnica.

Otro procedimiento para amplificacion es la reaccion en cadena de la ligasa (denominada LCR), desvelada en la
Publicacion de Solicitud de Patente Europea N° 320.308 (incorporada especificamente en el presente documento
por referencia en su totalidad). En LCR, se preparan dos pares de sondas complementarias y, en presencia de la
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secuencia diana, cada par se unira a cadenas complementarias opuestas de la diana de modo que se ensamblan.
En presencia de una ligasa, los dos pares de sondas se ligaran para formar una unidad sencilla. Por ciclacién de
temperatura, como en PCR™, las unidades ligadas unidas se disocian de la diana y después actdan como
“secuencias diana” para ligacion de pares de sondas en exceso. La Patente de Estados Unidos N° 4.883.750,
incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad, describe un procedimiento alternativo de
amplificacion similar, a LCR para unir pares de sonda a una secuencia diana.

También puede usarse Qbeta Replicasa, descrita en la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional de PCT N°
PCT/US87/00880, incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad, como otro procedimiento de
amplificacién mas en la presente invencion. En este procedimiento, una secuencia replicativa de ARN que tiene una
regiébn complementaria a la de una diana se afiade a una muestra en presencia de una ARN polimerasa. La
polimerasa copiara la secuencia replicativa que puede después detectarse.

Un procedimiento de amplificacion isotérmica, en el que se usan endonucleasas de restriccion y ligasas para
conseguir la amplificacion de moléculas diana que contienen nucleétido 5'-[a-tio]trifosfatos en una hebra de un sitio
de restriccion (Walker y col., 1992, incorporado en el presente documento por referencia en su totalidad) también
puede ser Util en la amplificacion de acidos nucleicos en la presente invencion.

La Amplificacion por Desplazamiento de Cadena (SDA) es otro procedimiento para llevar a cabo amplificacion
isotérmica de acidos nucleicos que implica mdltiples ciclos de desplazamiento de cadena y sintesis, es decir
traslacion por huecos. Un procedimiento similar, denominado Reaccion en Cadena de Reparacion (RCR) es otro
procedimiento de amplificacién que puede ser Util en la presente invencion e implica hibridar varias sondas a lo largo
de una region diana para amplificacion, seguido de una reaccién de reparacion en la que sélo estan presentes dos
de las cuatro bases. Las otras dos bases pueden afiadirse como derivados biotinilados para deteccién facil. Se usa
un enfoque similar en SDA.

También pueden detectarse secuencias usando una reaccion de sonda ciclica (CPR). En CPR, se hibrida una sonda
gue tiene una secuencia 3' y 5’ de ADN no diana y una secuencia interna o “media” de ARN especifico de la proteina
diana con ADN que esta presente en una muestra. Tras la hibridacién, la reaccion se trata con RNasaH y los
productos de la sonda se identifican como productos distintivos generando una sefial que se libera después de la
digestion. ElI molde original se hibrida con otra sonda ciclica y la reaccion se repite. De este modo, CPR implica
amplificar una sefial generada por hibridacion de una sonda con un acido nucleico expresado especifico del gen
diana.

Otros procedimientos de amplificacion mas descritos en la Solicitud de Patente de Gran Bretafia N° 2 202 328 y en
la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional PCT N° PCT/US89/01025, cada uno de los cuales se incorpora
en el presente documento por referencia en su totalidad, pueden usarse de acuerdo con la presente invencién. En la
aplicacién anterior, los cebadores “modificados” se usan en una sintesis dependiente de enzima y molde de tipo
PCR. Los cebadores pueden modificarse marcando con un resto de captura (por ejemplo, biotina) y/o un resto
detector (por ejemplo, enzima). En la segunda aplicacion, se afiade un exceso de sondas marcadas a una muestra.
En presencia de la secuencia diana, la sonda se une y se escinde de forma catalitica. Después de la escision, la
secuencia diana se libera intacta para unirse por la sonda en exceso. La escision de la sonda marcada sefializa la
presencia de la secuencia diana.

Otros procedimientos de amplificaciéon de acido nucleico incluyen sistemas de amplificacion basados en
transcripcion (TAS) (Kwoh y col., 1989; Publicacion de Solicitud de Patente Internacional de PCT N° WO 88/10315,
incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad), incluyendo amplificacion basada en secuencia
de acido nucleico (NASBA) y 3SR. En NASBA, los acidos nucleicos pueden prepararse para amplificacién por
extraccién de cloroformo/fenol convencional, desnaturalizacion por calor de una muestra, tratamiento con tampon de
lisis y columnas minispin para aislamiento de ADN y ARN o extraccion por cloruro de guanidinio de ARN. Estas
técnicas de amplificaciéon implican hibridar un cebador que tiene secuencias especificas para la secuencia diana.
Después de la polimerizacion, se digieren hibridos de ADN/ARN con RNasaH mientras que las moléculas de ADN
bicatenarias se desnaturalizan por calor de nuevo. En cualquiera de los casos el ADN monocatenario se hace
completamente bicatenario por adicién de un segundo cebador especifico de diana, seguido de polimerizacion. Las
moléculas de ADN bicatenarias se transcriben después de forma multiple por una polimerasa tal como T7 o SP6. En
una reaccion ciclica isotérmica, los ARN se transcriben de forma inversa a ADN y se transcriben una vez mas con
una polimerasa tal como T7 o SP6. Los productos resultantes, tanto truncados como completos, indican secuencias
especificas de diana.

La Publicacién de Solicitud de Patente Europea N° 329.822, incorporada en el presente documento por referencia en
su totalidad, desvela un procedimiento de amplificaciéon de acido nucleico que implica sintetizar de forma clinica ARN
monocatenario (“ARNmc”), ADNmc y ADN bicatenario (ADNbc), que pueden usarse de acuerdo con la presente
invencion. EI ARNbc es un primer molde para un primer oligonucleétido cebador, que se elonga por transcriptasa
inversa (ADN polimerasa dependiente de ARN). EI ARN se retira después de la doble cadena de ADN:ARN
resultante mediante la accion de ribonucleasa H (RNasa H, una RNasa especifica para ARN en una doble cadena
con ADN o ARN). EI ADNmc resultante es un segundo molde para un segundo cebador, que también incluye las
secuencias de un promotor de ARN polimerasa (ejemplificado por ARN polimerasa T7) 5’ de su homologia con su
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molde. Este cebador se extiende después por ADN polimerasa (ejemplificada por el fragmento grande “Klenow” de
ADN polimerasa | de E. coli), dando como resultado una molécula de ADN bicatenaria (“ADNbc”), que tiene una
secuencia idéntica con la del ARN original entre los cebadores y que tiene adicionalmente, en un extremo, una
secuencia promotora. Esa secuencia promotora puede usarse por la ARN polimerasa apropiada para realizar
muchas copias de ARN del ADN. Estas copias pueden después volver a entrar en el ciclo que conduce a
amplificacion muy rapida. Con la seleccion apropiada de enzimas, esta amplificacion puede hacerse de forma
isotérmica sin adicién de enzimas en cada ciclo. Debido a la naturaleza ciclica de este procedimiento, puede
seleccionarse la secuencia de partida para que esté en forma de ADN o ARN.

La Publicacion de Solicitud de Patente Internacional de PCT N° WO 89/06700, incorporada en el presente
documento por referencia en su totalidad, desvela un esquema de amplificacion de secuencia de acido nucleico
basado en la hibridacién de una secuencia de cebador/promotor para un ADN monocatenario diana (“ADNmc")
seguido de transcripcion de muchas copias de ARN de la secuencia. Este esquema no es ciclico, es decir no se
producen nuevos moldes a partir de los transcritos de ARN resultantes. Otros procedimientos de amplificacion
incluyen “RACE” (Frohman, 1990), y “PCR unilateral” (Ohara, 1989) que se conocen bien por los expertos en la
materia.

También pueden usarse procedimientos basados en la ligacion de dos (0 mas) oligonucledtidos en presencia de
acido nucleico que tiene la secuencia del “dioligonucleétido” resultante, amplificando de este modo el
dioligonucledtido (Wu y Dean, 1996, incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad), en la
amplificacién de secuencias de ADN de la presente invencion.

4.15 Técnicas de suministro de polinucleétidos in vivo

En realizaciones adicionales, se introducen construcciones genéticas que comprenden uno o mas de los
polinucleétidos de la invencion en células in vivo. Esto puede conseguirse usando cualquiera de una diversidad de
enfoques bien conocidos, varios de los cuales se describen a continuacion con el fin de ilustrar.

4.15.1 Adenovirus

Uno de los procedimiento preferidos para suministro in vivo de una o mas secuencias de acido nucleico implica el
uso de un vector de expresion adenovirus. Se entiende que “vector de expresion de adenovirus” incluye las
construcciones que contienen secuencias de adenovirus suficientes para (a) soportar el empaquetamiento de la
construccion y (b) expresar un polinucleétido que se ha clonado en la misma en una orientacion sentido o
antisentido. Por supuesto, en el contexto de una construccién antisentido, la expresion no requiere que se sintetice
el producto génico.

El vector de expresién comprende una forma obtenida por ingenieria genética de un adenovirus. El conocimiento de
la organizacion genética de adenovirus, un virus de ADN bicatenario lineal de 36 kb, permite la sustitucién de
grandes trozos de ADN adenoviral con secuencias ajenas de hasta 7 kb (Grunhaus y Horwitz, 1992). A diferencia de
retrovirus, la infeccidn adenoviral de células huésped no da como resultado integracién cromosémica debido a que el
ADN adenoviral puede replicarse de una manera episomal sin genotoxicidad potencial. Ademas, los adenovirus son
estructuralmente estables y no se ha detectado reordenacién genémica después de amplificacion extensiva. Los
adenovirus pueden infectar virtualmente todas las células epiteliales independientemente de su etapa del ciclo
celular. Hasta el momento parece que la infeccion adenoviral esta ligada s6lo a enfermedad suave tal como
enfermedad respiratoria aguda en seres humanos.

El adenovirus es particularmente adecuado para su uso como un vector de transferencia de genes debido a su
genoma de tamafio medio, facilidad de manipulacién, alta titulacién, amplio intervalo de células diana y alta
infecciosidad. Ambos extremos del genoma viral contienen repeticiones invertidas de 100-200 pares de bases (ITR),
gue son elementos en cis necesarios para replicacién de ADN viral y empaquetamiento. Las regiones temprana (E) y
tardia (L) del genoma contienen diferentes unidades de transcripcion que se dividen por la aparicion de replicacion
de ADN viral. La regién E1 (E1A y E1B) codifica proteinas responsables de la regulacion de transcripcion del
genoma viral y unos pocos genes celulares. La expresion de la regién E2 (E2A y E2B) da como resultado la sintesis
de las proteinas para replicacion de ADN viral. Esas proteinas estan implicadas en la replicacion de ADN, expresion
génica tardia y aislamiento de células huésped (Renan, 1990). Los productos de los genes tardios, incluyendo la
mayoria de las proteinas de capsida viral, se expresan solamente después de procesamiento significativo de un
transcrito primario sencillo emitido por el promotor tardio principal (MLP). EI MLP, (localizado a 16,8 m.u.) es
particularmente eficaz durante la fase tardia de infeccion y todos los ARNm emitidos a partir de este promotor
poseen una secuencia lider tripartita 5’ (TPL) que los hace ARNm preferidos para traduccion.

En un sistema actual, se genera adenovirus recombinante a partir de recombinacién homoéloga entre vector
lanzadera y vector provirus. Debido a la posible recombinacion entre dos vectores provirales, puede generarse
adenovirus de tipo silvestre a partir de este procedimiento. Por lo tanto, es critico aislar un clon sencillo de virus de
una placa individual y examinar su estructura genémica.

La generacién y propagacion de los vectores de adenovirus actuales, que son deficientes en replicacion, depende de
una linea de células auxiliares Unica, designada 293, que se transformd a partir de células de rifién embrionario

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 237073713

humano por fragmentos de ADN Ad5 y expresa constitutivamente proteinas E1 (Graham y col., 1977). Puesto que la
regiéon E3 es prescindible del genoma de adenovirus (Jones y Shenk, 1978), los actuales vectores de adenovirus con
la ayuda de células 293, portan ADN ajeno en la region E1, la D3 o ambas (Graham y Prevec, 1991). En la
naturaleza, los adenovirus pueden empaquetar aproximadamente 105 % del genoma de tipo silvestre (Ghosh-
Choudhury y col., 1987), proporcionando una capacidad de aproximadamente 2 kb extra de ADN. En combinacién
con los aproximadamente 5,5 kb de ADN que son reemplazables en las regiones E1 y E3, la maxima capacidad del
vector de adenovirus actual esta por debajo de 7,5 kb o aproximadamente 15 % de la longitud total del vector. Mas
del 80 % del genoma viral de adenovirus permanece en la cadena principal del vector y es la fuente de citotoxicidad
portada por vectores. Ademas, la deficiencia de replicacion del virus con E1 suprimido es incompleta. Por ejemplo,
se ha observado filtracion de la expresion del gen viral con los vectores actualmente disponibles a altas
multiplicidades de infecciéon (MOI) (Mulligan, 1993).

Pueden derivarse lineas celulares auxiliares de células humanas tales como células de rifidn embrionario humano,
células musculares, células hematopoyéticas u otras células epiteliales o mesenquimales embrionarias humanas.
Como alternativa, las células auxiliares pueden derivarse de las células de otras especies de mamifero que son
permisivas para adenovirus humano. Tales células incluyen, por ejemplo, células Vero u otras células epiteliales o
mesenquimales embrionarias de mono. Como se ha indicado anteriormente, la linea celular auxiliar preferida
actualmente es 293.

Recientemente, Racher y col. (1995) desvel6 procedimientos mejorados para cultivar células 293 y propagar
adenovirus. En un formato, se cultivan agregados celulares naturales inoculando células individuales en matraces de
agitacion con silicona de 1 litro (Techne, Cambridge, Reino Unido) que contienen 100-200 ml de medio. Después de
agitacion a 40 rpm, la viabilidad celular se estima con azul de tripano. En otro formato, se emplean microvehiculos
Fibra-Cel (Bibby Sterlin, Stone, Reino Unido) (5 g/l) como sigue. Se afiade un in6culo celular, resuspendido en 5 ml
de medio, al vehiculo (50 ml) en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml y se deja inmévil, con agitacion ocasional,
durante de 1 a 4 horas. El medio se reemplaza después con 50 ml de medio fresco y se inicia la agitacion. Para
produccién de virus, se deja crecer a las células hasta aproximadamente 80 % de confluencia, se reemplaza el
medio después de dicho tiempo (al 25 % del volumen final) y se afiade adenovirus a una MOI de 0,05. Los cultivos
se dejan inméviles durante una noche, después de lo cual el volumen se aumenta a 100 % y comienza la agitacién
durante otras 72 horas.

Ademas del requisito de que el vector de adenovirus sea defectuoso para replicacion, o al menos condicionalmente
defectuoso, no se cree que la naturaleza del vector de adenovirus sea crucial para la practica exitosa de la
invencion. El adenovirus puede ser de cualquiera de los 42 serotipos conocidos diferentes o subgrupos A-F. El
adenovirus tipo 5 del subgrupo C es el material de partida preferido para obtener un vector de adenovirus defectuoso
en replicacién condicional para su uso en la presente invencion, puesto que el adenovirus de tipo 5 es un adenovirus
humano acerca del que se conoce una gran cantidad de informaciéon bioquimica y genética y se ha usado
histéricamente para la mayoria de las construcciones que emplean adenovirus como un vector.

Como se ha indicado anteriormente, el vector tipico de acuerdo con la presente invencién es defectuoso en
replicacién y no tendra una region de adenovirus E1. Por lo tanto, serd mas conveniente introducir el polinucleétido
qgue codifica el gen de interés en la posicién de la que se han retirado las secuencias codificantes de E1. Sin
embargo, la posicién de insercién de la construccion dentro de las secuencias de adenovirus no es critica para la
invencion. El polinucledtido que codifica el gen de interés también puede insertarse en sustitucion de la regién E3
suprimida en los vectores de reemplazo de E3 como se ha descrito por Karlsson y col. (1986) o en la region E4 en la
gue una linea celular auxiliar o virus colaborador complementa el defecto de E4.

El adenovirus es facil de cultivar y manipular y muestra un amplio intervalo de huésped in vitro e in vivo. Este grupo
de virus puede obtenerse en altas titulaciones, por ejemplo, 10°-10" unidades formadoras de placas por ml y son
altamente infecciosos. El ciclo de vida del adenovirus no requiere integracion en el genoma de la célula huésped.
Los genes ajenos suministrados por vectores de adenovirus son episomales y, por lo tanto, tienen baja
genotoxicidad para células huésped. No se ha notificado efectos secundarios en estudios de vacunacién con
adenovirus de tipo silvestre (Couch y col., 1963; Top y col., 1971), lo que demuestra su seguridad y potencial
terapéutico como vectores de transferencia génica in vivo.

Se han usado vectores de adenovirus en expresion génica de eucariotas (Levrero y col., 1991; Gomez-Foix y col.,
1992) y desarrollo de vacunas (Grunhaus y Horwitz, 1992; Graham y Prevec, 1992). Recientemente, estudios
animales han sugerido que el adenovirus recombinante podria usarse para terapia génica (Stratford-Perricaudet y
Perricaudet, 1991; Stratford-Perricaudet y col., 1990; Rich y col.,, 1993). Los estudios de administracion de
adenovirus recombinante a diferentes tejidos incluyen instilacién de traquea (Rosenfeld y col., 1991; Rosenfeld y
col., 1992), inyeccién muscular (Ragot y col., 1993), inyecciones intravenosas periféricas (Herz y Gerard, 1993) e
inoculacion estereotactica en el cerebro (Le Gal La Salle y col., 1993).

4.15.2 Retrovirus
Los retrovirus son un grupo de virus de ARN monocatenarios caracterizados por una capacidad para convertir su

ARN a ADN bicatenario en células infectadas por un procedimiento de transcripcion inversa (Coffin, 1990). EI ADN
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resultante se integra después de forma estable en cromosomas celulares como un provirus y dirige la sintesis de
proteinas virales. La integracién da como resultado la retencién de las secuencias génicas virales en la célula
receptora y sus descendientes. El genoma retroviral contiene tres genes, gag, pol y env que codifican proteinas de la
capsida, enzima polimerasa y componentes de la envoltura, respectivamente. Una secuencia hallada cadena arriba
del gen gag contiene una sefal para empaquetamiento del genoma en viriones. Dos secuencias de repeticion
terminal larga (LTR) estan presentes en los extremos 5 y 3’ del genoma viral. Estas contienen secuencias
promotoras y potenciadoras fuertes y también se requieren para la integracion en el genoma celular huésped (Coffin,
1990).

Para construir un vector retroviral, se inserta un acido nucleico que codifica una 0 mas secuencias oligonucleotidicas
o polinucleotidicas de interés en el genoma viral en lugar de ciertas secuencias virales para producir un virus que es
defectuoso en replicacion. Para producir viriones, se construye una linea celular de empaquetamiento que contiene
los genes gag, pol y env pero sin los componentes de empaquetamiento y LTR (Mann y col., 1983). Cuando se
introduce un plasmido recombinante que contiene un ADNc, junto con las secuencias de empaquetamiento y LTR
retrovirales en esta linea celular (por precipitacion de fosfato calcico por ejemplo), la secuencia de empaquetamiento
permite que el transcrito de ARN del plasmido recombinante se empaquete en particulas virales, que después se
secretan al medio de cultivo (Nicolas y Rubenstein, 1988; Temin, 1986; Mann y col., 1983). Los medios que
contienen los retrovirus recombinantes se recogen después, opcionalmente se concentran y se usan para
transferencia génica. Los vectores retrovirales son capaces de infectar una amplia diversidad de tipos celulares. Sin
embargo, la integracion y expresion estable requieren la division de células huésped (Paskind y col., 1975).

Se desarroll6 recientemente un enfoque nuevo disefiado para permitir la direccion especifica de vectores retrovirales
basandose en la modificacion quimica de un retrovirus por la adicién quimica de restos de lactosa a la envoltura
viral. Esta modificacion podria permitir la infeccién especifica de hepatocitos mediante receptores de
sialoglucoproteinas.

Se disefié un enfoque diferente para dirigirse a retrovirus recombinantes en el que se usaron anticuerpos biotinilados
contra una proteina de envoltura retroviral y contra un receptor celular especifico. Los anticuerpos se acoplaron
mediante los componentes de biotina usando estreptavidina (Roux y col., 1989). Usando anticuerpos contra los
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y clase I, demostraron la infeccion de una diversidad
de células humanas que portaban esos antigenos de superficie con un virus ecotrépico in vitro (Roux y col., 1989).

4.15.3 Virus adenoasociados

AAV (Ridgeway, 1988; Hermonat y Muzycska, 1984) es un parvovirus, descubierto como una contaminacion de
reservas adenovirales. Es un virus ubicuo (los anticuerpos estan presentes en el 85 % de la poblacién humana de
Estados Unidos) que no se ha ligado a ninguna enfermedad. También se clasifica como un dependovirus, porque
sus replicaciones dependen de la presencia de un virus colaborador, tal como adenovirus. Se han aislado cinco
serotipos, de los cuales AAV-2 es el mejor caracterizado. AAV tiene un ADN lineal monocatenario que esta
encapsulado en proteinas de capsida VP1, VP2 y VP3 para formar un virién icosaédrico de 20 a 24 nm de diametro
(Muzyczka y McLaughlin, 1988).

El ADN de AAV es de aproximadamente 4,7 kilobases de largo. Contiene dos fases abiertas de lectura y esta
flanqueado por dos ITR. Existen dos genes principales en el genoma de AAV: rep y cap. El gen rep codifica
proteinas responsables de replicaciones virales, mientras que cap codifica la proteina de capsida VP1-3. Cada ITR
forma una estructura en horquilla con forma de T. Estas repeticiones terminales son los Unicos componentes cis
esenciales del AAV para integracion cromosomica. Por lo tanto, el AAV puede usarse como un vector con todas las
secuencias codificantes virales retiradas y reemplazarse por el casete de genes para suministro. Se han identificado
tres promotores virales y se han denominado p5, pl9, y p40, de acuerdo con su posicion en el mapa. La
transcripcion de p5 y pl19 da como resultado produccién de proteinas rep y la transcripcion de p40 produce las
proteinas de la capsida (Hermonat y Muzyczka, 1984).

Existen varios factores que han impulsado a los investigadores a estudiar la posibilidad de usar rAAV como un
vector de expresion. Uno es que los requisitos para suministrar un gen para integrarlo en el cromosoma huésped
son sorprendentemente pocos. Es necesario tener las ITR de 145 pb, que solamente son el 6 % del genoma de
AAV. Esto deja espacio en el vector para ensamblar un inserto de ADN de 4,5 kb. Aunque esta capacidad de
transporte puede evitar que el AAV suministre grandes genes, es ampliamente adecuado para suministrar las
construcciones antisentido de la presente invencién-

AAV también es una buena eleccién para vehiculos de suministro debido a su seguridad. Existe un mecanismo de
rescate relativamente complicado: se requieren no solamente adenovirus de tipo silvestre sino también genes de
AAV para movilizar rAAV. De forma similar, AAV no es patdgeno y no se asocia con ninguna enfermedad. La
retirada de secuencias codificantes virales minimiza las reacciones inmunes a la expresién génica viral y, por lo
tanto, rAAV no induce una respuesta inflamatoria.

4.15.4 Otros vectores virales como construcciones d e expresion

Pueden emplearse otros vectores virales como construcciones de expresion en la presente invencién para el
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suministro de secuencias oligonucleotidicas o polinucleotidicas a una célula huésped. Pueden emplearse vectores
derivados de virus tales como virus vaccinia (Ridgeway, 1988; Coupar y col., 1988), lentivirus, virus de la polio y
virus de herpes. Ofrecen varias caracteristicas atractivas para diversas células de mamifero (Friedmann, 1989;
Ridgeway, 1988; Coupar y col., 1988; Horwich y col., 1990). Con el reciente reconocimiento de virus de hepatitis B
defectuosos, se han obtenidos nuevos conocimientos sobre la relaciéon estructura-funcién de diferentes secuencias
virales. Estudios in vitro mostraron que el virus podria conservar la capacidad de empaquetamiento dependiente de
colaborador y la transcripcién inversa a pesar de la delecion de hasta el 80 % de su genoma (Horwich y col., 1990).
Esto sugirié que grandes partes del genoma podrian reemplazarse con material genético ajeno. El hepatotropismo y
persistencia (integracion) fueron propiedades particularmente reactivas para transferencia génica dirigida a higado.
Chang y col. (1991) introdujo el gen de cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) en genoma de virus de la hepatitis B de
pato en lugar de las secuencias codificantes de polimerasa, superficie y presuperficie. Se cotransfect6é con virus de
tipo silvestre en una linea celular de hepatoma aviar. Se usaron medios de cultivo que contenian altas titulaciones
del virus recombinante para infectar hepatocitos de patos jévenes primarios. Se detect6 expresion del gen CAT
estable durante al menos 24 dias después de la transfeccion (Chang y col., 1991).

4.15.5 Vectores no virales

Para efectuar la expresion de las secuencias oligonucleotidicas o polinuclectidicas de la presente invencion, la
construccion de expresion debe suministrarse a una célula. Este suministro puede conseguirse in vitro, como en
procedimientos de laboratorio para transformar lineas celulares, o in vivo o ex vivo, como el tratamiento de ciertas
patologias. Como se ha descrito anteriormente, un mecanismo preferido para suministro es mediante infeccién viral
en la que la construccion de expresién se encapsula en una particula viral infecciosa.

Una vez que se ha suministrado la construccion de expresion a la célula el acido nucleico que codifica las
secuencias oligonucleatidicas o polinucleotidicas deseadas puede posicionarse y expresarse en diferentes sitios. En
ciertas realizaciones, el acido nucleico que codifica la construccion puede integrarse de forma estable en el genoma
de la célula. Esta integracién puede ser en la localizacion y orientacion especifica mediante recombinacién
homéloga (reemplazo génico) o puede integrarse en una localizacién aleatoria no especifica (aumento génico). En
mas realizaciones adicionales, el acido nucleico puede mantenerse de forma estable en la célula como un segmento
separado episomal de ADN. Tales segmentos de acido nucleico o “epitomas” codifican secuencias suficientes para
permitir el mantenimiento y replicacion independiente de o en sincronizacion con el ciclo celular del huésped. Como
se suministra la construccion de expresion a una célula y donde permanece el acido nucleico en la célula depende
del tipo de construccion de expresion empleado.

En ciertas realizaciones de la invencién, la construccion de expresion que comprende una 0 mas secuencias
oligonucleoctidicas o polinucleotidicas puede consistir simplemente en ADN recombinante desnudo o plasmidos. La
transferencia de la construccion puede realizarse por cualquiera de los procedimientos mencionados anteriormente
que permeabilizan fisica 0 quimicamente la membrana celular. Esto es particularmente aplicable para transferencia
in vitro pero puede aplicarse a uso in vivo también. Dubensky y col. (1984) inyecté de forma exitosa ADN
poliomavirus en forma de precipitados de fosfato calcico en higado y bazo de ratones adultos y neonatos
demostrando replicacion viral activa e infeccion aguda. Benvenisty y Reshef (1986) también demostraron que la
inyeccion intraperitoneal directa de plasmidos precipitados con fosfato calcico da como resultado la expresion de los
genes transfectados. Se prevé que el ADN que codifica un gen de interés también puede transferirse de una manera
similar in vivo y expresar el producto génico.

Otra realizacion de la invencion para transferir una construccion de expresion de ADN desnudo en células puede
implicar bombardeo de particulas. Este procedimiento depende de la capacidad para acelerar microproyectiles
revestidos con ADN a una alta velocidad permitiéndoles atravesar membranas celulares y entrar en células sin
matarlas (Klein y col., 1987). Se han desarrollado varios dispositivos para acelerar particulas pequefias. Un
dispositivo tal se basa en una descarga de alto voltaje para generar una corriente eléctrica, que a su vez proporciona
la fuerza motriz (Yang y col., 1990). Los microproyectiles usados han consistido en sustancias biolégicamente
inertes tales como tungsteno o perlas de oro.

Se han bombardeado 6rganos seleccionados incluyendo el higado, piel y tejido muscular de ratas y ratones in vivo
(Yang y col., 1990; Zelenin y col., 1991). Esto puede requerir exposicion quirtrgica del tejido o células, para eliminar
cualquier tejido intermedio entre la pistola y el 6rgano diana, es decir tratamiento ex vivo. De nuevo, puede
suministrarse ADN que codifica un gen particular mediante este procedimiento y aln incorporarse por la presente
invencion.

4.16 Oligonucleétidos antisentido

El resultado final del flujo de informacién genética es la sintesis de proteina. Se transcribe ADN por polimerasas a
ARN mensajero y se traduce en el ribosoma para producir una proteina funcional plegada. Por lo tanto existen varias
etapas a lo largo de la ruta en las que la sintesis proteica puede inhibirse. El segmento de ADN nativo que codifica
un polipéptido descrito en el presente documento, como todas las cadenas de ADN de mamifero, tiene dos cadenas:
una cadena sentido y una cadena antisentido mantenidas unidas por enlaces de hidrégeno. EIl ARN mensajero que
codifica el polipéptido tiene la misma secuencia de nucledtidos que la hebra de ADN sentido excepto que la timidina
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de ADN se reemplaza por uridina. Por lo tanto, las secuencias de nucleétidos antisentido sintéticas se uniran a un
ARNmM e inhibiran la expresion de la proteina modificada por ese ARNm.

La direccion de oligonuclettidos antisentido a ARNm es por lo tanto un mecanismo para suprimir la sintesis proteica
y, €en consecuencia, representa un enfoque terapéutico diana y potente. Por ejemplo, la sintesis de
poligalactauronasa y el receptor de acetil colina muscarinico de tipo 2 se inhibe por oligonucleétidos antisentido
dirigidos a sus secuencias de ARNm respectivas (Patente de Estados Unidos 5.739.119 y Patente de Estados
Unidos 5.759.829, cada una incorporada especificamente en el presente documento por referencia en su totalidad).
Ademas, se han demostrado ejemplos de inhibicién antisentido con la proteina nuclear ciclina, el gen de resistencia
a multiples farmacos (MDG1), ICAM-1, E-selectina, STK-1, receptor de GABA, estriada y EGF humano (Jaskulski y
col., 1988; Vasanthakumar y Ahmed, 1989; Peris y col., 1998; Patente de Estados Unidos 5.801.154; Patente de
Estados Unidos 5.789.573; Patente de Estados Unidos 5.718.709 y Patente de Estados Unidos 5.610.288, cada una
incorporada especificamente en el presente documento por referencia en su totalidad). También se han descrito
construcciones antisentido que inhiben y pueden usarse para tratar una diversidad de proliferaciones celulares
andmalas, por ejemplo cancer (Patente de Estados Unidos 5.747.470; Patente de Estados Unidos 5.591.317 y
Patente de Estados Unidos 5.783.683, incorporada cada una especificamente en el presente documento por
referencia en su totalidad).

Por lo tanto, en realizaciones ejemplares, la invencion proporciona secuencias oligonucleotidicas que comprenden
toda, o una parte de, cualquier secuencia que es capaz de unirse especificamente a secuencias polinuclectidicas
descritas en el presente documento o un complemento de las mismas. En una realizacién, los oligonucleétidos
antisentido comprenden ADN o derivados del mismo. En otra realizacién, los oligonucleétidos comprenden ARN o
derivados del mismo. En una tercera realizacion, los oligonucledtidos son ADN modificados que comprenden una
cadena principal modificada fosforotioatada. En una cuarta realizacion, las secuencias oligonucleotidicas
comprenden &cidos peptidonucleicos o derivados de los mismos. En cada caso, las composiciones preferidas
comprenden una regidon de secuencia que es complementaria, y mas preferentemente sustancialmente
complementaria, incluso mas preferentemente, completamente complementaria, a una o mas partes de los
polinucleétidos desvelados en el presente documento.

La seleccion de composiciones antisentido especificas para una secuencia génica dada se basa en el analisis de la
secuencia diana seleccionada (es decir en estos ejemplos ilustrativos las secuencias de rata y humanas) y la
determinacion de estructura secundaria, Tm, energia de union, estabilidad relativa y composiciones antisentido se
seleccionaron basandose en su incapacidad relativa para formar dimeros, horquillas u otras estructuras secundarias
gue reducirian o impedirian la unién especifica al ARNm diana en una célula huésped.

Son regiones diana altamente preferidas del ARNm, las que estan en o cerca del codén de inicio de la traduccién
AUG vy las secuencias que eran sustancialmente complementarias a regiones 5 del ARNm. Estos analisis de
estructura secundaria y consideraciones de seleccion de sitio diana se realizaron usando v.4 del software de analisis
de cebadores OLIGO (Rychlik, 1997) y el software de algoritmo BLASTN 2.0.5 (Altschul y col., 1997).

El uso de un procedimiento de suministro antisentido que emplea una vector peptidico corto denominado MPG (27
restos), también se contempla. El péptido de MPG contiene un dominio hidréfobo derivado de la secuencia de fusion
de gp41 de VIH y un dominio hidréfilo de la secuencia de localizacion nuclear del antigeno T de SV40 (Morris y col.,
1997). Se ha demostrado que varias moléculas del péptido MPG revisten los oligonucleétidos antisentido y pueden
suministrarse a células de mamifero cultivadas en menos de 1 hora con eficacia relativamente alta (90 %). Ademas,
la interaccion con MPG aumenta en gran medida tanto en la estabilidad del oligonucleétido para nucleasa como la
capacidad de cruzar la membrana plasmatica (Morris y col., 1997).

4.17 Ribozimas

Aunque se han usado tradicionalmente proteinas para catalisis de acidos nucleicos, ha aparecido otra clase de
macromoléculas como Utiles para este esfuerzo. Las ribozimas son complejos de ARN-proteina que escinden acidos
nucleicos de una manera especifica de sitio. Las ribozimas tiene dominios cataliticos especificos que poseen
actividad endonucleasa (Kim y Cech, 1987; Gerlach y col., 1987; Forster y Symons, 1987). Por ejemplo, un gran
namero de ribozimas acelera las reacciones de transferencia de fosfoéster con un alto grado de especificidad,
escindiendo con frecuencia solamente uno de varios fosfoésteres en un sustrato oligonucleotidico (Cech y col.,
1981; Michel y Westhof, 1990; Reinhold-Hurek y Shub, 1992). Esta especificidad se ha atribuido al requisito de que
el sustrato se una mediante interacciones de formacion de pares de bases especificas con la secuencia guia interna
(“IGS™) de la ribozima antes de la reaccién quimica.

Se ha observado catalisis de ribozimas principalmente como parte de reacciones de escision/ligacion especificas de
secuencia que implican acidos nucleicos (Joyce, 1989; Cech y col., 1981). Por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos N° 5.354.855 (incorporada especificamente en el presente documento por referencia) indica que ciertas
ribozimas pueden actuar como endonucleasas con una mayor especificidad de secuencia que la de ribonucleasas
conocidas y cercana a la de las enzimas de restriccién de ADN. Por lo tanto, la inhibicion mediada por ribozimas
especificas de secuencias de la expresion génica puede ser particularmente adecuada para aplicaciones
terapéuticas (Scanlon y col., 1991; Sarver y col., 1990). Recientemente, se ha notificado que las ribozimas indujeron
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cambios genéticos en algunas lineas celulares a las que se aplicaron; los genes alterados incluian los oncogenes H-
ras, c-fos y genes de VIH. La mayor parte de este trabajo implicé la modificacién de un ARNm diana, basandose en
un codén mutante especifico que se escinde por una ribozima especifica.

Se conocen en la actualidad seis variedades béasicas de ARN enzimaticos de origen natural. Cada uno puede
catalizar la hidrolisis de enlaces fosfodiéster de ARN en trans (y por lo tanto puede escindir otras moléculas de ARN)
en condiciones fisioldgicas. En general, los acidos nucleicos enzimaticos actlan uniéndose primero a un ARN diana.
Dicha unién se produce a través de la parte de union a diana de un acido nucleico enzimatico que se mantiene en
proximidad cercana a una parte enzimatica de la molécula que actla para escindir el ARN diana. Por lo tanto, el
acido nucleico enzimatico reconoce primero y después se une a un ARN diana a través de formacion de pares de
bases complementarias y, una vez unido al sitio correcto, actia de forma enzimatica para cortar el ARN diana. La
escision estratégica de dicho ARN diana destruira su capacidad para dirigir la sintesis de una proteina codificada.
Después de que un acido nucleico enzimatico se haya unido y haya escindido su ARN diana, se libera de ese ARN
para buscar otra diana y puede unirse repetidamente y escindir nuevas dianas.

La naturaleza enzimatica de una ribozima es ventajosa frente a muchas tecnologias, tales como la tecnologia
antisentido (en la que una molécula de acido nucleico se une simplemente a una diana de acido nucleico para
bloquear su traduccién) puesto que la concentracion de ribozima necesaria para afectar a un tratamiento terapéutico
es menor que la de un oligonucledtido antisentido. Esta ventaja refleja la capacidad de la ribozima para actuar
enzimaticamente. Por lo tanto, una molécula de ribozima sencilla es capaz de escindir muchas moléculas de ARN
diana. Ademas, la ribozima es un inhibidor altamente especifico, dependiendo la especificidad de inhibicion no
solamente del mecanismo por formacién de pares de bases de unién al ARN diana, sino también del mecanismo de
escision de ARN diana. Los emparejamientos erroneos sencillos, o sustituciones de bases, cerca del sitio de
escision pueden eliminar completamente la actividad catalitica de una ribozima. Los emparejamientos erroneos
similares en moléculas antisentido no evitan su acciéon (Woolf y col., 1992). Por lo tanto, la especificidad de accién
de una ribozima es mayor que la de un oligonucleétido antisentido que se une al mismo sitio de ARN.

La molécula de acido nucleico enzimatico puede formarse en un motivo de cabeza de martillo, horquilla, un virus de
hepatitis &, intron de grupo | o ARN de RNasaP (en asociacién con una secuencia guia de ARN) o ARN VS de
Neurospora. Se describen ejemplos de motivos de cabeza de martillo en Rossi y col. (1992). Se describen ejemplos
de motivos de horquilla en Hampel y col. (Publicacién de Solicitud de Patente Europea N° EP 0360257), Hampel y
Tritz (1989), Hampel y col. (1990) y Patente de Estados Unidos 5.631.359 (incorporada especificamente en el
presente documento por referencia). Se describe un ejemplo del motivo de virus de hepatitis & en Perrotta y Been
(1992); se describe un ejemplo del motivo de RNasaP en Guerrier-Takada y col. (1983); se describe un motivo de
ribozima de ARN VS de Neurospora en Collins (Saville y Collins, 1990; Saville y Collins, 1991; Collins y Olive, 1993);
y se describe un ejemplo de intron de Grupo | en (Patente de Estados Unidos 4.987.071, incorporada
especificamente en el presente documento por referencia). Todo lo que es importante en una molécula de acido
nucleico enzimatico de la presente invencion es que tiene un sitio de unidén a sustrato especifico que es
complementario a una 0 mas de las regiones de ARN del gen diana y que tiene secuencias de nucleétidos dentro de
o rodeando el sitio de unién a sustrato que proporciona una actividad de escisién de ARN a la molécula. Por lo tanto
las construcciones de ribozimas no necesitan estar limitadas a los motivos especificos mencionados en el presente
documento.

En ciertas realizaciones, puede ser importante producir agentes de escision enzimatica que muestren un alto grado
de especificidad por el ARN de una diana deseada, tal como una de las secuencias desveladas en el presente
documento. La molécula de &acido nucleico enzimatico se dirige preferentemente a una regidon de secuencia
altamente conservada de un ARNm diana. Dichas moléculas de acido nucleico enzimatico pueden suministrarse de
forma exdgena a células especificas segln se requiera. Como alternativa, las ribozimas pueden expresarse de
vectores de ADN o ARN que se suministran a células especificas.

También pueden usarse motivos de acido nucleico enzimatico pequefios (por ejemplo, de la estructura de cabeza de
martillo u horquilla) para suministro exdégeno. La estructura sencilla de estas moléculas aumenta la capacidad del
acido nucleico enzimatico para invadir regiones diana de la estructura de ARNm. Como alternativa, las moléculas de
ARN catalitico pueden expresarse dentro de células de promotores eucariotas (por ejemplo, Scanlon y col., 1991;
Kashani-Sabet y col., 1992; Dropulic y col., 1992; Weerasinghe y col., 1991; Ojwang y col., 1992; Chen y col., 1992;
Sarver y col., 1990). Los expertos en la materia saben que cualquier ribozima puede expresarse en células
eucariotas del vector de ADN apropiado. La actividad de tales ribozimas puede aumentarse mediante su liberacién
del transcrito primario por una segunda ribozima (Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO 93/23569,
y Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N°© WO 94/02595, ambas incorporadas por la presente por
referencia; Ohkawa y col., 1992; Taira y col., 1991; y Ventura y col., 1993).

Pueden afiadirse ribozimas directamente o pueden formar complejos con lipidos catiénicos, complejos lipidicos,
empaquetarse dentro de liposomas o suministrarse de otro modo a células diana. Los complejos de ADN o ARN
pueden administrarse localmente a tejidos relevantes ex vivo o in vivo a través de inyeccién, inhalaciéon de aerosol,
bomba de infusién o endoproétesis vascular, con o sin su incorporacion en biopolimeros.

Pueden disefarse ribozimas como se describe en la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N°® WO
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93/23569 y la Publicacién de Solicitud de Patente Internacional N° WO 94/02595, incorporada cada una
especificamente en el presente documento por referencia) y sintetizarse para ensayarse in vitro e in vivo, como se
describe. Tales ribozimas también pueden optimizarse para suministro. Aunque se proporcionan ejemplos
especificos, los expertos en la materia reconoceran que pueden utilizarse dianas de ARN equivalentes en otras
especies cuando sea necesario.

Las ribozimas en cabeza de matrtillo u horquilla pueden analizarse individualmente mediante plegamiento informatico
(Jaeger y col., 1989) para evaluar si las secuencias de ribozimas se pliegan en la estructura secundaria apropiada.
Las ribozimas con interacciones intramoleculares desfavorables entre las ramas de union y el nicleo catalitico se
eliminan de la consideracién. Pueden seleccionarse diversas longitudes de ramas de unién para optimizar la
actividad. Generalmente, al menos aproximadamente 5 bases de cada rama son capaces de unirse a, 0
interaccionar de otro modo con, el ARN diana.

Las ribozimas del motivo de cabeza de martillo u horquilla pueden disefiarse para hibridar con diversos sitios en el
mensaje de ARNm y pueden sintetizarse quimicamente. El procedimiento de sintesis usado sigue el procedimiento
para sintesis de ARN normal como se describe en Usman y col. (1987) y en Scaringe y col. (1990) y hace uso de
grupos de acoplamiento y protecciéon de acido nucleico habituales, tales como dimetoxitritilo en el extremo 5’ y
fosforamiditas en el extremo 3'. Los rendimientos de acoplamiento medios por etapas son tipicamente >98 %.
Pueden sintetizarse ribozimas en horquilla en dos partes e hibridarse para reconstruir una ribozima activa (Chowrira
y Burke, 1992). Pueden modificarse las ribozimas de forma exhaustiva para potenciar la estabilidad por modificacion
con grupos resistentes a nucleasa, por ejemplo, 2'-amino, 2'-C-alilo, 2'-fluoro, 2’-0-metilo, 2'-H (para un revisién
véase, por ejemplo, Usman y Cedergren, 1992). Las ribozimas pueden purificarse por electroforesis en gel usando
procedimientos generales o mediante cromatografia liquida de alta presion y resuspenderse en agua.

La actividad de ribozimas puede optimizarse alterando la longitud de las ramas de unién a ribozima o sintetizando
guimicamente ribozimas con modificaciones que evitan su degradacion por ribonucleasas del suero (véase por
ejemplo, Publicacién de Solicitud de Patente Internacional N° WO 92/07065; Perrault y col, 1990; Pieken y col.,
1991; Usman y Cedergren, 1992; Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO 93/15187; Publicacién de
Solicitud de Patente Internacional N° WO 91/03162; Publicacion de Solicitud de Patente Europea N° 92110298.4;
Patente de Estados Unidos 5,334,711; y Publicacién de Solicitud de Patente Internacional N° WO 94/13688, que
describen diversas modificaciones quimicas que pueden realizarse a los restos de azlcares de moléculas de ARN
enzimatico), modificaciones que potencian su eficacia en células y retirada de bases de tallo Il para acortar los
tiempos de sintesis de ARN y reducir los requisitos quimicos.

Sullivan y col. (Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO 94/02595) describe los procedimientos
generales para suministro de moléculas de ARN enzimatico. Pueden administrarse ribozimas a células por una
diversidad de procedimientos conocidos por los expertos en la materia, incluyendo, pero sin restriccion,
encapsulacion en liposomas, por iontoforesis o por incorporacion en otros vehiculos, tales como hidrogeles,
ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables y microesferas bioadhesivas. Para algunas indicaciones, las ribozimas
pueden suministrarse directamente ex vivo a células o tejidos con o sin los vehiculos anteriormente mencionados.
Como alternativa, la combinacién de ARN/vehiculo puede suministrarse localmente por inhalaciéon directa, por
inyeccion directa o mediante el uso de un catéter, bomba de difusion o endoprétesis vascular. Otras vias de
suministro incluyen, pero sin limitacion, inyeccion intravascular, intramuscular, subcutdnea o de articulaciones,
inhalacién de aerosol, suministro oral (forma de comprimido o pildora), tépico, sistémico, ocular, intraperitoneal y/o
intratecal. Se proporcionan descripciones mas detalladas de suministro y administracion de ribozimas en la
Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N°® WO 94/02595 y la Publicacién de Solicitud de Patente
Internacional N° WO 93/23569, incorporada cada una especificamente por referencia en el presente documento.

Otro medio para acumular altas concentraciones de una ribozima o ribozimas dentro de células es incorporar las
secuencias que codifican ribozimas en un vector de expresion de ADN. La transcripcion de las secuencias de
ribozimas se dirige desde un promotor para ARN polimerasa | (pol I), ARN polimerasa Il (pol 1) o ARN polimerasa Il
(pol 1) eucariota. Los transcritos de promotores de pol Il o pol Il se expresaran a altos niveles en todas las células;
los niveles de un promotor de pol Il dado en un tipo de célula dado dependeran de la naturaleza de las secuencias
reguladoras génicas (potenciadores, silenciadores, etc.) presentes en las cercanias. También pueden usarse
promotores de ARN polimerasa procariota, siempre que la enzima de ARN polimerasa procariota se exprese en las
células apropiadas (Elroy-Stein y Moss, 1990; Gao y Huang, 1993; Lieber y col., 1993; Zhou y col., 1990). Las
ribozimas expresadas de tales promotores pueden actuar en células de mamifero (por ejemplo Kashani-Saber y col.,
1992; Ojwang y col., 1992; Chen y col., 1992; Yu y col., 1993; L'Huillier y col., 1992; Lisziewicz y col., 1993). Tales
unidades de transcripcion pueden incorporarse en una diversidad de vectores para su introduccion en células de
mamifero, incluyendo pero sin restriccion, vectores de ADN plasmidicos, vectores de ADN virales (tales como
adenovirus o vectores adenoasociados) o vectores de ARN virales (tales como vectores retrovirales, de virus del
bosque semliki, vectores del virus sindbis).

Las ribozimas pueden usarse como herramientas de diagnostico para examinar deriva genética y mutaciones dentro
de células enfermas. También pueden usarse para evaluar niveles de la molécula de ARN diana. La relaciéon
cercana entre la actividad de la ribozima y la estructura de la ARN diana permite la detecciébn de mutaciones en
cualquier region de la molécula que altere la formacion de pares de bases y la estructura tridimensional del ARN
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diana. Usando multiples ribozimas, se pueden mapear los cambios de nucleétidos que son importantes para la
estructura y funcién del ARN in vitro, asi como en células y tejidos. La escision de ARN diana con ribozimas puede
usarse para inhibir la expresion génica y definir el papel (esencialmente) de los productos génicos especificados en
la progresion de enfermedad. De esta manera, pueden definirse otras dianas genéticas como mediadores
importantes de la enfermedad. Estos estudios conduciran a mejor tratamiento de la progresion de enfermedad
proporcionando la posibilidad de terapias de combinaciéon (por ejemplo, multiples ribozimas dirigidas a genes
diferentes, ribozimas acopladas con moléculas pequefias inhibidoras conocidas o tratamiento intermitente con
combinaciones de ribozimas y/u otras moléculas quimicas o biol6gicas). Otros usos de ribozimas in vitro se conocen
bien en la técnica e incluyen deteccién de la presencia de ARNm asociado con una afeccion relacionada con IL-5.
Dicho ARN se detecta determinando la presencia de un producto de escision después de tratamiento con una
ribozima usando metodologia convencional.

4.18 Acidos peptidonucleicos

En ciertas realizaciones, los inventores contemplan el uso de acidos peptidonucleicos (PNA) en la practica de los
procedimientos de la invencion. PNA es un mimético de ADN en el que se unen las nucleobases a una cadena
principal seudopeptidica (Good y Nielsen, 1997). EI PNA puede utilizarse en varios procedimientos que
tradicionalmente han usado ARN o ADN. Con frecuencia las secuencias de PNA rinden mejor en técnicas que las
secuencias de ARN o ADN correspondientes y tienen utilidades que no son inherentes a ARN o ADN. Se
proporciona una revisién de PNA que incluye procedimientos para su preparacion, caracteristicas y procedimientos
para su uso por Corey (1997) y se incorpora en el presente documento por referencia. Como tal, en ciertas
realizaciones pueden prepararse secuencias de PNA que son complementarias a una o mas partes de la secuencia
de ARNm de ACE y dichas composiciones de PNA pueden usarse para regular, alterar, reducir o disminuir la
traduccion de ARNm especifico de ACE y de este modo alterar el nivel de actividad de ACE en una célula huésped a
la que se han administrado dichas composiciones de PNA.

Los PNA tienen engarces de 2-aminoetil-glicina que reemplazan la cadena principal de fosfodiéster normal de ADN
(Nielsen y col., 1991; Hanvey y col., 1992; Hyrup y Nielsen, 1996; Neilsen, 1996). Esta quimica tiene tres
consecuencias importantes: primero a diferencia de ADN u oligonucle6tidos de fosforotioato, los PNA son moléculas
neutras; en segundo lugar, los PNA son aquirales, lo que evita la necesidad de desarrollar una sintesis
estereoselectiva; y en tercer lugar, la sintesis de PNA usa protocolos de Boc (Dueholm y col., 1994) o Fmoc
(Thomson y col., 1995) convencionales para sintesis peptidica de fase sélida, aunque se han usado otros
procedimientos, incluyendo un procedimiento de Merrifield modificado (Christensen y col., 1995).

Estan disponibles en el mercado mondémeros de PNA u oligémeros listos para usar de PerSeptive Biosystems
(Framingham, MA). Las sintesis de PNA por protocolos de Boc o0 Fmoc son faciles usando protocolos manuales o
automaticos (Norton y col., 1995). El protocolo manual se presta a la produccién de PNA modificados quimicamente
o la sintesis simultanea de familias de PNA cercanamente relacionados.

Como con la sintesis peptidica, el éxito de una sintesis de PNA particular dependera de las propiedades de la
secuencia seleccionada. Por ejemplo, aunque en teoria los PNA pueden incorporar cualquier combinacién de bases
nucleotidicas, la presencia de purinas adyacentes puede conducir a deleciones de uno o mas restos en el producto.
Previendo esta dificultad, se sugiere que al producir PNA con purinas adyacentes, deberia repetirse el acoplamiento
de restos que tienen probabilidades de afiadirse de forma ineficaz. Esto deberia seguirse de la purificacion de PNA
por cromatografia liquida de alta presion de fase inversa (Norton y col., 1995) que proporciona rendimientos y
pureza de producto similares a los observados durante la sintesis de péptidos.

Las modificaciones de PNA para una aplicacion dada pueden conseguirse mediante el acoplamiento de aminoacidos
durante sintesis de fase soélida o uniendo compuestos que contienen un grupo de acido carboxilico a la amina N
terminal expuesta. Como alternativa, los PNA pueden modificarse después de sintesis por acoplamiento con una
lisina o cisteina introducida. La facilidad con la que los PNA pueden modificarse facilita la optimizaciéon para una
mejor solubilidad o para requisitos funcionales especificos. Una vez sintetizados, la identidad de los PNA y sus
derivados puede confirmarse por espectrometria de masas. Se han realizado varios estudios y se han utilizado
modificaciones de PNA (Norton y col., 1995; Haaima y col., 1996; Stetsenko y col., 1996; Petersen y col., 1995;
Ulmann y col., 1996; Koch y col., 1995; Orum y col., 1995; Footer y col., 1996; Griffith y col., 1995; Kremsky y col.,
1996; Pardridge y col., 1995; Boffa y col., 1995; Landsdorp y col., 1996; Gambacorti-Passerini y col., 1996; Armitage
y col., 1997; Seeger y col., 1997; Ruskowski y col., 1997). La Patente de Estados Unidos N° 5.700.922 analiza
moléculas quiméricas PNA-ADN-PNA y sus usos en diagnéstico, modulacion de proteinas en organismos y
tratamiento de afecciones susceptibles a agentes terapéuticos.

A diferencia de ADN y ARN, que contienen engarces cargados negativamente, la cadena principal de PNA es
neutra. A pesar de esta dramatica alteracion, los PNA reconocen ADN y ARN complementario por formacién de
pares de Watson-Crick (Egholm y col., 1993), validando el modelo inicial de Nielsen y col. (1991). Los PNA carecen
de polaridad 3’ a 5’ y pueden unirse en modo paralelo o antiparalelo prefiriéndose el modo antiparalelo (Egholm y
col., 1993).

La hibridacién de oligonucleétidos de ADN con ADN y ARN se desestabiliza por repulsion electroestatica entre las
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cadenas principales de fosfato cargadas negativamente de las cepas complementarias. Por el contrario, la ausencia
de repulsion de carga en dobles cadenas PNA-ADN o PNA-ARN aumenta la temperatura de fusion (Tr) y reduce la
dependencia de Ty, en la concentracidn de cationes mono o divalentes (Nielsen y col., 1991). La tasa y afinidad de
hibridacién potenciadas son significativas porque son responsables de la sorprendente capacidad de los PNA para
realizar invasién de cadena de secuencias complementarias dentro de ADN bicatenario relajado. Ademas, la
hibridacion eficaz en repeticiones invertidas sugiere que los PNA pueden reconocer estructuras secundarias de
forma eficaz dentro de ADN bicatenario. También se produce reconocimiento potenciado con PNA inmovilizados en
superficies y Wang y col. han mostrado que pueden usarse PNA unidos a soporte para detectar acontecimientos de
hibridaciéon (Wang y col., 1996).

Podria esperarse que la union estrecha de los PNA con secuencias complementarias aumentara también la union a
secuencias similares (pero no idénticas), reduciendo la especificidad de secuencia del reconocimiento de PNA.
Como con la hibridacion de ADN, sin embargo, puede conseguirse reconocimiento selectivo equilibrando la longitud
de los oligébmeros y la temperatura de incubacion. Ademas, la hibridacién selectiva de los PNA se impulsa por que la
hibridacion de PNA-ADN es menos tolerante con los emparejamientos erroneos de bases que la hibridacion de
ADN-ADN. Por ejemplo, un emparejamiento erréneo sencillo dentro de una doble cadena PNA-ADN de 16 pb puede
reducir la Ty, en hasta 15 °C (Egholm y col., 1993). Este alto nivel de diferenciacién ha permitido el desarrollo de
varias estrategias basadas en PNA para el analisis de mutaciones puntuales (Wang y col., 1996; Carlsson y col.,
1996; Thiede y col., 1996; Webb y Hurskainen, 1996; Perry-O’Keefe y col., 1996).

La uniéon de alta afinidad proporciona claras ventajas para el reconocimiento molecular y el desarrollo de nuevas
aplicaciones para PNA. Por ejemplo, PNA de 11-13 nucledtidos inhiben la actividad de telomerasa, una
ribonucleoproteina que extiende los extremos teloméricos usando un molde de ARN esencial, mientras que los
oligémeros de ADN andlogos no lo hacen (Norton y col., 1996).

Los PNA neutros son mas hidréfobos que los oligomeros de ADN analogos y esto puede conducir a dificultad en su
solubilizacion a pH neutro, especialmente si los PNA tienen un alto contenido en purina o si tienen el potencial para
formar estructuras secundarias. Su solubilidad puede potenciarse uniendo una o mas cargas positivas a los
extremos terminales de PNA (Nielsen y col., 1991).

Hallazgos de Allfrey y colaboradores sugieren que se produce invasion de cadena de forma espontanea en
secuencias dentro de ADN cromosoémico (Boffa y col., 1995; Boffa y col., 1996). Estos estudios dirigieron PNA a
repeticiones en triplete de los nucledtidos CAG y usaron este reconocimiento para purificar ADN activo
transcripcionalmente (Boffa y col., 1995) y para inhibir la transcripcién (Boffa y col., 1996). Este resultado sugiere
gue si pueden suministrarse PNA dentro de células entonces tendran el potencial de ser reguladores de la expresién
génica especificos de secuencia generales. Los estudios y revisiones con respecto al uso de PNA como agentes
antisentido y antigénicos incluyen Nielsen y col. (1993b), Hanvey y col. (1992), y Good y Nielsen (1997). Koppelhus
y col. (1997) han usado PNA para inhibir la transcripcién inversa de VIH-1, mostrando que pueden usarse PNA para
terapias antivirales.

Se analizan procedimientos de caracterizacion de las propiedades de unién antisentido de PNA en Rose (1993) y
Jensen y col. (1997). Rose usa electroforesis en gel capilar para determinar la unién de PNA a sus oligonucleétidos
complementarios, midiendo la cinética de unién relativa y estequiometria. Se realizaron tipos similares de
mediciones por Jensen y col. usando tecnologia BlAcore™.

Otras aplicaciones de PNA incluyen su uso en invasion de cadena de ADN (Nielsen y col., 1991), inhibicion
antisentido (Hanvey y col., 1992), analisis mutacional (Orum y col., 1993), potenciadores de la transcripcién
(Mollegaard y col., 1994), purificacion de &acido nucleico (Orum y col.,, 1995), aislamiento de genes
transcripcionalmente activos (Boffa y col., 1995), bloqueo de unién del factor de transcripcion (Vickers y col., 1995),
escisién de genoma (Veselkov y col., 1996), biosensores (Wang y col., 1996), hibridacion in situ (Thisted y col.,
1996) y en una alternativa a la transferencia de Southern (Peny-O’Keefe, 1996).

4.19 Polipéptido, péptidos y variantes peptidicas

La presente invencion, en otros aspectos, proporciona composiciones polipeptidicas. En general, un polipéptido de
la invencién sera un polipéptido aislado (o un epitopo, variante o fragmento activo del mismo) derivado de una
especie de mamifero. Preferentemente, el polipéptido se codifica por una secuencia polinucleotidica desvelada en el
presente documento o una secuencia que hibrida en condiciones moderadamente rigurosas con una secuencia
polinucleotidica desvelada en el presente documento. Como alternativa, el polipéptido puede definirse como un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos contigua de una secuencia de aminoacidos desvelada en
el presente documento o comprendiendo dicho polipéptido una secuencia de aminoacidos completa desvelada en el
presente documento.

En la presente invencion, también se entiende que una composicién polipeptidica comprende uno o mas
polipéptidos que son inmunolégicamente reactivos con anticuerpos generados contra un polipéptido de la invencion,
particularmente un polipéptido que tenga la secuencia de aminoacidos codificada por los polinucleétidos desvelados,
o fragmentos activos, o variantes o equivalentes funcionales biolégicos de los mismos.
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De forma similar, se entiende que una composicion polipeptidica de la presente invencidbn comprende uno o mas
polipéptidos que son capaces de inducir anticuerpos que son inmunolégicamente reactivos con uno o mas
polipéptidos codificados por una o mas secuencias de acido nucleico contiguas desveladas en la presente solicitud,
0 para fragmentos activos, o para variantes de los mismos, o para una o0 mas secuencias de acido nucleico que
hibridan con una o més de estas secuencias en condiciones de rigurosidad moderada a alta.

Como se usa en el presente documento, un fragmento activo de un polipéptido incluye una parte o el total de un
polipéptido que se modifica por técnicas convencionales, por ejemplo, mutagénesis, o por la adicién, delecion o
sustitucion, pero cuyo fragmento activo muestra sustancialmente la misma funcién estructural, antigenicidad, etc.,
que un polipéptido como se describe en el presente documento.

En ciertas realizaciones ilustrativas, los polipéptidos de la invencion comprenderdn al menos una parte
inmunogénica de una proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematoldgico o una variante de la misma,
como se describe en el presente documento. Como se ha indicado anteriormente, una “proteina tumoral relacionada
con tumor maligno hematolégico” es una proteina que se expresa por células tumorales relacionadas con tumor
maligno hematologico. Las proteinas que son proteinas tumorales relacionadas con tumor maligno hematolégico
también reaccionan de forma detectable dentro de un inmunoensayo (tal como un ELISA) con antisuero de un
paciente con tumor maligno hematolégico. Los polipéptidos como se describen en el presente documento pueden
ser de cualquier longitud. Pueden estar presentes secuencias adicionales derivadas de la proteina nativa y/o
secuencias heterélogas y tales secuencias pueden (pero no necesitan) poseer propiedades inmunogénicas o
antigénicas adicionales.

Una “parte inmunogénica” como se usa en el presente documento es una parte de una proteina que se reconoce (es
decir, se une especificamente) por un receptor de antigeno de superficie de linfocitos B y/o linfocitos T. Tales partes
inmunogénicas generalmente comprenden al menos 5 restos aminoacidicos, mas preferentemente al menos 10 y
aun mas preferentemente al menos 20 restos aminoacidicos de una proteina tumoral relacionada con tumor maligno
hematolégico o una variante de la misma. Ciertas partes inmunogénicas preferidas incluyen péptidos en los que se
ha suprimido una secuencia lider N-terminal y/o dominio transmembrana. Otras partes inmunogénicas preferidas
pueden contener una delecion pequefia N y/o C-terminal (por ejemplo, 1-30 aminoécidos, preferentemente 5-10
aminoacidos), en relacion con la proteina madura.

Las partes inmunogénicas pueden generalmente identificarse usando técnicas bien conocidas tales como las
resumidas en Paul, Fundamental Immunology, 32 ed., 243-247 (Raven Press, 1993) y referencias citadas en la
misma. Tales técnicas incluyen explorar polipéptidos con respecto a la capacidad para reaccionar con anticuerpos
especificos de antigeno, antisueros y/o lineas de linfocitos T o clones. Como se usa en el presente documento, los
antisueros y anticuerpos son “especificos de antigeno” si se unen especificamente a un antigeno (es decir,
reaccionan con la proteina en un ELISA u otro inmunoensayo y no reaccionan de forma detectable con proteinas no
relacionadas). Tales antisueros y anticuerpos pueden prepararse como se describe en el presente documento y
usando técnicas bien conocidas. Una parte inmunogénica de una proteina tumoral relacionada con tumor maligno
hematolégico nativa es una parte que reacciona con tales antisueros y/o linfocitos T en un nivel que no es
sustancialmente menor que la reactividad del polipéptido de longitud completa (por ejemplo, en un ensayo de
reactividad de linfocitos T y/o ELISA). Tales partes inmunogénicas pueden reaccionar dentro de tales ensayos a un
nivel que es similar a o0 mayor que la reactividad del polipéptido de longitud completa. Tales exploraciones pueden
realizarse generalmente usando procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia, tales como los
descritos en Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. Por ejemplo,
puede inmovilizarse un polipéptido en un soporte sélido y ponerse en contacto con suero de pacientes para permitir
la union de anticuerpos dentro del suero con el polipéptido inmovilizado. Los sueros no unidos pueden después
retirarse y los anticuerpos unidos detectarse usando, por ejemplo, proteina A marcada con 125,

Como se ha observado anteriormente, una composicion puede comprender una variante de una proteina tumoral
relacionada con tumor maligno hematoldgico nativa. Una “variante” polipeptidica, como se usa en el presente
documento, es un polipéptido que difiere de una proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico
nativa en una o mas sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones, de modo que la inmunogenicidad del
polipéptido no se disminuye sustancialmente. En otras palabras, la capacidad de una variante para reaccionar con
antisueros especificos de antigeno puede potenciarse o no cambiar, en relaciéon con la proteina nativa, o puede
disminuirse en menos del 50 % y preferentemente menos del 20 %, en relacién con la proteina nativa. Tales
variantes pueden generalmente identificarse modificando una de las secuencias polipeptidicas anteriores y
evaluando la reactividad del polipéptido modificado con anticuerpos especificos de antigeno o antisueros como se
describe en el presente documento. Las variantes preferidas incluyen en las que una o mas partes, tales como una
secuencia lider N-terminal o el dominio transmembrana, se han retirado. Otras variantes preferidas incluyen
variantes en las que una parte pequefia (por ejemplo, 1-30 aminoéacidos, preferentemente 5-15 aminoacidos) se ha
retirado del extremo N y/o C-terminal de la proteina madura.

Las variantes polipeptidicas abarcadas por la presente invencidn incluyen las que muestran al menos
aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % 0 mas
identidad (determinada como se ha descrito anteriormente) con los polipéptidos desvelados en el presente
documento.
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Preferentemente, una variante contiene sustituciones conservativas. Una “sustitucion conservativa” es una en la que
un aminoacido sustituye a otro aminoacido que tiene propiedades similares, de modo que un experto en la materia
de la quimica de péptidos esperaria que la estructura secundaria y naturaleza hidropatica del polipéptido se
mantenga sustancialmente sin cambios. Pueden hacerse generalmente sustituciones de aminoacidos basandose en
la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilia y/o la naturaleza anfipatica de los restos. Por
ejemplo, los aminoéacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutamico; los aminoacidos
cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos funcionales polares no cargados
que tienen valores de hidrofilia similares incluyen leucina, isoleucina y valina; glicina y alanina; asparagina y
glutamina; y serina, treonina, fenilalanina y tirosina. Otros grupos de aminoéacidos que pueden representar cambios
conservativos incluyen: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe;
(4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his. Una variante puede también, o como alternativa, contener cambios no
conservativos. En una realizacién preferida, los polipéptidos variantes difieren de una secuencia nativa por
sustitucion, delecion o adiciéon de cinco aminoacidos o menos. Las variantes pueden también (o como alternativa)
modificarse por, por ejemplo, la delecion o adicibn de aminoacidos que tienen influencia minima en la
inmunogenicidad, estructura secundaria y naturaleza hidropatica del polipéptido.

Como se ha observado anteriormente, los polipéptidos pueden comprender una secuencia sefial (o lider) en el
extremo N-terminal de la proteina, que dirige de forma co-traduccional o post-traduccional la transferencia de la
proteina. El polipéptido también puede conjugarse con un engarce u otra secuencia para facilidad de sintesis,
purificacién o identificacion del polipéptido (por ejemplo, poli-His) o para potenciar la unién del polipéptido con un
soporte sélido. Por ejemplo, un polipéptido puede conjugarse con una region Fc de inmunoglobulina.

Pueden prepararse polipéptidos usando cualquiera de una diversidad de técnicas bien conocidas. Pueden
prepararse facilmente polipéptidos recombinantes codificados por secuencias de ADN como se ha descrito
anteriormente a partir de las secuencias de ADN usando cualquiera de una diversidad de vectores de expresion
conocidos por los expertos en la materia. La expresion puede conseguirse en cualquier célula huésped apropiada
que se ha transformado o transfectado con un vector de expresion que contiene una molécula de ADN que codifica
un polipéptido recombinante. Las células huésped adecuadas incluyen procariotas, levadura y células eucariotas
superiores, tales como células de mamifero y células vegetales. Preferentemente, las células huésped empleadas
son E. coli, levadura o una linea celular de mamifero tal como COS o CHO. Los sobrenadantes de sistemas de
vector/huésped adecuados que secretan proteina recombinante o polipéptido en medio de cultivo pueden
concentrarse primero usando un filtro disponible en el mercado. Después de la concentracion, el concentrado puede
aplicarse a una matriz de purificacion adecuada tal como una matriz de afinidad o una resina de intercambio iénico.
Finalmente, puede emplearse una o mas etapas de HPLC de fase inversa para purificar adicionalmente un
polipéptido recombinante.

También pueden generarse partes y otras variantes que tienen menos de aproximadamente 100 aminoacidos y
generalmente menos de aproximadamente 50 aminoacidos, usando técnicas bien conocidas por los expertos en la
materia. Por ejemplo, tales polipéptidos pueden sintetizarse usando cualquiera de las técnicas de fase solida
disponibles en el mercado, tales como el procedimiento de sintesis de fase solida de Merrifield, en el que se afiaden
secuencialmente aminodcidos a una cadena de aminoéacidos creciente. Véase Merrifield, J. Am. Chem. Soc.
85:2149-2146, 1963. El equipamiento para sintesis automatica de polipéptidos esta disponible en el mercado de
proveedores tales como Perkin Elmer/Applied BioSystems Division (Foster City, CA), y pueden operarse de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Dentro de ciertas realizaciones especificas, un polipéptido puede ser una proteina de fusiébn que comprende
multiples polipéptidos como se describe en el presente documento o que comprende al menos un polipéptido como
se describe en el presente documento y una secuencia no relacionada, tal como una proteina tumoral conocida. Un
compafiero de fusion puede, por ejemplo, ayudar para proporcionar epitopos auxiliares T (un compafiero de fusién
inmunolégico), preferentemente epitopos auxiliares T reconocidos por seres humanos o pueden ayudar en la
expresion de la proteina (un potenciador de la expresion) a mayores rendimientos que la proteina recombinante
nativa. Ciertos comparfieros de fusion preferidos son compafieros de fusion tanto potenciadores de la expresion
como inmunolégicos. Pueden seleccionarse otros comparfieros de fusidon para aumentar la solubilidad de la proteina
0 para permitir que la proteina se dirija a compartimentos intracelulares deseados. Otros comparfieros de fusién
adicionales incluyen marcadores de afinidad, que facilitan la purificacion de la proteina.

Las proteinas de fusidon pueden generalmente prepararse usando técnicas convencionales, incluyendo conjugacion
guimica. Preferentemente, una proteina de fusion se expresa como una proteina recombinante, permitiendo la
produccién de niveles aumentados, en relacion con una proteina no fusionada, en un sistema de expresion.
Brevemente, pueden ensamblarse secuencias de ADN que codifican los componentes polipeptidicos de forma
separada y ligarse en un vector de expresion apropiado. El extremo 3’ de la secuencia de ADN que codifica un
componente polipeptidico se liga, con o sin un engarce polipeptidico, al extremo 5’ de una secuencia de ADN que
codifica el segundo componente polipeptidico de modo que las fases de lectura de las secuencias estan en fase.
Esto permite la traduccién en una proteina de fusién sencilla que conserva la actividad biolégica de ambos
componentes polipeptidicos.

Puede emplearse una secuencia de engarce peptidica para separar el primer y segundo componentes polipeptidicos
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por una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliega en sus estructuras secundaria y terciaria.
Dicha secuencia de engarce peptidico se incorpora en la proteina de fusion usando técnicas convencionales bien
conocidas en la materia. Las secuencias de engarce peptidico adecuadas pueden seleccionarse basandose en los
siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformacion extendida flexible; (2) su incapacidad para
adoptar una estructura secundaria que podria interaccionar con epitopos funcionales en el primer y segundo
polipéptidos y (3) la falta de restos cargados o hidr6fobos que podrian reaccionar con los epitopos funcionales
polipeptidicos. Las secuencias de engarce peptidico preferidas contienen restos de Gly, Asn y Ser. Otros
aminoacidos neutros cercanos, tales como Thr y Ala también pueden usarse en la secuencia de engarce. Las
secuencias de aminoacidos que pueden emplearse de forma util como engarces incluyen las desveladas en Maratea
y col., Gene 40:39-46, 1985; Murphy y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262, 1986; Patente de Estados
Unidos N° 4.935.233 y Patente de Estados Unidos N° 4.751.180. La secuencia de engarce puede generalmente ser
de 1 a aproximadamente 50 aminoacidos de longitud. Las secuencias de engarce no se requieren cuando el primer
y segundo polipéptidos tienen regiones de aminoacidos N-terminales no esenciales que pueden usarse para separar
los dominios funcionales y evitar la interferencia estérica.

Las secuencias de ADN ligadas se unen operativamente a elementos reguladores transcripcionales o traduccionales
adecuados. Los elementos reguladores responsables de la expresion de ADN se localizan solamente 5’ de la
secuencia de ADN que codifica los primeros polipéptidos. De forma similar, los codones de parada requeridos para
terminar la traduccion y las sefiales de terminacién de la transcripcién solo estan presentes 3’ de la secuencia de
ADN que codifica el segundo polipéptido.

También se proporcionan proteinas de fusion. Tales proteinas comprenden un polipéptido como se describe en el
presente documento junto con una proteina inmunogénica no relacionada. Preferentemente, la proteina
inmunogénica es capaz de inducir una respuesta de reclutamiento. Los ejemplos de tales proteinas incluyen
proteinas del tétanos, tuberculosis y hepatitis (véase, por ejemplo, Stoute y col. New Engl. J. Med., 336:86-91,1997).

Dentro de las realizaciones preferidas, un compafiero de fusién inmunolégico se 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 (por
ejemplo, los primeros 100-110 aminoacidos N-terminales) y un derivado de proteina D puede estar lipidado. Dentro
de ciertas realizaciones preferidas, los primeros 109 restos de un compafiero de fusion de lipoproteina D se incluye
en el extremo N-terminal para proporcionar al polipéptido epitopos de linfocitos T exdgenos adicionales y para
aumentar el nivel de expresion en E. coli (actuando de este modo como un potenciador de la expresion). La cola
lipidica asegura una presentacién éptima del antigeno a células presentadoras de antigeno. Otros comparieros de
fusion incluyen la proteina no estructural del virus de la gripe, NS 1 (hemaglutinina). Tipicamente, se usan los 81
aminoacidos N-terminales, aunque pueden usarse diferentes fragmentos que incluyen epitopos auxiliares T.

En otra realizacion, el comparfiero de fusion inmunolégico es la proteina conocida como LYTA o una parte de la
misma (preferentemente una parte C-terminal). LYTA deriva de Streptococcus pneumoniae, que sintetiza una N-
acetil-L-alanina amidasa conocida como amidasa LYTA (codificada por el gen LytA; Gene 43:265-292, 1986). LYTA
es una autolisina que degrada especificamente ciertos enlaces en la cadena principal de peptidoglucano. El dominio
C-terminal de la proteina LYTA es responsable de la afinidad con la colina o con algunos analogos de colina tales
como DEAE. Esta propiedad se ha explotado para el desarrollo de plasmidos que expresan C-LYTA de E. coli ttiles
para la expresion de proteinas de fusidon. Se ha descrito la purificacién de proteinas hibridas que contienen el
fragmento C-LYTA en el extremo amino terminal (véase Biotechnology 10:795-798, 1992). Dentro de una realizacion
preferida, puede incorporarse una parte de repeticiéon de LYTA en una proteina de fusion. Una parte de repeticion se
encuentra en la regién C-terminal que comienza en el resto 178. Una parte de repeticién particularmente preferida
incorpora los restos 188-305.

En general, los polipéptidos (incluyendo proteinas de fusion) y polinucledtidos como se describe en el presente
documento estan aislados. Un polipéptido o polinucleétido “aislado” es uno que se retira de su ambiente original. Por
ejemplo, una proteina de origen natural esta aislada si esta separada de algunos o todos los materiales coexistentes
en el sistema natural. Preferentemente, tales polipéptidos son al menos aproximadamente 90 % puros, mas
preferentemente al menos aproximadamente 95 % puros y mas preferentemente al menos aproximadamente 99 %
puros. Se considera que un polinucleétido esta aislado si, por ejemplo, se clona en un vector que no es parte del
ambiente natural.

4.20 Agentes de union

La presente invencion emplea adicionalmente agentes, tales como anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de
los mismos, que se unen especificamente a un antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico. Como se usa
en el presente documento, se dice que un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se “une
especificamente” a un antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico si reacciona a un nivel detectable
(dentro de, por ejemplo, un ELISA) con, y no reacciona de forma detectable con proteinas no relacionadas en
condiciones similares. Como se usa en el presente documento, “uniéon” se refiere a una asociacién no covalente
entre dos moléculas separadas de modo que se forma un complejo. La capacidad para unirse puede evaluarse por,
por ejemplo, la determinacion de una constante de unién para la formacién del complejo. La constante de union es el
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valor obtenido cuando la concentracion del complejo se divide por 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 de complejo excede aproximadamente 10° I/mol. La constante de unién puede
determinarse usando procedimientos bien conocidos en la técnica.

Los agentes de unién pueden ademas ser capaces de diferenciar entre pacientes con y sin un tumor maligno
hematolégico. Tales agentes de unién generan una sefial que indica la presencia de un tumor maligno hematolégico
en al menos aproximadamente el 20 % de los pacientes con la enfermedad y generaran una sefal negativa que
indica la ausencia de la enfermedad en al menos aproximadamente el 90 % de los individuos con la enfermedad.
Para determinar si un agente de unidn satisface este requisito, pueden ensayarse muestras bioldgicas (por ejemplo,
sangre, suero, orina y/o biopsias tumorales) de pacientes con y sin un tumor maligno hematoldgico (segun se
determine usando ensayos clinicos convencionales) como se describe en el presente documento con respecto a la
presencia de polipéptidos que se unen al agente de unidn. Resultara evidente que deberia ensayarse un nimero
estadisticamente significativo de muestras con y sin la enfermedad. Cada agente de unién deberia satisfacer los
criterios anteriores; sin embargo, los expertos en la materia reconoceran que pueden usarse agentes de union en
combinacion para mejorar la sensibilidad.

Cualquier agente que satisfaga los requisitos anteriores puede ser un agente de unién. Por ejemplo, un agente de
unién puede ser un ribosoma, con o sin un componente peptidico, una molécula de ARN o un polipéptido. En una
realizacién preferida, un agente de uniéon es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Los
anticuerpos pueden prepararse por cualquiera de una diversidad de técnicas conocidas por los expertos en la
materia. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988.
En general, pueden producirse anticuerpos por técnicas de cultivo celular, incluyendo la generacién de anticuerpos
monoclonales como se describen en el presente documento, o mediante la transfeccion de genes de anticuerpos en
huéspedes de células de mamifero o bacterianas adecuados, para permitir la produccién de anticuerpos
recombinantes. En una técnica, se inyecta inicialmente un inmundgeno que comprende el polipéptido en cualquiera
de una amplia diversidad de mamiferos (por ejemplo, ratones, ratas, conejos, ovejas o cabras). En esta etapa, los
polipéptidos de la presente invencion pueden actuar como el inmunégeno sin modificacion. Como alternativa,
particularmente para polipéptidos relativamente cortos, puede inducirse una respuesta inmune superior si el
polipéptido se une a una proteina vehiculo, tal como albimina de suero bovino o hemocianina de lapa californiana.
El inmunogeno se inyecta en el huésped animal, preferentemente de acuerdo con un programa predeterminado que
incorpora una 0 mas inmunizaciones de refuerzo y se toman muestras sanguineas de los animales periédicamente.
Los anticuerpos policlonales especificos para el polipéptido pueden después purificarse a partir de tales antisueros
mediante, por ejemplo, cromatografia de afinidad usando el polipéptido acoplado a un soporte sélido adecuado.

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales especificos para un polipéptido antigénico de interés, por ejemplo,
usando la técnica de Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol. 6:511-519, 1976, y mejoras de la misma. Brevemente, estos
procedimientos implican la preparacion de lineas celulares inmortales capaces de producir anticuerpos que tienen la
especificidad deseada (es decir, reactividad con el polipéptido de interés). Tales lineas celulares pueden producirse,
por ejemplo, a partir de células de bazo obtenidas de un animal inmunizado como se ha descrito anteriormente: las
células de bazo se inmortalizan después por, por ejemplo, fusién con un compafiero de fusién de célula de mieloma,
preferentemente uno que es singénico con el animal inmunizado. Puede emplearse una diversidad de técnicas de
fusion. Por ejemplo, las células de bazo y células de mieloma pueden combinarse con un detergente no idnico
durante unos pocos minutos y después sembrarse en placas a baja densidad en un medio selectivo que soporta el
crecimiento de células hibridas, pero no células de mieloma. Una técnica de seleccion preferida usa seleccion de
HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina). Después de un tiempo suficiente, habitualmente de aproximadamente 1 a
2 semanas, se observan colonias de hibridos. Se seleccionan colonias sencillas y se ensayan sus sobrenadantes de
cultivo con respecto a actividad de union frente al polipéptido. Se prefieren hibridomas que tengan alta reactividad y
especificidad.

Pueden aislarse anticuerpos monoclonales de los sobrenadantes de colonias de hibridoma crecientes. Ademas,
pueden emplearse diversas técnicas para potenciar el rendimiento, tal como inyeccién de la linea celular de
hibridoma en la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado adecuado, tal como un ratdn. Los anticuerpos
monoclonales pueden después recogerse del fluido ascitico o la sangre. Pueden retirarse los contaminantes de los
anticuerpos mediante técnicas convencionales, tales como cromatografia, filtracion en gel, precipitacién y extraccion.
Los polipéptidos de la presente invencién pueden usarse en el procedimiento de purificacién en, por ejemplo, una
etapa de cromatografia de afinidad.

Dentro de ciertas realizaciones, pueden preferirse el uso de fragmentos de unién a antigeno de anticuerpos. Tales
fragmentos incluyen fragmentos Fab, que pueden prepararse usando técnicas convencionales. Brevemente, pueden
purificarse inmunoglobulinas de suero de conejo por cromatografia de afinidad en columnas de perlas de proteina A
(Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988) y digerirse por papaina para
producir fragmentos Fab y Fc. Los fragmentos Fab y Fc pueden separarse por cromatografia de afinidad en
columnas de perlas de proteina A.

Pueden acoplarse anticuerpos monoclonales, y fragmentos de los mismos, de la presente invencién a uno o mas
agentes terapéuticos, tales como radionuclidos, inductores de diferenciacion, farmacos, toxinas y derivados de los
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mismos. Los radionuclidos preferidos incluyen 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 ricina, abrina, toxina de difteria, toxina del célera, gelonina,
exotoxina de Pseudomonas, toxina de Shigella y proteina antiviral de Phytolacca americana. Para ciertas terapias in
Vivo y ex vivo, un anticuerpo o fragmento del mismo se acopla preferentemente a un agente citotéxico, tal como un
resto radiactivo o quimioterapéutico.

Un agente terapéutico puede acoplarse (por ejemplo, unirse covalentemente) a un anticuerpo monoclonal adecuado
directa o indirectamente (por ejemplo, mediante un grupo de engarce). 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 sulfhidrilo, en uno puede ser capaz de reaccionar con un grupo que
contiene carbonilo, tal como un anhidrido o un haluro &cido, o con un grupo alquilo que contiene un buen grupo
saliente (por ejemplo, un haluro) en el otro.

Como alternativa, puede ser deseable acoplar un agente terapéutico y un anticuerpo mediante un grupo de engarce.
Un grupo de engarce puede actuar como un espaciador para distanciar un anticuerpo de un agente para evitar
interferencias con las capacidades de uniéon. Un grupo de engarce también puede servir para aumentar la
reactividad quimica de un sustituyente en un agente o un anticuerpo y de este modo aumentar la eficacia de
acoplamiento. Un aumento de la reactividad quimica también puede facilitar el uso de agentes o grupos funcionales
en agentes, que de otro modo no seria posible.

Resultara evidente para los expertos en la materia que puede emplearse una diversidad de reactivos bifuncionales o
polifuncionales, tanto homo como heterofuncionales (tales como los descritos en el catalogo de Pierce Chemical Co.,
Rockford, IL) como el grupo de engarce. El acoplamiento puede efectuarse, por ejemplo, a través de grupos amino,
grupos carboxilo, grupos sulfhidrilo o restos de carbohidratos oxidados. Existen numerosas referencias que
describen dicha metodologia, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4.671.958.

Cuando el agente terapéutico es mas potente sin la parte de anticuerpo de los inmunoconjugados de la presente
invencioén, puede ser deseable usar un grupo de engarce que sea escindible durante o tras la internalizacion en una
célula. Se han descrito varios grupos de engarce escindibles diferentes. Los mecanismos de la liberacién intracelular
de un agente de estos grupos de engarce incluyen escisién por reduccion de un enlace disulfuro (por ejemplo,
Patente de Estados Unidos N° 4.489.710), por irradiacion de un enlace fotolabil (por ejemplo, Patente de Estados
Unidos N° 4.625.014), por hidrélisis de cadenas laterales de aminoacidos derivatizadas (por ejemplo, Patente de
Estados Unidos N° 4.638.045), por hidrélisis mediada por complemento en suero (por ejemplo, Patente de Estados
Unidos N° 4.671.958) e hidrdlisis catalizada por acido (por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4.569.789).

Puede ser deseable acoplar mas de un agente a un anticuerpo. En una realizacion, se acoplan multiples moléculas
de un agente a una molécula de anticuerpo. En otra realizacion, puede acoplarse mas de un tipo de agente a un
anticuerpo. Independientemente de la realizacién particular, pueden prepararse inmunoconjugados con mas de un
agente de una diversidad de maneras. Por ejemplo, puede acoplarse mas de un agente directamente a una
molécula de anticuerpo o pueden usarse engarces que proporcionen multiples sitios para unién. Como alternativa,
puede usarse un vehiculo.

Un vehiculo puede portar los agentes de una diversidad de maneras, incluyendo enlace covalente directamente o
mediante un grupo de engarce. Los vehiculos adecuados incluyen proteinas tales como albuminas (por ejemplo
Patente de Estados Unidos N° 4.507.234), péptidos y polisacaridos tales como aminodextrano (por ejemplo, Patente
de Estados Unidos N° 4.699.784). Un vehiculo también puede portar un agente por enlace no covalente o por
encapsulacion, tal como dentro de una vesicula de liposoma (por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N° 4.429.008
y 4.873.088). Los vehiculos especificos para agentes radionuclidos incluyen moléculas pequefias radiohalogenadas
y compuestos quelantes. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 4.735.792 desvela moléculas pequefias
radiohalogenadas representativas y su sintesis. Puede formarse un quelado de radionuclido a partir de compuestos
guelantes que incluyen los que contienen atomos de nitrégeno y azufre como los atomos donadores para unir el
radionuclido metalico o de 6xido metdlico. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 4.673.562 desvela
compuestos gquelantes representativos y su sintesis.

Pueden usarse una diversidad de rutas de administracion para los anticuerpos e inmunoconjugados. Tipicamente, la
administracion serd intravenosa, intramuscular, subcutdnea o en el lecho de un tumor resecado. Resultara evidente
que la dosis precisa del anticuerpo/inmunoconjugado variarda dependiendo del anticuerpo usado, la densidad del
antigeno en el tumor y la tasa de eliminacién del anticuerpo.

4.21 Vacunas

En ciertas realizaciones preferidas de la presente invencién, se proporcionan vacunas. Las vacunas generalmente
comprenderan una o mas composiciones farmacéuticas tales como las analizadas anteriormente, en combinacién
con un inmunoestimulador. Un inmunoestimulador puede ser cualquier sustancia que potencie o mejore una
respuesta inmune (mediada por anticuerpos y/o células) a un antigeno exdégeno. Los ejemplos de
inmunoestimuladores incluyen adyuvantes, microesferas biodegradables (por ejemplo, galactida polilactica) y
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liposomas (en los que se incorpora el compuesto; véase por ejemplo, Fullerton, Patente de Estados Unidos N°
4.235.877). La preparacién de vacuna se describe de forma general en, por ejemplo, M.F. Powell y M.J. Newman,
eds., "Vaccine Design (the subunit and adjuvant approach),” Plenum Press (NY, 1995). Las composiciones
farmacéuticas y vacunas dentro del alcance de la presente invencion también pueden contener otros compuestos,
gue pueden ser biolégicamente activos o inactivos. Por ejemplo, puede estar presente una o mas partes
inmunogénicas de otros antigenos tumorales, incorporadas en un polipéptido de fusion o como un compuesto
separado, dentro de la composicién o vacuna.

Las vacunas ilustrativas pueden contener ADN que codifica uno o mas de los polipéptidos como se ha descrito
anteriormente, de modo que el polipéptido se genere in situ. Como se ha observado anteriormente, el ADN puede
estar presente dentro de cualquiera de una diversidad de sistemas de suministro conocidos por los expertos en la
materia, incluyendo sistemas de expresion de acido nucleico, sistemas de expresion bacterianos y virales. Se
conocen bien en la materia numerosas técnicas de suministro de genes, tales como las descritas por Rolland, Crit.
Rev. Therap. Drug Carrier Systems 15:143-198, 1998, y referencias citadas en la misma. Los sistemas de expresion
de acidos nucleicos apropiados contienen las secuencias de ADN necesarias para expresion en el paciente (tales
como un promotor adecuado y sefial de terminacion). Los sistemas de suministro bacteriano implican la
administracion de una bacteria (tal como Bacilo de Calmette-Guerrin) que expresa una parte inmunogénica del
polipéptido en su superficie celular o secreta un epitopo tal. En una realizacion preferida, el ADN puede introducirse
usando un sistema de expresion viral (por ejemplo, vaccinia u otro pox virus, retrovirus o adenovirus), que puede
implicar el uso de un virus competente para replicacién no patogénico (defectivo). Se desvelan sistemas adecuados,
por ejemplo, en Fisher-Hoch y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:317-321, 1989; Flexner y col., Ann. N.Y. Acad. Sci.
569:86-103, 1989; Flexner y col., Vaccine 8: 17-21, 1990; Patentes de Estados Unidos N° 4.603.112, 4.769.330 y
5.017.487; documento WO 89/01973; Patente de Estados Unidos N° 4.777.127; documento Gob 2.200.651;
documento EP 0.345.242; documento WO 91/02805; Berkner, Biotechniques 6: 616-627, 1988; Rosenfeld y col.,
Science 252:431-434, 1991; Kolls y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 215-219,1994; Kass-Eisler y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:11498-11502,1993; Guzman y col., Circulation 88: 2838-2848, 1993; y Guzman y col., Cir. Res.
73:1202-1207, 1993. Se conocen bien por los expertos en la materia técnicas para incorporar ADN en tales sistemas
de expresion. EI ADN también puede estar “desnudo”, como se describe, por ejemplo, en Ulmer y col., Science 259:
1745-1749, 1993 y se revisa en Cohen, Science 259: 1691-1692, 1993. La captacion de ADN desnudo puede
aumentarse revistiendo perlas biodegradables con el ADN, que se transportan eficazmente a las células. Resultara
evidente que una vacuna puede comprender un componente tanto como polinucleotidico como polipeptidico. Tales
vacunas pueden proporcionar una respuesta inmune potenciada.

Resultara evidente que una vacuna puede contener sales farmacéuticamente aceptables de los polinucledtidos y
polipéptidos proporcionados en el presente documento. Tales sales pueden prepararse a partir de bases no téxicas
farmacéuticamente aceptables, incluyendo bases organicas (por ejemplo, sales de aminas primarias, secundarias y
terciarias y aminoacidos basicos) y bases inorganicas (por ejemplo, sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio y
magnesio).

Aunque puede emplearse cualquier vehiculo adecuado conocido por los expertos en la materia en las
composiciones de vacuna de la presente invencion, el tipo de vehiculo variara dependiendo del modo de
administracion. Las composiciones de la presente invencion pueden formularse para cualquier manera apropiada de
administracion, incluyendo, por ejemplo, administracién tépica, oral, nasal, intravenosa, intracraneal, intraperitoneal,
subcutanea o intramuscular. Para administracion parenteral, tal como inyeccidon subcutanea, el vehiculo
preferentemente comprende agua, solucion salina, alcohol, una grasa, una cera o un tampoén. Para administracion
oral, pueden emplearse cualquiera de los vehiculos anteriores o un vehiculo sélido, tal como manitol, lactosa,
almidon, estearato de magnesio, sacarina sodica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa y carbonato de magnesio. Las
microesferas biodegradables (por ejemplo, poliglicolato de polilactato) también pueden emplearse como vehiculos
para las composiciones farmacéuticas de la presente invencién. Se desvelan microesferas biodegradables
adecuadas, por ejemplo, en las Patente de Estados Unidos 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. También puede emplearse un vehiculo que comprende los complejos
de proteinas particuladas descritos en la Patente de Estados Unidos N° 5.928.647, que son capaces de inducir una
respuesta de linfocitos T citotdxicos restringida a clase | en un huésped.

Tales composiciones también pueden comprender tampones (por ejemplo, solucién salina tamponada neutra o
solucion salina tamponada con fosfato), carbohidratos (por ejemplo, glucosa, manosa, sacarosa o dextranos),
manitol, proteinas, polipéptidos o aminoacidos tales como glicina, antioxidantes, bacteriostatos, agentes quelantes
tales como EDTA o glutatién, adyuvantes (por ejemplo, hidroxido de aluminio), solutos que hacen a la formulacion
isotonica, hipotonica o débilmente hiperténica con la sangre de un receptor, agentes de suspension, agentes
espesantes y/o conservantes. Como alternativa, pueden formularse composiciones de la presente invencién como
un liofilizado. Los compuestos también pueden encapsularse dentro de liposomas usando tecnologia bien conocida.

Puede emplearse cualquiera de una diversidad de inmunoestimuladores en las vacunas de la presente invencion.
Por ejemplo, puede incluirse un adyuvante. La mayoria de los adyuvantes contienen una sustancia disefiada para
proteger el antigeno de catabolismo rapido, tal como hidréxido de aluminio o aceite mineral y un estimulador de
respuestas inmunes, tal como lipido A, proteinas derivadas de Bortadella pertussis o Mycobacterium tuberculosis.
Estan disponibles adyuvantes adecuados en el mercado como, por ejemplo, adyuvante incompleto y adyuvante
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completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, MI); adyuvante 65 de Merck (Merck and Company, Inc., Rahway,
NJ); AS-2 (SmithKline Beecham, Filadelfia, PA); sales de aluminio tales como gel de hidroxido de aluminio (alumbre)
o fosfato de aluminio; sales de calcio, hierro o cinc; una suspension insoluble de citosina acilada; aztcares acilados;
polisacaridos derivatizados catiénica o anidnicamente; polifosfacenos; microesferas biodegradables; monofosforilo
lipido A y quil A. también puede usarse citocinas, tales como GM-CSF o interleucina 2, 7 0 12 como adyuvantes.

Dentro de las vacunas proporcionadas en el presente documento, la composicion adyuvante se disefia
preferentemente para inducir una respuesta inmune predominantemente del tipo Thl. Los altos niveles de citocinas
de tipo Thl (por ejemplo, IFN-y, TNFa, IL-2 y IL-12) tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunes
mediadas por células a un antigeno administrado. Por el contrario, los altos niveles de citocinas de tipo Th2 (por
ejemplo, IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10) tienden a favorecer la induccion de respuestas inmunes humorales. Tras la
aplicaciéon de una vacuna como se proporciona en el presente documento, un paciente soportara una respuesta
inmune que incluye respuestas de tipo Thl y Th2. Dentro de una realizacion preferida, en la que una respuesta es
predominantemente de tipo Th1l, el nivel de citocinas de tipo Thl aumentard en una mayor medida que el nivel de
las citocinas de tipo Th2. Los niveles de estas citocinas pueden evaluarse facilmente usando ensayos
convencionales. Para una revision de las familias de citocinas, véase Mosmann y Coffman, Ann. Rev. Immunol. 7:
145-173,1989.

Los adyuvantes preferidos para su uso en la inducciéon de una respuesta predominantemente de tipo Thl incluyen,
por ejemplo, una combinacién de monosfosforil lipido A, preferentemente monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-
MPL), junto con una sal de aluminio. Estan disponibles adyuvantes de MPL de Corixa Corporation (Seattle, WA,
véase Patentes de Estados Unidos N° 4.436.727; 4.877.611;.4.866.034 y 4,912,094). Los oligonucledtidos que
contienen CpG (en los que el dinucledtido CpG no esta metilado) también inducen una respuesta
predominantemente Thl. Tales oligonucleétidos se conocen bien y se describen, por ejemplo, en los documentos
WO 96/02555, WO 99/33488 y las Patentes de Estados Unidos N° 6.008.200 y 5.856.462. También se describen
secuencias de ADN inmunoestimuladoras, por ejemplo, por Sato y col., Science 273:352, 1996. Otro adyuvante
preferido es una saponina, preferentemente QS21 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA), que puede
usarse sola o en combinacion con otros adyuvantes. Por ejemplo, un sistema potenciado implica la combinacién de
un monofosforil lipido A y derivado de saponina, tal como la combinacion de QS21 y 3D-MPL como se describe en
documento WO 94/00153 o una composicién menos reactogénica en la que la QS21 esta inactivada con colesterol,
como se describe en el documento WO 96/33739. Otras formulaciones preferidas comprenden una emulsién de
aceite en agua y tocoferol. Una formulacion adyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL y
tocoferol en una emulsién de aceite en agua se describe en el documento WO 95117210.

Otros adyuvantes preferidos incluyen Montanide ISA 720 (Seppic, Francia), SAF (Chiron, California, Estados
Unidos), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), la serie SBAS de adyuvantes (por ejemplo, SBAS-2 0 SBAS-4, disponibles
de SmithKline Beecham, Rixensart, Bélgica), Detox (Corixa, Hamilton, MT), RC-529 (Corixa, Hamilton, MT) y otros
aminoalquil glucosaminida 4-fofatos (AGP), tales como las descritas en las Solicitudes de Patente de Estados
Unidos Pendientes con N° de serie 08/853.826 y 09/074.720, las divulgaciones de las cuales se incorporan en el
presente documento por referencia en su totalidad.

Cualquier vacuna proporcionada en el presente documento puede prepararse usando procedimientos bien
conocidos que dan como resultado una combinacion de antigeno, potenciador de respuesta inmune y un vehiculo o
excipiente adecuado. Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse como parte de
una formulacién de liberacién prolongada (es decir, una formulacién tal como una cépsula, esponja o gel (compuesta
de polisacaridos, por ejemplo) que efectia una liberacion lenta del compuesto después de la administracion). Tales
formulaciones pueden generalmente prepararse usando tecnologia bien conocida (véase, por ejemplo, Coombes y
col., Vaccine 14:1429-1438, 1996) y administrase por, por ejemplo, implantacién oral, rectal o subcutanea o por
implantacion en el sitio diana deseado. Las formulaciones de liberacién prolongada pueden contener un polipéptido,
polinucleétido o anticuerpo dispersado en una matriz de vehiculo y/o contenido dentro de un depdsito rodeado por
una membrana controladora de la velocidad.

Los vehiculos para su uso dentro de tales formulaciones son biocompatibles y también pueden ser biodegradables;
preferentemente la formulacion proporciona un nivel relativamente constante de liberacion de componente activo.
Tales vehiculos incluyen microparticulas de poli(lactida-co-glicolida), poliacrilato, latex, almidén, celulosa, dextrano y
similares. Otros vehiculos de liberacién retardada incluyen biovectores supramoleculares, que comprenden un
nacleo hidréfilo no liquido (por ejemplo, un polisacarido u oligosacarido reticulado) y, opcionalmente, una capa
externa que comprende un compuesto anfifilico, tal como un fosfolipido (véase, por ejemplo, Patente de Estados
Unidos N° 5.151.254 y solicitudes de PCT WO 94/20078, WO/94/23701 y WO 96/06638). La cantidad de compuesto
activo contenida dentro de una formulacion de liberacién prolongada depende del sitio de implantacion, la tasa y
duracion esperada de liberacién y la naturaleza de la afeccion a tratar o prevenir.

Puede emplearse cualquiera de una diversidad de vehiculos de suministro dentro de composiciones farmacéuticas y
vacunas para facilitar la produccion de una respuesta inmune especifica de antigeno que se dirige a células
tumorales. Los vehiculos de suministro incluyen células presentadoras de antigeno (APC), tales como células
dendriticas, macrofagos, linfocitos B, monocitos y otras células que pueden modificarse por ingenieria genética para
ser APC eficaces. Tales células pueden, pero no necesitan, modificarse genéticamente para aumentar la capacidad
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para presentar el antigeno, para mejorar la activacion y/o el mantenimiento de la respuesta de linfocitos T, para tener
efectos antitumorales por si mismas y/o para ser inmunolégicamente compatibles con el receptor (es decir haplotipo
de HLA coincidente). Las APC pueden generalmente aislarse de cualquiera de una diversidad de fluidos y 6rganos
bioldgicos, incluyendo tejidos tumorales y peritumorales, y pueden ser células autdlogas, alogénicas, singénicas o
xenogénicas.

Ciertas realizaciones preferidas de la presente invencion usan células dendriticas o progenitoras de las mismas
como células presentadoras de antigenos. Las células dendriticas son APC altamente potentes (Banchereau y
Steinman, Nature 392:245-251, 1998) y han mostrado que son eficaces como un adyuvante fisioldgico para inducir
inmunidad antitumoral profilactica o terapéutica (véase, Timmerman y Levy, Ann. Rev. Med. 50:507-529, 1999). En
general, pueden identificarse células dendriticas basandose en su forma tipica (in situ estrellada, con protuberancias
citoplasmaticas notables (dendritas) visibles in vitro), su capacidad para captar, procesar y presentar antigenos con
alta eficacia y su capacidad para activar respuestas de linfocitos T virgenes. Las células dendriticas pueden, por
supuesto, modificarse por ingenieria genética para expresar receptores o ligandos de superficie celular especificos
que no se hayan habitualmente en células dendriticas in vivo o ex vivo y tales células dendriticas modificadas se
contemplan por la presente invencién. Como una alternativa a células dendriticas, pueden usarse células dendriticas
cargadas con antigenos de vesiculas secretadas (llamadas exosomas) dentro de una vacuna (véase Zitvogel y col.,
Nature Med. 4:594-600,1998).

Pueden obtenerse células dendriticas y progenitoras de sangre periférica, médula 6sea, células que se infiltran en
tumores, células que se infiltran en tejidos peritumorales, ganglios linfaticos, bazo, piel, sangre del cordén umbilical u
otro tejido o fluido adecuado. Por ejemplo, pueden diferenciarse células dendriticas ex vivo afiadiendo una
combinacién de citocinas tales como GM-CSF, IL-4, IL-13 y/o TNF, a cultivos de monocitos recogidos de sangre
periférica. Como alternativa, pueden diferenciarse células positivas para CD34 recogidas de sangre periférica,
sangre de corddn umbilical o médula ésea en células dendriticas afiadiendo al medio de cultivo combinaciones de
GM-CSF, IL-3, TNFa, ligando CD40, LPS, ligando flt3 y/u otro compuesto o compuestos que inducen diferenciacion,
maduracion y proliferacion de células dendriticas.

Las células dendriticas se categorizan convenientemente como células "inmaduras” y “maduras”, lo que permite una
forma simple de diferenciar entre dos fenotipos bien caracterizados. Sin embargo, no debe interpretarse que esta
nomenclatura excluye todas las etapas intermedias posibles de diferenciacidon. Se caracterizan células dendriticas
inmaduras como APC con alta capacidad para captacion de antigenos y procesamiento, que se correlaciona con la
alta expresion de receptor de Fcy y receptor de manosa. El fenotipo maduro se caracteriza tipicamente por una
expresion menor de estos marcadores, pero una alta expresién de moléculas de superficie celular responsable de la
activacion de linfocitos T tales como MHC de clase | y clase Il, moléculas de adhesion (por ejemplo, CD54 y CD11) y
moléculas coestimuladoras (por ejemplo, CD40, CD80, CD86 y 4-1BB).

Las APC pueden generalmente transfectarse con un polinucleétido que codifica una proteina tumoral relacionada
con un tumor maligno hematolégico (o parte u otra variante de la misma) de modo que el polipéptido tumoral
relacionado con tumor maligno hematolégico, o una parte inmunogénica del mismo, se expresa en la superficie
celular. Dicha transfeccién puede tener lugar ex vivo y puede usarse después una composicion o vacuna que
comprenda tales células transfectadas para fines terapéuticos, como se describe en el presente documento. Como
alternativa, puede administrarse un vehiculo de suministro génico que se dirige a una célula dendritica u otra
presentadora de antigenos a un paciente, dando como resultado transfeccion que se produce in vivo. La
transfeccién in vivo y ex vivo de células dendriticas, por ejemplo, puede generalmente realizarse usando cualquier
procedimiento conocido en la técnica, tales como los descritos en el documento WO 97/24447 o el enfoque de
pistola génica descrito por Mahvi y col., Immunology and cell Biology 75:456-460, 1997. Puede conseguirse carga
antigénica de las células dendriticas incubando células dendriticas o células progenitoras con el polipéptido tumoral
relacionado con tumor maligno hematolégico, ADN (desnudo o dentro de un vector plasmidico) o ARN; o con
bacteria o virus recombinante que expresa el antigeno (por ejemplo, vectores de vaccinia, viruela aviar, adenovirus o
lentivirus). Antes de la carga, el polipéptido puede conjugarse covalentemente con un compafiero inmunoldgico que
proporciona ayuda a los linfocitos T (por ejemplo, una molécula vehiculo). Como alternativa, una célula dendritica
puede pulsarse con un compafiero inmunolégico no conjugado, de forma separada o en presencia del polipéptido.

Las vacunas y composiciones farmacéuticas pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o multidosis, tales
como ampollas selladas o viales. Tales recipientes estan preferentemente sellados herméticamente para conservar
la esterilidad de la formulacion hasta su uso. En general, pueden almacenarse formulaciones como suspensiones,
soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos. Como alternativa, puede almacenarse una composicion
farmacéutica o vacuna en una condicion liofilizada que requiere solamente la adiciéon de un vehiculo liquido estéril
inmediatamente antes de su uso.

4. 22 Terapia de cancer

En aspectos adicionales de la presente invencion las composiciones descritas en el presente documento pueden
usarse para inmunoterapia de cancer, tal como tumor maligno hematoldgico. Dentro de tales procedimientos, se
administran tipicamente composiciones farmacéuticas y vacunas a un paciente. Como se usa en el presente
documento, un “paciente” se refiere a cualquier animal de sangre caliente, preferentemente un ser humano. Un
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paciente puede 0 no estar aquejado de cancer. En consecuencia, las composiciones farmacéuticas y vacunas
anteriores pueden usarse para evitar el desarrollo de un cancer o para tratar a un paciente aquejado de cancer.
Puede diagnosticarse un cancer 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 retirada
quirdrgica de tumores primarios y/o tratamiento tal como la administracion de radioterapia o farmacos
guimioterapéuticos convencionales. La administracion puede ser por cualquier procedimiento adecuado, incluyendo
administracidon por vias intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intranasal, intradérmica, anal,
vaginal, tépica y oral.

Dentro de ciertas realizaciones, la inmunoterapia puede ser inmunoterapia activa, en la que el tratamiento se basa
en la estimulacién in vivo del sistema inmune del huésped endégeno para reaccionar contra tumores con la
administracion de agentes modificadores de respuesta inmune (tales como polipéptidos y polinucleétidos como se
proporcionan en el presente documento).

Dentro de otras realizaciones, la inmunoterapia puede ser inmunoterapia pasiva, en la que el tratamiento implica el
suministro de agentes con reactividad inmune para tumores establecidos (tales como células efectoras o
anticuerpos) que pueden mediar directa o indirectamente los efectos antitumorales y no dependen necesariamente
de un sistema inmune del huésped intacto. Los ejemplos de células efectoras incluyen linfocitos T como se ha
analizado anteriormente, linfocitos T (tales como linfocitos T citotéxicos CD8" vy linfocitos T auxiliares CD4" que se
infiltran en tumores), linfocitos citoliticos (tales como linfocitos citoliticos naturales y linfocitos citoliticos activados por
linfocina), linfocitos B y células presentadoras de antigenos (tales como células dendriticas y macréfagos) que
expresan un polipéptido proporcionado en el presente documento. Los receptores de linfocitos T y receptores de
anticuerpos especificos para los polipéptidos enumerados en el presente documento pueden clonarse, expresarse y
transferirse a otros vectores o células efectoras para inmunoterapia adoptiva. Los polipéptidos proporcionados en el
presente documento también pueden usarse para generar anticuerpos o anticuerpos anti-idiotipicos (como se ha
descrito anteriormente y en la Patente de Estados Unidos N° 4.918.164) para inmunoterapia pasiva.

Pueden obtenerse generalmente células efectoras en cantidades suficientes para inmunoterapia adoptiva mediante
crecimiento in vitro, como se ha descrito en el presente documento. Se conocen bien en la técnica condiciones de
cultivo para expandir células efectoras especificas de antigeno sencillas hasta varios miles de millones en ndamero
con retencién de reconocimiento de antigenos in vivo. Tales condiciones de cultivo in vitro tipicamente usan
estimulacion intermitente con antigeno, con frecuencia en presencia de citocinas (tales como IL-2) y células
alimentadoras no en division. Como se ha observado anteriormente, pueden usarse polipéptidos inmunorreactivos
como se proporciona en el presente documento para expandir rapidamente cultivos de linfocitos T especificos de
antigeno para generar un nimero suficiente de células para inmunoterapia. En particular, las células presentadoras
de antigenos, tales como células dendriticas, macréfagos, monocitos, fibroblastos y/o linfocitos B, pueden pulsarse
con polipéptidos inmunorreactivos o transfectarse con un uno o0 mas polinucleétidos usando técnicas convencionales
bien conocidas en la materia. Por ejemplo, pueden transfectarse células presentadoras de antigenos con un
polinucleétido que tiene un promotor apropiado para aumentar la expresion en un virus recombinante u otro sistema
de expresion. 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. Los estudios han mostrado que puede inducirse a las células
efectoras cultivadas a crecer in vivo y a sobrevivir a largo plazo en nimeros sustanciales por estimulacién repetida
con antigeno complementado con IL-2 (véase, por ejemplo, Cheever y col., Immunological Reviews 157:177,1997).

Como alternativa, puede introducirse un vector que expresa un polipéptido enumerado en el presente documento en
células presentadoras de antigenos tomadas de un paciente y propagarse clonalmente ex vivo para trasplantar de
nuevo al mismo paciente. Pueden reintroducirse células transfectadas en el paciente usando cualquier medio
conocido en la técnica, preferentemente en forma estérii por administracion intravenosa, intracavitaria,
intraperitoneal o intratumoral.

Las rutas y frecuencia de administracion de las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento, asi
como la dosificacion, variaran de individuo a individuo, y pueden establecerse facilmente usando técnicas
convencionales. En general, las composiciones farmacéuticas y vacunas pueden administrarse por inyeccion (por
ejemplo, intracutanea, intramuscular, intravenosa o subcutanea), por via intranasal (por ejemplo, por aspiracién) o
por via oral. Preferentemente, pueden administrar entre 1 y 10 dosis a lo largo de un periodo de 52 semanas.
Preferentemente, se administran 6 dosis, a intervalos de 1 mes, y pueden proporcionarse vacunas de refuerzo
periédicamente a continuacion. Pueden ser apropiados protocolos alternos para pacientes individuales. Una dosis
adecuada es una cantidad de compuesto que, cuando se administra como se ha descrito anteriormente, es capaz de
promover una respuesta inmune antitumoral y esta al menos 10-50 % por encima del nivel basal (es decir, no
tratado). Dicha respuesta puede controlarse midiendo los anticuerpos antitumorales en un paciente o por generacion
dependiente de vacuna de células efectoras citoliticas capaces de matar las células tumorales del paciente in vitro.
Tales vacunas también deberian ser capaces de provocar una respuesta inmune que conduce a un resultado clinico
mejorado (por ejemplo, remisiones mas frecuentes, supervivencia sin enfermedad completa, parcial o mas larga) en
pacientes vacunados en comparacién con pacientes no vacunados. En general, para composiciones farmacéuticas y
vacunas que comprenden uno o mas polipéptidos, la cantidad de cada polipéptido presente en una dosis varia de
aproximadamente 25 ug a 5 mg por kg de huésped. Los tamafios de dosis adecuados variaran con el tamafio del
paciente, pero tipicamente variaran entre aproximadamente 0,1 ml y aproximadamente 5 ml.
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En general, un régimen de tratamiento y dosificacién apropiados proporcionan el compuesto 0 compuestos activos
en una cantidad suficiente para proporcionar beneficio terapéutico y/o profilactico. Una respuesta tal puede
controlarse estableciendo un resultado clinico mejorado (por ejemplo, remisiones mas frecuentes, supervivencia sin
enfermedad completa o parcial, 0 mas larga) en pacientes tratados en comparacién con pacientes no tratados. Los
aumentos en respuestas inmunes preexistentes a una proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico
generalmente se correlacionan con un resultado clinico mejorado. Tales respuestas inmunes pueden evaluarse
generalmente usando proliferacion convencional, ensayos de citotoxicidad o de citocinas, que pueden realizarse
usando muestras obtenidas de un paciente antes y después del tratamiento.

4.23 Deteccion de cancer y diagnostico

En general puede detectarse un cancer en un paciente basandose en la presencia de una o mas proteinas
tumorales relacionadas con tumor maligno hematolégico y/o polinucleétidos que codifican tales proteinas en una
muestra bioldgica (por ejemplo, sangre, suero, esputo, orina y/o biopsias tumorales) obtenidas del paciente. En otras
palabras, tales proteinas pueden usarse como marcadores para indicar la presencia o ausencia de un cancer tal
como tumor maligno hematoldgico. Ademas, tales proteinas pueden ser Utiles para la deteccidon de otros canceres.
Los agentes de unioén proporcionados en el presente documento generalmente permiten la deteccion del nivel de
antigeno que se une al agente en la muestra biolégica. Pueden usarse cebadores y sondas polinucleotidicos para
detectar el nivel de ARNm que codifica una proteina tumoral que también es indicativa de la presencia o ausencia de
un cancer. En general, una secuencia tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico deberia estar presente a
un nivel que es al menos tres veces mayor en el tejido tumoral que en el tejido normal.

Existe una diversidad de formatos de ensayo conocidos por los expertos en la materia para usar un agente de union
para detectar marcadores polipeptidicos en una muestra. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. En general, la presencia o ausencia de un cancer en un
paciente puede determinarse por (a) poner en contacto una muestra bioldgica obtenida de un paciente con un
agente de unidn; (b) detectar en la muestra un nivel de polipéptido que se une al agente de unioén; y (c) comparar el
nivel de polipéptido con un valor de corte predeterminado.

En una realizacion preferida, el ensayo implica el uso de agente de unién inmovilizado en un soporte sélido para
unirse a y retirar el polipéptido del resto de la muestra. El polipéptido unido puede después detectarse usando un
reactivo de deteccidon que contiene un grupo indicador y se une especificamente al agente de unién/complejo
polipeptidico. Tales reactivos de deteccion pueden comprender, por ejemplo, un agente de unién que se une
especificamente al polipéptido o un anticuerpo u otro agente que se une especificamente al agente de unién, tal
como una anti inmunoglobulina, proteina G, proteina A o una lectina. Como alternativa, puede utilizarse un ensayo
competitivo, en el que se marca un polipéptido con un grupo indicador y se permite que se una con el agente de
unién inmovilizado después de la incubacion del agente de unién con la muestra. El grado en que los componentes
de la muestra inhiben la unién del polipéptido marcado con el agente de unién es indicativo de la reactividad de la
muestra con el agente de unién inmovilizado. Los polipéptidos adecuados para su uso dentro de tales ensayos
incluyen proteinas tumorales relacionadas con tumor maligno hematolégico de longitud completa y partes de las
mismas a las que se une el agente de unién, como se ha descrito anteriormente.

El soporte sélido puede ser cualquier material conocido por los expertos en la materia al que puede unirse la
proteina tumoral. Por ejemplo, el soporte solido puede ser un pocillo de ensayo en una placa de microtitulacién o
una membrana de nitrocelulosa o de otro tipo adecuada. Como alternativa, el soporte puede ser una perla o disco,
tal como vidrio, fibra de vidrio, latex o un material plastico tal como poliestireno o cloruro de polivinilo. El soporte
también puede ser una particula magnética o un sensor de fibra 6ptica, tal como los desvelados, por ejemplo, en la
Patente de Estados Unidos N° 5.359.681. El agente de union puede inmovilizarse en el soporte sélido usando una
diversidad de técnicas conocidas por los expertos en la materia, que se describen ampliamente en la bibliografia de
patentes y cientifica. En el contexto de la presente invencion, el término “inmovilizacion” se refiere tanto a asociacion
no covalente, tal como adsorcion, como a unién covalente (que puede ser un engarce directo entre el agente y
grupos funcionales en el soporte o puede ser un engarce por medio de un agente de reticulacion). Se prefiere
inmovilizaciéon por adsorcién a un pocillo en una placa de microtitulacién o a una membrana. En tales casos, la
adsorcion puede conseguirse poniendo en contacto el agente de unién, en un tampoén adecuado, con el soporte
sélido durante una cantidad de tiempo adecuada. El tiempo de contacto varia con la temperatura, pero esta
tipicamente entre aproximadamente 1 hora y aproximadamente 1 dia. En general, poner en contacto un pocillo de
una placa de microtitulacién de plastico (tal como poliestireno o cloruro de polivinilo) con una cantidad de agente de
unioén que varia de aproximadamente 10 ng a aproximadamente 10 ug, y preferentemente de aproximadamente 100
ng a aproximadamente 1 g, es suficiente para inmovilizar una cantidad adecuada de agente de unién.

La unién covalente de agente de unién a un soporte sélido puede generalmente conseguirse haciendo reaccionar
primero el soporte con un reactivo bifuncional que reaccionara con tanto el soporte como un grupo funcional, tal
como un grupo hidroxilo o amino, en el agente de unién. Por ejemplo, el agente de union puede unirse
covalentemente a soportes que tienen un revestimiento de polimero apropiado usando benzoquinona o por
condensacion de un grupo aldehido en el soporte con una amina y un hidrégeno activo en el compafiero de unién
(véase, por ejemplo, Pierce Immunotechnology Catalog and Handbook, 1991, at A12-A13).
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En ciertas realizaciones, el ensayo es un ensayo de tipo sandwich de dos anticuerpos. Este ensayo puede realizarse
poniendo en contacto primero un anticuerpo que se ha inmovilizado en un soporte sélido, habitualmente el pocillo de
una placa de microtitulacién, con la muestra, de modo que se permite a los polipéptidos dentro de la muestra unirse
al anticuerpo inmovilizado. La muestra no unida se retira después de los complejos de anticuerpo-polipéptido
inmovilizados y se afiade un reactivo de deteccion (preferentemente un segundo anticuerpo capaz de unirse a un
sitio diferente del polipéptido) que contiene un grupo indicador. La cantidad de reactivo de detecciéon que permanece
unida al soporte sélido se determina después usando un procedimiento apropiado para el grupo indicador especifico.

Mas especificamente, una vez que el anticuerpo se inmoviliza en el soporte como se ha descrito anteriormente, los
sitios de unioén a proteina restantes en el soporte tipicamente se bloquean. Cualquier agente de bloqueo adecuado
conocido por los expertos en la materia, tal como albimina de suero bovino o Tween 200 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO). El anticuerpo inmovilizado se incuba después con la muestra y se permite que el polipéptido se una al
anticuerpo. La muestra puede diluirse con un diluyente adecuado, tal como solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) antes de la incubacion. En general, un tiempo de contacto apropiado (es decir, tiempo de incubacién) es un
periodo de tiempo que es suficiente para detectar la presencia de polipéptido dentro de una muestra obtenida de un
individuo con tumor maligno hematologico. Preferentemente, el tiempo de contacto es suficiente para conseguir un
nivel de unién que es al menos aproximadamente 95 % del conseguido en equilibrio entre polipéptido unido y no
unido. Los expertos en la materia reconoceran que el tiempo necesario para conseguir el equilibrio puede
determinarse facilmente ensayando el nivel de union que se produce a lo largo de un periodo de tiempo. A
temperatura ambiente, un tiempo de incubacién de aproximadamente 30 minutos es generalmente suficiente.

Puede retirarse después muestra no unida lavando el soporte sélido con un tampoén apropiado, tal como PBS que
contiene Tween 200 0,1 %. El segundo anticuerpo, que contiene un grupo indicador, puede después afiadirse al
soporte sélido. Los grupos indicadores preferidos incluyen los grupos indicados anteriormente.

El reactivo de deteccién se incuba después con el complejo de polipéptido-anticuerpo inmovilizado durante una
cantidad de tiempo suficiente para detectar el polipéptido unido. Una cantidad de tiempo apropiada puede
determinarse generalmente ensayando el nivel de union que se produce a lo largo de un periodo de tiempo. El
reactivo de deteccién no unido se retira después y se detecta el reactivo de deteccién unido usando el grupo
indicador. El procedimiento empleado para detectar el grupo indicador depende de la naturaleza del grupo indicador.
Para grupos radiactivos, son generalmente apropiados procedimientos de conteo de centelleo o autorradiograficos.
Pueden usarse procedimientos espectroscépicos para detectar colorantes, grupos luminiscentes y grupos
fluorescentes. Puede detectarse biotina usando avidina, acoplada a un grupo indicador diferente (habitualmente un
grupo radiactivo o fluorescente o una enzima). Pueden detectarse generalmente los grupos indicadores de enzima
mediante la adicién de sustrato (generalmente durante un periodo de tiempo especifico), seguido de analisis
espectroscopico o de otro tipo de los productos de reaccion.

Para determinar la presencia o ausencia de un cancer, tal como un tumor maligno hematolégico, la sefial detectada
del grupo indicador que permanece unida al soporte sélido se compara en general con una sefial que corresponde a
un valor de corte predeterminado. En una realizacién preferida, el valor de corte para la deteccién de un cancer es la
sefial media obtenida cuando el anticuerpo inmovilizado se incuba con muestras de pacientes sin el cancer. En
general, una muestra que genera una sefial que esta tres desviaciones tipicas por encima del valor de corte
predeterminado se considera positiva para el cancer. En una realizacion preferida alternativa, el valor de corte se
determina usando una curva operativa del receptor, de acuerdo con el procedimiento de Sackett y col., Clinical
Epidemiology: A Basic Science for Clinical Medicine, Little Brown and Co., 1985, p. 106-7. Brevemente, en esta
realizacién, el valor de corte puede determinarse a partir de una representacion de pares de tasas de positivos
verdaderos (es decir, sensibilidad) y tasas de falsos positivos (100 %-especificidad) que corresponden a cada valor
de corte posible para el resultado del ensayo de diagnéstico. El valor de corte en la representacion que es el mas
cercano a la esquina superior izquierda (es decir, el valor que abarca el area mas grade) es el valor de corte mas
preciso y una muestra que genera una sefial que es mayor que el valor de corte determinado por este procedimiento
puede considerarse positiva. Como alternativa, el valor de corte puede desplazarse a la izquierda a lo largo de la
representacion, para minimizar la tasa de falso positivo, 0 a la derecha, para minimizar la tasa de falso negativo. En
general, una muestra que genera una sefial que es mayor que el valor de corte determinado por este procedimiento
se considera positiva para un cancer.

En una realizacion relacionada, el ensayo se realiza en un formato de ensayo en tira o flujo continuo, en el que el
agente de unién se inmoviliza en una membrana, tal como nitrocelulosa. En el ensayo de flujo continuo, los
polipéptidos dentro de la muestra se unen al agente de union inmovilizado a medida que la muestra pasa a través de
la membrana. Un segundo agente de unién marcado se une después al complejo de polipéptido-agente de unién a
medida que una solucién que contiene un segundo agente de unidn fluye a través de la membrana. La deteccion de
segundo agente de unién unido puede después realizarse como se ha descrito anteriormente. En el formato de
ensayo de tira, un extremo de la membrana a la que se une el agente de unién se sumerge en una solucién que
contiene la muestra. La muestra migra a lo largo de la membrana a través de una regién que contiene segundo
agente de union y al area de agente de union inmovilizado. La concentracion del segundo agente de union en el
area de anticuerpo inmovilizado indica la presencia de un cancer. Tipicamente, la concentracion de segundo agente
de unidn en ese sitio genera un patron, tal como una linea, que puede leerse visualmente. La ausencia de un patrén
tal indica un resultado negativo. En general, la cantidad de agente de union inmovilizado en la membrana se
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selecciona para generar un patrén visualmente discernible cuando la muestra biolégica contiene un nivel de
polipéptido que seria suficiente para generar una sefial positiva en el ensayo de tipo sandwich de dos anticuerpos,
en el formato analizado anteriormente. Los agentes de union preferidos para su uso en tales ensayos son
anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos. Preferentemente, la cantidad de anticuerpo
inmovilizado en la membrana varia de aproximadamente 25 ng a aproximadamente 1 pg, y mas preferentemente de
aproximadamente 50 ng a aproximadamente 500 ng. Tales ensayos pueden realizarse tipicamente con una cantidad
muy pequefia de muestra biolégica.

Por supuesto, existen numerosos otros protocolos de ensayo que son adecuados para su uso con las proteinas
tumorales o agentes de unién de la presente invencion. Se pretende que las descripciones anteriores sean
solamente ejemplares. Por ejemplo, resultara evidente para los expertos en la materia que los protocolos anteriores
pueden modificarse facilmente para usar polipéptidos tumorales relacionados con tumor maligno hematolégico para
detectar anticuerpos que se unen a tales polipéptidos en una muestra bioldgica. La deteccién de tales anticuerpos
especificos de proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico puede correlacionarse con la presencia
de un cancer.

Un céncer puede también, o como alternativa, detectarse basandose en la presencia de linfocitos T que reaccionan
de forma especifica con una proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico en una muestra
bioldgica. Dentro de ciertos procedimientos, una muestra biolégica que comprende linfocitos T CD4+ y/o CD8+
aislados de un paciente se incuba con un polipéptido tumoral relacionado con tumor maligno hematolégico, un
polinucleétido que codifica dicho polipéptido y/o una APC que expresa al menos una parte inmunogénica de un
polipéptido tal y se detecta la presencia o ausencia de activacion especifica de los linfocitos T. Las muestras
biolégicas adecuadas incluyen, pero sin limitacion, linfocitos T aislados. Por ejemplo, pueden aislarse linfocitos T de
un paciente por técnicas rutinarias (tales como por centrifugacion de gradiente de densidad de Ficoll/Hypaque de
linfocitos de sangre periférica). Los linfocitos T pueden incubarse in vitro durante 2-9 dias (tipicamente 4 dias) a 37
°C con polipéptido (por ejemplo, 5 - 25 ug/ml). Puede ser deseable incubar otra alicuota de una muestra de linfocitos
T en ausencia de polipéptido tumoral relacionado con tumor maligno hematolégico para actuar como un control.
Para los linfocitos T CD4+, la activacion se detecta preferentemente evaluando la proliferacién de los linfocitos T.
Para linfocitos T CD8+, la activacion se detecta preferentemente evaluando la actividad citolitica. Un nivel de
proliferacién que es al menos dos veces mayor y/o un nivel de actividad citolitica que es al menos 20 % mayor que
en pacientes sin enfermedad indica la presencia de un cancer en el paciente.

Como se ha observador anteriormente, un cancer puede también, o como alternativa, detectarse basandose en el
nivel de ARNm que codifica una proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico en una muestra
biologica. Por ejemplo, pueden emplearse al menos dos cebadores oligonucleotidicos en un ensayo basado en
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar una parte de un ADNc tumoral relacionado con tumor
maligno hematoldgico derivado de una muestra bioldgica, en el que al menos uno de los cebadores
oligonucleotidicos es especifico para (es decir, hibrida con) un polinucleétido que codifica la proteina tumoral
relacionada con tumor maligno hematolégico. EI ADNc amplificado se separa después y se detecta usando técnicas
bien conocidas en la materia, tales como electroforesis en gel. De forma similar, pueden usarse sondas
oligonucleotidicas que hibridan especificamente con un polinucleétido que codifica una proteina tumoral relacionada
con tumor maligno hematoldégico en un ensayo de hibridacion para detectar la presencia de polinucleétido que
codifica la proteina tumoral en una muestra biolégica.

Para permitir la hibridacion en condiciones de ensayo, los cebadores y sondas oligonucleotidicas deberian
comprender una secuencia oligonucleotidica que tenga al menos aproximadamente 60 %, preferentemente al menos
aproximadamente 75 % y mas preferentemente al menos aproximadamente 90 %, de identidad con una parte de un
polinucleétido que codifica una proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico que de al menos 10
nucleétidos y preferentemente al menos 20 nucleétidos, de longitud. Preferentemente, los cebadores y/o sondas
oligonucleotidicas hibridan con un polinucleétido que codifica un polipéptido descrito en el presente documento en
condiciones moderadamente rigurosas, como se ha definido anteriormente. Los cebadores y/o sondas
oligonucleotidicas que pueden emplearse de forma util en los procedimientos de diagnéstico descritos en el presente
documento preferentemente son de al menos 10-40 nucleétidos de longitud. En una realizacion preferida, los
cebadores oligonucleotidicos comprenden al menos 10 nucleétidos contiguos, méas preferentemente al menos 15
nucleétidos contiguos, de una molécula de ADN que tiene una secuencia desvelada en la presente solicitud. Se
conocen bien en la materia técnicas para tanto ensayos basados en PCR como ensayos de hibridacién (véase, por
ejemplo, Mullis y col., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51:263, 1987; Erlich ed., PCR Technology, Stockton
Press, NY, 1989).

Un ensayo preferido emplea RT-PCR, en la que se aplica PCR junto con transcripcién inversa. Tipicamente, se
extrae ARN de una muestra bioldgica, tal como un tejido de biopsia y se transcribe de forma inversa para producir
moléculas de ADNc. La amplificacién por PCR usando al menos un cebador especifico genera una molécula de
ADNCc, que puede separarse y visualizarse usando, por ejemplo, electroforesis en gel. Puede realizarse amplificacion
en muestras biolégicas tomadas de un paciente de ensayo y de un individuo que no estd aquejado de céancer. La
reaccion de amplificacién puede realizarse en varias diluciones de ADNc que abarcan dos érdenes de magnitud. Un
aumento de dos veces o mayor en la expresién en varias diluciones de la muestra de paciente de ensayo en
comparacion con las mismas diluciones de la muestra no cancerosa se considera tipicamente positivo.
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En otra realizacién, las composiciones descritas en el presente documento pueden usarse como marcadores de la
progresion de cancer. En esta realizacion, pueden realizarse ensayos como se ha descrito anteriormente para el
diagndstico de un cancer a lo largo del tiempo y evaluarse el cambio en el nivel de polipéptido o polipéptidos o
polinucleétido o polinucleétidos reactivos. Por ejemplo, los ensayos pueden realizarse cada 24-72 horas durante un
periodo de 6 meses a 1 afio y a continuacion realizarse segln se necesiten. En general, un cancer esta progresando
en los pacientes en los que el nivel de polipéptido o polinucleétido detectado aumenta a lo largo del tiempo. Por el
contrario, el cancer no progresa cuando el nivel de polipéptido o polinucleétido reactivo permanece constante o se
reduce con el tiempo.

Pueden realizarse ciertos ensayos de diagnostico in vivo directamente en un tumor. Un ensayo tal implica poner en
contacto las células tumorales con un agente de unién. El agente de unién unido puede después detectarse directa o
indirectamente mediante un grupo indicador. Tales agentes de union también pueden usarse en aplicaciones
histolégicas. Como alternativa, pueden usarse sondas polinucleotidicas dentro de tales aplicaciones.

Como se ha observado anteriormente, para mejorar la sensibilidad, pueden ensayarse mudltiples marcadores
proteicos tumorales relacionados con tumor maligno hematolégico dentro de una muestra dada. Resultara evidente
gue pueden combinarse agentes de union especificos para diferentes proteinas proporcionados en el presente
documento dentro de un ensayo sencillo. Ademas, pueden usarse mdltiples sondas o cebadores simultaneamente.
La seleccion de marcadores proteicos tumorales puede basarse en experimentos rutinarios para determinar
combinaciones que dan como resultado sensibilidad 6ptima. Ademas, o como alternativa, los ensayos para
proteinas tumorales proporcionadas en el presente documento pueden combinarse con ensayos para otros
antigenos tumorales conocidos.

4.24 Preparacion de secuencias de ADN

Ciertas secuencias de acido nucleico de moléculas de ADNc que codifican partes de antigenos relacionados con
tumor maligno hematolégico se aislaron por sustraccion basada en PCRO. Esta técnica sirve para normalizar los
ADNCc expresados de forma diferencial, facilitando la recuperacién de transcritos poco habituales y también tiene la
ventaja de permitir el enriquecimiento de ADNc con pequefias cantidades de material de ARN poliA y sin multiples
ciclos de hibridacién. Para obtener antigenos sobreexpresados en linfomas no de Hodgkin, se realizaron dos
sustracciones con una biblioteca de ensayo preparada a partir de un grupo de tres ARNm de linfoma no de Hodgkin
de linfocitos T. Las dos bibliotecas se sustrajeron independientemente con diferentes grupos de ADNc controladores.
El controlador n°® 1 contenia ADNc preparado de tejidos normales especificos (ganglio linfatico, médula 6sea,
linfocitos T, corazén y cerebro), y esta sustraccion generé la biblioteca TCS-D1 (biblioteca sustraida de linfoma no
de Hodgkin de linfocitos T con controlador n° 1). El controlador n° 2 contenia tejidos normales no especificos (colon,
intestino grueso, pulmon, pancreas, médula espinal, musculo esquelético, higado, rifién, piel y cerebro) y esta
sustraccion generé la biblioteca TCS-D2 (biblioteca de sustraccion de linfoma no de Hodgkin de linfocitos T con
controlador n° 2). Se realizaron dos sustracciones adicionales con una biblioteca de ensayo preparada a partir de un
grupo de tres ARNm de linfoma no de Hodgkin de linfocitos B. Las dos bhibliotecas se sustrajeron
independientemente con diferentes grupos de ADNc controladores. El controlador n°® 1 contenia ADNc preparado a
partir de tejidos normales especificos (ganglio linfatico, médula ésea, linfocitos B, corazén y cerebro) y esta
sustraccion generd la biblioteca BCNHL/D1 (biblioteca sustraida de linfoma no de Hodgkin de linfocitos B con
controlador n° 1). El controlador n° 2 contenia tejidos normales no especificos (cerebro, pulmén, pancreas, médula
espinal, musculo esquelético, colon, bazo, intestino grueso y PBMC) y esta sustraccion generd la biblioteca
BCNHL/D2 (biblioteca de sustraccion de linfoma no de Hodgkin de linfocitos B con controlador n® 2). Se generaron
grupos amplificados por PCRO a partir de las bibliotecas sustraidas y se secuenciaron los clones.

Las secuencias antigénicas relacionadas con tumor maligno hematoldégico pueden caracterizarse adicionalmente
usando cualquiera de una diversidad de técnicas bien conocidas. Por ejemplo, los clones amplificados por PCRO
pueden disponerse sobre portaobjetos de vidrio para analisis de microseries. Para determinar la distribucion tisular,
los clones dispuestos pueden usarse como dianas para hibridar con diferentes sondas de ADNc de primera cadena.
Incluyendo sondas de linfoma, sondas de leucemia y sondas de diferentes tejidos normales. Pueden generarse
sondas de leucemia y linfoma a partir de muestras crioconservadas obtenidas en el momento de diagnéstico de
NHL, enfermedad de Hodgkin, AML, CML, CLL, ALL, MDS y pacientes con mieloma con resultado negativo
(pacientes que no han conseguido remision completa después de quimioterapia convencional o han recaido) o buen
resultado (pacientes que han conseguido remisiéon a largo plazo). Para analizar la expresién génica durante la
diferenciacion hematopoyética, se pueden generar sondas de fracciones >95 % puras de células CD34+, CD2+,
CD14+, CD15+ y CD19+ derivadas de individuos sanos.

Pueden prepararse generalmente variantes de polinucledtidos por cualquier procedimiento conocido en la técnica,
incluyendo sintesis quimica por, por ejemplo, sintesis quimica de fosforamidita de fase sélida. También pueden
introducirse modificaciones en una secuencia polinuclecotidica usando técnicas de mutagénesis convencionales,
tales como mutagénesis especifica de sitio dirigida a oligonucleétidos (véase Adelman y col., DNA 2:183, 1983).
Como alternativa, pueden generarse moléculas de ARN por transcripcion in vitro o in vivo de secuencias de ADN,
siempre que el ADN se incorpore en un vector con un promotor de ARN polimerasa adecuado (tal como T7 o SP6).
Pueden usarse ciertas partes para preparar un polipéptido codificado, como se describe en el presente documento.
Ademas, o como alternativa, puede administrarse una parte a un paciente de modo que se genere el polipéptido

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 237073713

codificado in vivo (por ejemplo, transfectando células presentadoras de antigeno, tales como células dendriticas, con
una construccién de ADNc que codifica un antigeno relacionado con tumor maligno hematol6gico y administrando
las células transfectadas al paciente).

También puede usarse una parte de una secuencia complementaria a una secuencia codificante (es decir, un
polinucleétido antisentido) como una sonda o para modular la expresion de antigenos relacionados con tumor
maligno hematoldgico. Las construcciones de ADNc que pueden transcribirse en ARN antisentido también pueden
introducirse en células o tejidos para facilitar la produccion de ARN antisentido. Puede usarse un polinucleétido
antisentido, como se describe en el presente documento, para inhibir la expresiéon de un antigeno relacionado con
tumor maligno hematoldgico. Puede usarse tecnologia antisentido para controlar la expresiéon génica a través de
formacion de triple hélice, que compromete la capacidad de la doble hélice para abrirse suficientemente para la
unién de polimerasas, factores de transcripcion o moléculas reguladoras (véase Gee y col., en Huber y Carr,
Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co. (Mt. Kisco, NY; 1994)). Como alternativa, puede
disefiarse una molécula antisentido para hibridar con una regién de control de un gen (por ejemplo, promotor,
potenciador o sitio de inicio de la transcripcién) y bloquear la transcripcion del gen; o para bloquear la traduccion
inhibiendo la unién de un transcrito a ribosomas.

También puede disefiarse una parte de una secuencia codificante o de una secuencia complementaria como una
sonda o cebador para detectar expresién génica. Las sondas pueden marcarse con una diversidad de grupos
indicadores, tales como radioniclidos y enzimas y son preferentemente de al menos 10 nucleétidos, mas
preferentemente, al menos 20 nucleétidos de longitud y ain mas preferentemente al menos 30 nucledtidos de
longitud. Los cebadores, como se ha observador anteriormente, son preferentemente de 22-30 nucleétidos de
longitud.

Cualquier polinucleétido puede modificarse adicionalmente para aumentar la estabilidad in vivo. Las posibles
modificaciones incluyen, pero sin limitacion, la adicion de secuencias flanqueantes en los extremos 5’ y/o 3’; el uso
de fosforotioato o 2’ 0-etilo en lugar de engarces de fosfodiesterasa en la cadena principal; y/o la inclusién de bases
no tradicionales tales como inosina, queosina y wybutosina, asi como formas acetilmetil, tio y otras modificadas de
adenina, citidina, guanina, timina y uridina.

Los polinucleétidos antigénicos relacionados con tumor maligno hematolégico pueden unirse a una diversidad de
otras secuencias de nuclettidos usando técnicas de ADN recombinante establecidas. Por ejemplo, puede clonarse
un polinucleétido en cualquiera de una diversidad de vectores de clonacién, incluyendo plasmidos, fagémidos,
derivados de fagos lambda y césmidos. Los vectores de interés particular incluyen vectores de expresion, vectores
de replicacion, vectores de generacion de sondas y vectores de secuenciacion. En general, un vector contendra un
origen de replicacion funcional en al menos un organismo, sitios de endonucleasa de restriccién convenientes y uno
0 mas marcadores seleccionables. Otros elementos dependeran del uso deseado y resultaran evidentes para los
expertos en la materia.

Dentro de ciertas realizaciones, pueden formularse polinucleétidos para permitir la entrada en una célula de un
mamifero y expresion en la misma. Tales formulaciones son particularmente Utiles para fines terapéuticos, como se
describe posteriormente. Los expertos en la materia apreciaran que existen muchas maneras de conseguir
expresion de un polinucledtido en una célula diana y puede emplearse cualquier procedimiento adecuado. Por
ejemplo, puede incorporarse un polinucleétido en un vector viral, tal como, pero sin limitaciéon, adenovirus, virus
adenoasociado, retrovirus o vaccinia u otro pox virus (por ejemplo, virus de la viruela aviar). Se conocen bien por los
expertos en la materia técnicas para incorporar ADN en tales vectores. Puede transferirse adicionalmente un vector
retroviral o incorporar un gen para un marcador seleccionable (para ayudar en la identificacion o seleccion de células
transducidas) y/o un resto de direccion, tal como un gen que codifica un ligando para un receptor en una célula diana
especifica, para hacer al vector especifico de diana. La direccion también puede conseguirse usando un anticuerpo,
por procedimientos conocidos por los expertos en la materia.

Otras formulaciones para fines terapéuticos incluyen sistemas de dispersion coloidal, tales como complejos de
macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lipidos incluyendo emulsiones de aceite
en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal preferido para su uso como un vehiculo de
suministro in vitro e in vivo en un liposoma (es decir, una vesicula de membrana artificial). La preparacion y uso de
tales sistemas se conocen bien en la técnica.

4.25 Procedimientos terapéuticos

En aspectos adicionales de la presente invencién, las composiciones descritas en el presente documento pueden
usarse para inmunoterapia de neoplasias hematolégicas incluyendo AML pediatrica, CML, ALL, CLL, sindromes
mielodisplasicos (MDS), sindromes mieloproliferativos (MPS), leucemia secundaria, mieloma mdltiple, linfoma de
Hodgkin y linfomas no de Hodgkin. Ademas, las composiciones descritas en el presente documento pueden usarse
para terapia de enfermedades asociadas con una respuesta autoinmune contra células precursoras
hematopoyéticas, tales como anemia aplasica grave.

Puede realizarse inmunoterapia usando cualquiera de una diversidad de técnicas, en las que los compuestos 0
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células proporcionadas en el presente documento actdan para retirar células que expresan antigeno relacionado con
tumor maligno hematoldgico de un paciente. Dicha retirada puede tener lugar como resultado de potenciar o inducir
una respuesta inmune en un paciente especifica para antigeno relacionado con tumor maligno hematoldgico o una
célula que expresa antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico. Como alternativa, las células que
expresan antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico pueden retirarse ex vivo (por ejemplo, por
tratamiento de médula 6sea aut6loga, sangre periférica o una fracciéon de médula ésea o sangre periférica). Pueden
obtenerse fracciones de médula dsea o sangre periférica usando cualquier técnica convencional en la materia.

Dentro de tales procedimientos, tipicamente se administran composiciones farmacéuticas y vacunas a un paciente.
Como se usa en el presente documento, un “paciente” se refiere a cualquier animal de sangre caliente,
preferentemente un ser humano. Un paciente puede estar o no aquejado de un tumor maligno hematolégico. En
consecuencia, las composiciones farmacéuticas y vacunas anteriores pueden usarse para prevenir el desarrollo de
un tumor maligno o para tratar a un paciente aquejado de un tumor maligno. Puede diagnosticarse un tumor maligno
hematolégico usando criterios generalmente aceptados en la técnica. Las composiciones farmacéuticas y vacunas
pueden administrarse antes o después de la retirada quirargica de tumores primarios y/o tratamiento tal como
administracion de radioterapia o farmacos quimioterapéuticos convencionales o trasplante de médula 6sea
(aut6logo, alogénico o singénico).

Dentro de ciertas realizaciones, la inmunoterapia puede ser inmunoterapia activa, en la que el tratamiento se basa
en la estimulacién in vivo del sistema inmune del huésped endégeno para reaccionar contra tumores con la
administracion de agentes modificadores de la respuesta inmune (tales como polipéptidos y polinucleétidos como se
proporcionan en el presente documento).

Dentro de otras realizaciones, la inmunoterapia puede ser inmunoterapia pasiva, en la que el tratamiento implica el
suministro de agentes con reactividad inmune para tumores establecidos (tales como células efectoras o
anticuerpos) que pueden mediar directa o indirectamente los efectos antitumorales y no dependen necesariamente
de un sistema inmune del huésped intacto. Los ejemplos de células efectoras incluyen linfocitos T como se ha
analizado anteriormente, linfocitos T (tales como linfocitos T CD8" citotéxicos y linfocitos T CD4" auxiliares que se
filtran en tumores), linfocitos citoliticos (tales como linfocitos citoliticos naturales y linfocitos citoliticos activados por
linfocina), linfocitos B y células presentadoras de antigenos (tales como células dendriticas y macréfagos) que
expresan un polipéptido proporcionado en el presente documento. Los receptores de linfocitos T y receptores de
anticuerpos especificos para los polipéptidos enumerados en el presente documento pueden clonarse, expresarse y
transferirse a otros vectores o células efectoras para inmunoterapia adoptiva. Los polipéptidos proporcionados en el
presente documento también pueden usarse para generar anticuerpos o anticuerpos anti-idiotipicos (como se ha
descrito anteriormente y en la Patente de Estados Unidos N° 4.918.164) para inmunoterapia pasiva.

Pueden obtenerse células efectoras generalmente en cantidades suficientes para inmunoterapia adoptiva por
crecimiento in vitro, como se describe en el presente documento. Las condiciones de cultivo para expandir células
efectoras especificas de antigeno sencillo a varios miles de millones en nimero con retencion del reconocimiento de
antigeno in vivo se conocen bien en la técnica. Tales condiciones de cultivo in vitro usan tipicamente estimulacién
intermitente con antigeno, con frecuencia en presencia de citocinas (tales como IL-2) y células alimentadoras no en
division. Como se ha observado anteriormente, los polipéptidos inmunorreactivos como se proporcionan en el
presente documento pueden usarse para expandir rapidamente los cultivos de linfocitos T especificos de antigeno
para generar un nimero suficiente de células para inmunoterapia. En particular, las células presentadoras de
antigenos, tales como células dendriticas, macréfagos o linfocitos B, pueden pulsarse con polipéptidos
inmunorreactivos o transfectarse con uno o mas polinucleétidos usando técnicas convencionales bien conocidas en
la materia. Por ejemplo, las células presentadoras de antigenos pueden transfectarse con un polinucleétido que
tiene un promotor apropiado para aumentar la expresion en un virus recombinante u otro sistema de expresion. Las
células efectoras cultivadas para su uso en terapia deben ser capaces de crecer y distribuirse ampliamente y
sobrevivir a largo plazo in vivo. Los estudios han mostrado que puede inducirse a las células efectoras cultivadas
para que crezcan in vivo y para que sobrevivan a largo plazo en niUmeros sustanciales por estimulacién repetida con
antigeno complementado con IL-2 (véase, por ejemplo, Cheever y col., Immunological Reviews 157:177, 1997).

Como alternativa, puede introducirse un vector que exprese un polipéptido enumerado en el presente documento en
células presentadoras de antigenos tomadas de un paciente y propagarse clonalmente ex vivo para trasplante de
vuelta al mismo paciente. Las células transfectadas pueden reintroducirse al paciente usando cualquier medio
conocido en la materia, preferentemente en forma estéril por administracidon intravenosa, intracavitaria,
intraperitoneal o intratumoral.

Las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden usarse solas o en combinacién con
regimenes terapéuticos convencionales tales como cirugia, irradiacién, quimioterapia y/o trasplante de médula ésea
(autdloga, singénica, alogénica o no relacionada). Como se analiza en méas detalle posteriormente, pueden usarse
agentes de union y linfocitos T como se proporcionan en el presente documento para purgar células madre
autologas. Dicha purga puede ser beneficiosa antes de, por ejemplo, trasplante de médula ésea o transfusion de
sangre o componentes de la misma. Pueden usarse adicionalmente agentes de unién, linfocitos T, células
presentadoras de antigeno (APC) y composiciones proporcionadas en el presente documento para expandir y
estimular (o sensibilizar) linfocitos T especificos de antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico autélogos,
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alogénicos, singénicos o no relacionados in vitro y/o in vivo. Tales linfocitos T especificos de antigeno relacionado
con tumor maligno hematolégico pueden usarse, por ejemplo, dentro de infusiones de linfocitos de donante.

Las vias y frecuencia de administracion de las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento, asi
como la dosificacién, variardn de individuo a individuo y pueden establecerse facilimente usando técnicas
convencionales. En general, las composiciones farmacéuticas y vacunas pueden administrarse por inyeccion (por
ejemplo, intracutanea, intramuscular, intravenosa o subcutanea), por via intranasal (por ejemplo, por aspiracién) o
por via oral. Preferentemente, pueden administrarse entre 1 y 10 dosis durante un periodo de 52 semanas.
Preferentemente, se administran 6 dosis, en intervalos de 1 mes, y pueden proporcionarse vacunas de refuerzo
periédicamente en lo sucesivo. Pueden ser apropiados protocolos alternos para pacientes individuales. Una dosis
adecuada es una cantidad de un compuesto que, cuando se administra como se ha descrito anteriormente, es capaz
de promover una respuesta inmune antitumoral y esta al menos 10-50 % por encima del nivel basal (es decir, no
tratado). Dicha respuesta puede controlarse midiendo los anticuerpos antitumorales en un paciente o por generacion
dependiente de vacuna de células efectoras citoliticas capaces de matar las células tumorales del paciente in vitro.
Tales vacunas también deberian ser capaces de provocar una respuesta inmune que conduzca a un resultado
clinico mejorado (por ejemplo, remisiones mas frecuentes, supervivencia completa o parcial o sin enfermedad mas
larga) en pacientes vacunados en comparacion con pacientes no vacunados. En general, para composiciones
farmacéuticas y vacunas que comprenden uno o mas polipéptidos, la cantidad de cada polipéptido presente en una
dosis varia de aproximadamente 100 pg a 5 mg por kg de huésped. Los tamafios de dosis adecuados variaran con
el tamafio del paciente, pero tipicamente variaran de aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 5 ml.

En general, una dosificacion y régimen de tratamiento apropiados proporciona el compuesto 0 compuestos activos
en una cantidad suficiente para proporcionar beneficio terapéutico y/o profilactico. Dicha respuesta puede
controlarse estableciendo un resultado clinico mejorado (por ejemplo, remisiones mas frecuentes, supervivencia
completa o parcial o sin enfermedad mas larga) en pacientes tratados en comparacién con pacientes no tratados.
Los aumentos en respuestas inmunes preexistentes para un antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico
generalmente se correlacionan con un resultado clinico mejorado. Tales respuestas inmunes pueden generalmente
evaluarse usando ensayos de proliferacion, citotoxicidad o citocinas convencionales, que pueden realizarse usando
muestras obtenidas de un paciente antes y después del tratamiento.

Dentro de aspectos adicionales, los procedimientos para inhibir el desarrollo de un tumor maligno asociado con
expresion de antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico implican la administracion de linfocitos T
autélogos que se han activado en respuesta a un polipéptido antigénico relacionado con tumor maligno
hematolégico o APC que expresa antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico, como se ha descrito
anteriormente. Tales linfocitos T pueden ser CD4" y/o CD8" y pueden proliferar como se ha descrito anteriormente.
Los linfocitos T pueden administrarse al individuo en una cantidad eficaz £ara inhibir el desarrollo de una
enfermedad maligna. Tipicamente, se administran de aproximadamente 1 x 10° a 1 x 10 linfocitos T/M? por via
intravenosa, intracavitaria o en el lecho de un tumor resecado. Resultara evidente para los expertos en la materia
que el namero de células y la frecuencia de administracion dependeran de la respuesta del paciente.

Dentro de ciertas realizaciones, pueden estimularse linfocitos T antes de un trasplante de médula 6sea autéloga.
Dicha estimulacién puede tener lugar in vivo o in vitro. Para estimulaciéon in vitro, la médula 6sea y/o sangre
periférica (o una fraccién de médula 6sea o sangre periférica) obtenida de un paciente puede ponerse en contacto
con un polipéptido antigénico relacionado con tumor maligno hematolégico, un polinucleétido que codifica un
polipéptido antigénico relacionado con tumor maligno hematolégico y/o una APC que expresa un polipéptido
antigénico relacionado con tumor maligno hematoldgico en condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir
la estimulacién de linfocitos T como se ha descrito anteriormente. Después pueden administrarse médula 6sea,
células madre de sangre periférica y/o linfocitos T especificos de antigeno relacionado con tumor maligno
hematolégico a un paciente usando técnicas convencionales.

Dentro de las realizaciones relacionadas, los linfocitos T de un donante relacionado o no relacionado pueden
estimularse antes de un trasplante de médula 6sea singénica o alogénica (relacionada o no relacionada). Dicha
estimulacion puede tener lugar in vivo o in vitro. Para estimulacion in vitro, puede ponerse en contacto médula 6sea
y/o sangre periférica (0 una fraccion de médula 6sea o sangre periférica) obtenida de un donante relacionado o no
relacionado con un polipéptido antigénico relacionado con tumor maligno hematoldgico, polinucleétido antigénico
relacionado con tumor maligno hematolégico y/o APC que expresa un polipéptido antigénico relacionado con tumor
maligno hematoldgico en condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir la estimulacion de linfocitos T
como se ha descrito anteriormente. Después pueden administrarse médula 6sea, células madre de sangre periférica
y/o linfocitos T especificos de antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico a un paciente usando técnicas
convencionales.

Dentro de otras realizaciones, pueden usarse linfocitos T especificos de antigeno relacionado con tumor maligno
hematolégico, anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos como se describe en el presente
documento para retirar células que expresan antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico de una muestra
bioldgica, tal como médula ésea autdloga, sangre periférica o una fracciéon de médula 6sea o sangre periférica (por
ejemplo, sangre periférica (PB) enriquecida con CD34" antes de administracién a un paciente). Tales procedimientos
pueden realizarse poniendo en contacto la muestra biolégica con tales linfocitos T, anticuerpos o fragmentos de
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anticuerpo en condiciones y durante un tiempo suficientes para permitir la reduccién de células que expresan
antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico a menos del 10 %, preferentemente menos del 5 % y mas
preferentemente menos del 1 % del nimero total de células mieloides o linfaticas en la médula 6sea o sangre
periférica. Dicho contacto puede conseguirse, por ejemplo, usando una columna a la que se unen los anticuerpos
usando técnicas convencionales. Las células que expresan antigeno se retienen en la columna. El grado en que
dichas células se han retirado puede determinarse facilmente por procedimientos convencionales tales como, por
ejemplo, analisis de PCR cualitativo y cuantitativo, morfologia, inmunohistoquimica y andlisis de FACS. Después
puede administrarse médula 6sea o PB (o una fraccion de la misma) a un paciente usando técnicas convencionales.

4.26 Procedimientos de diagnostico

En general, puede detectarse un tumor maligno hematolégico en un paciente basandose en la presencia de
antigeno y/o polinucleétido relacionado con tumor maligno hematolégico en una muestra biolégica (tal como sangre,
suero, orina y/o biopsias de tumor) obtenida del paciente. En otras palabras, pueden usarse antigenos relacionados
con tumor maligno hematolégico como un marcador para indicar la presencia o ausencia de un tumor maligno tal.
Los agentes de unién proporcionados en el presente documento permiten en general la deteccion del nivel de
antigeno que se une al agente en la muestra bioldgica. Pueden usarse cebadores y sondas polinucleotidicas para
detectar el nivel de antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico que codifica ARNm, que también es
indicativo de la presencia o ausencia de un tumor maligno hematoldgico. En general, el antigeno relacionado con
tumor maligno hematoldgico deberia estar presente a un nivel que es al menos tres veces superior en una muestra
obtenida de un paciente aquejado de un tumor maligno hematoldgico que en la muestra obtenida de un individuo no
aquejado.

Existe una diversidad de formatos de ensayo conocidos por los expertos en la materia para usar un agente de union
para detectar marcadores polipeptidicos en una muestra. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. En general, la presencia o ausencia de un tumor maligno
hematolégico en un paciente puede determinarse (a) poniendo en contacto una muestra bioldgica obtenida de un
paciente con un agente de union; (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 realizacion preferida, el ensayo implica el uso de agente de unién inmovilizado en un soporte sélido para
unirse a y retirar el polipéptido del resto de la muestra. El polipéptido unido puede detectarse después usando un
reactivo de deteccion que contiene un grupo indicador y especificamente se une al complejo de polipéptido/agente
de union. Tales reactivos de deteccion pueden comprender, por ejemplo, un agente de unién que se une
especificamente al polipéptido o un anticuerpo u otro agente que se une especificamente al agente de unién, tal
como una anti-inmunoglobulina, proteina G, proteina A o una lectina. Como alternativa, puede usarse un ensayo
competitivo, en el que se marca un polipéptido con un grupo indicador y se le puede permitir unirse al agente de
unioén inmovilizado después de incubacion del agente de union con la muestra. El alcance al que los componentes
de la muestra inhiben la unién del polipéptido marcado con el agente de unién es indicativo de la reactividad de la
muestra con el agente de unién inmovilizado. Los polipéptido adecuados para su uso dentro de tales ensayos
incluyen antigenos relacionados con tumor maligno hematol4gico o de longitud completa y partes de los mismos a
los que se une el agente de unién, como se ha descrito anteriormente.

El soporte soélido puede ser cualquier material conocido por los expertos en la materia al que puede unirse
polipéptido antigénico relacionado con tumor maligno hematolégico. Por ejemplo, el soporte sélido puede ser un
pocillo de ensayo en una placa de microtitulacion o una membrana de nitrocelulosa u otra adecuada. Como
alternativa, el soporte puede ser una perla o disco, tal como vidrio, fibra de vidrio, latex o un material plastico tal
como poliestireno o cloruro de polivinilo. El soporte también puede ser una particula magnética o un sensor de fibra
Optica, tal como los desvelados, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 5.359.681. El agente de unién
puede inmovilizarse en el soporte sélido usando una diversidad de técnicas conocidas por los expertos en la
materia, que se describen ampliamente en la bibliografia de patentes y cientifica. En el contexto de la presente
invencion, el término “inmovilizacién” se refiere tanto a asociacién no covalente, tal como adsorcién, como a unién
covalente (que puede ser un engarce directo entre el agente y grupos funcionales en el soporte o puede ser un
engarce por medio de un agente de reticulacion). Se prefiere inmovilizacién por adsorcién a un pocillo en una placa
de microtitulacion o a una membrana. En tales casos, la adsorcion puede conseguirse poniendo en contacto el
agente de unién, en un tampén adecuado, con el soporte sélido durante una cantidad de tiempo adecuada. El
tiempo de contacto varia con la temperatura, pero esta tipicamente entre aproximadamente 1 hora y
aproximadamente 1 dia. En general, poner en contacto un pocillo de una placa de microtitulacién de plastico (tal
como poliestireno o cloruro de polivinilo) con una cantidad de agente de union que varia de aproximadamente 10 ng
a aproximadamente 10 ug, y preferentemente de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 1 ug es suficiente
para inmovilizar una cantidad adecuada de agente de union.

En general puede conseguirse unién covalente de agente de unién a un soporte solido haciendo reaccionar primero
el soporte con un reactivo bifuncional que reaccionara tanto con el soporte como con un grupo funcional, tal como un
grupo hidroxilo o amino, en el agente de unién. Por ejemplo, el agente de uniéon puede unirse covalentemente a
soportes que tienen un revestimiento polimérico apropiado usando benzoquinona o por condensacion de un grupo
aldehido en el soporte con una amina y un hidrégeno activo en el compafiero de union (véase, por ejemplo, Pierce
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Immunotechnology Catalog and Handbook, 1991, en A12-A13).

En ciertas realizaciones, el ensayo es un ensayo de tipo sandwich de dos anticuerpos. Este ensayo puede realizarse
poniendo primero en contacto un anticuerpo que se ha inmovilizado en un soporte sélido, habitualmente el pocillo de
una placa de microtitulacién, con la muestra, de modo que se permite a los polipéptidos dentro de la muestra unirse
al anticuerpo inmovilizado. La muestra no unida se retira después de los complejos de anticuerpo-polipéptido
inmovilizados y se afiade un reactivo de deteccion (preferentemente un segundo anticuerpo capaz de unirse a un
sitio diferente en el polipéptido) que contiene un grupo indicador. La cantidad de reactivo de deteccion que
permanece unida al soporte sélido se determina después usando un procedimiento apropiado para el grupo
indicador especifico.

Mas especificamente, una vez que el anticuerpo se ha inmovilizado en el soporte como se ha descrito
anteriormente, los sitios de unién a proteina restantes en el soporte tipicamente se bloquean. Cualquier agente de
bloqueo adecuado conocido por los expertos en la materia, tal como albdimina de suero bovino o Tween 200 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO). El anticuerpo inmovilizado se incuba después con las muestra y se permite que el
polipéptido se una al anticuerpo. La muestra puede diluirse con un diluyente adecuado, tal como solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) antes de la incubacion. En general, un tiempo de contacto apropiado (es decir, tiempo
de incubacion) es un periodo de tiempo tiempo que es suficiente para detectar la presencia de polipéptido dentro de
una muestra obtenida de un individuo con un tumor maligno hematol6gico. Preferentemente, el tiempo de contacto
es suficiente para conseguir un nivel de unién que es al menos aproximadamente 95 % del conseguido en equilibrio
entre polipéptido unido y no unido. Los expertos en la materia reconoceran que el tiempo necesario para conseguir
equilibrio puede determinarse facilmente ensayando el nivel de unién que se produce a lo largo de un periodo de
tiempo. A temperatura ambiente, generalmente es suficiente un tiempo de incubacién de aproximadamente 30
minutos.

Después puede retirarse la muestra no unida lavando el soporte sélido con un tampén apropiado, tal como PBS que
contiene Tween 200 0,1 %. El segundo anticuerpo, que contiene un grupo indicador, puede después afiadirse al
soporte sdlido. Los grupos indicadores preferidos incluyen los grupos enumerados anteriormente.

El reactivo de deteccion se incuba después con el complejo del polipéptido-anticuerpo inmovilizado durante una
cantidad de tiempo suficiente para detectar el polipéptido unido. Una cantidad apropiada de tiempo puede
determinarse generalmente ensayando el nivel de unién que se produce a lo largo de un periodo de tiempo. El
reactivo de deteccion no unido se retira después y se detecta el reactivo de deteccion unido usando el grupo
indicador. El procedimiento empleado para detectar el grupo indicador depende de la naturaleza del grupo indicador.
Para grupos reactivos, generalmente son apropiados procedimientos de conteo de centelleo o autorradiograficos.
Pueden usarse procedimientos espectroscépicos para detectar colorantes, grupos luminiscentes y grupos
fluorescentes. Puede detectarse biotina usando avidina, acoplada a un grupo indicador diferente (habitualmente un
grupo radiactivo o fluorescente o una enzima). Los grupos indicadores de enzima pueden detectarse generalmente
por la adicion de sustrato (generalmente durante un periodo de tiempo especifico) seguido de andlisis
espectroscopico o de otro tipo de los productos de reaccion.

Para determinar la presencia o ausencia de un tumor maligno hematoldgico, la sefial detectada del grupo indicador
que permanece unida al soporte sélido se compara en general con una sefial que corresponde a un valor de corte
predeterminado. En una realizacion preferida, el valor de corte para la deteccion de un tumor maligno hematolégico
es la sefial media obtenida cuando el anticuerpo inmovilizado se incuba con muestras de pacientes sin el tumor
maligno. En general, una muestra que genera una sefial que esta tres desviaciones tipicas por encima del valor de
corte predeterminado se considera positiva para el tumor maligno. En una realizacién alternativa preferida, el valor
de corte se determina usando una Curva Operativa del Receptor, de acuerdo con el procedimiento de Sackett y col.,
Clinical Epidemiology: A Basic Science for Clinical Medicine, Little Brown and Co., 1985, p. 106-7. Brevemente, en
esta realizacion, el valor de corte puede determinarse a partir de una representacion de pares de tasas de positivos
verdaderos (es decir, sensibilidad) y tasas de falsos positivos (100 %-especificidad) que se corresponden con cada
valor de corte posible para el resultado de ensayo de diagnostico. El valor de corte en la representacion que esta
mas cerca de la esquina superior izquierda (es decir, el valor que abarca el area mayor) es el valor de corte mas
preciso y una muestra que genera una sefial que es mayor que el valor de corte determinado por este procedimiento
puede considerarse positiva. Como alternativa, el valor de corte puede desplazarse a la izquierda a lo largo de la
representacion, para minimizar la tasa de falsos positivos, o0 a 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 el siguiente
procedimiento se considera positiva para un tumor maligno.

En una realizacion relacionada, el ensayo se realiza en un formato de ensayo en tira o de flujo continuo, en el que el
agente de unién se inmoviliza en una membrana, tal como nitrocelulosa. En el ensayo de flujo continuo, los
polipéptidos dentro de la muestra se unen al agente de unién inmovilizado a medida que la muestra pasa a través de
la membrana. Un segundo agente de unién marcado se une después al complejo de polipéptido-agente de unién a
medida que una solucién que contiene el segundo agente de unién fluye a través de la membrana. La deteccion del
segundo agente de unién unido puede después realizarse como se ha descrito anteriormente. En el formato de
ensayo de tira, un extremo de la membrana al que esta unido el agente se sumerge en una solucidon que contiene la
muestra. La muestra migra a lo largo de la membrana a través de una regién que contiene segundo agente de union
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y al area de agente de union inmovilizado. La concentracion de segundo agente de unién en el area de anticuerpo
inmovilizado indica la presencia de un tumor maligno hematoldgico. Tipicamente, la concentracion del segundo
agente de unién en ese sitio genera un patrén, tal como una linea, que puede leerse visualmente. La ausencia de un
patrén tal 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 biolégica contiene un nivel de
polipéptido que seria suficiente para generar una sefial positiva en el ensayo de tipo sandwich de dos anticuerpos,
en el formato analizado anteriormente. Los agentes de union preferidos para su uso en tales ensayos son
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de los mismos. Preferentemente, la cantidad de anticuerpo
inmovilizado en la membrana varia de aproximadamente 5 ng a aproximadamente 1 pg y mas preferentemente de
aproximadamente 50 ng a aproximadamente 500 ng. Tales ensayos pueden realizarse tipicamente una cantidad
muy pequefia de muestra bioldgica.

Por supuesto, existen numerosos otros protocolos de ensayo que son adecuados para su uso con las secuencias
antigénicas relacionadas con tumor maligno hematoldgico o agentes de unién de la presente invencion. Se pretende
gue las anteriores descripciones sean solamente ejemplares. Por ejemplo, resultara evidente para los expertos en la
materia que los protocolos anteriores pueden modificarse facilmente para usar polipéptidos antigénicos relacionados
con tumor maligno hematologico para detectar anticuerpos que se unen a tales polipéptidos en una muestra
bioldgica. La deteccién de anticuerpos especificos de antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico puede
correlacionarse con la presencia de un tumor maligno hematoldgico.

Un tumor maligno puede también, o como alternativa, detectarse basandose en la presencia de linfocitos T que
reaccionan especificamente con antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico en una muestra biolégica.
Dentro de ciertos procedimientos, una muestra biolégica que comprende linfocitos T CD4" y/o CD8" aislados de un
paciente se incuba con un polipéptido antigénico relacionado con tumor maligno hematolégico, un polinucleétido que
codifica un polipéptido tal y/o una APC que expresa un polipéptido tal y se detecta la presencia o ausencia de
activacion especifica de los linfocitos T. Las muestras bioloégicas adecuadas incluyen, pero sin limitacién, linfocitos T
aislados. Por ejemplo, se pueden aislar linfocitos T de un paciente por técnicas rutinarias (tales como por
centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll/Hypaque de linfocitos de sangre periférica). Pueden incubarse
linfocitos T in vitro durante 2-9 dias (tipicamente 4 dias) a 37 °C con polipéptido Mth-81 o Mtb-67.2 (por ejemplo 5 -
25 pg/ml). Puede ser deseable incubar otra alicuota de una muestra de linfocitos T en ausencia de polipéptido
antigénico relacionado con tumor maligno hematolégico para actuar como un control. Para linfocitos T CD4", la
activacién se detecta preferentemente evaluando la proliferacién de los linfocitos T. Para linfocitos T CD8", la
activacion se detecta preferentemente evaluando la actividad citolitica. Un nivel de proliferacion que es al menos dos
veces mayor y/o un nivel de actividad citolitica que es al menos 20 % mayor que en pacientes sin enfermedad indica
la presencia de un tumor maligno hematolégico en el paciente.

Como se ha observado anteriormente, un tumor maligno hematolégico puede también, o como alternativa,
detectarse basandose en el nivel de ARNm que codifica antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico en
una muestra bioldgica. Por ejemplo, pueden emplearse dos cebadores oligonucleotidicos en un ensayo basado en
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar una parte de ADNc de antigeno relacionado con tumor
maligno hematoldgico derivado de una muestra biolégica, en el que al menos uno de los cebadores
oligonucleotidicos es especifico para (es decir hibrida con) un polinucleétido que codifica la proteina antigénica
relacionada con tumor maligno hematolégico. EI ADNc amplificado se separa después y se detecta usando técnicas
bien conocidas en la materia, tales como electroforesis en gel. De forma similar, pueden usarse sondas
oligonucleotidicas que hibridan especificamente con un polinucleétido que codifica antigeno relacionado con tumor
maligno hematoldgico en un ensayo de hibridacién para detectar la presencia de polinucleétido que codifica antigeno
relacionado con tumor maligno hematoldgico en una muestra biol6gica.

Para permitir la hibridacion en condiciones de ensayo, las sondas y cebadores oligonucleotidicos deberian
comprender una secuencia oligonucleotidica que tenga al menos aproximadamente 60 %, preferentemente al menos
aproximadamente 75 % y mas preferentemente al menos aproximadamente 90 %, de identidad con una parte de un
polinucleétido que codifica antigeno relacionado con tumor maligno hematolégico que es al menos de 10
nucleétidos, y preferentemente al menos 20 nucleodtidos, de longitud. Preferentemente, los cebadores y/o sondas
oligonucleotidicas hibridan con un polinucleétido que codifica un polipéptido descrito en el presente documento en
condiciones moderadamente rigurosas, como se ha definido anteriormente. Los cebadores y/o sondas
oligonucleotidicas que pueden emplearse de forma (til en los procedimientos de diagnéstico descritos en el presente
documento preferentemente son de al menos 10-40 nucledtidos de longitud. Se conocen bien en la materia técnicas
para tanto ensayos basados en PCR como ensayos de hibridacion (véase, por ejemplo, Mullis y col., Cold Spring
Harbor Symp. Quant. Biol., 51:263, 1987; Erlich ed., PCR Technology, Stockton Press, NY, 1989).

Un ensayo preferido emplea RT-PCR, en el que se aplica PCR junto con transcripcion inversa. Tipicamente, se
extrae ARN de una muestra biolégica tal como un tejido de biopsia y se transcribe de forma inversa para producir
moléculas de ADNc. La amplificacién por PCR usando al menos un cebador especifico genera una molécula de
ADNCc, que puede separarse y visualizarse usando, por ejemplo, electroforesis en gel. Puede realizarse amplificacion
en muestras biolégicas tomadas de un paciente de ensayo y de un individuo que no esta aquejado de un tumor
maligno hematoldgico. La reaccion de amplificacion puede realizarse en varias diluciones de ADNc que abarcan dos
o6rdenes de magnitud. Un aumento de dos veces o mayor en la expresion en varias diluciones de la muestra del
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paciente de ensayo en comparacion con las mismas diluciones de la muestra de un individuo normal se considera
tipicamente positivo.

En realizaciones preferidas, tales ensayos pueden realizarse usando muestras enriquecidas para células que
expresan el antigeno o antigenos relacionados con tumor maligno hematolédgico de interés. Dicho enriquecimiento
puede conseguirse, por ejemplo, usando un agente de unién como se proporciona en el presente documento para
retirar las células del resto de la muestra biologica. Las células retiradas pueden después de ensayarse como se ha
descrito anteriormente para muestras biolégicas.

En realizaciones adicionales, pueden usarse antigenos relacionados con tumor maligno hematoldgico como
marcadores para controlar la progresion de enfermedad o la respuesta a terapia de un tumor maligno hematoldgico.
En esta realizacion, pueden realizarse ensayos como se ha descrito anteriormente para el diagnéstico de un tumor
maligno hematolégico a lo largo del tiempo y evaluarse el cambio en el nivel de polipéptido o polipéptidos reactivos.
Por ejemplo, los ensayos pueden realizarse cada 24-72 horas durante un periodo de 6 meses a 1 afio y a
continuacion realizarse segln se necesiten. En general, un tumor maligno progresa en los pacientes en los que el
nivel de polipéptido detectado por el agente de union aumenta a lo largo del tiempo. Por el contrario, el tumor
maligno no progresa cuando el nivel de polipéptido reactivo permanece constante o se reduce con el tiempo.

Pueden realizarse ciertos ensayos de diagnostico in vivo directamente en un tumor. Un ensayo tal implica poner en
contacto células tumorales con un agente de union. El agente de union unido puede detectarse después directa o
indirectamente mediante un grupo indicador. Tales agentes de unién pueden usarse también en aplicaciones
histolégicas. Como alternativa, pueden usarse sondas polinucleotidicas dentro de tales aplicaciones.

Como se ha observado anteriormente, para mejorar la sensibilidad, pueden ensayarse marcadores mdltiples dentro
de una muestra dada. Resultara evidente que pueden combinarse agentes de union especificos para diferentes
proteinas proporcionadas en el presente documento dentro de un ensayo sencillo. Ademas, pueden usarse multiples
sondas o cebadores simultdneamente. La seleccién de marcadores puede basarse en experimentos rutinarios para
determinar combinaciones que dan como resultado sensibilidad 6ptima.

Las aplicaciones de diagndstico adicionales incluyen la deteccion de enfermedad extramedular (por ejemplo,
infiltracién cerebral de blastos en leucemias). Dentro de tales procedimientos, puede acoplarse un agente de unién a
una sustancia indicadora y el diagnéstico se realiza in vivo usando técnicas bien conocidas. Puede administrarse
agente de uniéon acoplado como se ha descrito anteriormente y puede detectarse enfermedad extramedular
basandose en ensayar la presencia de sustancia indicadora. Como alternativa, una sustancia indicadora puede estar
asociada con un linfocito T especifico para antigeno relacionado con tumor maligno hematoldgico, lo que permite la
deteccion de enfermedad extramedular basandose en ensayos para detectar la localizacion de la sustancia
indicadora.

4.27 Definiciones ejemplares

De acuerdo con la presente invencion, las secuencias de acido nucleico incluyen, pero sin limitacién, ADN
(incluyendo y sin limitacion ADN gendmicos o extragendmicos), genes, acidos péptido nucleicos (PNA), ARN
(incluyendo, pero sin limitacion ARNr, ARNm y ARNTt), nucledsidos y segmentos de acido nucleico adecuados
obtenidos de fuentes nativas, sintetizados quimicamente, modificados o preparados de otro modo completos o en
parte por la mano del hombre.

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece la
presente invencién. Aunque puede usarse cualquier procedimiento y composicion similar o equivalente a los
descritos en el presente documento en la practica o ensayo de la presente invencion, los procedimientos y
composiciones preferidos se describen en el presente documento. Para fines de la presente invencién, se definen
los siguientes términos a continuacion:

Un: De acuerdo con una convencion de las leyes de patentes de larga vigencia, la palabra “un” cuando se usan en
la presente solicitud, incluyendo las reivindicaciones, indica “uno o mas”.

Expresion: La combinacion de procedimientos intracelulares, incluyendo transcripcion y traduccion experimentados
por un polinucleétido tal como un gen estructural para sintetizar el péptido o polipéptido codificado.

Promotor: Un término usado para describir de forma general la regidon o regiones de una secuencia de acido
nucleico que regula la transcripcién.

Elemento Regulador: Una expresién usada para describir de forma general la regién o regiones de una secuencia
de acido nucleico que regula la transcripcion.

Gen estructural:  Un gen o regiéon de secuencia que se expresa para producir un péptido o polipéptido codificado

Transformaciéon: Un procedimiento de introduccion de una secuencia polinucleotidica exégena (por ejemplo un
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vector, una molécula de ADN o ARN recombinante) en una célula huésped o protoplasto en el que se incorpora ese
segmento de acido nucleico exdégeno en al menos un primer cromosoma o es capaz de replicacion auténoma dentro
de la célula huésped transformada. La transfeccion, electroporacion y captacién de acido nucleico desnudo
representan todos ejemplos de técnicas usadas para transformar una célula huésped con uno o mas polinucleétidos.

Célula transformada: Una célula huésped cuyo complemento de acido nucleico se ha alterado por la introduccién
de uno o mas polinucleétidos exdgenos en esa célula.

Célula transgénica: Cualquier célula derivada o regenerada a partir de una célula transformada o derivada de una
célula transgénica o de la descendencia de cualquier generacién de una célula huésped transformada tal.

Animal transgénico: Un animal o una descendencia de cualquier generacion del mismo que deriva de una célula
animal transformada, en el que el ADN del animal contienen una molécula de acido nucleico exdégena introducida no
presente originalmente en un animal nativo, de tipo silvestre no transgénico de la misma especie. Las expresiones
“animal transgénico” y “animal transformado” se han usado en ocasiones en la técnica como expresiones sinénimas
para definir a un animal, cuyos contenidos genéticos se han modificado para contener uno o mas segmentos de
acido nucleicos exégenos.

Vector: Una molécula de acido nucleico, comprendida tipicamente por ADN, capaz de replicacién en una célula
huésped y/o a la que puede unirse operativamente otro segmento de acido nucleico para proporcionar replicacion
del segmento unido. Un plasmido, césmido o un virus es un vector ejemplar.

Los términos “corresponde sustancialmente a”, “sustancialmente homologo” o “identidad sustancial” como se usa en
el presente documento indican una caracteristica de un acido nucleico o una secuencia de aminoacidos, en la que
un &cido nucleico o secuencia de aminoacidos seleccionada tiene al menos aproximadamente 70 o
aproximadamente 75 por ciento de identidad de secuencia en comparacion con un acido nucleico o secuencia de
aminoacidos de referencia seleccionada. Mas tipicamente, la secuencia seleccionada y la secuencia de referencia
tendran al menos aproximadamente 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84 o incluso 85 por ciento de identidad de
secuencia y mas preferentemente al menos aproximadamente 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94 6 95 por ciento de
identidad de secuencia. Aln mas preferentemente, las secuencias altamente homélogas con frecuencia comparten
mas de al menos aproximadamente 96, 97, 98 6 99 por ciento de identidad de secuencia entre la secuencia
seleccionada y la secuencia de referencia con la que se compara. El porcentaje de identidad de secuencia puede
calcularse a lo largo de la longitud total de las secuencias a comparar o puede calcularse excluyendo deleciones o
adiciones pequefias que suman en total menos de aproximadamente el 25 por ciento de la secuencia de referencia
seleccionada. La secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, tal como una parte de
un gen o secuencia flanqueante, o una parte repetitiva de un cromosoma. Sin embargo, en el caso de homologia de
secuencia de dos 0 mas secuencias polinucleotidicas, la secuencia de referencia tipicamente comprendera al menos
aproximadamente 18-25 nucledétidos, mas tipicamente al menos aproximadamente de 26 a 35 nucleétidos e incluso
mas tipicamente al menos aproximadamente 40, 50, 60, 70, 80, 90 o incluso 100 nucleétidos aproximadamente. De
forma deseable, cuando se deseen fragmentos altamente homologos, el grado de porcentaje de identidad entre las
dos secuencias sera de al menos aproximadamente 80 %, preferentemente al menos aproximadamente 85 % y mas
preferentemente aproximadamente el 90 % o 95 % o mayor, segun se determina facilmente por uno o mas de los
algoritmos de comparacién de secuencia bien conocidos por los expertos en la materia, tales como por ejemplo, el
andlisis del programa FASTA descrito por Pearson y Lipman (1988).

La expresion “de origen natural” como se usa en el presente documento como se aplica a un objeto se refiere al
hecho de que un objeto puede hallarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinucleotidica
que esta presente en un organismo (incluyendo virus) que pueden aislarse de una fuente en la naturaleza y que no
se ha modificado intencionalmente por la mano del hombre en un laboratorio es de origen natural. Como se usa en
el presente documento, las cepas de laboratorio de roedores que pueden haberse criado de forma selectiva de
acuerdo con genética clasica se consideran animales de origen natural.

Como se usa en el presente documento, un “heterélogo” se define en relacibn con una secuencia génica
referenciada predeterminada. Por ejemplo, con respecto a una secuencia génica estructural, un promotor heterélogo
se define como un promotor que no aparece de forma natural adyacente al gen estructural referenciado, pero que se
posiciona por manipulacion en laboratorio. De forma similar, un gen heterélogo o segmento de acido de acido
nucleico se define como un gen o segmento que no aparece de forma natural adyacente al promotor referenciado
y/o elementos potenciadores.

“Elemento regulador transcripcional” se refiere a una secuencia polinucleotidica que activa la transcripcion sola o en
combinacién con una o mas secuencias de acido nucleico adicionales. Un elemento regulador transcripcional puede,
por ejemplo, comprender uno 0 mas promotores, uno 0 mas elementos de respuesta, uno o mas elementos
reguladores negativos y/o uno o mas potenciadores.

Como se usa en el presente documento, un “sitio de reconocimiento de factor de transcripcion” y un “sitio de unién
de factor de transcripcidon” se refiere a una secuencia o secuencias polinuclecotidicas o0 motivo o motivos de
secuencia que se identifican como sitios para la interaccién especifica de secuencia de uno o mas factores de
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transcripcién, tomando frecuentemente la forma de uniéon de ADN-proteina directa, tipicamente, pueden identificarse
sitios de unidén a factor de transcripcién por huella de ADN, ensayos de desplazamiento de movilidad en gel y
similares y/o pueden predecirse basandose en motivos de secuencia consenso conocidos o por otros
procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Como se usa en el presente documento la expresion
“unido operativamente” se refiere a un engarce de dos o mas polinucledtidos o dos o mas secuencias de acido
nucleico en una relacién funcional. Un &cido nucleico esta “unido operativamente” cuando se sitla en una relacion
funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor 0 secuenciador esta unido operativamente
a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia codificante. Unido operativamente significa
que las secuencias de ADN que se unen estan tipicamente contiguas y, cuando sea necesario unir dos regiones
codificantes de proteinas, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, puesto que los potenciadores actdan
generalmente cuando estan separados del promotor por varias kilobases y las secuencias intrénicas pueden ser de
longitudes variables, algunos elementos polinucleotidicos pueden unirse operativamente pero no ser contiguos.

“Unidad transcripcional” se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende al menos un primer gen
estructural unido operativamente al menos a una primera secuencia promotora de accién en cis y opcionalmente
unido operativamente a una o mas secuencias de acido nucleico de accién en cis distintas necesarias para
transcripcion eficaz de las secuencias génicas estructurales y al menos un primer elemento regulador distal segun
se pueda requerir para la transcripcion de desarrollo y especifica de tejido apropiada de la secuencia de gen
estructural posicionada estructuralmente bajo el control del promotor y/o elementos potenciadores, asi como
cualquier secuencia en cis adicional que sea necesaria para transcripcion y traduccion eficaz (por ejemplo, sitio o
sitios de poliadenilacion, secuencia o secuencias de control de estabilidad de ARNm, etc.).

Como se ha observado anteriormente, la presente invencion se refiere en general a compaosiciones y procedimientos
para usar las composiciones, por ejemplo en la terapia y diagnostico de cancer, tal como tumor malino hematoldgico.
Ciertas composiciones ilustrativas descritas en el presente documento incluyen polipéptidos tumorales relacionados
con tumor malino hematoldgico, polinucledtidos que codifican tales polipéptidos, agentes de unién tales como
anticuerpos, células presentadoras de antigenos (APC) y/o células del sistema inmune (por ejemplo, linfocitos T).
Una “proteina tumoral relacionada con tumor maligno hematolégico”, como se usa la expresion en el presente
documento, se refiere en general a una proteina que se expresa en células tumorales relacionadas con tumor
maligno hematoldgico a un nivel que es al menos dos veces, y preferentemente al menos cinco veces, mayor que el
nivel de expresion en un tejido normal, segin se determina usando un ensayo representativo proporcionado en el
presente documento. Ciertas proteinas tumorales relacionadas con tumor maligno hematolégico son proteinas
tumorales que reaccionan de forma detectable (dentro de un inmunoensayo, tal como un ELISA o transferencia de
Western) con antisuero de un paciente aquejado de tumor maligno hematoldgico.

4.28 Equivalentes funcionales bioldgicos

Pueden realizarse cambios y modificaciones en la estructura de los polinucleétidos y péptidos de la presente
invencion y obtener aln una molécula funcional que codifique un péptido con caracteristicas deseables u obtener
aun una construccién genética con la especificidad de expresiéon y/o propiedades deseables. Puesto que con
frecuencia es deseable introducir una 0 mas mutaciones en una secuencia polinucleotidica especifica, pueden
emplearse varios medios para introducir mutaciones en una secuencia polinucleotidica o peptidica conocida por los
expertos en la materia para la preparacion de secuencias heterélogas que pueden introducirse en la célula o especie
animal seleccionada. En ciertas circunstancias, la secuencia peptidica codificada resultante se altera por esta
mutacion o, en otros casos, la secuencia de péptido no se cambia por una 0 mas mutaciones en el polinucleétido
codificante. En otras circunstancias, se introducen uno o mas cambios en las regiones promotoras y/o potenciadoras
de las construcciones polinucleotidicas para alterar la actividad o especificidad de los elementos de expresion y
alterar de este modo la expresion del segmento de acido nucleico terapéutico heterdlogo situado operativamente
bajo el control de los elementos.

Cuando es deseable alterar la secuencia de aminoacidos de uno o mas de los péptidos heterdlogos codificados por
la construccién de expresion para crear moléculas de una segunda generacion equivalente, o incluso una mejorada,
los cambios de aminoéacidos pueden conseguirse cambiando uno o mas de los codones de la secuencia de ADN
codificante, de acuerdo con la Tabla 1.

Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituir a otros aminoacidos en una estructura proteica sin pérdida
apreciable de capacidad de union interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de unién a antigeno
de anticuerpos o sitios de unién en moléculas de sustrato. Puesto que es la capacidad interactiva y la naturaleza de
una proteina lo que define la actividad funcional biol6gica de esa proteina, pueden realizarse ciertas sustituciones de
secuencia de aminoacidos en una secuencia de proteina y, por supuesto, su secuencia codificante de ADN
subyacente y no obstante obtener una proteina con propiedades similares. Se contempla por lo tanto por los
inventores que pueden realizarse diversos cambios en las secuencias peptidicas de las composiciones desveladas,
0 secuencias de ADN correspondientes que codifican dichos péptidos, sin pérdida apreciable de su utilidad o
actividad bioldgica.

76



10

15

20

25

30

ES 237073713

Tabla 1

Amino&cidos Codones
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU
Cisteina Cys C UGC UGU
Acido aspartico Asp D GAC GAU
Acido glutdmico Glu E GAA GAG
Fenilalanina Phe F UUC UUU
Glicina Gy G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleucina Ile I AUA AUC AUU
Lisina Lys K AAA  AAG
Leucina leu L UUA UUG CUA CUC CUG CuU
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC AAU
Prolina Pro P CCA C(CCC CCG cCcu
Glutamina Gin Q CAA CAG
Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGu
Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG UcCU
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU
Valina Val  V GUA GUC GUG GUU
Triptéfano Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU

Al realizar tales cambios, puede considerarse el indice hidropéatico de los aminoacidos. La importancia del indice
hidropatico de aminoacidos al conferir funcion bioldgica interactiva en una proteina generalmente se entiende en la
técnica (Kyte y Doolittle, 1982, incorporado en el presente documento por referencia). Se acepta que el caracter
hidropatico relativo de los aminoacido contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante, que a su vez
define la interaccion de la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN,
anticuerpos, antigenos, y similares. Se ha asignado a cada aminoacido un indice hidropatico basandose en su
hidrofobicidad y caracteristicas de carga (Kyte y Doolittle, 1982), estos son: isoleucina (+ 4,5), valina (+ 4,2), leucina
(+ 3,8), fenilalanina (+ 2,8); cisteina/cistina (+ 2,5); metionina (+ 1,9), alanina (+ 1,8); glicina (- 0,4); treonina (- 0,7),
serina (- 0,8); triptéfano (- 0,9); tirosina (- 1,3), prolina (- 1,6); histidina (- 3,2); glutamato (- 3,5); glutamina (- 3,5);
aspartato (- 3,5); asparagina (- 3,5); lisina (- 3,9); y arginina (- 4,5).

Se conoce en la técnica que ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminodcidos que tienen una
puntuacién o indice hidropatico similar y aun dan como resultado una proteina con actividad bioldgica similar, es
decir, aln obtienen una proteina biolégica funcionalmente equivalente. Al realizar tales cambios, se prefiere la
sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro de * 2, se prefieren particularmente los que
estan dentro de + 1 y se prefieren alin mas particularmente los que estan dentro de + 0,5. También se entiende en la
técnica que la sustitucion de aminoéacidos similares puede realizarse eficazmente basandose en hidrofilia. La
Patente de Estados Unidos 4.554.101, incorporada en el presente documento por referencia, indica que la hidrofilia
media local mayor de una proteina, gobernada por la hidrofilia de sus aminoacidos adyacentes, se correlaciona con
una propiedad bioldgica de la proteina.

Como se detalla en la Patente de Estados Unidos 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de hidrofilia a
restos de aminoacidos: arginina (+ 3,0); lisina (+ 3,0); aspartato (+ 3,0 + 1); glutamato (+ 3,0 £ 1); serina (+ 0,3);
asparagina (+ 0,2); glutamina (+ 0,2); glicina (0); treonina (- 0,4); prolina (- 0,5 £ 1); alanina (- 0,5); histidina (- 0,5);
cisteina (- 1,0); metionina (- 1,3); valina (- 1,5); leucina (- 1,8); isoleucina (- 1,8); tirosina (- 2,3); fenilalanina (- 2,5);
triptéfano (- 3,4). Se entiende que puede sustituir un aminoacido a otro que tenga un valor de hidrofilia similar y
obtener aun una proteina biolégicamente equivalente y, en particular, inmunolégicamente equivalente. En tales
cambios, se prefiere a la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilia estan dentro de + 2, se prefieren
particularmente los que estan dentro de + 1 y se prefieren ain mas particularmente los que estan dentro de + 0,5.

Como se ha descrito anteriormente, las sustituciones de aminoacidos se basan por lo tanto en general en la similitud
relativa de los sustituyentes de cadenas laterales de aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilia, carga,
tamafo y similares. Se conocen bien por los expertos en la materia sustituciones ejemplares que tienen en
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consideracion varias de las anteriores caracteristicas e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato; serina y
treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

Se definen aspectos de la invencion en los parrafos numerados a continuacion:

1. Un polinucleétido aislado como se expone en SEC ID N°: 1-3, 5, 7, 9, 11, 13-14, 16-17, 19-20, 22-25, 27-
28, 30-31, 33 - 34, 36, 38-39, 41-42, 44, 46-47, 49, 51, 53, 55, 57, 59-60, 62, 64-65, 67-70, 72-73, 75, 77-
81, 83, 85-86, 88-100, 102-103, 105-106, 108, 110-113, 115-116, 118 6 124 codificando dicho
polinucleétido un polipéptido o un fragmento inmunogénico del mismo.

2. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido del parrafo 1 unido operativamente a una
secuencia de control de la expresion.

3. Una célula huésped que comprende un vector de expresion de acuerdo con el parrafo 2.

4. Un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido o
fragmento inmunogénico del mismo codificado por un polinucleétido del parrafo 1.

5. El inmunoconjugado del parrafo 4, en el que el anticuerpo se une a una molécula efectora.

6. El uso, en la preparacion de un medicamento, de un inmunoconjugado de acuerdo con el parrafo 4 como
un principio activo en una composicién para tratar cancer.

7. El procedimiento del parrafo 6, en el que el cancer es células de mieloma mudltiple.

8. El procedimiento del parrafo 6, en el que el cancer es leucemia linfocitica crénica.

9. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 4,
6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 26, 29, 32, 35, 37, 40, 43, 45, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 61, 63, 66, 71, 74, 76, 82, 84,
87,101, 104, 107, 109, 114, 117 6 119-121.

10. Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un polipéptido del parrafo 9 o un fragmento
inmunogénico del mismo.

11. Un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo como se expone en el parrafo 10.

12. El inmunoconjugado del parrafo 11, en el que el anticuerpo se liga a una molécula efectora.

13. El inmunoconjugado del parrafo 12, en el que la molécula efectora es un resto terapéutico.

14. El uso, en la fabricacion de un medicamento, de un inmunoconjugado de acuerdo con el parrafo 11
Ccomo un principio activo en una composicion para tratar cancer.

15. El procedimiento del parrafo 14, en el que el cancer es mieloma mudiltiple.

16. El procedimiento del parrafo 14, en el que el cancer es leucemia linfocitica crénica.

5. Ejemplos

5.1 EJEMPLO 1 — IDENTIFICACION DE POLINUCLEOTIDOS ANTIGENI COS RELACIONADOS CON TUMOR
MALIGNO HEMATOLOGICO.

Este ejemplo ilustra la identificacién de polinucleétidos antigénicos relacionados con tumor maligno hematolégico de
linfomas no de Hodgkin.

Se aislaron polinucleétidos antigénicos relacionados con tumor maligno hematolégico por sustraccion basada en
PCR. Se prepar6 ARNm PoliA de linfomas no de Hodgkin de linfocitos T, linfomas no de Hodgkin de linfocitos B y
tejidos normales. Se construyeron seis bibliotecas de ADNc, se sustrajeron por PCR y se analizaron. Se
construyeron dos bibliotecas usando grupos de tres ARNm de linfoma no de Hodgkin de linfocitos T (denominadas
en el presente documento bibliotecas TCS). Se construyeron otras dos usando grupos de tres ARNm de linfoma no
de Hodgkin de linfocitos B (denominadas en el presente documento bibliotecas BCNHL). Se construyeron otras dos
bibliotecas usando un grupo de dos ARNm de linfoma de Hodgkin (denominadas en el presente documento
bibliotecas HLS). Se realiz6 sintesis de ADNc, hibridacion y amplificacién por PCR de acuerdo con el manual de
usuario de Clontech (PCR-Select cDNA Subtraction), con los siguientes cambios: 1) se restringi6 ADNc con una
mezcla de enzimas, incluyendo Mscl, Pvull, Stul y Dral, en lugar de la enzima sencilla Rsal, y 2) la relacién de ADNc
de ensayo a controlador se aumenté en las etapas de hibridaciéon (a 76: 1) para proporcionar una sustraccion mas
rigurosa.

Las dos bibliotecas TCS se sustrajeron de forma independiente con diferentes grupos de ADNc controladores. El
controlador N° 1 contenia ADNc preparado a partir de tejidos normales especificos (ganglio linfatico, médula 6sea,
linfocitos T, corazdn y cerebro) y esta sustraccion generd la biblioteca TCS-D1 (biblioteca sustraida de linfoma no de
Hodgkin de linfocitos T con controlador N° 1). El controlador N° 2 contenia tejidos normales no especificos (colon,
intestino grueso, pulmoén, pancreas, médula espinal, misculo esquelético, higado, rifién, piel y cerebro), y esta
sustraccion gener6 la biblioteca TCS-D2 (biblioteca de sustraccion de linfoma no de Hodgkin de linfocitos T con
controlador N° 2).

De forma similar, las dos bibliotecas BCNHL se sustrajeron de forma independiente con diferentes grupos de ADNc
controladores. El controlador N° 1 contenia ADNc preparado a partir de tejidos normales especificos (ganglio
linfatico, médula 6sea, linfocitos B, corazén y cerebro) y esta sustraccion generd la biblioteca BCNHL/D1 (biblioteca
sustraida con linfoma no de Hodgkin de linfocitos B con el controlador N° 1). El controlador N° 2 contenia tejidos
normales no especificos (cerebro, pulmén, pancreas, médula espinal, misculo esquelético, colon, bazo, intestino
grueso y PBMC) y esta sustraccion gener6 la biblioteca BCNHL/D2 (biblioteca de sustraccién de linfoma no de
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Hodgkin de linfocitos B con controlador N° 2).

Las dos hibliotecas HLS se sustrajeron de forma independiente con diferentes grupos de ADNc controladores. El
controlador N° 1 contenia ADNc preparado a partir de tejidos normales especificos (ganglio linfatico, médula 6sea,
linfocitos B y pulmén) y esta sustraccion generé HLS-D1 (biblioteca de sustraccion de linfoma de Hodgkin con
controlador N° 1). El controlador N° 2 contenia tejidos normales no especificos (colon, intestino grueso, pulmén,
pancreas, médula espinal, masculo esquelético, higado, rifion, piel y cerebro) y este genero la biblioteca HLS-D2
(biblioteca de sustraccién de linfoma de Hodgkin con controlador N° 2).

Para analizar la eficacia de la sustraccién, se amplificé por PCR actina (un gen constitutivo) a partir de diluciones de
muestras de PCR sustraidas asi como no sustraidas. Ademas, la complejidad y redundancia de cada biblioteca se
caracterizd secuenciando 96 clones de cada una de las bibliotecas de sustraccion de PCR (TCS-D1 TCS-D2,
BCNHL/D1, BCNHL/D2, HLS-D1 y HLS-D2). Estos analisis indicaron que las bibliotecas estan enriquecidas con
respecto a genes sobreexpresados en tejidos de leucemia y especificamente muestras de linfoma no de Hodgkin de
linfocitos T y linfocitos B y linfoma de Hodgkin M.

Después de amplificacion por PCR, los ADNc se clonaron en el vector plasmidico pCR2.1-TOPO (Invitrogen).

Las secuencias obtenidas a partir de estos andlisis se examinaron frente a secuencias conocidas en las bases de
datos disponibles publicamente usando la publicacion BLAST 2.0. Los parametros de BLAST por defecto usados
fueron los siguientes: PARAMETROS DE HUECO: hueco abierto = 0, hueco extendido = 0; PARAMETROS DE
SALIDA: expectativa = 10,0, umbral = 0, ndmero de alineamientos = 250; para BLASTN, los parametros de
busqueda fueron los siguientes: emparejamiento erréneo = - 3, recompensa = 1, tamafio de palabra = 0. Los
alineamientos se presentaron por pares, con un porcentaje de identidad de ventana = 22. Todas las bases de datos
de proteinas y nucle6tidos y proteinas disponibles se examinaron, incluyendo, PIR, SwissPROT, GenBank, Mouse
EST, Human EST, Other EST, secuencias de alto rendimiento y repeticiones humanas y bases de datos de solicitud
de patente y patentes publicadas.

A partir de éstas, se identificaron varias secuencias Unicas que representan nuevas secuencias polinucleotidicas que
no se habian descrito previamente en GenBank y otras bases de datos de secuencias. Se identificaron varias otras
secuencias que parecian contener homologia significativa con una o mas secuencias previamente identificadas en
las bases de datos, aunque se describieron solamente como clones de ADNc o gendmicos y no tenian funcién
conocida. Las secuencias restantes correspondian a genes conocidos. Los clones obtenidos a partir de este analisis
se resumen en las Tablas 2-6 en la solicitud relacionada USSN 9/796.692.

5.2 EJEMPLO 2 — ANALISIS DE SECUENCIAS DE ADNC SUSTRAIDAS POR ANA LISIS DE MICROSERIES

Se analizaron secuencias de ADNc sustraidas por andlisis de microseries para evaluar su expresion en neoplasias
hematoldgicas y tejidos normales. Usando este enfoque, las secuencias de ADNc se amplificaron por PCR y sus
perfiles de expresion de ARNm en tumores malignos y tejidos normales se examinaron usando tecnologia de
microseries de ADNc esencialmente como se ha descrito (Shena y col, 1995).

Brevemente, los clones identificados de las bibliotecas de ADNc sustraido se inmovilizaron y se dispusieron sobre
portaobjetos de vidrio como réplicas mltiples en portaobjetos de microserie y los portaobjetos se hibridaron con dos
conjuntos diferentes de sondas, correspondiendo cada localizacion en el portacbjetos de microserie a un clon de
ADNCc Unico (pueden disponerse hasta 5.500 clones en un portaobjetos sencillo o microplaca). Cada microplaca se
hibrida con un par de sondas de ADNc que estan marcadas con fluorescencia con Cy3 y Cy5, respectivamente. El
conjunto de sondas derivado de las neoplasias hematolégicas se marcé con Cy3, mientras que el otro conjunto de
sondas derivado de un grupo de tejidos normales se marcé con Cy5. Tipicamente, se usé 1 ug de ARN poliA” para
generar cada sonda de ADNc. Después de la hibridacién, las microplacas se exploraron y la intensidad de
fluorescencia se registré para canales tanto de Cy3 como de Cy5. La diferencia en intensidades (es decir, relaciones
Cy3/Cy5) después de hibridacion con ambos conjuntos de sondas proporcionaron la informacion sobre el nivel de
expresion relativo de cada secuencia de ADNc inmovilizada en el portaobjetos en tejidos tumorales frente a
normales. Existen miltiples etapas de control de calidad incorporadas. En primer lugar, la calidad de la sonda se
controla usando un panel de genes expresados de forma ubicua. En segundo lugar, la placa de control también
puede incluir fragmentos de ADN de levadura cuyo ARN complementario puede afiadirse a la sintesis de sonda para
medir la calidad de la sonda y la sensibilidad del andlisis. Esta metodologia proporciona una sensibilidad de 1 en
100.000 copias de ARNm y la reproducibilidad de la tecnologia puede asegurarse incluyendo elementos de ADNc de
control duplicados en diferentes localizaciones.

El analisis de clones sustraidos de tumor maligno hematolégico por analisis de microseries en una diversidad de
microplacas de microserie identifico las secuencias expuestas en SEC ID N° 1 a SEC ID N°: 668, de la solicitud
relacionada USSN 09/796.692 como sobreexpresadas al menos dos veces en neoplasias hematolégicas frente a
tejidos normales.

5.3 EJEMPLO 3 - COMPOSICIONES POLINUCLEOTIDICAS Y POLIPEPTIDICAS: BREVE DESCRIPCION DE
LOS CLONES DE ADNC Y FASES ABIERTAS DE LECTURA IDENTIFICADAS POR HIBRIDACION DE
SUSTRACCION Y ANALISIS DE MICROSERIES
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La Tabla 7 en la solicitud relacionada USSN 09/796.692 enumera las secuencias de los polinucledtidos obtenidos
durante los analisis de la presente invencion. Se muestran las 668 secuencias polinucleotidicas, junto con sus
identificadores de nombre del clon, asi como el nimero de serie y fecha de presentacion de la solicitud de patente
provisional de prioridad en la que se identific por primera vez el clon.

La Tabla 8 en la solicitud relacionada USSN 09/796.692 identifica las fases abiertas de lectura potenciales obtenidas
a partir de analisis de las secuencias de ADNc obtenidas en SEC ID N°: 1 - SEC ID N° 668 en la solicitud
relacionada. Se muestran los identificadores de secuencia, el nombre del clon y la fase de traduccion y los
nucleétidos de comienzo y parada en la secuencia de ADN correspondiente usada para generar la secuencia
polipeptidica de la fase abierta de lectura.

La Tabla 9 en la solicitud relacionada USSN 09/796.692 identifica un conjunto adicional de secuencias de ADNc
relacionadas con tumor maligno hematolégico particulares que se obtuvieron usando la biblioteca de sustraccion y
procedimientos de microserie como se ha descrito anteriormente. Estas secuencias, designadas SEC ID N° 2533 -
SEC ID N°: 9597 en la solicitud relacionada, se muestran en la tabla junto con el nombre del clon original y el
namero de serie y fecha de presentacion de la solicitud provisional de prioridad en la que se describié por primera
vez el clon.

5.4 EJEMPLO 4 - ANALISIS ADICIONAL DE CLONES DE ADNC Y ORF IDENTIFICADAS POR HIBRIDACION
DE SUSTRACCION Y ANALISIS DE MICROSERIE

Este ejemplo describe analisis de microserie de ADNc especificos de tejido y de tumor leucémico.

El analisis de microserie identifica muchos genes potenciales que sobreexpresan en tejidos/tumores especificos. Sin
embargo, estos genes representan con frecuencia genes conocidos o genes que se descubre posteriormente por
andlisis de PCR en tiempo real que tienen un perfil de expresién mas amplio. La presente divulgacion describe
andlisis que combinan analisis de microseries (CorixArray) y comparaciones con bases de datos publicas para
identificar y priorizar secuencias candidatas para analisis en tiempo real, permitiendo de este modo la identificacion
de secuencias con perfiles de expresion favorables de una manera mas eficaz.

Los clones se ensayan con respecto a sobreexpresion en muestras de tumor de linfoma en comparacién con tejidos
normales usando microplaca de leucemia/linfoma de Corixa N° 3 (LyC3). Los clones analizados se seleccionaron
originalmente de forma aleatoria de biblioteca sustraidas por PCR de linfoma: bibliotecas de linfoma no de Hodgkin
de linfocitos B (BCNHL/D1 y BCNHL/D2; CID000153), bibliotecas de linfoma no de Hodgkin de linfocitos T (TCS-D1
y TCS-D2; CID000166); bibliotecas de linfoma de Hodgkin (HLS-D1 y HLS-D2, CID000204 y CID000275) y una
biblioteca sustraida por PCR de leucemia de T8 generada por Clontech. Se dispusieron un total de 5184 clones:
2304 de bibliotecas BCNHL, 288 de bibliotecas TCS, 1344 de bibliotecas HLS y 960 de una biblioteca Clontech-T8.
Ademas, se volvio a analizar una seleccion de 288 clones de las bibliotecas anteriores que se habian identificado de
microplacas de leucemia/linfoma anteriores en LyC3.

Se amplifican insertos de ADNc para disposicion mediante PCR usando cebadores especificos de vector. Las series
se exploran con 43 pares de sondas. Se realiza andlisis usando analisis computacional CorixArray. El analisis
consistié en determinar la relacion de la sefial de hibridacién media o mediana para un elemento particular (ADNCc)
usando dos conjuntos de sondas. La relacion es un reflejo de la infra o sobre-expresién del elemento (ADNc) dentro
de la poblacion de sondas. Se preparan grupos de sondas para identificar elementos (ADNc) con alta expresién
diferencial en el grupo de sondas n° 1. El grupo de sondas n° 1 tipicamente consiste en 20 ARN tumorales,
representando cada sonda un subconjunto de linfoma (por ejemplo, linfoma no de Hodgkin de linfocitos T, linfoma no
de Hodgkin de linfocitos T y linfoma de Hodgkin). Las sondas en el grupo n° 2 incluyen 16 tejidos normales
esenciales y no esenciales (véase, Figura 4). Se establece un umbral (sobreexpresion en veces en el grupo de
sonda n° 1) en 3,0. Este umbral se establece para identificar elementos con sobreexpresién que podrian detectarse
de forma reproducible basandose en la calidad de la microplaca. Las secuencias se seleccionan basandose
inicialmente en su analisis de CorixArray, especificamente basandose en sus valores de sefial media 2.

Las secuencias que tienen una sefial media 2 < 0,1 pueden considerarse secuencias con expresion baja/nula en
tejidos normales. Las secuencias que tienen una sefial media 2 entre 0,1 y 0,2 pueden considerarse clones con
potencial para algo de expresion en tejidos normales. Las secuencias que tienen una sefial media 2 > 0,2 pueden
considerarse clones que tienen el potencial para tener expresién en algunos tejidos normales.

5.5 EJEMPLO 5 - IDENTIFICACION DE GENES CANDIDATOS CON EL MI SMO PERFIL DE EXPRESION
TISULAR QUE CD20 Y CD52

Este ejemplo identifica genes especificos de tejido y tumor leucémico que tienen perfiles de expresién tisular
similares a CD20 y CD52 (Figura 3). Se han usado anticuerpos contra estos dos marcadores para la terapia de
neoplasias hematolégicas y otras enfermedades asociadas con la expresion de estos marcadores, es decir, las
aprobados por la FDA Rituximab (Ab anti-CD20) y Campath (Ab anti-CD52). La similitud en expresion génica entre
los genes candidatos de los inventores y CD20 y CD52 sugiere que los genes descritos también seran Utiles como
compuestos para el diagndstico y terapia de neoplasias hematoldgicas y otras enfermedades cancerosas y no
cancerosas asociadas con la expresiéon de uno o mas de los antigenos descritos.
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Se usé PCR en tiempo real para comparar los perfiles de expresion de los genes candidatos con los perfiles de
expresion de CD20 y CD52. La Figura 8 ilustra la expresion de los genes candidatos en subconjuntos
hematopoyéticos y neoplasias hematologicas. Los datos resumidos en el presente documento muestran que usando
una combinacién de las bibliotecas de ADNc sustraidas por PCR, andlisis de microseries y PCR en tiempo real, es
posible identificar genes expresados de forma diferencial en linfocitos B normales, linfomas, mieloma, leucemia
linfocitica crénica y leucemia mieloide aguda.

5.6 EJEMPLO 6 — ANALISIS DE LY1484 (SEC ID N°: 16-18 Y 120-12 1), UNO DE LOS GENES CON UN PERFIL
DE EXPRESION SIMILAR A CD20 Y CD52

Este ejemplo ilustra el procedimiento tipico usado para identificar antigenos para su uso como agentes terapéuticos,
de diagnostico, etc. y procedimientos preferidos para desarrollar agentes terapéuticos y de diagnéstico para
enfermedades de leucemia/linfoma. En primer lugar, los genes candidatos altamente enriquecidos en células de
leucemia/linfoma se identifican usando clonaciéon de bibliotecas de sustraccion de PCR. A continuacién, las
secuencias de ADNc sustraidas se analizan por analisis de microserie para evaluar su expresion en neoplasias
hematolégicas y tejidos normales. Puesto que el analisis de microseries con frecuencia identifica genes que
representan genes conocidos o genes que se descubre posteriormente por andlisis en tiempo real que tienen
perfiles de expresién mas amplios, el analisis de microseries se combina con comparaciones con bases de datos
publicas para identificar y priorizar secuencias candidatas para analisis. A continuacion, se usa PCR en tiempo real
para analizar los perfiles de expresién en diversos subconjuntos hematolégicos. En algunos casos, el analisis
adicional se centra en antigenos con perfiles de expresion similares a agentes terapéuticos conocidos. Para estos
genes, se usan programas de prediccion estructural para identificar dominios transmembrana, se generan CTL
especificos de antigeno usando sensibilizacion humana in vitro y se generan anticuerpos policlonales y
monoclonales humanizados como reactivos para el diagndstico y terapia de tumores malignos y trastornos
autoinmunes asociados con expresion de antigenos.

Las secuencias de clon de biblioteca de sustracciéon de PCR Lyl1484P coincidieron con el clon de GenBank
KIAA1607 (N° de acceso XMO033378, XM033379 y AB046827) y FJLO0111l (N° de acceso AK024502). La
sobreexpresion de Lyl484 se documenté por andlisis de microseries y PCR en tiempo real. Lyl484P se
sobreexpresa en neoplasmas de linfocitos B, mientras que la expresion en tejidos normales se restringe a linfocitos
B normales.

Se obtuvo una secuencia de longitud completa de Ly1484P candidato usando la base de datos de GenBank. Se
maped Ly1484P en el cromosoma humano 10. Existe una version tanto corta como larga de Ly1484P (version larga
- SEC ID N°: 120; version corta - SEC ID N°: 121). El andlisis de TMpred de Ly1484P indica que esta proteina
contiene un dominio transmembrana. Usando el programa TSITES, también se han identificado epitopos auxiliares T
(Figuras 7 y 8). Se han generado polipéptidos y se usan para generar anticuerpos que son especificos para
Ly1484P. Estos anticuerpos monoclonales humanizados pueden usarse (conjugados o no conjugados) para el
diagnostico y terapia de tumores malignos y trastornos autoinmunes asociados con expresion de Ly1484.

5.7 EJEMPLO 7 — IDENTIFICACION DE DOMINIOS TRANSMEMBRANA

Se usaron programas de prediccion estructural conocidos por los expertos en la materia para identificar dominios
transmembrana en los antigenos candidato descritos en el presente documento.

Para Ly1728P, los restos aminoacidicos 6-22, 47-65, 227-243, y 228-245 de SEC ID N° 2 se identificaron como
dominios transmembrana potenciales.

Para Lyl732P, los restos aminoacidicos 60-76 y 55-76 de SEC ID N° 4 se identificaron como dominios
transmembrana potenciales.

Para Ly1888P, los aminoacidos 1-22, 3-21, 52-68, 254-273, 252-273 y 256-272 de SEC ID N°: 6 se identificaron
como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly1452P los aminoacidos 354-375, 355-377 y 425-441 de SEC ID N°: 10 (variante de corte y empalme 1) se
identificaron como dominios transmembrana potenciales y los aminoacidos 354-375, 355-377 y 425-441 de SEC ID
N°: 12 (variante de corte y empalme 2) se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Ly1462P, los aminoacidos 2-23, 3-21, 369-385, 976-999, 977-993 y 979-1000 de SEC ID N°: 15 se identificaron
como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly1484P, los aminoacidos 51-67, 322-338, 666-682, 736-752, 1078-1094, 24-43, 53-69, 118-136, 319-335,
730-752, 1586-1602, 48-69, 88-109,114-135, 196-217, 300-321, 323-344, 389-410, 502-523, 659-680, 714-735,
1076-1097, 1158-1179 y 1321-1342 de SEC ID N°: 18 se identificaron como dominios transmembrana potenciales,
los aminoacidos 10-86, 63-84, 118-139, 480-501, 562-583, 725-746, 70-86, 113-129, 134-156, 280-296, 481-497,
560 - 577, 653-674, 721-738, 734-752, 833-869, 879-895, 990-1006, 1023-1048, 1070-1087,1112-1138, 1135-1170,
y 1146-1170 de SEC ID N° 120 se identificaron como dominios transmembrana potenciales, los aminoacidos 94-
129, 102-123, 367-383, 394-423, 447-464 y 493-513 de SEC ID N° 121 se identificaron como dominios
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transmembrana potenciales.

Para Ly1486P, los aminoacidos 24-40 y 24-45 de SEC ID N°: 21 se identificaron como dominios transmembrana
potenciales.

Para Ly1693P, los aminoéacidos 47-63, 80-96, 114-130, 158-174, 207-223, 237-253, 289-305, 117-134,144-160,167-
184,516-535, 44-65, 85-106, 111-132, 150-171, 204-225, 242-263 y 290-311 de SEC ID N°: 26 se identificaron como
dominios transmembrana potenciales.

Para Lyl715P, los aminoacidos 38-54, 38-56 y 34-55 de SEC ID N° 29 se identificaron como dominios
transmembrana potenciales.

Para Lyl727P, los aminoacidos 68-100, 214-234, 304-320, 84-105, 217-238 y 302-323 de SEC ID N°: 32 se
identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly1905P, los aminoéacidos 68-100, 214-234, 84-105, y 217-238 de SEC ID N°: 40 se identificaron como
dominios transmembrana potenciales.

Para Ly1885P, los aminoacidos 218-234, 219-235, 626-654 y 219-240 de SEC ID N°: 35 se identificaron como
dominios transmembrana potenciales.

Para Ly663S, los aminoacidos 22-38, 41-57, 60-76, 92-108, 242-258, 20-38,23-57,60-77,86-102,241-257, 14-35, 89-
110, and 248-269 de SEC ID N°: 43 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly664S, los aminoacidos 11-27, 15-31, 74-93, 209-227, 8-29 y 67-88 de SEC ID N°: 45 se identificaron como
dominios transmembrana potenciales.

Para Ly667S, los aminoacidos 13-31, 139-157, 184-202, 231-247, 329-351, 435-451, 473-490, 609-626, 685-705,
688-704, 7-28, 233-254 y 685-706 de SEC ID N°: 48 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly677S, los aminoacidos 149-165, 10-30,144-165, 7-28 y 144-165 de SEC ID N° 54 se identificaron como
dominios transmembrana potenciales.

Para Ly1891P, los aminoacidos 31-47, 66-82, 93-109, 128-144, 171-187, 205-221, 242-258, 31-48, 64-82, 94-111,
120-145, 170-187, 205-221, 244-266 y 29-50, 63-84, 93-114, 124-145, 168-189, 206-227 y 241-262 de SEC ID N°:
56 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para CD138, los aminoacidos 255-271, 4-21, 258-276, 6-27 y 256-277 de SEC ID N°: 58 se identificaron como
dominios transmembrana potenciales.

Para CD22, los aminoacidos 688-704, 3-19, 29-46, 157-174, 185-201, 349-366, 386-406, 479-505, 688-709, 1-22,
159-180 y 689-710 de SEC ID N°: 61 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para CD79beta, los aminoacidos 161-177, 4-29, 59-78, 160-181, 4-25 y 161-180 de SEC ID N°: 66 se identificaron
como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly1454P, los aminoacidos 5-22,231-249, 7-28 y 425-446 de SEC ID N°: 74 se identificaron como dominios
transmembrana potenciales.

Para Ly1485P, los restos aminoacidicos 2-19 de SEC ID N° 76 se identificaron como un dominio transmembrana
potencial.

Ly1500P, los restos aminoacidicos 10-31 y 327-344 de SEC ID N° 80 (variante de corte y empalme 1) se
identificaron como dominios transmembrana potenciales, los restos aminoacidicos 13-38, 71-92 y 388-405 de SEC
ID N°: 82 (variante de corte y empalme 2) se identificaron como se identificaron como dominios transmembrana
potenciales y los aminoacidos 25-46 y 341-359 de SEC ID N°: 84 (variante de corte y empalme 3) se identificaron
como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly1516P, los aminoacidos 142-158, 177-193, 207-223, 238-254, 271-287, 142-158, 177-193, 207-223, 238-254
y 271-287 de SEC ID N°: 87 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para Lyl1729P, los aminoacidos 420-436 431-437 y 412-433 de SEC ID N° 101 se identificaron como dominios
transmembrana potenciales.

Para Ly1859P, los restos aminoacidicos 128-144, 293-311, 408-425, 435-454, 465-483, 516-533, 290-311; 435-456
y 507-528 de SEC ID N°: 107 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly1866P, los aminoacidos 47-65 y 50-71 de SEC ID N°: 109 se identificaron como dominios transmembrana
potenciales.
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Para Ly669S, los aminoacidos 489-505, 13-29, 38-57, 73-89,94-114,252-268, 307-324, 329-346, 489-509, 4-25, y
486-507 de SEC ID N°; 114 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly672S, los aminoacidos 11-27, 284-300, 325-341, 345-361, 407-423, 7-28, 102-118, 174-198, 283-299, 325-
341, 347-383, 403-423, 431-454, 473-492, 11-32, 286-307,322-343,345-366,404-425,430-451 y 469-490 de SEC ID
N°: 117 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

Para Ly675S, los aminoacidos 154-170, 187-203, 428-444, 518-534, 846-862, 81-97, 155-172, 235-251, 374-391,
428-444, 477-195, 520-542, 539-573, 694-714, 807-823, 843-862,50-71, 77-98, 145-166, 518-539, 802-823 y 845-
866 de SEC ID N°: 119 se identificaron como dominios transmembrana potenciales.

58 EJEMPLO 8 - ANALISIS DE PCR EN TIEMPO REAL PARA IDENTIFICA R ANTIGENOS
SOBREEXPRESADOS EN LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA Y MIELOMA MULTI PLE

Se confirmo la sobreexpresion de antigenos candidatos en leucemia linfocitica crénica (CLL) y mieloma mdltiple
(MM) por PCR en tiempo real.

La PCR en tiempo real evalGa el nivel de acumulacion de producto de PCR durante la amplificacion (véase, por
ejemplo, Gibson y col., Genome Research 6:995-1001 (1996); Heid y col., Genome Research 6:986-994 (1996)). La
PCR en tiempo real permite la evaluacion cuantitativa de niveles de ARNm en multiples muestras. Brevemente, se
extrae ARNm de tejido tumoral y normal y se prepara el ADNc usando técnicas convencionales. Se realiza PCR en
tiempo real, por ejemplo, usando un instrumento Perkin Elmer/Applied Biosystems (Foster City, CA) 9700 Prism. Se
disefian cebadores coincidentes para genes de interés usando, por ejemplo, el programa de expresion de cebadores
proporcionado por Perkin Elmer/Applied Biosystems (Foster City, CA). Las concentraciones 6ptimas de cebadores y
sondas se determinan inicialmente por los expertos en la materia y las sondas y cebadores de control (por ejemplo,
B-actina) se obtienen en el mercado de, por ejemplo, Perkin Elmer/Applied Biosystems (Foster City, CA). Para
cuantificar la cantidad de ARN especifico en una muestra, se genera una curva patron usando un plasmido que
contiene el gen de interés. Las curvas patron se generan usando los valores de Ct determinados en la PCR en
tiempo real, que se relacionan con la concentracion de ADNc inicial usada en el ensayo. Generalmente son
suficientes diluciones convencionales que varian de 10-10° copias del gen de interés. Ademas, se genera una curva
patrén para la secuencia de control. Esto permite la normalizacion del contenido de ARN inicial de una muestra de
tejido a la cantidad de control para fines de comparacion.

Sumario de los resultados.

Antigeno CLL MM
Ly1728P no si
Ly1732P si si
Ly1888P si no
Ly 1452P si no
Lyl462P si no

Ly1484P | no determinado | no determinado

Ly1486P si no
Ly1677P si no
Ly1682P si no
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(Continuacion)

Antigeno CLL MM
Ly1693P si si
Ly1697P si no
Ly1715P si si
Ly1727P si si
Ly1905P si si
Ly1885P si si
Ly663S si si
Ly664S si si
Ly667S si si
Ly677S si si
Ly1891P | no determinado | no determinado
CD138 no si
CD22 si no
CD79beta si si
Ly1l450P | no determinado | no determinado
Ly1451P si si
Lyl1454P si no determinado
Ly1485P | no determinado | no determinado
Ly1500P si no
Lyl516P | no determinado | no determinado
Lyl678P si si
Ly1680P si no
Ly1686P si no
Ly1687P si no
Lyl1706P si si
Lyl712P si si
Lyl729P si si
Ly1848P si si
Ly1859P si no
Ly1866P si si
Ly1867P si no
Ly1868P si no
Ly1886P si no
Ly669S si si
Ly672S si si
Ly675S si si
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Estas secuencias pueden usarse convenientemente para diagnosticar, tratar y prevenir enfermedades malignas que
sobreexpresan estos genes, incluyendo mieloma mudltiple, linfomas de linfocitos B y B-CLL. Por ejemplo, pueden
usarse anticuerpos monoclonales, incluyendo anticuerpos monoclonales humanizados para diagnéstico y terapia de
trastornos asociados con expresion de antigeno sobreexpresados en neoplasias hematolégicas.

5.9 EJEMPLO 9 - ANALISIS DE SECUENCIA, ANA!_ISIS DE EXPRESION Y ANA LISIS ESTRUCTURALES DE
OTROS ANTIGENOS CON PERFILES DE EXPRESION SIMILARES A CD20 Y CD52

Sumario de los resultados

Antigeno Analisis de secuencia
Ly1728P FOAP-2 ("nuevo gen sobreexpresado en macrofagos”)
Ly1732P Factor de maduracion de linfocitos B (BCM), superfamilia del receptor de factor de necrosis tumoral,
y miembro 17. BCM se agrupa con TALL-1, un miembro de la familia de TNF.
Lv1888P antiproteina de apoptosis inducida por Fas (TOSO); se ha mostrado experimentalmente que se
Y expresa en la superficie celular.
Lv1452P antiproteina de apoptosis inducida por Fas (TOSO); se ha mostrado experimentalmente que se
Y expresa en la superficie celular.
Lyl462P Receptor del complemento de virus Epstein-Barr humano de tipo Il
Ly1484P KIAA1607 (secuencia de ADNc presente en GenBank).
Ly1486P Fragmento Fc de IgE, receptor de baja afinidad 1.
Lyl677P nuevo
Ly1682P nuevo
Ly1693P Receptor de quimiocinas CXCR4
Ly1697P nuevo
Lyl1715P Receptor de linfocitos NK de tipo lectina
Lv1727P Variantes de corte y empalme del gen hpim-2 (homdlogos del oncogén pim-2 de ratén). Se ha
y predicho que es una serina treonina quinasa con un papel en la proliferacién celular.
Lv1905P Variantes de corte y empalme del gen hpim-2 (homologos del oncogén pim-2 de raton). Se ha
y predicho que es una serina treonina quinasa con un papel en la proliferacién celular.
Una aparente forma de corte y empalme de la proteina de progresion del ciclo celular 8: una de una
Ly1885P familia de proteinas implicadas en la restauracion de la progresion del ciclo celular (bloqueando la
detencion en la fase G1).
Ly663S Antigeno de superficie de leucocitos CD37
Ly664S Proteina con funcién desconocida que comparte 30-40 % de identidad con diversas tiorredoxinas
LV667S Semaforina B (las semaforinas son una gran familia de proteinas secretadas y transmembrana;
¥ aparecen dominios sema en el receptor de factor de crecimiento de hepatocitos)
Ly677S Receptor de superficie de leucocitos CD79A
Ly1891P Receptor acoplado a proteina G huérfano (GPRC5D)
CD138 CD138
CD22 CD22
CD79beta | CD79beta
Ly1450P nuevo (coincide con sec de GenBank FLJ23202; sin ORF)
Ly1451P nuevo (coincide con sec de GenBank FLJ39358; sin ORF)
Lyl1454P nuevo (coincide con sec de GenBank FLJ40597; ORF)
Ly1485P nuevo (coincide con ADN gendmico solamente)
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(continuacion)

Proteina BANK: proteina de armazon de linfocitos B con repeticiones de ankirina; un sustrato para

Ly1500P L N . L . . .
y fosforilacion de tirosina tras estimulacion del receptor de antigenos de linfocitos B.

Lyl516P Antigeno relacionado con Rh CD47, una proteina asociada con integrina transductora de sefial

Lyl678P nuevo (coincide con ADN gendmico solamente)

Ly1680P nuevo (coincide con ADN genémico solamente)

Ly1686P nuevo (coincide con ADN genémico solamente)

Ly1687P nuevo (coincide con ADN genémico solamente)

Lyl706P nuevo (coincide con ADN gendmico solamente)

Lyl712P nuevo

Proteina sustrato de Lyn especifico de célula hematopoyética 1 (HCLS1); medias repeticiones hs N-
terminales con identidad significativa con un motivo de unién a ADN de hélice-giro-hélice; la mitad C-
Lyl729P terminal es similar a dominios que actlan como sustratos para proteinas tirosina quinasas lo que
sugiere que esta proteina puede estar implicada en la transduccion de sefial y regulacién de
expresion génica.

Ly1848P nuevo (coincide con ADN genémico solamente)

Ly1859P nuevo (coincide con sec de GenBank FLJ00140; ORF)

Ly1866P Coincide con un gen en GenBank denominado "similar a la proteina hipotética PRO1722."

Ly1867P nuevo (coincide con ADN genémico solamente)

Ly1868P nuevo (coincide con ADN genémico solamente)

Ly1886P nuevo (coincide con ADN genémico solamente)

Ly669S molécula de adhesion intercelular 3 (ICAM3)

Ly672S Proteina relacionada con resistencia a cisplatino CRR9p

Ly675S KIAA0906 (secuencias de proteinas/ADNc parciales presentes en GenBank).

5.10 EJEMPLO 10 — ANALISIS DE SECUENCIA DE LY1451

La secuencia de Lyl1451 (SEC ID N° 69-71 y 124) derivada de un clon de biblioteca de sustraccién por PCR de
linfoma se usd para consultar varias bases de datos publicas, incluyendo GenBank y GenSeq. No se detectaron
coincidencias (>90 % de identidad) para los 51 pb 5’ proximales lo que sugiere que esta secuencia puede contener
un elemento repetido. Una busqueda de BLASTN de la base de datos LifeSeq (Incyte) identifico un molde de 980 pb
(molde n° 1076101.8; SEC ID N°: 124) que contenia los 240 pb de Ly1451. Este molde consistia en secuencias de 6
clones, de las que 2 (33 %) derivaban de bibliotecas de tejido inmune/hematolégico. El molde n° 1076101.8 era parte
de un grupo que contenia 11 moldes derivados de un total de 104 clones, de los que 12 (9 %) derivaron de
bibliotecas de tejido inmune/hematolégico.

Esta secuencia (SEC ID N°: 124) se us6 para examinar bases de datos publicas adicionales pero no se obtuvieron
secuencias adicionales. Sin embargo, estas blUsquedas indican que esta secuencia es una secuencia retroviral
enddégena humana (HERV) que codifica polipéptidos correspondientes a partes de los genes de integrasa y
envoltura. Una ORF sencilla con un sitio de inicio de la traduccion ATG esté contenida en la lectura directa de LS
1076101.8.

No se ha predicho que el polipéptido codificado por esta ORF (SEC ID N°: 124) tenga un dominio transmembrana.

5.11 EJEMPLO 11 — EXPRESION DE ANTIGENOS DE LINFOMA LY1452 COD IFICADOS POR UN GEN
ESPECIFICO, LY1452, ASOCIADO CON LINFOMAS DE LEUCEMIAS DE LINFO CITOS B Y MIELOMAS
MULTIPLES.

Se construyeron antigenos de Ly1452 expresados de forma recombinante para permitir purificacion rapida y facil de
la proteina.

La fase abierta de lectura de Ly1452 se amplificé por PCR y se subcloné en un vector pET28 modificado con un
marcador His en fase y se expres6 de forma recombinante en E. coli (His-Ly1452: SEC ID N°: 10.482 (nt), SEC ID
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La fase abierta de lectura de la region codificante LS se amplificé por PCR con los siguientes cebadores:

PDM-797

PDM-799

Usando las siguientes condiciones:

10 pl de tampon de Herculasa 10X

1 pl dNTP 10mM
2 pl de cada oligo 10 uM
83 ul de agua estéril

5’ gtgtcacaatctacagtcaggcaggattctcc 3' Tm 64T

(SEC ID N°: 10.975)

5’ gttatgtagcggccgcttatcatgttgctgcagag 3' Tm 67C

(SEC ID N°: 10.976)

1,0 pl ADN polimerasa Herculasa (Stratagene, La Jolla, CA)

50 ng de ADN
98T 3 minutos

98T 40 segundos 60T 30 segundos 72T 2 minutos X 10 ciclos
98T 40 segundos 60T 30 segundos 72T 2 minutos 30 segundos X 10 ciclos
98T 40 segundos 60T 30 segundos 72T 3 minutes X10 ciclos
98T 40 segundos 60T 30 segundos 72T 3 minutes 30 segundos X10 ciclos

72<C 4 minutos

El producto de PCR se digirié con Xho | y se clon6 en pPDM His (un vector pET28 modificado con un marcador His
en fase en el extremo 5’) que se habia digerido con Eco72l y Xhol. Se confirmd la construccion a través de analisis

de secuencia y se transformé en células BLR (DE3) pLysS y HMS 174 pLys S.

También se expresan proteinas recombinantes sin un marcador de histidina o con otros antigenos de linfoma.
También se expresan en otros vectores, incluyendo otras construcciones de E. coli, baculovirus, levadura y vectores
de expresion de mamiferos. Este antigeno recombinante puede usarse para realizar anticuerpos policlonales y

monoclonales o usarse en ensayos inmunologicos.
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REVINDICACIONES

1. Uso de una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal aislado que se une especificamente a un polipéptido que
comprende la secuencia expuesta en SEC ID N° 4 en la fabricacion de un medicamento para tratamiento de
leucemia linfocitica cronica (CLL) o mieloma multiple (MM) en un sujeto mamifero.

2. Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un polipéptido que comprende la secuencia expuesta en
SEC ID N°: 4 para su uso en el tratamiento de leucemia linfocitica crénica (CLL) o mieloma mdultiple (MM) en un
sujeto mamifero.

3. El uso de la reivindicacion 1 o el anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 2 para el uso de la reivindicacion 2,
en el que la CLL 0 MM se asocia con sobreexpresion de BCMA.

. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo humanizado.
. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho anticuerpo es un fragmento Fab.

. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho anticuerpo es un fragmento Fv.

. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho anticuerpo es un fragmento scFv.

© 0 N o 0 b

. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho anticuerpo comprende adicionalmente un
resto terapéutico.

10. El uso de la reivindicacion 9, en el que el resto terapéutico es un radionuclido.

11. El uso de la reivindicacion 10, en el que el radiondclido es un miembro seleccionado del grupo que consiste en
90Y 123| 125| 131| 186Re 111Aty2125i

12. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el sujeto mamifero es un ser humano.
13. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la administracion es intravenosa.

14. Un procedimiento in vitro para la deteccion de leucemia linfocitica crénica (CLL) o mieloma multiple (MM) en un
paciente, comprendiendo dicho procedimiento:

a. poner en contacto una muestra bioldgica obtenida del paciente con un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a un polipéptido que comprende la secuencia expuesta en SEC ID N°: 4, por lo que dicho
anticuerpo monoclonal forma un complejo con un polipéptido que comprende la secuencia expuesta en SEC ID
N°: 4;

b. detectar la cantidad de dicho complejo, detectando de este modo cancer en dicho paciente.
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MICROPLACA DE LEUCEMIA/LINFOMA N° 3: SONDAS USADAS EN ANALISIS

Sonda Cy3 Sonda Cy5
Tejido ARN N° ARN N° Tejido
Linfoma, linfocitos T 952 SPACT74 |Rindén N
Linfoma, linfocitos B 955 SPACT81 [Higado N
Linfoma, linfocitos B 953 SPAGT78 [Pulmén N
Linfoma 916 SPACT42 |Cerebro N
Linfoma, Hodgkins 950 138598B (Piel N
Linfoma, Hodgkins 950 SPACT49 [Médula 6sea N
Linfoma linfocitos B CL151 888 PBMC en reposo
Linfoma linfocitos T 904B SPACT55 [Estémago N
Linfoma, Hodgkins véase ARN 959 CL153 SPACT70 |Timo N
Linfoma, linfocitos B CL152 SPACT75 [Musculo esquelético N
Linfoma, linfocitos B véase ARN 958 CL155 SPACT73 |Corazon N
Linfoma, linfocitos B 944 243502B |Esdfago N
Linfoma, linfocitos B 958 1006 Colon N
Linfoma, linfocitos B 954 SPACT65 |[Intestino delgado N
Linfoma 960 779B Traquea N
Linfoma, linfocitos T 957 S9327328 |Vejiga N
Linfoma, linfocitos B 914B
Linfoma, linfocitos B 913
Linfoma linfocitos B 944B
Linfoma, linfocitos B/fracaso 903

VERDE: Sondas Tumorales en las que se desearia expresion génica.
ROJO: Sondas de tejido esencial normal en las que la expresion génica debe evitarse.
NEGRO: Sondas de tejido normal en las que la expresién génica es aceptable

FIG.4
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a. Informe de TMpred para Ly1484 Largo
Fecha: 15/8/2001

RDFQSEVLLSAMELFHMTSGGDAAMFRDGKEPQPSAEAAAAPSLANISCF
TQRLVEKLY SGMFSADRRIEINLT LIS Eniy VY s NS S o i i Biy e
NG Ay OO C LS L@ ORIV VAR YNSNISFLLCLM
HCLLLLNERSYPEGFGLEPKPRMSTYHQVFLSPNEDVREKREDLPSLSDV
QHNIQRTVQTLWQQLVAQROQTLEDAFKIDLSVKPGEREVKIEEVTPLWE
ETMLKAWQHYLASERKSLASRSNVAHNHSKVTLWSGSLSSAMKLMPGRQAK
DPECKTEDFVSCIENYRRRGQELYASLYKDHVQRRRCGNIKAANAWARIQ
EQLFGELGLWSQGEETKPCSPWELDWREGPARMRRRIKRLSPLEALSSGR
HKESQDRNDHT somamqnsmmmeﬂpDEVGVDCTQLTerALHEs
msnnrmncnzngvmqsnmmmon@mv@

mm@:@vmﬁnsmxsmsmp
SLKGKB.TSEDTLNLRRYPGSDRMQKWQKRDISN‘E‘EYIM!’LNTMGRTC
unmgrpwpwmnv-rsm-mmnannsxpuem-rmmxrzqn
rmxm@nmvgcmmssumm

Negro = Intracelular, Rojo = Transmembrana,
Azul = Extracelular
Ly1484 Largo tiene 1269 aminoacidos y 5 dominios transmembrana

Dominio Transmembrana 1: 63-84 Puntuacion: 1,36675
Dominio Transmembrana 2: 118-139 Puntuacién: 1,38695
Dominio Transmembrana 3: 480-501 Puntuacion: 1,36185
Dominio Transmembrana 4: 562-583 Puntuacion: 1,31785
Dominio Transmembrana 5: 725-746 Puntuacion: 1,3521
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b. Informe de TMpred para Ly1484 (corto)
Fecha: 20/8/2001

MLORWORRDISNFEYLMYLNTAAGRTCNDYMQYPVFPWVLADYTSETLNL
ANPKIFRDLSKPMGAQTKERKLKFIQRFKEVEKTEGDMTVQCHYY THY, SS

(SEC ID N°: 10.848)

Negro = Intracelular, Rojo = Transmembrana,
Azul = Extracelular
Ly1484 tiene 646 aminoacidos y 1 dominio transmembrana

Dominio Transmembrana 1: 102-123 Puntuacién: 1,3521

FIG. 6 (cont.)
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