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DESCRIPCION

Células genéticamente modificadas que expresan un inhibidor de TGF-beta, siendo las células células de cancer de
pulmén.

Antecedentes de la invenciéon
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a composiciones que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de células
genéticamente modificadas que contienen una construccidon genética que expresa un inhibidor de TGFp eficaz para
reducir la expresion de TGF, en las que las células genéticamente modificadas son células de cancer de pulmén de
células no pequefias (NSCLC) o de cancer de pulmén de células pequenas (SCLC), y a usos relacionados.

Descripcion de la técnica relacionada

El cancer de pulmén sigue siendo el cancer mas prevalente en el mundo occidental, representando el 30% de todas
las muertes relacionadas con el cancer (Ramanathan y Belani, 1997). El prondstico actual para pacientes con cancer
de pulmodn es malo. La tasa de curacion global se estima en tan sélo el 13%. Se esperan aproximadamente 180.000
nuevos casos de cancer de pulmén en los Estados Unidos en 1999. La mayoria de estos pacientes moriran debido a
su enfermedad, esperandose 160.000 muertes por cancer de pulmoén a nivel nacional en 1999.

Existen dos subdivisiones importantes del cancer de pulmén: cancer de pulmén 1) de células no pequefias (NSCLC)
y 2) de células pequefias (SCLC). Los enfoques de tratamiento y la historia natural difieren para estas dos
enfermedades. La mayoria de casos (80%) de cancer de pulmoén en los Estados Unidos son NSCLC. Aunque se han
producido avances en el entendimiento de factores de prondstico y clinicos importantes tanto para NSCLC como
para SCLC en los ultimos 20 afios, ha habido mejoras minimas en los resultados terapéuticos. La Unica opcion
curativa para pacientes con NSCLC es terapia local (extirpacién quirtrgica o irradiacion local) en pacientes con
enfermedad en estadio temprano (I y II) cuando el tumor esta aun localizado. Sin embargo, en el diagnéstico la
mayoria de pacientes con NSCLC presentan enfermedad avanzada, que no puede curarse mediante cirugia sola. En
estadios avanzados de la enfermedad, la irradiacion y/o quimioterapia sistémica pueden producir respuestas
objetivas u alivio de sintomas, sin embargo, ofrecen sélo mejoras modestas en la supervivencia. La mediana de
supervivencia de pacientes con enfermedad no resecable es de 6-12 meses. Las tasas de supervivencia a dos afios
para los estadios IlIB y IV de NSCLC son del 10,8 y el 5,4 por ciento respectivamente. Asimismo, las tasas de
supervivencia a cinco afios son del 3,9 y el 1,3 por ciento. Recientemente, varios farmacos nuevos estan disponibles
para el tratamiento de NSCLC incluyendo paclitaxel (Taxol), docetaxel (Taxotere), topotecan, irinotecan, vinorelbina
y gemcitabina. Aunque estos farmacos son mejoras con respecto a agentes quimioterapicos anteriores (etopdsido,
cisplatino y carboplatino), la tasa de curacién global sigue siendo baja.

El SCLC es un cancer muy agresivo que se metastatiza tempranamente y a menudo, y tiene una mediana de
supervivencia desde el diagndstico de sélo dos a cuatro meses. Las formas de tratamiento localizado, tales como
reseccion quirdrgica o radioterapia, muy rara vez producen supervivencia a largo plazo debido a la propensién de
este cancer a metastasis distante. Con la quimioterapia, la supervivencia puede prolongarse al menos de cuatro o
cinco veces la tasa de supervivencia media para pacientes a los que no se les administra terapia, sin embargo, la
supervivencia global a cinco afios se mantiene en solo el 5-10%.

Puesto que las modalidades terapéuticas actuales no mejoran significativamente la esperanza de vida en los
estadios de pacientes con NSCLC o SCLC, se justifica la exploracion de nuevos enfoques terapéuticos para estos
pacientes.

El documento WO 96/002143 proporciona un método para prevenir o reducir la gravedad de un cancer en un sujeto
estimulando la respuesta inmunitaria del sujeto contra el cancer. El documento WO 96/25178 proporciona un
enfoque para tratar la fibrosis tisular que resulta de la acumulacién inducida por TGF-p de matriz extracelular.

Sumario de la invencion

Los pacientes que portan tumores de diferente origen histoldgico tienen niveles elevados de factores de crecimiento
transformante 3 (TGFB). Los TGFp son factores de crecimiento que estan asociados con la inmunosupresion. La
supresion del sistema inmunitario de los pacientes da como resultado su incapacidad para reconocer y destruir
tumores cuando aparecen por primera vez. Ademas, la supresion de la inmunidad de los pacientes los hace
susceptibles a infecciones frecuentes. La inyeccion de células tumorales modificadas mediante ingenieria genética
para bloquear su producciéon de TGFp convierte a las células genéticamente modificadas en vacunas potentes que
se reconocen por y pueden activar el sistema inmunitario contra el tumor. Activacién del sistema inmunitario provoca
posteriormente el reconocimiento y control de los tumores no modificados, originales en los organismos huésped.
Este fendmeno se aplica en modelos tumorales animales y en ensayos clinicos en seres humanos. Por tanto, se
propone usar este enfoque en pacientes con estadios de canceres de pulmon de células no pequefias y de células
pequefias.
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Descripcion detallada de la realizacion preferida

Los canceres de pulmon representan el 30% de todas las muertes debidas a cancer en los Estados Unidos
(Ramanathan y Belani, 1997). La tasa de curacién global para cancer de pulmoén es del 13% y el prondstico actual
para pacientes con cancer de pulmoén de células no pequefias (NSCLC) y cancer de pulmén de células pequefias
(SCLC) sigue siendo malo.

Se ha documentado que pacientes con crecimiento tumoral progresivo tienen una funcién inmunitaria alterada
(Jakowlew et al. 1995, Ransohoff et al. 1991; Holladay et al. 1992a; Holladay et al. 1992b). Esta alteracion,
comunmente caracterizada como hiposensibilidad inmunitaria marcada, no se restringe Uunicamente a la inmunidad
especifica de tumor, sino que a su vez, a menudo se observa por todo el sistema inmunitario. La alteracion es
especialmente evidente en el compartimiento de células T o mediado por células y se caracteriza por linfopenia de
células T y receptividad de células T alterada a estimulos tanto especificos de tumor como no especificos de tumor
(Ransohoff et al. 1991). Un modo por el que los tumores pueden escapar de la vigilancia inmunitaria es expresando
niveles inferiores de moléculas de MHC de clase | y clase Il. Otros tumores pueden escapar aumentando la
expresion de moléculas inmunosupresoras, tales como los TGFB. Es comun observar tumores que utilizan una
combinacién de estos mecanismos.

La terapia génica ha recibido considerable atencidon en los ultimos afos. La vacunacion con células tumorales
disefiadas para aumentar la presentacion de antigenos tumorales e inducir inmunidad antitumoral especifica ha
producido resultados prometedores pero limitados (Holladay et al. 1992). Los avances en el entendimiento de la
biologia del cancer y los desarrollos en las tecnologias de vectores estan haciendo progresar el potencial terapéutico
de enfoques de vacunas tumorales. Ahora es posible modificar genéticamente células tumorales para vacunacion
para que expresen genes supresores de tumores especificos, moduladores inmunitarios, genes sensibles a
farmacos y fragmentos génicos antisentido (Huber et al. 1991; Culver et al. 1992; Trojan et al. 1992; Dranoff et al.
1993; Ram et al. 1993; Trojan et al. 1993; Swisher et al. 1999). En estudios clinicos y preclinicos particulares se
demuestra el potencial de los enfoques de terapia génica en el tratamiento del cancer de pulmén. Modelos de cancer
de pulmon preclinicos han mostrado regresién de tumores establecidos e inmunogenicidad potenciada usando una
linea de cancer de pulmoén alogénica genéticamente modificada para que exprese la citocina GM-CSF y un gen
sensible a farmacos, timidina cinasa del virus del herpes simple mezclada con células dendriticas derivadas de la
médula 6sea singénica (Miller et al. 1998). Resultados preliminares de los ensayos clinicos de fase | en pacientes
usando terapia génica retroviral muestra que la terapia génica se tolera bien y no tiene toxicidad (Swisher et al.
1998).

Los factores de crecimiento transformante beta (TGFf) son una familia de proteinas multifuncionales que regulan el
crecimiento y la funcién de muchos tipos de células normales y neoplasicas (Sporn et al. 1986; Massague 1987;
Border y Rouslahti 1992; Jachimczak et al. 1993). Ejercen un amplia gama de efectos en una variedad de tipos de
células y se ha mostrado que estimulan o inhiben el crecimiento celular, inducen la apoptosis y aumentan la
angiogénesis (Merzak et al. 1994; Jennings et al. 1994; Ashley et al.1998a; Ashley et al.1998b; Jennings et al. 1998).
Estos efectos estan mediados al nivel de la transduccion de sefiales. Se ha encontrado que la transduccion de
sefiales de TGFp afecta a la expresion de mas de 20 genes diferentes (Baker y Harland 1997; Heldin et al. 1997,
Stiles 1997; Yingling et al. 1997).

El TGFp existe en tres isoformas, conocidas como TGFB1, TGFB2 y TGFB3. Sus secuencias de aminoacidos
presentan homologias del orden del 70-80%. Las proteinas de TGFB humano y los genes que codifican las mismas
se conocen en la técnica. Especificamente, se han documentado ARNm de TGFB1 (niumero de registro de GenBank
XM_008912 y NM_000660), ARNm de TGFB2 (nimero de registro de GenBank XM_001754 y NM_003238) y ARNm
de TGFB3 (numero de registro de GenBank XM_007417) de fuentes humanas.

Las proteinas receptoras de TGFpB pueden ser de tipo | (55 kDa) o tipo Il (70 kDa). Las proteinas receptoras de
TGFB y los genes que codifican las mismas también se conocen en la técnica. Se describen en la técnica ARNm del
receptor de TGF B humano de tipo | (ndmero de registro de GenBank XM_005591) y ARNm de receptor de TGF
humano de tipo Il (numero de registro de GenBank XM_003094).

Las citocinas de la superfamilia de TGFB se unen a receptores serina/treonina cinasa especificos y transmiten
sefiales intracelulares a través de proteinas Smad. Tras la estimulacidon con ligando, las Smad se desplazan al
nucleo y funcionan como componentes de complejos de trascripcion. La sefalizacion de TGF se regula positiva y
negativamente a través de diversos mecanismos. La regulacién positiva amplifica sefiales a un nivel suficiente para
la actividad bioldgica. La regulacion negativa se produce a los niveles extracelular, de membrana, citoplasmatico y
nuclear.

Muchos tumores, incluyendo NSCLC y SCLC, producen altos niveles de TGFp activo (Constam et al. 1992; Eastham
et al. 1995; Friedman et al. 1995; Jakowlew et al. 1995; Kong et al. 1995; Yamada et al. 1995; Eder et al. 1996).
Niveles de TGFp elevados también se han relacionado con inmunosupresion (Sporn et al. 1986; Massague 1987;
Bodmer et al. 1989; Border y Rouslahti 1992; Chen et al. 1997). El TGFp inhibe la activacion de células T en
respuesta a estimulacion antigénica. Adicionalmente, el TGFp tiene efectos antagonistas sobre las células
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citotéxicas naturales (NK) asi como la induccion y proliferacion de las células citotoxicas activadas por linfocinas
(LAK) (Rook et al. 1986; Kasid et al. 1988; Tsunawaki et al. 1988; Hirte et al. 1991; Ruffini et al. 1993; Naganuma et
al. 1996). Apoyando esto, se ha demostrado una relacion entre los niveles de TGFp y la supervivencia en cancer de
colon (Friedman et al. 1995). Las tasas de recidiva eran 18 veces mayores en pacientes cuyo tumor producia altos
niveles de TGFP en comparacion con aquéllos cuyo tumor producia bajos niveles. Esta relacion era independiente
del estado de los ganglios y el grado de diferenciacién del tumor primario.

Dado el papel de TGFp en la supresion inmunitaria, se propuso evaluar el efecto de inhibicion de TGF mediante
vacunacion con tumor de NSCLC. Usando un enfoque de inhibidor de TGFpB se transfectaron varias células de
NSCLC con antisentido de TGFp, seleccionado de TGFp1, TGFB2 y TGFB3, y mezclas de los mismos. Se escogio el
antisentido de TGFB2 puesto que demostrd superioridad en la regulacion por disminucion de la expresion de TGFp
en comparacion con TGFB1 o una combinaciéon de TGFB1 y TGFB2. Estas células de NSCLC genéticamente
modificadas se irradiaron entonces para prevenir la proliferacion y se inyectaron en varios sujetos con tumores
animales diferentes. Se observé que lal células de NSCLC previamente ineficaces como componente de una vacuna
podrian volverse eficaces a través de una modificacion genética de este tipo. El bloqueo de la expresion de TGFp
aumentoé la inmunogenicidad de estos animales. Ademas, tales vacunaciones erradicaron tumores previamente
implantados y protegieron a los animales frente a la exposicion a tumores.

Dado el papel de TGFp en la supresién inmunitaria, se prevé evaluar el efecto de inhibicion de TGFB mediante
vacunacion con tumor de SCLC. Usando un enfoque de inhibidor de TGFB, se prevé transfectar varias células de
SCLC con antisentido de TGFp, seleccionado de TGFB1, TGFB2 y TGFB3, y mezclas de los mismos. Estas células
de SCLC genéticamente modificadas se irradian entonces para prevenir la proliferacion y se inyectan en varios
sujetos con tumores animales diferentes. Se prevé observar que las células de SCLC previamente ineficaces como
componentes de una vacuna volverian eficaces a través de una modificacion genética de este tipo. Se prevé que el
bloqueo de la expresién de TGFp que aumentara la inmunogenicidad de estos animales. Ademas se prevé que tales
vacunaciones erradicaran tumores previamente implantados y protegeran a los animales frente a la exposicién a
tumores.

Se ha mostrado la eficacia de este enfoque en un modelo de tumor de NSCLC. En el modelo de tumor de NSCLC
KLN-205, se vacunaron ratones DB2 con dos inyecciones de 5 x 10° células de NSCLC autdlogas genéticamente
modificadas con gen antisentido de TGFp2 irradiadas. Esto pudo proteger a los animales frente a una exposicion
intraperitoneal a tumores (i.p.) posterior con 10° células de NSCLC KLN-205 no modificadas. En experimentos de
erradicacion en este modelo de tumor de cancer de pulmdn, la vacunacion de animales que portan tumores de una
semana de edad, con células modificadas con gen antisentido de TGFB2 dio como resultado regresién tumoral
marcada y supervivencia libre de tumor prolongada en comparacién con el grupo control.

Fakhrai et al. 1996 demostraron la eficacia de este enfoque en un tumor glial de rata. En el modelo de tumor de
gliosarcoma 9L, la implantacién intracraneal de tan sélo 300 células tumorales en ratas Fisher-344 dio como
resultado mas del 99% de mortalidad tras seis semanas. Fakhrai et al. 1996 implantaron 5 x 10° células tumorales
en el cerebro de ratas y administraron vacunaciones con tumor. Los animales inmunizados con células 9L
modificadas con antisentido de TGFB2, o con células 9L modificadas con antisentido de TGFB2 genéticamente
modificadas para secretar IL-2 permanecieron libres de tumor durante la duracién del estudio (24 de un total de 24 o
100% de supervivencia libre de tumor). En cambio, la mayoria del grupo control (2 de un total de 15) inmunizados
con células que contienen el vector vacio desarrollaron tumores y tuvieron que sacrificarse en el plazo de cinco
semanas (supervivencia libre de tumor del 13%, p < 0,01).

Liau et al. 1998 demostraron una eficacia comparable de la terapia génica antisentido con TGFB2 en un modelo de
tumor de glioma C-6 de rata. Dorigo et al. 1998 mostraron la eficacia de este enfoque en un modelo de tumor de
teratoma de ovarios murino (MOT); sin embargo, sélo el grupo inoculado con células genéticamente modificadas con
IL-2 y antisentido de TGFp dieron como resultado una proteccién significativa frente a una exposicion a tumores
posterior, estableciendo por tanto el empirismo del enfoque. Otros grupos han demostrado efectos antitumorales
similares de la terapia génica con TGFp en células cultivadas y modelos tumorales animales (Kim et al. 1997).

La terapia génica ha recibido considerable atencidon en los ultimos afios. La vacunacion con células tumorales
disefiadas para aumentar la presentacion de antigenos tumorales e inducir inmunidad antitumoral especifica ha
producido resultados prometedores pero limitados. Los avances en el entendimiento de la biologia del cancer y los
desarrollos en las tecnologias de vectores estan haciendo progresar el potencial terapéutico de la vacunacién con
tumores. Ahora es posible modificar genéticamente células tumorales para la vacunacion para que expresen genes
supresores de tumor especificos, moduladores inmunitarios, genes sensibles a farmacos o fragmentos génicos
antisentido (Huber et al. 1991; Culver et al. 1992; Trojan et al. 1992; Dranoff et al. 1993; Ram et al. 1993; Trojan et
al. 1993).

Varios estudios clinicos han evaluado células tumorales alogénicas genéticamente modificadas como componentes
primarios de tratamientos inmunoterapéuticos para canceres de cerebro, piel, colon y mama. Se ha mostrado que
los regimenes de vacunacion son seguros y que generan respuestas inmunitarias antivacuna celulares y humorales.
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Los resultados preliminares de varios ensayos clinicos de fase | usando terapias génicas en pacientes con NSCLC
también han demostrado la seguridad de los enfoques de terapias génicas para esta poblacion de pacientes
(Dubinett, 1998; Roth, 1998; Swisher et al. 1998) asi como una poblacién de pacientes con SCLC.

Varios grupos han demostrado experiencia en el campo de terapia génica, tanto en varios modelos de tumores
animales como en la clinica. (Por ejemplo, Fakhrai et al. 1995; Sobol et al. 1999.) La FDA ha aprobado previamente
al menos cuatro IND que han sometido a investigacion la vacunacion modificada genéticamente en pacientes con
cancer:

* Sobol et al., BB-IND n.° 5812: “Injection of colon carcinoma patients with autologous irradiated tumor cells and
fibroblasts genetically modified to secrete interleukin-2 (IL-2). A Phase | study”

» Sobol et al., BB-IND n.° 4840: “Active immunotherapy of glioblastoma with tumor cells or fibroblasts genetically
modified to secrete interleukin-2 (IL-2)”

* Sobol et al., BB-IND n.° 7483: “A Phase | Study of Allogeneic Tumor Cells Genetically Modified to Express B7.1
(CD80) Mixed with Allogeneic Fibroblasts Genetically Modified to Secrete IL-2 in Patients with Colorectal Carcinoma”

* Fakhrai et al. BB-IND n.° 6658: “Proposal for a Phase | Clinical Trial: A Phase | Study of the Safety of Injecting
Malignant Glioma Patients with Irradiated TGFp2 Antisense Gene-Modified Autologous Tumor Cells”

En el documento BB-IND n.° 6658, la FDA aprobd una IND de fase | que evaluaba la terapia génica antisentido de
TGFB2 en pacientes con glioma de alto grado. Los pacientes se vacunaron con células tumorales de glioma
autodlogas genéticamente modificadas con el plasmido antisentido de TGFB2 para bloquear la expresion de TGFp2.
La terapia consistia en inyecciones intradérmicas con 5 x 108, 1 x 10" 0 2 x 107 células cada 3 semanas durante los
primeros 4 meses y cada 1-2 meses después de eso. Hasta la fecha, se han tratado 5 pacientes. En el mismo IND,
la FDA aprobo el uso compasivo de una linea celular de glioma alogénica de haplotipo parcialmente coincidente que
estaba genéticamente modificada con el mismo vector antisentido de TGFB2 en un paciente con glioma pediatrico.

El tratamiento global se ha tolerado bien notificandose sélo toxicidades transitorias, de bajo grado. No se han
observado reacciones adversas significativas en los sitios de inmunizacién ni anomalias relacionadas con el
tratamiento al monitorizar los recuentos de sangre completa, las quimicas séricas y los analisis de orina. En algunos
casos se ha observado eritema leve, transitorio en los sitios de inyeccion tras la segunda y tercera inyecciones
subcutaneas con células tumorales autlogas modificadas con gen antisentido de TGFp2.

Se han observado niveles aumentados de infilirados de células efectoras CD3+, CD4+ y CD8+ en el sitio de
inyeccion y en biopsias de tumor secundario. La histologia inmunitaria de tumores y biopsias de los sitios de
inyeccion obtenidos en operacion posterior demuestra un numero significativamente superior de infiltrados
inmunitarios en comparacioén con biopsias tomadas antes del inicio de la terapia génica.

De los 5 pacientes tratados, 1 paciente demostré una respuesta clinica, 2 demostraron respuesta inmunitaria
potenciada, 1 mostrd progresion tumoral mientras que el quinto paciente aun se esta sometiendo a la terapia. En el
paciente que tuvo una respuesta clinica, las exploraciones de IRM globales realizadas a intervalos de
aproximadamente 6 semanas durante los primeros tres meses de tratamiento revelaron cambios modestos en el
tamafo tumoral global. Pudo observarse crecimiento y decrecimiento del edema peritumoral asociado con
alteraciones en las dosis de Decadron. Sin embargo, las exploraciones de IRM mostraron regresion tumoral a los
siete meses con una mejora adicional en la respuesta 3 meses después.

Por tanto, el ensayo clinico de fase | demostré la seguridad de inyectar a pacientes 5 x 10%, 1 x 10" 0 2 x 10" células
tumorales de haplotipo coincidente o autdélogas modificadas con gen antisentido de TGFB2. Ademas, es alentador
observar respuestas clinicas preliminares e inmunogenicidad potenciada observadas con este régimen de
vacunacion. Se contempla la aplicacion de este enfoque de terapia génica en pacientes con NSCLC o SCLC.

La invencién abarca composiciones y usos para prolongar la supervivencia de un sujeto que tiene un cancer de
pulmén de células no pequefias (NSCLC) o un cancer de pulmén de células pequeias (SCLC) que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de células genéticamente modificadas que contienen una
construccién genética que expresa un inhibidor de TGFp eficaz para reducir la expresion de TGF, en los que las
células genéticamente modificadas son células de NSCLC o SCLC. Cualquier método que neutralice TGFp o inhiba
la expresion del gen de TGFp (o bien trascripcion o bien traduccion) puede usarse para efectuar la supervivencia del
sujeto. Tales enfoques también pueden ser Utiles para aplicaciones de tratamiento, es decir, para tratar NSCLC o
SCLC.

En una realizacion, pueden disefarse modalidades de supervivencia para reducir el nivel de expresion génica de
TGFB enddgeno, por ejemplo, usando enfoques antisentido o de ribozimas para reducir o inhibir la traduccion de
transcritos de ARNm de TGFB; enfoques de triple hélice para inhibir la trascripcion del gen de TGFB; o
recombinacion homologa dirigida para inactivar o “desactivar” el gen de TGFf o su promotor enddgeno.
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Los enfoques antisentido implican el disefio de oligonucledtidos (o bien ADN o bien ARN) que son complementarios
al ARNm de TGFp. Los oligonucledtidos antisentido se uniran a los transcritos de ARNm de TGFf complementarios
e impediran la traduccion. No se requiere, aunque se prefiere, complementariedad absoluta. Una secuencia
“‘complementaria” a una parte de un ARN, tal como se denomina en el presente documento, se refiere a una
secuencia que tiene suficiente complementariedad como para poder hibridar con el ARN, formando un duplex
estable; en el caso de acido nucleicos antisentido bicatenarios, una unica hebra del ADN duplex puede someterse a
prueba asi, o puede someterse a ensayo la formacion de triplex. La capacidad para hibridar dependera tanto del
grado de complementariedad como de la longitud del acido nucleico antisentido. Generalmente, cuanto mas largo
sea el acido nucleico de hibridaciéon, mas apareamientos erroneos de bases con un ARN puede contener y aun
forma un duplex estable (o triplex, como puede ser el caso). Un experto en la técnica puede determinar un grado
tolerable de apareamientos erréneos mediante el uso de procedimientos convencionales para determinar el punto de
fusion del complejo hibridado.

Oligonucledtidos que son complementarios al extremo 5’ del mensajero, por ejemplo, la secuencia no traducida en 5’
hasta e incluyendo el codén de iniciacion AUG, deben funcionar lo mas eficazmente en la inhibicién de la traduccion.
Sin embargo, se ha mostrado que secuencias complementarias a las secuencias no traducidas en 3’ de los ARNm
son eficaces en la inhibicidon de la traduccion de los ARNm también. Véase en general, Wagner, R., 1994, Nature
372:333-335. Por tanto, podrian usarse oligonucledtidos complementarios a las regiones no codificantes, no
traducidas o bien en 5’ o bien en 3’ de TGF en un enfoque antisentido para inhibir la traduccién de ARNm de TGFf
endogeno. Los oligonucledtidos complementarios a la regién no traducida en 5 del ARNm deben incluir el
complemento del coddn de iniciacion AUG. También podrian usarse oligonucleétidos antisentido complementarios a
regiones codificantes de ARNm segun la invencion. Ya se disefie para hibridarse con los extremos 5’, 3’ o la region
codificante de ARNm de TGF, los acidos nucleicos antisentido deben tener al menos seis nucledétidos de longitud, y
son preferiblemente oligonucledtidos que oscilan entre 6 y aproximadamente 50 nucleétidos de longitud. En
aspectos especificos el oligonucledtido tiene al menos 17 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos o al menos 50
nucledétidos.

Independientemente de la eleccion de la secuencia diana, se prefiere que se realicen en primer lugar estudios in
vitro para cuantificar la capacidad del oligonucleétido antisentido para inhibir la expresién génica. Se prefiere que
estos estudios utilicen controles que distinguen entre inhibicion de gen antisentido y efectos bioldgicos no
especificos de los oligonucleotidos. También se prefiere que estos estudios comparen niveles de la proteina o ARN
diana con los de una proteina o ARN de control interno. Adicionalmente, se prevé que los resultados obtenidos
usando el oligonucledtido antisentido se comparen con los obtenidos usando un oligonucleétido de control. Se
prefiere que el oligonucleétido de control sea de aproximadamente la misma longitud que el oligonucleétido de
prueba y que la secuencia de nucleétidos del oligonucleétido difiera de la secuencia antisentido no mas de lo que
sea necesario para prevenir la hibridacion especifica con la secuencia diana.

Los oligonucleétidos pueden ser ADN o ARN o mezclas quiméricas o derivados o versiones modificados de los
mismos, monocatenarios o bicatenarios. El oligonucleétido puede modificarse en el resto de base, el resto de azucar
o la estructura principal de fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula, hibridacion, etc. El
oligonucleétido puede incluir otros grupos adjuntos tales como péptidos (por ejemplo, para seleccionar como diana
receptores de célula huésped), o agentes que facilitan el transporte a través de la membrana celular (véase, por
ejemplo, Letsinger et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:6553-6556; Lemaitre et al., 1987, Proc. Natl. Acad.
Sci. 84:648-652; publicacion PCT n.° W0O88/09810, publicada el 15 de diciembre de 1988).

El oligonucleétido antisentido puede comprender al menos un resto de base modificada que se selecciona del grupo
que incluye pero no se limita a 5-fluorcuracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-
acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo,
dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-
metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5-metoxicarboximetiluracilo, 5-
metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina,
2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico del acido uracil-5-oxiacético,
acido uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w y 2,6-diaminopurina.

El oligonucleétido antisentido también puede comprender al menos un resto de azdcar modificado seleccionado del
grupo que incluye pero no se limita a arabinosa, 2-fluoroarabinosa, xilulosa y hexosa.

Aun en otra realizacién, el oligonucleétido antisentido comprende al menos una estructura principal de fosfato
modificada seleccionada del grupo que consiste en un fosforotioato, un fosforoditioato, un fosforamidotioato, un
fosforamidato, un fosfordiamidato, un metilfosfonato, un alquilfosfotriester y un formacetal o analogo de los mismos.

Los oligonucleétidos de la invencion pueden sintetizarse mediante métodos convencionales conocidos en la técnica,
por ejemplo mediante el uso de un sintetizador de ADN automatizado (tal como estan disponibles comercialmente de
Biosearch, Applied Biosystems, etc.). Como ejemplos, pueden sintetizarse oligonucledtidos de fosforotioato
mediante el método de Stein et al. (1988, Nucl. Acids Res. 16:3209), pueden prepararse oligonucleétidos de
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metilfosfonato mediante el uso de soportes de polimero de vidrio de poro controlado (Sarin et al., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 85:7448-7451), etc.

Sin embargo, a menudo es dificil lograr concentraciones intracelulares del antisentido suficientes para suprimir la
traduccion de los ARNm endégenos. Por tanto, un enfoque conveniente utiliza una construcciéon de ADN
recombinante en el que la secuencia antisentido se coloca bajo el control de un promotor fuerte. El uso de una
construcccion de este tipo para transfectar células diana dara como resultado la trascripcién de cantidades
suficientes de los ARN monocatenarios que formaran pares de bases complementarias con los transcritos de TGFp
endogenos y de ese modo impediran la traducciéon del ARNm de TGFp. Por ejemplo, puede introducirse un vector de
manera que se capte por una célula y dirija la trascripcién de un ARN antisentido. Un vector de este tipo puede
mantenerse episomal o integrarse cromosomicamente, siempre que pueda transcribirse para producir el ARN
antisentido deseado. Tales vectores pueden construirse mediante métodos de tecnologia de ADN recombinante
convencionales en la técnica. Los vectores pueden ser plasmidos, virales u otros conocidos en la técnica, usados
para la replicacion y expresion en células de mamifero. La expresion de la secuencia que codifica el ARN antisentido
puede ser mediante cualquier promotor conocido en la técnica para actuar en células de mamifero, preferiblemente
humanas. Tales promotores pueden ser inducibles o constitutivos. Tales promotores incluyen pero no se limitan a: la
region promotora temprana de SV40 (Bernoist y Chambon, 1981, Nature 290:304-310), el promotor contenido en la
repeticion terminal larga en 3’ de virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al., 1980, Cell 22:787-797), el promotor
de timidina cinasa del herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-1445), las secuencias
reguladoras del gen de metalotioneina (Brinster et al., 1982, Nature 296:39-42), etc.

También pueden usarse moléculas de ribozima disefiadas para escindir cataliticamente transcritos de ARNm de
TGFp para impedir la traduccién de ARNm de TGFp y la expresion de TGFp. (Véase, por ejemplo, la publicacion
internacional PCT WO090/11364, publicada el 4 de octubre del 1990; Sarver et al., 1990, Science 247:1222-1225).
Aunque pueden usarse ribozimas que escinden ARNm en secuencias de reconocimiento especifico de sitio para
destruir los ARNm de TGFp, se prefiere el uso de ribozimas cabeza de martillo. Las ribozimas cabeza de martillo
escinden los ARNm en ubicaciones dictadas por regiones flanqueantes que forman pares de bases complementarias
con el ARNm diana. El unico requisito es que el ARNm diana tenga la siguiente secuencia de dos bases: 5-UG-3'.
La construccién y produccion de ribozimas cabeza de martillo se conoce bien en la técnica y se describe mas
completamente en Haseloff y Gerlach, 1988, Nature, 334:585-591. Existen cientos de sitios de escision de ribozimas
cabeza de martillo posibles dentro de la secuencia de nucledtidos de un ADNc de TGFp. Preferiblemente, la
ribozima se modifica mediante ingenieria genética de modo que el sitio de reconocimiento de escision se ubique
cerca del extremo 5 del ARNm de TGFp; es decir, para aumentar la eficacia y minimizar la acumulacién intracelular
de transcritos de ARNm no funcionales.

Las ribozimas de la presente invencion también incluyen ARN endorribonucleasas (a continuacion en el presente
documento “ribozimas tipo Cech”) tal como la que se produce de manera natural en Tefrahymena thermophila
(conocida como la IVS, o L-19 IVS ARN) y que se ha descrito extensamente por Thomas Cech y colaboradores
(Zaug, et al., 1984, Science, 224:574-578; Zaug y Cech, 1986, Science, 231:470-475; Zaug, et al., 1986, Nature,
324:429-433; solicitud de patente internacional publicada n.° WO 88/04300 por University Patents Inc.; Been y Cech,
1986, Cell, 47:207-216). Las ribozimas tipo Cech tienen un sitio activo de ocho pares de bases que se hibrida con
una secuencia de ARN diana tras lo cual tiene lugar la escision del ARN diana. La invencién abarca las ribozimas
tipo Cech que seleccionan como diana secuencias de sitios activos de ocho pares de bases que estan presentes en
TGFB.

Como en el enfoque antisentido, las ribozimas pueden estar compuestas por oligonucleétidos modificados (por
ejemplo para lograr una estabilidad, selecciéon como diana, etc. mejoradas) y deben suministrarse para seleccionar
como diana células que expresan TGFB. Un método conveniente de suministro implica usar una construccion de
ADN que codifica la ribozima bajo el control de un promotor fuerte de modo que las células transfectadas produciran
cantidades suficientes de la ribozima para destruir mensajeros de TGFf3 endégenos e inhibir la traduccion. Debido a
que las ribozimas, a diferencia de las moléculas antisentido, son cataliticas, se requiere una concentracion
intracelular inferior para lograr eficacia.

La expresién génica de TGFp enddgeno también puede reducirse inactivando o “desactivando” al gen de TGF o su
promotor usando recombinaciéon homadloga dirigida. (Por ejemplo, véanse Smithies ef al., 1985, Nature 317:230-234;
Thomas y Capecchi, 1987, Cell 51:503-512; Thompson et al., 1989 Cell 5:313-321). Por ejemplo, puede usarse un
TGFB no funcional, mutante (o una secuencia de ADN completamente no relacionada) flanqueada por ADN
homdlogo al gen de TGFpB enddgeno (o bien las regiones reguladoras o bien las regiones codificantes del gen de
TGFB), con o sin un marcador seleccionable y/o un marcador seleccionable negativo, para transfectar células diana
que expresan TGFp. La insercion dla construccionde ADN, mediante recombinacion homologa dirigida, da como
resultado la inactivacion del gen de TGFp.

Alternativamente, la expresion génica de TGF enddgeno puede reducirse seleccionando como diana secuencias de
desoxirribonucledtidos complementarias a la regién reguladora del gen de TGFB (es decir, el promotor y/o
potenciadores de TGFp) para formar estructuras de triple hélice que impiden la trascripcion del gen de TGFp en
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células dianas. (Véanse en general, Helene, C. 1991, Anticancer Drug Des., 6(6):569-84; Helene, C., et al., 1992,
Ann, N.Y. Accad. Sci., 660:27-36; y Maher, L. J., 1992, Bioassays 14(12):807-15).

AUn en otra realizacién de la invencion, la actividad de TGFB puede reducirse usando un enfoque “negativo
dominante” para efectuar la supervivencia del sujeto. Para este fin, pueden usarse construcciones genéticas que
codifican TGFp defectuosos para disminuir la actividad de TGFB en células vecinas. Por ejemplo, pueden
introducirse en células diana secuencias de nucleétidos que dirigen la expresion de TGFp en los que se delecionan
o se mutan dominios. Alternativamente, puede utilizarse recombinacién homoéloga dirigida para introducir tales
deleciones o mutaciones en el gen de TGFB enddégeno de la célula diana. La células modificadas mediante
ingenieria genética expresaran citocinas no funcionales (es decir, una citocina que puede unirse a su receptor
natural, pero no puede transducir sefiales). Tales células modificadas mediante ingenieria genética deberan facilitar
una respuesta disminuida en células vecinas al ligando de TGFB enddégeno, dando como resultado la supervivencia
del sujeto.

En una realizacién alternativa, la administraciéon de construcciones genéticas que codifican péptidos solubles,
proteinas, proteinas de fusion o anticuerpos que se unen a y “neutralizan” TGFp intracelular efectian la
supervivencia del sujeto. Para este fin, pueden utilizarse construcciones genéticas que codifican péptidos que
corresponden a dominios del receptor de TGFp, mutantes de delecion del receptor de TGFp, o cualquiera de estos
mutantes o dominios de receptor de TGF fusionados a otro polipéptido (por ejemplo, un polipéptido de IgFc).
Alternativamente, pueden usarse construccciones genéticas que codifican anticuerpos anti-idiotipicos o fragmentos
Fab de anticuerpos anti-idiotipicos que imitan al receptor de TGFpB y neutralizan TGFpB. Tales construcciones
genéticas que codifican estos Fab, anticuerpos anti-idiotipicos, proteinas de fusién, proteinas o péptidos de receptor
de TGFp se administran para neutralizar TGF y efectuar la supervivencia del sujeto.

Las construcciones genéticas que codifican anticuerpos que reconocen especificamente uno o mas epitopos de
TGFB, o epitopos de variantes conservadas de TGFp, o fragmentos de péptidos de TGFf también se abarcan por la
invencion. Tales anticuerpos incluyen pero no se limitan a anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales
(mADb), anticuerpos quiméricos 0 humanizados, anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2,
fragmentos producidos por una biblioteca de expresion de Fab y fragmentos de unién a epitopo de cualquiera de los
anteriores. Pueden usarse construcciones genéticas que codifican tales anticuerpos como método para la inhibicidn
de la actividad de TGFp y efectuar la supervivencia del sujeto.

Para la produccién de anticuerpos, pueden inmunizarse diversos animales huésped mediante inyeccion con TGFp,
un péptido de TGFpB, TGFp truncado, equivalentes funcionales de TGFB o mutantes de TGFp. Tales animales
huésped pueden incluir pero no se limitan a conejos, ratones y ratas, por nombrar algunos. Los anticuerpos
policlonales son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo derivadas de los sueros de los animales
inmunizados.

Pueden obtenerse anticuerpos monoclonales, que son poblaciones homogéneas de anticuerpos frente a un antigeno
particular, mediante cualquier técnica que proporcione la produccion de moléculas de anticuerpo mediante lineas
celulares continuas en cultivo. Estas incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridoma de Kohler y Milstein,
(1975, Nature 256:495-497; y la patente estadounidense n.° 4.376.110), la técnica de hibridoma de células B
humanas (Kosbor et al., 1983, Immunology Today 4:72; Cole et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030),
y la técnica de hibridoma de EBV (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc.,
77-96 pags.77-96). Tales anticuerpos pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina incluyendo IgG, IgM, IgE,
IgA, IgD y cualquier subclase de las mismas.

Ademas, pueden usarse técnicas desarrolladas para la produccion de “anticuerpos quiméricos” (Morrison et al.,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81:6851-6855; Neuberger et al., 1984, Nature, 312:604-608; Takeda et al., 1985,
Nature, 314:452-454) mediante corte y empalme de los genes de una molécula de anticuerpo de ratén de
especificidad de antigeno apropiada junto con genes de una molécula de anticuerpo humano de actividad biologica
apropiada. Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes partes se derivan de diferentes especies
animales, tales como los que tienen una regién variable derivada de un AcM murino y una region constante de
inmunoglobulina humana.

Alternativamente, pueden adaptarse técnicas descritas para la produccidon de anticuerpos de cadena sencilla
(patente estadounidense n.° 4.946.778; Bird, 1988, Science 242:423,426; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:5879-5883; y Ward et al., 1989, Nature 334:544-546) para producir anticuerpos de cadena sencilla contra
productos génicos de TGF. Los anticuerpos de cadena sencilla se forman uniendo los fragmentos de cadena ligera
y pesada de la region Fv mediante un puente de aminoacidos, dando como resultado un polipéptido de cadena
sencilla.

Pueden generarse fragmentos de anticuerpo que reconocen epitopos especificos mediante técnicas conocidas. Por
ejemplo, pueden construirse bibliotecas de expresion de Fab (Huse et al., 1989, Science, 246:1275-1281) para
permitir la identificacion facil y rapida de fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada.
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Adicionalmente, las enzimas que escinden precursores de TGF para dar las isoformas activas pueden inhibirse con
el fin de bloquear la activacién de TGFB. El TGFp debe activarse para que presente sus efectos biolégicos y se
requieren enzimas para escindir la proteina precursora. Estas enzimas pueden alterarse genéticamente para impedir
la interaccién con la proteina precursora, impidiendo la escision de la proteina para dar su forma madura. La
trascripciéon o traduccion de estas enzimas puede bloquearse mediante medios conocidos en la técnica. Estas
enzimas pueden inhibirse alternativamente mediante cualquier medio conocido por el experto en la técnica.

Los TGFpB se unen a receptores serina/treonina cinasa y transmiten sefales intracelulares a través de proteinas
Smad. La transduccion de sefiales puede interrumpirse con el fin de reprimir la sefalizacion iniciada por TGFp.
Alterando la transduccion de sefales es posible impedir el efecto inmunosupresor de TGFp. Esto puede lograrse
mediante cualquier medio conocido en la técnica en el que la interaccion entre el receptor de TGFp y la proteina
Smad se antagoniza o se impide, incluyendo la administracion de células genéticamente modificadas que expresan
proteinas que bloquean o compiten con las interacciones del receptor de TGFB y la proteina Smad.
Alternativamente, la transcripcion o traduccion del receptor de TGFp o la proteina Smad puede alterarse mediante
cualquier medio conocido en la técnica con el fin de impedir la transmisiéon de sefales a lo largo de la ruta de
sefalizacion.

Se administran células diana modificadas mediante ingenieria genética para que expresen una forma de este tipo de
inhibidor de TGFB como inmundgeno a pacientes con NSCLC o SCLC, tras lo cual serviran para potenciar
respuestas inmunitarias antitumorales y de ese modo prolongar la supervivencia de sujetos que portan tumores.
Tales células pueden obtenerse del paciente (autélogas) o un donante (alogénicas o xenogénicas). Para un paciente
con NSCLC, las células modificadas mediante ingenieria genética constituyen células de céncer de pulmén de
células no pequefias (NSCLC), que son células de NSCLC en virtud de derivarse de un NSCLC o que imitan un
NSCLC (es decir, que tienen epitopos o antigenos tumorales comunes compartidos con un NSCLC primario).
Alternativamente, para un paciente con SCLC, las células modificadas mediante ingenieria genética constituyen
células de cancer de pulmon de células pequeinas (SCLC), que son células SCLC en virtud de derivarse de un SCLC
0 que imitan un SCLC (es decir, que tiene epitopos o antigenos tumorales comunes compartidos con un SCLC
primario).

Las células autdlogas son células que se derivan del mismo individuo. Las células alogénicas son células que se
derivan de otro individuo de la misma especie de modo que las células tienen variaciones genéticas intraespecie.
Las células xenogénicas son células que se derivan de un individuo de una especie diferente de modo que las
células tienen diferencias antigénicas interespecie.

En una realizacion, se escoge una linea celular tumoral de SCLC o NSCLC alogénica (o xenogénica) como
inmundgeno. Se ha mostrado que las lineas celulares de tumor de pulmén tienen epitopos compartidos con tumores
primarios (Takenoyama et al. 1998). Estos investigadores mostraron que CTL restringidos por MHC de clase |
generados contra una linea celular de adenocarcinoma de pulmén humano tenia citotoxicidad demostrable contra
otra linea celular de tumor de pulmén. La reactividad cruzada en estos experimentos se bloqueé mediante
anticuerpos monoclonales anti-CD8 y anti-MHC de clase |, lo que sugiere que existen antigenos tumorales comunes
compartidos entre las células de cancer de pulmon.

En otra realizacion, se usa como un inmundgeno un céctel de células alogénicas (0 xenogénicas) en pacientes con
NSCLC o SCLC. Puede emplearse mas de una, por ejemplo, dos, tres, cuatro o mas lineas celulares en vez de una
para aumentar el nimero total de antigenos tumorales presentes.

Ademas, las células diana tendran bajos niveles de expresion de TGFP debido a la transfeccion con una
construcciéon genética que codifica un inhibidor de TGFB2. La supresion de la expresion de TGFp por las células
tumorales eliminara una fuente principal de supresién inmunitaria operativa en el sitio de inyeccién de la vacuna.
Una respuesta inmunitaria local, dirigida contra las células tumorales inyectadas, inducira una respuesta inmunitaria
sistémica contra el tumor nativo de los pacientes.

Las células diana se modifican mediante ingenieria genética in vitro usando técnicas de ADN recombinante para
introducir las construcciones genéticas en las células, por ejemplo, mediante procedimientos de transduccion
(usando vectores virales) o de transfeccion, incluyendo pero sin limitarse a el uso de plasmidos, césmidos, YAC,
electroporacion, liposomas, etc. Las células modificadas mediante ingenieria genética pueden introducirse en el
paciente, por ejemplo, en la circulacién, por via intraperitoneal, por via intradérmica, por via subcutanea, en los
I6bulos del pulmén. Alternativamente, las células pueden incorporarse en un matriz e implantarse en el cuerpo como
parte de un injerto de tejido.

En otra realizacion, las células diana se modifican mediante ingenieria genética para expresar una secuencia
codificante para una o mas citocinas. En una alternativa, se introduce un vector de expresiéon que codifica
individualmente para la una o mas citocinas en las células diana. En otra alternativa, se introduce un vector de
expresion que codifica de manera doble para la una o mas citocinas y un inhibidor de TGFp en las células diana.
Todavia en otra alternativa, algunas células diana se modifican mediante ingenieria genética para que expresen una
secuencia codificante para una o mas citocinas y otras células diana se modifican genéticamente para que expresen

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2373431 T3

un inhibidor de TGFpB. Mediante la administracion conjunta del agente inmunoestimulador junto con la inhibicion del
TGFB inmunosupresor, puede mejorarse la respuesta inmunitaria de un sujeto frente a células tumorales. Los
ejemplos de citocinas utiles para la practica de la presente invencion incluyen interleucina 1, interleucina 2,
interleucina 3, interleucina 4, interleucina 5, interleucina 6, interleucina 7, interleucina 8, interleucina 9, interleucina
10, interleucina 11, interleucina 12, interleucina 15, interferéon-alfa, interferén-gamma, factor de necrosis tumoral alfa,
factor de crecimiento transformante beta, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos y factor
estimulante de colonias de granulocitos. El nivel de expresion de citocinas debe regularse de manera que la
inmunidad antitumoral pueda aumentarse sin producir toxicidad sistémica significativa en el sujeto.

Cuando las células diana que van a administrarse son células no autélogas, pueden administrarse usando técnicas
bien conocidas que impiden el desarrollo de una respuesta inmunitaria del huésped contra las células introducidas.
Por ejemplo, las células pueden introducirse en una forma encapsulada que, mientras permite un intercambio de
componentes con el entorno extracelular inmediato, no permite que las células introducidas se reconozcan por el
sistema inmunitario del huésped.

La toxicidad y eficacia terapéutica de las células de NSCLC o SCLC puede determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la
DL50 (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la
poblacién). La razon de dosis entre efectos terapéuticos y toxicos es el indice terapéutico y puede expresarse como
la razon DL50/DESO0. Se prefieren niumeros de células de NSCLC o SCLC que presenten indices terapéuticos altos.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse en la
formulacion de un intervalo de dosificaciones para su uso en seres humanos. La dosificacion para seres humanos se
encuentra preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones que incluyen la DE50 con poca o sin toxicidad.
Para cualquier numero de células de NSCLC o SCLC usadas en la invencion, la dosis terapéuticamente eficaz
puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede formularse una dosis en modelos
animales para lograr un intervalo de concentracién que incluye la CI50 (es decir, la concentracion del material de
prueba que logra una inhibicion de sintomas de la mitad de la maxima) tal como se determina en cultivo celular. Tal
informacién puede usarse para determinar de manera mas precisa dosis utiles en seres humanos.

Pueden formularse composiciones farmacéuticas para su uso segun la presente invencion de una manera
convencional usando uno o mas excipientes o portadores fisioldgicamente aceptables. Pueden usarse diversos
adyuvantes para aumentar la respuesta inmunolédgica, incluyendo QS-21, Detox-PC, MPL-SE, MoGM-CSF,
TiterMax-G, CRL-1005, GERBU, TERamide, PSC97B, Adjumer, PG-026, GSK-1, GcMAF, B-alethine, MPC-026,
Adjuvax, CpG ODN, Betafectin, alumbre y MF59 (véase Kim et al. Vaccine 2000, 18: 597 y referencias en el mismo).
Las formulaciones para las inyecciones pueden presentarse en forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, en
ampollas o recipientes de multiples dosis.

La presente invencion proporciona adicionalmente una composicion terapéutica que comprende las células
genéticamente modificadas que expresan un inhibidor de TGF y un portador terapéuticamente aceptable. Tal como
se usa en el presente documento, un portador terapéuticamente aceptable incluye cualquiera y todos los
disolventes, incluyendo agua, medios de dispersion, medios de cultivo de células, agentes isoténicos y similares que
no sean toxicos para el huésped. De manera conveniente, es una disoluciéon tamponada isoténica acuosa con un pH
de aproximadamente 7,0. El uso de tales medios y agentes en composiciones terapéuticas se conoce bien en la
técnica. Excepto en la medida en que cualquier agente o medio convencional sea incompatible con las células
genéticamente modificadas de la presente invencion, se contempla el uso de tal agente o medio convencional en las
composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse principios activos complementarios en las
composiciones.

Las composiciones terapéuticas de la presente invencién pueden administrarse a un animal que las necesita. Por
consiguiente, la presente invencién proporciona usos para inducir una respuesta inmunitaria en un animal que
necesita tal respuesta, que comprende administrar a un animal una cantidad inmunolégicamente eficaz de las
células genéticamente modificadas objeto. La presente invencién también proporciona usos para prevenir o tratar un
tumor en un animal, que comprenden administrar a un animal una cantidad antitumoral eficaz de las células
genéticamente modificadas objeto.

El término “animal” usado en el presente documento abarca todos los mamiferos, incluyendo el ser humano.
Preferiblemente, el animal de la presente invencién es un sujeto humano.

La respuesta inmunitaria inducida en el animal administrando las células genéticamente modificadas objeto puede
incluir respuestas inmunitarias celulares mediadas principalmente por células T citotoxicas, que pueden destruir
células tumorales, asi como respuestas inmunitarias humorales mediadas principalmente por células T auxiliares,
que pueden activar a las células B conduciendo asi a la produccion de anticuerpos. Puede usarse una variedad de
técnicas para analizar el tipo de respuestas inmunitarias inducidas por las células genéticamente modificadas objeto,
que se describen bien en la técnica; por ejemplo, Coligan et al. Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons
Inc. (1994).
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La expresion “prevenir un tumor” usada en el presente documento significa que la aparicion del tumor se previene o
el inicio del tumor se retrasa significativamente. La expresion “tratar un tumor” usada en el presente documento
significa que el crecimiento tumoral se inhibe significativamente, lo que se refleja mediante, por ejemplo, el volumen
tumoral. El volumen tumoral puede determinarse mediante diversos procedimientos conocidos, por ejemplo,
obteniendo mediciones bidimensionales con un calibre de esfera.

Cuando se indica “una cantidad inmunolégicamente eficaz”, “una cantidad antitumoral eficaz” o “una cantidad que
inhibe el tumor eficaz”, la cantidad precisa de las células genéticamente modificadas que va a administrarse puede
determinarse por un médico considerando diferencias individuales en edad, peso, tamafio del tumor, extension de la
infeccion o metastasis y estado del paciente. Puede establecerse generalmente que una composicion terapéutica
que comprende las células genéticamente modificadas del sujeto se administra convenientemente en una cantidad
de al menos aproximadamente 1 por 10° hasta aproximadamente 5 por 10° células por dosis.

La administracién de las composiciones terapéuticas objeto puede llevarse a cabo de cualquier manera conveniente,
incluyendo mediante inhalacion de aerosol, inyeccion, ingestion, transfusion, implantacion o trasplante.
Convenientemente, las células genéticamente modificadas de la presente invencion se administran a un paciente
mediante inyeccion subcutanea (s.c.), intraperitoneal (i.p.), intraarterial (i.a.) o intravenosa (i.v.). El portador
terapéuticamente aceptable debe esterilizarse mediante técnicas conocidas por los expertos en la técnica.

La invenciéon se ilustra adicionalmente mediante el siguiente ejemplo especifico que no pretende de ningin modo
limitar el alcance de la invencion. Se prevé sustituir TGFB1 y TGFB3 por TGFB2 en el siguiente ejemplo.
Adicionalmente, se prevé sustituir células de SCLC por células de NSCLC en el siguiente ejemplo.

Ejemplo

Se usaron en un ensayo clinico cuatro lineas celulares de cancer de pulmoén de células no pequefias humanas que
se han establecido previamente en el laboratorio de cultivo tisular. Se modificaron genéticamente estas células
tumorales en el laboratorio para bloquear su secrecion de TGFB. Entonces se usaron las células modificadas
mediante ingenieria genética como vacunas en pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias. Se
inyectaron a los pacientes cuatro veces, en intervalos mensuales, los cocteles de vacunas genéticamente
modificadas que constituyen las cuatro células tumorales modificadas con gen antisentido de TGFB no propias
(alogénicas). El fundamento para usar células tumorales de otras personas es que se ha mostrado que las lineas
celulares de tumor de pulmén que pertenecen a diferentes personas comparten caracteristicas comunes que se
reconocen por sistemas inmunitarios no propios. Se evaluaron los pacientes tratados cuatro meses tras entrar en la
terapia. Los pacientes que responden a la terapia reciben de cuatro a doce inyecciones adicionales para evaluar si
su respuesta a la terapia puede ampliarse.

Se asignan los pacientes aleatoriamente a una de las tres cohortes separadas. El céctel de vacuna constituye un
ndmero igual de cada una de las cuatro lineas celulares de NSCLC modificadas con gen antisentido de TGFp
irradiadas. El numero de células inyectadas en las tres cohortes es de 1,25 x 107, 2,5 x 107 y 5 x 10" células
respectivamente.

Se monitorizan la respuesta, el tiempo hasta la progresion tumoral y la supervivencia libre de tumor en pacientes y
se comparan con controles histéricos y pacientes que reciben otras formas de terapia. Se monitorizan los pacientes
y se evallan segun criterios de evaluacion convencionales de falta de respuesta, enfermedad estable, respuesta
parcial y respuesta completa. Se usan los resultados de este estudio para evaluar la viabilidad del ensayo clinico
adicional con células tumorales modificadas con gen antisentido del TGFp solo y en combinacion con modificacion
con gen de IL-2 (u otra citocina).

Objetivo primario

El objetivo primario del ensayo clinico es evaluar la capacidad de dosis crecientes de una vacuna de células
tumorales genéticamente modificadas para inducir respuesta tumoral en pacientes con NSCLC.

Diseno del estudio

Este estudio se disefia para evaluar la eficacia de la inmunizacién con dosis crecientes de una vacuna de células
tumorales alogénicas en pacientes con NSCLC. Se hace un seguimiento a los pacientes para determinar la
respuesta clinica, inmunogenicidad y seguridad.

Pacientes elegibles reciben 4 inyecciones intradérmicas mensuales con un céctel celular compuesto por numeros
iguales de cuatro lineas celulares de NSCLC modificadas con gen antisentido de TGFp2 alogénicas irradiadas. Se
asignaron aleatoriamente los pacientes a una de las tres cohortes de estudio. Los pacientes recibieron 1,25 x 107,
2,5x 107, 0 5 x 107 células genéticamente modificadas, respectivamente.

Cuando estan disponibles, se usan muestras tumorales obtenidas de los pacientes de estudio en el momento de la
cirugia clinicamente indicada para establecer una linea celular para cada paciente. Entonces se usan las células
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tumorales de los pacientes en analisis de precursores o ensayo de citotoxicidad que monitorizan las respuestas
inmunitarias de los pacientes a las inoculaciones de terapia génica.

Administracion de las vacunas

Los pacientes reciben inyecciones intradérmicas de la vacuna de células tumorales en los meses 0, 1, 2, 3y 4. Estas
se administran de forma ambulatoria. Se rotan los sitios de inyeccion entre las extremidades inferiores y superiores.
Se observan los pacientes en la clinica durante 2 horas tras la vacunacién. Durante este periodo de observacion, se
toman los signos vitales cada 30 minutos. Se da de alta a los pacientes que no experimentan efectos secundarios
significativos del tratamiento 2 horas tras la vacunacion.

Resumen de los procedimientos de estudio

Se vacunan los pacientes segun el programa explicado brevemente en la tabla a continuacion. Se tratan inicialmente
los pacientes una vez al mes durante 4 meses, a menos que se documente toxicidad no manejable o progresion de
la enfermedad clinicamente significativa que requiera intervencion con otras terapias anticancerigenas. Se realiza la
estadificacion tumoral (mediante exploraciones de TAC/IRM completas) en el nivel inicial y en las semanas 8, 16 y
28 y cada 3 meses después de eso. Los pacientes tienen una monitorizacién en serie de la respuesta inmunitaria
(repuestas de células T y humorales) cada 4 semanas hasta la semana 28 y cada 12 semanas después de eso. Se
monitorizan los pacientes estrechamente para determinar la toxicidad durante todo el estudio. En los pacientes que
demostraban beneficios del tratamiento, se proporcionan vacunaciones adicionales, administradas cada 4-8
semanas, durante hasta 12 vacunaciones adicionales (total de 16 vacunaciones).

Normas de detencion

Dado que las respuestas tumorales frente a la vacunacion pueden seguir un periodo de progresion tumoral inicial, se
permite que los pacientes permanezcan en el estudio en medio de progresién clinicamente no significativa en la
semana 8. En la semana 16, tales pacientes no deben mostrar progresiéon tumoral adicional (no mas de un aumento
del 25% en la semana 16 en comparacion con la semana 8). Se retiran del estudio los pacientes que demuestran
enfermedad progresiva en la semana 16 (en comparacién con la semana 8).

Descripcion del esquema de tratamiento mensual

Procedimiento Seleccion Dia Dia Dia Dia
1 2 8 29/1

Consentimiento informado X

Historia, examen' X[2] X

Contacto telefénico X

Signos vitales, peso, PS X[2] X X X

Acontecimientos adversos X[2] X X X

Medicaciones concomitantes X[2] X X X

CBC con diferencial X[1] X X X

Panel de electrolitos X[1] X X

Panel de metabolismo X[2] X X

Estadificacion tumoral® X [4]

Biopsia del sitio de X

inoculacién

Inmunidad humoral® X[2] X

Inmunidad celular’® X[2] X

Administracion de la vacuna® X X

[X]: en el plazo de X semanas antes del dia 1

'una vez al mes durante el tratamiento y una vez cada 3 meses en el seguimiento

2repetido en las semanas 8, 16, 28, luego cada 12 semanas

3repetido en las semanas 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, luego cada 12 semanas

*administrado en las semanas 1, 4, 8, 12. Posible administracion continuada para pacientes que responden
Definicidon de procedimientos

Teléfono de contacto: La enfermera del estudio contacta telefénicamente con los pacientes para
evaluar el grado de inflamacién, dolor o puritis en el sitio de inyeccion
local
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CBC con diferencial:
Panel de electrolitos:
Panel de metabolismo:
Estadificacion tumoral:

Biopsia del sitio de inoculacion:

Inmunidad humoral:
Inmunidad celular:

Criterios de inclusién

« Consentimiento informado firmado

* > 18 afos

ES 2373431 T3

WBC, HCT, HGB, recuento de plaquetas, % de neutrdfilos, % de
linfocitos, % de monocitos

Sodio, potasio, cloruro, didéxido de carbono, BUN, creatinina, glucosa
Calcio, fosforo, AST, ALT, fosfatasa alcalina, bilirrubina, acido dUrico,
albumina, proteina,

Examen fisico, rayos x, TAC/IRM segun sea apropiado. Todas las
evaluaciones deben usar el mismo método para evaluar el tumor tal como
se usa en el nivel inicial

Biopsia tisular con sacabocados realizada en la periferia del sitio de
vacunacion inflamado o, si no hay inflamacién, para incluir el sitio de
vacunacion

Titulos antitumorales séricos

Inmunofenotipado de subconjuntos de células B y células T de sangre
periférica (si estan disponibles suficientes células) incluyendo CD3, CD4,
CD8, CD16, CD20 y CD68.

Medida del perfil de citocinas de PBC mediante cuantitativa (semi-
cuantitativa), actividad NK (destruccion no especifica), actividad LAK
(alodestruccion).

* NSCLC no curable histolégicamente confirmado con enfermedad medible y un volumen estimado de 125 cc

* Estado de desempefio (ECOG) < 2

* Recuento total de granulocitos 1.500/mm3

* Recuento de plaquetas 100.000/mm3

* Bilirrubina total < 2 mg/dl

* AST y ALT < 2x el limite superior de lo normal

* Creatinina < 1,5 mg/dI

Criterios de exclusion

« Esteroides sistémicos concurrentes > 20 mg de prednisona/dia

» Esplenectomia anterior

« Cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia con esteroides o inmunoterapia < 4 semanas de ingreso en el estudio

» Metastasis cerebral o linfomatosis meningea a menos que se trate y permanezca estable durante 2 meses

« Positivos para VIH conocidos

» Enfermedad no maligna grave (por ejemplo, insuficiencia cardiaca congestiva, o infecciones bacterianas, virales, o
fungicas no controladas activas), u otras condiciones que, en opinion del investigador, comprometerian los objetivos

del protocolo.

* Tumores malignos anteriores (excluyendo carcinomas de la piel distintos de melanoma) a menos que esté en

remision durante > 2 afios

 Tratamiento con un farmaco en investigacion en el plazo de los 30 dias antes del ingreso en el estudio

« Historia de trastorno psiquiatrico que impediria la adherencia al protocolo

» Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia o que rechazan llevar a cabo anticoncepcion si tienen posibilidad

de reproduccion

Realizacién del estudio

Se realiza el estudio segun las buenas practicas clinicas, la declaracion de Helsinki y la ley US 21 CFR Parte 50 -
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Proteccion de sujetos humanos, y Parte 56 - Comités de revision institucionales. Se obtiene el consentimiento
informado por escrito, con fecha para el estudio de todos los pacientes antes de llevarse a cabo los procedimientos
especificados en los protocolos. Después de firmar, se facilita a los pacientes una copia de su consentimiento
informado. Se obtiene la aprobacién de este estudio por parte del Comité de revision institucional apropiado antes de
incluir a los pacientes en el estudio. Los documentos de consentimiento estdn en un lenguaje totalmente
comprensible para los futuros pacientes. Se documenta el consentimiento o bien mediante la firma con fecha del
paciente o bien mediante la firma de un testigo independiente que registra el consentimiento del paciente.

Respuesta tumoral

Se evallan los pacientes mediante TAC/IRM y examen fisico. Se notifica la respuesta usando medidas de desenlace
convencionales para ensayos clinicos (respuesta completa (RC), respuesta parcial (RP), enfermedad estable (EE) y
enfermedad progresiva (EP)). Cualquier respuesta al tratamiento (o bien RP o bien RC) requiere dos evaluaciones
de confirmacién separadas al menos 4 semanas.

Respuesta completa

» Resolucion de todas las enfermedades medibles durante un periodo de al menos 4 semanas

» Resolucion de todas las enfermedades evaluables durante un periodo de al menos 4 semanas
« Sin lesiones nuevas (o bien medibles o bien evaluables)

Respuesta parcial

* Disminucion en la suma del producto de todas las lesiones medibles mediante al menos el 50% durante un periodo
de al menos 4 semanas

» Mejora subjetiva en enfermedad evaluable durante un periodo de al menos 4 semanas
« Sin lesiones nuevas (o bien medibles o bien evaluables)
Enfermedad estable

* Menos de un 50% de disminuciéon Y menos de un 25% de aumento en la suma de los productos de todas las
lesiones medibles

« Sin lesiones nuevas (o bien medibles o bien evaluables)
Enfermedad progresiva

* Mas de un 25% de aumento en la suma de los productos de todas las lesiones medibles O lesiones nuevas (o bien
medibles o bien evaluables)

Evaluacién de la respuesta inmunitaria

Evaluacién de la respuesta inmunitaria humoral

Se evallan las respuestas inmunitarias antitumorales humorales comparando el titulo de los sueros antes del
tratamiento y tras el tratamiento para determinar la reactividad contra las lineas celulares de vacunacion usando un
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). En resumen, se inmovilizan 10° células diana sobre discos
de papel filtro en una camara incubadora de 96 pocillos (V and P Enterprises, La Jolla, CA) y entonces se incuban
durante 30 minutos con los sueros de prueba. Se lavan las placas y se incuban entonces con un anticuerpo anti-lg
humana conjugado con enzima. Se lavan nuevamente las placas, se afiade el sustrato de la enzima y se cuantifica
la unién midiendo la absorbancia de cada pocillo sobre un lector de ELISA.

Evaluacién de la respuesta inmunitaria celular
Inmunofenotipado

Se realizan ensayos de citometria de flujo de inmunofluorescencia convencionales para evaluar los perfiles de
células efectoras inmunitarias antes y tras el tratamiento de los pacientes. Se miden los porcentajes de
subpoblaciones de células efectoras que reaccionan con anticuerpos monoclonales frente a células T (CD3, CD4,
CD8), células citotdxicas naturales (CD16) y células B (CD20) en la poblacion de linfocitos de sangre periférica antes
y tras el tratamiento y se correlacionan con las respuestas de los pacientes medidas mediante otros criterios. En
resumen, se incuban las células mononucleares purificadas con Ficoll-Hypaque con el anticuerpo primario durante 1
hora a temperatura ambiente, se lavan y entonces se incuban con anticuerpo secundario conjugado con
fluorocromo. Se lavan las células, se fijan y se determina el porcentaje de células positivas con un citdmetro de flujo.
Las incubaciones de las células con anticuerpo de control de isotipo coincidente en lugar del anticuerpo primario
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sirven como controles negativos.
Actividad citotoxica natural (NK)

Se analiza la actividad NK usando un ensayo de liberacién de cromo convencional usando la linea celular sensible a
NK K562 como diana. En resumen, se marcan las células K562 incubandolas con 1Cr durante 45 minutos a 37°C.
Se lavan las células diana exhaustivamente y entonces se incuban 5 x10° K562 durante 4 horas a 37°C con PBMC
antes y tras el tratamiento a razones de células efectoras:células diana que oscilan entre 100:1 y 3:1. Entonces se
centrifugan las células y se mide la cantidad de liberacion de *'Cr usando un contador gamma. Se determina el
porcentaje de lisis especifica usando la férmula: (cpm experimental - cpm de fondo)/(cpm total — cpm de fondo) x
100.

Actividad LAK

Se determina la actividad LAK mediante un ensayo de liberaciéon de cromo tal como se describié anteriormente,
usando la linea celular sensible a LAK DAUDI como la diana.

Perfil de citocinas antes y tras el tratamiento de linfocitos

Se determina el perfil de citocinas de PBMC de los pacientes mediante ensayos de PCR semicuantitativa. Se extrae
ARN de células mononucleares purificadas antes y tras el tratamiento de los pacientes y se usan para sintetizar
ADNc de la primera cadena mediante un kit de ciclo de ADNc de Invitrogen (San Diego, CA) segun la
recomendacion del fabricante. Entonces se usa el ADNc de la primera cadena como molde en ensayos de PCR que
emplean diferentes conjuntos de cebadores para la deteccién de IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, GM-CSF, INF-y, TNF-a,
etc. Para lograr la cuantificacion, se limitan las reacciones de PCR a 15-18 ciclos. Como control interno y para
ayudar a la cuantificacion de los productos, se afiaden concentraciones conocidas de un ARN de control a cada
muestra antes de la iniciacion de la sintesis de ADNc. Entonces se afiaden cebadores especificos para la secuencia
de control a las reacciones de PCR. Se determinan los perfiles de citocinas de muestras de los pacientes
cuantificando productos de PCR de los pacientes y comparandolos con los productos de PCR de control.

Biopsia cutanea del sitio de inmunizacion

Se emplean métodos inmunohistoquimicos y de tinciéon con eosina y hematoxilina convencionales empleando
anticuerpos monoclonales frente a subconjuntos de células hematopoyéticas para caracterizar los infilirados
inmunitarios observados en biopsias cutaneas en los sitios de inmunizacion. Se utilizan anticuerpos monoclonales
frente a células T (CD3, CD4, CD8), células citotdxicas naturales (CD16) y células B (CD20) para estos estudios. En
resumen, para los estudios inmunohistoquimicos, se fijan secciones de criostato en acetona fria y luego se incuban
con anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavan las secciones y entonces se incuban con
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa del rdbano seguido por tincién de las secciones con un sustrato
cromégeno apropiado y se examinan mediante microscopia éptica. Las incubaciones de secciones con anticuerpo
de control de isotipo coincidente en lugar del anticuerpo primario sirven como controles negativos.

Informacion del farmaco

Formulacion clinica
Se proporciona la vacuna en viales congelados que contienen al menos 20 x 10° células por vial.
Instrucciones para los farmacéuticos

Material no diluido

Volumen del vial: 1ml

Aspecto: Fluido turbio

Almacenamiento: -176°C (nitrégeno liquido).

Riesgos: Los viales congelados no se consideran peligrosos si

no estan rotos. Los viales contienen células congeladas
en una mezcla que contiene dimetilsulfoxido al 10% y
suero bovino fetal al 50%.

Manipulacion: Los viales congelados no se consideran un riesgo de
seguridad si no estan rotos. Los viales rotos deben
desecharse segun los procedimientos de riesgo
biolégico para farmacos citotoxicos.

Material diluido

Preparacion: Antes de inyectarse en los pacientes, se descongela un
vial congelado en una cabina de bioseguridad y se lava
dos veces con medio que contiene suero y cuatro veces
con disolucidon de Ringer con lactato. Entonces se
cuentan las células y se ajustan al numero de células
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apropiado por inyeccion en un volumen de 250-400 pl.
Se administra la suspension celular en una jeringa de 1

ml tapada.

Concentrado de farmaco: 1,25 x 10", 2,5 x 10" 0 5 x 10’ células por inyeccién en
un volumen de 250-400 pl.

Diluyente: Disolucién de Ringer con lactato

Via de administracion: Inyeccidn intradérmica

Almacenamiento
Se almacenan los viales no abiertos, congelados a -176°C (nitrégeno liquido).

Evaluacién de los datos

Estadistica y tamafio de muestra estimado

Se incluyen pacientes en la cantidad de 27-75. Este es un estudio de dos fases. Cada uno de las tres ramas de
tratamiento incluye inicialmente 9 pacientes. Si no se observan respuestas en los primeros 9 pacientes, entonces no
se incluyen pacientes adicionales en esa rama de tratamiento. Si se observa al menos 1 respuesta en los primeros 9
pacientes, entonces se incluyen 16 pacientes adicionales en esa rama de tratamiento para un total de 25 pacientes
por rama de tratamiento.

Definicion de pacientes evaluables

Se consideran pacientes evaluables para la respuesta tumoral si han completado al menos 2 vacunaciones y se han
sometido a la reestadificacién del tumor en la semana 8.

Se consideran pacientes evaluables para la respuesta inmunitaria si han tenido al menos 1 vacunacién y han tenido
analisis inmunitario en la semana 4.

Los pacientes son elegibles para determinar la toxicidad tras una Unica vacunacion.
Notificacidn de los desenlaces

Se notifican las tasas de respuesta usando estadistica descriptiva y tasas de notificacion de RC, RP, EE y EP en los
pacientes que se determind que eran evaluables. Se determina el tiempo hasta la progresion tras la terapia inicial
para los pacientes que experimentan o bien una RC o bien una RP.

Los criterios de evaluacion secundarios incluyen respuesta inmunitaria, duracion de respuesta y seguridad. También
se notifican estas tasas usando estadistica descriptiva. Se notifica la seguridad como el porcentaje de pacientes que
experimenten un acontecimiento adverso dado. Se notifica el tiempo medio hasta la progresion para la poblacién
que responde usando estadistica de Kaplan-Meier.

Lineas celulares de NSCLC no modificadas

Siete de las ocho lineas de NSCLC usadas en la produccion de esta vacuna son lineas celulares establecidas que
se adquieren de la American Tissue Cell Culture (ATCC). Se establecio la linea celular de NSCLC escamoso
humano, Rh-2 a partir de una muestra de reseccién quirtrgica en el laboratorio del Dr. Steven Dubinett en UCLA en
1994, y esta disponible al publico por Lee et al., J. Inmunology 152: 3222, 1994; Huang et al., Cancer Research 55:
3847, 1995; Huang et al., J. Immunology 157: 5512, 1996; y Huang et al., Cancer Research 58: 1208, 1998.

Plasmido antisentido pCHEK/HBA2: TGF[2

Se derivo el vector pCHEK usado para construir el plasmido que contiene antisentido de TGFB2 humano a partir del
vector pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA). Se ha modificado ligeramente para facilitar la subclonacién genética. El
vector portador resultante es pCHEK. Se usé la subclonacion genética para insertar el fragmento de gen antisentido
de TGFB2 (HBA2) en pCHEK. Se examinaron alicuotas del plasmido pCHEK/HBA2 mediante analisis con enzimas
de restriccion para garantizar 1) la identidad del vector portador en el que se clond el antisentido de TGFB2 y 2) la
orientacion correcta del inserto antisentido de TGFp2.

Limites de la prueba: Homologia completa con tamafios de fragmentos de ADN esperados tras una serie de digestos
de restriccion con 14 endonucleasas: Apal, BamHlI, Bglll, Clal, EcoRV, Hindlll, Hpal, Notl, Nrul, Pstl, Sall, Sacll, Scal
y Xbal.

Resultados: Los fragmentos de ADN observados obtenidos mediante estos digestos de restriccion se correspondian
con los tamafios de fragmento esperados del plasmido pCHEK/HBAZ2. En conclusion, el vector usado para la
subclonacion es correcto y el inserto de fragmento de gen antisentido de TGFp2 esta en la orientacion correcta.
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Los fragmentos esperados de estos digestos de restriccion son:

Apal 4604 pb  3309pb 1957 pb 874pb 219 pb
BamHI 10963 pb

Bglll 10210 pb 753 pb

Clal 10963 pb

EcoRV 10963 pb

Hindlll 7540 pb 2787 pb 636 pb

Hpal 10251 pb 712 pb

Notl 10963 pb

Nrul 5716 pb 5247 pb

Pstl 7573 pb  1494pb 1277 pb 619 pb
Sall 8738 pb 2225 pb

Sacll 5347 pb 3340 pb 2276 pb

Scal 8021 pb  1915pb 1027 pb

Xbal 9579 pb 1384 pb

Inserto antisentido de TGFp2

Para garantizar adicionalmente la secuencia y orientacion correctas del fragmento antisentido de TGF2, se sometio
a prueba el inserto mediante analisis de secuencia usando un analizador genético ABI-310 (Perkin Elmer, Foster
City, CA).

Limites de la prueba: Homologia completa entre el inserto del plasmido y el antisentido de TGFp2.

Resultados: Los resultados de secuenciacién obtenidos confirmaron la presencia del fragmento de TGFf2 humano
en el vector pCHEK. Estos resultados también confirmaron la orientacion correcta del inserto. La secuencia del
fragmento de TGF 2 humano usado en la construccion del vector pPCHEK/HBAZ2 y sus regiones flanqueantes en el
vector son tal como sigue. Las letras en minuscula representan las dos secuencias del vector que flanquean el
fragmento de TGF32 humano.

tgtctggatc cggccttgee ggcectega (seq id no:2)-- secuencia del vector que flanquea el inserto--

par de bases 5 de TGFB2 humano
AATTCAAGCAGGATACGTTTTTCTGTTGGGCATTGACTAGATTGTTTGCAAAAGTTTCGCATCAAAAACAACAACA
ACAAAACAAACAACTCTCCTTGATCTATACTTTGAGAATTGTTGATTTCTTTTTTTTATTCTGACTTTTAAAAACAAC
TTTTTTTTCCACTTTTTTAAAAAATGCACTACTGTGTGCTGAGCGCTTTTCTGATCCTGCATCTGGTCACGGTCGC
GCTCAGCCTGTCTACCTGCAGCACACTCGATATGGACCAGTTCATGCGCAAGAGGATCGAGGCGATCCGCGGG
CAGATCCTGAGCAAGCTGAAGCTCACCAGTCCCCCAGAAGACTATCCTGAGCCCGAGGAAGTCCCCCCGGAGG
TGATTTCCATCTACAACAGCACCAGGGACTTGCTCCAGGAGAAGGCGAGCCGGAGGGCGGCCGCCTGCGAGC
GCGAGAGGAGCGACGAAGAGTACTACGCCAAGGAGGTTTACAAAATAGACATGCCGCCCTTCTTCCCCTCCGAA
ACTGTCTGCCCAGTTGTTACAACACCCTCTGGCTCAGTGGGCAGCTTGTGCTCCAGACAGTCCCAGGTGCTCTG
TGGGTACCTTGATGCCATCCCGCCCACTTTCTACAGACCCTACTTCAGAATTGTTCGATTTGACGTCTCAGCAAT
GGAGAAGAATGCTTCCAATTTGGTGAAAGCAGAGTTCAGAGTCTTTCGTTTGCAGAACCCAAAAGCCAGAGTGC
CTGAACAACGGATTGAGCTATATCAGATTCTCAAGTCCAAAGATTTAACATCTCCAACCCAGCGCTACATCGACA
GCAAAGTTGTGAAAACAAGAGCAGAAGGCGAATGGCTCTCCTTCGATGTAACTGATGCTGTTCATGAATGGCTTC
ACCATAAAGACAGGAACCTGGGATTTAAAATA (SEQ ID NO: 1) -- par de bases 935 de TGFB2 humano. -- agcttgct
agcagctggt acccagct (seq id no: 3)-- secuencia del vector que flanquea el inserto

Lineas celulares de NSCLC genéticamente modificadas

Tras la transfeccion, se sometieron a prueba clones de cada linea celular genéticamente modificada para determinar
la presencia del vector pPCHEK/HBA2 mediante PCR. Sdlo los clones con pruebas positivas para pCHEK/HBA2 se
eligieron para andlisis adicional.

Resultados: Colonias de siete de las ocho lineas celulares sometidas a prueba eran positivas para la transfeccion de
antisentido de TGFpB2. La linea celular NCI-H-292 era negativa.

Regulacién por disminucién del TGF32

Tras la transfeccidn, se sometieron a prueba clones de cada linea celular genéticamente modificada para detectar la
regulacion por disminucion de TGFB2 mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y se
compararon con lineas celulares originales no modificadas. En resumen, se recogié supernadante libre de suero de
cultivos de células modificadas con gen antisentido de TGFB2 tras 24 h y se sometié a ensayo por triplicado para
determinar los niveles de secrecion de TGFB2 empleando un kit de ELISA (Genzyme, Cambridge, MASS). Se
capturé el TGFB2 humano mediante un anticuerpo monoclonal anti-TGFB2 humano y se cuantifico mediante
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reaccion con antisuero anti-TGFB2 humano de cabra conjugado con peroxidasa del rabano segun la recomendacion
del fabricante. Se logré la cuantificacion revelando la reaccion enzimatica con un sustrato cromégeno y leyendo la
densidad Optica en un lector de placas micro-ELISA. Una curva de TGFB2 patrén que presenta concentraciones
conocidas de TGFB2 permiti6 la cuantificacion de la secrecion de TGFB2 por las antisentido células modificadas con
gen antisentido de TGFp2.

Limites de la prueba para células tumorales no modificadas: Secrecion de al menos 200 pg de
TGFB2/10° células/24 h.

Limites de la prueba para lineas celulares de tumor genéticamente modificadas para vacuna: Disminucién de la
produccién de TGFB2 en al menos el 35% con respecto a células originales no modificadas. Se ha demostrado que
este limite de la prueba potencia la inmunogenicidad de células tumorales en regimenes de vacunacion, por Lee et
al., J. Immunology 152: 3222, 1994.

Aproximadamente 3-4 dias antes del inicio de la terapia, vuelven a someterse a prueba alicuotas de cada linea
celular genéticamente modificada para determinar la inhibicion de TGFB2. Se aplican los mismos limites de la
prueba.

Linea celular | Carcinoma de | Niveles de TGFf2 no | Niveles de TGFp2 | % de regulacion

pulmén modificados genéticamente por disminucién de

(ng/10° células/24 h) | modificado  (ng/10° | TGFp2
células/24 h)

NCI-H-292 Mucoepidermoide ND ND ND
NCI-H-460 Célula grande 0,67 0,12 82%
NCI-520 Escamoso 2,27 1,43 37%
I1-H-596 Adenoescamoso 1,5 2,6 -73%
NCI-H-661 Célula grande 13,1 12,96 1%
SK-LU-1 Adenocarcinoma 3,58 1,36 62%
SK-MES-1 Escamoso 1,2 1,36 -13%
Rh-2 Escamoso 1,16 0,1 91%

Las 4 lineas celulares seleccionadas fueron: NCI-H-460, NCI-H-520, SK-LU-1 y Rh-2. En los ensayos, las
modificaciones con gen antisentido de TGFB2 dieron como resultado el 37-91% de bloqueo de la expresion de
TGFB2 intrinseca en células tumorales. La supresion de la expresion de TGFB2 en estas células se ha mantenido
estable durante un periodo de seis a hueve meses en cultivo.

Densidad celular

Antes de la vacunacion de pacientes se evalua la densidad celular para cada linea celular. Se cuenta una alicuota
de cada linea celular que va a usarse usando un hemocitometro para determinar la densidad celular. Se mezclan
numeros iguales de cada linea celular genéticamente modificada para las tres dosis que van a investigarse en este
estudio (1,25 x 10°, 2,5 x 10° y 5 x 10° de células totales respectivamente).

Viabilidad celular

Antes de la vacunacién de pacientes también se evalla también la viabilidad celular para cada linea celular. Se
evalla la viabilidad de las células empleadas para la inmunizacién mediante métodos de exclusion con azul tripano.
El tinte azul tripano es una medida de la integridad de la membrana plasmatica. Las células viables mantienen la
integridad de la membrana plasmatica y por tanto excluyen el tinte. Las células muertas pierden la integridad de la
membrana y permiten la captacion del tinte apareciendo por tanto azules. Se somete a prueba una alicuota de cada
linea celular y se cuentan las células en un hemocitometro. Se determina el porcentaje de células "no azules"
viables.

Limites de la prueba: La viabilidad de las células tumorales modificadas con gen antisentido de TGFp2 usadas para
la terapia debe ser superior al 50%.

Clonogenicidad

Para garantizar la seguridad, todas las lineas celulares de tumor genéticamente modificadas que van a usarse en las
vacunaciones de pacientes deben irradiarse antes de la inyeccion. Esto es para impedir el crecimiento y replicacion
de las células tumorales. Se irradian las células antes de su uso con una dosis de 10.000 cGy. La seleccién de esta
dosis de radiacion se basa en conversaciones con el Dr. Herman Suit, jefe de Radiooncologia en el Hospital General
de Massachusetts. Esta fue la dosis mas baja de radiacion suficiente para hacer que las células tumorales no
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pudiesen proliferar y formar un tumor. Se desea utilizar la dosis de radiacion mas baja posible para las células
transfectadas para optimizar el nivel y la duraciéon de la transcripcion de antisentido de TGFB2. Ademas, se ha
sometido a prueba esta dosis de irradiacion en el laboratorio en células tumorales cultivadas de diferentes origenes
histolégicos, incluyendo NSCLC humano, gliomas, cancer de colon y lineas celulares de carcinoma pancreatico y se
ha demostrado que se puede detener completamente la formacion de colonias por células tumorales cultivadas de
diferentes origenes histolégicos.

Se irradiaron muestras de lineas celulares de NSCLC humano genéticamente modificadas y no modificadas con
10.000 centi-Grays. Entonces se cultivaron las células irradiadas en frascos T-225 y se observé la formacion de
colonias. Se definié una colonia como una agrupacion de 16 células en crecimiento. Tal como se presenta en la
tabla a continuacion, no se formaron colonias en los cultivos irradiados durante un periodo de observacién de cuatro-
seis semanas. En cambio, todos los cultivos de control no irradiados se llegaron a la confluencia tras 10-14 dias. Se
produjo muerte celular aproximadamente dos semanas tras el inicio de los cultivos irradiados.

Efecto de la radiacion sobre cultivos celulares de NSCLC primarios

Células tumorales Dosis de radiaciéon (Gys) N.° de colonias a las 5 semanas
Cultivos de control Ninguna Confluentes tras 10-14 dias
NCI-H-292 10.000 Ninguna

NCI-H-460 10.000 Ninguna

NCI-H-520 10.000 Ninguna

NCI-H-596 10.000 Ninguna

NCI-H-661 10.000 Ninguna

SK-Lu 1 10.000 Ninguna

SK-MES-1 10.000 Ninguna

Rh-2 10.000 Ninguna

Antes de la vacunacion, se descongela una alicuota de cada linea celular genéticamente modificada y se somete a
prueba para detectar la formacion de colonias durante un periodo de cultivo de cuatro a seis semanas antes de que
cada lote se considere seguro para su inyeccién en pacientes.

Limites de la prueba: Sin formacion de colonias.

Esterilidad de las lineas celulares

Se realizaron pruebas de esterilidad para cada linea celular no modificada por la ATCC, el fabricante de las células.

Ademas, se enviaron alicuotas de cada linea a Molecular Diagnostics Associates para someter a ensayo la
presencia de los siguientes agentes virales:

VIH1 &2 VHB Cmv
HH-6 VHC VLTH
VEB Virus adventicios

Resultados: Se encontré que las ocho lineas celulares maestras no modificadas eran negativas para la presencia de
bacterias, hongos y virus.

Durante el crecimiento y las manipulaciones in vitro, se sometié a prueba de manera rutinaria cada linea celular para
detectar infeccion bacteriana, fungica y por micoplasmas. Para evitar la contaminacién con otras células, se
procesaron los cultivos individualmente en todos los puntos durante manipulaciones en el laboratorio. Finalmente, en
el dia de terapia, vuelve a someterse a prueba una muestra del inéculo mediante una tinciéon de gram. Sélo las
células que pasan todas las pruebas de esterilidad se usan para la terapia.

Los limites de la prueba son: Sin infecciones bacterianas, por micoplasmas o fungicas.

Plasmido pCHEK/HBAZ2 de calidad clinica

Tras la caracterizacion preliminar del plasmido pCHEK/HBAZ2, se prepararon disoluciones madre de ADN a partir de
cultivos bacterianos mediante el método de lisis alcalina de Birnboim y Doly optimizado por Qiagen Corporation
(Birnboim y Doly, 1979), y se purificaron sobre columnas de preparacion EndoFree Giga de Qiagen. Se llevaron a
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cabo todas las etapas en condiciones estériles usando puntas de barrera ART en la cabina de flujo de bioseguridad.
Se retiré una alicuota del ADN de plasmido y se sometié a prueba para determinar la esterilidad. En resumen, se
usaron 20 ul de ADN de plasmido para inocular cuatro tubos de cultivo que contenian cada uno 5 ml de LB libre de
antibiético. Se incubaron los cultivos durante cinco dias a 37°C.

Limites de la prueba: Sin crecimiento de bacterias.
Resultados: No se observaron colonias, lo que la esterilidad del ADN de calidad clinica preparado.

Breve descripcion general de los procedimientos de fabricacién y envasado

Se adquirieron ocho lineas celulares de NSCLC establecidas de American Tissue Cell Culture (ATCC) u otro y se
expandieron y se congelaron como bancos de células maestras no modificadas (unMCB). Se someti6 a prueba cada
linea para determinar la esterilidad (contaminantes bacterianos y virales), clonogenicidad y expresion de TGFp2. Se
descongelaron alicuotas de cada linea y se transfectaron con pCHEK/HBAZ2, un vector que contiene el trasgén
antisentido de TGFB2, usando técnicas convencionales. Se expandieron las lineas celulares genéticamente
modificadas en cultivos, bajo seleccidn con higromicina, para hacer crecer suficientes nimeros para aplicaciones
terapéuticas y pruebas. Entonces se sometieron a ensayo las lineas celulares expandidas para determinar la
regulacion por disminucion de la expresion de TGFB2 y la esterilidad. Se identificaron cuatro lineas celulares de
NSCLC que demostraron una regulacion por disminucion satisfactoria de la expresion de TGFB2 y esterilidad: NCI-
H-460, NCI-H-520, SK-LU-1 y Rh-2. Se congelaron estas lineas celulares en alicuotas como (1) bancos de células
maestras genéticamente modificadas (gmMCB) y (2) bancos de células de trabajo genéticamente modificadas
(gmWCB) y se almacenaron en nitrégeno liquido. Antes de su uso, se descongelan alicuotas de estas cuatro lineas
celulares del gmWCB, se irradian con 10.000 Gy y vuelven a someterse a prueba para determinar la esterilidad,
clonogenicidad y regulacién por disminucion de TGFB2. Sdlo los lotes de células que pasan todos los limites de la
prueba son aceptables para la preparacion de la vacuna. En el dia de inyeccion, se descongelan entonces
suficientes células de cada uno de los lotes de gmWCB aceptables, se irradian y se mezclan en numeros iguales.
Antes de la vacunacién del paciente, se somete a prueba una muestra del in6culo para detectar contaminacion
bacteriana. Si no se detecta contaminacion, puede procederse a la vacunacion.

Adquisicién de tejidos

Se obtuvieron las siguientes ocho lineas celulares de NSCLC establecidas de American Type Culture Collection
(ATCC) u otro, se expandieron en cultivo y se congelaron como bancos de células maestras no modificadas (8
unMCB totales). Se cultivaron las lineas celulares en IMDM complementado con FBS al 10%, Hepes 25 mM, L-
glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, fungizona 2,5 pg/ml, sulfato de gentamicina 50 pg/ml, a-tioglicerol 10" M y
aminoacidos no esenciales. Se congel6 cada linea celular como uno lote que contiene 100 viales a > 10® células/vial.
Se sometio a prueba cada linea para determinar la esterilidad y expresion de TGF 2. Se usaron las siguientes lineas
celulares:

* NCI-H-292
* NCI-H-460
* NCI-H-520
» NCI-H-596
* NCI-H-661
* SK-LU-1

* SK-MES-1
* Rh-2

Construccion del plasmido de expresién de antisentido de TGF2 humano

Descripcion del plasmido pCHEK/HBA2

Se derivé el vector pCHEK usado para construir el plasmido de expresion de antisentido de TGF32 humano
(pCHEK/HBA2) del vector pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA) para facilitar la modificacion genética de células
cancerosas y para eliminar problemas de seguridad. El vector pCHEK es idéntico al vector pCEP4 en todas las
regiones excepto por lo siguiente:

« Se incorpora resistencia a kanamicina, en lugar de resistencia a ampicilina, en el vector pCHEK.

* En el vector pCHEK, una unidad de casete de ADN que consiste del promotor temprano de SV-40 seguido por un
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intron dirige la expresion del gen de resistencia a higromicina. La incorporacion de la unidad de promotor de SV-
40/intrén es para aumentar la expresion del gen de resistencia a higromicina para facilitar la selecciéon de células
genéticamente modificadas en cultivo.

El plasmido pCHEK/HBA2 utiliza un promotor de CMV para dirigir la expresion de un fragmento de TGFB2 humano
de 930 pares de bases en orientaciéon antisentido. El fragmento antisentido de TGFB2 consiste en 6-935 bases del
extremo 5’ de la molécula de ADNc de TGFB2 humano que se ligd en orientacidon inversa adyacente a y bajo el
control del promotor de CMV. El vector pCHEK también contiene el gen de resistencia a higromicina dirigido por el
promotor temprano de SV-40, el origen de replicacion del virus de Epstein-Barr y el gen para la proteina 1 asociada
al nucleo del virus de Epstein-Barr (EBNA-1). Adicionalmente, el vector contiene el origen de ColE1 y genes de
resistencia a kanamicina para la seleccién de bacterias que contienen el vector durante la fabricacion del ADN.

DOMINIOS DEL VECTOR pCHEK

Dominio Fragmento que contiene el dominio
Senal de poli A de SV-40 1-405
Sitio de clonacién mdltiple 406-463
Promotor de CMV 467-1311
Senial de poli A de TK 1312-1843
Higromicina 1844-2899
Intrén 2900-3233
Promotor temprano de SV-40 3234-3602
Origen de ColE1 & resistencia a kanamicina 3603-5188
EBNA-1 5189-7789
Origen de replicaciéon de Epstein Barr (OriP) 7790-1046

Subclonacion del antisentido de TGFB2 en el vector pPCHEK
Aislamiento de TGFp2

Para construir el plasmido pCHEK/HBA2, se construyé en primer lugar pCEP4/HBA2, un vector lanzadera. En
resumen, se digirié el plasmido pPC21 (disponible al publico por el Dr. Purchio) que contiene el gen de TGFf2
humano hasta el final con EcoRI. Se hicieron romos los extremos de EcoRI ajustando las condiciones de reaccion a
250 uM de cada dATP, dCTP, dGTP, y dTTP y afiadiendo 3 unidades de enzima Klenow para iniciar la reaccién. Se
dejo que la reaccion avanzara durante 30 minutos a 37°C. Entonces se ajusto el volumen de reaccion a 100 pl con
TE y se extrajo con fenol/cloroformo. Se precipitdé el ADN con isopropanol y se enjuagé con etanol al 70%. Se liberd
el fragmento de TGFB2 de 930 pares de bases (HBA2) del vector mediante digestiéon con Hind Ill. Tras la
electroféresis en un gel de agarosa al 1%, se corté un trozo de gel que contenia el fragmento de TGFB2 de 930 pb y
se extrajo el fragmento de ADN mediante un método rutinario de silice oxidada (polvo de vidrio). Entonces el ADN de
TGFp2 estaba listo para ligarse en el vector pCEP4.

Construccion del vector lanzadera pCEP4/HBA2

Se preparé el vector pPCEP4 mediante digestion con la enzima de restriccion Xhol, y se hicieron romos sus extremos
mediante reaccién con Klenow tal como se describié anteriormente. Tras la extraccion con fenol/cloroformo y la
precipitacion con etanol, se digirié el vector con Hind Il y se purific6 mediante el método de electroféresis en gel de
agarosa / polvo de vidrio tal como se describié anteriormente.

Se subclond direccionalmente el fragmento de TGFB2 humano de 930 pares de bases en el vector pCEP4 en
orientacién antisentido. Tras la transformacién de E. coli, se prepar6 ADN de pCEP4/HBA2 a partir de varias
colonias bacterianas transformadas resistentes a ampicilina. Se caracterizé el ADN aislado a partir de estas colonias
mediante analisis con enzimas de restriccion y se selecciond un clon designado como pCEP4/HBA2 y se usé para la
construccion del plasmido clinico pPCHEK/HBA2.

Construccioén del plasmido de la expresion pCHEK/HBA2

En resumen, se digiri6 el ADN de pCEP4/HBA2 con las enzimas de restriccion Kpn | y Bam HI y se purifico el
fragmento de inserto antisentido de TGF 2 de 930 pb mediante electroféresis en gel de agarosa. Entonces se ligo el
inserto en el vector pCHEK digerido con Kpn | y Bam HI, y se us6 para transformar bacterias. Tras la seleccion con
kanamicina del cultivo durante la noche, se aislé el ADN de pCHEK/HBAZ2 a partir de varios clones y se caracterizd
mediante analisis con enzimas de restriccion para garantizar la identidad correcta. Para garantizar adicionalmente la
secuencia y orientacion correctas del fragmento antisentido de TGFB2, se sometid a prueba el inserto mediante
analisis de secuencia usando un analizador genético ABI-310 (Perkin Elmer, Foster City, CA).
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Fabricacion del plasmido pCHEK/HBA2 de calidad clinica

Tras la caracterizacion preliminar, se cultivd en linea una colonia bacteriana que contenia el plasmido pCHEK/HBA2
sobre una placa de agar Luria-Bertani (LB) que contenia kanamicina 100 pg/ml. Tras la incubacion a 37°C, se usé
una unica colonia bacteriana para inocular 5 ml de caldo LB que contenia kanamicina 100 ug/ml y se hizo crecer
durante la noche a 37°C en una incubadora bacteriana con agitacién. Se usé este cultivo durante la noche para
inocular 50 ml de cultivo de bacterias que contienen plasmido. Se incubd el cultivo bacteriano de 50 ml durante la
noche y se usoé para inocular frascos que contenian 2 litros de LB mas kanamicina 100 ug/ml. Esto se hizo crecer
durante la noche a 37°C.

Se prepard6 ADN a partir de los cultivos bacterianos mediante el método de lisis alcalina de Birnboim y Doly
optimizado por Qiagen Corporation (Birnboim y Doly, 1979), y se purificd en columnas de preparacion EndoFree
Giga de Qiagen. Se llevaron a cabo todas las etapas en condiciones estériles usando puntas de barrera ART en la
cabina de flujo de bioseguridad.

Se retiréd una alicuota de ADN para el analisis de restriccion y la determinacion de la concentracion de ADN. Se
ajusto la concentracién de ADN de plasmido hasta un mg/ml, se dividio en alicuotas y se almacend a--70°C para su
uso futuro. Se retiré una alicuota de ADN de plasmido y se sometié a prueba para la determinacion de la esterilidad.

Modificacién genética de las lineas celulares NSCLC tumorales con el plasmido pCHEK/HBA2

Se retiraron cuatro alicuotas de cada linea celular de NSCLC del unMCB apropiado y se hicieron crecer en cultivo.
Se alimentaron las células con medio nuevo dos veces por semana. En el dia de la modificaciéon genética se
alimentaron las células con medio nuevo. Cuatro horas después se tripsinizaron las células, se lavaron con medio
que contenia suero y posteriormente PBS. Se ajusto la densidad celular a 1-2 x 10" células por ml en un volumen de
350 pl de PBS y se incubaron en hielo durante 15-20 minutos. Se afiadieron 50 pg del plasmido pCHEK/HBA2. Se
incubd la mezcla en hielo durante otros 10-15 minutos. Entonces se transfirié la suspension celular a una cubeta
previamente enfriada y se incubd en hielo. Tras cinco minutos se colocaron las cubetas en un electroporador de
onda cuadrada (Genetronics, San Diego, CA) y se sometieron a tres pulsos de electroporacion de 3000 v/cm cada
pulso durante 75 usegundos. Se afadié 1 ml de medio nuevo frio que contenia Hepes 50 mM y se incubd la mezcla
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Entonces se sembraron en placa las células durante 2 ciclos de division
y entonces se comenzo la seleccion (72 horas tras la transfeccion). Se afiadid medio nuevo que contenia 25 pg de
higromicina/ml a los cultivos. Se expandieron las células genéticamente modificadas en cultivo y se congelaron
como bancos de células maestras genéticamente modificadas (gmMCB) para un total de 4 gmMCB por linea celular.
Se determin6 la presencia del plasmido pCHEK/HBA2 en las células genéticamente modificadas mediante PCR.
Ademas, se presentaron cinco viales (5%) de cada gmMCB y se usaron para pruebas de esterilidad que consisten
en ensayos aerobios, anaerobios, de micoplasmas y fungicos.

Preparacion e identificacién de lineas celulares para la vacunacion de pacientes

Tras la modificacion genética, se expandieron las lineas celulares tumorales en cultivo para hacer crecer suficientes
células para pruebas y aplicaciones terapéuticas. Se crioconservaron clones de cada linea celular que pasaban los
limites de las pruebas de identidad, concentracién y seguridad en nitrégeno liquido como alicuotas de bancos de
células maestras genéticamente modificadas (gmMCB) y bancos de células de trabajo genéticamente modificadas
(gmWCB). Antes de la vacunacion de pacientes, se descongelan alicuotas de cada lote de gmWCB y se irradian con
una dosis de 10.000 cGy, una dosis de radiacion que se ha demostrado que puede detener completamente la
formacion de colonias por células tumorales cultivadas de diferentes origenes histolégicos incluyendo estas células
de NSCLC. Alicuotas de cada lote se someten a pruebas de seguridad, concentracion e identidad para garantizar
que no se ha producido alteracion o contaminacion durante las manipulaciones celulares y la congelaciéon. Se
someten a prueba los lotes para determinar: la clonogenicidad, esterilidad y regulacién por disminucion de TGFp2.

Preparacion celular y pruebas previas a |la vacunacién de pacientes

Antes de la inmunizacion subcutanea, se colocan alicuotas de las cuatro lineas celulares escogidas en cultivos a
corto plazo. Se desprenden células genéticamente modificadas de los placas de cultivo, se lavan y se resuspenden
en medio, se irradian con 10.000 cGy, se lavan y se resuspenden en disolucién de Ringer con lactato. Entonces se
someten a prueba para determinar la esterilidad y viabilidad. Sélo las células que pasan los limites de las pruebas se
usan para la vacunacioén de pacientes.
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Lista de secuencias
<110> Fakhrai, Habib

<120> Células genéticamente modificadas que expresan un inhibidor de TGF-beta, siendo las células células de
cancer de pulmén

<130> ADBIO.003PCT

<150> US 60/193.497

<151> 31-05-2000

<160> 3

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210> 1

<211> 927

<212> ADN

<213> Factor de crecimiento transformante beta-2 humano

<400> 1

15

aattcaagca
atcaaaaaca
atttctttte
cactactgtg
tctacctgca
gggcagatcc
gaagtccccc
gcgagccgga
gaggtttaca
acaacaccct
taccttgatyg
gtctcagcaa
ttgcagaacc
tccaaagatt
gcagaaggcg
aaagacagga

<210> 2

ggatacgttt
acaacaacaa
tttattctga
tgctgagege
gcacactcga
tgagcaagct
cggaggtgat
gggcggecgce
aaatagacat
ctggctceagt
ccateccgeco
tggagaagaa
caaaagccag
taacatctce
aatggctctc
acctgggatt

ttctgttggg
aacaaacaac
cttttaaaaa
ttttctgatc
tatggaccag
gaagctcacc
ttccatctac
ctgcgagcge
gccgeectte
gggcagcttg
cactttctac
tgcttccaat
agtgcctgaa
aacccagcgc
cttcgatgta
taaaata

cattgactag
tctccttgat
caactttttt
ctgcatctgg
ttcatgcgca
agtcccccag
aacagcacca
gagaggagcg
ttccececteceg
tgctccagac
agaccctact
ttggtgaaag
caacggattg
tacatcgaca
actgatgctg

attgtttgca
ctatactttg
ttccactttt
tcacggtcgce
agaggatcga
aagactatcc
gggacttgct
acgaagagta
aaactgtctg
agtcccaggt
tcagaattgt
cagagttcag
agctatatca.
gcaaagttgt
ttcatgaatg

aaagtttcgc
agaattgttg
ttaaaaaatg
gctcagcctg
ggcgatcege
tgagcccgag
ccaggagaag
ctacgccaag
cccagttgtt
gctctgtggg
tcgatttgac
agtctttcgt
gattctcaag
gaaaacaaga
gcttcaccat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9¢Co
927

<211> 28

<212> ADN

<213> Inserto de TGF-beta2 que flanquea la secuencia del vector
<400> 2

tgtctggatc cggccttgee ggcectecga 28

<210> 3

<211> 26

<212> ADN

<213> Inserto de TGF-beta2 que flanquea la secuencia del vector
<400> 3

agcttgctag cagctggtac ccagct 26
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REIVINDICACIONES

1. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de células genéticamente
modificadas que contienen una construccion genética que expresa un inhibidor de TGFp eficaz para reducir la
expresion de TGFp, en la que dichas células genéticamente modificadas son células de cancer de pulmoén.

2. Composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de células genéticamente modificadas
que contienen una construccion genética que expresa un inhibidor de TGFp eficaz para reducir la expresion de
TGFB, en la que dichas células genéticamente modificadas son células de cancer de pulmoén, para su uso en la
prolongacion de la supervivencia de un sujeto que tiene cancer de pulmén.

3. Uso de una composicidon que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de células genéticamente
modificadas que contienen una construccion genética que expresa un inhibidor de TGFp eficaz para reducir la
expresion de TGFp, en el que dichas células genéticamente modificadas son células de cancer de pulmoén para la
preparaciéon de un medicamento para prolongar la supervivencia de un sujeto que tiene cancer de pulmon.

4. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, composicion segun la reivindicacion 2 o uso segun la
reivindicacion 3, en los que dichas células de cancer de pulmén son células de cancer de pulmoén de células no
pequefias (NSCLC) o células de cancer de pulmén de células pequenas (SCLC).

5. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 4, composicidon segun la reivindicacion 2 6 4 o uso
segun la reivindicacion 3 6 4, en los que dicho TGFp es TGFB-1 o TGFB-2.

6. Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4 y 5, composicion segun una
cualquiera de las reivindicaciones 2, 4 y 5 0 uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en los que
dichas células genéticamente modificadas son células autélogas, células alogénicas o mezclas de células autdlogas
y alogénicas.

7. Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 6, composicion segun una
cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 6 o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en los que
dichas células genéticamente modificadas expresan ademas una o mas citocinas que tienen efectos
inmunoestimuladores.

8. Composicion farmacéutica, composicion o uso segun la reivindicacion 7, en los que dichas una o mas
citocinas se selecciona del grupo que consiste en interleucina 1, interleucina 2, interleucina 3, interleucina 4,
interleucina 5, interleucina 6, interleucina 7, interleucina 8, interleucina 9, interleucina 10, interleucina 11, interleucina
12, interleucina 15, interferén alfa, interferén gamma, factor de necrosis tumoral alfa, factor de crecimiento
transformante beta, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos y factor estimulante de colonias de
granulocitos.

9. Composicion farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 8, composicion segun una
cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 8 o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en los que
dicho inhibidor de TGFf es un antisentido, una ribozima, un mutante negativo dominante o un anticuerpo.

10. Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 9, composicion segun una
cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 9 o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en los que
dicho inhibidor de TGFf es un antisentido que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1.

11. Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 10, composicion segun una
cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 10 o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10, en los que
dicho inhibidor de TGFf impide la interaccion entre la proteina Smad y el receptor de TGFp.

12. Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 11, composicion segun una
cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 11 0 uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, en los que
dicha composicion se proporciona en forma farmacéutica unitaria.
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