ES 2400178 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 400 178
Gint. cl.;

A61K 39/00 (2006.01)
A61K 39/39 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  24.04.2003  E 03717465 (3)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 16.01.2013  EP 1496937

Titulo: Vacuna de ADN combinada con un inductor de la apoptosis de células tumorales

Prioridad: @ Titular/es:

26.04.2002 EP 02291069 INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (INSERM) (100.0%)

i i 101, RUE DE TOLBIAC
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la 75013 PARIS, FR
traduccion de la patente:
08.04.2013 ( Inventor/es:

PADUA, ROSE ANN;
CHOMIENNE, CHRISTINE y
CHARRON, DOMINIQUE

Agente/Representante:
PONTI SALES, Adelaida

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2400178 T3

DESCRIPCION
Vacuna de ADN combinada con un inductor de la apoptosis de células tumorales

[0001] La presente invencion se refiere a la combinacion de una técnica de vacunaciéon de ADN que utiliza un
acido nucleico que codifica un polipéptido inmunogénico, en particular, un antigeno tumoral, con un inductor no
inmunosupresor de la apoptosis de células tumorales, Util para el tratamiento del cancer.

[0002] Hasta la fecha, se han identificado muchos antigenos asociados a tumores y se han desarrollado
técnicas de vacunacion para inducir una respuesta inmune frente a estos antigenos tumorales. Los antigenos
proteicos cancerigenos naturales y recombinantes contienen antigenos inmunogénicos definidos a niveles
estandarizados y su eficacia depende de encontrar el adyuvante y el sistema de administracion correctos. La
administracion de ADN, p. €j., la inyeccién directa de los casetes de expresion génica dentro de un huésped vivo, es
una técnica novedosa para la vacunacién e inmunoterapia. La expresion de los genes administrados puede producir
una activacion inmune especifica de las defensas inmunes del huésped frente al antigeno expresado.

[0003] La eficacia de una técnica de vacunacion depende de la adquisicién de una respuesta inmune que
puede ser tanto humoral como citotoxica. Se ha demostrado que las vacunas de ADN cumplen estos requisitos,
induciendo potentes y persistentes respuestas inmunes mediadas por células (generaciéon de células T citotoxicas
CD8+ y colaboradoras CD4+) y humorales frente al antigeno codificado por el plasmido. La aplicacion de este tipo
de vacunacion a canceres se realizd por primera vez sobre el LNH-B usando el idiotipo de la inmunoglobulina de
superficie como el antigeno frente al que se indujo la respuesta antitumoral (Stevenson, F.K. y col., 1995;
Syrengelas, A.D. y col., 1996). También se observé inmunidad protectora en otros modelos de linfoma y mieloma en
raton. En el documento US 6156316 también se describe el uso de vacunas de ADN en el tratamiento del cancer. En
el documento WO 0178700 y en Stephensen CB y col., 2001, se describe el uso de compuestos retinoides como
adyuvante amina.

[0004] La leucemia promielocitica aguda (ALP, por sus siglas en inglés) se caracteriza por una translocacion
t(15,17) reciproca que fusiona el gen de la leucemia promielocitica (PML, por sus siglas en inglés) con el gen del
receptor alfa del acido retinoico (RARa) y por una parada de la diferenciacion mieloide en el estadio promielocitico.
En la actualidad, la base del tratamiento habitual en pacientes con APL es la terapia de diferenciacion mediada por
acido todo trans retinoico (ATRA). Sin embargo, a pesar de la prolongaciéon de la supervivencia obtenida con los
actuales ensayos clinicos en los que se combina ATRA con quimioterapia, entre el 10% y el 20% de los pacientes
sigue presentando recaidas. Por tanto, son necesarias nuevas estrategias terapéuticas para erradicar la enfermedad
residual.

[0005] Se ha demostrado que los péptidos de unién PML-RARa pueden ser reconocidos especificamente por
linfocitos T CD4+ (Dermime, S y col., 1996). Sin embargo, este método presentaba limitaciones ya que podian
generarse una linea de células T o clon no especificos de péptido a partir de las células de pacientes con APL. Este
resultado se adscribe a la alteracion generalizada del sistema inmune celular ya notificado en pacientes con cancer.
Por este motivo, el mal estado inmunitario de los pacientes con APL se interpreta como un obstaculo principal para
las estrategias inmunoterapéuticas frente a la APL.

[0006] Los colaboradores inventores desarrollaron previamente ratones transgénicos que expresaban un
ADNc de PML-RARa humano que proporciona un modelo animal preciso para la APL humana (Brown, D. y col.,
1997). Los inventores aprovecharon este modelo animal de APL para comprobar la eficacia in vivo de una vacuna
basada en el ADN de PML-RARa recientemente desarrollada unida a secuencias del fragmento C (FrC) de la toxina
tetanica. Sorprendentemente, sus resultados demuestran que ATRA actia como un adyuvante para la vacunacion
con el ADN de PML-RARa-FrC para prolongar la supervivencia. Esto se acompafié de un aumento en el nimero de
células T CD4+ y CD8+; y produccion de anticuerpos anti-RARa y de IFNy que sugieren la induccion de respuesta
inmunes relevantes. Cuando se administran altas dosis de ATRA, también se detectan anticuerpos dirigidos frente a
FrC. Por tanto, es un sujeto especial de la presente invencion una composicion de vacuna que comprende un acido
nucleico de PML (gen de la leucemia promielocitica)-RARa (gen del receptor alfa del acido retinoico) - FrC
(fragmento C de la toxina tetanica) y acido todo trans retinoico (ATRA) que induce inmunidad protectora y aumenta
la esperanza de vida en un modelo de leucemia promielocitica aguda en animales.

[0007] Mas en general, estos resultados proporcionan una nueva estrategia dirigida al tratamiento de la APL
que puede mejorar el desenlace clinico en la APL humana, combinando una vacunacién con ADN con el tratamiento
convencional con ATRA.
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[0008] Ademas, los inventores encuentran la capacidad del ADN que contiene un gen PML-RARa-FrC para
inducir la proteccion frente a la estimulacion alentadora y les llevd a contemplar otras fusiones oncogénicas. Los
inventores han mostrado de hecho, por primera vez, que la propiedad adyuvante de la combinacién de ATRA y una
secuencia de ADN fuertemente inmunogénica pueden ayudar a mantener remisiones clinicas estimulando las
respuestas inmunes frente a antigenos tumorales generadas por los pacientes.

[0009] Los inventores han mostrado ademas la capacidad de un ADN que contiene una secuencia
inmunogénica no especifica unida a una secuencia que codifica un polipéptido que potencia la respuesta inmune,
como una secuencia PML-RARAAS-FrC o una secuencia ScFvBCL1-FrC combinada con ATRA, para inducir la
proteccion frente a la estimulacion.

[0010] Por tanto, la presente invencion proporciona una composicion de vacuna que comprende i) un
compuesto retinoide que induce diferenciacion vy ii) un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido inmunogénico, en particular un antigeno tumoral, fusionado en marco con una secuencia que codifica un
fragmento C (FrC) de la toxina tetanica en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dicho acido nucleico
comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido inmunogénico se presenta en una cantidad eficaz para
suprimir o atenuar el crecimiento tumoral tras la administracion a un mamifero, en especial a un ser humano.

[0011] La invencion se define en las reivindicaciones.
Definiciones
[0012] En el contexto de la presente invencion, la expresion «acido nucleico» se refiere a la forma polimérica

de éster fosfato de ribonucledsidos («moléculas de ARN») o desoxirribonucledsidos («moléculas de ADN») o
cualquier analogo fosfoéster de los mismos, como fosforotioatos y tioésteres, en su forma de cadena sencilla o
hélice de doble cadena. El término «acido nucleico» incluye ADN de cadena doble circular, entre otros, moléculas de
ADN en forma lineal o circular (p. €j., fragmentos de restriccion).

[0013] La presente invencion utiliza acidos nucleicos (o polinucleétidos) que codifican polipéptidos que
confieren inmunidad (en otras palabras, polipéptidos inmunogénicos), como los antigenos asociados a tumores. A
continuacion, estos polipéptidos pueden actuar como inmunégenos para inducir una respuesta humoral o celular, o
ambas. En el contexto de la invencion, el polipéptido inmunogénico puede ser «especifico» de una afeccion, como
un antigeno asociado a tumor, o «no especifico», como un polipéptido codificado por una secuencia
complementaria, por ejemplo, complementaria de un antigeno tumoral, o un polipéptido inmunogénico sin
importancia con respecto a la enfermedad. Entre estos polipéptidos inmunogénicos irrelevantes se incluyen, por
ejemplo, una proteina ScFv exclusiva de un paciente con linfoma (pScFvBcl1 FrC, King y col., 1998) cuando la
enfermedad es leucemia.

[0014] Las secuencias polinucleotidicas inmunogénicas y, en particular, las secuencias polinucleotidicas de
antigenos tumorales pueden usarse en asociacion con otras secuencias polinucleotidicas que codifican proteinas
reguladoras que controlan la expresion de la secuencia inmunogénica (antigeno tumoral). El acido nucleico segun la
invencién puede contener adicionalmente las secuencias de reconocimiento y promotora. De forma ventajosa, el
acido nucleico es un vector, como un plasmido.

[0015] Los acidos nucleicos utilizados en las composiciones de la invencién puede ser materiales
«desnudos». Un material de acido nucleico «desnudo» significa que no contiene ningin vehiculo de administracion
que pueda actuar para facilitar su entrada en la célula. Por ejemplo, las secuencias polinucleotidicas no contienen
secuencias viricas, especialmente ninguna particula virica, que puedan llevar informacién genética. En el documento
EP 0465529 se describe un producto farmacéutico que comprende un polinucleétido desnudo para la vacunacion.

[0016] Segun se usa en este documento, dos secuencias de acido nucleico que estan «unidas de forma
operativa» se colocan bajo el control de una secuencia control de la expresion que controla y regula la transcripcion
y la traduccién de ambas secuencias de acido nucleico.

[0017] Segun se usa en este documento, las secuencias que estan «fusionadas en marco» hacen referencia a
secuencias que forman un gen hibrido que codifica de este modo un polipéptido de fusion. Un polipéptido de fusion
es aquel que contiene un polipéptido inmunogénico y, mas especificamente, un antigeno tumoral de la invencién,
fusionado al extremo N o C terminal de cualquier otro polipéptido. Un ejemplo preferido de un polipéptido de fusién
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es aquel en el que el polipéptido inmunogénico, como un antigeno tumoral, se fusiona con otro polipéptido que tiene
actividad adyuvante, como el fragmento C de la toxina tetanica, Por ejemplo, la fusion del fragmento C de la toxina
tetanica con un antigeno tumoral promueve la respuesta inmune inducida por el antigeno tumoral.

[0018] La clonacion y secuenciacion del gen estructural de la toxina tetanica se ha descrito en Fairweather y
col. (1986) y Fairweather y Lyness (1986) (SEQ ID N° 9). El fragmento C (FrC) es un polipéptido de 50 kD generado
por escisién con papaina de la toxina y comprende los 451 aminoacidos del extremo C terminal.

[0019] La expresion «antigeno PML-RARa» indica una proteina de fusién que es el resultado de la
traslocacién cromosdémica t(15;17) descrita en Thé y col. (1990), que abarca el punto de rotura de bcr 1 mas
frecuente de los 3 descritos hasta el momento. Los ejemplos de antigenos PML-RARa son codificados por
polinucledtidos que comprenden la secuencia SEQ ID N°1 o derivados de la misma, siempre que la union
PML/RARa sea reconocida por el sistema inmune del paciente.

[0020] «PML-RAROAS" indica un polipéptido codificado por una secuencia complementaria a la secuencia
SEQ ID N°1 o un fragmento de la misma que abarca el punto de fusion PML-RARa. Preferiblemente, PML-RAR0AS
es codificado por la secuencia mostrada en la SEQ ID N°8.

[0021] Entre los «derivados» se incluyen variantes conservadoras de secuencia y variantes conservadoras de
funcion. Las «variantes conservadoras de secuencia» de una secuencia polinucleotidica son aquellas en las que un
cambio de uno o mas nucleétidos en una posicién de codén determinada no produce la alteracion del aminoacido
codificado en esta posicion. Las «variantes conservadoras de funcion» son secuencias polinucleotidicas que
codifican proteinas en las que se ha cambiado al menos un resto de aminoacido determinado sin alteran la
conformacion ni la funcién general del polipéptido, incluyendo, pero sin limitaciones, la sustitucién de un aminoacido
por otro con propiedades similares (como, por ejemplo, polaridad, potencial de unién a hidrégeno, si tiene caracter
acido, basico, hidroéfobo, aroméatico y similares). Los aminoacidos con propiedades similares son bien conocidos en
la técnica.

[0022] La actividad «adyuvante» se define en este documento como el efecto alcanzado por la combinacién
de dos componentes, que es mayor que el efecto de cada uno de los componentes por separado. Este efecto
sinérgico es especialmente aparente cuando el efecto de la vacunacion de ADN y ATRA por separado se comparan
con el efecto combinado. ATRA o la vacuna solas seguian produciendo recaida y muerte de todos los animales,
mientras que su combinacién produce una cura eficaz en el 50% de los animales tratados.

[0023] La expresién «vehiculo farmacéuticamente aceptable» se refiere a cualquier vehiculo en el que pueden
formularse las composiciones de vacunas, acidos nucleicos y kits segun la invencion. Esto incluye una solucion
salina como la solucion salina tamponada con fosfato. En general, el diluyente o vehiculo se selecciona en base al
modo y via de administracion, y a la practica farmacéutica convencional.

[0024] «Apoptosis» se refiere a una forma de muerte celular que muestra cambios morfoldgicos estereotipicos
segun se revisa en Raff (1998). La apoptosis puede medirse, por ejemplo, mediante la prueba de citometria de flujo
con yoduro de propidio descrita en Dengler y col. (1995) o mediante el ensayo in situ de la desoxinucleotidil
transferasa terminal y el desplazamiento de mella (analisis TUNEL) descrito en Gorczyca (1993).

[0025] La expresion «compuestos relacionados con el arsénico» indica cualquier compuesto que, como el
arsénico, es un inhibidor de la fosfatasa o es capaz de crear enlaces covalentes mediante la unién de un grupo ditiol.

Composiciones de vacuna

[0026] En la solicitud se describen composiciones de vacuna que comprenden un acido nucleico que codifica
un polipéptido inmunogénico y, opcionalmente, un acido nucleico que codifica un polipéptido que potencia la
respuesta inmune. La secuencia que codifica un polipéptido inmunogénico y la secuencia que codifica un polipéptido
que potencia la respuesta inmune pueden estar unidas de forma operativa, preferiblemente, fusionadas en marco.

[0027] La secuencia que codifica un polipéptido que potencia la respuesta inmune puede seleccionarse entre
el grupo compuesto por una secuencia de toxina tetanica, preferiblemente, la secuencia del fragmento C (FrC), la
secuencia de la toxina colérica (TC), la secuencia de la toxina termosensible (TS) de E. coli, la secuencia de la
toxina A de Clostridium difficile y la secuencia de la toxina pertussis (TP), o fragmentos, homologos, derivados y
fusiones de cualquiera de estas toxinas que también estan disponibles, siempre que mantengan su actividad

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2400178 T3

adyuvante.
[0028] La composicion de vacuna segun la invencion comprende:
i) un compuesto retinoide que induce diferenciacion y apoptosis y

ii) un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido inmunogénico fusionado en marco
con una secuencia que codifica un fragmento C (FrC) de la toxina tetanica;

en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0029] Segun una primera realizacion, el polipéptido inmunogénico puede ser «no especifico» de una afeccion
cancerosa. De forma ventajosa, la secuencia que codifica dicho polipéptido inmunogénico puede seleccionarse entre
las secuencias PML-RARaAS-FrC (SEQ ID N°10) o ScFvBCL1-FrC (SEQ ID N°11).

[0030] «PML-RAROAS-FrC» indica la secuencia PML-RARaAs que se ha clonado en marco con una
secuencia lider de BCL1 en la posicion 5' y con el fragmento C completo en la posicion 3' (SEQ ID N°10).

[0031] «ScFvBCL1-FrC», también denominada BCL1-Frc en la figura, indica la construccion ScFv descrita en
King y col., 1998, que se ha clonado a partir de un paciente con linfoma, fusionada en marco con una secuencia lider
de BCL1 en la posicion 5’ y con el fragmento C completo en la posicion 3’ (SEQ ID N°11).

[0032] Puede ser apropiada cualquier secuencia inmunogénica que comprende una secuencia FrC, o
cualquier potenciador de la respuesta inmune equivalente, incluso a través de la secuencia que no incluye un
antigeno tumoral. El alcance de esta realizacion no deberia limitarse exclusivamente a las secuencias PML-
RARAAS-FrC y ScFvBCL1-FrC descritas anteriormente.

[0033] En otra realizacioén, el polipéptido inmunogénico puede comprender un antigeno tumoral. Por tanto,
segun esta realizacion, las composiciones de vacuna de la invencién comprenden un acido nucleico que codifica un
antigeno tumoral.

[0034] Entre los antigenos tumorales que pueden utilizarse de forma ventajosa, pueden citarse las fusiones
PML (gen de leucemia promielocitica)-RARa (gen del receptor alfa del acido retinoico), leucemia mieloide aguda
1/ocho veintiuno (AML1/ETO), factor beta de unién al nucleo/cadena pesada de la miosina muscular (CBF
beta/MYH11), gen similar a ets/cadena beta del receptor del factor de crecimiento derivado de plaqueta (Tel-PDGF),
dedos de cinc de leucemia promielocitica/receptor alfa del acido retinoico (PLZF/RAR), mieloide/linfoide (MLL), de
las cuales se conocen 40 posible parejas, gene similar a ets/ leucemia mieloide aguda 1 (TEL/AML-1) y region de
agrupamiento de puntos de rotura/Abelson (BCR/ABL) (Yun y col.,, 1999). En un aspecto en particular de la
invencion, el antigeno tumoral es PML-RARa. Por consiguiente, el polinucleétido que codifica un antigeno tumoral de
la composicién de vacuna puede comprende la secuencia SEQ ID N°1 (punto de fusién de PML-RARQa).

5'-gag gtc ttc ctg ccec aac age aac cac gtg gec agt gge gee ggg gag gea

g«PML|RAR—cc att gag ace cag age age agt tct gaa gag ata gig cce age ect

cce teg-3'.
[0035] Preferiblemente, el acido nucleico utilizado en la composicion de la invencion comprende una
secuencia que codifica un antigeno PML-RARa-FrC (SEQ ID N°2 0 7).
[0036] La composiciéon vacuna de la solicitud comprende un inductor no inmunosupresor de la apoptosis de
células tumorales o un modificador de células tumorales no inmunosupresor que presenta actividad adyuvante de la
respuesta biolégica mostrada por dicho acido nucleico que codifica el antigeno tumoral.
[0037] El inductor no inmunosupresor de la apoptosis de células tumorales puede seleccionarse entre

inductores de diferenciacion o seleccionarse entre el grupo compuesto por compuestos de arsénico y relacionados
con arsénico (Lallemand-Breitenbach y col., 1999), acidos todo trans retinoico y otros compuestos retinoides que
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inducen la diferenciacion y apoptosis, como AR 9-cis, N—(4-hidroxifenil)retinamida (4 HPR), AR 13-cis. También
pueden ser eficaces CD437 y otros inductores de diferenciacion y apoptosis, activacion de CD44 mediante
anticuerpos o acido hialuronico, factores de crecimiento y diferenciacion hematopoyéticos.

[0038] Segun la invencién, el inductor no inmunosupresor de la apoptosis de células tumorales es un
compuesto retinoide que induce diferenciacion y apoptosis.

[0039] La composicion de vacuna de la invencion permite la administracién simultdnea de un compuesto
retinoide y de un &cido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido inmunogénico, en
particular un antigeno tumoral. Sin embargo, esta politerapia también puede lograrse mediante la administracion
simultdnea o secuencial de una composicion que comprende un compuesto retinoide y una composicidon que
comprende un acido nucleico que codifica un antigeno tumoral.

[0040] Para este objetivo, las composiciones pueden estar en forma de kit.
Kits
[0041] La presente invencion también proporciona un kit que comprende i) una primera composicion

farmacéutica que comprende un compuesto retinoide que induce la diferenciacion y apoptosis y ii) una segunda
composicion farmacéutica que comprende un acido nucleico compuesto por una secuencia que codifica un
polipéptido inmunogénico, preferiblemente un antigeno tumoral, fusionado en marco con una secuencia que codifica
un fragmento C (FrC) de la toxina tetanica.

[0042] El acido nucleico y el inductor no inmunosupresor de la apoptosis de células tumorales son como se
define anteriormente.

[0043] Los componentes del kit estan preferiblemente formulados en vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

[0044] El acido nucleico y el inductor no inmunosupresor de la apoptosis de células tumorales puede

administrarse de forma concurrente, es decir, simultanea en el tiempo, o secuencial, es decir, en momento diferentes
durante el transcurso de una pauta posolégica frecuente.

Acidos nucleicos especificos

[0045] En este documento también se incluyen &acidos nucleicos aislados especificos utiles para las
composiciones y los kits.

[0046] En particular, se describe un acido nucleico aislado que comprende a) una secuencia que codifica un
antigeno PML-RARa y ademas comprende b) una secuencia que codifica un polipéptido que potencia la respuesta
inmune frente a dicho antigeno PML-RARa.

[0047] La secuencia que codifica un antigeno PML-RARa y la secuencia que codifica un polipéptido que
potencia la respuesta inmune al antigeno PML-RARa pueden estar unidas de forma operativa. Dichos
polinucledtidos pueden estar fusionados en marco. La secuencia del polinucleétido que codifica un antigeno PML-
RARa puede ser la SEQ ID N° 1.

[0048] La secuencia que codifica un polipéptido que potencia la respuesta inmune al antigeno PML-RARa
puede seleccionarse entre el grupo compuesto por una secuencia de la toxina tetanica, preferiblemente la secuencia
del fragmento C (FrC), la secuencia de la toxina colérica (TC), la secuencia de la toxina termosensible (TS) de E.
coli, la secuencia de la toxina A de Clostridium difficile y la secuencia de la toxina pertussis (TP), o fragmentos,
homdlogos, derivados y fusiones de cualquiera de estas toxinas que también estan disponibles, siempre que
mantengan su actividad adyuvante. Por tanto, el acido nucleico aislado puede comprende la SEQ ID N° 2 o la SEQ
IDN°7.

Acidos nucleicos no especificos

[0049] En este documento también se incluyen acidos nucleicos aislados no especificos en las composiciones
y en los kits. En el documento se describe un &cido nucleico aislado que comprende a) una secuencia que codifica
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un polipéptido inmunogénico, como PML-RAR0AS y, ademas comprende b) una secuencia que codifica un
polipéptido que potencia la respuesta inmune a dicho polipéptido inmunogénico.

[0050] La secuencia que codifica un polipéptido inmunogénico y la secuencia que codifica un polipéptido que
potencia la respuesta inmune al polipéptido inmunogénico pueden estar unidas de forma operativa. Dichos
polinucledtidos pueden estar fusionados en marco. La secuencia del polinucleétido que codifica PML-RARAAS
puede ser la SEQ ID N° 8.

[0051] La secuencia que codifica un polipéptido que potencia la respuesta inmune a los polipéptidos
inmunogénicos puede seleccionarse entre el grupo compuesto por una secuencia de toxina tetanica, preferiblemente
la secuencia del fragmento C (FrC), la secuencia de la toxina colérica (TC), la secuencia de la toxina termosensible
(TS) de E. coli, la secuencia de la toxina A de Clostridium difficile y la secuencia de la toxina pertussis (TP), o
fragmentos, homologos, derivados y fusiones de cualquiera de estas toxinas que también estas disponibles, siempre
que mantengan su actividad adyuvante. Por tanto, el acido nucleico aislado puede comprender una secuencia que
codifica un polipéptido PML-RARaAS-FrC como se muestra en la secuencia SEQ ID N° 10.

Agentes terapéuticos

[0052] Los acidos nucleicos como se define segun la invencion pueden administrarse en forma desnuda, sin
ningun vehiculo de administracién. Con esta finalidad, el acido nucleico simplemente se diluye en una solucion
fisiolégicamente aceptable, como una solucion salina estéril o solucidn salina tamponada estéril, con o sin vehiculo.
Cuando esta presente, el vehiculo es, preferiblemente, isoténico, hipoténico o ligeramente hiperténico y tiene una
fuerza iénica relativamente baja, como la que proporciona una solucién de sacarosa, p. €j., una solucién ténica que
contiene sacarosa al 20%.

[0053] Alternativamente, el acido nucleico aislado o el acido nucleico de las composiciones o kits de vacunas
de la invencion pueden administrarse en asociacion con agentes que ayudan a la captacién celular. Ejemplos de
estos agentes son i) compuestos quimicos que modifican la permeabilidad celular, como bupivacaina (véase, p. €j.,
el documento WO 94/16737), ii) liposomas o particulas viricas para la encapsulacion del polinucleétido o iii) lipidos
catiénicos o microparticulas de silice, oro o tungsteno que se asocian ellos mismos con los polinucleétidos.

[0054] Los liposomas anidénicos y neutros son bien conocidos en la técnica (véase, p. €j., Liposomes: A
Practical Approach, RPC New Ed, IRL press (1990), para obtener mas informacién sobre los métodos de
preparacion de liposomas) y son utiles para la administracion de una amplia gama de productos, incluyendo
polinucleétidos.

[0055] Los lipidos cationicos también son conocidos en la técnica y normalmente se utilizan para la
administracion de genes. Entre estos lipidos se incluyen LipofectinT'VI también conocido como DOTMA (cloruro de N-
[1-(2,3-dioleiloxi)propil-N,N,N-trimetilamino), DOTAP (1,2-bis (oleiloxi)-3-(trimetilamonio) propano), DDAB (bromuro
de dimetildioctadecil-amonio), DOGS (dioctadecilamidoglicil espermina) y derivados del colesterol como DC-Col(3-
beta-(N-(N’,N’-dimetil aminometano)-cabamoil)colesterol). Una descripcion de estos lipidos cationicos puede
encontrarse en los documentos EP 187.702, WO 90/11902; patente de EE.UU.N° 5.283.185, documentos
WO 91/15501, WO 95/26356 y la patente de EE.UU. N°. 5.527.928. Los lipidos catidnicos para la administracion de
genes se utilizan preferiblemente en asociacion con un lipido neutro utilizado en asociacion con un lipido neutro
como DOPE (dioleil fosfatidiletanolamina) como se describe en el documento WO 90/11092, por ejemplo.

[0056] La formulacién que contiene liposomas catiénicos puede contener opcionalmente otros compuestos
que faciliten la transfecciéon. Algunos de ellos se describen en los documentos WO 93/18759, WO 93/19768,
WO 94/25608 y WO 95/02397. Entre ellos se incluyen derivados de espermina utiles para facilitar el transporte del
ADN a través de la membrana nuclear (véase, por ejemplo, el documento WO 93/18759) y compuestos que
permeabilizan la membrana como GALA, gramicidina S y sales de &cidos biliares catiénicas (véase, por ejemplo, el
documento WO 93/19768).

[0057] Pueden usarse microparticulas de oro o tungsteno para la administracion de genes, como se describe
en los documentos WO 91/00359 y WO 93/17706, y en Tang y col. (1992). El polinucleétido recubierto con
microparticulas se inyecta por via intradérmica o intraepidérmica usando un dispositivo de inyecciéon sin aguja
(«pistola de genes»), segun se describe en la patente de EE.UU. N° 4.945.050, patente de EE.UU. N°. 5.015.580 y
documento WO 94/24263. Por otro lado, puede inyectarse directamente ADN desnudo, p. €j., por via intramuscular.
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[0058] La cantidad de ADN utilizada en un receptor de la vacuna depende, por ejemplo, de la potencia del
promotor utilizado en la construccion de ADN, la inmunogenicidad del antigeno tumoral expresado, la condicion del
mamifero al que se pretende administrar (p. €j., peso o edad), el modo de administracion y el tipo de formulacién. En
general, puede administrarse a adultos humanos una dosis terapéuticamente eficaz de aproximadamente 1 ug a
aproximadamente 1 mg, preferiblemente de aproximadamente 10 ug a aproximadamente 800 ug y, mas
preferiblemente, de aproximadamente 25 ug a aproximadamente 250 pg. La administracién puede realizarse en una
Unica dosis o a intervalos repetidos.

[0059] La via de administracién es cualquier via convencional utilizada en el campo de la vacunaciéon. Como
directriz general, un acido nucleico de la invencion puede administrarse por via parenteral, p.ej., por via
intradérmica, intraepidérmica o intramuscular. La eleccion de la via de administracion depende de la formulacién que
se seleccione. Un polinucleétido formulado en asociacion con bupivacaina se administra de forma ventajosa por via
intramuscular. Cuando se utiliza un liposoma neutro o aniénico o un lipido catiénico, como DOTMA o DC-Col, la
formulacion puede inyectarse de forma ventajosa por via intramuscular o intradérmica. Un polinucleétido en forma
desnuda puede administrarse de forma ventajosa por via intramuscular, intradérmica o subcutanea. Ademas puede
desarrollarse una electroporacion para mejorar la administracion del ADN al mudsculo (Mir y col. 1999).

[0060] El tratamiento con &cido nucleico se combina con la administracion de un inductor no inmunosupresor
de la apoptosis de células tumorales, como arsénico, quimioterapia a bajas dosis, acido todo trans retinoico u otros
compuestos de acido retinoico, como AR 9.cis, 4 HPR, AR 13.cis, CD437 y otros inductores de diferenciacion y
apoptosis, activacion de CD44 mediante anticuerpos o acido hialurénico, factores de crecimiento y diferenciacion
hematopoyéticos.

[0061] Se administra a un paciente este inductor que esta presente en la misma composiciéon de vacuna que
el acido nucleico de la invencién o esta presente en forma de una composicién independiente. En este Ultimo caso,
la via de administracion puede ser idéntica o diferente a la via de administracién utilizada para el acido nucleico. Por
ejemplo, uno puede administrar la composicion de acido nucleico por via intradérmica o intramuscular, mientras que
el inductor se administra por via oral.

Aplicaciones terapéuticas

[0062] Los acidos nucleicos, kits y composiciones de vacunas de la invencién son especialmente utiles para el
tratamiento de afecciones tumorales, mas especialmente canceres. En especial, las composiciones de vacunas que
comprenden PML-RARa como el antigeno tumoral son utiles para el tratamiento de la leucemia promielocitica
aguda. Entre los ejemplos de antigenos utiles para el tratamiento del cancer se incluyen la fusiones AML1/ETO para
el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en inglés) de tipo M2, CBF beta/MYH11 en AML
de tipo M4 eosinofilia, Tel/PDGF para la leucemia mielomonocitica cronica (CMML, por sus siglas en inglés), PLZF-
RARa en una variante de la leucemia promielocitica aguda, fusiones de MLL en diversas leucemias linfoides o
mieloides TEL/AML-1 para la leucemia linfoblastica aguda infantil y BCR/ABL para el tratamiento de la leucemia
mielogénica crénica.

[0063] Otro sujeto de la invencién es una composicidon de vacuna, un kit o acidos nucleicos especificos como
se define anteriormente para su uso en un procedimiento de tratamiento de una afeccién tumoral, p. ej., canceres.

[0064] La invencion se entendera mas en profundidad a la vista de los siguientes ejemplos y figuras adjuntas.
FIGURAS:
[0065]

En la figura 1 se muestra un protocolo representativo de un estudio preclinico. APL: leucemia promielocitica aguda,
ATRA: acido todo trans retinoico, D = dias, ADN = inyeccion de ADN.

La figura 2 representa la proteccion de la vacunacion de ADN frente a la progresion de la enfermedad. 2A: curvas de
supervivencia de Kaplan Meier de ratones inyectados con células de APL tratados con placebo, con o sin la
construccion PML-RARaFrC. 2B: curvas de supervivencia de Kaplan Meier de ratones inyectados con células de
APL tratados con ATRA, con o sin la construccion PML-RARaFrC, 2C: curvas de supervivencia de Kaplan Meier de
ratones inyectados con células de APL tratados con placebo o ATRA, con o sin construccion pCINPML-RARa de
longitud completa. Se censuraron las muertes debidas al procedimiento (mostradas con rombos negros)
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En la figura 3 se muestra la supervivencia acumulada y la respuesta de anticuerpos frente a RARa. El umbral se
establecié en Ua=1. Se obtuvieron n=19 respuestas positivas y n=28 respuestas negativas para la produccién de
anticuerpos. Este umbral se determin6 de forma arbitraria en base a la diluciéon del control positivo, un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-RARa.

En la figura 4 se muestra el andlisis por inmunotransferencia en el que se confirma la produccién de anticuerpos,
usando un anticuerpo anti-RARa (pocillo 1), sueros de ratones control (pocillo 2), sueros de ratones vacunados a dia
18 (pocillo 3) o suero de ratones vacunados a dia 38 (pocillo 4).

En la figura 5 se muestra la correlacion entre el aumento en el nimero de células T CD4+ (figura 5A) y CD8+ (figura
5B) inducido por las secuencias PML-RARa y los desenlaces de los ratones (figura 5C). Se muestran las diferentes
poblaciones de células T para ratones individuales, tratados con ATRA o PML-RARaFrC + ATRA con sus
correspondientes curvas de supervivencia. Los ratones que muestran respuesta completa (RC), definida como
aquellos animales que permanecen vivos después de 120 dias, se muestran con lineas continuas, los ratones que
muestran respuesta parcial (RP), aquellos que sobreviven mas de 75 dias, se muestran con lineas discontinuas y
aquellos sin respuesta (SR), definido como los que murieron (cruces) entre los dias 40-60 se muestran con lineas
punteadas.

La figura 6 representa un histograma en el que se muestra el aumento de IFN-y en ratones APL tras el tratamiento
con ATRA+ PML-RARaFrC en comparacion con ratones FVB/N sanos tratados con ATRA. Los valores medios *
D.E. (n=3) se obtuvieron tras las estimulacién con células APL irradiadas.

La figura 7 representa un histograma que muestra la liberacion de citoquinas (TNFa, IFNa, IL5, IL4, IL2) tras
48 horas de cultivo con células de APL irradiadas como estimuladores asociados con ratones FVB/N tratados con
5mg de ATRA (liberacion diaria durante 21 dias) solo, ratones APL tratados con 5mg de ATRA + PML-
RARaFrC, o ScFvBcl1FrC (denominado Bcl1FrC en las figuras).

La figura 8 representa la proteccion de la vacunacion de ADN frente a la progresion de la enfermedad. Se recogen
las curvas de supervivencia de Kaplan Meier de ratones inyectados con células APL tratados sélo con ATRA, ATRA
con el vector pCIN vacio, ATRA con la construccion ScFvBcl1FrC y ATRA con la construccion PML-RARaFrC.

La figura 9 representa la eficacia de la composicion de vacuna que comprende ATRA (10 mg diarios liberados
durante 21 dias) y la construccion PML-RARaAS-FrC en modelos transgénicos de neoplasia mieloide.

La figura 10 representa inmunotransferencias en las que se muestra la produccién de anticuerpos anti-RARa.
A. Los sueros de ratones APL tratados reconocen el RARa humano y de ratén y el oncogén humano PML-RARa

[0066] Se realizaron inmunotransferencias de los extractos proteicos de esplenocitos de ratones APL (pocillos
1,2) y de esplenocitos de ratones sanos (pocillo 3) y se inmunotransfirieron con un anticuerpo monoclonal 9aF frente
a anticuerpos anti-RARa (pocillo 1), un suero del dia 58 de un ratén APL tratado con ATRA (pocillo 2) o un suero del
dia 58 de un raton tratado con ATRA y vacunado con ADN de PML-RARaFrC (pocillo 3). Las transferencias
muestran bandas con pesos moleculares aparentes de 50 kDa y 105 kDa, correspondientes a RARa y PML-RARa,
respectivamente (pocillos 1, 2), mientras que solo aparecia una banda de 50 kDa con el extracto de esplenocitos
normales (pocillo 3). Una nueva incubacién de la transferencia con un anticuerpo anti-a-tubulina como sonda
muestra la carga de la proteina. Los tiempos de exposicion fueron, respectivamente: anti-RARa (pocillo 1: 30 min),
suero del dia 58 (pocillo 2: 2 min), suero del dia 58 (pocillo 3: 30 seg)- anti-a-tubulina (pocillos 1 y 2: 4 horas),
(pocillo 3: 5 min).

B. Los sueros de ratones tratados con PML-RARa de longitud completa reconocen PML-RARa

[0067] Los extractos proteicos de NB4 fueron inmunotransferidos con anticuerpo anti-RARa (pocillo 1), suero
del dia 18 de un ratén tratado con ATRA vy la vacuna de ADN PML-RARaFrC (pocillo 2) y suero del dia 58 de un
ratén tratado con ATRA + vacunado con ADN PML-RARa de longitud completa (pocillo 3). Una nueva incubacion de
la transferencia con un anticuerpo anti-a-tubulina como sonda muestra la carga de la proteina. Los tiempos de
exposicion fueron, respectivamente: anti-RARa (pocillo 1: 30 min), suero del dia 18 (pocillo 2: 5 min), suero del dia
58 (pocillo 3: 5 min)-anti-a-tubulina (pocillos 1y 3: 5 min).
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C Los sueros de ratones APL tratados reconocen GST-RARa recombinante usado en el ELISA.

[0068] Las inmunotransferencias se realizaron con una proteina GST-RARa recombinante (pocillos 1, 3) o una
proteina GST control (pocillos 2,4) segun se confirma mediante la incubacién con un anticuerpo anti-GST (panel
inferior) y un anticuerpo anti-RARa (panel central) como sonda. Estas transferencias se incubaron con sueros del dia
18 (pocillos 1,2) y del dia 38 (pocillos 3,4) como sonda obtenidos a partir de un ratéon tratado con ATRA y ADN de
PML-RARaFrC (panel inferior). En las transferencias se muestran bandas con un peso molecular aparente de
85 kDa que se correspondian con GST-RARa recombinante (85 kDa, panel superior) y se revelaban con un
anticuerpo anti-RARa (pocillo 3, panel intermedio), mientras que se observaba una banda de 50 kDa adicional en el
pocillo 1 probablemente debido a RARa y cuando se incubd un anticuerpo monoclonal anti-RARa 9aF (pocillo 1)
como sonda. Los tiempos de exposicion fueron respectivamente: suero del dia 18 (pocillos 1 y 2: 5 min), suero del
dia 38 (pocillos 3 y 4: 5 min); anti-RARa (pocillos 1 a 4: 5 min).

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Material y procedimientos

1.a) Modelo animal

[0069] Los ratones transgénicos se obtuvieron previamente usando el ADNc de PML-RARa humano, clonado
a partir de un paciente con un punto de rotura bcr 1 en PML-RARa en la cepa de ratones endogamicos FVB/N como
se describe en Brown, D. y col (1997). Esta fusidn contiene un aminoacido generado por la fusiéon de PML con RARa
especifico para la oncoproteina. Se establecid un modelo de trasplante a partir de lineas transgénicas en las que
células blasticas, aisladas a partir de los bazos de animales transgénicos, se resuspendieron en 200 ul de solucion
salina tamponada y se inyectaron en la vena de la cola de ratones singénicos no sometidos previamente a
experimentaciéon previos de 6-8 semanas. Los recuentos de sangre periférica se realizaron usando un contador
Hemavet (CDC Technologies, Oxford, CT). Se prepararon cortes histoldgicos fijando los tejidos en formalina
tamponada e incluyéndolos en bloques de parafina. El ARN se extrajo del bazo de ratones mediante centrifugacion
en cloruro de cesio como se describe en Chen y col. (2000). Se realizé una PCR-RT y una PCR-RT en tiempo real
con las sondas Tagman para confirmar la presencia de las transcripciones PML-RARa y se evalué la carga tumoral
como se describe en Cassinat y col., (2000). Este modelo es reproducible en el 100% de los ratones trasplantados
muertos debido a la enfermedad, mientras que sdélo el 30% de los animales transgénicos desarrollan leucemia. El
numero de células requeridas para inducir la leucemia con éxito en el 100% de los ratones singénicos no sometidos
previamente a experimentacion con una esperanza de vida de 3-4 semanas se valord en 10* células blasticas
derivadas del bazo leucémico de un ratén transgénico. El tratamiento con pellas de ATRA (pellas de liberacion
durante 21 dias de 5 mg o 10 mg de Innovative Research, Sarasota, Florida), administradas por via subcutanea
detras del cuello, evitara la muerte de estos ratones, pero al igual que ocurre en los pacientes humanos tratados solo
con ATRA, los ratones recaen y mueren 6-12 semanas después del trasplante. Las células del bazo de dos
progenitores independientes se usaron (lineas 909 y 935) en protocolos diferentes con resultados idénticos. Todos
los procedimientos cumplian con la normativa europea o nacional sobre el uso de animales de experimentacion.

[0070] Los modelos transgénicos de neoplasia mieloide son ratones transgénicos que tienen una enfermedad
que recuerda a la mielodisplasia humana en estadio terminal (anemia resistente al tratamiento de tipo francés,
americana y britanica [FAB] con exceso de blastos (RAEB), RAEB en transformacion de RAEBt y leucemia

mielomonocitica crénica (CMML). Estos son ratones doblemente transgénicos para mutantes NRAS y BLC-2 o
CBFB-MYH11 y BCL-2, o triplemente transgénicos con mutantes NRAS/CBFB-MYH11/BCL-2.

1.b) Construccion de vacuna de ADN y plasmidos

« Construccion PML-RARaFrC

[0071] La clonacion direccional de 105 pb de secuencias alrededor de la fusion PML-RARa asociadas con una
sefial peptidica y las secuencias del fragmento C (FrC) de la toxina tetanica en un vector basado en pCNAZ3, el clon
YJFrC (King y col.,, 1998) se realizé usando un kit de clonacién Seamless (Stratagene) (denominado PML-
RARaFrC). Las secuencias de los cebadores utilizados son las siguientes:

PMLRAR

PMLRAR S : 5'-ACTGCTCTTCCTCCGAGGTCTTCCTGCCCAACAGC-3' (SEQ ID N°3)

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2400178 T3

PMLRAR AS .: 5-ACTGCTCTTCCTTTCGAGGGAGGGCTGGGCACTAT-3' (SEQ ID N°4)

YJFC

Lider AS: 5'-ACTGCTCTTCCGGAGTGGGCCCGCGGGGCCAC-3' (SEQ ID N°5)

Frag C.S : 5-ACTGCTCTTCCAAAAACCTTGATTGTTGGGTC-3' (SEQ ID N°6)

[0072] La construccién se verifico mediante secuenciacion (instalaciones UCSF). La expresion de la fusién
PML-RARa y FrC se confirmé mediante transfeccion transitoria del ADN plasmidico en células COS. La mayoria de
las preparaciones de ADN plasmidico se purificaron para la vacunacién usando el procedimiento del cloruro de cesio

como se describe en Sambrook y col. (1989). También se utilizé pCINPML-RARa de longitud completa (de Thé, H. y
col., 1991).

* Construccion PML-RAR0AS-FrC

[0073] La secuencia complementaria de los 105 pares de bases alrededor de la fusién PML-RARa se ha
clonado en marco con el fragmento C (PML-RAR0AS-FrC).

[0074] Las secuencias de los cebadores utilizados son las siguientes:

RARPOL S :que se corresponde con RAR-PML sens — cebador en direcciéon 5 Flip seamless 5'-

ACTGCTCTTCCTCCCGAGGGAGGGCTGGGC-3' (SEQ ID N°12)

RARPOL AS :que se corresponde con RAR-PML complementaria — cebador en direccién 3’ Flip seamless 5'-
ACTGCTCTTCCTCCCGAGGGAGGGCTGGGC-3' (SEQ ID N°13)

También se usaron las secuencias lider AS y Frag C.S
[0075] La secuencia PML-RAR0AS-FrC parcial se muestra en la SEQ ID N° 10:
* La construccion ScFvBCL1-FrC también se denomina BCL1-FrC en las figuras

[0076] Esta construccion se ha obtenido del laboratorio Stevenson (Southampton, Inglaterra) y se muestra una
secuencia parcial en la SEQ ID N° 11.

1.c) Protocolo preclinico de vacunaciéon

[0077] Para determinar si la vacunacion mejora el tratamiento una vez que se ha establecido la enfermedad,
se realizaron una serie de estudios preclinicos en ratones trasplantados con 10* 10° 0 107 células APL singénicas
para definir el mejor modelo que mimetiza la enfermedad y la eficacia del tratamiento. Una semana después de la
inyeccion con células APL, los animales fueron asignados aleatoriamente a uno de los cuatro grupos siguientes:
placebo, placebo + ADN, ATRA, ATRA + ADN. Se inyect6 ADN resuspendido en HBSS el dia después de la
administracion de placebo o de la pella de ATRA. Se administraron por via intramuscular 2 ciclos sucesivos de
inyecciones en los cuadriceps con 2 inyecciones por ratén cada vez a intervalos de 20 dias (un total de 300 ug de
ADN segun el protocolo). Las muestras para recuentos de células sanguineas y la preparacion de los sueros para el
analisis de anticuerpos se recogieron 10 dias después de cada ciclo de inyeccién. El protocolo representativo se
muestra en la figura 1. Se realizd un seguimiento de la enfermedad activa en los ratones midiendo los recuentos de
células sanguineas, inmunofenotipado de poblaciones mieloides y supervivencia.

1.d) Métodos analiticos
* Analisis estadistico
[0078] La supervivencia se analiz6 mediante el procedimiento de Kaplan Meier y las comparaciones entre

grupos se realizaron mediante pruebas de Wilcoxon y de rango logaritmico. Las comparaciones de respuesta de
anticuerpos entre grupos se realizaron mediante la prueba de la t de Student.
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» Medicién de la respuesta de anticuerpos.
ELISA

[0079] La proteina RARa recombinante humana (RARarh) se purificé a partir de una construccion GST-RARa
en el plasmido pGEX2T como se describe en Delva y col. (1999). Se detectaron anticuerpos frente a RARa mediante
un método de ELISA como se describe a continuacién en este documento. Brevemente, se recubrieron placas de 96
pocillos con proteina RARa recombinante humana (RARarh) purificada a 10 pyg/ml durante la noche. Tras los pasos
de saturacion y lavado, se afnadieron sueros de raton diluidos (1/50) y los anticuerpos se revelaron mediante 19G e
IgM de cabra anti-ratén conjugada con peroxidasa (Jackson Immuno Research, PA). Se afadié sustrato TMB (BD
Pharmigen, San Diego, CA) para la reaccion de la peroxidasa que se detuvo con acido fosférico 1 M. La absorbancia
se midiéd a 405 nm con un filtro de referencia a 630 nm usando un densitdmetro éptico (Dynatech). Cada suero se
ensayo por duplicado y se calculd la absorbancia especifica como la diferencia entre la absorbancia media en los
pocillos con RARarh y la absorbancia media en pocillos sin RARarh. El control positivo consistia en un anticuerpo
monoclonal de raton anti-RARa (9aF) diluido de 1/1.000 a 1/200.000. La absorbancia especifica obtenida para cada
muestra se dividié por la absorbancia especifica de la dilucion 1/200.000 del control positivo para normalizar los
resultados de todos los experimentos y, por tanto, para obtener unidades arbitrarias (Ua : 1 Ua muestra i = Amuestra espe
i /Acontrol espe positivo 1/200.000). S€ considerd que un suero de ratdon era positivo para la presencia de anticuerpos anti-
RARa si el valor de Ua era superior a 1.

[0080] Se controlé la produccidon de anticuerpos anti-FrC en los ratones usando procedimientos descritos
previamente (Spellerberg y col. 1997; King y col., 1998).

Analisis de la transferencia de ARN

[0081] El andlisis de la transferencia de ARN se realizé como se describe en Delva y col., (1999); Fenaux y
col., (2001) usando extractos de proteinas de la linea celular NB4. Las membranas se incubaron durante toda la
noche con sueros de raton (dilucién 1:50) o anticuerpo anti-RARa (dilucién 1:800 de 115 o dilucion 1/1.000 de 9a)
como sonda. Tras la incubacion con una IgG antiraton para los sueros inmunes de los ratones o anticuerpo IgG anti-
conejo conjugado con peroxidasa de rabano picante para el anticuerpo policlonal 115 (Boehringer-Mannheim,
Meylan, Alemania); las proteinas inmunoreactivas se revelaron usando un kit de deteccion de quimioluminiscencia
ECL (Amersham, Les Ulis, Francia).

» Ensayos de citotoxicidad de CTL

[0082] Los ensayos de CTL se realizaron segun se describe en Dresser y col. (1968). Brevemente, los ratones
receptores se inyectaron con 10’ esplenocitos irradiados (25Gy) extraidos de animales tratados con ADN el dia 40
en las almohadillas plantares. Después de 3 dias se prepararon suspensiones celulares de los ganglios linfaticos
extraidos y las células se cultivaron in vitro durante 4 dias mas en ausencia de células estimulantes en medio de
cultivo que contenia sobrenadante de esplenocitos de rata estimulados con ConA como fuente de linfoquinas (50 U
de IL-2/ml). EI medio de cultivo utilizado fue medio a-MEM (Life Technologies, Gaithersburg, MD) suplementado con
100 U/ml de penicilina (Life Technologies), glutamina 2 mM (Life Technologies), ME 5 x 10°M (Sigma, St Louis, MO)
y FCS al 10% inactivado por calor (Life Technologies).

« Estudios de respuesta inmune mediada por células

[0083] Se realizaron ensayos de citotoxicidad mediada por células para determinar si los ratones tratados con
ADN generan una respuesta CTL frente a células APL. Los cultivos mixtos de linfocitos se establecieron mediante el
cultivo conjunto de esplenocitos de los ratones BALB/c tratados o no (control alogénico) con ADN y células APL
irradiadas (25 Gy). El medio de cultivo celular consistia en medio a-MEM (Life Tecnologies, Gaithersbourg, MD)
suplementado con 100 U/ml de penicilina (Life Technologies), 100 pg/ml de estreptomicina (Life Technologies),
glutamina 2 mM (Life Technologies), 2-ME 5 x 10° M (Sigma) y suero fetal de ternera al 10% inactivado por calor
(Life Technologies). Después de 6 dias, los CTL generados en estos cultivos primarios policlonales se probaron en
el ensayo de liberacién de *Icr.

» Ensayo de liberacion de Scr

[0084] Se incubaron 5.000 células diana marcadas con °'Cr (APL o células de ratones sin tratar estimulados
durante 48 h con 5 pug/ml de concanavalina A) con células efectoras a diversas proporciones E:T en pocillos de
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fondo redondo durante 4 horas. El porcentaje de liberacion de ¥cr especifico se calculé como (liberacion
experimental - espontanea)/(liberacion maxima - espontanea) x 100.

* Ensayos NK

[0085] La actividad NK se evalué mediante un ensayo de liberacion de *ICr usando lineas celulares YAC
como células diana segun se ha descrito (Lust y col., 1981).

» Ensayo de proliferacion

[0086] Los ratones con supervivencia prolongada (posterior al dia 300 segun se muestra en la figura 2B) se
sacrificaron y se comprobd la proliferacion y liberacion de citoquinas. Brevemente, se colocaron 5x10° células
respondedoras (esplenocitos de ratones FVB/N inyectados con células ALP y tratados con ATRA + PML-RARa-FrC
0 ScFvBCLI-FrC) en cada pocillo con 200 ul de medio compuesto por RPMI 1640, FCS al 10% y 23-mercaptoetanol
al 0,5%. Esplenocitos de ratones sanos tratados con ATRA. Las células estimuladoras (esplenocitos de FVB/N, APL
o BALB/c) se irradiaron con 25 Gy y se afiadieron 1x10° células en cada pocillo. Después de 24, 48 y 72 horas de
incubacién, se ensayo la incorporacion de *H-timidina por las células y se recogieron los sobrenadantes para realizar
ensayos de liberacion de citoquinas. Los cultivos se dispusieron por duplicado.

* Ensayo de liberacion de citoquinas

[0087] La liberacion de citoquinas se determiné usando un kit de matrices de perlas citométricas de citoquinas
Th1/Th2 de ratén segun los protocolos del fabricante (Becton, Dickinson, Pharmingen, San Jose, California). Este kit
mide las citoquinas IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y y TNF-a. Se sacrificaron los ratones con supervivencia prolongada de entre
los incluidos en el protocolo ilustrado en la figura 8 y sus esplenocitos se cultivaron como se describe a continuacion.
Brevemente, se incubaron 50 pl de sobrenadante con 50 pl de la mezcla de particulas de captura y 50 pl del reactivo
de deteccién PE de Th1/Th2 de ratén durante 2 horas, y se analizaron en un citdmetro FACSCalibur. El analisis se
realizé usando el sistema BD CBA (Becton Dickinson, Pharmingen) y el software Cell Quest.

* Anélisis de citometria de flujo

[0088] La expresion de células T y NK se midi6 en sangre periférica usando los marcadores de superficie
celular CD4, CD8 y CD3 con anticuerpos conjugados con FITC o PE que se obtuvieron de Becton
Dickinson/Pharmingen (San Jose, California). Las células se tifieron segun los protocolos proporcionados por los
fabricantes y se analizaron con un citémetro FACSCalibur. Los analisis de citometria de flujo se realizaron a
intervalos de 10 dias tras la inyeccion de ADN en el protocolo preclinico. Los analisis se realizaron usando el
software Cell Quest (Becton-Dickinson, San Jose, CA).

Ejemplo 2: Resultados

2.a) Modelo animal de leucemia promielocitica aguda |

[0089] El ensayo preclinico disefiado consiste, en primer lugar, en trasplantar primero células de ratones
transgénicos APL en ratones singénicos para establecer la enfermedad. Una vez establecida la leucemia, los
ratones se separaron en dos grupos terapéuticos (placebo frente a ATRA) y, posteriormente, se asignaron al
tratamiento con ADN de PML-RARa FrC o a diversos controles de plasmidos (figura 1 y resumen en la tabla 1). Se
realizaron tres inyecciones a intervalos de 20 dias. EI ADN de PML-RARa-FrC inyectado constaba de una secuencia
de 105 pb alrededor de la fusion PML-RARa clonada en direccion 3’ de las secuencias promotor y lider del CMV y
en marco con las secuencias del fragmento C de la toxina tetanica, PML-RARa-FrC.
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Tabla 1: Resumen de la supervivencia de los ratones en el ensayo preclinico

N° de ratones/total (% de supervivientes)

Dia 30 Dia 80 Dia 120
Placebo 0/12 (0%) 0/12 (0%) 0/12 (0%)
Placebo + pCINPML-RARa 0/12 (0%) 0/12 (0%) 0/12 (0%)
Placebo + PML-RARaFrC 6/11 (56%) 2/11 (18%) 0/11 (0%)
ATRA 24/24 (100%) 5/24 (21%) 0/24 (0%)
ATRA+ pCINPML-RARa 12/12 (100%) 4/12 (33%) 0/12 (0%)
ATRA + PML-RARaFrC 23/23 (100%) 11/23 (48%) 10/23 (44%)
[0090] El control de los recuentos de sangre periférica mostraba que los ratones tratados con placebo

desarrollaban recuentos altos de leucocitos y bajos de plaquetas, lo que confirmaba la enfermedad como se
describié previamente en Dresser y col. (1968). Las autopsias post mértem mostraron que en todos los casos los
organos estaban hipertrofiados. El estudio de los cortes de tejido mostraba la invasién alrededor de las cavidades
periportales del higado y de los bazos con células promielociticas agudas confirmando que la causa de muerte era la
APL. EI ARN extraido de los esplenocitos en puntos temporales diferentes en algunos ratones confirmaba
adicionalmente mediante RT-PCR la presencia de la transcripciéon de PML-RARa.

2.b) La combinacion de ADN de PML-RARaFrC y ATRA aumenta drasticamente la supervivencia de los
ratones tratados

[0091] Los analisis de supervivencia muestran que los ratones sin ATRA (grupo de placebo) presentaban una
supervivencia significativamente prolongada cuando se trataban con PML-RARaFrC en comparacién con los
tratados solo con placebo. (Figura 2A, p<0,001). Asimismo, en los ratones tratados con ATRA, la adicién de PML-
RARaFrC prolongaba la supervivencia extendiéndola en el 50% de los animales (p<0,02). En comparacién con los
ratones tratados solo con PML-RARaFrC, los ratones tratados con ATRA + PML-RARaFrC presentaban una
supervivencia significativamente prolongada (p<0,002). Los analisis estadisticos generales de los diferentes grupos
terapéuticos (placebo, solo ATRA o ATRA + PML-RARaFrC) confirman la ventaja de la politerapia (ATRA +
vacunacion con ADN, p =<0,0001). Otros protocolos realizados a tiempos diferentes confirman estos resultados y
proporcionan diversos criterios sobre la eficacia de la vacunacién con ADN en este modelo trasplantable de APL.
Los ratones tratados solo con ATRA (n=24) y los tratados con ATRA + PML-RARaFrC (n=23) difieren
significativamente (p<0,01). Adicionalmente, como la mayor parte de la supervivencia prolongada se producia en la
parte ultima de la curva, se repitié el analisis estadistico para dos periodos anterior y posterior del dia 50 y las
diferencias entre estos grupos posteriores al dia 50 eran altamente significativas (p<0,001, intervalo logaritmico). El
primer criterio para la eficacia de la vacunacién con ADN es la carga tumoral; de hecho los modelos en ratones
creados con la inyeccién de mas de 10° células APL no aportaron diferencias estadisticamente significativas. El
segundo criterio estaba relacionado con el tipo de construccién plasmidica inyectada (figura 1 y tabla 1). Resultaba
claramente obvio que la adicién del fragmento C era crucial para potenciar la supervivencia (del 48% de
supervivencia con PML-RARaFrC frente al 33% con las construcciones PML-RARa de longitud completa a dia 60 en
los grupos de ATRA), no mostrando esta ultima construccion diferencias significativas con respecto a los grupos de
control de placebo y ATRA, respectivamente. A dia 120, el 44% de los ratones del primer grupo permanecian vivos
en comparacion con ninguno del ultimo (tabla 1).

2.c) Se induce una respuesta de anticuerpos especifica frente a RARa mediante la vacunacion con PML-
RARaFrC que aumenta adicionalmente con ATRA

[0092] Para evaluar los mecanismos responsables del aumento de la respuesta al protocolo de vacunacion de
ADN, se realiz6 un seguimiento de la produccion de anticuerpos y de la respuesta inmune mediada por células en
los ratones. Se establecio una técnica de ELISA para detectar anticuerpos frente a RARa en el suero de los ratones
a diferentes intervalos de tiempo. Se detectaron niveles significativos de anticuerpos frente a RARa en ratones
tratados con ATRA con o sin vacuna de ADN, pero no en los ratones tratados con placebo o solo con la vacuna de
ADN (tabla 2). Aunque esto era cierto para ambos grupos tratados con ATRA, el nivel de anticuerpos producido era
aparentemente mas alto solo con ATRA. Sin embargo, la diferencia entre los grupos de ATRA no era significativa.
De manera interesante, en un andlisis retrospectivo, los ratones que habian producido anticuerpos al menos una vez
presentaban una ventaja para la supervivencia (fig. 3, P<0,001). Se confirmé la especificidad de la prueba de ELISA
mediante analisis por inmunotransferencia (fig. 10B). Cuando el suero extraido el dia 18 y el dia 38 de un raton
tratado con ADN de ATRA + PML-RARaFrC se aplico a un filtro de nitrocelulosa con proteinas extraidas de la linea
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celular PML-RARa NB4, se detectaron al menos dos bandas, una con una masa molecular de 105 kDa (pocillos 2 y
3) y otra de 50 kDa (pocillo 3). En comparacion con el mismo filtro inmunotransferido con un anticuerpo anti-RARa
(pocillo 1), estas dos bandas se corresponden en tamafio con PML-RARa y RARa, respectivamente.

Tabla 2: la produccion de anticuerpos anti-RARa en ratones aumenta con la duracién del tratamiento
Dia 18 Dia 38 Dia 58

Placebo Positivo para Ac' (%) 0/12 0/12 012
m+DE* NP NP NP
Mediana® NP NP NP

Placebo + PML-RARaFrC Positivo para Ac' (%) 0/11 0/11 0/11
mzDE? NP NP NP
Mediana® NP NP NP

ATRA Positivo para Ac' (%) 0/12 7/12 (58%) 4/5 (80%)
m+DE? ] NP 2.22+1.18 13.031£5.41
Mediana® NP 1,95 15,09

ATRA + PML-RARaFrC Positivo para Ac' (%)  1/12 (8%) 5/12 (42%) 7/7 (100%)
m+DE? ' 1,79 2,35+1,71 3,7813,9
Mediana® NP 1,82 2,44

NP = no procede

' Ntimero de ratones que presentan niveles detectables de anticuerpos/nimero de ratones vivos a esta fecha.

? Los valores se proporcionan como media, desviacion estandar (D.E.) y mediana de Ua a partir de los ratones
positivos.

2.d) Se induce una respuesta de anticuerpos especifica frente a FrC mediante la vacunacién con PML-
RARaFrC + ATRA

[0093] Se control6 la produccién de anticuerpos anti-FrC en los ratones usando procedimientos descritos
previamente (Spellerberg y col. 1997; King y col., 1998). En el protocolo de vacunacion, los ratones tratados con
5 mg de ATRA /dia durante 21 dias no producian anticuerpos frente al fragmento C. Un aumento de dosis a 10 mg
de ATRA/dia durante 21 dias inducia una respuesta de anticuerpos frente al fragmento C en 2/2 ratones analizados
mientras que no se detectaron anticuerpos frente al fragmento C en el Unico ratén tratado solo con 10 mg de ATRA
sin ADN.

[0094] En este caso es la combinaciéon de ADN y ATRA solo la que induce la respuesta de anticuerpos, ya
que las células de ratdn no expresan normalmente el fragmento C. Parte de la explicacion del mecanismo es que las
células que incorporan el ADN exdgeno y procesan la proteina (transfeccion in vivo) son inducidas a apoptosis por
ATRA y el antigeno fragmento C entra en las células presentadoras de antigeno (CPA) para inducir de esta forma la
produccién de anticuerpos.

2.e) Los ratones tratados con PML-RARaFrC + ATRA presentan un aumento en los niveles de células CD4+ o
CD8+

[0095] Se observé un aumento en el numero de células CD4+ y CD8+ en sangre periférica a dia 18 en
ratones que presentaban respuestas parciales y completas, dandose predominantemente en aquellos tratados con
ATRA + PML-RARaFrC (figuras 5A y 5B).

[0096] La poblacién NK estaba aumentada en ratones APL en comparacién con los ratones FVB/N control y
en los inyectados con pCINPML-RARa y con PML-RARa-FrC. No se detectaron diferencias en la actividad NK en el
bazo de ninguno de los animales inmunizados en comparacion con los controles FVB/N normales. Aunque los
autores fueron capaces de confirmar esto en un entorno alogénico, en el que los ratones FVB/N pueden generar
CTL, no fue posible detectar niveles de células T citotdxicas (CTL) significativamente elevados. Esto podria
explicarse por la cantidad normalmente baja de CTL producida y/o por la falta de células diana competentes en este
modelo.

[0097] Los datos de supervivencia muestran que la construccion PML-RARa-FrC confiere una prolongacion
de la esperanza de via sola 0 en combinacion con ATRA y que las secuencias del fragmento C son necesarias para
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aumentar la supervivencia. La significativa prolongacién de la esperanza de vida tras la vacunacion sugiere que se
habian inducido respuestas anti-APL por la via de la vacuna de ADN confirmada mediante el aumento en el numero
de células CD4+ y el aumento de anticuerpos anti-RARa. Previamente se refirié que las células de APL irradiadas
solas podrian inducir una respuesta de anticuerpos, por tanto, es probable que este efecto inmune sea especifico y
esté desencadenado por las células APL como fuente de antigeno tumoral. De hecho, el ensayo ELISA mostraba
una respuesta de anticuerpos especificamente frente a RARa en ratones tratados con ATRA. Esta produccién de
anticuerpos puede estar correlacionada con el aumento en el nimero de células T CD4+ que se sabe son efectoras
de la vacuna de ADN, usando estas construcciones de FrC (King y col., 1998; Bogen y col., 1996; Rice y col., 2001).
Se han notificado resultados similares de producciéon de anticuerpos para otros modelos murinos de vacunas de
ADN o de péptidos (King y col., 1998; Spellerberg y col., 1997). Las células T CD4+ estan implicadas en el
establecimiento de la memoria inmune y pueden explicar la prolongacion o retraso del efecto (Chen y col., 2000).

2.f) Los ratones tratados con PML-RARaFrC +ATRA presentan un aumento en los niveles de interferon
gamma

[0098] Se realizaron ensayos de proliferacion y de liberacién de citoquinas en ratones de supervivencia
prolongada (es decir, ratones tratados con ATRA solo o ATRA y PML-RARaFrC del estudio mostrado en la figura
2B). Aunque podia inducirse a los esplenocitos de ratones tratados con ATRA y PML-RARaFrC a proliferar en
presencia de esplenocitos de ratones Balb/c alogénicos, estos no proliferaban mas que los esplenocitos control de
FVBI/N cuando se estimulaban con células APL singénicas (datos no mostrados).

[0099] Por el contrario, se aprecié un aumento especifico en los niveles de INF-y (6 veces) tras 48 horas de
cultivo cuando los esplenocitos de ratones tratados con la combinacion de ATRA y PML-RARaFrC eran estimulados
con células APL irradiadas en comparacion con los esplenocitos de ratones sanos tratados solo con ATRA (327
pg/ml frente a 52 pg/ml) (P<0,02) (figura 6). No se observaron diferencias significativas en otras citoquinas como IL-
2, IL-4, IL-5 y TNFa. Todas estas citoquinas aumentaban cuando se cultivaban los mismos esplenocitos efectores
con esplenocitos de Balb/c.

2.g) Los ratones tratados con ScFvBCL9-FrC + ATRA o PML-RARaASFrC + ATRA presentaban un aumento
de la esperanza de vida y un aumento del nivel de TNFa.

[0100] Cuando se us6 una construccion irrelevante (es decir, no especifica) como ScFvBCL1-FrC (figura 8) o
PML-RAR0AS-FrC (figura 9), se observé que los ratones presentaban un aumento de la esperanza de vida con
elevacion en los niveles de TNFa aproximadamente un afio después de la inyeccion de células APL.

[0101] En particular, la combinacién de ATRA + PML-RAR0ASFrC era eficaz para aumentar la esperanza de
vida de los ratones transgénicos RAS/BCL-2, CBFB-MYH11/BCL-2 o RAS/CBFB-MYH11/BCL-2 que normalmente
podrian morir de una enfermedad como el sindrome mielodisplasico tardio (de insuficiencia medular) (figura 9).

[0102] Las secuencias complementarias son altamente inmunogénicas ya que normalmente no existen y, por
tanto, son «extrafias» para el organismo. Por consiguiente, no causan ningun peligro de autoinmunidad.

[0103] En este contexto, el ADN actua como adyuvante. Esta combinacién deberia funcionar contra otros
canceres ya que se explotan las propiedades apoptéticas del compuesto retinoide para inducir la apoptosis de las
células tumorales para diseminar antigenos asociados a tumores y el efecto combinado de los retinoides para inducir
Th2 y anticuerpos y del ADN para inducir Th1 y CTL para el efecto terapéutico a largo plazo.

[0104] En el experimento recogido anteriormente, los ratones con la supervivencia mas larga permanecen en
esta situacion durante aproximadamente un afio y, finalmente, sucumben a la enfermedad. Sin embargo, es
necesario recordar que, a diferencia del modelo de transplante donde potencialmente es posible la cura, en un
modelo transgénico, vencera siempre el gen anémalo ya que no pueden erradicarse estas células porque estan en
la linea germinal. No obstante, la mayoria de los canceres se adquieren somaticamente y pocos son hereditarios.

[0105] Puesto que las pautas terapéuticas para la APL a base de ATRA convencionales son de hecho muy
buenas para inducir remisiones completas y prolongacién de la supervivencia en casos de APL humana, la
vacunacion con ADN en este contexto puede tener un beneficio adicional para el control de la enfermedad residual
minima, donde las células de leucemia pueden ser menos sensibles a farmacos administrados previamente. Este es
también el momento en que puede comprobarse que la vacunaciéon es mas eficaz de lo que los inventores han
mostrado ya que la respuesta inmune y la eficacia de la vacunacién de ADN se correlaciona con la carga tumoral.
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[0106] Mas en general, los presentes resultados muestran que la vacunacion con ADN deberia combinarse
con ATRA. Se ha descrito bien el caracter adyuvante de la vitamina A (Dresser y col., 1968), aunque en el estudio
actual se insiste en que su metabolito activo ATRA es un buen adyuvante para estimular la respuesta inmune de
expresion de ADN.

[0107] ATRA, ademas de sus propiedades para inducir respuestas Th2 inducia la diferenciacion. La posterior
apoptosis y diseminacion del antigeno permitian respuestas inmunes de producciéon de anticuerpos segun se
determina mediante ELISA usando RARa recombinante. Esto explicaba la observacion por primer vez de que los
ratones APL tratados solo con ATRA producian anticuerpos anti-RARa, lo que esta relacionado con la mejora de la
supervivencia (véase arriba). Sin embargo como con la APL humana, ATRA solo no era suficiente y todos los
ratones recaian de la enfermedad y morian. Las construcciones del fragmento C parecen ser necesarias para actuar
de forma sinérgica con ATRA para rescatar a los ratones de la muerte inducida por leucemia. Al contrario que en los
ratones tratados con la construccion especifica ATRA + PML-RARaFrC donde se aumenta IFNy (véase
anteriormente), los niveles de TNFa estan aumentados en ratones que se corresponden con el tratamiento con ADN
ATRA + ScFcBCL1 (figura 7).

[0108] Se plantea la hipétesis de que las respuestas Th1 inducidas por ADN llevan a una actividad CTL o NK
como posibles mecanismos de proteccion. En las respuestas Th1, las células T activadas secretan tanto TNFa como
IFNy, sin embargo, es interesante apreciar que con la construccion especifica aumenta IFNy, mientras que con la
construccion no especifica, se usa TNFa.

[0109] Por tanto, la hipdtesis es que ATRA induce apoptosis y también promueva las respuestas de
anticuerpos, mientras que el ADN induce una respuesta Th1 que resulta en una vigilancia inmune mediada por CTL
o NK de las células malignas.

[0110] En resumen, los datos preclinicos recogidos en este estudio muestran que la construccion PML-
RARaFrC confiere una prolongacion de la esperanza de vida sola o en combinacién con ATRA. Ademas, este
estudio muestra por primer vez que la accién adyuvante de la combinacion de ATRA con el fragmento C puede
ayudar a mantener las remisiones clinicas estimulando las respuestas inmunes frente a los antigenos generados por
individuos enfermos.
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LISTADO DE SECUENCIAS

[0112]

<110> INSERM University of Wales College of Medicine

<120> Vacuna de ADN combinada con un inductor de la apoptosis de células tumorales

<130> BET 03P0149

<150>EP 02291069.9
<151> 2002-04-26

<160> 13

<170> PatentIn versién 3,1
<210> 1

<211> 105

<212> ADN

<213> Artificial : PML-RARalfa

<400> 1

gaggtcttec tgoccaacag caaccacgtg gocadtggeg cocgdugaggc agocattgag

acccagagca gcagttebga agagatagtg cecagecete ceteg
<210> 2
<211> 1461

<212> ADN
<213> Artificial : PML-RARalfa-FrC

<400> 2

gaggtcttec tgeccaacag caaccacgtg gecagtggeg coggggagge agocattgag

18

€60

1as

60



acccagagea
tgggtcgaca
gacatcaaca
ccagatgeote
tcttctgaag
tteaccgtta
ggcactaacg
ggtiggtctg
gaagttogte
aaatgggttt
ggcgttotga
atcactctta
cgtatettet
tctatcacet
ctgatcecag
tacctgacca
tacaacggcce
gttaaatctg
ggttacccga
aacgeteocgg
acctactctg
acécacaacg
tacttecaacc

gaaggttgga

<210> 3
<211> 35
5 <212> ADN

gcagttetga
acgaagaaga
acgatattat
aattggtgec
ttategtgca
gocttectgget
agtactccat
tttecetgaa
agatcacttt
tecatcactat
tgggctcege
agctggaccg
gcaaagcact
tcctgegtga
tagcttctag
acgcgecgte
tgazattcat
gtgacttcat
aagacggtaa
gtatccecget
ttcagctgaa
gtcagatcgg
acctgaaaga

ccaacgacta

<213> Atrtificial : cebador

ES 2400178 T3

agagatagtyg
categatgtt
ctecgacate
aggcatcaac
caaggccatg
gegegttocg
catcagetet
gggtaacaac
ccgegaccetyg
cactaacgat
tgaaatcact
ttagcaacaac
gaaccecgaaa
cttctggggt
ctctaaagac
ctacactaac
catcaaacge
caaactgtac
cgctttcaac
gtacaaaaaa
actgtacgac
taacgacecg

caaaatectg

g

cccageecke
atecctgaaaa
tctggtttea
ggcaaagcta
gacatcgaat
aaagtttctg
atgaagaaac
ctgatctgga
coggacaagt
cgtctgtctt
ggtctgggcg
aacaaccagt
gagatcgaaa
aaccegetge
gttcagetga
ggtaaactga
tacactccga
gtttcttaca
aacctggaca
atggaagctg
gacaaaaacyg
aaccgtgaca

ggttgcgact

19

cctcgaaaaa
agtctaccat
actcctctgt
teocacetggt
acaacgacat
cttcceacet
acteccctgte
ctctgaaaga
tcaacgegta
ctgctaacct
ctatcegtga
acgtatccat
aactgtatac
gttacgacac
aaaacatcac
acatctacta
acaacgaaat
acaacaacga
gaattctacg
ttazactgcy
cttetetgag
tectgatege

ggtactbegt

cettgattat
tctgaacttg
tatcacatat
taacaacgaa
gttcaacaac
ggaacagtac
catcggetcet
ctoegeggge
cctggctaac
gtacatcaac
ggacaacaac
cgacaagtic
cagctacctg
cgaatattac
tgactacatg
ccgacgtotg
cgattcttte
acacatcgtt
tgttggttac
tgacctgaaa
tctggtitggt
ttctaactgg

tecgacegat

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400> 3
actgdottc docgaggtc ttoeotgecca acage

<210>4

<211> 35

<212> ADN

<213> Atrtificial : cebador

<400> 4
actgdottc ditcgaggg agggatgggc actat

<210>5

<211> 32

<212> ADN

<213> Atrtificial : cebador

<400> 5
actgdtottc cggagtggge cecoggaacs ac

<210>6

<211> 32

<212> ADN

<213> Atrtificial : cebador

<400> 6

actgdctic caaaaacctt gattgttggg tc

<210>7

<211> 666

<212> ADN

<213> Artificial : PML-RARalfa-FrC

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(57)

<223> lider de VH1

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (58)..(109)

<223> PML

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (111)..(162)

<223> RARalfa

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (165)..(666)

<223> FrC

<400>7
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35

35

32

32
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atggactgga
gtcttecotge
cagagcagca
gtcgacaacg
atcaacaacg
gatgctcaat
tctgaagtta
accgttaget
actaacgagt
tggtetgttt
agttcgteayg

aatggg

cctggagggt
ccaacagcaa
gttectgaaga
aagaagacat
atattatcte
tggtgccggyg
tecgtgcacaa
tectggetgge
actccatcat
ccctgaaggg

atcactttece

<210> 8

<211> 105

<212> DNA

<213> Artificial : PML-RARalfa AS

<400> 8
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cttectgettyg
ccacgtggcce
gatagtgeece
cgatgttatec
cgacatctct
catcaacggc
ggcecatggac
ggttccgaaa
cagetetatg
taacaacctyg

gcgacctgee

ctggetgtoy
agtggegeoy
agccctecet
ctgaaaaagt
agttteaact
aaagctatecc
atcgaataca
gtttectgett
aagaaacact
atctggacte

ggacaaagtt

ecccgggage
gggaggeagc
cgaaaaacct
ctaccattot
cctoctgttat
acctggttaa
acgacatgtt
cccacctgga
ccctgtecat
tgaaagactc

caacgegtac

ccactcegay
cattgagace
tgattgttgg
gaacttggac
cacatatcca
caacgaatct
caacaactitc
acagtacggc
cggetctggt
‘fgcgggegaa

ctggctaaca

cgagggaggyg ctgggeacta tectcttcaga actgetgcte tgggtctcaa tggetgectce

cecggegeca ctggeocacgt ggttgetgbt gggcaggaag accte

<210>9

<211> 1360

<212> DNA

<213> Atrtificial : FrC

<400> 9

21
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atgaaaaacc ttgattgttg ggtcgacaac gaagaagaca tcgatgttat cctgaaaaag 60
tctaccatte tgaacttgga catcaacaac gatattatet cecgacatcte tggtttcaac 120
tecoctetgtta tcacatatee agatgetcaa ttggtgecgg geatcaacgg caaagetatce 180
cacctggtta acaacgaatc ttotgaagtt atcgtgeaca aggecatgga categaatac 240
aacgacatgt teaacaactt caccgttage ttctggeotgc gegttecgaa agtitetget 300
tcccacctgg aacagtacgg cactaacgag tactccatca teagcectctat gaagaaacac 360
tecctgteoeca teggetctgg ttggtetgtt teocctgaagg gtaacaacct gatetggact 420
ctgsaagact cegegggega agtteogteoag atcactttcoe gogacctgeoe ggacaagttc 480
aacgegtace tggectaacaa atgoagttttc atcactatea ctaacgateg totgtettet 540
gctaacctgt acatcaacgg cgttctgatg ggetcegetyg aaatecactgg tetgggeget 600
atcecgtgagg acaacaacat cactcttaag ctgaaccgtg gcaacaacaa caaccactac 560
gtatccatcg acaagttecg tatcttotge aaagcactga acccgaaaga gatcgaaaaa 720
ctgtatacca gctacctgte tatcacctte ctgegtgact totggggtaa ccogetgegt 780
tacgacaccg aatattacct gatcccggta gettctaget ctaaagacgt tcagetgaaa 840
aacatcactyg actacatgta cctgaccecac gecgeccgtect acactaacgg taaactgaac 900
atctactacc gacgtctgta caacggoctg aaaatcatca tcaaacgecta cactcogaac 2460
aacgaaatcg attctttegt taaatctggt gacttcatca aactgtacgt ttottacaac 1020
aacaacgaac acatcgttgg ttacccgaaa gacggtaacyg tctttcaaca acctggacag 1080
aattctgegt gttggttaca acgetccggg tateccgety tacaaaazaa gggaagetgt 1140
taaactgcgt gacctgaaaa cctactetgt tcagcetgaaa ctatacgacqg acaaaaacge 1200
ttctetgggt ctogttagta ceccacaacgg tcagateggt aacgacccga accgtgacat 1260
cctgatcget tctaactggt acttcaacea cctgaaagac aaaatcctgg gttgegactg 1320
gtacttcgtt ccgacegatg aaggttggac caacgactag 1360

<210> 10

<211> 1519

<212> DNA

<213> Artificial : PML-RARalfaAS-Frc

<220>

22
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<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(57)
<223> lider de VH1
5 <220>
<221> misc_caracteristica
<222> (58)..(162)
<223> PML-RARalfaAS
10 <220>
<221> misc_caracteristica
<222> (163)..(1519)
<223> FrC

15 <400> 10

atggactgga cctggagggt cttetgettg ctggetgtgg ccecggggge ccactceoga
gggagggctg ggcactatct cttcagaact getgetctgg gtetcaatgg ctgectecce
ggcgecactyg gccacgtggt tgetgttgag caggaagacce tcaaaaacct tgattgtigg
gtcgacaacy aagaagacat cgatgttatbc ctgaaaaagt ctaccatict gaacttggac

atcaacaacg atattatctce cgacatctct ggttteaact cctectgttat cacatateca

23

60

220

180

240

300
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gatgctcaat
tctgaagtta
accgttaget
actaacgagt
tggtctgttt
gttegtecaga
tgggttttea
gttetgatgy
actcttaage
atcttetgea
atcaccttec
atcccggtag
ctgacccacyg
aacggectga
aaatctggtyg
taccogaaay
cgectoegagt
ctactctgtt
ccacaacggt
cttcaaccac

aggttggacc

<210> 11

<211> 537
<212> DNA
<213> Atrtificial : ScFvBCL1-FrC

<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(9)
<223> Secuencia Kozak

<220>

tggtgceggg
tegtgecacaa
tctggetgeg
actcecatecat
cectgaaggd
tcactttecg
tcactatcac
gctecgectga
tgaaccgtgg
aagcactgaa
tgcgtgactt
cttetageto
cgccgtccta
aaatcatcat
acttcatcaa
acggtaacgt
atcceogetgt
cagctgaaac
cagatcggta
ctgaaagaca

aacgactag

ES 2400178 T3

catcaacgge
ggecatggac
cgttecgaaa
cagctctatyg
taacaacctg
cgacctgeeog
taacgatcgt
aatcactggt
caacaacaac
cccgaaagag
ctggggtaac
taaagacgtt
cactaacggt
c¢amacgctac
actgtacgtt
ctttcaacaa
acaaaaaaag
tgtacgacga
acgacccgaa

aaatcctaggg

aaagctatee
atcgaataca
gtttetgectt
aagaaacact
atctggacte
gacaagttca
ctgtcttctg
ctgggcegcta
aaccactacg
atcgaaaaac
cegetgegtt
cagctgaaaa
aaactgaaca
actcecgaaca
tcttacaaca
cctggacaga
ggaagotgtt
caaaaacgcet

coagtgacate

ttgcgactgg

24

acctggttaa
acgacatgtt
cccacctgga
ccctgtecat
tgaaagacte
acgeogtacct
ctaacctgta
tccgtgagga
tatccatoga
tgtataccag
acgacaccga
acatcactga
toctactacceg
acgaaatcga
acaacgaaca
attctgegtg
aaactgegtg
totetgggte
ctgategett

tacttegtte

caacgaatct
caacaacttc
acagtacggce
cggetotggt
cgegggcgaa
ggctaacaaa
catcaacggce
caacaacatc
caagttccgt
ctacctgtet
atattacctg
ctacatgtac
acgtctgtac
ttettbegtt
categtiggt
ttggttacaa
acctgaaaac
tggttggtac
ctaactggta

cgaccgatga

380

4290

480

540

500

660

720

T8O

840

800

960

1020

1480

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15198
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<221> misc_caracteristica
<222> (10).. (66)
<223> lider de BCL1

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (67)..(537)

<223> ScFvBCL1-FrC

<400> 11

googacacca
cactccoagg
aagatttcet
cagagtcatg
aactacaacc
gectatatgg
tactatggta
ggaggcagtt

goccategece

tgggttggag
tecagetgea
gcaagggttc
caaagagtct
agaagtttaa
aacthgccag
actactttga
cagycyggayy

tgatagacgg

<210> 12

<211> 30

<212> DNA

<213> Atrtificial : cebador

<400> 12

actgdattc docogaggg agggactgggc

<210> 13

<211> 30

<212> DNA

<213> Atrtificial : cebador

<400> 13

actgdctic ditgaggtc ttectgcoca

ES 2400178 T3

ctgtatcatc
gcagtctggg
cggctacaca
agagtggatt
gggcaaggce
attgacatct
ctactgggge
tggectetgge

tttttegeoe

30

30

ttotttetgg
cctgagatogg
ttecactgatt
gogagttatta
acaatgactyg
gaggattctg
caagggacoa
ggtggeggat

ttgacgttgg

25

tagcaacagc
tgaggcctgg
atgectatgea
gtacttacaa
tagacaaatc

ccatctatta

cggtcacegt

cecaggetgt

agtccacgtt

tacaggtgtg
ggtcteagtg
ctgggtgaay

tggtaataca

ctccageaca
ctgtgecaaga
cteocteaggt

tgggacatgyg

ctttaat

60

120

180

240

300

360

420

480

537
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion de vacuna que comprende:
i) un compuesto retinoide que induce diferenciacién y apoptosis; y

ii) un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido inmunogénico fusionado en marco
con una secuencia que codifica un fragmento C (FrC) de la toxina tetanica;

en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. La composicion de vacuna segun la reivindicacion 1, en la que dicho compuesto retinoide que induce
diferenciacion y apoptosis tiene actividad adyuvante de la repuesta biolégica inducida por el acido nucleico que
codifica el polipéptido inmunogénico.

3. La composicién de vacuna segun la reivindicacién 2, en la que dicho compuesto retinoide que induce
diferenciacion y apoptosis se selecciona entre el grupo compuesto por acido todo trans retinoico (ATRA), acido 9-cis
retinoico (AR 9-cis), N-(4-hidroxifenil)retinamida (4 HPR) y acido 13-cis retinoico (AR 13 cis).

4. La composicion de vacuna segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el acido
nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido inmunogénico comprende la secuencia SEQ ID
N° 10 o la SEQ ID N° 11.

5. La composicion de vacuna segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el polipéptido
inmunogénico comprende un antigeno tumoral.

6. La composicién de vacuna segun la reivindicacion 5, en la que la secuencia que codifica el antigeno
tumoral es la SEQ ID N° 1.

7. La composicion de vacuna segun las reivindicaciones 5 o 6, que comprende un &acido nucleico
compuesto por una secuencia SEQ ID N°2 0 SEQID N° 7.

8. Una composicién de vacuna segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en un
método para el tratamiento del cancer.

9. La composicion de vacuna para el uso de la reivindicacion 8, en el que el cancer es leucemia
promielocitica aguda.

10. Un kit que comprende:

i) una primera composicion farmacéutica que comprende un compuesto retinoide que induce diferenciacion y
apoptosis; y

ii) una segunda composicion farmacéutica que comprende un acido nucleico compuesto por una secuencia que
codifica un polipéptido inmunogénico fusionado en marco con una secuencia que codifica un fragmento C (FrC) de la
toxina tetanica.

11. El kit segun la reivindicacion 10, en el que el polipéptido inmunogénico comprende un antigeno
tumoral.
12. El kit segun la reivindicacién 11, en el que dicho acido nucleico comprende a) una secuencia que

codifica un antigeno PML-RARa y ademas comprende b) una secuencia del fragmento C (FrC) de la toxina tetanica.

13. El kit segun la reivindicacion 12, en el que la secuencia a) que codifica el antigeno PML-RARa es la
SEQ ID N° 1.

14. El kit segun la reivindicacion 12 o 13, que comprende la secuencia SEQ ID N°2 o la SEQ ID N° 7.

15. El kit segun la reivindicacion 10, en el que el acido nucleico comprende la secuencia SEQ ID N° 10 o
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SEQ ID N° 11.

16. El kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, en el que dicho compuesto no retinoide
que induce diferenciacion y apoptosis tiene actividad adyuvante de la repuesta bioldgica inducida por el acido
nucleico que codifica el antigeno inmunogénico.

17. La composicién de vacuna segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16, en la que el
compuesto retinoide que induce diferenciacion y apoptosis se selecciona entre el grupo compuesto por acido todo
trans retinoico (ATRA), acido 9-cis retinoico (AR 9-cis), N-(4-hidroxifenil)retinamida (4 HPR) y acido 13-cis retinoico
(AR 13 cis).

18. El kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, en el que se pretende administrar dicho
compuesto retinoide que induce diferenciacion y apoptosis y dicho acido nucleico que comprende una secuencia que
codifica un polipéptido inmunogénicos secuencialmente.

19. Una combinacion de:

- una composicion i) que comprende un compuesto retinoide que induce diferenciacion y apoptosis; y

- una composicion ii) que comprende un acido nucleico compuesto por una secuencia que codifica un polipéptido
inmunogénico fusionado en marco con una secuencia que codifica un fragmento C (FrC) de la toxina tetanica;

para su uso simultaneo o secuencial en un procedimiento para el tratamiento del cancer.

20. La combinacion para su uso segun la reivindicacion 19, en la que dicha composicidn ii) comprende un
acido nucleico que codifica un antigeno tumoral.

21. La combinacion para su uso segun la reivindicacion 20, en la que dicho acido nucleico que codifica un
antigeno tumoral comprende a) una secuencia que codifica un antigeno PML-RARa y ademas comprende b) una
secuencia del fragmento C (FrC) de la toxina tetanica.

22. La combinacion para su uso segun la reivindicacion 21, en la que la secuencia a) que codifica el
antigeno PML-RARa es la SEQ ID N° 1.

23. La combinacion para su uso segun la reivindicacion 21 o 22, que comprende la secuencia SEQ ID N°
20laSEQIDN°7.

24, La combinacién para su uso segun la reivindicacion 19, en la que dicha composicion (ii) comprende
una secuencia SED ID N° 10 o SEQ ID N° 11.
25. La combinacién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 24, en el que el

compuesto retinoide tiene actividad adyuvante en la respuesta bioldgica inducida por el acido nucleico que codifica
el polipéptido inmunogénico.

26. La combinacion para su uso segun la reivindicacion 25, en la que el compuesto retinoide que induce
diferenciacion y apoptosis se selecciona entre el grupo compuesto por acido todo trans retinoico (ATRA), AR 9-cis, 4
HPPR y AR 13-cis.

27. La combinacién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 26, en la que el cancer
es leucemia promielocitica aguda.

28. La combinacioén para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 27, en la que dicho uso
es un uso secuencial de dichas composiciones i) y ii) en el tratamiento del cancer.

29. La combinacioén para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 27, en la que dicho uso
es un uso simultaneo de dichas composiciones i) y ii) en un procedimiento para el tratamiento del cancer.
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