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DESCRIPCION
Composiciones de inmunoterapia contra el cancer y métodos de uso
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones celulares y a métodos para inducir una respuesta inmune frente a
células tumorales. Las composiciones celulares comprenden células que se han modificado genéticamente para
expresar un anticuerpo contra el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA4) y una citocina, por lo que la
expresion local, sostenida basada en células, del anticuerpo anti-CTLA4 en el sitio de la inmunizacién reduce
significativamente la concentracion terapéutica en comparacion con una administracion sistémica.

Antecedentes de la Tecnologia

Una metodologia terapéutica contra el cancer es el uso de células cancerigenas autélogas o alogénicas como
vacunas para aumentar la inmunidad antitumoral (Oettgen et al., The History of Cancer Immunotherapy, en: Biologic
Therapy of Cancer, Devita et al., (compiladores) J. Lippincot Co., pags. 87-199, 1991; Armstrong TD y Jaffee EM,
Surg Oncol Clin N Am 11(3): 681-96, 2002 y Bodey B et al., Anticancer Res. 20(4): 2665-76, 2000). Una expansion
de esta metodologia implica el uso de células tumorales modificadas genéticamente que expresan citocinas, a nivel
local en el sitio de la inmunoterapia.

Se ha observado que numerosas citocinas desempefian un papel en la regulacion de la respuesta inmune a
tumores. Por ejemplo, el documento de patente de EE.UU. n° 5.098.702 describe el uso de combinaciones de factor
de necrosis tumoral (TNF), interleucina 2 (IL-2) e interferon beta (IFN-beta) en cantidades sinérgicamente eficaces
para combatir tumores existentes. Los documentos de patente de EE.UU. n°® 5.078.996, 5.637.483, 5.904.920 y
6.350.445 describen el uso del factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) para el
tratamiento de tumores. Se ha demostrado la actividad en modelos tumorales usando una variedad de citocinas
inmunomoduladoras, que incluyen la interleucina 4 (IL-4), IL-2, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa), el factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), la interleucina 7 (IL-7), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 12
(IL-12) y GM-CSF, tal y como se describe en Golumbeck PT et al., Science 254: 13-716, 1991; Gansbacher B et al.,
J. Exp. Med. 172: 1217-1224, 1990; y Akiyama Y et al., Gene Therapy 7: 2113-2121, 2000; Fearon ER et al., Cell 60:
397-403, 1990; Gansbacher B et al., Cancer Res. 50: 7820-25, 1990; Teng M et al., PNAS 88: 3535-3539, 1991;
Columbo MP et al., J. Exp. Med. 174:1291-1298, 1991; Aoki et al., Proc Natl Acad Sci USA. 89(9): 3850-4, 1992;
Porgador A, et al., Nat. Immun. 13(2-3): 113-30, 1994; Dranoff G et al., PNAS 90: 3539-3543, 1993; Lee CT et al.,
Human Gene Therapy 8:187-193, 1997; Nagai E et al., Cancer Immunol. Immonther. 47:2-80, 1998; Akiyama Y et
al., Gene Therapy 7: 2113-2121, 2000; y Chang A et al., Human Gene Therapy 11: 839-850, 2000, respectivamente.
Los ensayos clinicos que emplean vacunas celulares autélogas o alogénicas que expresan GM-CSF (GVAX®) han
comenzado el tratamiento del cancer de préstata, melanoma, cancer de pulmon, cancer pancreatico, cancer renal y
mieloma multiple (Dummer R., Curr Opin Investig Drugs 2(6): 844-8, 2001; Simons J ef al., Cancer Res. 15; 59(20):
5160-8, 1999; Soiffer R. et al., PNAS 95: 13141-13146, 1998; Simons J et al., Cancer Res. 15; 57: 1537-1546, 1997;
Jaffee E et al., J. Clin Oncol 19:145-156, 2001; y Salgia R et al., J. Clin Oncol 21: 624 -630, 2003; Soiffer et al. J Clin
Oncol 2003 21: 3343B50; Nemunaitis ef al. J. Natl Cancer Inst. 18 de Febrero 2004 96(4): 326-31).

Las inmunoterapias celulares autdlogas o alogénicas contra el cancer que expresan GM-CSF se han descrito
anteriormente (por ejemplo, véanse los documentos de patente de Estados Unidos 6.464.973, 6.350.445, 6.187.306,
6.033.674, 5.985.290 y 5.637.483@?. Sin embargo, sigue habiendo una necesidad de mejorar las estrategias de
inmunoterapias basadas en GVAX" para el tratamiento del cancer.

Se han descrito previamente células dendriticas modificadas genéticamente para la inmunoterapia del cancer.
Véase, p. €j., Akiyama Y et al., Gene Therapy 7: 2113-2121, 2000 y Ribas A, Current Gene Therapy 5: 619-628,
2005.

El antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA4; CTLA-4; CD152) es una molécula inmunosupresora
expresa en linfocitos T activados y un subconjunto de linfocitos T CD4+CD25+. CTLA4 es un regulador conocido de
la activacion de linfocitos T (Chambers, C. A. et al., Annu. Rev. Immunol 19: 565, 2001). La sefalizacion de CTLA4
ha mostrado que inhibe los primeros eventos en la activacion de los linfocitos T tanto a nivel de transcripcion de 1L-2
como a nivel de eventos del ciclo celular independientes de IL-2 (Brunner et al., J. Immunol., 1999, 162: 5813-5820).

CTLA4, que se une a B7-1/2 es esencial para la regulacion a la baja de las respuestas de los linfocitos T. Se ha
observado que ratones CTLA4" sufren una respuesta linfoproliferativa letal que se inicia por una expansion
incontrolada de los linfocitos T. Por lo tanto, CD28 y CTLA4 desempefian papeles decisivos en la regulacion de las
primeras etapas de la respuesta de los linfocitos T. CTLA4 también se ha observado que regula la aparicion y la
gravedad de una enfermedad autoinmune experimental en ratones (Allison, J. P., Cancer Immunity, vol. 5 supl. 1,
pag. 9; 6 de abril 2005).

Un anticuerpo monoclonal totalmente humano para CTLA4 humano ha mostrado actividad antitumoral en ensayos

en fase I/ll y Il (Medarex). Un estudio en fase | de un anticuerpo humano anti-CTLA4 en pacientes con melanoma
metastasico y carcinoma de ovario, vacunados previamente, mostraba actividad antitumoral en cinco de los nueve
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pacientes estudiados (Hodi FS et al., PNAS 100:4712-4717, 2003). En un estudio distinto en fase | que implicaba la
administracion de un anticuerpo monoclonal totalmente humano que bloqueaba CTLA4 (MDX-010), combinado con
vacunas peptidicas contra el melanoma, ocho de diecinueve pacientes con reseccién de melanoma metastasico en
estadio Ill o IV que recibieron dosis repetidas de MDX-010, desarrollaron toxicidades autoinmunes significativas. Los
sintomas incluian uveitis, erupciones cutaneas y reacciones gastrointestinales (diarrea y dolor abdominal). Véase,
por ejemplo, Sanderson K. et al., J Clin Oncol 23: 741-750, 2005.

En otro estudio, catorce pacientes con melanoma metastasico recibieron una administraciéon intravenosa de un
anticuerpo anti-CTLA4 completamente humano (MDX-010) a 3 mg/kg cada 3 semanas segun se toleraba, junto con
una vacunacion subcutanea con dos péptidos modificados de glicoproteina 100 (gp100) con restriccion 0201 del
antigeno leucocitario humano A (HLA-A). Los resultados indicaron que aunque tres pacientes tenian una regresion
objetiva del cancer, seis pacientes (43%) desarrollaron eventos autoinmunes que incluian tres pacientes con
dermatitis, dos con colitis/enterocolitis y uno con hepatitis, y todos ellos estaban autolimitados o eran sensibles a
esteroides sistémicos. (G. Q. Phan et al., Proc Am Soc Clin Oncol 22: pagina 852, 2003, Resumen 3424). Estos
datos sugieren que CTLA4 puede tener un beneficio terapéutico, sin embargo, una administraciéon sistémica de
anticuerpo anti-CTLA4 que sea suficiente para conseguir una eficacia en un entorno clinico, puede tener una
toxicidad relacionada. Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar composiciones que superen la toxicidad
potencial permitiendo un nivel sistémico menor de anticuerpo anti-CTLA4 que también sea eficaz.

Compendio de la invencion

La invencién proporciona composiciones celulares para inmunoterapia para la generacion de una respuesta inmune
frente al cancer en un sujeto humano, en donde las composiciones de inmunoterapia basadas en células incluyen un
antigeno tumoral y una o varias poblaciones de células en donde al menos una de las poblaciones de células esta
modificada genéticamente para expresar la secuencia que codifica un polipéptido del factor estimulador de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) y en donde al menos una de las poblaciones de células esta modificada
genéticamente para expresar la secuencia que codifica un anticuerpo del antigeno 4 asociado con linfocitos T
citotoxicos (CTLA4), en donde las cantidades del antigeno tumoral, el polipéptido de GM-CSF vy el anticuerpo anti-
CTLA4 son terapéuticamente eficaces para generar una respuesta inmune frente al cancer en el sujeto humano. En
esta memoria se describen métodos para emplear las mismas composiciones para el tratamiento del cancer en un
paciente. Después de la administracion de la composicidon para inmunoterapia basada en células a un sujeto
humano, se detecta una respuesta inmune contra el al antigeno tumoral en donde la respuesta inmune no se detecta
en el sujeto humano antes de la administracion de la composicién celular.

En un aspecto, el antigeno tumoral es expresado por una célula y la célula esta modificada genéticamente.

La misma poblacion o diferentes poblaciones de células se pueden modificar genéticamente para expresar la
secuencia que codifica el polipéptido de GM-CSF o un anticuerpo anti-CTLA4.

En un aspecto, una poblacién de células que expresa el antigeno tumoral se modifica genéticamente para expresar
la secuencia que codifica tanto un polipéptido de GM-CSF como un anticuerpo anti-CTLA4.

Las células modificadas genéticamente pueden ser autdlogas, alogénicas o con efecto vecindad y pueden expresar
0 no un antigeno tumoral.

Una poblacion de células autélogas, alogénicas o con efecto vecindad que expresa un antigeno tumoral se puede
modificar genéticamente para expresar la secuencia que codifica una citocina, tal como GM-CSF.

Una poblacion de células autélogas, alogénicas o con efecto vecindad que expresa un antigeno tumoral se puede
modificar genéticamente para expresar la secuencia que codifica una citocina, tal como GM-CSF, y un anticuerpo
anti-CTLAA4.

Una poblacion de células autélogas, alogénicas o con efecto vecindad que expresa un antigeno tumoral se puede
modificar genéticamente para expresar la secuencia que codifica un anticuerpo anti-CTLA4.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 representa un vector retrovirico denominado vector de transferencia anti-CTLA4, cuya construccion se
describe en el Ejemplo 1.

Las Figuras 2A y 2B ilustran un esquema del estudio (Fig. 2A) y los resultados (Fig. 2B) demostrando que un
anticuerpo anti-CTLA4 expresado por una composiciéon de inmunoterapia contra el cancer que expresa citocinas
transducidas de forma retrovirica, es funcional y aumenta la expansion de linfocitos T transgénicos transferidos de
forma pasiva después de la inmunizacién con ovoalbumina purificada. El dia -2, 1-3 x 10° esplenocitos procedentes
de ratones transgénicos DO11.01, que producen linfocitos T especificos del péptido OVAsz3.339, Se transfirieron de
manera pasiva en ratones receptores Balb/c mediante administracion iv. El dia 0, los ratones fueron inyectados con
500 ug de antigeno sustituto, ovoalbumina y posteriormente se administraron 100 ug por via subcutanea (SC) dorsal
de: un anticuerpo testigo IgG2b (ISOTIPO); un anticuerpo anti-CTLA4 purificado a partir de 9D9 que expresaba un
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hibridoma (Hibridoma); un anticuerpo anti-CTLA4 purificado a partir de B16F10 transducido con retrovirus que
expresaba el anticuerpo anti-CTLA4 (2A-anti-CTLA4); o vehiculo (SIN TRATAR) los dias 0 y 1. El dia 4, se
sacrificaron los ratones, se extirparon el bazo y los ganglios linfaticos, y se determind el niumero de transgénicos
DO11.01 utilizando el anticuerpo monoclonal KJ126 especifico de DO11.01. Se muestra el nimero absoluto de
linfocitos T CD8 especificos de ovoalbimina en el bazo (Fig. 2B).

Las Figuras 3A y B muestran los resultados de un estudio en ratones C57B1/6 que muestra que la administracion de
una inmunoterapia contra el cancer que expresa citocinas que también expresa localmente un anticuerpo anti-CTLA
produce como resultado una expresion in vivo a largo plazo sostenible, del anticuerpo anti-CTLA4. El Dia 0, los
ratones fueron inoculados por via subcutanea (SC) con 2 x 10° células tumorales B16F10 vivas. El Dia 1, los ratones
se dividieron en 5 grupos diferentes: recibiendo cada grupo una tUnica administracion intraperitoneal (ip) de 15 ug, 50
Mg o 150 ug de anticuerpo anti-CTLA4 purificado, respectivamente; un grupo fue inmunizado (SC) con 1 x 10°

células tumorales B16F10 |rrad|adas modificadas genéticamente para expresar GM-CSF; y el ultimo grupo fue
inmunizado (SC) con 1 x 10° células tumorales B16F 10 irradiadas modificadas genéticamente para expresar GM-
CSF y el anticuerpo anti-CTLA4 (Fig. 3B), y los niveles séricos de anticuerpo anti-CTLA4 se controlaron durante un
periodo de 18 dias.

La Figura 4 muestra una un grafico de Kaplan-Meier de los resultados de un estudio en un modelo de tumor CT26
en raton BALB/c que mostraba que la inmunoterapia del cancer que expresa citocinas transducidas con retrovirus,
que expresa el anticuerpo anti-CTLA4, mejora la supervivencia de los animales portadores del tumor con menores
concentramones sistémicas de anticuerpo. El Dia 0, los ratones BALB/c fueron inoculados por via subcutanea con 5
x 10° células tumorales vivas CT26. Tres dias después, los ratones fueron inmunizados con 1 x 10° células CT-26
irradiadas que secretaban GM-CSF, o con el mismo nuimero de células CT-26 irradiadas gue secretaban tanto GM-
CSF como anticuerpo anti-CTLA4. Los grupos testigo se inmunizaron el Dia 3 con 1 x 10° células tumorales CT-26
irradiadas que secretaban GM-CSF, y la administracion sistémica (intraperitoneal - 150 ug, 10 pg) o local (mezclada
con la inmunoterapia contra el cancer que expresaba citocinas - 10 ug SC) de anticuerpo anti-CTLA4 recombinante.
Los ratones fueron sometidos a inmunizaciones repetidas e inyecciones de anticuerpo los Dias 13 y 27. Los ratones
se vigilaron dos veces por semana para detectar la formaC|on de tumores palpables, y se sacrificaron si los tumores
se volvieron necréticos o superaron un tamafio de 1500 mm?®.

Las Figuras 4B y 4C muestran la concentracion de anticuerpo anti-CTLA4 presente en el suero de animales recogido
el Dia 3 después de la administracion del anticuerpo en la Fig. 4A.

La Figura 5A muestra un grafico de Kaplan-Meier que ilustra que la expresion local de un anticuerpo anti-CTLA4
procedente de células tumorales que expresan citocinas, transducido con retrovirus mejoraba la supervivencia de
animales portadores de tumores en el modelo de melanoma B16F10. El Dia 0, ratones C57BL/6 fueron estimulados
con 2 x 10° células tumorales B16F10 vivas. Los ratones se inmunizaron el Dia 1 con 3 x 10° células tumorales
B16F10 irradiadas secretoras de GM-CSF, o con el mismo numero de células B16F10 irradiadas secretoras de GM-
CSF y anticuerpo anti-CTLA4. Un grupo distinto se inmunizé con células tumorales irradiadas secretoras de GM-
CSF, y la administracién sistémica (intraperitoneal) de anticuerpo recombinante los Dias 2 (150 pg) y 5 (100 ug). Se
administré una segunda ronda de inmunizaciones e inyecciones de anticuerpos a partir del dia 14 La carga tumoral
se vigild y los ratones fueron sacrificados cuando los tumores estimulados llegaron a 1500 mm?® o se desarrollé una
ulceracion grave.

Las Figuras 5B y 5C muestran la concentracion de anticuerpo anti-CTLA4 presente en el suero de animales,
recogido en dias determinados después de la administracion sistémica o local de anticuerpo expresado en la Fig.
5A.

Las Figuras 6A y 6B muestran los resultados de un estudio que muestra que la expresion local de un anticuerpo anti-
CTLA4 a partir de células tumorales transducidas con retrovirus que expresan citocinas, da como resultado
respuestas mejoradas de los linfocitos T. Ratones satélite procedentes de los grupos tratados tal y como se describe
en la Figura 5, se recogieron el Dia 21. Las respuestas especificas del antigeno se numeraron mediante un ensayo
ELISPOT de IFN-gamma (R&D Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Esplenocitos con
eritrocitos agotados (5 x10°) se colocaron en placas y se incubaron durante 24 h a 37°C, 5% de CO, con 1 gM dela
Kb del péptido de unién obtenido a partir de TRP2 (SVYDFFVWL) (SEQ ID NO: 11; Fig. 6A.) o 5 x 10° células
B16F10 irradiadas (Fig. 6b). Los puntos positivos se contaron usando un servicio de escaneo automatico de placas.

Las Figuras 7A y B muestran los resultados de un estudio en ratones C57B1/6 que muestra que la administracion de
una inmunoterapia contra el cancer que expresa citocinas que también expresa localmente anticuerpo anti-CTLA
furina 2A (F2A) da como resultado una expresion del anticuerpo anti- CTLA4 a largo plazo, sostenible, in vivo. El Dia
0, los ratones fueron inocularon por via subcutanea (SC) con 2 x 10° células tumorales B16F10 vivas. El Dia 1, los
ratones se dividieron en 4 grupos distintos: recibiendo cada grupo una unlca administracion intraperitoneal (ip) de
solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) (circulos blancos); 3 x10° células tumorales B16F10 irradiadas
modificadas genetlcamente para expresar GM-CSF (B16GM; cuadrados negros); 3x10° células B1GGM irradiadas
mas una inyeccion sistémica de CTLA4 (a-CTLA4 sistémico de B16GM; triangulos blancos); o 3 x10° células B16GM
irradiadas modificadas genéticamente para secretar anti-CTLA4 utilizando un casete F2A (rombos blancos). En los
momentos de tiempo indicados, se recogié suero y se evaluaron los niveles de anticuerpos de ADN anti-nuclear (Fig.
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7A), ADN monocatenario (ADNss) (Fig. 7B) y ADN bicatenario (ADNds) (Fig. 7C), mediante ELISA.
Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

La puesta en practica de la presente invenciéon emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas
convencionales de quimica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante, genética, inmunologia, biologia
celular, cultivo celular y biologia transgénica, que estan a nivel de la experiencia en la técnica. Véase, por ejemplo,
Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.); Sambrook
et al., 1989, Molecular Cloning, 22 ed. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.); Sambrook y
Russell, 2001, Molecular Cloning, 32 ed. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.); Ausubel
et al., 1992, Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, incluyendo actualizaciones periddicas);
Glover, 1985, DNA Cloning (IRL Press, Oxford); Anand, 1992, Techniques for the Analysis of Complex Genomes,
Academic Press, Nueva York; Guthrie y Fink, 1991, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Academic
Press, Nueva York; Harlow y Lane, 1988, Antibodies, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y.); Jakoby y Pastan, 1979; Nucleic Acid Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins compiladores. 1984);
Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins compiladores. 1984); Culture Of Animal Cells (R. I.
Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide
To Molecular Cloning (1984); el tratado, “Methods In Enzymology” (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer
Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller y M. P. Calos compiladores., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory);
Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer y Walker, compiladores, Academic Press, London,
1987); Handbook Of Experimental Immunology, volimenes I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell, compiladores, 1986);
Riott, Essential Immunology, 62 edicion, Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1988; Hogan et al., Manipulating
the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986).

A menos que se indique lo contrario, todos los términos utilizados en este documento tienen el mismo significado
que el que emplearia un experto en la técnica y la puesta en practica de la presente invencion empleara técnicas
convencionales de microbiologia y tecnologia de ADN recombinante, que conocen los expertos de la técnica.

En la descripcion de la presente invencion, se emplean los siguientes términos que estan destinados a ser definidos
tal y como se indica a continuacion.

La expresion "acido nucleico" se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y polimeros de los mismos
("polinucleodtidos") en forma monocatenaria o de cadena doble. A menos que se limite especificamente, la expresion
abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de
union similares a las del acido nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar a los nucleétidos de
origen natural. A menos que se indique lo contrario, una molécula/polinucledtido de acido nucleico particular abarca
también implicitamente variantes modificadas de manera conservadora de la misma (por ejemplo, sustituciones de
codones degenerados) y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente.
Especificamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden obtener mediante la generacion de
secuencias en las que la tercera posicion de uno o varios codones seleccionados (o todos) se sustituye con residuos
de bases mixtas y/o de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem.
260: 2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)). Los nucledtidos se indican por sus bases
mediante las siguientes abreviaturas convencionales: adenina (A), citosina (C), timina (T) y guanina (G)

Las expresiones "vector", "vector de polinucleétido”, "estructura artificial de vector de polinucleétido”, "estructura
artificial de vector de acido nucleico" y "estructura artificial de vector" se usan indistintamente en el presente
documento para referirse a cualquier estructura artificial de acido nucleico para la transferencia génica, tal como lo
entiende un experto en la materia.

En un enfoque, el vector es un vector virico. Tal como se usa en el presente documento, la expresion "vector virico"
se utiliza de acuerdo con su significado reconocido en la técnica. Se refiere a una estructura artificial de vector de
acido nucleico que incluye al menos un elemento de origen virico y se puede empaquetar en una particula de vector
virico. Las particulas de vectores viricos se pueden utilizar con el fin de transferir ADN, ARN o de otros acidos
nucleicos a células in vitro o in vivo.

Las expresiones "virus", "particula virica", "particula de vector", "particula de vector virico" y "virién" se utilizan
intercambiablemente y han de entenderse en términos generales en el sentido de particulas viricas infecciosas que
se forman cuando, por ejemplo, un vector virico de la invencidon se transduce en una célula o una linea celular
apropiada para la generacion de particulas infecciosas. Las particulas viricas de acuerdo con la invencion se pueden
utilizar con el fin de transferir ADN a las células, ya sea in vitro o in vivo. Los vectores utilizados en la presente
invencion pueden codificar opcionalmente un marcador seleccionable.

Un "vector de adenovirus" o un "vector adenovirico" (usado de forma intercambiable) tal y como se refiere en el
presente documento, es una estructura artificial de polinucleétido que se puede empaquetar en un virion de
adenovirus. Vectores adenoviricos a modo de ejemplo de la invencién incluyen, pero no se limitan a, ADN, ADN
encapsulado en una cubierta de adenovirus, ADN adenovirico empaquetado en otra forma virica o de tipo virico
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(como el herpes simple y el VAA), ADN adenovirico encapsulado en liposomas, ADN adenovirico que forma
complejos con polilisina, ADN adenovirico que forma complejos con moléculas policationicas sintéticas, conjugado
con transferrina, o que forma complejos con compuestos tales como PEG, para “enmascarar” inmunolégicamente la
antigenicidad y/o aumentar la semivida, o conjugado con una proteina no virica.

Un "marcador seleccionable" es una proteina cuya expresion en una célula proporciona a la célula una ventaja
selectiva. La ventaja selectiva que poseen células transformadas con el gen marcador seleccionable puede ser
debida a su capacidad para crecer en presencia de un agente selectivo negativo, tal como un antibiético, en
comparacion con el crecimiento de las células no transducidas. La ventaja selectiva que poseen las células
transformadas, en comparacion con las células no transducidas, también puede ser debida a su mayor capacidad o
nueva capacidad para utilizar un compuesto afiadido, tal como un nutriente, un factor de crecimiento o una fuente de
energia. Las proteinas marcadoras selectivas incluyen aquellas que permiten la deteccion de las células
transducidas y, posiblemente, su separacion de las células no transducidas. Aunque se puede utilizar cualquier
marcador seleccionable, los marcadores seleccionables para emplear en tales vectores de expresiéon son
generalmente conocidos en la técnica y la eleccion del marcador seleccionable adecuado dependera de la célula
hospedadora y de la aplicacién. Por ejemplo, la proteina fluorescente verde (GFP) se puede utilizar como un
marcador seleccionable. Ejemplos de genes marcadores seleccionables que codifican proteinas que confieren
resistencia a antibioticos o a otras toxinas, incluyen ampicilina, metotrexato, tetraciclina, neomicina (Southern et al., J
Mol Appl Genet 1982; 1(4):327 41 (1982)), acido micofendlico (Mulligan et al., Science 209:1422 7 (1980)),
puromicina, zeomicina, higromicina (Sugden et al., Mol Cell Biol 5(2):410 3 (1985)) o G418.

El término "transduccion" se refiere a la entrega de una molécula de acido nucleico a una célula receptora tanto in
vivo como in vitro a través de la infeccidn, la internalizacién, la transfeccién o cualquier otro medio. La transfeccion
se puede llevar a cabo por una variedad de medios conocidos en la técnica, incluyendo la coprecipitaciéon de ADN
con fosfato de calcio, la transfeccion mediada por DEAE-dextrano, la transfeccion mediada por polibreno,
electroporacion, microinyeccion, fusion de liposomas, lipofeccion, fusion de protoplastos, infeccion retrovirica y
biolistica, véase Graham et al. (1973) Virology, 52:456, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Nueva York, Davis et al. (1986) Basic Methods in Molecular Biology,
Elsevier, y Chu ef al. Gene 13:197, 1981. Tales técnicas se pueden emplear para introducir uno o varios restos de
ADN exogeno, tal como un vector de plasmido y otras moléculas de acido nucleico, en células hospedadoras
adecuadas. El término se refiere a la captacion tanto estable como temporal del material genético.

El término "recombinante”, tal y como se usa en la presente memoria, haciendo referencia a moléculas de acido
nucleico, se refiere a una combinacion de moléculas de acido nucleico que se unen entre si usando tecnologia de
ADN recombinante, en una molécula de acido nucleico de la progenie. Tal como se usa en el presente documento
haciendo referencia a virus, células y organismos, los términos "recombinante”, "transformado” y "transgénico" se
refieren a un virus, una célula o un organismo hospedador en el que se ha introducido una molécula de acido
nucleico heterdloga o se ha eliminado o modificado una secuencia de acido nucleico natural. En el caso de la
introduccion de una molécula de acido nucleico heterdlogo, la molécula de acido nucleico se puede integrar de forma
estable en el genoma del hospedador o la molécula de acido nucleico también puede estar presente como una
molécula extracromosémica. Una molécula extracromosémica de este tipo puede ser autorreplicante. Virus, células y
organismos recombinantes se entiende que abarcan no solo el producto final de un proceso de transformacion, sino
también la progenie recombinante del mismo. Un hospedador "no transformado”, "no transgénico” o "no
recombinante” se refiere a un virus de tipo silvestre, una célula o un organismo que no contiene la molécula de acido
nucleico heterdloga.

Los "elementos reguladores" son secuencias implicadas en el control de la expresion de una secuencia de
nucledtidos. Los elementos reguladores incluyen promotores, potenciadores y sefiales de terminacién. También
incluyen tipicamente secuencias requeridas para la traduccién apropiada de la secuencia de nucleétidos.

El término "promotor” se refiere a una secuencia de ADN no traducida que normalmente se encuentra aguas arriba
de la region codificante que contiene el sitio de unién para la polimerasa Il de ARN e inicia la transcripcion del ADN.
La regidon promotora puede incluir también otros elementos que actian como reguladores de la expresion génica. La
expresion "promotor minimo" se refiere a un elemento promotor, particularmente un elemento TATA que es inactivo
o que ha reducido en gran medida la actividad promotora en ausencia de elementos de activacion aguas arriba.

El término "potenciador" en el sentido de la invencién puede ser cualquier elemento genético, por ejemplo, una
secuencia de nucledtidos que incrementa la transcripcion de una secuencia codificante ligada funcionalmente a un
promotor, en un mayor grado que la activacion de la transcripcion efectuada por el promotor mismo cuando se liga
funcionalmente a la secuencia codificante, es decir, incrementa la transcripcion desde el promotor.

Una secuencia de nucledtidos esta 'ligada funcionalmente" o '"ligada operativamente" (usado de forma
intercambiable) cuando se coloca en una relacion funcional con otra secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, se dice
que una secuencia de ADN promotora o reguladora esta "ligada funcionalmente" a una secuencia de ADN que
codifica un ARN o una proteina, si las dos secuencias estan situadas de modo que la secuencia de ADN promotora
o reguladora afecta al nivel de expresion de la secuencia de ADN codificadora o estructural. Secuencias de ADN
ligadas funcionalmente son tipicamente contiguas, pero no necesariamente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2476 891 T3

El término "expresion" se refiere a la transcripcion y/o la traduccion de un gen enddgeno, transgén o region
codificante en una célula. En el caso de una estructura artificial no codificante (del inglés “antisense”), la expresion
se puede referir a la transcripcion de solo el ADN no codificante. Los vectores de la invencién contienen una
secuencia que codifica una proteina o fragmentos de la misma (por ejemplo, anticuerpo anti-CTLA4, antigeno
tumoral, GM-CSF). Las secuencias codificantes estan ligadas funcionalmente a un promotor heterélogo que sera
activo de forma constitutiva o inducible en la célula diana, junto con otros elementos de control y una secuencia poli-
A necesaria para la transcripcion y la traduccion de la proteina. Cuando se modifican genéticamente vectores para la
expresion de antigenos, el vector de expresion puede contener secuencias que dirigen la localizacién celular del
antigeno. Por ejemplo, la expresion del antigeno puede ser citosodlica; se pueden emplear secuencias sefial para la
secrecidbn 0 secuencias para una asociacion estable con la membrana externa de la célula. Para la ultima
realizacion, un vector codifica un antigeno y una region transmembranal en el mismo marco de lectura abierto, en
donde la region transmembranal puede estar aguas arriba o aguas abajo de la regién que codifica el antigeno vy,
opcionalmente, esta separada por una region espaciadora en marco. La region transmembranal se puede utilizar en
un modelo con ofras proteinas transmembranales conocidas, o ser un segmento de polipéptido disefado
artificialmente con un alto grado de lipofilia. En algunas realizaciones, se puede utilizar una combinacién de patrones
de expresion, ya sea en la misma célula o en poblaciones de células distintas. El casete de expresion formado de
este modo se introduce en la célula a través de cualquier método conocido en la técnica, tal como precipitacién con
fosfato de calcio, insercién utilizando liposomas catiénicos o empleando un vector virico trépico para las células.

La expresion "actividad promotora selectiva tumoral”" tal y como se usa en esta memoria significa que la actividad
promotora de un fragmento del promotor es mas activa en las células tumorales que en tipos de células no
tumorales.

Un "sitio de escision por autoprocesamiento” o una "secuencia de escision por autoprocesamiento” tal y como se
refiere en el presente documento, es una secuencia de ADN o de aminoacidos, en la que después de la traduccion,
tiene lugar una rapida escisidon intramolecular (cis) de un polipéptido que comprende el sitio de escision por
autoprocesamiento para dar como resultado la expresién de una proteina madura o polipéptido productos distintos.
Un sitio de escisiéon por autoprocesamiento muestra un efecto sobre la traduccién modificando la actividad del
ribosoma para favorecer la hidrolisis de un enlace éster, liberando de este modo el polipéptido del complejo de
traducciéon de una manera que permite que se produzca la sintesis de un producto de la traduccion distinto, aguas
abajo (Donnelly et al. J Gen Virol mayo 2001; 82(Pt 5):1013-25). Alternativamente, un sitio, una secuencia o un
dominio 2A muestra una "autoprotedlisis" o una "escision" escindiendo su propio extremo C-terminal en cis, para
producir productos primarios de la escision (Furler; Palmenberg, Ann Rev. Microbiol. 44:603-623 (1990)).

Tal y como se usa en este documento, la expresion "sitio de escision proteolitica adicional", se refiere a una
secuencia que se incorpora en una estructura artificial de expresion de la invencion, de forma adyacente a un sitio
de escision por autoprocesamiento, tal como una secuencia 2A o similar a 2A, y proporciona un medio para eliminar
aminoacidos adicionales que permanecen después de la escision mediante la secuencia de escisidon por
autoprocesamiento. "Sitios de escision proteolitica adicionales" ejemplares se describen en el presente documento e
incluyen, pero no se limitan a, los sitios de escision de furina con la secuencia de consenso RXK(R)R (SEQ ID NO:
10). Tales sitios de escision de furina se pueden escindir con proteasas endogenas de tipo subtilisina, tales como
furina y otras proteasas de serina dentro de la ruta de secrecion de la proteina.

Tal y como se usa en este documento, los términos "inmunoglobulina” y "anticuerpo” se pueden usar indistintamente
y se refieren a moléculas de inmunoglobulina o de anticuerpo intactas asi como a fragmentos de las mismas, tales
como Fa, F(ab')2 y Fv, que son capaces de unirse a un determinante antigénico. Una "inmunoglobulina" y
"anticuerpo” de este tipo se componen de dos cadenas polipeptidicas ligeras idénticas, con un peso molecular de
aproximadamente 23.000 dalton, y dos cadenas pesadas idénticas de peso molecular 53.000-70.000. Las cuatro
cadenas se unen mediante enlaces disulfuro en una configuracién en forma de "Y". Las cadenas pesadas se
clasifican en gamma (IgG), mu (IgM), alfa (IgA), delta (IgD) o épsilon (IgE) y son la base de las designaciones de
clases de inmunoglobulinas, que determina la funcion efectora de un anticuerpo dado. Las cadenas ligeras se
clasifican en kappa o lambda. Cuando se hace referencia en esta memoria a una "inmunoglobulina o un fragmento
de la misma", se entendera que un “fragmento de la misma” de este tipo es un fragmento de inmunoglobulina
inmunolégicamente funcional.

La expresion "anticuerpo humanizado" se refiere a una molécula de anticuerpo en la que uno o varios aminoacidos
de las regiones que se unen a antigeno de un anticuerpo no humano, han sido reemplazados con el fin de parecerse
mas estrechamente a un anticuerpo humano, a la vez que conserva la actividad de union del anticuerpo original no
humano. Véase, por ejemplo, el documento de patente de EE.UU. n° 6.602.503.

La expresion "determinante antigénico”, tal y como se usa en esta memoria, se refiere a aquel fragmento de una
molécula (es decir, un epitopo) que se pone en contacto con un anticuerpo particular. Numerosas regiones de una
proteina o de un fragmento de una proteina pueden inducir la produccion de anticuerpos que se unen
especificamente a una region dada de la estructura tridimensional de la proteina. Estas regiones o estructuras se
denominan determinantes antigénicos. Un determinante antigénico puede competir con el antigeno intacto (es decir,
el inmundégeno utilizado para provocar la respuesta inmune) en la unién a un anticuerpo.
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El término "fragmento”, cuando se refiere a una proteina o a un polipéptido recombinante de la invencion, significa
un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es la misma que parte, pero no toda, la secuencia de
aminoacidos de la proteina o el polipéptido de longitud completa, y que conserva al menos una de las funciones o
actividades de la proteina o el polipéptido de longitud completa correspondiente. El fragmento incluye
preferiblemente al menos 20-100 residuos de aminoacidos contiguos de la proteina o el polipéptido de longitud
completa.

Un "transcrito multicistronico” se refiere a una molécula de ARNm que contiene mas de una regiéon que codifica
proteinas, o cistron. Un ARNm que comprende dos regiones codificantes se denomina un "transcrito bicistrénico". La
region codificadora o cistron "5-proximal” es la region codificadora cuyo codon de iniciacion de la traduccion
(generalmente AUG) esta mas proximo al extremo 5' de una molécula de ARNm multicistrénico. Una region
codificadora o cistron "5'-distal" es una cuyo codén de iniciacion de la traduccion (generalmente AUG) no es el coddn
de iniciacion mas cercano al extremo 5 del ARNm. Los términos "5'-distal" y "aguas abajo" se utilizan como
sinénimos para referirse a regiones codificadoras que no son adyacentes al extremo 5' de una molécula de ARNm.

Tal y como se usa en este documento, "cotranscrito" significa que dos (o mas) regiones codificantes o
polinucleétidos estan bajo el control transcripcional de un solo elemento de control regulador o transcripcional.

Tal y como se usa en este documento, un "sitio interno de entrada al ribosoma" o "IRES" se refiere a un elemento
que favorece la entrada interna directa en el ribosoma al codén de iniciacion, tal como ATG, de un cistrén (una
region que codifica una proteina), lo que producira la traduccion del gen de forma independiente de cap. Jackson R
J, Howell M T, Kaminski A (1990) Trends Biochem Sci 15(12):477-83) y Jackson R J y Kaminski, A. (1995) ARN
1(10):985-1000). La presente invencion incluye el uso de cualquier elemento IRES, que sea capaz de favorecer la
entrada interna directa en el ribosoma al codon de iniciacion de un cistrén. "Bajo control traduccional de un IRES" tal
y como se usa en esta memoria, significa que la traduccion esta asociada con el IRES y procede de una manera
independiente de cap. Ejemplos de "IRES" conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a IRES obtenibles a
partir de picornavirus (Jackson et al., 1990, Trends Biochem Sci. 15(12): 477-483); e IRES que se pueden obtener a
partir de fuentes de ARNm virico o celular, tales como por ejemplo, la proteina que se une a la cadena pesada de
inmunoglobulina (BiP), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Huez et al. (1998) Mol. Cell. Biol.
18(11):6178-6190), el factor de crecimiento de fibroblastos 2, y el factor de crecimiento similar a la insulina, el factor
de iniciacion de la traduccion elF4G, los factores de transcripcion de levadura TFIID y HAP4. Tal y como se usa en
esta memoria, "IRES" abarca variaciones funcionales de secuencias de IRES, siempre y cuando la variacion sea
capaz de promover la entrada interna directa en el ribosoma al codén de iniciacion de un cistrén. En realizaciones
preferidas, el IRES es de mamifero. En otras realizaciones, el IRES es virico o protozoario. Ejemplos de secuencias
IRES se describen en el documento de patente de EE.UU. 6.692.736.

Las expresiones "secuencia que codifica" y "region codificante" se refieren a una secuencia de acido nucleico que se
transcribe en ARN tal como ARNm, ARNr, ARNt, ARNsn, ARN codificante o no codificante. En una realizacion, el
ARN se traduce a continuacién en una célula para producir una proteina.

La expresion "inhibir el crecimiento tumoral" o "inhibicién del crecimiento tumoral” se refiere a cualquier disminucion
medible de la masa tumoral, el volumen del tumor, la cantidad de células tumorales o la tasa de crecimiento del
tumor. Con la definicion se entiende que incluye cualquier disminucion del tamafo, la potencia o la tasa de
crecimiento de un tumor preexistente. Esto incluye la supresion, la regresion o la desaparicion parcial o completa de
un tumor preexistente. También, se incluye en la definicion, la inhibiciéon o la ralentizacion del aumento del tamafio
del tumor o del nimero de células tumorales, o la reduccién del nimero de células tumorales, el tamafio del tumor o
el niUmero de tumores.

Con la expresion "antigeno de una célula tumoral" o equivalentes gramaticales de la misma, se entiende en esta
memoria cualquier proteina, carbohidrato u otro componente procedente de una célula tumoral, capaz de provocar
una respuesta inmune. La definicion incluye, pero no se limita a, el uso de toda la célula tumoral con todos sus
antigenos asociados como un antigeno, asi como de cualquier componente distinto procedente del cuerpo de la
célula, tal como una membrana plasmatica, proteinas citoplasmaticas, proteinas transmembranales, proteinas
purificadas a partir de la superficie de la célula o de la membrana, o restos de carbohidratos Unicos asociados con la
superficie celular. La definicion también incluye los antigenos de la superficie de la célula que requieren un
tratamiento especial de las células para entrar. Se incluyen fragmentos de proteinas que aun contienen epitopos
inmunolégicos. Un experto en la técnica puede determinar fragmentos inmunogénicos de las proteinas tal y como se
describen en el presente documento.

La expresion "célula tumoral modificada genéticamente" tal como se utiliza en esta memoria se refiere a una
composicion que comprende una poblacién de células que se ha modificado genéticamente para expresar un
transgén, y que se administra a un paciente como parte de un régimen de tratamiento del cancer. La inmunoterapia
del cancer con células tumorales modificadas genéticamente comprende células tumorales que son "autélogas” o
"alogénicas" para el paciente sometido a tratamiento o "células con efecto de vecindad", que se mezclan con células
tumorales tomadas del paciente. Una inmunoterapia del cancer con células tumorales modificadas genéticamente
que expresan GM-CSF, también se conoce como "GVAX®".
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Con la expresion "respuesta inmune sistémica" o equivalentes gramaticales en esta memoria, se entiende una
respuesta inmune que no esta localizada, sino que afecta al individuo como un todo, lo que permite respuestas
posteriores especificas al mismo estimulo.

La expresion "célula tumoral primaria", tal y como se usa en el presente documento, es una célula de cancer que se
aisla a partir de un tumor en un mamifero y que no se ha cultivado extensivamente in vitro.

La expresion "expresion mejorada” o "modificada" para expresar, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a
una célula que produce niveles mas elevados de una proteina, un péptido, un ARNm o un antigeno particular (por
ejemplo, proteina angiogénica, antigeno tumoral o citocina) de los que se producirian en una célula de origen natural
o la célula progenitora a partir de la cual se ha obtenido. Las células se pueden modificar genéticamente para
incrementar la expresion de una proteina endégena o un ARNm, utilizando cualquiera de los métodos conocidos en
la técnica, tales como la modificacion genética de regiones promotoras de secuencias gendmicas, alterando
genéticamente rutas de sefalizacion celular para aumentar la produccion de la proteina o el ARNm, o mediante la
transduccion con un vector que codifica una proteina, un polipéptido o un péptido de interés (por ejemplo, un
antigeno tumoral, una proteina angiogénica o una citocina). El término "citocina" o "citocinas" tal y como se utiliza en
esta memoria, se refiere a la clase general de moléculas bioldgicas, que afectan a células del sistema inmune. La
definicion que incluye, pero no se limita a, aquellas moléculas biolégicas que actian localmente o que pueden
circular en la sangre, y que, cuando se utilizan en las composiciones o los métodos de la presente invencion, sirven
para regular o modular una respuesta inmune de un individuo frente al cancer. Ejemplos de citocinas incluyen, pero
no se limitan a, IFN-alfa, IFN-beta e IFN-gamma, interleucinas (por ejemplo, IL-1 a IL-29, en particular, IL-2, IL-7, IL-
12, IL-15 e IL-18), factores de necrosis tumoral (por ejemplo, TNF-alfa y TNF-beta), eritropoyetina (EPO), MIP3a,
ICAM, factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), factor estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF) y factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF). La composiciéon celular de la
invencion comprende al menos una poblacion de células que estd modificada genéticamente para expresar la
secuencia que codifica GM-CSF.

La expresidon "respuesta inmune incrementada”, tal y como se usa en el presente documento significa que un
aumento detectable de una activacién inmune especifica es detectable (por ejemplo, un incremento de la respuesta
de los linfocitos B y/o linfocitos T). Un ejemplo de una respuesta inmune incrementada es el incremento de la
cantidad de un anticuerpo que se une a un antigeno de una célula tumoral. Otro ejemplo es un aumento de una
respuesta inmune celular. Una respuesta inmune celular implica los linfocitos T, y se puede observar in vitro (por
ejemplo, medida por un ensayo de liberacion de cromo) o in vivo. Una respuesta inmune incrementada esta
acompaiado normalmente por un aumento de una poblaciéon especifica de células inmunes.

El término "administrado” se refiere a cualquier método que introduce las células de la invencién (por ejemplo, una
vacuna contra el cancer) en un mamifero. Este incluye, pero no esta limitado a una administracion oral, parenteral,
intramuscular, subcutanea, intradérmica, intraperitoneal, intranasal, intravenosa (que incluye a través de un catéter
permanente), intratumoral, a través de un vaso linfatico aferente, o por otra ruta que sea adecuada dependiendo del
tumor que se esta tratando y del estado del mamifero. Las composiciones de esta invencion se pueden administrar
al sujeto en cualquier sitio. Por ejemplo, se pueden entregar en un sitio que sea "distal" o "distante" del tumor
primario.

Las expresiones "tratamiento”, "uso terapéutico” o "uso medicinal", tal y como se emplean en este documento, se
referiran a cualquiera y a todos los usos de las composiciones reivindicadas que remedian un estado de enfermedad
o los sintomas, o que previenen, impiden, retrasan o revierten de otra manera la progresion de la enfermedad o de
otros sintomas indeseables, de cualquier modo.

Con la expresion "inversion de un tumor establecido" o equivalentes gramaticales, se entiende en esta memoria la
supresion, la regresion o la desaparicion parcial o completa de un tumor preexistente. La definicion incluye cualquier
disminucion del tamafio, la potencia o la tasa de crecimiento de un tumor preexistente.

Con la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" o equivalentes gramaticales, esta memoria se refiere a una
cantidad de la preparacién que es suficiente para modular la respuesta inmune sistémica de un individuo o una
cantidad suficiente para inhibir el crecimiento tumoral. Esta cantidad puede ser diferente para diferentes individuos,
diferentes tipos de tumores y diferentes preparaciones. La "cantidad terapéuticamente eficaz" se determina usando
procedimientos empleados habitualmente por los expertos en la técnica, de modo que se produce un "resultado
terapéutico mejorado”.

Tal y como se usa en esta memoria, las expresiones "resultado terapéutico mejorado" y "eficacia terapéutica
mejorada”, en relacion con el cancer, se refieren a una ralentizaciéon o disminucion del crecimiento de células
cancerosas o un tumor sélido, o una reduccién del niumero total de células cancerosas o la carga tumoral total. Un
"resultado terapéutico mejorado” o una "eficacia terapéutica mejorada”, significa por lo tanto que hay una mejora en
el estado del individuo de acuerdo con cualquier criterio clinicamente aceptable, incluyendo la reversiéon de un tumor
establecido, un aumento de la esperanza de vida o una mejora de la calidad de vida.

Con el término "individuo", "sujeto", "sujeto mamifero" o sus equivalentes gramaticales, se entiende cualquier
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mamifero individual.
Composiciones y métodos de la invencion

La presente invencién proporciona composiciones para inmunoterapia del cancer basada en células que
comprenden un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 y un polipéptido de GM-CSF. En particular, la invencion
proporciona una composicion celular para generar una respuesta inmune frente al cancer en un sujeto humano, que
comprende: un antigeno tumoral y una o varias poblaciones de células, en donde al menos una de las poblaciones
de células esta modificada genéticamente para expresar la secuencia que codifica un polipéptido del factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) y en donde al menos una de las poblaciones de
células esta modificada genéticamente para expresar la secuencia que codifica un anticuerpo anti-antigeno 4
asociado con linfocitos T citotoxicos (CTLA4), en donde las cantidades del antigeno tumoral, el polipéptido de GM-
CSF y el anticuerpo anti-CTLA4 son terapéuticamente eficaces para generar una respuesta inmune frente al cancer
en el sujeto humano. Las composiciones para inmunoterapia del cancer basada en células de la invencion se
administran a un sujeto para estimular una respuesta inmune frente a un antigeno tumoral (cancer) y/o para mejorar
el resultado terapéutico en un paciente con cancer, después de la administracién de la inmunoterapia in vivo. En una
realizacion, la composicion para inmunoterapia del cancer basada en células expresa una proteina que provocara
una respuesta inmune frente a una célula tumoral y un anticuerpo anti-CTLA4 procedente de una sola célula. El
sujeto es un ser humano y tipicamente es un paciente humano con cancer.

Aunqgue el mecanismo no forma parte de la invencion, la eficacia de la inmunoterapia contar el cancer basada en
células de la invencion puede ser debida a una respuesta inmune potenciada frente a uno o varios antigenos
tumorales y/o el bloqueo de la inhibicién dependiente de CTLA4, de la proliferacion de linfocitos T en el sujeto que
recibe la inmunoterapia contra el cancer.

Deseablemente, la administracion de la inmunoterapia contra el cancer basada en células de la invencion genera
una respuesta inmune sistémica, es decir, una respuesta de linfocitos T y/o una respuesta de linfocitos B, contra el
cancer. En una realizacién, el método comprende: modificar genéticamente una célula para expresar al menos uno
entre: un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 y un polipéptido de GM-CSF; y administrar las células
modificadas genéticamente a un sujeto, en donde las células expresan al menos un antigeno expresado por las
células tumorales albergadas por células cancerosas presentes en el sujeto al que se administran las células. Las
células modificadas genéticamente pueden ser células tumorales o cancerosas. Las células modificadas
genéticamente se vuelven incompetentes para la proliferacion antes de la administracion, tipicamente por radiacion,
aunque se puede emplear cualquier método conocido o descubierto posteriormente para hacer que las células sean
incompetentes para la proliferacion. Después de la administracion al sujeto de las células tumorales modificadas
genéticamente, se produce una respuesta inmune potenciada y/o la respuesta de los linfocitos T frente a las células
cancerosas o tumorales.

La presente invencién se basa en la observacion de que la administracion de una inmunoterapia contra el cancer
que expresa citocinas que comprende células tumorales que expresan GM-CSF que expresan adicionalmente de
forma local un anticuerpo anti-CTLA4, muestra una supervivencia prolongada en animales portadores de tumores,
en comparacion con una monoterapia, y €so a niveles sistémicos de anticuerpo anti-CTLA4 significativamente mas
bajos (por ejemplo, véanse los Ejemplos 5 y 6).

Células que expresan citocinas modificadas genéticamente

En un aspecto, la invenciéon proporciona una composicién para inmunoterapia contra el cancer basada en células
que comprende un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 y una citocina que es GM-CSF. El antigeno tumoral
y la citocina se expresan tipicamente por o a partir de una célula. Pueden ser expresados por la misma célula o por
células diferentes, y uno puede ser expresado por una célula mientras que el otro se proporciona en forma de la
proteina natural o un fragmento biolégicamente activo o una variante de la misma.

En una realizacion, una célula tumoral se modifica genéticamente para expresar GM-CSF y un anticuerpo anti-
CTLA4. La célula tumoral se selecciona a partir del grupo que consiste en una célula tumoral autéloga, una célula
tumoral alogénica y una linea de células tumorales. Las células tumorales se pueden transducir in vitro, ex vivo o in
vivo. En la puesta en practica de la presente invencion, la célula tumoral puede ser una célula tumoral primaria o una
linea celular tumoral, tipicamente del mismo tipo que el tumor o el cancer que se esta tratando. En general, las
células humanas y la linea celular se usan para la administracion a pacientes humanos.

Las células cancerosas autologas y alogénicas que se han modificado genéticamente para expresar una citocina,
por ejemplo, GM-CSF, seguido de la administracion a un individuo para el tratamiento del cancer, se describen en
los documentos de patente de EE.UU. n° 5.637.483, 5.904.920 y 6.350.445. Se han realizado ensayos clinicos que
emplean inmunoterapias contra el cancer que expresan GM-CSF (GVAX) para el tratamiento del cancer de prostata,
melanoma, cancer de pulmon, cancer pancreatico, cancer renal y mieloma mdltiple. Se ha descrito una variedad de
ensayos clinicos que emplean estas inmunoterapias, mas notablemente en melanoma y carcinoma de prostata,
renal y pancreatico, (Simons JW et al. Cancer Res. 1999; 59:5160-5168; Simons JW et al. Cancer Res. 1997; 57:
1537-1546; Soiffer R. et al. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95:13141-13146; Jaffee, et al. J Clin Oncol 2001; 19:145-

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2476 891 T3

156; Salgia et al. J Clin Oncol 2003 21:624B30; Soiffer et al. J Clin Oncol 2003 21:3343B50; Nemunaitis et al. J Natl
Cancer Inst.18 de febrero 2004 96(4):326-31). Una linea celular con efecto vecindad, inmunomoduladora universal,
modificada genéticamente se describe en el documento de patente de EE.UU. n°® 6.464.973.

Después de la transduccion, las células son irradiadas para volverlas incompetentes para la proliferacion. Las
células que expresan citocinas, incompetentes para la proliferacion se administran de nuevo al paciente (por
ejemplo, por la via intradérmica o subcutanea) y por lo tanto actian como una inmunoterapia contra el cancer.

En un enfoque, las células tumorales modificadas genéticamente comprenden una Unica poblacién de células que se
modifica para expresar una citocina y un anticuerpo anti-CTLA4 y se administra a un sujeto como parte de un
régimen de tratamiento. En otro enfoque, la misma poblacion o dos o varias poblaciones de células tumorales
modificadas genéticamente, se modifican para expresar un transgén diferente (por ejemplo, una citocina o un
anticuerpo anti-CTLA4 diferentes) y se administran a un sujeto. El régimen de tratamiento puede incluir uno o varios
agentes o tratamientos terapéuticos del cancer adicionales.

En general, las células tumorales modificadas genéticamente para uso en la puesta en practica de la invencion
incluyen una o varias de las células tumorales autélogas, células tumorales alogénicas y lineas celulares tumorales
(es decir, células con efecto vecindad). Una inmunoterapia tumoral basada en células, de la invencion puede
comprender cualquier combinacion de células tumorales autdlogas, células tumorales alogénicas o células con
efecto vecindad que expresan citocinas, junto con células tumorales autélogas, células tumorales alogénicas o
células con efecto vecindad que expresan una citocina diferente y un anticuerpo anti-CTLA4.

El tipo de tumor que se esta tratando se selecciona entre el grupo que consiste en cancer de vejiga, de mama, de
colon, cancer de cabeza y cuello, de rifidén, de higado, de pulmén, de ovario, de cuello uterino, de pancreas, de
recto, de prostata, de estdbmago, de epidermis; un tumor hematopoyético de estirpe mieloide o linfoide; un tumor de
origen mesenquimatoso tal como un fibrosarcoma o rabdomiosarcoma; otros tipos de tumores tales como
melanoma, teratocarcinoma, neuroblastoma, glioma, adenocarcinoma y carcinoma de pulmén de células no
pequeias. Cuando el tipo de célula tumoral que se esta tratando es cancer de prostata, la linea celular de tumor de
prostata se puede seleccionar entre el grupo que consiste en DU145, PC-3 y LnCaP.

Autélogo

El uso de células tumorales autdlogas que expresan citocinas ofrece ventajas ya que cada tumor del paciente
expresa un conjunto Unico de antigenos tumorales que puede diferir de los que se encuentran en células tumorales
histolégicamente similares, que coinciden con el MHC de otro paciente. Véase, por ejemplo, Kawakami et al., J.
Immunol, 148, 638-643 (1992); Darrow et al., J. Immunol, 142, 3329-3335 (1989); y Horn et al., J. Immunother., 10,
153-164 (1991). En contraste, las células tumorales que coinciden con el MHC de una fuente diferente, proporcionan
la ventaja de que el paciente no necesita sufrir una cirugia para obtener una muestra de su tumor con el fin de
preparar una inmunoterapia contra el cancer basada en células de la invencion.

El uso de células tumorales autdlogas que expresan citocinas proporciona ventajas ya que cada tumor del paciente
expresa un conjunto Unico de antigenos tumorales que puede diferir de los que se encuentran en células tumorales
histolégicamente similares, que coinciden con el MHC de otro paciente. Véase, por ejemplo, Kawakami et al., J.
Immunol, 148, 638-643 (1992); Darrow et al., J. Immunol, 142, 3329-3335 (1989); y Horn et al., J. Immunother., 10,
153-164 (1991). En contraste, las células tumorales que coinciden con el MHC de una fuente diferente, proporcionan
la ventaja de que el paciente no necesita sufrir una cirugia para obtener una muestra de su tumor con el fin de
preparar una inmunoterapia contra el cancer basada en células de la invencion.

En un aspecto preferido, la presente invencién comprende una composicion celular para uso en un método de
tratamiento del cancer, mediante la realizacion de las etapas: (a) obtener células tumorales a partir de un sujeto
mamifero que alberga un tumor; (b) modificar las células tumorales para hacerlas capaces de expresar un
anticuerpo anti-CTLA4 y una citocina; (c) hacer que las células tumorales modificadas sean incompetentes para la
proliferacion; y (d) administrar de nuevo las células tumorales modificadas al sujeto mamifero a partir del cual se
habian obtenido las células tumorales o a un mamifero con el mismo tipo de MHC que el mamifero a partir del cual
se habian obtenido las células tumorales. Las células tumorales administradas son autélogas y coinciden con el
MHC del hospedador. De acuerdo con la presente invencion, el sujeto que se va a tratar es un ser humano.
Preferiblemente, la composicion se administra por via subcutanea, intradérmica o intratumoral al sujeto. Una célula
tumoral autéloga aislada puede expresar la secuencia que codifica un anticuerpo anti-CTLA4 y GM-CSF o un
anticuerpo anti-CTLA4 y GM-CSF pueden ser expresados por diferentes células tumorales autélogas. En un aspecto
de la invencion, una célula tumoral autéloga se modifica mediante la introduccion de uno o varios vectores que
comprenden un acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-CTLA4 o GM-CSF, ligado funcionalmente a un
promotor y a secuencias de expresion/control necesarias para la expresion de los mismos. En otro aspecto, la
misma célula tumoral autéloga o una célula tumoral autdloga diferente se modifica por introduccién de un vector que
comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-CTLA4 o GM-CSF ligado funcionalmente a un promotor
y a secuencias de expresion/control necesarias para la expresion de los mismos. El acido nucleico que codifica un
anticuerpo anli-CTLA4 o GM-CSF se introduce en la misma célula tumoral autéloga o en una célula tumoral autéloga
diferente, utilizando el mismo vector o uno diferente. Deseablemente, las células tumorales autdlogas expresan
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niveles elevados de una citocina, por ejemplo, GM-CSF.
Alogénico

Los investigadores han buscado alternativas a las células autdlogas y que coinciden con el MHC, como vacunas
contra el cancer, tal como ha sido revisado por Jaffee et al., Seminars in Oncology, 22, 81-91 (1995). Estrategias
tempranas de inmunoterapia contra tumores se basaban en el entendimiento de que las células tumorales para
vacunacion actian como células presentadoras de antigeno (APC) que presentan antigenos tumorales en sus
moléculas del MHC de clase | y Il, y activan directamente el grupo de los linfocitos T del sistema inmune. Los
resultados de Huang et al. (Science, 264, 961-965, 1994), indican que APCs expertas del hospedador en lugar de
favorecer las células tumorales de vacunacion, favorecen el grupo de linfocitos T del sistema inmune mediante la
secrecion de citocina(s) tal como GM-CSF, de modo que se reclutan las APCs obtenidas a partir de la médula ésea
a la region del tumor. Las APCs obtenidas a partir de la médula ésea requieren toda la proteina celular del tumor
para el procesamiento, y a continuacion, presentan el péptido(s) antigénico(s) en sus moléculas del MHC de clase |
y |, favoreciendo de esta manera los grupos de linfocitos T CD4+ y CD8+ del sistema inmune, lo que da como
resultado una respuesta inmune sistémica antitumoral especifica del tumor. Estos resultados sugieren que puede no
ser necesario u 6ptimo utilizar células tumorales autélogas o que coinciden con el MHC con el fin de provocar una
respuesta inmune contra el cancer y que la transferencia de genes alogénicos del MHC (de un individuo
genéticamente diferente de la misma especie) puede potenciar la inmunogenicidad del tumor. Mas especificamente,
en ciertos casos, el rechazo de tumores que expresaban moléculas alogénicas del MHC de clase |, dio lugar a
respuestas inmunes sistémicas potenciadas frente a una estimulacion subsiguiente con el tumor progenitor no
modificado, tal como fue revisado en Jaffee et al., supra, y Huang et al., supra.

Tal y como se describe en el presente documento, una "linea celular tumoral" comprende células que se obtuvieron
inicialmente a partir de un tumor. Tales células se transforman tipicamente (es decir, muestran un crecimiento
indefinido en cultivo). En un aspecto preferido, la invencion proporciona una composicion celular para uso en un
método para tratar el cancer mediante la realizacién de las etapas: (a) obtener una linea celular tumoral; (b)
modificar la linea de células tumorales para hacer que las células sean capaces de expresar un anticuerpo anti-
CTLA4 y GM-CSF; (c) hacer que la linea celular tumoral modificada sea incompetente para la proliferacion; y (d)
administrar la linea celular tumoral a un sujeto humano (hospedador) que tiene al menos un tumor que es un tumor
del mismo tipo que el tumor a partir del cual se ha obtenido la linea celular tumoral. La linea de células tumorales
administrada es alogénica y no coincide con el MHC del hospedador. Tales lineas alogénicas proporcionan la
ventaja de que se pueden preparar con antelacion, caracterizar, dividir en partes alicuotas en viales que contienen
un numero conocido de células que expresan transgenes y almacenar (es decir, congelar) de tal manera que las
células bien caracterizadas estan disponibles para la administracion al paciente. Los métodos para la produccion de
células alogénicas modificadas genéticamente se describen, por ejemplo, en el documento WO 00/72686A1.

En un enfoque para la preparacion de células alogénicas modificadas genéticamente, la secuencia que codifica mas
de un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 y una citocina que es GM-CSF, se introduce en una linea celular
que es una linea de células tumorales alogénicas (es decir, obtenida a partir de un individuo distinto del individuo
que se esta tratando). En otro enfoque, la secuencia que codifica mas de un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-
CTLA4 y una citocina que es GM-CSF, se introduce en lineas de células tumorales alogénicas distintas. Un antigeno
tumoral puede ser expresado por la linea celular alogénica antes de la modificacion genética y/o un acido nucleico
que codifica un antigeno tumoral se puede introducir en la linea celular alogénica mediante modificacién genética.
En general, las células alogénicas proceden de una linea celular tumoral que es del mismo tipo que el tumor o el
cancer que se esta tratando, ejemplos de los cuales se han proporcionado mas arriba.

En un aspecto de la invencion, una poblacién de células tumorales alogénicas se modifica mediante la introduccion
de uno o varios vectores que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica mas de un antigeno tumoral,
un anticuerpo anti-CTLA4 o una citocina que es GM-CSF, ligado funcionalmente a un promotor y a secuencias de
expresion/control necesarias para la expresion de los mismos. En otro aspecto, una segunda poblacion de células
que comprende una poblaciéon celular tumoral autéloga, con efecto vecindad u alogénica diferente, se modifica
mediante la introduccién de un vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno
tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o una citocina que es GM-CSF, ligado funcionalmente a un promotor y
secuencias de expresién/control necesarias para la expresion del mismo. La secuencia de nucleétidos que codifica
el antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o GM-CSF se puede introducir en la misma poblacion celular
autdloga, alogénica o con efecto vecindad utilizando el mismo vector o un vector diferente. Deseablemente, las
células en la poblacién expresan niveles elevados de una citocina, por ejemplo, GM-CSF.

En la puesta en practica de la invencion, una o varias lineas celulares modificadas genéticamente autdlogas,
alogénicas o con efecto vecindad, se pueden incubar con la fuente de un antigeno canceroso autélogo, por ejemplo,
una célula tumoral autéloga (las cuales juntas comprenden una composicion de linea celular alogénica), seguido por
la administracién al paciente. Tipicamente, el antigeno canceroso se proporciona mediante (con) una célula tumoral
autdloga del mismo tipo que el cancer que se esta tratando, es decir, una célula cancerosa autéloga. En tales casos,
la composicion se vuelve incompetente para la proliferacion, tipicamente mediante radiacion, en donde las células
modificadas genéticamente y las células cancerosas se extienden en placas de cultivo de tejidos y se irradian a
temperatura ambiente usando una fuente de Cs, tal y como se detalla a continuacion. La proporcion de células

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2476 891 T3

alogénicas frente a células cancerosas autdlogas en una administracion determinada, variara dependiendo de la
combinacion.

Se puede utilizar cualquier via de administracion adecuada para introducir una composicion de linea celular
alogénica en el paciente, preferiblemente, la composicion se administra por via subcutanea, intradérmica o
intratumoral.

El uso de lineas celulares alogénicas en la puesta en practica de la presente invencion evita la necesidad de cultivar
y transducir células tumorales autélogas para cada paciente.

Efecto vecindad

En un aspecto adicional, la composicién celular de la presente invencion puede comprender una célula con efecto
vecindad inmunomoduladora universal, modificada genéticamente que expresa mas de un antigeno tumoral, un
anticuerpo anti-CTLA4 y una citocina que es GM-CSF. La misma linea celular con efecto vecindad universal puede
expresar mas de un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 y GM-CSF o un antigeno tumoral, un anticuerpo
anti-CTLA4 y GM-CSF se pueden expresar a través de diferentes lineas celulares con efecto vecindad universales.
Un antigeno tumoral se puede expresar a través de la linea celular con efecto vecindad antes de la modificacion
genética, y/o una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno tumoral se puede introducir en las células con
efecto vecindad mediante modificacion genética. En general, las células con efecto vecindad expresan antigenos
tumorales del mismo tipo que el tumor o el cancer que se esta tratando, ejemplos de los cuales se han
proporcionado mas arriba.

La linea celular universal con efecto vecindad comprende células que carecen de forma natural de antigenos del
complejo principal de histocompatibilidad de clase | (MHC-lI) y de antigenos del complejo principal de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-II), o se han modificado de forma que carecen de los antigenos del MHC- y los
antigenos del MHC-II. En un aspecto de la invencion, una linea celular universal con efecto vecindad se modifica
mediante la introduccién de un vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica mas de uno
entre: un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 y GM-CSF, ligado funcionalmente a un promotor y a
secuencias de expresion/control necesarias para la expresion del mismo. En otro aspecto, una linea celular universal
con efecto vecindad se modifica mediante la introduccién de un vector que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica al menos uno entre: un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 y GM-CSF, ligado
funcionalmente a un promotor y secuencias de expresion/control necesarias para la expresion y una linea celular
alogénica, autéloga o con efecto vecindad universal secundaria, se modifica mediante la introduccién de un vector
que comprende una secuencia de acido nucleico de un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o GM-CSF,
ligado funcionalmente a un promotor y a secuencias de expresion/control necesarias para la expresion del mismo, a
continuacion, las dos composiciones de células se utilizan juntas como una vacuna celular. La secuencia de acido
nucleico que codifica el antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o GM-CSF se puede introducir en la misma
poblacioén celular autéloga, alogénica o con efecto vecindad o en una diferente utilizando el mismo vector o un vector
diferente.

Un ejemplo de una linea celular universal preferida con efecto vecindad es K562 (ATCC CCL-243; Lozzio et al.,
Blood 45(3): 321-334 (1975); Klein et al., Int. J. Cancer 18: 421-431 (1976)). Una descripcion detallada de la
generacion de lineas celulares humanas con efecto vecindad se describe por ejemplo en el documento de patente
de EE.UU. n° 6.464.973.

Deseablemente, la linea celular universal con efecto vecindad expresa niveles elevados de la citocina, por ejemplo,
GM-CSF.

En la puesta en practica de la invencion, una o varias lineas celulares universales con efecto vecindad se pueden
incubar con un antigeno canceroso autdélogo, por ejemplo, una célula tumoral autdloga (las cuales juntas
comprenden una composicion de linea celular universal con efecto vecindad), a continuacion la composicion de linea
celular universal con efecto vecindad se administra al paciente. Cualquier via de administracion adecuada se puede
utilizar para introducir una composicién de linea celular universal con efecto vecindad, en el paciente.
Preferiblemente, la composicion se administra por via subcutanea, intradérmica o intratumoral.

Tipicamente, el antigeno canceroso se proporciona a través de (con) una célula del cancer que se va a tratar, es
decir, una célula cancerosa autéloga. En tales casos, la composiciéon se vuelve incompetente para la proliferacion
mediante radiacion, en donde las células con efecto vecindad y las células cancerosas se extienden en placas de
cultivo de tejidos y se irradian a temperatura ambiente usando una fuente de Cs, como se ha detallado mas arriba.

La relacion entre células con efecto vecindad y las células cancerosas autdlogas en una administracion determinada
variara dependiendo de la combinacién. Con respecto a las células con efecto vecindad que producen GM-CSF, la
relacion entre las células con efecto vecindad y las células cancerosas autélogas en una administracion dada,
deberia ser tal que se produce un nivel terapéuticamente eficaz de GM-CSF. Ademas del umbral de GM-CSF, la
relacion entre las células con efecto vecindad y las células cancerosas autélogas no deberia ser superior a 1:1. Las
relaciones apropiadas entre las células con efecto vecindad y las células tumorales o antigenos tumorales se
pueden determinar usando métodos de rutina conocidos en la técnica.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2476 891 T3

El uso de lineas celulares con efecto vecindad en la puesta en practica de la presente invencién evita la necesidad
de cultivar y transducir células tumorales autdlogas para cada paciente.

Caracteristicas generales de las inmunoterapias contra el cancer de la invencion

La inmunoterapia contra el cancer basada en células de la invencién puede comprender una o varias poblaciones
celulares diferentes, seleccionadas a partir de células tumorales no modificadas, células tumorales o células no
tumorales modificadas para expresar GM-CSF y un anticuerpo anti-CTLA4, células tumorales o células no tumorales
modificadas para expresar un anticuerpo anti-CTLA4, células tumorales o células no tumorales modificadas para
expresar GM-CSF vy similares. Las inmunoterapias contra el cancer basadas en células de la invencion se vuelven
incompetentes para la proliferacion antes de la administracion a un sujeto. Tal y como se usa en esta memoria, la
expresion "incompetente para la proliferacion” o "inactivada" se refiere a células que son incapaces de experimentar
multiples rondas de mitosis, pero que todavia conservan la capacidad de expresar proteinas tales como citocinas,
antigenos tumorales o proteinas angiogénicas. Esto se puede conseguir a través de numerosos métodos conocidos
por los expertos en la técnica. Antes de la administracion a un sujeto, la inmunoterapia contra el cancer basada en
células de la invencion se irradia tipicamente a una dosis desde aproximadamente 50 hasta aproximadamente 200
rads/min o desde aproximadamente 120 a aproximadamente 140 rads/min antes de la administracién al sujeto.
Normalmente, cuando se utiliza radiacion, los niveles totales necesarios son 2.500 rads, 5000 rads, 10.000 rads,
15.000 rads o 20.000 rads. Preferiblemente, las células se irradian con una dosis total suficiente para inhibir
sustancialmente la proliferacion en el 100% de las células.

La relacion entre el numero de células modificadas para expresar un anticuerpo anti-CTLA4 y el numero de células
en un antigeno tumoral o una poblacién celular que expresa citocinas es entre aproximadamente 1:100 a 100:1, de
25:1 a 1:25, 1:10 a 10:1 0 3:1 a 1:3. Las diferentes poblaciones se administran por la misma via de administraciéon
y/o aproximadamente en el mismo sitio y se pueden administrar en el mismo momento o en momentos diferentes.
En una realizacion de la invencion, la inmunoterapia comprende una mezcla de células alogénicas procedentes de
una pluralidad de donantes/individuos.

Las células modificadas genéticamente se pueden administrar una vez, dos veces o varias veces. Para
comgosiciones que comprenden diferentes poblaciones de células, se emplea tipicamente entre aproximadamente 1
x 10° a 1 x 10° células de cada poblacién. En una realizacioén, hag entre 1 x 10 y1x 10° células productoras de
citocinas por unidad de dosis. En una realizacion, hay entre 1 x 10"y 5 x 108. Con dosis multiples, la primera dosis
de inmunizacién puede ser mas alta que las dosis de inmunizacidon posteriores. Por ejemplo, una dosis de
sensibilizacion de 5 x 10° puede estar seguida por varias dosis de refuerzo de 1 x 10% a 3 x 10° de células
productoras de GM-CSF. En un aspecto de la invencion, las células modificadas genéticamente de la inmunoterapia
se preparan y se combinan a granel para proporcionar suficientes células para todo el curso del tratamiento previsto.
La mezcla se almacena congelada, y se descongelan partes alicuotas en serie para cada administracion.

En una realizacion de la invencion, la inmunoterapia del cancer comprende células que expresan al menos 500 ng o
al menos 36 ng de GM-CSF durante 24 horas por un millon de células. En una realizacion, la inmunoterapia del
cancer comprende células que expresan al menos 100 ng de GM-CSF durante 24 horas por un milléon de células.
Frecuentemente, mas importante que el nimero real de células productoras de citocinas utilizadas, es la capacidad
de biosintesis de las células, por ejemplo, la cantidad de citocina, anticuerpo anti-CTLA4 o antigeno tumoral que se
produce a lo largo del tiempo. Por lo tanto, cuando la capacidad biosintética es mayor, se requieren menos células.
Las realizaciones de la invencion incluyen, pero no se limitan a, una dosis de la inmunoterapia que es capaz de
sintetizar al menos aproximadamente 0,1 ng, aproximadamente 0,5 ng, al menos aproximadamente 2 ng o al menos
aproximadamente 10 ng de la citocina de interés durante 1 hora de incubaciéon en condiciones fisioldgicas. La
determinacion de la dosificacion 6ptima de células y de las relaciones, es una cuestion de determinacion rutinaria, tal
y como se describe en la seccién de ejemplos a continuacion, y esta incluida en la experiencia de un experto con
experiencia ordinaria, de cara a las instrucciones proporcionadas en el presente documento.

Tipicamente después del cultivo, las células modificadas genéticamente de la invencién se procesan para eliminar la
mayoria de los componentes adicionales utilizados en la preparacion de las células, antes de su uso como una
inmunoterapia del cancer. En particular, se elimina el suero de ternera fetal, componentes del suero bovino u otros
complementos biolégicos en el medio de cultivo. En una realizacion, las células se lavan, tal como mediante
centrifugacion repetida suave, en un excipiente adecuado farmacolégicamente compatible. Los excipientes
compatibles incluyen una solucién salina isotdnica, con o sin un tampon fisioldgicamente compatible como fosfato o
Hepes y nutrientes tales como dextrosa, iones fisiolégicamente compatibles o aminoacidos, y diversos medios de
cultivo, en particular los que estan desprovistos de otros componentes inmunogénicos. También se pueden utilizar
reactivos de transporte, tales como albumina y fracciones del plasma sanguineo y agentes espesantes no activos.
En una realizacion, los componentes bioldgicos no activos, en la medida en que estan presentes en la preparacion
farmacologica, se obtienen a partir de un ser humano, e incluso se pueden obtener previamente a partir del sujeto
que se va a tratar.

Las composiciones celulares modificadas genéticamente de la invencion se pueden utilizar para tratar el cancer en
un sujeto mediante su administracion como una o varias inmunoterapias contra el cancer. Las composiciones
farmacéuticas de la presente invencién también se pueden administrar en combinacién con un vehiculo farmacéutico
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aceptable, tal como, por ejemplo, solucidn salina, sulfato de protamina (Elkins-Sinn, Inc., Cherry Hill, N.J.), agua,
tampones acuosos, tales como tampones fosfato y tampones Tris, o polibreno (Sigma Chemical, St. Louis, Mo.), o
agentes de localizacion, tales como gel de calcitonina, soluciones de acido hialurénico o tapones de fibrina obtenidos
a partir de la activacion de fibrindgeno a través de trombina (documento de patente de EE.UU. n° 6.117.425). La
seleccion de un vehiculo farmacéutico adecuado se considera que sera evidente para los expertos en la técnica a
partir de las ensefianzas contenidas en el presente documento.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar después, antes, en lugar de o en
combinacion con otras terapias relacionadas con la generacion de una respuesta inmune o el tratamiento del cancer
en el sujeto. Por ejemplo, el sujeto se puede tratar anteriormente o al mismo tiempo mediante quimioterapia, terapia
de radiacion y otras formas de inmunoterapia, empleando una modalidad de tratamiento utilizada generalmente para
tratar el tipo de cancer que esta en tratamiento, utilizando las composiciones celulares de la presente invencién. Por
ejemplo, las composiciones de la invencion se pueden usar en combinacién con agentes quimioterapéuticos tales
como cisplatino, la combinacion de cisplatino/ciclofafamida, taxol o cisplatino/ciclofosfamida/doxorobicina, agentes
inmunomoduladores tales como IL-2, IL-4, IL-7, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, INF alfa, secuencias CpG, Iniquimod o un
anticuerpo anti-CTLA4. Cuando se usan tales modalidades, se emplean en una forma o en un momento en el que no
se interfiera con la eficacia de las composiciones de la presente invencion.

Citocinas

La composicién celular de la invencion comprende al menos una poblaciéon de células que estan modificadas
genéticamente para expresar la secuencia que codifica un polipéptido de GM-CSF. La inmunoterapia del cancer
basada en células puede comprender la secuencia que codifica una o varias citocinas. Una "citocina" incluye, sin
limitacién, aquellas hormonas que actuan a nivel local y no circulan en la sangre y que cuando se utilizan de acuerdo
con la presente invencién, se produce una alteracién de una respuesta inmune de un individuo. Tipicamente, la
citocina es una citocina humana.

Las citocinas que se pueden expresar a través de la inmunoterapia del cancer basada en células de la invencion
incluyen, pero no se limitan a, IFN-alfa, IFN-beta e IFN-gamma, interleucinas (por ejemplo, IL-1 a IL-29, en particular,
IL-2, IL-7, IL-12, IL-15 e IL-18), factores de necrosis tumoral (por ejemplo, TNF-alfa y TNF-beta), eritropoyetina
(EPO), MIP3a, ICAM, factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) y factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF). En una realizacion
preferida, la citocina es GM-CSF y la inmunoterapia basada en células es una forma de GVAX®.

Antigenos tumorales

En una inmunoterapia del cancer basada en células de la invencion, se expresa al menos un antigeno tumoral. El
antigeno tumoral se puede expresar a través de la poblacion celular autéloga, alogénica o con efecto vecindad antes
de la modificacion genética o mediante la expresion de una secuencia codificadora natural procedente de un vector
que codifica el antigeno(s) tumoral. Los antigenos tumorales de interés en la puesta en practica de la invencion son
antigenos tumorales asociados con el cancer en tratamiento y contra los que se desea una respuesta inmune
mejorada. Dianas de cancer a modo de ejemplo para el tratamiento que emplea las composiciones y los métodos de
la invencion, incluyen, pero no se limitan al cancer de vejiga, de mama, de colon, cancer de cabeza y cuello, rifién,
higado, pulmoén, ovario, cuello uterino, pancreas, recto, prostata, estbmago, epidermis; un tumor hematopoyético de
estirpe mieloide o linfoide; un tumor de origen mesenquimatoso tal como un fibrosarcoma o rabdomiosarcoma; otros
tipos de tumores tales como melanoma, teratocarcinoma, neuroblastoma, glioma, adenocarcinoma y carcinoma de
pulmén con células no pequeiias. Cuando el tipo de célula tumoral que se esta tratando es cancer de préstata, la
linea celular de tumor de préstata se puede seleccionar a partir del grupo que consiste en DU145, PC-3 y LnCaP.

Secuencias que codifican el antigeno tumoral a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, secuencias
inmunogénicas procedentes de MART-1, gp100 (pmel-17), tirosinasa, proteina 1 relacionada con tirosinasa, proteina
2 relacionada con tirosinasa, receptor de la hormona estimulante de melanocitos, MAGE1, MAGE2, MAGES3,
MAGE12, BAGE, GAGE, NY-ESO-1, beta catenina, MUM-1, CDK-4, caspasa 8, KJA 0205, HLA-A2R1701, a-
fetoproteina, proteina catalitica de la telomerasa, G-250, MUC-1, proteina carcinoembrionaria (CEA), p53, Her2/neu,
isomerasa de triosafosfato, CDC-27, LDLR-FUT, transcriptasa inversa de la telomerasa, mesotelina “surviving”,
idiotipo Ig de linfoma de linfocitos B, cinasa 4 dependiente de ciclina 4 mutante de melanoma, Pmel-17 (gp100),
PSMA, proteina p15 de melanoma, gp75 de melanoma, antigeno oncofetal de melanoma; gangliésidos GM2 y GD2
de melanoma; oncogenes tales como p53 mutante de carcinoma, ras mutante de cancer de colon y productos viricos
tales como proteinas del virus del papiloma humano de canceres de células escamosas de cuello uterino y eséfago.

En una realizacion, la célula tumoral se obtiene a partir de un mamifero, tal como un ser humano, que alberga un
tumor.

Anticuerpos anti-CTLA4

CTLA4 (CD152) es una molécula inmunomoduladora expresada por linfocitos T que a través de interacciones con
moléculas B7 sobre células presentadoras de antigeno (APCs: B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86)), regula negativamente
la activacion de linfocitos T en diversos sistemas modelo (por ejemplo, véase Korman et al. Curr. Opin. Invest. Drugs
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6:582-591 (2005)). Ratones con el gen de CTLA4 desactivado muestran una linfoproliferacion masiva que conduce a
la muerte en menos de 4 semanas. Aunque CTLA4 ha sido ampliamente estudiado, su mecanismo de accién en la
reduccion de la proliferacion de linfocitos T no se entiende completamente. Se cree que los mecanismos incluyen
una competicion por el ligando B7 en la APC y la interfaz de linfocitos T; eventos de sefializaciéon que regulan a la
baja IL-2; una induccién de indolamina 2,3-dioxigenasa a través de las APCs; y una induccidon de citocinas
reguladoras negativas.

Por lo tanto, un anticuerpo anti-CTLA4 puede tener un beneficio terapéutico como monoterapia, pero los niveles
sistémicos de anticuerpo anti-CTLA4 necesarios para observar una eficacia en un entorno clinico, son cercanos a la
dosis maxima tolerada y se ha informado que tienen una toxicidad relacionada (por ejemplo, véase Korman et al.
Curr. Opin. Invest. Drugs 6:582-591 (2005)). Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar composiciones que
permiten superar las toxicidades potenciales relacionadas, permitiendo un nivel sistémico menor de anticuerpo anti-
CTLA4 con una eficacia equivalente.

Inmunoglobulinas y fragmentos de las mismas

Los anticuerpos son proteinas inmunoglobulinas que son heterodimeras con una cadena pesada y ligera y han
mostrado que son dificiles de expresar en una forma con longitud completa a partir de un Unico vector en sistemas
de expresion en cultivo de mamiferos. Actualmente se utilizan tres métodos para la produccién de anticuerpos de
vertebrados, la inmunizacién in vivo de animales para producir anticuerpos “policlonales”, el cultivo celular in vitro de
hibridomas de linfocitos B para producir anticuerpos monoclonales (Kohler, et al., Eur. J. Immunol., 6: 511, 1976;
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988) y la tecnologia de ADN recombinante (que
se describe por ejemplo en Cabilly et al., documento de patente de EE.UU. n° 6.331.415).

La estructura molecular basica de polipéptidos de inmunoglobulina es bien conocida e incluye dos cadenas ligeras
idénticas con un peso molecular de aproximadamente 23.000 dalton, y dos cadenas pesadas idénticas con un peso
molecular 53.000-70.000, en donde las cuatro cadenas se unen mediante enlaces disulfuro en una configuracion en
"Y". La secuencia de aminoacidos se extiende desde el extremo N-terminal en la parte superior de la Y, hasta el
extremo C-terminal en la parte inferior de cada cadena. En el extremo N-terminal hay una region variable (de
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud) que proporciona la especificidad de la union al antigeno.

Los vectores permiten la produccion de inmunoglobulinas anti-CTLA4 de todos los tipos, incluyendo, pero no
limitados a, anticuerpos de longitud completa y fragmentos de anticuerpo que tienen una secuencia natural (es decir,
que la secuencia se produce como respuesta a la estimulacion con un antigeno), anticuerpos de cadena sencilla que
combinan la regién variable que se une al antigeno tanto de las cadenas pesadas como ligeras en una sola cadena
polipeptidica plegada de forma estable; anticuerpos monovalentes (que comprenden un dimero de cadena
pesada/cadena ligera unido a la region Fc de una segunda cadena pesada); "fragmentos Fab", que incluyen la
region "Y" completa de la molécula de inmunoglobulina, es decir, los brazos de la "Y", o la cadena ligera o la pesada
sola, o porciones de las mismas (es decir, agregados de una cadena pesada y una cadena ligera, cominmente
conocidos como Fab’); "hibridos de inmunoglobulinas" que tienen especificidad hacia dos o0 mas antigenos diferentes
(por ejemplo, cuadromas o anticuerpos biespecificos tal como se describen por ejemplo en el documento de patente
de EE.UU. n° 6.623.940); "inmunoglobulinas compuestas" en donde las cadenas pesadas y ligeras imitan las de
especies o especificidades diferentes; y "anticuerpos quiméricos", en donde porciones de cada una de las
secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y ligera se obtienen a partir de mas de una especie (es decir, la
region variable se obtiene a partir de una fuente tal como un anticuerpo murino, mientras que la region constante se
obtiene de otro, tal como un anticuerpo humano).

Los vectores tienen utilidad en la produccion de inmunoglobulinas anti-CTLA4 o fragmentos de las mismas en donde
la cadena pesada o ligera es de "mamifero”, "quimérica" o modificada de una manera que mejore su eficacia. Los
anticuerpos modificados incluyen variantes de la secuencia tanto de aminoacidos como de nucleétidos que
conservan la misma actividad biolégica que la forma no modificada y aquellas que estan modificadas de tal manera
que se altera la actividad, es decir, cambios en la regién constante que mejoran la fijacion del complemento, la
interaccion con membranas y otras funciones efectoras, o cambios en la regién variable que mejoran las
caracteristicas de union al antigeno. Las composiciones y los métodos de la invencion incluyen ademas

inmunoglobulinas cataliticas o fragmentos de las mismas.

Una secuencia "variante" de polinucleétido que codifica una inmunoglobulina puede codificar una secuencia de
aminoacidos "variante" de inmunoglobulina anti-CTLA4 que se altera con uno o varios aminoacidos de la secuencia
del polipéptido de referencia. La secuencia de polinucleétidos variante puede codificar una secuencia de
aminoacidos variante que contiene sustituciones "conservadoras", en donde el aminoacido sustituido tiene
propiedades estructurales o quimicas similares al aminoacido al que sustituye. Ademas o alternativamente, la
secuencia de polinucleétidos variante puede codificar una secuencia de aminoacidos variante que contiene
sustituciones "no conservadoras”, en donde el aminoacido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas
distintas que el aminoacido al que sustituye. Variantes de polinucleétidos que codifican inmunoglobulinas anti-CTLA4
también pueden codificar secuencias de aminoacidos variantes que contienen inserciones o deleciones de
aminoacidos, o ambas. Ademas, un polinucleétido variante que codifica una inmunoglobulina anti-CTLA4 puede
codificar el mismo polipéptido que la secuencia de polinucleétidos de referencia, pero, debido a la degeneracion del
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codigo genético, tiene una secuencia de polinucleétidos que se altera en una o varias bases de la secuencia de
polinucleétido de referencia.

El término "fragmento”, cuando se refiere a una inmunoglobulina anti-CTLA4 recombinante de la invencion significa
un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es la misma en parte, pero no toda la secuencia de
aminoacidos de la proteina inmunoglobulina de longitud completa correspondiente, que o bien conserva
esencialmente la misma funcién o actividad biolégica que la proteina de longitud completa correspondiente, o
conserva al menos una de las funciones o actividades de la proteina de longitud completa correspondiente. El
fragmento incluye preferiblemente al menos 20-100 residuos de aminoacidos contiguos de la inmunoglobulina de
longitud completa.

En realizaciones preferidas, se emplea un sistema de expresién de inmunoglobulina que permite la expresion y la
administracion de dos o mas secuencias codificadoras, es decir, inmunoglobulinas con biespecificidades o
especificidades multiples procedentes de un solo vector. El sistema de expresion de la inmunoglobulina es aplicable
a cualquier inmunoglobulina anti-CTLA4 (es decir, un anticuerpo) o un fragmento de la misma tal como se detalla
adicionalmente en este documento, incluyendo anticuerpos modificados genéticamente, por ejemplo, anticuerpos de
cadena sencilla, anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos.

El sistema de expresion de una inmunoglobulina se basa en la expresion de las cadenas pesadas y ligeras de una
inmunoglobulina anti-CTLA4 utilizando un Unico promotor regulado, en donde las cadenas pesada y ligera se
expresan en proporciones sustancialmente iguales. La unién de las proteinas en forma de poliproteinas es una
estrategia adoptada en la replicacion de muchos virus, incluyendo los picornaviridae. Después de la traduccion, los
péptidos con autoprocesamiento codificados por el virus median en la escision intramolecular rapida (cis) de la
poliproteina para producir productos proteicos maduros distintos y la posterior escisién en el sitio de escision
proteolitica elimina la mayoria de la secuencia de autoprocesamiento restante. El sistema de expresion de una
inmunoglobulina proporciona ventajas sobre el uso de un IRES porque se proporciona un vector para la expresion
de una inmunoglobulina recombinante que comprende un péptido con autoprocesamiento (ejemplificado en este
documento por los péptidos 2A) que facilita la expresion de las secuencias que codifican la cadena pesada y ligera
de la inmunoglobulina utilizando un Unico promotor regulado, en donde las secuencias que codifican la cadena
pesada y ligera de la inmunoglobulina se expresan en una proporcion sustancialmente equimolar. La expresion de
las cadenas pesada y ligera de anti-CTLA4 en proporciones sustancialmente equimolares se puede mostrar, por
ejemplo, mediante analisis de transferencia Western, en donde las proteinas de la cadena pesada y ligera se
separan por SDS-PAGE en condiciones reductoras, se pueden investigar usando un anticuerpo policlonal anti-lgG
de rata o anti-lgG humana y se pueden visualizar utilizando kits disponibles comercialmente de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Sitios o secuencias de escision con autoprocesamiento

Un "sitio de escision con autoprocesamiento” o una "secuencia de escisiéon con autoprocesamiento”, tal y como se
ha definido anteriormente, se refiere a una secuencia de ADN o de aminoacidos en donde después de la traduccion
tiene lugar una escision intramolecular rapida (cis) de un polipéptido que comprende el sitio de escisién con
autoprocesamiento para producir productos proteicos maduros distintos. Un "sitio de escisiébn con
autoprocesamiento” de este tipo, también se puede denominar un sitio de escisiéon con procesamiento posterior a la
traduccion o cotraduccional, ejemplificado en este documento por un sitio, secuencia o dominio 2A. Un sitio,
secuencia o dominio 2A muestra un efecto de traduccién modificando la actividad del ribosoma para favorecer la
hidrdlisis de un enlace éster, liberando de este modo el polipéptido del complejo de traduccion de una manera que
permite que tenga lugar la sintesis de un producto de la traduccion aguas abajo, distinto (Donnelly, 2001).
Alternativamente, un sitio o un dominio 2A muestra "autoprotedlisis" o "escisién" escindiendo su propio extremo C-
terminal en cis para producir productos de escision primarios (Furler; Palmenberg, Ann Rev. Microbiol. 44:603-623
(1990)).

La actividad de 2A puede implicar dar saltos ribosdmicos entre codones lo que evita la formacion de enlaces
peptidicos (de Felipe et al., Human Gene Therapy 11 1921-1931 (2000); Donnelly et al., J. Gen. Virol 82:1013-1025
(2001); aunque se ha considerado que el dominio actia mas como una enzima autolitica (Ryan et al., Virol 173:35-
45 (1989)).

Estudios en los que se cloné la region que codifica 2A del Virus de la Fiebre Aftosa (VFA) en vectores de expresion y
se transfectaron en células diana, han establecido que la escision de 2A de VFA de poliproteinas informadoras
artificiales es eficaz en una amplia gama de sistemas de expresion heterdlogos (lisado de germen de trigo y planta
de tabaco transgénica (Halpin et al., USPN 5.846.767 (1998) y Halpin et al., The Plant Journal 17:453-459 (1999)); la
linea celular de glioma humano Hs 683 (de Felipe et al., Gene Therapy 6:198-208 (1999); en lo sucesivo
denominada "de Felipe II"); lisado de reticulocitos de conejo y células HTK-143 humanas) (Ryan et al., EMBO J.
13:928-933 (1994)); y células de insectos (Roosien et al., J. Gen. Virol 71:1703-1711 (1990)). La escision mediada
con 2A de VFA de una poliproteina heteréloga se ha mostrado para IL-12 (heterodimero p40/p35; Chaplin et al., J.
Interferon Citokyne Res. 19:235-241 (1999)). En células COS-7 transfectadas, 2A de VFA mediaba en la escision de
una poliproteina p40-2A-p35 en subunidades biolégicamente funcionales p40 y p35 que tenian actividades
asociadas con IL-12.
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La secuencia 2A de VFA se ha incorporado en vectores retroviricos, sola o combinada con diferentes secuencias
IRES para construir vectores bicistronicos, tricistronicos y tetracistronicos. La eficacia de la expresion génica
mediada por 2A en animales fue mostrada por Furler (2001) usando vectores de virus adenoasociados
recombinantes (VAA) que codificaban a-sinucleina y EGFP o superéxido dismutasa Cu/Zn (SOD-1) y EGFP unido a
través de la secuencia 2A de VFA. EGFP y a-sinucleina se expresaron con niveles sustancialmente mas elevados a
partir de vectores que incluian una secuencia 2A con respecto a los vectores basados en IRES correspondientes,
mientras que SOD-1 se expreso6 con niveles comparables o ligeramente mas elevados. Furler también mostré que la
secuencia 2A produce la expresion del gen bicistronico in vivo después de la inyeccion de vectores de VAA que
contenian 2A, en la sustancia negra de ratas. Recientemente se ha mostrado que péptidos 2A y secuencias
similares a 2A son eficaces en la traduccion eficaz de cuatro cistrones, utilizando un vector retrovirico (Szymczak AL
et al., Nat. Biotechnol. Mayo 2004 22(5): 589-94).

La secuencia de ADN que codifica un sitio de escisidon con autoprocesamiento se ejemplifica con secuencias viricas
obtenidas a partir de un picornavirus, que incluyen pero no se limitan a enterovirus, rinovirus, cardiovirus, aftovirus o
virus de la fiebre aftosa (VFA). En una realizacion preferida, la secuencia que codifica el sitio de escision con
autoprocesamiento se obtiene a partir de un VFA. Los sitios de escisidon con autoprocesamiento incluyen, pero no se
limitan a dominios 2A y dominios similares a 2A (Donnelly et al., J. Gen. Virol. 82: 1027-1041 (2001).

2A de VFA es una region poliproteica que actda en el genoma del VFA para dirigir una sola escision en su propio
extremo C-terminal, por lo que funciona en cis. Se ha descrito tipicamente que el dominio 2A de VFA tiene
aproximadamente diecinueve aminoacidos de longitud (LLNFDLLKLAGDVESNPGP; SEQ ID NO: 1);
(TLNFDLLKLAGDVESNPGP; SEQ ID NO: 2; Ryan et al., J. Gen. Virol 72:2727-2732 (1991)), sin embargo, se ha
observado que oligopéptidos con solo catorce residuos de aminoacidos (LLKLAGDVESNPGP; SEQ ID NO: 3)
median en la escisiéon en el extremo C-terminal de 2A de una manera similar a su funcién en el procesamiento de las
poliproteinas del VFA.

Variaciones de la secuencia 2A han sido estudiadas por su capacidad para mediar en el procesamiento eficaz de
poliproteinas (Donnelly ML et al. 2001). Los homdlogos vy las variantes de una secuencia 2A se incluyen dentro del
alcance de la invencion e incluyen, pero no se limitan a las secuencias presentadas en la Tabla 1, a continuacion:

Tabla 1. Tabla de secuencias 2A ejemplares

LLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 1)

TLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 2)

LLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 3)

NFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 4)

QLLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 5)

APVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 6)
VTELLYRMKRAETYCPRPLLAIHPTEARHKQKIVAPVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 7)
LLAIHPTEARHKQKIVAPVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 8)
EARHKQKIVAPVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 9)

El pequeio tamafio de la secuencia que codifica 2A permite ademas su uso en vectores con una capacidad de
empaquetamiento limitado para una secuencia codificadora, tales como VAA. La utilidad de los vectores de VAA se
puede ampliar ya que la secuencia 2A elimina la necesidad de promotores duales. El nivel de expresién de
proteinas, polipéptidos o péptidos individuales a partir de un promotor que dirige un marco de lectura abierto Unico
que comprende mas de dos secuencias codificadoras junto con 2A estan mas cerca de ser equimolares en
comparacioén con el nivel de expresion alcanzable usando secuencias IRES o promotores duales. La eliminaciéon de
promotores duales también reduce la interferencia con un promotor que puede dar como resultado niveles de
expresion reducidos y/o disminuidos para cada secuencia codificante.

En una realizacion preferida, la secuencia 2A de VFA incluida en un vector de acuerdo con la invencién, codifica
residuos de aminoacidos que comprenden LLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 1). Alternativamente, un vector
de acuerdo con la invencién puede codificar residuos de aminoacidos de otras regiones similares a 2A, tal y como se
describe en Donnelly et al., J. Gen. Virol. 82:1027-1041 (2001) y que incluyen pero no se limitan a un dominio similar
a 2A de picornavirus, virus de insecto, rotavirus de tipo C, secuencias repetidas de tripanosoma o la bacteria,
Thermatoga maritima.

Eliminacién de secuencias peptidicas con autoprocesamiento

Una problema asociado con el uso de péptidos con autoprocesamiento, tales como 2A o secuencias similares a 2A
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es que el extremo N-terminal de la primera cadena del anticuerpo anti-CTLA4 contiene aminoacidos obtenidos a
partir del péptido con autoprocesamiento, es decir, residuos de aminoacidos obtenidos a partir de 2A. Estos residuos
de aminoacidos son "ajenos" al hospedador y pueden provocar una respuesta inmune cuando la proteina
recombinante se expresa o se administra in vivo (es decir, expresada a partir de un vector virico o no virico en el
contexto de una terapia génica, o administrada como proteina recombinante producida in vitro). Ademas, si no se
eliminan, los residuos de aminoacidos obtenidos a partir de 2A pueden interferir con la secrecién de proteinas en las
células tumorales que expresan citocinas y/o alterar la conformacioén proteica, lo que da como resultado un nivel de
expresion menor que la expresion optima y/o una reduccion de la actividad bioldgica del anticuerpo anti-CTLA4. El
sistema de expresién de inmunoglobulinas incluye estructuras artificiales de expresion de genes, modificadas
genéticamente de tal manera que se proporciona un sitio de escision proteolitica entre una secuencia que codifica el
polipéptido y el sitio de escision con autoprocesamiento (es decir, una secuencia 2A) como un medio para eliminar
un sitio restante de escisién con autoprocesamiento obtenido a partir de residuos de aminoacidos después de la
escision.

Ejemplos de sitios de escision proteolitica son sitios de escision de furina con la secuencia de consenso RXK(R)R
(SEQ ID NO: 10), que se pueden escindir con proteasas enddgenas similares a subtilisina, tales como furina y otra
proteasas de serina dentro de la ruta de secrecién proteica. Como se muestra en el documento USSN 10/831302,
los residuos de 2A en el extremo N-terminal de la primera proteina se pueden eliminar de manera eficaz mediante la
introduccion de un sitio de escision de furina RAKR (SEQ ID NO: 15) entre la primera proteina y la secuencia 2A.
Ademas, se mostré que el uso de un plasmido que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia 2A y un sitio de escision de furina adyacente al sitio de 2A, producia un mayor nivel de expresion proteica
que un plasmido que contenia la secuencia 2A sola. Esta mejora proporciona una ventaja adicional ya que cuando
los residuos 2A se eliminan del extremo N-terminal de la proteina, se pueden utilizar secuencias 2A o similares a 2A
u otras secuencias con autoprocesamiento mas largos. Tales secuencias mas largas con autoprocesamiento como
las secuencias 2A o similares a 2A pueden facilitar una expresion equimolar mejor de dos o mas polipéptidos a
través de un Unico promotor.

Es ventajoso emplear anticuerpos anti-CTLA4 o analogos de los mismos con caracteristicas totalmente humanas.
Estos reactivos evitan las respuestas inmunes no deseadas inducidas por anticuerpos o analogos procedentes de
especies no humanas. Para hacer frente a posibles respuestas inmunes del hospedador frente a residuos de
aminoacidos obtenidos a partir de péptidos con autoprocesamiento, la secuencia que codifica un sitio de escision
proteolitica se puede insertar (usando metodologia convencional conocida en la técnica) entre la secuencia que
codifica la primera proteina y la secuencia que codifica el péptido con autoprocesamiento, a fin de eliminar la
secuencia del péptido con autoprocesamiento del polipéptido expresado, es decir, el anticuerpo. Esto tiene una
utilidad particular en anticuerpos terapéuticos o de diagndstico para uso in vivo.

Cualquier sitio de escisién proteolitico adicional conocido en la técnica que se puede expresar usando vectores con
tecnologia de ADN recombinante, se puede emplear en la puesta en practica de la invencion. Ejemplos de sitios de
escision proteoliticos adicionales que se pueden insertar entre la cadena pesada o ligera del anticuerpo anti-CTLA4
y una secuencia de escision con autoprocesamiento (tal como una secuencia 2A) incluyen, pero no se limitan a un:

a). Sitio de escision de furina: RXK(R)R (SEQ ID NO: 10);

b). Sitio de escisién de Factor Xa: IE(D)GR (SEQ ID NO: 12);

c). Sitio de escision de peptidasa | sefal: p. ej., LAGFATVAQA (SEQ ID NO: 13); y
d). Sitio de escision de trombina LVPRGS (SEQ ID NO: 14).

La secuencia del péptido 2A ofrece un lado de "escision" que facilita la generacion de ambas cadenas de una
inmunoglobulina anti-CTLA4 durante el proceso de traducciéon. En un aspecto, el extremo C-terminal de la cadena
pesada de la inmunoglobulina anti-CTLA4 contiene aproximadamente 13 residuos de aminoacidos que se obtienen a
partir de la misma secuencia 2A. El nimero de aminoacidos residuales depende de la secuencia 2A utilizada.
Cuando se inserta una secuencia del sitio de escision de furina, por ejemplo, RAKR, entre la primera proteina y la
secuencia 2A, los residuos 2A se eliminan del extremo C-terminal de la primera proteina. Sin embargo, los datos de
espectros de masas indican que el extremo C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo expresado a partir de la
estructura artificial RAKR-2A contiene dos residuos de aminoacidos adicionales, RA, procedentes del sitio de
escision de furina, RAKR.

Estos aminoacidos residuales se pueden eliminar utilizando, por ejemplo, carboxipeptidasa. La escision de furina se
produce en el extremo C-terminal del sitio de escision, que tiene la secuencia de consenso RXR(K)R (SEQ ID NO:
16), en donde X es cualquier aminoacido. En un aspecto, la invencién proporciona un medio para la eliminacion de
los residuos de aminoacidos basicos recién expuestos R o K, del extremo C-terminal de la proteina, mediante el uso
de una enzima seleccionada a partir de un grupo de enzimas llamadas carboxipeptidasas (CPs), que incluyen la
carboxipeptidasa D, E y H (CPD, CPE, CPH). Ya que las CPs son capaces de eliminar residuos de aminoacidos
basicos en el extremo C-terminal de una proteina, todos los residuos de aminoacidos obtenidos a partir de un sitio
de escision de furina que contienen exclusivamente aminoacidos basicos R o K, tales como RKKR (SEQ ID NO: 17),
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RKRR (SEQ ID NO: 18), RRKR (SEQ ID NO: 19), RRRR (SEQ ID NO: 20), etc., se pueden eliminar con una CP.
Estructuras artificiales para la expresion de inmunoglobulina anti-CTLA4 que contienen una secuencia 2A y un sitio
de escision de furina y que tienen residuos de aminoacidos basicos en el extremo C-terminal, se pueden construir
para evaluar la eficacia de la escisién y la eliminacion de residuos. Un disefio de estructura artificial ejemplar es el
siguiente: cadena H - furina (por ejemplo, RKKR, RKRR, RRKR o RRRR) - 2A - cadena L o cadena L - furina (por
ejemplo, RKKR, RKRR, RRKR o0 RRRR) - 2A - cadena H.

Como sera evidente para los expertos en la técnica, hay un residuo de aminoacido basico (K) en el extremo C-
terminal de la cadena pesada (H) de la inmunoglobulina (que se vuelve el objetivo de una escisién con
carboxipeptidasa), mientras que la cadena ligera de inmunoglobulina (L), termina con un aminoacido no basico C.

Variantes de secuencia

En una realizacion de la invencion, las secuencias de nucleétidos que codifican un antigeno tumoral, un anticuerpo
anti-CTLA4 o una citocina es la secuencia natural de la proteina natural, un fragmento biolégicamente activo o
inmunogénico de la misma. Ademas, la secuencia codificadora se puede "recodificar". Un gen que esta
"recodificado” se refiere a una secuencia codificadora que se altera de tal manera que el polipéptido codificado por
un acido nucleico sigue siendo el mismo que en la secuencia inalterada, pero la secuencia de acido nucleico que
codifica el polipéptido cambia. Es bien conocido en la técnica que debido a la degeneracion del codigo genético,
existen multiples codones de ADN y ARN que pueden codificar el mismo producto en la traduccidon de aminoacidos.
Ademas, también se sabe que diferentes organismos tienen diferentes preferencias para el uso de codones
particulares para sintetizar un aminoacido.

También se incluyen dentro del alcance de la invencion células modificadas genéticamente que comprenden
variantes de secuencias que codifican una forma biolégicamente activa o inmunogénica de un antigeno tumoral, un
anticuerpo anti-CTLA4 o una citocina.

Tal y como se usa en el presente documento, la expresion "identidad de secuencia” significa una identidad de la
secuencia del acido nucleico o de los aminoacidos en dos o mas secuencias alineadas, cuando se alinean utilizando
un programa de alineacion de secuencias. La expresion "% de homologia" se usa en esta memoria de forma
intercambiable con la expresion "% de identidad" en el presente documento y se refiere al nivel de identidad de
secuencia en el acido nucleico o los aminoacidos entre dos o mas secuencias alineadas, cuando se alinean
utilizando un programa de alineacién de secuencias. Por ejemplo, tal como se usa en el presente documento, 80%
de homologia significa lo mismo que 80% de identidad de secuencia, determinada mediante un algoritmo definido, y
por ello un homdlogo de una secuencia dada tiene mas de 80% de identidad de secuencia a lo largo de la secuencia
dada.

Una alineacién 6ptima de las secuencias para una comparacion se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante el
algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de
alineacion de homologias de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante el método de busqueda
de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85: 2444 (1988), mediante implementaciones
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de programas informaticos de
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), mediante el algoritmo BLAST,
Altschul et al., J Mol. Biol. 215: 403-410 (1990), con un programa informatico que esta disponible publicamente a
través del Centro Nacional para Informacion Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), o mediante inspeccion
visual (véase en general, Ausubel et al., infra). Para los fines de la presente invencion, una alineacién optima de
secuencias para comparacion se lleva a cabo mas preferiblemente con el algoritmo de homologia local de Smith &
Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981). Véase, también, Altschul, S.F. et al., 1990 y Altschul, S.F. et al., 1997.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad" en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos o
proteinas, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado
de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales, cuando se comparan y se alinean para tener una
correspondencia maxima, medida usando uno de los algoritmos de comparacién de secuencias descrito en el
presente documento, por ejemplo, el algoritmo de Smith-Waterman o por inspeccion visual.

De acuerdo con la presente invencion, también se incluyen variantes de secuencias que codifican un antigeno
tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o una citocina que tienen un 80, 85, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99% o mas de identidad de secuencia con la secuencia natural.

Una secuencia de acido nucleico se considera que se puede "hibridar selectivamente" con una secuencia de acido
nucleico de referencia, si las dos secuencias se hibridan especificamente entre si en condiciones de hibridacion y de
lavado desde moderadas hasta muy rigurosas. Las condiciones de hibridacion se basan en la temperatura de fusion
(Tm) del complejo de unién del acido nucleico o de la sonda. Por ejemplo, "rigurosidad maxima" por lo general se
produce a aproximadamente una Tm -5°C (5° por debajo de la Tm de la sonda); "rigurosidad alta" a
aproximadamente 5-10° por debajo de la Tm; "rigurosidad intermedia" a aproximadamente 10-20° por debajo de la
Tm de la sonda; y "rigurosidad baja" a aproximadamente 20 a 25° por debajo de la Tm. Funcionalmente, las
condiciones con una rigurosidad maxima se pueden utilizar para identificar secuencias que tienen una identidad
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exacta o una identidad casi exacta con la sonda de hibridacion; mientras que las condiciones de rigurosidad alta se
utilizan para identificar secuencias que tienen aproximadamente 80% o mas de identidad de secuencia con la sonda.

Las condiciones de hibridacion con rigurosidad moderada y alta son bien conocidas en la técnica (véase, por
ejemplo, Sambrook, et al., 1989, Capitulos 9 y 11, y en Ausubel, F.M., et al., 1993). Un ejemplo de condiciones de
rigurosidad alta incluye la hibridacién a aproximadamente 42°C en 50% de formamida, 5X SSC, 5X solucién de
Denhardt, 0,5% de SDS y 100 uyg/ml de ADN vehiculo desnaturalizado, seguido por un lavado dos veces con 2X
SSC y 0,5% SDS a temperatura ambiente y dos veces adicionales con 0,1 X SSC y 0,5% de SDS a 42°C. Tal y
como se emplea en el presente documento, las secuencias de nucleétidos que codifican un antigeno tumoral, un
anticuerpo anti-CTLA4 o una citocina que incluyen variantes de secuencias que codifican un polipéptido con la
misma actividad bioldgica que el antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o polipéptidos de citocina descritos en
el presente documento y que se hibridan en condiciones de hibridacidon con rigurosidad de moderada a alta, se
consideran dentro del alcance de la presente invencion.

Como resultado de la degeneracion del codigo genético, se puede producir una serie de secuencias que codifican el
mismo antigeno tumoral, anticuerpo anti-CTLA4 o polipéptido de citocina. Por ejemplo, el triplete CGT codifica el
aminoacido arginina. La arginina se codifica alternativamente con CGA, CGC, CGG, AGA y AGG. Por lo tanto se
aprecia que tales sustituciones en la region codificadora entran dentro de las variantes de secuencia que estan
incluidas en la presente invencion.

Se aprecia, ademas, que tales variantes de la secuencia se pueden hibridar o no con la secuencia progenitora en
condiciones de rigurosidad alta. Esto seria posible, por ejemplo, cuando la variante de la secuencia incluye un codén
diferente para cada uno de los aminoacidos codificados por los nucleétidos progenitores. Aun asi tales variantes se
contemplan especificamente y estan incluidas en la presente invencion.

Introduccion de transgenes en una célula

La secuencia que codifica un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o una citocina se puede introducir en una
célula usando cualquier método eficaz para dar como resultado la expresion en la célula. Tipicamente, vectores que
comprenden una secuencia codificadora de interés se preparan usando técnicas de biologia molecular conocidas,
empleadas rutinariamente por los expertos en la técnica.

La presente invencion contempla el uso de cualquier vector disponible para introducir en las células la secuencia que
codifica un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o una citocina. Los ejemplos de vectores incluyen, pero no
se limitan a, vectores viricos y no viricos.

Se pueden emplear particulas de vectores viricos con el fin de transferir ADN, ARN u otros acidos nucleicos en
células in vitro o in vivo. Numerosas formas de vectores viricos y no viricos son conocidas en la técnica. Ejemplos de
vectores que se pueden utilizar para la puesta en practica de la invencion incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo,
los derivados de MoMLV, MSCV, SFFV, MPSV, SNV, etc.), incluyendo lentivirus (por ejemplo, procedentes de VIH-
1, VIH-2, VIS, BIV, VIF, etc.), vectores del virus vaccinia, vectores del virus herpes (por ejemplo, HSV), vectores de
baculovirus, vectores de citomegalovirus (CMV), vectores del virus del papiloma, vectores del virus de simio (SV40),
vectores de Sindbis, vectores del virus del sarcoma de Rous, vectores del virus del bosque Semliki, vectores de
fagos, vectores del virus Epstein Barr, vectores del virus herpes, vectores de adenovirus (Ad), vectores que incluyen
una replicacion competente, una replicacion deficiente y formas sin determinar de los mismos, vectores de
baculovirus, vectores de virus adenoasociado (VAA) y vectores de plasmidos no viricos.

Los vectores y las estructuras artificiales para la expresion de un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 o una
citocina se pueden introducir en las células utilizando una metodologia convencional. Los métodos de transfeccion,
transduccion o infecciéon son bien conocidos por los expertos en la técnica. El término "transduccién” se refiere a la
administracion de una molécula de acido nucleico en una célula receptora in vivo o in vitro a través de una infeccion,
internalizacion, transfeccion o cualquier otro medio. La transfeccién se puede llevar a cabo a través de una variedad
de medios conocidos en la técnica, incluyendo la coprecipitacion de ADN con fosfato de calcio, la transfeccion
mediada con DEAE-dextrano, la transfeccion mediada con polibreno, electroporacién, microinyeccion, fusion de
liposomas, lipofeccion, fusion de protoplastos, infeccion retrovirica y biolistica, véase Graham et al. (1973) Virology,
52:456, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Nueva
York, Davis et al. (1986) Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier, y Chu et al. Gene 13:197, 1981. Tales
técnicas se pueden usar para introducir uno o varios restos de ADN ex6geno, tal como un vector plasmidico y otras
moléculas de acido nucleico, en células hospedadora adecuadas. El término se refiere a la captacion tanto estable
como temporal del material genético.

Los vectores utilizados en la puesta en practica de la invencion pueden codificar opcionalmente un marcador
seleccionable, tal como neo, DHFR, sintetasa de GIn o ADA, seguido de una seleccion en presencia del farmaco
adecuado y el aislamiento de clones. Se puede utilizar mas de un vector para introducir las secuencias codificadoras
de un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 en una célula. La invencion no se limita a ningun orden secuencial
para la transduccion. En otras palabras, para transducir las células se puede utilizar mas de un vector esencialmente
de forma simultanea o secuencial en cualquier orden.
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En el caso en el que se introduzca mas de una secuencia que codifica un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-
CTLA4 o una citocina en un célula, usando un Unico vector, las secuencias codificadoras pueden estar bajo el
control de promotores distintos o pueden estar ligadas funcionalmente al mismo promotor y bajo el control
traduccional de un IRES, una secuencia 2A o una secuencia similar a 2A, tal como se describe en los documentos
US04/12793 y US04/12807.

Vectores de VAA

El virus adenoasociado (VAA) es un parvovirus humano dependiente de un auxiliar. Los vectores de VAA tienen un
importante potencial como vectores de transferencia génica debido a su naturaleza no patégena, el excelente perfil
de seguridad clinica y la capacidad para dirigir cantidades significativas de expresion del transgen in vivo. Los
vectores de VAA recombinantes se caracterizan por que son capaces de dirigir la expresion y la produccion de los
productos transgénicos seleccionados en las células diana. Por lo tanto, los vectores recombinantes comprenden al
menos todas las secuencias de VAA esenciales para la encapsidacion y las estructuras fisicas para la infeccion de
células diana. La infecciéon de una célula con un vector virico de VAA incorporado en una particula virica, lleva
tipicamente a la integracion del vector virico en el genoma de la célula hospedadora. Por lo tanto, los vectores de
VAA proporcionan el potencial para una expresion a largo plazo desde la célula, y las "células hijas" que son el
resultado de la division celular.

Los viriones de VAA recombinantes (VAAr) para uso en la puesta en practica de la presente invencion se pueden
producir usando metodologia convencional, conocida por los expertos en la técnica y se construyen de tal manera
que incluyen, como componentes ligados funcionalmente en la direcciéon de la transcripcion, secuencias de control,
que incluyen secuencias de iniciacion y terminacion de la transcripcion, y la secuencia que codifica un transgén.
Estos componentes estan delimitados en el extremo 5' y 3' por secuencias ITR de VAA funcionales. Por "secuencias
ITR de VAA funcionales" se entiende que las secuencias ITR actian como se pretende para el rescate, replicacion y
empaquetamiento del virion de VAA. Por lo tanto, las ITRs de VAA para uso en los vectores de la invencién no
necesitan tener una secuencia de nucledtidos de tipo silvestre, y se pueden alterar por la insercion, delecion o
sustitucién de nucledtidos o las ITRs de VAA se pueden obtener a partir de cualquiera de los diversos serotipos de
VAA. Un vector de VAA es un vector obtenido a partir de un serotipo de virus adenoasociado, incluyendo sin
limitacion, VAA 1, VAA 2, VAA 3, VAA 4, VAA 5, VAA 6, VAA 7, VAA 8, etc. En algunas realizaciones, en los
vectores de VAA se eliminan los genes REP y CAP de tipo silvestre en su totalidad o en parte, pero conservan las
secuencias ITR flanqueantes y funcionales.

Tipicamente, un vector de expresion de VAA se introduce en una célula productora, seguido de la introduccion de
una estructura artificial auxiliar de VAA, en donde la estructura artificial auxiliar incluye regiones que codifican VAA
que pueden ser expresadas en la célula productora, y que complementan funciones auxiliares de VAA ausentes en
el vector de VAA. La estructura artificial auxiliar se puede disefiar para regular a la baja la expresion de las proteinas
REP grandes (Rep78 y Rep68), tipicamente por mutacion del codén de iniciacion después de p5 desde ATG a ACG,
tal y como se describe en el documento de patente de EE.UU. n°® 6548286. Esto va seguido de la introduccion de un
virus auxiliar y/o vectores adicionales en la célula productora, en donde el virus auxiliar y/o los vectores adicionales
proporcionan funciones accesorias capaces de sostener la produccion eficaz de virus VAAr. Las células productoras
se cultivan a continuacion para producir VAAr. Estas etapas se llevan a cabo utilizando una metodologia
convencional. Viriones de VAA con una replicacion defectuosa que encapsulan los vectores de VAA recombinantes
de la presente invencion, se preparan por métodos convencionales conocidos en la técnica, usando células
empaquetadoras de VAA y tecnologia de empaquetamiento. Ejemplos de estos métodos se pueden encontrar, por
ejemplo, en el documento de patente de EE.UU. n°® 5.436.146; 5.753.500, 6.040.183, 6.093.570 y 6.548.286. Otras
composiciones y métodos para el empaquetamiento se describen en Wang et al. (documento de EE.UU.
2002/0168342) e incluyen los métodos que son conocidos por los expertos en la técnica.

Se conocen en la actualidad aproximadamente 40 serotipos de VAA, sin embargo, hoy en dia estan siendo
identificados todavia nuevos serotipos y variantes de serotipos existentes y se consideran dentro del alcance de la
presente invencion. Véase Gao et al. (2002), PNAS 99(18):11854 6; Gao et al. (2003), PNAS 100(10):6081 6; Bossis
y Chiorini (2003), J. Virol. 77(12):6799 810). Diferentes serotipos de VAA se utilizan para mejorar la transduccion de
células diana particulares o para dirigirse a tipos celulares especificos dentro de un tejido diana particular. Serotipos
de VAA particulares se pueden dirigir de manera mas eficaz y/o replicar en tejido o células diana. Un vector de VAA
autocomplementario aislado se puede utilizar en la puesta en practica de la invencién, con el fin de aumentar la
eficacia de la transduccion y dar como resultado un inicio mas rapido de la expresién transgénica (McCarty et al.,
Gene Ther Ago 2001; 8(16): 1248 54).

Células hospedadoras adecuadas para producir viriones de VAAr incluyen células de mamifero, células de insecto,
microorganismos y levaduras. Las células hospedadoras también pueden ser células de empaquetamiento en donde
los genes de VAA REP y CAP se mantienen de manera estable en la célula hospedadora o, alternativamente,
células hospedadoras pueden ser células productoras en las que el genoma del vector VAA se mantiene de forma
estable. Células de empaquetamiento y productoras a modo de ejemplo se obtienen a partir de células A549, 293 o
Hela. Los vectores de VAA se purifican y se formulan utilizando métodos convencionales conocidos en la técnica.

Vectores retroviricos
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Los vectores retroviricos son una herramienta comun para la administracion de genes (Miller, 1992, Nature 357: 455
460). Los vectores retroviricos que incluyen vectores lentiviricos se pueden usar en la puesta en practica de la
presente invencion. Los vectores retroviricos se han sometido a ensayo y han mostrado ser vehiculos de
administracion adecuados para la introduccion estable de una variedad de genes de interés en el ADN genémico de
una amplia gama de células diana. La capacidad de los vectores retroviricos para entregar un transgén(es) dentro
de las células hace que los vectores retroviricos sean muy adecuados para la transferencia de genes a las células.
Ademas, los retrovirus entran en las células hospedadoras mediante la uniéon de glicoproteinas de la envuelta
retrovirica a receptores especificos de la superficie celular, en las células hospedadoras. En consecuencia, los
vectores retroviricos seudotipificados en los que la proteina natural de la envuelta codificada se reemplaza por un
proteina heteréloga de la envuelta que tiene una especificidad celular diferente de la de la proteina de la envuelta
natural (por ejemplo, se une a un receptor diferente de la superficie celular, en comparacién con la proteina de la
envuelta natural) también pueden tener una utilidad en la puesta en practica de la presente invencion.

La presente invencion proporciona vectores retroviricos que incluyen, por ejemplo, vectores retroviricos de
transferencia que comprenden una o varias secuencias transgénicas y vectores de empaquetamiento retroviricos
que comprenden uno o varios elementos de empaquetamiento. En particular, la presente invencién proporciona
vectores retroviricos seudotipificados que codifican una proteina de la envuelta heterdloga o modificada
funcionalmente para la produccioén de retrovirus seudotipificados.

La secuencia central de los vectores retroviricos de la presente invencién se puede obtener facilmente a partir de
una amplia variedad de retrovirus, incluyendo, por ejemplo, los retrovirus de tipo B, C y D, asi como espumavirus y
lentivirus (véase ARN Tumor Viruses, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, 1985). Un ejemplo de un
retrovirus adecuado para uso en las composiciones y métodos de la presente invencion incluye, pero no se limita al
lentivirus. Otros retrovirus adecuados para uso en las composiciones y métodos de la presente invencion incluyen,
pero no se limitan al virus de la leucosis aviar, virus de la leucemia bovina, virus de la leucemia murina, virus
inductores de focos en células de vison, virus del sarcoma murino, virus de la reticuloendoteliosis y virus del
sarcoma de Rous. Particularmente preferidos son los virus de la leucemia murina que incluyen 4070A y 1504A
(Hartley y Rowe, J. Virol. 19:1925, 1976), Abelson (ATCC n° VR 999), Friend (ATCC n°® VR 245), Graffi, Gross
(ATCC n° VR 590), Kirsten, virus del sarcoma de Harvey y Rauscher (ATCC n° VR 998), y virus de la leucemia
murina de Moloney (ATCC n° VR 190). Tales retrovirus se pueden obtener faciimente a partir de depdsitos o
colecciones tales como la “American Type Culture Collection” ("ATCC"; Rockville, Md), o se pueden aislar a partir de
fuentes conocidas usando técnicas disponibles en general.

Preferiblemente, una secuencia del vector retrovirico de la presente invencién se obtiene a partir de un lentivirus. Un
lentivirus preferido es un virus de la inmunodeficiencia humana, por ejemplo, de tipo 1 0 2 (es decir, VIH 1 0 VIH 2,
en donde el VIH 1 se llamaba antes virus asociado con linfadenopatia 3 (HTLV 111) y virus relacionado (ARV) con el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)), u otro virus relacionado con VIH 1 o VIH 2 que se ha identificado y
asociado con el SIDA o una enfermedad similar al SIDA. Otros vectores de lentivirus que se pueden utilizar en la
puesta en practica de la invencion incluyen, el virus Visna/maedi de oveja, un virus de la inmunodeficiencia felina
(VIF), un lentivirus bovino (por ejemplo, BIV; documento WO200366810), un virus de la inmunodeficiencia del simio
(VIS), un virus de la anemia infecciosa equina (VAIE) y un virus de la artritis encefalitis caprina (CAEV).

Diversos géneros y cepas de retrovirus adecuados para uso en las composiciones y los métodos son bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, Fields Virology, Tercera Edicion, editado por B.N. Fields et al., Lippincott Raven
Publishers (1996), véase, por ejemplo, el capitulo 58, Retroviridae: The Viruses and Their Replication, Classification,
paginas 1768 1771, incluyendo la Tabla 1)

Se conocen los sistemas de empaquetamiento retrovirico para la generacion de células productoras y lineas
celulares productoras que producen retrovirus, y los métodos para preparar tales sistemas de empaquetamiento. Los
sistemas de empaquetamiento retrovirico para uso en la generacion de lineas celulares comprenden al menos dos
vectores de empaquetamiento: un primer vector de empaquetamiento que comprende una primera secuencia de
nucledtidos que comprende los genes gag, pol, o gag y pol; y un segundo vector de empaquetamiento que
comprende una segunda secuencia de nucleétidos que comprende un gen de la envuelta heterélogo o modificado
funcionalmente. En una realizacion, los elementos retroviricos se obtienen a partir de un lentivirus, tal como VIH.
Preferiblemente, los vectores carecen de un gen tat funcional y/o de genes accesorios funcionales (vif, vpr, vpu, vpx,
nef). En otra realizacion, el sistema comprende ademas un tercer vector de empaquetamiento que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende un gen rev. El sistema de empaquetamiento se puede proporcionar en
forma de una célula de empaquetamiento que contiene la primera secuencia, la segunda secuencia v,
opcionalmente, la tercera secuencia de nucleétidos.

Son aplicables una variedad de sistemas retroviricos, y los expertos en la técnica apreciaran los elementos comunes
compartidos a través diferentes grupos de retrovirus. La descripcion de este documento utiliza sistemas lentiviricos
como un ejemplo representativo. Sin embargo, todos los retrovirus comparten las caracteristicas de viriones con
envuelta con proyecciones en la superficie y que contienen una molécula de ARN lineal, de sentido positivo,
monocatenaria, un genoma que consiste en un dimero y las proteinas comunes gag, pol y env.

En una realizacion, los sistemas de empaquetamiento del vector lentivirico proporcionan estructuras artificiales de
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empaquetamiento distintas para gag/pol y env, y por lo general emplean una proteina de la envuelta heteréloga o
funcionalmente modificada (por ejemplo, la envuelta de VSVG). En una realizacion adicional, los sistemas de
vectores lentiviricos tienen los genes accesorios, vif, vpr, vpu y nef, eliminados o inactivados. En una realizacion
adicional, los sistemas de vectores lentiviricos tienen el gen tat delecionado o inactivado de otro modo (por ejemplo,
a través de una mutacioén). En otra realizacion, la secuencia que codifica gag y pol se "divide" en dos secuencias
codificadoras diferentes o marcos de lectura abiertos, tal y como se conoce en la técnica. Tipicamente las
secuencias que codifican la divisién de gag y pol, estan ligadas funcionalmente a promotores heterélogos distintos y
pueden estar situadas en moléculas de acido nucleico diferentes.

La compensacion de la regulaciéon de la transcripcion proporcionada normalmente por tat se puede proporcionar
mediante el uso de un promotor constitutivo fuerte, tal como el potenciador/promotor temprano inmediato de
citomegalovirus humano (IE de HCMV). Otros promotores/potenciadores se pueden seleccionar basandose en la
potencia de la actividad del promotor constitutivo, la especificidad hacia el tejido diana (por ejemplo, un promotor
especifico de higado), u otros factores relacionados con el control deseado de la expresion, tal y como se entiende
en la técnica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, es deseable emplear un promotor inducible tal como tet, para
conseguir una expresion controlada. El gen que codifica rev se proporciona preferiblemente en una estructura
artificial de expresion distinta, de tal manera que el sistema del vector lentivirico implicara cuatro estructuras
artificiales (por ejemplo, plasmidos): una para cada uno de gag/pol, rev, envuelta y el vector de transferencia.
Independientemente de la generacion del sistema de empaquetamiento empleado, gag y pol se pueden proporcionar
en una Unica estructura artificial o en estructuras artificiales distintas.

Por lo general, los vectores de empaquetamiento se incluyen en una célula de empaquetamiento, y se introducen en
una célula mediante transfeccion, transduccién o infeccidon. Los métodos para la transfeccion, transduccion o
infeccion son bien conocidos por los expertos en la técnica. Un vector de transferencia retrovirico de la presente
invencion se puede introducir en una linea celular de empaquetamiento, mediante transfeccion, transduccién o
infeccion, para generar una célula o una linea celular productora. Los vectores de empaquetamiento de la presente
invencion se pueden introducir en células o en lineas celulares humanas por métodos convencionales, que incluyen,
por ejemplo, la transfeccion con fosfato de calcio, lipofeccion o electroporacion. En algunas realizaciones, los
vectores de empaquetamiento se introducen en las células junto con un marcador seleccionable dominante, tal como
neo, DHFR, GIn sintetasa o ADA, seguido de la seleccion en presencia del farmaco adecuado y el aislamiento de
clones. Un gen marcador seleccionable puede estar ligado fisicamente a genes codificados por el vector de
empaquetamiento o se puede introducir conjuntamente (por ejemplo, cotransfectado) con el vector de
empaquetamiento.

Las lineas celulares estables, en las que las funciones de empaquetamiento estan configurados para ser expresadas
a través de una célula de empaquetamiento adecuada, son conocidas. Por ejemplo, véase el documento de patente
de EE.UU. n° 5.686.279; y Ory et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1996) 93:11400 11406, que describen células de
empaquetamiento. Una descripcién mas detallada de la produccién de una linea celular estable se puede encontrar
en Dull et al., 1998, J. Virology 72(11): 8463 8471; y en Zufferey et al., 1998, J. Virology 72 (12):9873 9880.

Los vectores de empaquetamiento de interés pueden contener cambios adicionales en las funciones de
empaquetamiento para mejorar la expresion de proteinas de lentivirus y para mejorar la seguridad. Por ejemplo,
todas las secuencias de VIH aguas arriba de gag se pueden eliminar. Ademas, las secuencias aguas abajo de la
envuelta se pueden eliminar. Por otra parte, se pueden tomar medidas para modificar el vector para mejorar el corte
y empalme vy la traduccion del ARN.

Opcionalmente, se utiliza un sistema de empaquetamiento condicional, tal como el descrito por Dull et al., 1998, J.
Virology 72(11):8463 8471. También se prefiere el uso de un vector que se autoinactiva (SIN), que mejora la
bioseguridad del vector gracias a la eliminacion de la repeticion terminal larga (LTR) de VIH 1 como se describe, por
ejemplo, en Zufferey et al., 1998, J. Virology 72(12):9873 9880. También se pueden utilizar vectores inducibles, tales
como a través de una LTR inducible con tet.

Vectores adenoviricos

Los vectores adenoviricos tal como se describen en este documento se pueden utilizar para expresar antigenos
tumorales, GM-CSF, un anticuerpo anti-CTLA4 o cualquier combinacién de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, las expresiones "adenovirus" y "particula adenovirica" se utilizan para
referirse a cualquiera y a todos los virus que se pueden catalogar como adenovirus, incluyendo cualquier adenovirus
que infecta a un ser humano o a un animal, incluyendo todos los grupos, subgrupos y serotipos. Por lo tanto, tal y
como se usa en esta memoria, "adenovirus" y "particula de adenovirus" se refiere al propio virus o a derivados del
mismo e incluye todos los serotipos y subtipos y las formas de origen natural y recombinantes, excepto cuando se
indique lo contrario. Tales adenovirus pueden ser de tipo silvestre o se pueden modificar de varias maneras
conocidas en la técnica o tal y como se describe en esta memoria. Tales modificaciones incluyen modificaciones en
el genoma del adenovirus que se empaqueta en la particula con el fin de que un virus sea infeccioso. Tales
modificaciones incluyen deleciones conocidas en la técnica, tales como deleciones en una o varias de las regiones
codificadoras de E1a, E1b, E2a, E2b, E3 o E4. Las expresiones también incluyen adenovirus especificos de la
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replicacion; es decir, virus que se replican preferentemente en ciertos tipos de células o tejidos, pero en un grado
menor o en absoluto en otros tipos. Tales virus se denominan a veces virus (o vectores) "citopaticos" o "citoliticos",
y, si tienen un efecto de este tipo sobre las células neoplasicas, se conocen como virus (o vectores) "oncoliticos".

La presente invencion contempla el uso de cualquiera y de todos los serotipos adenoviricos para construir vectores
adenoviricos y particulas viricas de acuerdo con la presente invencion. Las existencias adenoviricas que se pueden
emplear de acuerdo con la invencion incluyen cualquier serotipo de adenovirus. Los serotipos de adenovirus 1 a 51
estan actualmente disponibles en la “American Type Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA), y la invencion
incluye cualquier otro serotipo de adenovirus disponible procedente de cualquier fuente. Los adenovirus que se
pueden emplear segun la invencién pueden ser de origen humano o no humano, tal como bovino, porcino, canino,
simico, aviar. Por ejemplo, un adenovirus puede ser del subgrupo A (por ejemplo, los serotipos 12, 18, 31), el
subgrupo B (por ejemplo, los serotipos 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50), el subgrupo C (por ejemplo, los serotipos 1,
2,5, 6), el subgrupo D (por ejemplo, los serotipos 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-47, 49, 51), el
subgrupo E (serotipo 4), el subgrupo F (serotipo 40, 41) o cualquier otro serotipo adenovirico. Numerosos ejemplos
de adenovirus humanos y animales estan disponibles en la American Type Culture Collection, que se encuentra, por
ejemplo, en hitp://www.atcc.org/SearchCatalogs/CellBiology.cfrn.

Los vectores adenoviricos estan limitados por el tamafio de su genoma (Bett ef al., J. Virol. 67:5911-5921, 1993)

Los vectores adenoviricos de la invencion incluyen vectores competentes para la replicacion e incompetentes para la
replicacion. Un vector incompetente para la replicacion no se replica, o lo hace a niveles muy bajos, en la célula
diana. En un aspecto, un vector incompetente para la replicacion tiene al menos una region codificadora en E1a,
E1b, E2a, E2b o E4 inactivada, por lo general mediante la delecion o la mutacién de parte o la totalidad de la region
codificadora. Los métodos para la propagacion de estos vectores son bien conocidos en la técnica.

Los vectores adenoviricos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, ADN, ADN encapsulado en un
revestimiento de adenovirus, ADN adenovirico empaquetado en otra forma virica o de tipo virica (como el herpes
simple y VAA), ADN adenovirico encapsulado en liposomas, ADN adenovirico que forma un complejo con polilisina,
ADN adenovirico que forma un complejo con moléculas policatidnicas sintéticas, conjugado con transferrina, o que
forma un complejo con compuestos tales como PEG para “enmascarar” inmunoldgicamente la antigenicidad y/o
incrementar la semivida, o conjugado con una proteina no virica.

La particula del vector adenovirico también puede incluir modificaciones adicionales a la proteina de la fibra, tal
como se describe a continuacion. En una realizacion, los vectores adenoviricos de la invencion comprenden ademas
un ligando de direccionamiento incluido en una proteina de la capsida de la particula. Para ejemplos de adenovirus
dirigidos, véanse, por ejemplo, los documentos WO 00/67576, WO 99/39734, US6.683.170, US6.555.368,
US5.922.315, US5.543.328, US5.770.442 y US5.846.782.

Ademas, los vectores adenoviricos de la presente invencién también pueden contener modificaciones de otras
proteinas de la capsida virica. Ejemplos de estas mutaciones incluyen, pero no se limitan a las descritas en los
documentos de patente de EE.UU. n° 5.731.190, 6.127.525 y 5.922.315. Otros adenovirus modificados se describen
en los documentos de patente de EE.UU. n°® 6.057.155, 5.543.328 y 5.756.086.

Los sistemas convencionales para la generacién de vectores adenoviricos para la expresion de secuencias
insertadas, son conocidos en la técnica y estan disponibles a partir de fuentes comerciales, por ejemplo, el sistema
de expresion Adeno-X? de Clontech (Palo Alto, CA) (Clontechniques (enero de 2000) pag. 10-12), el sistema de
vector adenovirico Adenovator y AdEasy, ambos de Qbiogene (Carlsbad, CA).

Lineas celulares

La célula tumoral puede ser una linea celular tumoral establecida que se cultiva y se mantiene in vitro. Lineas
celulares tumorales establecidas incluyen, pero no se limitan a, PC-3 (ATCC n° CRL-1435), Hela (ATCC n° CCL-2),
A549 (ATCC n° CCL-185), LNCaP (ATCC n° CRL-1740), H157 (ATCC n° CRL-5802), K562 (ATCC n° CCL-243),
Panc 10.05 (ATCC n° CRL-2547; (Jaffe et al., Human Gene Therapy 1998; 9:1951-1971; Jaffee et al., Cancer J Sci
Am 1998; 4(3): 194-203), Panc 6.03, CG 8020, CG 2505, SK-BR-3 (ATCC n° HTB-30; Fogh et al., 1977), T47D
(ATCC n° HTB-133; Keydar et al., 1979), 3SKBR3-7 (Emens ef al. Hum Gene Ther Mar 2004; 15(3):313-37),
2T47DV (Emens et al. 2004), MCF-7, BT-474, HCC-1937 o células H1359. En ofra realizacién, la linea celular
modificada genéticamente para aumentar la expresion de un anticuerpo anti-CTLA4 es una célula tumoral aislada a
partir de un mamifero y translucida con un vector que causa una mayor expresion del anticuerpo anti-CTLA4. A
continuacion, la célula tumoral modificada genéticamente se puede administrar de nuevo al mismo mamifero o a un
mamifero diferente como parte de una inmunoterapia del cancer. Se entiende que los descendientes de una célula
pueden no ser completamente idénticos (ya sea morfoldgica, genotipica o fenotipicamente) a la célula progenitora.
Ademas, las células pueden ser o bien una poblacidon no seleccionada de células o clones especificos de células.
Por ejemplo, las células se pueden modificar genéticamente o seleccionar en busca de altos niveles de expresion
del anticuerpo anti-CTLA4, citocina, antigeno tumoral, o cualquier combinacion de los mismos. En una realizacién de
la invencion, las células son células humanas. En una realizacién, son células de la préstata. En una realizacion, las
células se crioconservan antes de la administracion a un sujeto. En una realizacion, las células son incompetentes
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para la proliferacion.

En una realizacion, las células se pueden mantener en cultivo durante un nimero de replicaciones y se pueden
alterar genéticamente, si es necesario. En una realizacion, la célula es una célula neoplasica, una célula
transformada de forma maligna o la progenie de tales células. Las células se pueden transformar deliberadamente
en lineas celulares de larga duracion a través de cualquier método, incluyendo, pero no limitado a, fusién con otras
lineas celulares, tratamiento con un carcinégeno quimico, infeccién con un virus adecuado, tal como el virus de
Epstein-Barr o un virus oncogénico, o transducidas con una region codificante que codifica una proteina que permite
una propagacion continua (por ejemplo, antigeno T grande de SV40). En una realizacion, la célula sera la progenie
de un tumor primario de préstata que se ha establecido en un cultivo ex vivo.

Una célula para uso en la puesta en practica de la invencidon puede ser una célula tumoral que esta modificada
genéticamente tal como se detalla en el presente documento. Los tipos de células tumorales a modo de ejemplo se
seleccionan a partir del grupo que consiste en una célula de cancer de cabeza y cuello, una célula de una lesién
preneoplasica, una célula cancerosa de tipo polipo, una célula de leucemia, una célula de la vejiga, una célula de la
mama, una célula del colon, una célula del rifién (renal), una célula del higado, una célula del pulmén, una célula del
ovario, una célula del cuello uterino, una célula del pancreas, una célula del recto, una célula de la préstata, una
célula del estémago, una célula de la epidermis, una célula hematopoyética de estirpe linfoide o mieloide; una célula
de origen mesenquimatoso, una célula de melanoma, una célula de teratocarcinoma, una célula de neuroblastoma,
una célula de glioma, una célula de adenocarcinoma y una célula no pequefia de cancer de pulmén.

Utilidad de la invencién

La invencion proporciona composiciones y métodos de inmunoterapia celular para inducir una respuesta inmune
frente a células tumorales basandose en el uso de tales vacunas. Las composiciones celulares comprenden células
modificadas para expresar uno o varios entre un antigeno tumoral, un anticuerpo anti-CTLA4 y una citocina.

Una realizacién de la invencién es una inmunoterapia del cancer basada en células que se modifica para expresar
un anticuerpo anti-CTLA4 usando el sistema de expresion de inmunoglobulina 2A. Tipicamente, las células son del
mismo tipo que las células tumorales en el sujeto. Por ejemplo, si un sujeto tiene cancer de préstata, a continuacion,
una célula obtenida a partir de una célula de la prdstata se modifica genéticamente para expresar uno o varios
transgenes tal y como se ha detallado anteriormente en este documento. En otro ejemplo, si un sujeto tiene cancer
de pulmén, a continuacién, una célula obtenida a partir del pulmén se modifica genéticamente para expresar uno o
varios transgenes tal y como se ha detallado anteriormente en este documento.

Otra realizacion de la invencion es un método para aumentar una respuesta inmune frente a una célula tumoral, un
antigeno tumoral, una célula implicada en la angiogénesis o cualquier combinaciéon. La respuesta inmune
incrementada puede ser humoral, celular (linfocitos T) o tanto humoral como celular y es preferiblemente sistémica.
Preferiblemente, la respuesta inmune sistémica frente al tumor da como resultado la regresién del tumor o la
inhibicion del crecimiento del tumor, produciendo de este modo un resultado terapéutico mejorado para el sujeto.

Métodos de evaluacion de la eficacia terapéutica

Las composiciones de la invenciéon también se pueden utilizar para tratar sujetos que pueden tener o no un tumor
detectable. Se puede haber diagnosticada al sujeto previamente y tratado o estar en riesgo sustancial de desarrollar
cancer, o se puede haber tratado previamente con otro tipo de terapia. La terapia previa puede haber incluido (pero
no se limita a) una extirpacion quirargica, radioterapia, quimioterapia tradicional, y otros modos de inmunoterapia.

Los medios adecuados para el seguimiento del tumor o el estado de la enfermedad pueden variar en funcion de las
caracteristicas del tumor. Disminuciones medibles de la masa tumoral se pueden detectar a través de numerosos
métodos conocidos por los expertos en la técnica. Estos incluyen la mediciéon directa de tumores accesibles, el
recuento de células tumorales (por ejemplo, presentes en la sangre), mediciones de antigenos tumorales (por
ejemplo, antigeno especifico de la prostata (PSA), alfa-fetoproteina (AFP)) y diversas técnicas de visualizacion (por
ejemplo IRM, TAC y rayos X). Los siguientes son ejemplos de disminuciones de la tasa de crecimiento de un tumor:
disminucion de los niveles de AFP en el suero, disminucion del tamafio del tumor y/o una reduccion de la tasa con la
que el tamafio o el nimero de células de un tumor esta creciendo. Las disminuciones en la tasa de crecimiento
tumoral se correlacionan con un mayor tiempo de supervivencia para un mamifero con cancer.

Una respuesta inmune celular general se puede medir como la actividad proliferativa de los linfocitos T en células,
en particular PBLs tomados como muestras del sujeto después de la administracién de una inmunoterapia. Las
células tumorales inactivadas procedentes del mamifero tratado o a partir de las cuales se basa la inmunoterapia, o
las células tumorales del mismo tipo de tumor, se utilizan como estimuladores. Un mitdgeno no especifico tal como
PHA sirve como testigo positivo; la incubacién con una célula estimuladora no relacionada sirve como testigo
negativo. Después de la incubacion de las PBMCs con los estimuladores durante un periodo apropiado (por ejemplo,
5 dias), se mide la incorporacion de [3H]-timidina. Si se desea, la determinacién del subconjunto de linfocitos T que
esta proliferando se puede realizar usando citometria de flujo. La citotoxicidad de los linfocitos T (CTL) también se
puede medir. En esta prueba, una poblacion de linfocitos T del sujeto se utiliza como efectores en un ensayo
estandar de liberacion de °'Cr. Las células tumorales se marcan radiactivamente como dianas con aproximadamente
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200 mlcroCl de Na,’'CrO4 durante 60 minutos a 37°C, seguido de lavado. Los linfocitos T y las células diana (~
1x10* /pocillo) se combinan entonces en diversas proporciones efector frente a diana en placas de 96 pocillos con
fondo en U. Las placas se centrifugan a 100 x g durante 5 mlnutos para iniciar el contacto celular, y se incuban
durante 4-16 horas a 37°C con 5% de CO.. La liberacion de °'Cr se determina en el material sobrenadante y se
compara con dianas incubadas en ausencia de linfocitos T (testigo negativo) o con 0,1% de TRITON® X-100 (testigo
positivo). Otros métodos para medir el aumento de las respuestas inmunes incluyen, pero no se limitan a, ensayos
basados en anticuerpos (ELISA, RIA, transferencia Western), ensayos celulares especificos de antigenos, ensayos
de proliferacion, ensayos de células citoliticas, y en ensayos in vivo de hipersensibilidad de tipo retardado con
antigeno recombinante asociado a un tumor o fragmentos inmunogénicos o péptidos procedentes del antigeno.
Otros métodos para medir el aumento de las respuestas inmunes incluyen ensayos utilizados actualmente para
medir las respuestas de linfocitos T que incluyen, pero no se limitan a, pruebas de hipersensibilidad de tipo
retardado, citometria de flujo usando tetrameros de péptidos del complejo principal de histocompatibilidad, ensayo
de linfoproliferacion, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, ensayo inmunoabsorbente de puntos ligado a
enzimas, citometria de flujo de citocinas, ensayo directo de la citotoxicidad, medicion de ARNm de citocinas por
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa y analisis por dilucion limitante. Véase,
por ejemplo, Lyerly HK, Semin Oncol. 2003 Jun; 30(3 Supl 8):9-16.

La informacion obtenida a partir de estos ensayos es util en la determinacion de cémo esta respondiendo el paciente
después de la administracion de las vacunas celulares modificadas genéticamente de la invencion. Los resultados
de las pruebas pueden ser Utiles para mejorar el tratamiento de un sujeto individual. Dosis adicionales de una
inmunoterapia celular genéticamente modificada se pueden administrar en su caso, por lo general una vez al mes,
quincenal o semanalmente, hasta que se detecta un resultado terapéutico mejorado. A partir de entonces, y sobre
todo cuando el beneficio inmunoldgico o clinico parece disminuir, se pueden administrar dosis de refuerzo o de
mantenimiento adicionales, segun se requiera.

Ejemplos

La presente invencion se describe haciendo referencia a los siguientes ejemplos, que se ofrecen a modo de
ilustracion y que no estan destinados a limitar la invencion de ningiin modo. Se utilizan métodos convencionales bien
conocidos en la técnica o técnicas descritas especificamente a continuacion. Los expertos en la técnica reconoceran
o0 seran capaces de determinar utilizando solo una experimentacidon de rutina, muchos equivalentes a las
realizaciones especificas de la invencién, descritas especificamente en este documento. Tales equivalentes estan
destinados a ser incluidos dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.

Ejemplo 1: Clonacion y produccion de vectores

Un vector retrovirico que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica las cadenas pesadas y ligeras de
longitud completa, de un anticuerpo monoclonal anti-CTLA4 murino se generd usando técnicas convencionales de
biologia molecular. Se construyeron vectores de transferencia para vectores retroviricos y lentiviricos que
codificaban las cadenas pesadas y ligeras de longitud completa de un anticuerpo monoclonal anti-CTLA4 de ratén,
unidas por un sitio de escision de furina y la secuencia 2A con autoprocesamiento. Para clonar las secuencias de
ADN anti-CTLA4 de ratén, el ARN total se aislé a partir de una linea celular de hibridoma (designada 9D9) que
codifica un anticuerpo anti-CTLA4 de raton anti-lgG2b de ratdn. El ARN total se purifico a partir de la linea celular
usando un kit de purificacion de ARN convencional (Qiagen), y el ADNc se sintetiz6é con una transcriptasa inversa a
partir del ARN total de células 9D9. Las regiones variables y constantes de las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo se clonaron a partir del ADNc usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las secuencias de
nucledtidos de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales de longitud completa se analizaron
usando un sistema de secuenciacion automatico (Applied Biosystems) y se obtuvieron secuencias de consenso de
la region variable a partir de los datos de la secuenciacion obtenidos a partir de multiples reacciones PCR
independientes.

Los fragmentos de ADN que codifican la cadena pesada del anticuerpo de longitud completa, un sitio de escision de
furina, la secuencia 2A y la cadena ligera del anticuerpo de longitud completa, se unieron entre si mediante
extension con PCR. Se sintetizaron oligonucleétidos artificiales para la secuencia 2A del VFA, basandose en la
secuencia del péptido 2A APVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 6). Durante la PCR, se afnadié un sitio
EcoRI al extremo 5 cebador de la cadena pesada y un sitio Not | al extremo 3' cebador de la cadena ligera.
Empleando estos sitios de enzimas de restriccion, el fragmento de ADN fusionado cadena pesada - furina - 2A -
cadena ligera, se clond en plasmidos de vectores de transferencia retroviricos y lentiviricos.

El plasmido del vector de transferencia retrovirico (rkat3F3) utilizado para estos estudios ha sido descrito
previamente (Finer et al., Blood 83: 43-50 (1994)), y se modificéd posteriormente para contener sitios de enzimas de
restriccion adicionales que flanqueaban el dominio extracelular de CD4 humano (F3). Los vectores retroviricos se
generaron mediante transfeccion temporal tal y como se ha descrito previamente (Finer et al., Blood 83: 43-50
(1994); Dull et al., J Virol 72: 8463-8471 (1998)).

El sistema de vector lentivirico de tercera generacion se ha descrito previamente (Dull et al., J. Virol. 72:8463-8471,
1998). Brevemente, el vector de transferencia contiene un promotor quimérico 5' RSV/LTR, cPPT (Zennou et al., Cell
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10:173-185, 2000), un promotor CAG (Miyazaki ef al., Gene 79:269-277, 1989) y SIN LTR (Zufferey et al., J. Virol
72:9873-9880, 1998). Para estos estudios, el promotor que dirige la expresion de los anticuerpos se compone de un
potenciador de CMV, el promotor de beta-actina de pollo y un donante de corte y empalme, y el aceptor de corte y
empalme de beta-globina de conejo (CAG). Los ensayos de produccion de vectores, de concentracion, de analisis
p24 y de titulacion se realizaron tal y como se han descrito previamente (Dull et al., J. Virol. 72:8463-8471, 1998). En
pocas palabras, los vectores se prepararon mediante transfeccion temporal en una placa de 10 cm con 6,5 ug de
pMDLg/pRRE, 2,5 ug de pRSV-Reyv, 3,5 ug de pMD2.VSVG-Env y 10 pg del vector de transferencia.

Las particulas de vectores retroviricos y lentiviricos se recogieron después de 24 horas, se reunieron, se hicieron
pasar a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,2 ug y se concentraron por ultracentrifugacion durante 2 horas
y 20 min a 19.500 rpm (50.000 g) en un rotor de cubeta oscilante SW28. Los sedimentos se resuspendieron en PBS
que contenia 40 mg/ml de lactosa y se almacenaron en partes alicuotas a -80°C. La deteccién de la proteina gag
p24 se evalud6 usando un kit de ELISA Alliance VIH-1 p24 (Perkin Elmer).

Ejemplo 2: Creacion de varias lineas celulares para inmunoterapia B16F10 y CT26.

La linea celular de melanoma murino B16F10 esta disponible comercialmente en la American Type Culture
Collection (por ejemplo, nimero de registro ATCC CRL-6475). La linea celular B16.GM que secreta GM-CSF
transducida con retrovirus se ha descrlto previamente (Dranoff et al., Proc Natl Acad Sci USA 90: 3539-43 (1993)).
Esta linea celular genera 150 ng/10°® células/24 horas de GM-CSF de raton. Las células se mantienen en medio
esencial minimo de Dulbecco (DMEM; Hyclone) complementado con 10% de FBS inactivado térmicamente
(Hyclone), L-glutamina 2 mM y 1x penicilina/estreptomicina (JRH) en una incubadora humidificada con 5% de CO; a
37°C.

La linea celular de carcinoma de colon murino CT26 también esta disponible comercialmente en la American Type
Culture Collection (por ejemplo, nimero de registro ATCC CRL-2638). La linea celular CT26.GM se genero
utilizando la estructura artificial retrovirica que codifica GM-CSF que se habia utilizado en la construcmon de B16.GM
(Dranoff et al., Proc Natl Acad Sci USA 90: 3539-43 (1993)). Esta linea celular genera 80 ng/10° células/24 horas de
GM-CSF de ratdon. Las células se mantuvieron en medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM; Hyclone)
complementado con 10% de FBS inactivado térmicamente (Hyclone), L-glutamina 2 mM vy 1x
penicilina/estreptomicina (JRH) en una incubadora humidificada con 5% de CO; a 37°C.

Las lineas celulares progenitoras B16.GM y CT26.GM se transducen con el vector retrovirico que codifica el
anticuerpo anti-CTLA4 tal y como se ha descrito previamente (Dull et al., J Virol 72: 8463-8471 (1998)) usando 100:1
de material sobrenadante virico concentrado. Las células que expresan el anticuerpo anti-CTLA4 se generan con
una sola ronda de transduccion, y la expresion de la proteina anti-CTLA4 se confirma con ELISA usando kits anti-
IgG disponibles comercialmente, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 3: El anticuerpo anti-CTLA4 recombinante producido a partir de células tumorales que expresan citocinas,
transducidas de forma retrovirica, es funcional y aumenta la expansion de linfocitos T

El siguiente estudio en ratones C57B1/6 muestra que el anticuerpo anti-CTLA4 recombinante producido a partir de
células tumorales transdumdas con retrovirus que expresan citocinas, es funcional y aumenta la expansion de los
linfocitos T. El Dia -2, 1-3 x 10° esplenocitos procedentes de ratones transgenlcos DO11.01, que producen linfocitos
T especificos para el péptido OVA323.330 €n el contexto del MHC de clase |l I-A°, se transfirieron pasivamente por via
intravenosa a ratones receptores BALB/c. El Dia 0, a los ratones se les |nyecto 500 ug del antigeno sustituto,
ovoalbumina, y el Dia 0 y el Dia 1 se inyectaron por via SC dorsal 100 pg de los siguientes anticuerpos purificados:
un testigo de IgG2b (ISOTIPO); el anticuerpo anti-CTLA4 expresado a partir del hibridoma murino 9D9 (Hibridoma);
el anticuerpo anti-CTLA4 expresado a partir de células B16F 10 modificadas genéticamente para expresar GM-CSF y
el anticuerpo anti-CTLA4 producido por el hibridoma 9D9 (2A-anti-CTLA4); o vehiculo testigo (SIN TRATAR). El Dia
4, los ratones fueron sacrificados, se extirparon los bazos y los ganglios linfaticos, y se identificaron los linfocitos T
que expresaban OVA utilizando el anticuerpo monoclonal especifico KJ126, capaz de detectar linfocitos T
transgénicos DO11.01 y se evaluaron por analisis FACS. Se muestra el nimero absoluto de linfocitos T CD4
especificos de ovoalbimina en el bazo.

Como se muestra en la Figura 3, el anticuerpo anti-CTLA4 expresado desde las células tumorales B16F10
modificadas genéticamente para expresar GM-CSF y el anticuerpo anti-CTLA4, y la linea celular progenitora de
hibridoma aumentan la expansiéon de los linfocitos T hasta los mismos niveles esenciales a concentraciones
esencialmente idénticas.

Ejemplo 4: El anticuerpo anti-CTLA4 recombinante producido in vivo a partir de células tumorales que expresan
citocinas transducidas con retrovirus, es funcional y aumenta la expansion de los linfocitos T

El siguiente estudio en ratones C57B1/6 muestra que la administracion de una inmunoterapia contra el cancer que
expresa citocinas que también expresa localmente una anticuerpo anti-CTLA, produce una expresion sostenible,
S|stem|ca in vivo del anticuerpo anti-CTLA4. El Dia 0, los ratones fueron inoculados por via subcutanea (SC) con 2 x
10° células tumorales vivas B16F10. El Dia 1, los ratones se dividieron en 5 grupos diferentes: cada grupo recibio
una sola administracion intraperitoneal (ip) de 15 pg, 50 pyg o 150 pg de anticuerpo anti-CTLA4 purificado,
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respectivamente; un grupo se inmunizé (SC) con 1 x 10° células tumorales B16F10 |rrad|adas modificadas
genéticamente para expresar GM-CSF; y el dltimo grupo fue inmunizado (SC) con 1 x 10° células tumorales
irradiadas B16F10, modificadas genéticamente para expresar GM-CSF y el anticuerpo anti-CTLA4, y los niveles
séricos de anticuerpo anti-CTLA4 se vigilaron durante un periodo de 18 dias.

Como se muestra en la Figura 3, el anticuerpo anti-CTLA4 expresado en el sitio de la inmunizacién procedente de
las células tumorales B16F10 modificadas genéticamente para expresar GM-CSF y el anticuerpo anti-CTLA4, se
puede detectar en el suero a niveles bajos, pero sostenibles durante al menos 18 dias después de una sola
administracion de la inmunoterapia del cancer.

Ejemplo 5: La expresion local de un anticuerpo anti-CTLA4 procedente de células tumorales que expresan citocinas
transducidas con retrovirus, mejora la supervivencia de animales portadores de tumor a concentraciones bajas de
anticuerpo sistémico.

El siguiente estudio en un modelo de tumor CT26 en ratones BALB/c, muestra que la inmunoterapia contra el cancer
que expresa citocinas transducidas con retrovirus, que expresa el anticuerpo anti-CTLA4 mejora la supervivencia de
los animales portadores de tumores a concentraciones |nfer|ores de anticuerpo sistémico. El Dia 0, los ratones
BALB/c fueron inoculados por via subcutanea con 5 x 10° células tumorales vivas CT26. Tres dias después, los
ratones fueron inmunizados con 1 x 10° células CT-26 irradiadas que secretaban GM-CSF, o con el mismo nimero
de células CT-26 irradiadas que secretaban tanto GM-CSF como el anticuerpo anti-CTLA4. Los grupos testigo se
inmunizaron el Dia 3 con 1 x 10° células tumorales CT-26 irradiadas secretoras de GM-CSF, y la administracion
sistémica (intraperitoneal - 150 pg, 10 pg) o local SC (mezclada con la inmunoterapia del cancer que expresa
citocinas - 10 yg) de anticuerpo anti-CTLA4 recombinante. Los ratones se vigilaron para detectar la formacion de
tumores palpables dos veces por semana, y se sacrificaron si los tumores se volvieron necréticos o superaron un
tamario de 1500 mm?®.

La curva de supervivencia de Kaplan-Meier de los ratones supervivientes (n = 10/grupo) se muestra en la la Figura
4A. En los ratones portadores de tumores CT26, el tratamiento con células de la vacuna CT26 secretoras de GM-
CSF solo dio lugar a un 20% de supervivencia el dia 42, mientras que el 100% de los ratones que se habian
inmunizado con células tumorales CT26 que secretaban GM-CSF y anticuerpo anti-CTLA4, localmente en el sitio de
inmunizacioén sobrevivieron. El suero de los animales se recogié el Dia 3 después de la administracion del anticuerpo
y se evaluo para estudiar los niveles de anticuerpo anti-CTLA4 usando un ensayo ELISA (Fig. 4B y 4C). Aunque el
100% de los animales tratados con inmunoterapia contra el cancer de células tumorales CT-26 que secretaban GM-
CSF mas la administracion sistémica del anticuerpo anti-CTLA4, sobrevivid, los niveles séricos de anti-CTLA4 en
este grupo fueron 7 veces mayores que en el grupo que recibié el vacuna que secretaba el anticuerpo localmente.
Ademas, la administracion local del anticuerpo procedente de las células secretoras es mas potente que la
administracion local del anticuerpo recombinante, lo que dio como resultado una supervivencia de solo el 50%. Estos
datos muestran que la administracion local de un anti-CTLA4 a partir de células secretoras de anticuerpo mejora la
eficacia de la inmunoterapia del cancer con una menor exposiciéon a anticuerpos sistémicos.

Ejemplo 6: La expresion local de un anticuerpo anti-CTLA4 procedente de células tumorales que expresan citocinas
transducidas con retrovirus, mejora la supervivencia de los animales portadores de tumores en un modelo de
melanoma B16F10

Para evaluar la administraciéon local de anticuerpos anti-CTLA4 en un modelo de tumor diferente, se examinaron
células B16F10 que secretaban antlcuerpos anti-CTLA4 ademas de GM-CSF, descritas anteriormente. El Dia 0, se
estlmularon ratones C57BL/6 con 2 x 10° células tumorales B16F10 vivas. Los ratones se inmunizaron el Dia 1 con 3
x 10°% células tumorales B16F10 irradiadas secretoras de GM- CSF, o con el mismo nimero de células B16F10
irradiadas secretoras tanto de GM-CSF como del anticuerpo anti-CTLA4. Un grupo distinto se inmuniz6 con células
tumorales secretoras de GM-CSF irradiadas, y una administracion sistémica (intraperitoneal) de anticuerpo
recombinante los Dias 2 (150 ug) y 5 (100 ug). Una segunda ronda de inmunizaciones e inyecciones de anticuerpo
se administré a partir del dia 14 La carga tumoral se control6 y los ratones fueron sacrificados cuando los tumores
estimulados llegaron a 1500 mm?® o se desarrollo una ulceracion grave.

La curva de supervivencia de Kaplan-Meier de los ratones supervivientes (n = 10/grupo) de cada grupo se muestra
en la Figura 5A. Aunque no sobrevivid ninguno de los ratones tratados con células que expresaban GM-CSF
irradiadas, solo sobrevivio el 40% de los ratones en el grupo tratado con el anticuerpo anti-CTLA4 expresado
localmente a partir de células de la inmunoterapia del cancer. El 60% de los ratones en el grupo inmunizado con
células tumorales secretoras de GM-CSF y anticuerpo anti-CTLA4 sistémico sobrevivid. El suero se recogio los dias
2,3,4,7,9,11,15,16, 17, 23 y 25, y se determinaron los niveles de anticuerpo anti-CTLA4 empleando un ensayo
ELISA (Figuras 5B y 5C). Estos datos muestran que la administracion local de anti-CTLA4 procedente de células de
inmunoterapia contra el cancer produce una eficacia antitumoral sin exponer al hospedador a niveles elevados de
anticuerpos sistémicos, evitando de este modo la toxicidad asociada al anticuerpo anti-CTLA4 descrita a
concentraciones sistémicas elevadas.

Ejemplo 7: La expresion local de un anticuerpo anti-CTLA4 procedente de células tumorales que expresan citocinas
transducidas con retrovirus produce respuestas mejoradas de los linfocitos T
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Células satélite de raton procedentes de los grupos tratados en el Ejemplo 5 se recogieron el Dia 21. Las respuestas
especificas de antigeno se contaron mediante un ensayo ELISPOT con IFN-gamma (R&D Biosystems) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Esplenocitos con eritrocitos disminuidos (5 x 10° ) se colocaron en placas y se
incubaron durante 24 horas a 37°C, 5% de CO3 con 1 uM del péptido que de union a Kb obtenido a partir de TRP2
(SVYDFFVWL; SEQ ID NO: 11) 0 5 x 10% células B16F10 irradiadas. Los puntos positivos se contaron usando un
servicio de barrido de placas automatizado obtenido a partir de Cellular Technology Ltd. Los ensayos de ELISPOT
con IFN-gamma que empleaban TRP2 y estimuladores de B16F10 irradiadas, revelaron que los animales que
recibieron las células secretoras de anticuerpo tenian un nimero incrementado de linfocitos T activados, en relacién
con los animales tratados con GM-CSF irradiado con o sin administracion de anti-CTLA4 sistémico (por ejemplo,
véanse las Figuras 6A y B).

Ejemplo 8: La expresion local de un anticuerpo anti-CTLA4 usando un casete F2A produce una disminucion de la
respuesta autoinmune del anticuerpo

[00208] La administracion local de anticuerpos anti-CTLA4 expresados utilizando una estructura artificial 2A se
evalué en el modelo de tumor B16F10 en ratones C57B1/6. En Dia 0, los ratones fueron inoculados por via
subcutanea (SC) con 2 x 10° células tumorales B16F10 vivas. El Dia 1, los ratones se d|V|d|eron en 4 grupos
diferentes: cada grupo recibié una sola administracion intraperitoneal (ip) de HBSS 3 x 10° células tumorales
B16F10 irradiadas modificadas genéticamente para expresar GM (B16GM); 3 x 10 B16GM irradiadas ademas de
una inyeccion sistémica de CTLA4 (anti-CTLA4 sistémico y B16GM); o 3 x 10°® B16GM irradiadas modificadas
genéticamente para secretar anti-CTLA4 utilizando un casete F2A (anti-CTLA4 y B16GM F2A). Este régimen de
tratamiento se repitié dos veces por semana. En varios momentos se recogié suero y se evaluaron los niveles de
anticuerpos anti-nucleares (Fig. 7A), ADNss (Fig. 7B) y ADNds (Fig. 7C) mediante ELISA. Se observé una
disminucion de los niveles de anticuerpos autoinmunes en ratones tratados con anti-CTLA4 con F2A, en relacién con
los ratones tratados con anti-CTLA4 sistémico (inyectado).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion celular para generar una respuesta inmune frente al cancer en un sujeto humano, que
comprende:

un antigeno tumoral y una o varias poblaciones de células, en donde al menos una de las poblaciones de células
esta modificada genéticamente para expresar la secuencia que codifica un polipéptido del factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) y al menos una de las poblaciones de células esta modificada
genéticamente para expresar la secuencia que codifica un anticuerpo del antigeno 4 asociado con linfocitos T
citotoxicos (CTLA4), en donde las cantidades del antigeno tumoral, el polipéptido de GM-CSF vy el anticuerpo anti-
CTLA4 son terapéuticamente eficaces para generar una respuesta inmune frente al cancer en el sujeto humano.

2. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicho antigeno tumoral es expresado por una célula.

3. La composicidon segun la reivindicacion 1 o 2, en la que la misma poblacién de células se modifica
genéticamente para expresar la secuencia que codifica el polipéptido de GM-CSF vy el anticuerpo anti-CTLA4.

4, La composicidon segun la reivindicacion 1, en la que dos poblaciones diferentes de células se maodifican
genéticamente para expresar la secuencia que codifica el polipéptido de GM-CSF y el anticuerpo anti-CTLA4.

5. La composicién segun la reivindicacion 1 o 4, en la que al menos una de dichas una o mas poblaciones de
células modificadas genéticamente son células tumorales.

6. La composicién segun las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha poblacion de células que expresa un
antigeno tumoral se modifica genéticamente para expresar la secuencia que codifica el polipéptido de GM-CSF vy el
anticuerpo anti-CTLA4.

7. La composicién segun la reivindicacion 6, en la que dicho anticuerpo anti-CTLA4 se expresa empleando un
vector que comprende:

en la direccion 5 a 3’, un promotor ligado funcionalmente a la secuencia que codifica la primera cadena de un
anticuerpo anti-CTLA4, un sitio de escisidn proteolitica, una secuencia que codifica un sitio de escisién con
autoprocesamiento y la secuencia que codifica la segunda cadena de un anticuerpo anti-CTLA4, en donde la
secuencia que codifica el sitio de escisidon con autoprocesamiento se inserta entre la secuencia que codifica la
primera cadena y la segunda cadena de dicho anticuerpo anti-CTLA4.

8. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha poblacion de células
que expresa el antigeno tumoral se modifica genéticamente para expresar la secuencia que codifica el polipéptido
de GM-CSF.

9. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha poblacion de células
que expresa el antigeno tumoral se modifica genéticamente para expresar la secuencia que codifica el anticuerpo
anti-CTLAA4.

10. La composicién segun la reivindicacion 9, en la que dicho anticuerpo anti-CTLA4 se expresa empleando un
vector que comprende:

en la direccion 5 a 3’, un promotor ligado funcionalmente a la secuencia que codifica la primera cadena de un
anticuerpo anti-CTLA4, un sitio de escisidn proteolitica, una secuencia que codifica un sitio de escisién con
autoprocesamiento y la secuencia que codifica la segunda cadena de un anticuerpo anti-CTLA4, en donde la
secuencia que codifica el sitio de escisidon con autoprocesamiento se inserta entre la secuencia que codifica la
primera cadena y la segunda cadena de dicho anticuerpo anti-CTLA4.

11. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que al menos una poblacién de
dichas células es autdloga.

12. La composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que al menos una poblacién de
dichas células es alogénica.

13. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que al menos una poblacién de
dichas células son células con efecto vecindad.

14. Una composicidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, para uso en un método de
tratamiento de un cancer mediante la generacion de una respuesta inmune frente a dicho cancer.
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Inyecciones de a-CTLA4 (100 ug)
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Secrecion celular

Oy ‘b4

g
B =
= 8
= E

g W @

- o 00 &

3

]

-

ST $

(9}

w.

0'

e

]

SL

(7]

T

Lo'oL @

El

v b4

V110D e)2199s 3nb XYAD =t

[ea0] Y 119-0 ap BH QL/XVAD « ¥ -
021W)sIs yY119-0 3p Bl QL/XVAD ==
021WIsIS Yy 1LO-p 3p Bl 0GL/XVAD =@
XVAD -~

gy 614

Secrecion celular

local (10 ug)
Sistémico (150 pg)

Sistémico (10 ug)

uolge|nWIS? | 9p sandsap seiq
08 0. 09 0§ Oy 0t 0Z O}
[l 2 1 [l ' ] t [l

(1w/Brl) p-y1LD-1UE Op SOOLIIS SIIPAIN

3

06
00!

el1ouaAiniadns ap alejuaslod

40



ES 2476 891 T3

PE1LID P BIOIAIIDS BNPYXYAD —+-

26 b4

ugizezIumLUL) e ap spndsap seiQ
o SE OC S 0 S 0 0§ 0

A

Y
b

21

]

PW1LD-D BP BIOJBIDDS BINPINYAD ==
OMWISIS P LI DXYAD ~=

XVAD -

S50H -

(i) 031195 -y LLIF AR S0 EBjaAIN

s

ONWNSIE FYLID P B 05 LVAD ==

as ‘b4

UG SETIURWILL B] 0p spndsap seig

i

s

s

o

v b1

UQIZEIMMUNSS B] Op SONdSIp SEI]

i ]

-

EaudAadns ap alejuaaiog

L3

m

=

= = = =

(e} oopgs yriLo-nue ap s3I

41



ES 2476 891 T3

*
L o] o . - Célula secretora
P - Sistémico (150 pg) m
g » <o
= ) ®))
< <« < = GVAX -l —I
n | = HBSS
| | L L ] L4 1 ] ¥
o (=] Q [ [ o] o o
© O ¢ o N v
ANA4| @p seyosuew ap oJawnpN
* *
* . = Célula secretora
|
> » » | Sistémico (150 pg)
o >
F
& <
- ©
m <
< 4 P GVAX »
m | B HBSS
| J 1 4 | ] L 4 | §

1 J
Q (= o o < [ = —
© wun <« Mm» N -

AN4| op seysuew ap oJawnp

42



ES 2476 891 T3

0/ b4

uoloezZiunwWu/UoId23Aul €| 3p sandsap seiq
oL 09 [} or [ 4
A A A Fe 1

A o 3

:

[w)

=

o

poos @

VZ4 NO9LE PV 1LODl =0 o
IND9LE OOIW}SIS PY1LO-0 =g )
(=]

WO9ig ~a— o

SSEH-0- oy &

5

=

Loooor &

e

g, ‘b4 v/, b4

uoIoeZIUNWULUOIDD3AUI B| 3p sandsap selq
uoloeZIUNWUL/UOIDD3AUI B| 3p sandsap selq Z 2 7 -

w b6 & % % .2 of ey @ o ® &
w.v
[w]
=2
b 0
%]
@ 004
vZd No9lg m.<|_._.0._o -0 . m vZd NO9LE PV 1LO-0=0=
NO91LE 0dIWSIS Py TLO-D =B~ 001 M. wWo9Lg oo_Ewum_w..Sun_._.o._olﬁl
Woslg -8 2 WogLe - 0004
SSEH-O- 5 SSEH-O-
S
Q
éao—w 000}

43

(Jw/Brl) uojes ap ooLZs YNY-lUE



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

