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DESCRIPCION

Induccién de inmunidad tumoral por variantes de proteina de union a folato

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a los campos del cancer y la inmunologia. Especificamente, la presente invencion
se refiere a composiciones y procedimientos para vacunas tumorales dirigidas a antigenos tumorales y se refiere a
epitopes especificos sobre estos antigenos que son reconocidos por linfocitos T citotoxicos (CTL). Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para variantes de proteina de
union a folato (FBP).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se ha informado de que los linfocitos T reactivos frente a tumores median en respuestas terapéuticas contra
canceres humanos (Rosenberg y col., 1988). En ciertos casos, en ensayos de inmunoterapia humana con linfocitos
infiltrantes de tumores (TIL) o vacunas tumorales, estas respuestas se correlacionaron tanto con niveles de
citotoxicidad in vitro contra tumores autélogos (Aebersold y col., 1991) como con expresion de ciertos productos
génicos de HLA-A, B, C (Marincola y col., 1992). Estudios recientes (loannides y col., 1992) han propuesto que
ademas de oncogenes viralmente codificados y mutados, las proteinas propias expresadas en exceso pueden
provocar algun grado de linfocitos T citotoxicos (CTL) reactivos frente a tumores en pacientes con diversos tumores
malignos (loannides y col., 1992; loannides y col., 1993; Brichard y col., 1993; Jerome y col., 1991). Los CTL
reactivos frente a tumores autélogos pueden generarse a partir de linfocitos que infiltran ascitis maligna de ovario
(loannides y col., 1991) y proteinas que se expresan en exceso, tales como HER-2, pueden ser dianas para el
reconocimiento de CTL (loannides y col., 1992).

Los linfocitos T desempefian una funcién importante en la regresion tumoral en la mayoria de los modelos de tumor
murino. Los linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) que reconocen antigenos del cancer Unicos pueden aislarse de
muchos tumores murinos. La transferencia adoptiva de estos TIL, ademas de interleucina-2, puede mediar en la
regresion de metastasis de pulmoén e higado establecidas (Rosenberg y col., 1986). Ademas, la secrecion de IFN-y
por TIL inyectados se correlaciona significativamente con la regresion in vivo de tumores murinos sugiriendo la
activacion de linfocitos T por los antigenos tumorales (Barth y col., 1991). La capacidad conocida de TIL para mediar
en la regresién de cancer metastasico en del 35 al 40 % de los pacientes con melanoma cuando se transfiere
adoptivamente a pacientes con melanoma metastasico atestigua la importancia clinica de los antigenos reconocidos
(Rosenberg y col., 1988; Rosenberg, 1992).

La fuerte evidencia de que una respuesta inmunitaria al cancer existe en seres humanos se proporciona por la
existencia de linfocitos reactivos frente a tumores dentro de depdsitos de melanoma. Estos linfocitos, cuando se
aislan, pueden reconocer antigenos especificos de tumor sobre melanomas autélogos y alégenos en un modo
limitado a MHC (ltoh y col., 1986; Muul y col., 1987; Topalian y col., 1989; Darrow y col., 1989; Hom y col., 1991;
Kawakami y col., 1992; Hom y col., 1993; O'Neil y col., 1993). Los TIL de pacientes con melanoma metastasico
reconocen antigenos compartidos que incluyen antigenos de tejido especificos para linaje de melanocito-melanoma
in vitro (Kawakamiy col., 1993; Anichini y col. 1993). Parece que los linfocitos T anti-melanoma se enriquecen en TIL,
probablemente como consecuencia de la expansion y acumulacién clénica en el sitio tumoral in vivo (Sensi y col.,
1993). Se ha demostrado la transduccion de linfocitos T con una variedad de genes, tales como citocinas. Se ha
mostrado que los linfocitos T expresan productos génicos extrafios (Blaese, 1993; Hwu y col., 1993; Culver y col.,
1991). El hecho de que los individuos organicen respuestas celulares y humorales contra antigenos asociados a
tumores sugiere que la identificacion y caracterizacion de antigenos adicionales de tumor es importante para la
inmunoterapia de pacientes con cancer.

Los receptores de linfocitos T sobre linfocitos T CD8" reconocen un complejo que consiste en un péptido antigénico
(9-10 aminoacidos para HLA-A2), 32 microglobulina y cadena pesada del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase | (HLA-A, B, C, en seres humanos). Los péptidos generados por digestion de proteinas
enddgenamente sintetizas se transportan al reticulo endoplasmico, se unen a la cadena pesada del MHC de clase |
y B2 microglobulina, y finalmente se expresan en la superficie celular en el surco de la molécula del MHC de clase I.

La informacion sobre epitopes de proteinas propias reconocidos en el contexto de moléculas MIMIC de clase | sigue
siendo limitada, a pesar de algunos intentos por identificar epitopes que capaces de sensibilizacion in vitro y
expansion especifica de Ag de CTL humanos. Por ejemplo, se han propuesto epitopes de péptido que son
candidatos probables para la unién sobre Ag de MHC de clase | (Falk y col., 1991), y algunos estudios han intentado
definir epitopes de péptido que se unen a antigenos de MHC de clase I.

Se ha mostrado que los péptidos sintéticos son una herramienta util para el mapeo de epitopes de linfocitos T. Sin
embargo, la sensibilizacién in vivo e in vitro de CTL especificos ha encontrado dificultades (Alexander y col., 1991;
Schild y col., 1991; Carbone y col., 1988). Se considera generalmente que la sensibilizacién de CTL in vitro no puede
lograrse necesariamente con péptido solo, y en realidad, se cree que se requiere una alta densidad de antigenos
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para el cebado de péptidos (Alexander y col., 1991). Incluso en los casos limitados cuando se logré sensibilizacion
especifica también se requirieron APC o estimulantes a altas densidades (Alexander y col., 1991).

Se han usado péptidos sintéticos cortos tanto como antigenos diana para el mapeo de epitopes como para la
induccioén de respuestas primarias y secundarias de CTL in vifro a Ag virales y parasiticos (Bednarek y col., 1991;
Gammon y col., 1992; Schmidt y col., 1992; Kos y Miullbacher, 1992; Hill y col., 1992). Desafortunadamente, estos
estudios fracasaron en mostrar la capacidad de analogos de péptidos proto-oncogénicos para estimular CTL
humanos in vitro para lisar tumores que expresan endégenamente estos antigenos.

La identificacion de antigenos tumorales (Ag) y de epitopes especificos sobre estos Ag reconocidos por linfocitos T
citotoxicos permite el desarrollo de vacunas tumorales (para la revision de antigenos tumorales véase Rosenberg
(2000)). Los Ag tumorales son agonistas débiles parciales para la activacion de CTL de baja avidez (baja afinidad).
Los intentos por activar los CTL aumentando la afinidad del péptido por MHC (por modificaciones en los residuos de
anclaje) han producido éxitos desiguales incluso con APC poderosas (células dendriticas, DC) y coestimulacion de
B7 afiadido. Algunos de los CTL de reactividad cruzada resultante reconocieron tumores con menor afinidad que los
CTL inducidos por Ag natural.

La capacidad limitada de los inmundégenos fijados con anclaje para inducir y expandir CTL de alta afinidad eleva la
necesidad de enfoques alternativos para la induccién por CTL. Un enfoque a esta cuestion es disefiar inmundgenos
que activan CTL “de alta afinidad” del conjunto existente de pacientes que responden al tratamiento. En inmunologia
de tumores humanos, este enfoque ha sido satisfactorio en algunos casos. Sin embargo, se espera que los CTL de
alta afinidad sean mas sensibles al silenciamiento por eliminacién (por ejemplo, apoptosis) o por anergia
(insensibilidad o reactividad disminuida a un antigeno especifico).

Estos procedimientos se producen como consecuencia de estimulaciones recurrentes con Ag (Ag tumoral) y se
amplifican por varias citocinas. EI mecanismo general de la muerte celular inducida por activacion (AICD) es que
estimulaciones repetidas con un Ag en presencia de citocinas tales como IL-2 activan rutas de muerte celular. Esto
es debido a que la estimulacién con Ag y IL-2 transduce una sefial que es demasiado fuerte para inducir proliferacion
y en su lugar conduce a senescencia prematura. Un ruta de muerte alternativa, la muerte celular pasiva (PCD), se
produce cuando se retiran las citocinas que participan en la supervivencia (IL-2, IL-4, IL-7, etc.). Como los Ag
tumoral son Ag propios, las células que responden correspondientes deben ser incluso mas sensibles a la delecion
que las CTL que responden a Ag extrafios, debido a que los mecanismos de defensa del cuerpo estan programados
para evitar la autoinmunidad. Se sabe poco en cuanto a cdmo puede inducirse la supervivencia de pacientes que
responden a Ag tumoral, y como pueden protegerse de AICD o PCD.

Estan en progreso ensayos preclinicos y clinicos para la utilizacion de epitopes de péptido especificos para tumor
para melanoma (Rivoltini y col., 1999; Parkhurst y col., 1998; Kawakami y col., 1998; Lustgarten y col., 1997; Zengy
col., 1997; Reynolds y col., 1998; Nestle y col., 1998; Chakraborty y col., 1998; Rosenberg y col., 1998); cancer de
mama, tal como con MUC1 (Gendlery col., 1998; Xingy col.,, 1989; Xingy col., 1990; Jeromey col., 1993;
Apostolopoulos y col., 1994; Dingy col., 1993; Zhangy col., 1996; Acresy col., 1993; Hendersony col., 1998;
Henderson y col., 1996; Samuel y col., 1998; Gong y col., 1997; Apostolopoulos y col., 1995; Pietersz y col., 1998;
Lofthouse y col., 1947; Rowse y col., 1998; Gong y col., 1998; Acres y col., 1999; Apostolopoulos y col., 1998; Lees y
col., 1999; Xing y col., 1995; Goydos y col., 1996; Reddish y col., 1998; Karanikas y col., 1997), p53 (DeLeo, 1998;
McCarty y col., 1998; Hurpin y col., 1998; Gabrilovich y col., 1996) y Her-2/neu (Disis y Cheever, 1998; loannides y
col., 1993; Fisky col.,, 1995; Peoples y col., 1995; Kawashima y col., 1999; Disiy col., 1996); y cancer de colon
(Kantor y col., 1992; Kantor y col., 1992; Tsang y col., 1995; Hodge y col., 1997; Conry y col., 1998; Kass y col.,
1999; Zaremba y col., 1997; Nukaya y col., 1999).

Recientemente se reconocieron péptidos de proteina de union a folato (FBP) por linfocitos asociados a tumor
(Peoples y col., 1998; Peoples y col., 1999; Kim y col., 1999). La FBP es una glicoproteina asociada a la membrana
originalmente encontrada como un Ag definido por mAb en placenta y células trofoblasticas, pero raramente en otros
tejidos normales (Retrig y col., 1985; Elwood, 1989; Weitman y col., 1992; Garin-Chesa y col., 1993). De interés, esta
proteina se ha encontrado en mas del 90 % de carcinomas de ovario y endometrio; en 20-50 % de carcinomas de de
mama, colorrectal, de pulmén y de células renales; y en multiples otros tipos de tumor. Cuando estan presentes en
tejido canceroso, el nivel de expresion es normalmente superior a 20 veces la expresion de tejido normal y se ha
informado que es hasta 80-90 veces en carcinomas de ovario (Li y col., 1996).

La patente de EE.UU. n° 5.846.538 se refiere a reactividad inmunitaria a péptidos de proteina HER-2/neu para el
tratamiento de tumores malignos.

La proteina de unidn a folato proporciona una diana ideal para y cumple una necesidad que se sentia desde hace
tiempo en la materia para composiciones y procedimientos de utilizacion de las composiciones dirigidas a inmunidad
tumoral.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a
folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7 y SEC ID N°: 8 o una
combinacioén de las mismas.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar una composicién que comprende un antigeno que incluye un
epitope de proteina de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC
ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Es otro objetivo de la presente invencién proporcionar el antigeno anterior para su uso en un procedimiento para
estimular linfocitos T citotéxicos, que comprende la etapa de poner en contacto los linfocitos T citotéxicos con una
cantidad de un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato seleccionado del grupo que
consiste en SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, y
una combinacién de las mismas, en el que la cantidad es eficaz para estimular los linfocitos T citotdxicos. En una
realizacion especifica de la presente invencion, los linfocitos T citotdxicos se localizan dentro de un ser humano. En
otra realizacion especifica, el procedimiento comprende ademas la etapa de administrar al ser humano un antigeno
que comprende un epitope de proteina de unién a folato seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N°: 2, SEC
ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, y una combinacién de las mismas.
En otra realizacion especifica de la presente invencion, el epitope se formula para administraciéon parenteral, topica,
o0 como un inhalante, aerosol o espray.

Es un objetivo adicional de la presente invencion proporcionar el antigeno anterior para su uso en un procedimiento
de generacioén de una respuesta inmunitaria, que comprende la etapa de administrar a un ser humano una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de una composicion que
comprende un antigeno que comprende un epitope de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4,
SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion de las mismas.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar el antigeno anterior para su uso en un procedimiento de
induccién de inmunidad contra un tumor en un individuo, que comprende las etapas de administrar al individuo un
antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC
ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas; y administrar al individuo una
vacuna contra el cancer. En una realizacion especifica de la presente invencion, el un antigeno que comprende un
epitope de proteina de unién a folato se administra antes de la administraciéon de la vacuna contra el cancer. En una
realizacion especifica de la presente invencion, un antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a folato
se administra posterior a la administracién de la vacuna contra el cancer. En otra realizacién especifica de la
presente invencion, el antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato se administra tanto antes de
como después de la administracion de la vacuna contra el cancer. En otra realizacion especifica, la vacuna contra el
cancer comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N°: 268 (E39) y SEC ID N°: 269
(E41).

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar el antigeno anterior para su uso en un procedimiento de
induccion de linfocitos T citotdxicos de memoria en un individuo que comprende la etapa de administrar un antigeno
que comprende un epitope de unién a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°:
6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas. En una realizacién especifica, el individuo es
sustancialmente susceptible a reaparicion del cancer.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar el antigeno anterior para su uso en un procedimiento de
proporcionar inmunidad contra un tumor que comprende la etapa de administrar un antigeno que comprende una
vacuna de epitope de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC
ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion de las mismas.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar el antigeno anterior para su uso en un procedimiento de
tratamiento de un individuo para cancer que comprende las etapas de administrar al individuo una primera vacuna
contra el cancer; y administrar al individuo una segunda vacuna contra el cancer que comprende un péptido
seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC
ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion de las mismas. En una realizaciéon especifica, la etapa de administracion
de la primera vacuna contra el cancer precede a la etapa de administracion de la segunda vacuna contra el cancer.
En otra realizaciéon especifica, la etapa de administracién de la primera vacuna contra el cancer es posterior a la
etapa de administracion de la segunda vacuna contra el cancer.

Es un objetivo adicional de la presente invencion proporcionar una composicion farmacéutica que comprende un
antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a folato seleccionado del grupo que consiste en SEC ID
N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de
las mismas, en un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar el antigeno anterior para su uso en un procedimiento de
tratamiento de un trastorno de células proliferativas en un ser humano, que comprende administrar al ser humano
una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica que comprende un antigeno que comprende
un epitope de proteina de union a folato seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID
N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas, en un excipiente
farmacéuticamente aceptable. En una realizacién especifica, el trastorno de células proliferativas es cancer. En una
realizacion especifica adicional, el cancer es cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer
colorrectal, cancer de pulmén, cancer renal, melanoma, cancer de rifién, cancer de préstata, cancer cerebral,
sarcomas, o una combinacion de los mismos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion puede entenderse mejor por referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacion con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en el presente
documento.

La FIG. 1 demuestra la estabilizacion de HLA-A2 por variantes de epitope E39 de FBP.

La FIG. 2A ilustra la induccién de IFN-y en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) con multiples
estimulaciones con J65 o E39.

La FIG. 2B ilustra la actividad de CTL en CMSP con muiltiples estimulaciones con J65 o E39.

La FIG. 3 ilustra induccion especifica de interleucina 2 (IL-2) en CMSP sensibilizando con variantes de E39.

La FIG. 4 ilustra la expansion de CMSP estimuladas con péptido E39 de FBP y sus variantes.

La FIG. 5 demuestra la expansion de CMSP estimuladas con variantes del péptido E39 de FBP.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
l. Definiciones

Como se usa en la presente memoria descriptiva, “un” o “una” pueden significar uno o mas. Como se usa en el
presente documento en la(s) reivindicacion (reivindicaciones), cuando se usan conjuntamente con la palabra “que
comprende”, las palabras “un” o “una” pueden significar uno o mas de uno. Como se usa en el presente documento,
“otro” puede significar al menos un segundo o mas.

El término “antigeno”, como se usa en el presente documento, se define como una entidad que provoca una
respuesta del sistema inmunitario. El término en el presente documento puede abreviarse “Ag”.

El término “cancer”, como se usa en el presente documento, se define como un tejido de crecimiento o proliferacion
no controlado de células, tales como un tumor. En una realizacién especifica, el cancer es un cancer epitelial. En
realizaciones especificas, el cancer es cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer colorrectal,
cancer de pulmon, cancer renal, melanoma, cancer de rifién, cancer de préstata, cancer cerebral, sarcomas, o una
combinacion de los mismos. En realizaciones especificas, tales canceres en mamiferos se producen por anomalias
cromosomicas, crecimiento degenerativo y/o trastornos del desarrollo, agentes mitogénicos, radiacion ultravioleta
(uv), infecciones virales, expresion de tejido inapropiada de un gen, alteraciones en la expresion de un gen, agentes
carcinogénicos, o una combinacion de los mismos. El término melanoma incluye, pero no se limita a, melanomas,
melanomas metastasicos, melanomas derivados de tanto melanocitos como células névicas relacionadas con
melanocitos, melanocarcinomas, melanoepiteliomas, melanosarcomas, melanoma in situ, melanoma de extensién
superficial, melanoma nodular, Iéntigo maligno melanoma, melanoma lentiginoso acral, melanoma invasivo o
sindrome familiar de lunares atipicos familiares y melanoma (FAM-M). Los canceres anteriormente mencionados
pueden tratarse mediante procedimientos descritos en la presente solicitud.

El término “epitope”, como se usa en el presente documento, se define como un péptido corto derivado de un
antigeno de proteina que se une a una molécula de MHC y es reconocido por un linfocito T particular.

El término “variante de proteina de unién a folato”, como se usa en el presente documento, se define como una
proteina de unién a folato y péptidos de la misma que son preferentemente reconocidos por linfocitos T
colaboradores o linfocitos T citotdxicos y puede derivarse naturalmente, producirse sintéticamente, manipularse
genéticamente, o un equivalente funcional de los mismos, por ejemplo, cuando uno o mas aminoacidos pueden
sustituirse por otro(s) aminoacido(s) o no aminoacido(s) que no afectan sustancialmente la funcién. En realizaciones
especificas, los péptidos son epitopes que contienen alteraciones, modificaciones o cambios en comparacién con
SEC ID N°: 268 (E39) o SEC ID N°: 269 (E41). En otras realizaciones especificas, las variantes son de SEC ID N°: 2
a SEC ID N¢: 8.

El término “respuesta inmunitaria”, como se usa en el presente documento, se refiere a una respuesta inmunitaria
celular que incluye provocar la estimulacion de linfocitos T, macréfagos y/o linfocitos citoliticos espontaneos.
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El término “inmunidad”, como se usa en el presente documento, se define como la capacidad para proporcionar
resistencia a un tumor resultante de exposicion a un antigeno que es un epitope de proteina de union a folato, tal
como las variantes de proteina de unién a folato descritas en el presente documento.

El término “vacuna”, como se usa en el presente documento, se define como una composicién para generar
inmunidad a un cancer. En realizaciones especificas, la vacuna contra el cancer es un epitope natural de proteina de
unién a folato, tal como E39 (residuos de aminoacidos de FBP 191-199) (SEC ID N°: 268) o E41 (residuos de
aminoacidos de FBP 245-253) (SEC ID N°: 269). En otras realizaciones especificas, la vacuna contra el cancer
comprende SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SECID N°: 70 SECID N°: 8, 0
una combinacion de las mismas. En una realizacion preferida, la administracion de la vacuna alterna la sefializacion
mediante el receptor de linfocitos T, reduciendo asi la posibilidad de apoptosis.

El término “variante”, como se usa en el presente documento, se define como una forma modificada o alterada de
una secuencia natural, tal como el epitope E39 de proteina de unién a folato (SEC ID N°: 268). La variante puede
contener sustitucion de al menos un residuo de aminoacido o puede contener una cadena lateral alterada para al
menos un residuo de aminoacido.

Il. La presente invencion
A. Realizaciones especificas

La presente invencion se refiere a Ag tumoral de proteina de unién a folato modificado para atenuar la sefializacion
mediante receptores de linfocitos T, en comparacién con un Ag tumoral de proteina de union a folato natural,
particularmente para reducir la posibilidad de apoptosis que resulta tras la exposicion repetida a antigenos fuertes.
Asi, las variantes de epitopes de proteina de unién a folato tales como E39 (SEC ID N°: 268) y E41 (SEC ID N°:
269), que son antigenos “fuertes”, se modifican para actuar de antigeno “débil”. Asi, la presente invencion utiliza
composiciones y procedimientos para atenuar la sefializaciéon mediante los receptores de linfocitos T.

La invencion funciona como (1) prevacuna de preestimulaciéon, que va a administrarse antes del Ag tumoral; (2)
como post-vacuna que va a administrarse después del Ag tumoral; y/o (3) en ciertos individuos funcionara como una
vacuna de sensibilizacion. Las situaciones (1) y (2) estan mas relacionadas con una funcién protectora para SEC ID
N°: 5 (J65) y sus analogos para CTL reactivos frente a tumores. La situacion (3) puede encontrarse en ciertos
individuos en los que las mutaciones en el bolsillo de unién a Ag de histocompatibilidad pueden transformar un
atenuador en un inmundgeno fuerte.

La invencién permite proteccion antes y después de la vacunacion de o bien precursores (sustituto) o bien efectores
activados. En realizaciones especificas, la administracion de las variantes de proteina de unién a folato proporciona
induccion dirigida de CTL de memoria.

Las variantes descritas en el presente documento, en una realizacién particular SEC ID N°: 5, pretenden atenuar la
sefalizacion a estimulacion recurrente, induciendo asi la proteccion de precursores de CTL a partir de linfocitos T
activados a partir de la apoptosis, permitiendo asi que se expanda la respuesta inmunitaria, y, en realizaciones
preferidas, tienen implicaciones importantes en la inducciéon de CTL de memoria.

Es muy conocido que los dos brazos principales del sistema inmunitario son: (1) inmunidad mediada por células con
linfocitos T inmunitarios; y (2) inmunidad humoral con anticuerpos. Ademas, el sistema inmunitario normalmente
funciona reconociendo y destruyendo cualquier célula extrafia o aberrante en el cuerpo. Como la FBP se expresa
por algunas células normales, se espera tolerancia y/o anergia.

El desarrollo de terapias moleculares para el cancer se ha basado histéricamente en el reconocimiento especifico de
Ag por efectores inmunitarios celulares. La presente invencion desvela novedosas estrategias que tienen como
objetivo la identificacion de dianas de péptido para CTL, y la generacion de la inmunidad de linfocitos T contra
epitopes especificos (para una revision de inmunidad especifica de linfocitos T véase, por ejemplo, loannides y col.,
1992; Houbiers y col., 1993).

Para lograr esto, la presente invencion proporciona péptidos novedosos naturalmente y sintéticamente derivados
que se unen a cadenas pesadas de clase | del antigeno leucocitario humano (HLA). Se han definido criterios
apropiados para la seleccion de epitopes in vitro, y también se han producido péptidos sintéticos basados en
epitopes inmunogénicos de FBP.

Aunque los anclajes dominantes para la union de péptido a HLA-A2 son Leu (P2) y Val (P9), se identificaron varios
residuos con carga y cadenas laterales similares, tales como lle y/o Met, en epitopes de CTL de proteinas virales
(Falk y col., 1991; Bednarek y col., 1991).

B. Realizaciones generales
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1. Epitopes de CTL

Los epitopes de CTL informados hasta la fecha se derivan principalmente de proteinas extrafias (virales) con poca o
ninguna homologia con proteinas propias. Con respecto a respuestas de CTL a proteinas propias, se espera que los
linfocitos T que expresan TCR con alta afinidad por complejos de péptido propio-clase | de MHC se eliminen en el
timo durante el desarrollo. Los péptidos propios eluidos de moléculas de HLA-A2.1 de diversas lineas celulares
muestran residuos en P3-P5 y P7-P8 que son diferentes de las secuencias de epitopes virales reconocidos por CTL
humanos. Como es probable que estos residuos se pongan en contacto e interaccionen con TCR, pueden reflejar
péptidos para los que los linfocitos T autdlogos ya son tolerantes/anérgicos.

Para los epitopes propios que reconocen linfocitos T que van a eliminarse o anergizarse existe una condicion previa
de que el complejo de péptido-MHC sea suficientemente estable para acoplar un nimero suficiente de TCR, o al
menos mas estable, que otros complejos de péptido HLA-A2, en lo que un péptido puede desplazarse faciimente por
otros péptidos. Por consiguiente, esto sugeriria que para proteinas propias con extensién a FBP, sera menos
probable que las que pueden unirse a TCR con alta afinidad durante el desarrollo sean reconocidas después cuando
se expresan sobre una diana distinta de tumor que los péptidos que se unen a HLA-A2 con baja afinidad, que bajo
condiciones apropiadas (por ejemplo, alta concentracion de proteina) pueden ocupar un nimero mayor de moléculas
de HLA-A2. Para péptidos de baja afinidad, la modificacion de los anclajes que produce la estabilizacion de la
interaccion de péptido —HLA-A2 que reemplaza residuos de anclaje débil con dominantes (por ejemplo, (P9) M=>V,
debe facilitar la reactividad de CTL con dianas que expresan tales antigenos, debido a que TCR interacciona
principalmente con la secuencia P4-P8.

La progresion y metastasis tumoral frecuentemente estan asociadas a expresion en exceso de proteinas celulares
especificas. Epitopes de proteinas expresadas en exceso no mutadas pueden ser dianas de una respuesta
inmunitaria celular especifica contra tumor mediado por linfocitos T. Ademas, cuando estan presentes epitopes de
linfocitos T, la distincién entre inmunidad/autoinmunidad tumoral e insensibilidad puede afirmarse sobre la
concentracion de proteina como un factor limitante de administracion de epitopes.

2. Secuencias centrales epitopicas

La presente invencion también se refiere a composiciones de proteinas o péptidos, libres de células totales y otros
péptidos, que comprenden una proteina o péptido purificado que incorpora un epitope que es inmunolégicamente
reconocido por un CTL.

Como se usa en el presente documento, el término “incorporar un epitope(s) que es inmunolégicamente reconocido
por un CTL” pretende referirse a un antigeno de péptido o proteina que incluye una estructura primaria, secundaria o
terciaria similar a un epitope localizado dentro de un polipéptido de FBP. El nivel de similitud sera generalmente a tal
grado que la misma poblacion de CTL también se unira a, reaccionara con, o reconocera de otro modo, el péptido o
antigeno de proteina reactivo de forma cruzada.

La identificacion de epitopes inmunodominantes estimulantes de CTL y/o sus equivalentes funcionales, adecuados
para su uso en vacunas, es una materia relativamente directa. Por ejemplo, pueden emplearse los procedimientos
de Hopp, como se ensefia en la patente de EE.UU. 4.554.101, que ensefa la identificacion y preparacion de
epitopes de secuencias de aminoacidos basandose en hidrofilia. Los procedimientos descritos en varios otros
documentos y programas de software basados en ellos también pueden usarse para identificar secuencias centrales
epitopicas (véase, por ejemplo, Jameson y Wolf, 1988; Wolf y col., 1988; patente de EE.UU. nimero 4.554.101). La
secuencia de aminoacidos de estas “secuencias centrales epitdpicas” puede entonces incorporarse facilmente en
péptidos, tanto mediante la aplicacion de sintesis de péptidos como tecnologia recombinante.

Péptidos preferidos para su uso segun la presente invencion seran generalmente del orden de 8 a 20 aminoacidos
de longitud, y mas preferentemente aproximadamente 8 a aproximadamente 15 aminoacidos de longitud. Se
propone que los péptidos estimulantes de CTL antigénicos mas cortos proporcionaran ventajas en ciertas
circunstancias, por ejemplo, en la preparacién de vacunas o en ensayos de deteccidon inmunoldgica. Ventajas a
modo de ejemplo incluyen la facilidad de preparacion y purificacion, el coste relativamente bajo y la reproducibilidad
mejorada de la produccién, y biodistribucion ventajosa.

Se propone que ventajas particulares de la presente invencidon puedan realizarse mediante la preparacion de
péptidos sintéticos que incluyen secuencias centrales epitopicas/inmunogénicas modificadas y/o extendidas que
producen un péptido epitdpico “universal” dirigidas a secuencias de FBP. Estas secuencias centrales epitdpicas se
identifican en el presente documento en aspectos particulares como regiones hidréfilas del antigeno del polipéptido
de FBP. Se propone que estas regiones representen aquellas que son las que mas probablemente promueven la
estimulacion de linfocitos T o B, y, por tanto, provocan la produccién de anticuerpos especificos.

Una secuencia central epitdpica, como se usa en el presente documento, es un estiramiento relativamente corto de
aminoacidos que es “complementario a” y, por tanto, se unira, a receptores sobre CTL. Se entendera que en el
contexto de la presente divulgacion el término “complementario” se refiere a aminoacidos o péptidos que presentan
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una fuerza de atraccién hacia el otro.

En general, no se cree que el tamafio del antigeno de polipéptido sea particularmente crucial, en tanto que sea al
menos suficientemente largo para llevar la secuencia o secuencias centrales identificadas. La secuencia central util
mas pequefia anticipada por la presente divulgacion seria generalmente del orden de aproximadamente 8
aminoacidos de longitud, siendo mas preferidas secuencias del orden de 9 6 10. Asi, este tamafio se correspondera
generalmente con los antigenos de péptido mas pequefios preparados segun la invencion. Sin embargo, el tamafio
del antigeno puede ser mayor si se desea, mientras que contenga una secuencia central epitdpica basica.

Un experto reconoce que estan disponibles numerosos programas informaticos para su uso en predecir porciones
antigénicas de proteinas (véase, por ejemplo, Jameson & Wolf, 1988; Wolf y col., 1988). Los programas de analisis
de secuencias de péptidos computerizadas (por ejemplo, software DNAStar, DNAStar, Inc., Madison, Wisc.) también
pueden ser Utiles en disefar péptidos sintéticos segun la presente divulgacion.

Las sintesis de secuencias epitdpicas, o péptidos que incluyen un epitope antigénico dentro de su secuencia, se
consiguen facilmente usando técnicas sintéticas convencionales tales como el procedimiento en fase sélida (por
ejemplo, mediante el uso de sintetizador de péptidos comercialmente disponible tal como un sintetizador de péptidos
modelo 430A de Applied Biosystems). Los antigenos de péptido sintetizados de este modo pueden entonces
separarse en alicuotas en cantidades predeterminadas y guardarse de maneras convencionales, tales como en
disoluciones acuosas o, incluso mas preferentemente, en un estado en polvo o liofilizado pendiente de uso.

En general, debido a la estabilidad relativa de los péptidos, pueden guardarse facilmente en disoluciones acuosas
durante periodos de tiempo bastantes largos si se desea, por ejemplo, hasta seis meses o mas, en practicamente
cualquier disolucion acuosa sin degradacion o pérdida apreciable de la actividad antigénica. Sin embargo, si se
contempla almacenamiento acuoso prolongado generalmente se deseara incluir agentes que incluyen tampones
tales como tampones Tris o fosfato para mantener un pH de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 7,5. Ademas,
puede desearse incluir agentes que inhibiran el crecimiento microbiano, tales como azida de sodio o Merthiolate.
Para el almacenamiento prolongado de un estado acuoso se deseara guardar las disoluciones a 4 °C, o mas
preferentemente, congelarse. Por supuesto, si los péptidos se almacenan en un estado liofilizado o en polvo, pueden
almacenarse practicamente indefinidamente, por ejemplo, en alicuotas medidas que pueden rehidratarse con una
cantidad predeterminada de agua (preferentemente destilada) o tampo6n antes de uso.

3. Linfocitos T

Los linfocitos T reconocen antigeno en forma de fragmentos de péptido que se unen a moléculas de clase | y clase Il
del sitio del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). ElI complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es una
designacion genérica que pretende englobar los sistemas de antigeno de histocompatibilidad descritos en diferentes
especies que incluyen los antigenos leucocitarios humanos (HLA). El receptor de linfocitos T para antigeno (TCR) es
un complejo de al menos 8 cadenas de polipéptidos (“Basic and Clinical Immunology” (1994) Stites, Terr y Parslow
(eds) Appleton y Lange, Nenmack Conn.) Dos de estas cadenas (las cadenas alfa y beta) forman un dimero ligado a
disulfuro que reconoce péptidos antigénicos unidos a moléculas de MHC y, por tanto, es la estructura de unién a
ligando real dentro del TCR. Las cadenas alfa y beta del TCR son similares en muchos respectos a las proteinas de
inmunoglobulina. Las regiones del extremo amino de las cadenas alfa y beta son altamente polimérficas, de manera
que dentro de la poblacién de linfocitos T entera hay un gran ndmero de dimeros alfa/beta de TCR diferentes, cada
uno de los cuales puede reconocer o unirse a una combinacion particular de péptido antigénico y MHC.

En general, se considera que las poblaciones de linfocitos T CD4" funcionan como colaboradores/inductores
mediante la liberacién de linfocinas cuando se estimulan por un antigeno especifico; sin embargo, un subconjunto de
células CD4" puede actuar de linfocitos T citotéxicos (CTL). Similarmente, se considera que los linfocitos T CD8"
funcionan lisando directamente dianas antigénicas; sin embargo, bajo una variedad de circunstancias pueden
secretar linfocinas para proporcionar funcion colaboradora o de DTH. A pesar del potencial de solapar funcién, los
marcadores de CD4 y CD8 fenotipicos estan ligados al reconocimiento de péptidos unidos a los antigenos de MHC
de clase Il o clase I. El reconocimiento de antigeno en el contexto de MHC de clase Il o clase | requiere que los
linfocitos T CD4" y CD8" respondan a diferentes antigenos o el mismo antigeno presentado bajo diferentes
circunstancias. La union de péptidos inmunogénicos a los antigenos del MHC de clase Il se produce lo mas
cominmente para antigenos ingeridos por células presentadoras de antigeno. Por tanto, los linfocitos T CD4"
generalmente reconocen antigenos que han sido externos a las células tumorales. Por el contrario, bajo
circunstancias normales, la unién de péptidos al MHC de clase | se produce solo para proteinas presentes en el
citosol y sintetizadas por la propia diana, se excluyen proteinas en el entorno externo. Una excepcion a esto es la
union de péptidos exdgenos con un motivo de unién de clase | preciso que estan presentes fuera de la célula en alta
concentracion. Asi, los linfocitos T CD4" y CD8" tienen funciones ampliamente diferentes y tienden a reconocer
diferentes antigenos como una reflexion de dénde residen normalmente los antigenos.

Como se ha desvelado dentro de la presente invencion, el producto de proteina expresado por FBP es reconocido
por linfocitos T. Tal producto de expresion de proteina “se da la vuelta” dentro de las células, es decir, experimenta
un ciclo en el que funciona una proteina sintetizada y luego se degrada eventualmente y se sustituye por una
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molécula recientemente sintetizada. Durante el ciclo de vida de las proteinas, los fragmentos de péptidos de la
proteina se unen a antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Mediante la expresién de un
péptido unido a antigeno de MHC sobre la superficie celular y reconocimiento por linfocitos T del huésped de la
combinacién de péptido mas antigeno de MHC propio, una célula maligna sera inmunogénica para linfocitos T. La
exquisita especificidad del receptor de linfocitos T permite que linfocitos T individuales discriminen entre fragmentos
de proteinas que se diferencian en un Unico residuo de aminoacido.

Durante la respuesta inmunitaria a un péptido, los linfocitos T que expresan un receptor de linfocito T con alta
afinidad de unién al complejo de péptido-MHC se uniran al complejo de péptido-MHC vy asi se activaran e inducira
que proliferen. En el primer encuentro con un péptido, nimeros pequefios de linfocitos T inmunitarios secretaran
linfocinas, proliferaran y se diferenciaran en linfocitos T efectores y de memoria. Los posteriores encuentros con el
mismo antigeno por el linfocito T de memoria conduciran a una respuesta inmunitaria mas rapida y mas intensa.

La proteina de union a folato intacta o péptidos de las mismas que son reconocidos por linfocitos T citotdxicos
pueden usarse dentro de la presente invencion. Los péptidos pueden derivarse naturalmente o producirse
basandose en una secuencia identificada. Los péptidos para respuestas de linfocitos T CD8" (provocados por
péptidos presentados por moléculas de MHC de clase | de proteina de unién a folato) tienen generalmente
aproximadamente 8-10 aminodcidos de longitud. Los péptidos para respuestas de linfocitos T CD8" varian segin
cada molécula de MHC de clase | del individuo. Ejemplos de péptidos adecuados dentro de la presente invencion
para respuestas de linfocitos T CD8" incluyen péptidos que comprenden o que consiste en / SEC ID N°: 2 a SEC ID
Ne°: 8.

Sera evidente para aquellos expertos habituales en la materia que otros péptidos pueden producirse para su uso
dentro de la presente invencion, tanto para las moléculas de MHC de clase |, ademas de para las moléculas de clase
II. Son muy conocidas una variedad de técnicas para aislar o construir péptidos. Péptidos adecuados se identifican
facilmente basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento. Péptidos adecuados adicionales
incluyen aquellos que son de longitud mas larga. Aquellos péptidos pueden extenderse (por ejemplo, mediante la
adicién de uno o mas residuos de aminoacidos) y/o truncarse (por ejemplo, por la delecion de uno o mas residuos de
aminoacidos del extremo carboxilo). Alternativamente, péptidos adecuados pueden ser variaciones de otros péptidos
preferidos desvelados en el presente documento. Aunque esta variacion de péptidos particular puede producir un
péptido con el mismo numero de aminoacidos totales (tal como nueve), una variacion de péptidos de un péptido
preferido no necesita ser de longitud idéntica. Variaciones en secuencia de aminoacidos que dan péptidos que
tienen sustancialmente la misma actividad biolégica deseada estan dentro del alcance de la presente invencion.

La inmunizacién de un individuo con un péptido FBP (es decir, como una vacuna) puede inducir expansion
continuada en el nimero de linfocitos T necesarios para el ataque terapéutico contra un tumor en el que FBP esta
asociado. Normalmente, aproximadamente 0,01 ug/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal se
administraran por la via intradérmica, subcutanea o intravenosa. Una dosificaciéon preferida es aproximadamente 1
pg/kg a aproximadamente 1 mg/kg, siendo particularmente preferido aproximadamente 5 pg/kg a aproximadamente
200 pg/kg. Sera evidente para aquellos expertos en la materia que el nUmero y frecuencia de administraciones sera
dependiente de la respuesta del paciente. Puede desearse administrar el péptido FBP repetitivamente. Sera
evidente para aquellos expertos en esta materia que puede administrarse mas de un péptido FBP, tanto
simultaneamente como secuencialmente. Por ejemplo, una combinacién de aproximadamente 8-15 péptidos puede
usarse para inmunizacion. Péptidos preferidos para inmunizacion son aquellos que incluyen toda o una porcion de al
menos un aminoacido de FBP de SEC ID N°: 1 a SEC ID N°: 68, o variantes de las mismas.

Ademas del péptido FBP (que funciona como antigeno), puede desearse incluir otros componentes en la vacuna,
tales como un vehiculo para la administracion de antigeno y sustancias inmunoestimulantes disefiadas para
potenciar la inmunogenicidad de la proteina. Ejemplos de vehiculos para la administracion de antigeno incluyen
sales de aluminio, emulsiones de agua en aceite, vehiculos de aceite biodegradables, emulsiones de aceite en agua,
microcapsulas biodegradables y liposomas. Ejemplos de sustancias inmunoestimulantes (adyuvantes) incluyen N-
acetilmuramil-L-alanina-D-isoglutamina (MDP), lipopoli-sacaridos (LPS), glucano, IL-12, GM-CSF, interferén gamma
y IL-15. Sera evidente para aquellos expertos en esta materia que un péptido FBP puede prepararse sintéticamente
0 que una porcion de la proteina (naturalmente derivada o sintética) puede usarse. Cuando un péptido se usa sin
secuencias adicionales puede desearse acoplar el hapteno de péptido a una sustancia portadora, tal como
hemocianina de lapa californiana.

Los procedimientos y composiciones de la presente invencion son particularmente muy adecuados para inducir una
respuesta inmunitaria en un paciente que ha desarrollado resistencia a tratamientos contra el cancer convencionales
0 que tiene una alta probabilidad de desarrollar una reaparicion tras el tratamiento. Un experto reconoce que las
células cancerosas pueden evadir el sistema inmunitario o evadir una respuesta inmunitaria eficaz debido a que
parecen propias, anergizan activamente el sistema inmunitario a cualquier antigeno que pueda diferenciarse
posiblemente entre propio y tumoral, y pueden crear un entorno inmunosupresor secretando factores
inmunosupresores y/o expresando factores que pueden inducir apoptosis de un antigeno ofensivo de células
asesinas especificas para tumor.
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Un experto conoce multiples revisiones referentes a vacunas contra el cancer y la generacion de respuestas
inmunitarias celulares a péptidos tumorales antigénicos (Pietersz y col., 2000; Pardoll, 2000; Rosenberg, 2000;
Dalgleish, 2000).

Un experto reconoce que el antigeno puede producirse en grandes cantidades por tecnologia recombinante, bien
como moléculas solubles en sistemas eucariotas o bien como proteinas de fusion en sistemas bacterianos. En una
realizacion especifica, los péptidos sintéticos se preparan a partir del antigeno tumoral. Ademas, los anticuerpos
monoclonales para los antigenos tumorales son utiles en su identificacion y purificacion.

En un enfoque de péptido para inmunoterapia tumoral, los péptidos (tales como aproximadamente 8-9-meros) se
presentan por moléculas de clase | de MHC, conduciendo a la generacion de respuestas celulares mediadas por
CD8" que comprenden CTL y secrecion de citocinas, principalmente en forma de IFN-y y TNF-a.

Un experto reconoce que la célula dendritica es importante en generar CTL CD8" tras la presentacion de clase .
Esche y col. (1999) demostraron técnicas por las cuales células dendriticas se obtienen de pacientes, se aislan, se
expanden in vitro, se exponen a los péptidos y se reintroducen en el paciente. Otros utilizan células dendriticas
similarmente tratadas para la generacion de linfocitos T especificamente activados in vitro antes de la transferencia.

Una etapa inicial crucial en la generacion de linfocitos T CD8" es la captacién y presentacion de péptidos por
moléculas de MHC por células presentadoras de antigeno. Las proteinas de clase | de MHC consisten en tres
subunidades, todas las cuales son importantes para la formacion de un complejo estable. La cristalografia de rayos
X de las moléculas de clase | de MHC ha demostrado que la interaccion de péptidos con el surco de clase | de MHC
se determina por la secuencia de péptidos, con aminoacidos discretos que interaccionan con bolsillos en el surco de
MHC (que tienen una separacion fija entre si) y también tienen especificidad anclando cadenas laterales de
aminoacidos. Aunque hay excepciones, los extremos amino y carboxi de los péptidos se anclan en cualquier
extremo del surco, frecuentemente en las posiciones 2 6 3, 5 6 7 (Apostolopoulos y col., 1997a; Apostolopoulos y
col., 1997b). Los péptidos también interaccionan con el receptor de linfocitos T, aunque solo se expone una pequefia
cantidad del péptido (Apostolopoulos y col., 1998).

Dado que se han identificado multiples antigenos tumorales de péptido, tales como proteina de unién a folato,
ademas de la caracterizacion de epitopes de linfocitos T, en una realizacién especifica de la presente invencion los
antigenos peptidicos se generan sintéticamente para inmunizacion. La inmunogenicidad de pequefios péptidos
puede mejorarse aumentando el tamafio del péptido, uniéndose a vehiculos y también usando adyuvantes para
activar macrofagos y otros factores del sistema inmunitario. Un experto es consciente de las citocinas recombinantes
que se usan para aumentar la inmunogenicidad de un péptido sintético (Tao y Levy, 1993) y ademas de que las
citocinas también pueden fusionarse directamente con péptidos (Nakao y col., 1994; Disis y col., 1996; Chen y col.,
1994).

En realizaciones especificas de la presente invencion, mezclas de péptidos separados se administran como una
vacuna. Alternativamente, pueden incorporarse multiples epitopes en la misma molécula por tecnologia
recombinante muy conocida en la técnica (Mateo y col., 1999; Astori y Krachenbuhl, 1996). En otra realizacion se
usa una biblioteca de péptidos combinatoria para aumentar los péptidos de unién utilizando diferentes aminoacidos
en al menos una localizacién de anclaje.

En otra realizacién de la presente invencion, los aminoacidos naturales de un péptido se sustituyen con D-
aminoacidos no naturales; alternativamente, los residuos de péptido se ensamblan en orden inverso, que convierte
los péptidos en resistentes a proteasas (Briand y col., 1997; Herve y col., 1997; Bartnes y col., 1997; Guichard y col.,
1996). En otra realizacion, aminoacidos modificados no naturales se incorporan en un péptido, tal como acido a-
aminoisobutirico o N-metilserina.

Un experto reconoce que la fuerza de unién del 8- o 9-mero al complejo de MHC vy el posterior reconocimiento por el
receptor de linfocitos T determina la inmunogenicidad de péptidos de CTL. Van Der Burg y col. (1993) determinaron
que cuanto mas tiempo siga unido el péptido al complejo de MHC, mejor sera la posibilidad de inducir una respuesta
de linfocitos T. Un experto también reconoce que hay procedimientos para introducir péptidos externos directamente
en el citoplasma de una célula para permitir la generacion de respuestas inmunitarias celulares limitadas a la clase I.
Un ejemplo incluye toxinas microbianas, que pueden llevar péptidos en su citoplasma para la administracion debido
a que entran en las células por endocitosis mediada por receptor y asi depositan toxinas celulares en el citoplasma.
Ejemplos especificos incluyen la toxina Shiga (Lee y col., 1998), toxina del carbunco (Goletz y col., 1997), toxina
diftérica (Stenmark y col., 1991), exotoxina de Pseudomonas (Donnelly y col., 1993) y toxina de Bordetella pertussis
(Fayolle y col., 1996).

En realizaciones alternativas, los péptidos entran en células mediante la fusion de membranas y son beneficiosos
para administrar tumor u otros péptidos a un citoplasma de célula, que incluye Antennapedia (Derossi y col., 1994;
Derossi y col., 1996; Schutze-Redelmeier y col., 1996), proteina Tat (Kim y col.,1997) y péptido de fusion del virus
del sarampidn (Partidos y col., 1997).
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En otras realizaciones, los péptidos se introducen en un citoplasma mediante lipopéptidos, que comprenden tanto un
lipido como un péptido, por insercion directa en la membrana celular lipéfila (BenMohamed y col., 1997; Oberty col.,
1998; Deprez y col., 1996; Beekman y col., 1997). En realizaciones alternativas, los péptidos se administran en
liposomas (por ejemplos, véase Nakanishi y col., 1997; Noguchi y col., 1991; Fukasawa y col., 1998; Guany col.,
1998), por lo que la inmunogenicidad depende del tamafio, carga, composicion de lipidos del propio liposoma vy si el
antigeno esta presente o no sobre la superficie del liposoma o dentro de su interior.

Un experto también reconoce que los complejos inmunoestimulantes (ISCOM), que comprenden Quill A (una mezcla
de saponinas), colesterol, fosfolipido y proteinas son utiles para administrar antigenos naturalmente hidréfobos o
antigenos hechos hidréfobos mediante la adicion de colas de acido miristico o palmitico (por ejemplos, véase Hsu y
col., 1996; Sjolandery col., 1997; Villacres-Eriksson, 1995; Tarpey y col., 1996; Rimmelzwaan y col., 1997). Los
ISCOM facilitan la penetracion en células por fusidon con sus membranas, por endocitosis, o por fagocitosis.

Los antigenos también pueden dirigirse a compartimentos subcelulares particulares mediante la incorporacion de
sefales de clasificacion al antigeno por tecnologia recombinante, que incluye LAMP-I de clase Il (Rowell y col.,
1995; Wuy col., 1995), péptido que elige RE como diana (Minev y col., 1994); CLIP (Malcherik y col., 1998) y
proteinas de choque térmico (Udono y Srivastava, 1993; Heike y col., 1996; Zhu y col., 1996; Suzue y col., 1997;
Ciupitu y col., 1998).

Un experto reconoce que la presente invencion proporciona composiciones terapéuticas contra el cancer que
comprenden una variedad de péptidos designados para respuestas de linfocitos T CD8" que comprenden SEC ID
N°: 2 a SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas. Un experto también reconoce que la presente invencion
proporciona composiciones terapéuticas contra el cancer que comprenden una variedad de péptidos designados
para respuestas de linfocitos T CD8" que consisten esencialmente en SEC ID N° 2 a SEC ID N°: 8, o una
combinacioén de las mismas.

Un experto reconoce que referencias tales como Abrams y Schlom (2000) resumen los presentes puntos de vista
sobre la modificacion racional de Ag. Se describen dos tipos de péptidos: (1) péptidos agonistas que regulan por
incremento respuestas especificas para Ag; (2) péptidos antagonistas/agonistas parciales que regulan por
disminucion las mismas respuestas. Sin embargo, es un objetivo de la presente invencién proporcionar terapia que
estimula respuestas inmunitarias especificas para Ag mientras que al mismo tiempo no se provoca la muerte celular
inducida por activaciéon o muerte por abandono.

Un experto reconoce que las secuencias que codifican epitopes de proteina de unién a folato para la induccion de
inmunidad tumoral pueden obtenerse de bases de datos tales como la base de datos GenBank del Centro Nacional
para Informacion Biotecnoldgica o bases de datos comercialmente disponibles, tales como la de Celera Genomics,
Inc. (Rockville, MD). Ejemplos de secuencias de proteina de unién a folato que pueden comprender un epitope o que
pueden alterarse para comprender un epitope incluyen las siguientes, indicadas por los numeros de acceso de
GenBank: P14207; P15328; P13255; NP_000793; AAB05827; AAG36877; S42627; S00112; BFBO; S62670;
S62669; A55968; A45753; A33417; B40969; A40969; NP_057943; NP_057942; NP_057941; NP_057937;
NP_057936; NP_037439; NP_032061; NP_032060; NP_000795; NP_000794; AAF66225; BAA37125; P02752;
QO05685; P35846; P02702; AAD53001; AAD33741; AAD33740; AAD19354; AAD19353; AAC98303; AAB81938;
AAB81937; AAB49703; AAB35932; 1011184A; 0908212A; CAA44610; CAA83553; AAA74896; AAA49056;
AAA37599; AAA37598; AAA37597; AAA37594; AAA37596; AAA37595; AAA35824; AAA35823; AAA35822;
AAA35821; AAA18382; y AAA17370.

Un experto también reconoce que los epitopes de secuencias de acidos nucleicos de la proteina de unién a folato
estan codificados por, o se alteran para codificar una variante de, por ejemplo, uno de los siguientes: U02715;
BE518506; BG058247; BG017460; NM_000802; U20391; NM_016731; NM_016730; NM_016729; NM_016725;
NM_016724; NM_013307; NM_008035; NM_008034; BF153292; BF114518; BE940806; BE858996; AF219906;
AF219905; AF219904; BE687177; BE636622; BE627230; BE506561; BE505048; BE496754; BB114010; BB109527;
BB107219; BE206324; BE448392; BE207596; BE206635; BE240998; BE228221; BE225416; BE225404;
BB214040; BE199619; BE199597; BE198610, BE198571; BE188055; BE187804; BB032646; BE037278,;
BEO037125; BE037110; BE037009; BE036024; BE035828; BEO035751; BE019724; AW913291; AW912445;
AWS823912; AWS823418; AB023803; AB022344; AWA475385; AW323586; AW319308; AW239668; AV253136;
AWO013716; AW013704; AWO013702; AW013696; AW013669; AW013647; AWO013501; AW013484; AW013428;
AWO013404; AW013386; AW013284; AW013183; AF061256; Al956572; Al882550; Al822932; Al785988; Al744273;
Al727302; AI725714; AF137375; AF137374; AF137373; AF096320; AF096319; Al663857; Al647841; Al646950;
AlI607910; AlI529173; AlI509734; Al506267; Al498269; Al000444; AA956337; AA955042; AA899838; AAB899718;
AA858756; AI311561; AI385951; Al352406; AF100161; Al326503; Al325517; AI325453; A1325382; Al323700;
Al323374; AI313973; AI196928; AF091041; Al156212; Al120374; AI119000; AA408670; AA408072; AA407615;
AA995272; C78593; AA999910; AA991491; X99994; X99993; X99992; X99991; X99990; AA958985; AA873222;
AA930051; AA895334; AA796142; AAT798223; AAT734325; AAB90871; AA674988; AA674863; AA674821;
AAB74744; AA671558; AF000381; AF000380; AA637071; AA616314; AA109687; AA608235; AA589050; AA544782;
AA522095; AA386821; AA386818; AA386495; AA289278; AA286342; AA276302; AA276123; AA277280;
AA273543; U89949; AA208306; AA208089; AA242285; AA139715; AA139709; AA139675; AA139593; AA124010;
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AA108790; AA108350; AA028831; AA061275; W82933; AA015571; W71715; W59165; X62753; Z32564; T29279;
M25317; M86438; J03922; M64817; L25338; M97701; M97700; M64782; M35069; J05013; M28099; J02876;
u08471; U02714; y U02716.

Un experto también reconoce que el alcance de la invencion no se limita a los nonapéptidos especificos descritos en
SEC ID N° 2 a SEC ID N° 8. Los antigenos que comprenden un epitope de FBP pueden ser al menos
aproximadamente 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, o hasta aproximadamente 30. Se contempla
que cualquier aminoacido pueda usarse para adiciones o llenar el resto de secuencias, ademas de la secuencia de
variante especifica proporcionada en el presente documento. Sin embargo, se prefiere que sean aquellos que
mantendran la secuencia subyacente de FBP.

lll. Diseno racional de vacunas

El objetivo del disefio racional de vacunas es producir analogos estructurales de compuestos bioldgicamente activos.
Creando tales analogos es posible disefiar vacunas que son mas activas o estables que las moléculas naturales,
que tienen diferente susceptibilidad para alteracién o que pueden afectar la funcién de diversas otras moléculas. En
un enfoque, un experto genera una estructura tridimensional para la variante de proteina de union a folato de la
invencién o un fragmento de la misma. Esto podria llevarse a cabo por cristalografia de rayos X, modelado
informatico o por una combinacion de ambos enfoques. Un enfoque alternativo implica la sustitucion al azar de
grupos funcionales mediante la variante de proteina de unidn a folato, y se determina el efecto resultante sobre la
funcioén.

También es posible aislar un anticuerpo especifico para variante de proteina de unién a folato, seleccionado por un
ensayo funcional, y luego resolver su estructura cristalina. En principio, este enfoque da un farmaco en el que puede
basarse el posterior disefio de vacuna. Es posible evitar la cristalografia de proteinas en conjunto generando
anticuerpos antiidiotipicos para un anticuerpo farmacolégicamente activo funcional. Como imagen especular de una
imagen especular se esperaria que el sitio de union de antiidiotipo fuera un analogo del antigeno original. El
antiidiotipo podria entonces usarse para identificar y aislar péptidos de bancos de péptidos quimicamente o
biol6gicamente producidos. Entonces, los péptidos seleccionados servirian de vacuna.

Asi, pueden disefiarse vacunas que tienen actividad bioldgica potenciada y mejorada, por ejemplo, actividad
antitumoral, con respecto a una variante de proteina de union a folato de partida de la invenciéon. En virtud de
procedimientos de aislamiento quimicos convencionales y otras descripciones en el presente documento, pueden
producirse cantidades suficientes de las variantes de proteina de unién a folato de la invencién para realizar estudios
cristalograficos. Ademas, el conocimiento de las caracteristicas quimicas de estos compuestos permite las
predicciones empleadas por ordenador de relaciones estructura-funcion.

IV. Reactivos inmunolégicos

Es muy conocido en la técnica que la inmunogenicidad de una composicion de inmunogén particular puede
potenciarse por el uso de estimulantes no especificos de la respuesta inmunitaria, conocidos como adyuvantes.
Adyuvantes adecuados incluyen todos los compuestos inmunoestimulantes aceptables, tales como citocinas,
quimiocinas, cofactores, toxinas, plasmodios, composiciones sintéticas o LEE o CEE que codifican tales adyuvantes.

Adyuvantes que pueden usarse incluyen IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, IL-12, y-interferon, GMCSP, BCG, hidroxido de
aluminio, compuestos de MDP tales como thur-MDP y nor-MDP, CGP (MTP-PE), lipido A y monofosforil lipido A
(MBL). También se contempla RIBI, que contiene tres componentes extraidos de bacterias, MPL, dimicolato
trehalosa (TDM) y esqueleto de la pared celular (CWS) en una emulsion al 2 % de escualeno/Tween 80. Pueden
incluso usarse antigenos de MHC. A modo de ejemplo, adyuvantes frecuentemente preferidos incluyen adyuvante
completo de Freund (un estimulante no especifico de la respuesta inmunitaria que contiene Mycobacterium
tuberculosis destruido), adyuvantes incompletos de Freund y adyuvante de hidroxido de aluminio.

Ademas de los adyuvantes, puede desearse coadministrar modificadores de la respuesta biologica (BRM), que se ha
mostrado que regulan por incremento la inmunidad de linfocitos T o regulan por disminucién la actividad de células
supresoras. Tales BRM incluyen, pero no se limitan a, Cimetidina (CIM; 1200 mg/d) (Smith/Kline, PA); ciclofosfamida
de baja dosis (CYP; 300 mg/m?) (Johnson/ Mead, NJ), citocinas tales como y-interferén, IL-2 o IL-12 o genes que
codifican proteinas que participan en funciones colaboradoras inmunitarias, tales como B-7.

Puede usarse una variedad de vias para administrar las vacunas que incluyen, pero no se limitan a, subcutanea,
intramuscular, intradérmica, intraepidérmica, intravenosa e intraperitoneal.

Un individuo, tal como un paciente, se inyecta con vacuna generalmente como se ha descrito anteriormente. El
antigeno puede mezclarse con adyuvante, tal como adyuvante completo o incompleto de Freund. Las
administraciones de refuerzo con la misma vacuna o ADN que codifica la misma pueden producirse a intervalos de
aproximadamente dos semanas.
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V. Agentes inmunoterapéuticos

Un agente inmunoterapéutico generalmente se basa en el uso de células efectoras inmunitarias y moléculas para
elegir como diana y destruir células cancerosas. El efector inmunitario puede ser, por ejemplo, una variante de
proteina de union a folato que es o es similar a un antigeno de célula tumoral. La variante sola puede servir de
efector de terapia o puede reclutar otras células para efectuar realmente la destruccion de células. La variante
también puede conjugarse con un farmaco o toxina (por ejemplo, un quimioterapéutico, un radionuclido, una cadena
A de ricina, una toxina del célera, una toxina pertussis, etc.) y servir simplemente como agente que elige diana.
Tales conjugados de anticuerpo se llaman inmunotoxinas, y son muy conocidas en la técnica (véase la patente de
EE.UU. 5.686.072, la patente de EE.UU. 5.578.706, la patente de EE.UU. 4.792.447, la patente de EE.UU.
5.045.451, la patente de EE.UU. 4.664.911 y la patente de EE.UU. 5.767.072). Alternativamente, el efector puede
ser un linfocito que lleva una molécula de superficie que interacciona, tanto directamente como indirectamente, con
una diana de célula tumoral. Diversas células efectoras incluyen linfocitos T citotdxicos y células NK.

En un aspecto de la inmunoterapia, la célula tumoral debe poseer algun marcador que sea flexible para la eleccién
como diana, es decir, no esta presente en la mayoria de otras células. Existen muchos marcadores tumorales,
ademas de la proteina de unidn a folato descrita en el presente documento, y cualquiera de éstos puede ser
adecuado para ser elegido como diana en el contexto de la presente invencion. Marcadores tumorales comunes
incluyen antigeno carcinoembrionario, antigeno especifico de la préstata, antigeno asociado a tumor urinario,
antigeno fetal, tirosinasa (p97), gp68, TAG-72, HMFG, antigeno de sialil-Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor de
estrogenos, receptor de laminina, erb B y p155.

Las divulgaciones presentadas en el presente documento tienen relevancia significativa para la inmunoterapia de
enfermedades y trastornos humanos, que incluyen cancer. En el uso de composiciones inmunoterapéuticas
derivadas del antigeno de la presente invencion en procedimientos de tratamiento también pueden emplearse otros
tratamientos convencionales tales como radioterapia o quimioterapia. Sin embargo, se prefiere usar la inmunoterapia
sola inicialmente ya que su eficacia puede evaluarse facilmente. Las inmunoterapias del cancer pueden clasificarse
ampliamente como adoptivas, pasivas y activas, como se describe en las siguientes secciones, y pueden usarse o
producirse con el antigeno de la variante de proteina de unién a folato de la presente invencion.

A. Inmunoestimulantes

Un aspecto especifico de la inmunoterapia es usar una molécula inmunoestimulante como agente, o mas
preferentemente conjuntamente con otro agente, tal como, por ejemplo, una citocina tal como IL-2, IL-4, IL-12, GM-
CSF, factor de necrosis tumoral; interferones alfa, beta y gamma; F42K y otros analogos de citocina; una quimiocina
tal como, por ejemplo, MIP-1, MIP-1beta, MCP-1, RANTES, IL-8; o un factor de crecimiento tal como, por ejemplo,
ligando de FLT3.

Una citocina particular contemplada para su uso en la presente invencién es el factor de necrosis tumoral. El factor
de necrosis tumoral (TNF; caquectina) es una glicoproteina que destruye algunos tipos de células cancerosas, activa
la produccion de citocinas, activa macréfagos y células endoteliales, promueve la produccion de colageno y
colagenasas, es un mediador inflamatorio y también un mediador de choque séptico, y promueve el catabolismo,
fiebre y suefio. Algunos agentes infecciosos producen la regresion tumoral mediante la estimulacion de la produccion
de TNF. El TNF puede ser bastante toxico cuando se usa solo en dosis eficaces, de manera que las pautas éptimas
probablemente lo usaran en menores dosis en combinacién con otros farmacos. Sus acciones inmunosupresoras
son potenciadas por gamma-interferon, de manera que la combinacion es posiblemente peligrosa. También se ha
encontrado que un hibrido de TNF e interferén-a posee actividad contra el cancer.

Otra citocina especificamente contemplada es interferén alfa. Se ha usado interferén alfa en el tratamiento de
leucemia de células pilosas, sarcoma de Kaposi, melanoma, carcinoide, cancer de células renales, cancer de ovario,
cancer de vejiga, linfomas no Hodgkin, micosis fungoides, mieloma mdltiple y leucemia granulocitica crénica.

B. Inmunoterapia pasiva

Existen varios enfoques diferentes para la inmunoterapia pasiva del cancer. Pueden clasificarse ampliamente en los
siguientes: inyeccion de vacuna sola; inyeccién de vacuna acoplada a toxinas o agentes quimioterapéuticos;
inyeccion de vacuna acoplada a is6topos radiactivos; inyeccion de vacuna antiidiotipo; y finalmente, purgado de
células tumorales en médula dsea.

Puede ser favorable administrar mas de una vacuna asociada a dos antigenos diferentes o incluso vacuna con
multiple especificidad por antigenos. Los protocolos de tratamiento también pueden incluir administracion de
linfocinas u otros potenciadores inmunitarios (Bajorin y col. 1988).

C. Inmunoterapia activa

En algunas realizaciones de la invencién puede emplearse inmunoterapia activa. En la inmunoterapia activa se
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administra una variante de proteina de unién a folato (por ejemplo, un péptido o polipéptido), un acido nucleico que
codifica una variante de proteina de union a folato y/o componentes de vacuna adicionales, tales como, por ejemplo,
una célula que expresa la variante de proteina de unién a folato (por ejemplo, una célula dendritica fusionada con
una célula tumoral, o una composicion de células tumorales autélogas o alégenas que expresan el antigeno), un
adyuvante, una proteina recombinante, un inmunomodulador y similares (Ravindranath y Morton, 1991; Morton y
Ravindranath, 1996; Morton y col., 1992; Okamoto y col.,1997; Kugler y col., 2000; Trefzer y col., 2000; Mitchell y
col., 1990; Mitchelly col., 1993).

Un péptido antigénico, polipéptido o proteina, o una composicion de células tumorales autdlogas o alégenas o
“vacuna”, se administra generalmente con un adyuvante bacteriano distinto (Ravindranath y Morton, 1991; Morton y
(Ravindranath, 1996; Morton y col., 1992; Mitchell y col., 1990; Mitchell y col., 1993). En la inmunoterapia del
melanoma, aquellos pacientes que provocan alta respuesta de IgM frecuentemente sobreviven mejor que aquellos
que no provocan anticuerpos o provocan bajos anticuerpos IgM (Morton y col., 1992). Los anticuerpos IgM son
frecuentemente anticuerpos transitorios y la excepcion a la regla parecer ser anticuerpos anti-gangliésido o anti-
hidrato de carbono.

D. Inmunoterapia adoptiva

En la inmunoterapia adoptiva, los linfocitos circulantes del paciente, o linfocitos infiltrados en tumores, se aislan in
vitro, se activan por linfocinas tales como IL-2 o se transducen con genes para necrosis tumoral, y se readministran
(Rosenberg y col., 1988; 1989). Para lograr esto se administraria a un animal, o paciente humano, una cantidad
inmunolégicamente eficaz de linfocitos activados en combinacién con una composicion de péptido antigénica
incorporada en adyuvante como se ha descrito en el presente documento. Los linfocitos activados seran lo mas
preferentemente las propias células del paciente que se aislaron anteriormente de una sangre o muestra tumoral y
se activaron (o “expandieron”) in vitro. En ciertas realizaciones, los linfocitos del paciente se cultivan o expanden en
numero o se seleccionan para actividad, tal como inmunorreactividad para el antigeno. Esta forma de inmunoterapia
ha producido varios casos de regresion de melanoma y carcinoma renal.

VI. Vacunas

La presente invencién contempla vacunas para su uso en realizaciones de inmunizacién tanto activa como pasiva.
Las composiciones inmunogénicas, propuestas por ser adecuadas para su uso como vacuna, pueden prepararse lo
mas facilmente directamente a partir de péptidos estimulantes de CTL inmunogénicos preparados de un modo
desvelado en el presente documento. Preferentemente, el material antigénico se dializa ampliamente para eliminar
moléculas de peso molecular pequefio no deseadas y/o se liofilizan para la formulaciéon mas lista en un vehiculo
deseado.

La preparacion de vacunas que contienen secuencias de péptidos como principios activos se entiende generalmente
bien en la materia, como se ejemplifica por las patentes de EE.UU. 4.608.251; 4.601.903; 4.599.231; 4.599.230;
4.596.792; y 4.578.770. Normalmente, tales vacunas se preparan como inyectables. También puede prepararse bien
como disoluciones liquidas o bien como suspensiones: formas sélidas adecuadas para disolucion en, o suspensién
en, liquido antes de inyeccion. La preparacion también puede emulsionarse. EI componente inmundégeno activo se
mezcla frecuentemente con excipientes que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con el principio activo.
Excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares y
combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, la vacuna puede contener cantidades menores de sustancias
auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes de tamponamiento del pH, o adyuvantes que
potencian la eficacia de las vacunas.

Las vacunas pueden administrarse convencionalmente parenteralmente, mediante inyeccion, por ejemplo, tanto
subcutaneamente como intramuscularmente. Formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de
administracién incluyen supositorios y, en algunos casos, formulaciones orales. Para los supositorios, aglutinantes y
vehiculos tradicionales pueden incluir, por ejemplo, polialcalenoglicoles o triglicéridos: tales supositorios pueden
formarse a partir de mezclas que contienen el principio activo en el intervalo de aproximadamente el 0,5 % a
aproximadamente el 10 %, preferentemente aproximadamente el 1 a aproximadamente el 2 %. Formulaciones orales
incluyen tales excipientes normalmente empleados como, por ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa,
almidon, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de magnesio y similares. Estas composiciones
toman la forma de disoluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacion
sostenida o polvos y contienen de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 95 % de principio activo,
preferentemente de aproximadamente el 25 a aproximadamente el 70 %.

Los péptidos de la presente invenciéon pueden formularse en la vacuna como formas neutras o de sal. Sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicidn de acido (formadas con los grupos amino libres del
péptido) y aquellas que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o
tales acidos organicos como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Sales formadas con los grupos
carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio,
potasio, amonio, calcio o férricos, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanol,
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histidina, procaina y similares.

Las vacunas se administran de un modo compatible con la formulacién de dosificacion, y en cantidad tal que sera
terapéuticamente eficaz e inmunogénica. La cantidad que va a administrarse depende del sujeto que va a tratarse,
que incluye, por ejemplo, la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar anticuerpos, y el grado de
proteccion deseado. Cantidades precisas de principio activo requeridas para ser administradas dependen del criterio
del médico. Sin embargo, intervalos de dosificacién adecuados son del orden de varios cientos de microgramos de
principio activo por vacunacion. También son variables pautas adecuadas para la administracion inicial y vacunas de
refuerzo, pero estan tipificadas por una administracion inicial, seguida de inoculaciones posteriores u otras
administraciones.

El modo de aplicacion puede variarse ampliamente. Es aplicable cualquiera de los procedimientos convencionales
para administracion de una vacuna. Se cree que éstos incluyen administracion oral sobre una base sodlida
fisioldgicamente aceptable o en una dispersion fisioldgicamente aceptable, parenteralmente, mediante inyeccion o
similares. La dosificacion de la vacuna dependera de la via de administraciéon y variara segun el tamafio del
huésped.

Diversos procedimientos de conseguir el efecto adyuvante para la vacuna incluyen uso de agentes tales como
hidréxido de aluminio o fosfato (alumbre), cominmente usados como disolucién a aproximadamente el 0,05 a
aproximadamente el 0,1% en solucion salina tamponada con fosfato, mezcla con polimeros sintéticos de azucares
(Carbopol®) usados como una disolucion a aproximadamente el 0,25 %, agregacién de la proteina en la vacuna por
tratamiento térmico con temperaturas que oscilan entre aproximadamente 70 ° y aproximadamente 101 °C durante
un periodo de 30 segundos a 2 minutos, respectivamente. También puede emplearse agregacion por reactivacion
con anticuerpos tratados con pepsina (Fab) para albumina, mezcla con células bacterianas tales como C. parvum o
endotoxinas o componentes de lipopolisacarido de bacterias Gram-negativas, emulsion en vehiculos de aceite
fisiolégicamente aceptables tales como mono-oleato de manida (Aracel A) o emulsion con una disolucién al 20 % de
un perfluorocarbono (Fluosol-DA®) usado como un sustituto de bloques.

En muchos casos se deseara tener multiples administraciones de la vacuna, normalmente que no superen seis
vacunaciones, mas normalmente que no superen cuatro vacunaciones y preferentemente una o mas, normalmente
al menos aproximadamente tres vacunaciones. Las vacunaciones seran normalmente en intervalos de dos a doce
semanas, mas normalmente intervalos de tres a cincos. Se desearan refuerzos periddicos a intervalos de 1-5 afios,
normalmente tres afios, para mantener niveles protectores de los anticuerpos. El transcurso de la inmunizacién
puede ir seguido de ensayos para anticuerpos para los antigenos en sobrenadante. Los ensayos pueden realizarse
marcando con marcas convencionales, tales como radionuclidos, enzimas, fluorescentes y similares. Estas técnicas
son muy conocidas y pueden encontrarse en una amplia variedad de patentes, tales como las patentes de EE.UU. n°
3.791.932; 4.174.384 y 3.949.064, como ilustrativos de estos tipos de ensayos.

Para que una composicion antigénica sea Util como una vacuna, una composicion antigénica debe inducir una
respuesta inmunitaria al antigeno en una célula, tejido o animal (por ejemplo, un ser humano). Como se usa en el
presente documento, una “composicién antigénica” puede comprender un antigeno (por ejemplo, un péptido o
polipéptido), un acido nucleico que codifica un antigeno (por ejemplo, un vector de expresion de antigeno), o una
célula que expresa o que presenta un antigeno. En realizaciones particulares, la composicion antigénica comprende
o codifica una variante de proteina de unién a folato, o un equivalente inmunoldgicamente funcional de la misma. En
otras realizaciones, la composicién antigénica esta en una mezcla que comprende un agente inmunoestimulante
adicional o acidos nucleicos que codifican tal agente. Agentes inmunoestimulantes incluyen, pero no se limitan a, un
antigeno adicional, un inmunomodulador, una célula presentadora de antigeno o un adyuvante. En otras
realizaciones, uno o mas de los agentes adicionales esta covalentemente unido al antigeno o un agente
inmunoestimulante, en cualquier combinacién. En ciertas realizaciones, la composicion antigénica esta conjugada
con o comprende aminoacidos del motivo de anclaje de HLA.

En ciertas realizaciones, una composicion antigénica o equivalente inmunoldgicamente funcional puede usarse como
vacuna eficaz en inducir una respuesta inmunitaria humoral y/o mediada por células de anti-variante de proteina de
union a folato en un animal. La presente invenciéon contempla una o mas composiciones antigénicas o vacunas para
su uso en tanto realizaciones de inmunizacién activas como pasivas.

Una vacuna de la presente invencién puede variar en su composicion de componentes proteinaceos, de acido
nucleico y/o celular. En un ejemplo no limitante, un acido nucleico que codifica un antigeno también podria
formularse con un adyuvante proteinaceo. Por supuesto, se entendera que diversas composiciones descritas en el
presente documento pueden comprender ademas componentes adicionales. Por ejemplo, uno o mas componentes
de vacuna pueden estar comprendidos en un lipido o liposoma. En otro ejemplo no limitante, una vacuna puede
comprender uno o mas adyuvantes. Una vacuna de la presente invencion, y sus diversos componentes, pueden
prepararse y/o administrarse mediante cualquier procedimiento desvelado en el presente documento o como seria
conocido para un experto habitual en la materia, en vista de la presente divulgacion.
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A. Antigenos proteinaceos

Se entiende que una composicion antigénica de la presente invencion puede prepararse mediante un procedimiento
que es muy conocido en la técnica; que incluye, pero no se limita a, sintesis quimica por sintesis en fase sdlida y
purificacion lejos de los otros productos de las reacciones quimicas por HPLC, o produccién por la expresion de una
secuencia de acidos nucleicos (por ejemplo, una secuencia de ADN) que codifica un péptido o polipéptido que
comprende un antigeno de la presente invencidon en un sistema de traduccién in vitro o en una célula viva.
Preferentemente, la composicion antigénica se aisla y se dializa ampliamente para eliminar una o mas moléculas de
peso molecular pequefio no deseadas y/o liofiliza para formulaciones mas listas en un vehiculo deseado. Se
entiende adicionalmente que aminoacidos adicionales, mutaciones, modificacién quimica y similares, si los hay, que
se hacen en un componente de vacuna no interferiran preferentemente sustancialmente con el reconocimiento de
anticuerpo de la secuencia epitdpica.

Un péptido o polipéptido correspondiente a uno o mas determinantes antigénicos de la variante de proteina de union
a folato de la presente invencion debe generalmente tener al menos cinco o seis residuos de aminoacidos en
longitud, y puede contener hasta aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, o mas. Una
secuencia de péptidos puede sintetizarse mediante procedimientos conocidos para aquellos expertos habituales en
la materia, por ejemplo, sintesis de péptidos usando maquinas de sintesis de péptidos automatizadas tales como
aquellas disponibles de Applied Biosystems (Foster City, CA).

También pueden prepararse péptidos o polipéptidos mas largos, por ejemplo, por medios recombinantes. En ciertas
realizaciones, un acido nucleico que codifica una composicién antigénica y/o un componente descrito en el presente
documento puede usarse, por ejemplo, para producir una composicién antigénica in vitro o in vivo para las diversas
composiciones y procedimientos de la presente invencion. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un acido nucleico
que codifica un antigeno esta comprendido en, por ejemplo, un vector en una célula recombinante. El acido nucleico
puede expresarse para producir un péptido o polipéptido que comprende una secuencia antigénica. El péptido o
polipéptido puede secretarse de la célula, o estar comprendido como parte de o dentro de la célula.

B. Antigenos de vacuna genética

En ciertas realizaciones, una respuesta inmunitaria puede promoverse transfectando o inoculando un animal con un
acido nucleico que codifica un antigeno. Entonces, una o mas células comprendidas dentro de un animal expresan
las secuencias codificadas por el acido nucleico después de la administracién del acido nucleico al animal. Asi, la
vacuna puede comprender “vacuna genética” util para los protocolos de inmunizacion. Una vacuna también puede
estar en forma de, por ejemplo, un acido nucleico (por ejemplo, un ADNc o un ARN) que codifica toda o parte de la
secuencia de péptidos o de polipéptidos de un antigeno. La expresion in vivo por el acido nucleico puede ser, por
ejemplo, por un plasmido tipo vector, un vector viral o un vector de construccion viral/de plasmido.

En aspecto preferidos, el acido nucleico comprende una region codificante que codifica toda o parte de las
secuencias desveladas como SEC ID N°: 2 a SEC ID N°: 8, o un equivalente inmunolégicamente funcional de las
mismas. Por supuesto, el acido nucleico puede comprender y/o codificar secuencias adicionales, que incluyen, pero
no se limitan a, aquellas que comprenden uno o mas inmunomoduladores o adyuvantes. Previamente se han
desvelado secuencias codificantes de nucledtidos y proteinas, polipéptidos y péptidos para diversos genes, y
pueden encontrarse en bases de datos computerizadas conocidas para aquellos expertos habituales en la materia.
Una base de datos tal son las bases de datos Genbank y GenPept del Centro Nacional para Informacion
Biotecnoloégica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las regiones codificantes para estos genes conocidos pueden
amplificarse, combinarse con las secuencias de acidos nucleicos que codifican la variante de proteina de union a
folato desvelada en el presente documento (por ejemplo, ligarse) y/o expresarse usando las técnicas desveladas en
el presente documento, o por cualquier técnica que seria conocida para aquellos expertos habituales en la materia
(por ejemplo, Sambrook y col., 1987). Aunque un acido nucleico puede expresarse en un sistema de expresion in
vitro, en realizaciones preferidas el acido nucleico comprende un vector para la replicacion y/o expresion in vivo.

C. Antigenos de vacunas celulares

En otra realizacion, una célula que expresa el antigeno puede comprender la vacuna. La célula puede aislarse de un
cultivo, tejido, érgano u organismo y administrarse a un animal como vacuna celular. Asi, la presente invencion
contempla una “vacuna celular’. La célula puede transfectarse con un acido nucleico que codifica un antigeno para
potenciar su expresion del antigeno. Por supuesto, la célula puede también expresar uno o0 mas componentes
adicionales de vacuna, tales como inmunomoduladores o adyuvantes. Una vacuna puede comprender toda o parte
de la célula.

D. Equivalentes inmunolégicamente funcionales

Pueden hacerse modificacion y cambios en la estructura de los péptidos de la presente invencion y segmentos de
ADN que los codifican y todavia obtener una molécula funcional que codifica una proteina o péptido con
caracteristicas deseables. Lo siguiente es una discusién basada en cambiar los aminoacidos de una proteina para
crear una molécula de segunda generacion equivalente, o incluso mejorada. Los cambios de aminoacidos pueden
lograrse cambiando los codones de la secuencia de ADN, segun la siguiente tabla de codones:
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Tabla 1
Amino acidos Codones
Alanina Ala A OCAGCCGCGGCU
Cisteina Cys C uGCcuaGu
Acido aspartico Asp D  GAC GAU
Acido glutdmico Glu E  GAA GAG
Fenilalanina Phe F UuC Uuu
Glicina Gly G GGAGGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleicina lle I AUA AUC AUU
Lisina Lys K AAA AAG
Leucina Leu L UUA UUG CUA CUC CUG CcuuU
Metionina Met M  AUG
Asparagina Asn N  AAC AAU
Prolina Pro P CCA Ccc cecaceeu
Glutamina GIn Q CAACAG
Arginina Arg R  AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG uUcCU
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU
Valinea Val V  GUA GUC GUG GUU
Triptéfano Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU

Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituirse con otros aminoacidos en una estructura de proteina sin pérdida
apreciable de la capacidad de union interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de union al
antigeno de anticuerpos o sitios de unién sobre moléculas de sustrato. Como es la capacidad interactiva y la
naturaleza de una proteina la que define la actividad biolégica funcional de esa proteina, pueden hacerse ciertas
sustituciones de secuencias de aminoacidos en una secuencia de proteinas, y, por supuesto, su secuencia
codificante de ADN subyacente, y, sin embargo, obtener una proteina con propiedades similares. Asi, se contempla
por los inventores que pueden hacerse diversos cambios en las secuencias de péptidos de las composiciones
desveladas, o secuencias de ADN correspondientes que codifican los péptidos, sin pérdida apreciable de su utilidad
o actividad biolégica. Las sustituciones de aminoacidos pueden basarse en la similitud relativa de los sustituyentes
de cadenas laterales de aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobia, hidrofilia, carga, tamafio y similares. Sustituciones
a modo de ejemplo que tienen en cuenta diversas de las anteriores caracteristicas son muy conocidas para aquellos
expertos en la materia.

También se han dedicado numerosas publicaciones cientificas a la prediccidon de la estructura secundaria, y a la
identificacion de un epitope, de analisis de una secuencia de aminoacidos (Chou y Fasman, 1974a,b; 1978a,b,
1979). Cualquiera de estos puede usarse, si se desea, para complementar las ensefianzas de la patente de EE.UU.
4.554.101.

Ademas, actualmente estan disponibles programas informaticos para ayudar a predecir una porciéon antigénica y una
region central epitépica de una o mas proteinas, polipéptidos o péptidos. Ejemplos incluyen aquellos programas
basados en el analisis de Jameson-Wolf (Jameson & Wolf, 1988; Wolf y col., 1988), el programa PepPlot® (Brutlag y
col., 1990; Weinberger y col., 1985) y otros programas nuevos para la prediccion de estructuras terciarias de la
proteina (Fetrow & Bryant, 1993). Otro programa de software comercialmente disponible que puede llevar a cabo
tales analisis es MacVector (IBl, New Haven, CT).

Como pueden hacerse modificaciones y cambios en la estructura de una composiciéon antigénica (por ejemplo, una
variante de proteina de union a folato) de la presente invencidn, y todavia obtener moléculas que tienen
caracteristicas similares o de otro modo deseables, tales equivalentes inmunolégicamente funcionales también estan
englobados dentro de la presente invencion.

Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituirse con otros aminoacidos en una estructura de péptido, polipéptido
o proteina sin pérdida apreciable de la capacidad de unién interactiva con estructuras tales como, por ejemplo,
regiones de union al antigeno de anticuerpos, sitios de union sobre las moléculas de sustrato o receptores, sitios de
union al ADN o semejantes. Como es la capacidad interactiva y naturaleza de un péptido, polipéptido o proteina que
define su actividad funcional bioldgica (por ejemplo, inmunoldgica), ciertas sustituciones de secuencias de
aminoacidos pueden hacerse en una secuencia de aminoacidos (0, por supuesto, su secuencia codificante de ADN
subyacente) y, sin embargo, obtener un péptido o polipéptido con propiedades similares (agonista). Asi, se
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contempla por los inventores que pueden hacerse diversos cambios en la secuencia de una composicion antigénica
tal como, por ejemplo, un péptido o polipéptido de la variante de proteina de uniéon a folato, o ADN subyacente, sin
pérdida apreciable de la utilidad o actividad bioldgica.

Por consiguiente, la composicion antigénica, particularmente un equivalente inmunolégicamente funcional de las
secuencias desveladas en el presente documento, pueden englobar una secuencia de moléculas de amino que
comprende al menos uno de los 20 aminoacidos comunes en proteinas naturalmente sintetizadas, o al menos un
aminoacido modificado o no natural, que incluye, pero no se limita a, aquellos mostrados en la siguiente Tabla 2.

TABLA 2: Aminoacidos modificados, no naturales o raros

Abreviatura Aminoacido Abreviatura  Aminoacido

Aad 2-Acido aminoadipico EtAsn N- etilasparagina
Baad 3- Acido aminoadipico Hyl Hidroxilisina

Bala B-alanine, b-Amino-propionic acid Ahyl Allo-Hidroxilisina
Abu 2-Acido aminobutirico 3Hyp 3- Hidroxiprolina
4Abu ;'péﬁgﬁiig“imb““”co* acido 4Hyp 4- Hidroxiprolina
Acp 6- Acido aminocaproico Ide Isodesmosina
Ahe 2- acido aminoheptanoico Aile Allo-isoleucina
Aib 2- acido aminoisobutirico MeGly N-metilglicina, sarcosina
Baib 3- acido aminoisobutirico Melle N- metilisoleucina
Apm 2- acido aminopimélico MeLys 6-N-metillisina
Dbu 2,4- acido diaminobutirico MeVal N-metilvalina

Des Desmosina Nva Norvalina

Dpm 2,2’- acido diaminopimélico Nle Norleucina

Dpr 2,3- acido diaminopropiénico Ore Ornitina

EtGly N- etilglicina

En términos de equivalente inmunolégicamente funcional, es bien entendido por el experto que, inherente en la
definicion esta el concepto de que hay un limite al nimero de cambios que pueden hacerse dentro de una porcion
definida de la molécula y todavia producir una molécula con un nivel aceptable de actividad inmunolégica
equivalente. Asi, un péptido o polipéptido inmunolégicamente funcional equivalente se define en el presente
documento como aquellos péptido(s) o polipéptido(s) en los que ciertos, no la mayoria o todos, del (de los)
aminoacido(s) puede(n) estar sustituido(s).

En particular, si se refiere a un péptido de longitud mas corta, se contempla que menos sustituciones de
aminoacidos deben hacerse dentro del péptido dado. Un polipéptido mas largo puede tener un ndmero intermedio de
cambios. La proteina de longitud completa tendra la mayor tolerancia para un mayor nimero de cambios. Por
supuesto, puede hacerse faciimente una pluralidad de distintos polipéptidos/péptidos con diferentes sustituciones y
usarse segun la invencion.

También es muy sabido que si se muestra que ciertos residuos son particularmente importantes para las
propiedades inmunoldgicas o estructurales de una proteina o péptido, por ejemplo, residuos en regiones de unién o
sitios activos, tales residuos no pueden generalmente intercambiarse. Esto es una consideracion importante en la
presente invencion, en la que cambios en el sitio antigénico de variante de proteina de union a folato deben
considerarse cuidadosamente y posteriormente probarse para garantizar el mantenimiento de la funcién
inmunolégica (por ejemplo, antigenicidad), cuando se desee el mantenimiento de la funcién inmunoldégica. De este
modo, equivalentes funcionales se definen en el presente documento como aquellos péptidos o polipéptidos que
mantienen una cantidad sustancial de su actividad inmunolégica nativa.

Las sustituciones de aminoacidos se basan generalmente en la similitud relativa de los sustituyentes de la cadena
lateral de aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobia, hidrofilia, carga, tamafo y similares. Un analisis del tamafio,
forma y tipo de los sustituyentes de la cadena lateral de aminoacidos revela que la arginina, lisina y histidina son
todos residuos positivamente cargados; que la alanina, glicina y serina son todos de un tamafio similar; y que la
fenilalanina, triptéfano y tirosina tienen todos una forma generalmente similar. La seleccion cuidadosa de una
sustitucién particular de aminoacidos para un péptido, a diferencia de una proteina, debe considerarse dadas las
diferencias en tamano entre péptidos y proteinas.

En otras realizaciones, determinantes antigénicos importantes de un péptido o polipéptido pueden identificarse por
un enfoque empirico en el que las porciones de un acido nucleico que codifica un péptido o polipéptido se expresan
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en un huésped recombinante, y el péptido(s) o polipéptido(s) resultante(s) se prueba(n) para su capacidad para
provocar una respuesta inmunitaria. Por ejemplo, puede usarse PCR™ para preparar una variedad de péptidos o
polipéptidos que carece de fragmentos sucesivamente mas largos del extremo C de la secuencia de aminoacidos.
La inmunoactividad de cada uno de estos péptidos o polipéptidos se determina para identificar aquellos fragmentos o
dominios que son inmunodominantes. Otros estudios en los que solo se elimina un pequefio nimero de aminoacidos
en cada iteracion permite entonces determinar con mas precision la localizacion del (de los) determinante(s)
antigénico(s) del péptido o polipéptido.

Otro procedimiento para determinar un determinante antigénico importante de un péptido o polipéptido es el sistema
SPOTs™ (Genosys Biotechnologies, Inc., The Woodlands, TX). En este procedimiento, péptidos solapantes se
sintetizan sobre una membrana de celulosa, que tras la sintesis y desproteccion, se criba usando un anticuerpo
policlonal o monoclonal. Un determinante antigénico de los péptidos o polipéptidos que se identifican inicialmente
puede localizarse adicionalmente realizando sintesis posteriores de péptidos mas pequefios con solapamientos
mayores, y sustituyendo eventualmente aminoacidos individuales en cada posicion a lo largo de la secuencia
inmunorreactiva.

Una vez se han completado uno o mas de tales analisis, se prepara una composicién antigénica tal como, por
ejemplo, un péptido o un polipéptido que contiene al menos las caracteristicas esenciales de uno o mas
determinantes antigénicos. Entonces se emplea una composicion antigénica en la generacion de antisueros contra la
composicion, y preferentemente (el) los determinante(s) antigénico(s).

Aunque la discusioén se ha basado en polipéptidos funcionalmente equivalentes que se producen a partir de cambios
de aminoacidos, se apreciara que estos cambios pueden efectuarse por alteracion del ADN codificante; teniendo
también en cuenta que el cddigo genético esta degenerado y que dos o mas codones pueden codificar el mismo
aminoacido. Los acidos nucleicos que codifican estas composiciones antigénicas también pueden construirse e
insertarse en uno o mas vectores de expresion mediante procedimientos convencionales (Sambrook y col., 1987),
por ejemplo, usando metodologia de clonacién por PCR™.

Ademas de los compuestos de peptidilo descritos en el presente documento, los inventores también contemplan que
pueden formularse otros compuestos estéricamente similares para imitar las porciones clave de la estructura del
péptido o polipéptido o para interaccionar especificamente con, por ejemplo, un anticuerpo. Tales compuestos, que
pueden llamarse peptidomiméticos, pueden usarse del mismo modo que un péptido o polipéptido de la invencion y
de ahi que también sean equivalentes inmunolégicamente funcionales.

Ciertos miméticos que imitan elementos de estructura secundaria de proteina se describen en Johnson y col. (1993).
El fundamento subyacente al uso de peptidomiméticos es que el esqueleto de péptidos de proteinas existe
principalmente para orientar cadenas laterales de aminoacidos de tal forma que se faciliten las interacciones
moleculares, tales como aquellas de anticuerpo y antigeno. Asi se disefia un peptidomimético para permitir
interacciones moleculares similares a la molécula natural.

E. Mutagénesis de antigenos

En realizaciones particulares, una composicion antigénica se muta para fines tales como, por ejemplo,
potenciamiento de su inmunogenicidad o producciéon o identificacion de una secuencia equivalente
inmunolégicamente funcional. Los procedimientos de mutagénesis son muy conocidos para aquellos expertos en la
materia (Sambrook y col., 1987).

Como se usa en el presente documento, el término “procedimiento de mutagénesis dirigida a oligonucleétidos” se
refiere a procedimientos dependientes del molde y propagacion mediada por vectores que producen un aumento en
la concentracién de una molécula de acido nucleico especifica con respecto a su concentracién inicial, o en un
aumento en la concentracién de una sefal detectable, tal como amplificacién. Como se usa en el presente
documento, el término “procedimiento de mutagénesis dirigida a oligonucleétidos” pretende referirse a un
procedimiento que implica la extensién dependiente del molde de una molécula de cebador. El término
procedimiento dependiente del molde se refiere a la sintesis de acidos nucleicos de una molécula de ARN o ADN en
la que la secuencia de la hebra recientemente sintetizada de acido nucleico esta impuesta por las reglas muy
conocidas del apareamiento de bases complementarias (véase, por ejemplo, Watson, 1987). Normalmente, las
metodologias mediadas por vector implican la introduccién del fragmento de acido nucleico en un vector de ADN o
ARN, la amplificacion clénica del vector y la recuperacion del fragmento de acido nucleico amplificado. Ejemplos de
tales metodologias se proporcionan por la patente de EE.UU. 4.237.224.

En una realizacién preferida se usa mutagénesis dirigida al sitio. La mutagénesis especifica para el sitio es una
técnica util en la preparacion de una composicion antigénica (por ejemplo, un péptido o polipéptido que comprende
variante de proteina de unién a folato, o proteina, polipéptido o péptido equivalente inmunolégicamente funcional),
mediante mutagénesis especifica del ADN subyacente. En general, la técnica de mutagénesis especifica para el sitio
es muy conocida en la técnica. La técnica proporciona ademas una capacidad lista para preparar y probar variantes
de secuencia, incorporando una o mas de las consideraciones anteriores, introduciendo uno o mas cambios de
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secuencias de nucledtidos en el ADN. La mutagénesis especifica para sitio permite la producciéon de un mutante
mediante el uso de secuencia(s) de oligonucledtidos especifica(s) que codifican la secuencia de ADN de la mutacion
deseada, ademas de un numero suficiente de nucleétidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de
cebadores de tamafo y complejidad de secuencias suficiente para formar un duplex estable en ambos lados de la
posicion que se muta. Normalmente se prefiere un cebador de aproximadamente 17 a aproximadamente 75
nucledtidos en longitud, con aproximadamente 10 a aproximadamente 25 o mas residuos en ambos lados de la
posicidon que se altera, mientras que son mas preferidos los cebadores de aproximadamente 17 a aproximadamente
25 nucledtidos de longitud, estando alterados aproximadamente 5 a 10 residuos en ambos lados de la posicion.

En general, la mutagénesis dirigida al sitio se realiza obteniendo primero un vector monocatenario, o fundiendo dos
cadenas de un vector bicatenario que incluye dentro de su secuencia una secuencia de ADN que codifica la proteina
deseada. Como sera apreciado por un experto habitual en la materia, la técnica normalmente emplea un vector de
bacteriéfago que existe en tanto una forma monocatenaria como bicatenaria. Vectores tipicos utiles en la
mutagénesis dirigida al sitio incluyen vectores tales como el fago M13. Estos vectores de fago estan comercialmente
disponibles y su uso es generalmente muy conocido para aquellos expertos en la materia. Los plasmidos
bicatenarios también se emplean rutinariamente en la mutagénesis dirigida al sitio, que elimina la etapa de transferir
el gen de interés de un fago a un plasmido.

Este cebador mutagénico se hibrida entonces con la preparacion de ADN monocatenaria y se somete a enzimas que
polimerizan ADN tales como, por ejemplo, fragmento de Klenow de polimerasa | de E. coli con el fin de completar la
sintesis de la hebra que lleva la mutacién. Asi, se forma un heteroduplex en el que una hebra codifica la secuencia
no mutada original y la segunda hebra lleva la mutacion deseada. Este vector de heteroduplex se usa entonces para
transformar células apropiadas, tales como células de E. coli, y se seleccionan clones que incluyen vectores
recombinantes que llevan la disposicion de secuencia mutada.

Alternativamente, un par de cebadores pueden hibridarse con dos hebras separadas de un vector bicatenario para
sintetizar simultaneamente ambas hebras complementarias correspondientes con la mutacién (mutaciones)
deseada(s) en una reaccion de PCR™. Se ha concebido un esquema de seleccion genética para enriquecer clones
que incorporan el oligonucleétido mutagénico (Kunkel y col., 1987). Alternativamente, el uso de PCR™ con enzimas
termoestables comercialmente disponibles tales como Taq polimerasa puede usarse para incorporar un cebador de
oligonucledtidos mutagénico en un fragmento de ADN amplificado que puede entonces clonarse en un vector de
clonacion o de expresion apropiado (Tomic y col., 1990; Upender y col., 1995). También puede usarse una PCR™
empleando una ligasa termostable, ademas de una polimerasa termostable, para incorporar un oligonucleétido
mutagénico fosforilado en un fragmento de ADN amplificado que puede entonces clonarse en un vector de clonacion
o de expresion apropiado (Michael 1994).

La preparacion de variantes de secuencia del gen seleccionado usando mutagénesis dirigida al sitio se proporciona
como un medio de produccién de especies posiblemente Utiles y no pretende ser limitante, ya que hay otras formas
en las que pueden obtenerse variantes de secuencias de genes. Por ejemplo, los vectores recombinantes que
codifican el gen deseado pueden tratarse con agentes mutagénicos, tales como hidroxilamina, para obtener
variantes de secuencia.

Adicionalmente, una técnica de mutagénesis particularmente util es la mutagénesis de barrido con alanina en la que
varios residuos se sustituyen individualmente con el aminoacido alanina de manera que pueden determinarse los
efectos de perder interacciones de cadenas laterales, mientras que se minimiza el riesgo de perturbaciones a gran
escala en la conformacion de proteinas (Cunningham y col.,1989).

F. Vectores

Con el fin de efectuar la replicacion, expresion o mutagénesis de un acido nucleico, el acido nucleico puede
administrarse (“transfectarse”) a una célula. La transfeccion de células puede usarse, en ciertas realizaciones, para
producir recombinantemente uno o mas componentes de vacuna para la posterior purificacion y preparacion en una
vacuna farmacéutica. En otras realizaciones, el acido nucleico puede comprender una vacuna genética que se
administra a un animal. En otras realizaciones, el acido nucleico se transfecta en una célula y la célula se administra
a un animal como componente de vacuna celular. El acido nucleico puede consistir solo en ADN recombinante
desnudo, o puede comprender, por ejemplo, materiales adicionales para proteger el acido nucleico y/o ayudar en su
eleccion de diana para tipos de células especificas.

El término “vector” se usa para referirse a una molécula de acido nucleico portadora en la que una secuencia de
acidos nucleicos puede insertarse para la introduccién en una célula en la que puede replicarse. Una secuencia de
acidos nucleicos puede ser “exdgena”, que significa que es extrafia a la célula en la que el vector esta siendo
introducido o que la secuencia es homdloga a una secuencia en la célula, pero en una posicién dentro del acido
nucleico de la célula huésped en la que la secuencia generalmente no se encuentra. Los vectores incluyen
plasmidos, césmidos, virus (bacteridfagos, virus animales y virus vegetales) y cromosomas artificiales (por ejemplo,
YAC). Un experto en la materia estaria bien equipado para construir un vector mediante técnicas recombinantes
convencionales (véase, por ejemplo, Maniatis y col., 1988 y Ausubel y col., 1994).
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El término “vector de expresiéon” se refiere a cualquier tipo de construccion genética que comprende un acido
nucleico que codifica un ARN que puede transcribirse. En algunos casos, las moléculas de ARN se traducen
entonces en una proteina, polipéptido o péptido. En otros casos, estas secuencias no se traducen, por ejemplo, en la
produccion de moléculas antisentido o ribozimas. Los vectores de expresién pueden contener una variedad de
“secuencias de control” que se refieren a secuencias de acidos nucleicos necesarias para la transcripcion y
posiblemente traduccion de una secuencia codificante operativamente ligada en una célula huésped particular.

El acido nucleico que codifica la composicion antigénica u otro componente de vacuna puede integrarse
establemente en el genoma de la célula, o puede mantenerse establemente mantenido en la célula como un
segmento de ADN episdmico separado. Tales segmentos de acidos nucleicos o “episomas” codifican secuencias
suficientes para permitir el mantenimiento y replicacion independiente de o en sincronizacion con el ciclo de la célula
huésped. Los vectores y vectores de expresion pueden contener secuencias de acidos nucleicos que también sirven
a otra funcion y se describen mas adelante. Coémo la construccion de expresion se administra a una célula y déonde
en la célula queda el acido nucleico depende del tipo de construccién de expresién empleado.

1. Promotores y potenciadores

Un “promotor” es una secuencia de control que es una region de una secuencia de acidos nucleicos en la que la
iniciacion y tasa de transcripcion estan controlados. Puede contener elementos genéticos en los que proteinas y
moléculas reguladoras pueden unirse, tales como ARN polimerasa y otros factores de transcripcion, parar iniciar la
transcripcion especifica de una secuencia de acidos nucleicos. Los términos “operativamente posicionado”,
“operativamente ligado”, “bajo el control” y “bajo el control transcripcional” significan que un promotor esta en una
localizacién funcional correcta y/u orientacion en relacion con una secuencia de acidos nucleicos para controlar la
iniciacion de la transcripcion y/o expresion de esa secuencia.

Un promotor generalmente comprende una secuencia que funciona posicionando el sitio de inicio para la sintesis de
ARN. El mejor ejemplo conocido de esto es la caja TATA, pero en algunos promotores que carecen de una caja
TATA, tal como, por ejemplo, un promotor para el gen desoxinucleotidil transferasa terminal de mamifero y un
promotor para los genes tardios SV40, un elemento discreto que recubre el propio sitio de inicio ayuda a fijar el sitio
de iniciacion. Elementos promotores adicionales regulan la frecuencia de iniciacion de la transcripcion. Normalmente,
éstos se localizan en la region 30-110 pb en la direccion 5' del sitio de inicio, aunque también se ha mostrado que
varios promotores contienen elementos funcionales en la direccién 3' del sitio de iniciacién. Para poner una
secuencia codificante “bajo el control de” un promotor, el extremo 5' del sitio de iniciacion de la transcripcion del
marco de lectura transcripcional se posiciona “en la direcciéon 3" (es decir, 3') del promotor elegido. EI promotor “en
la direccion 5 estimula la transcripcion del ADN y promueve la expresion del ARN codificado.

La separacién entre elementos promotores frecuentemente es flexible, de manera que la funcién del promotor se
preserva cuando los elementos se invierten o se mueven los unos con respecto a los otros. En el promotor tk, la
separacion entre elementos promotores puede aumentarse a 50 pb antes de que la actividad empiece a disminuir.
Dependiendo de un promotor, parece que elementos individuales pueden funcionar tanto cooperativamente como
independientemente para activar la transcripcion. Un promotor puede o puede no usarse conjuntamente con un
“potenciador”, que se refiere a una secuencia reguladora que actia en cis que participa en la activacion
transcripcional de una secuencia de acidos nucleicos.

Un promotor puede ser uno naturalmente asociado a una secuencia de acidos nucleicos, como puede obtenerse
aislando las secuencias no codificantes en 5' localizadas en la direccion 5' del segmento codificante y/o exén. Un
promotor tal puede denominarse “endégeno”. Similarmente, un potenciador puede ser uno naturalmente asociado a
una secuencia de acidos nucleicos, localizado tanto en la direccién 3' como en la direccion 5' de esa secuencia.
Alternativamente, se obtendran ciertas ventajas posicionando el segmento de acido nucleico codificante bajo el
control de un promotor recombinante o heterélogo, que se refiere a un promotor que normalmente se asocia a una
secuencia de acidos nucleicos en su entorno natural. Un potenciador recombinante o heterélogo también se refiere a
un potenciador normalmente no asociado a una secuencia de acidos nucleicos en su entorno natural. Tales
promotores o potenciadores pueden incluir promotores o potenciadores de otros genes, y promotores o
potenciadores aislados de cualquier otro virus, o célula procariota o eucariota, y promotores o potenciadores que “no
se producen naturalmente”, es decir, que contienen diferentes elementos de diferentes regiones transcripcionales
reguladoras, y/o mutaciones que alteran la expresion. Por ejemplo, los promotores que son los mas cominmente
usados en la construccién de recombinacion de ADN incluyen los sistemas promotores de B-lactamasa
(penicilinasa), lactosa y triptéfano (trp). Ademas de producir secuencias de acidos nucleicos de promotores y
potenciadores sintéticamente, las secuencias pueden producirse usando tecnologia de clonacidon recombinante y/o
de amplificacién de acidos nucleicos, que incluyen PCR™, a propésito de las composiciones desveladas en el
presente documento (véanse las patentes de EE.UU. n° 4.683.202 y 5.928.906). Ademas, se contempla que también
pueden emplearse secuencias de control que dirigen la transcripcion y/o expresion de secuencias dentro de
organulos no nucleares tales como mitocondrias, cloroplastos y similares.

Naturalmente, sera importante emplear un promotor y/o potenciador que dirige eficazmente la expresion del
segmento de ADN en los organulos, tipo de célula, tejido, 6rgano u organismo elegido para la expresion. Aquellos
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expertos en la materia de la biologia molecular generalmente conocen el uso de promotores, potenciadores y
combinaciones de tipos de células para la expresion de proteinas (véase, por ejemplo, Sambrook y col. 1989). Los
promotores empleados pueden ser constitutivos, especificos de tejido, inducibles y/o utiles bajo las condiciones
apropiadas para dirigir la expresién de alto nivel del segmento de ADN introducido, tal como es ventajoso en la
produccion a gran escala de proteinas recombinantes y/o péptidos. Un promotor puede ser heterélogo o endégeno.

Adicionalmente también podria usarse cualquier combinacion de promotor/potenciador (segun, por ejemplo, la base
de datos de promotores eucariotas EPDB, http://www.epd.isb-sib.ch/) para accionar la expresion. El uso de un
sistema de expresion citoplasmico T3, T7 o SP6 es otra posible realizacion. Las células eucariotas pueden soportar
la transcripcion citoplasmica de ciertos promotores bacterianos si se proporciona la polimerasa bacteriana apropiada,
tanto como parte del complejo de administracion o como una construccion de expresion genética adicional.

La Tabla 3 enumera ejemplos no limitantes de elementos/promotores que pueden emplearse, en el contexto de la
presente invencion, para regular la expresion de un ARN. La Tabla 4 proporciona ejemplos no limitantes de
elementos inducibles, que son regiones de una secuencia de acidos nucleicos que pueden activarse en respuesta a
un estimulo especifico.

TABLA 3
Promotor y/o potenciador
Promotor/potenciador Referencias
Inmunoglobulina de la cadena Baneriji et al., 1983; Gilles et al., ‘!9835 Grossched| et al., 1.98'5; Atchinson et
al., 1986, 1987; Imler et al., 1987; Weinberger et al., 1984; Kiledjian et al.,
pesada 1988; Porton et al.; 1990
:%rg;noglobulina de la cadena Queen et al., 1983; Picard et al., 1984
Receptor de células T Luria et al., 1987; Winoto et al., 1989; Redondo et al.; 1990
HLA DQ ay/o DQ B Sullivan et al., 1987
B-Interferén Goodbourn et al., 1986; Fuijita et al., 1987; Goodbourn et al., 1988
Interleucina-2 Greene et al., 1989
Receptor de interleuquina 2 Greene et al., 1989; Lin et al., 1990
MHC Clase Il 5 Koch et al., 1989
MHC Clase Il HLA-DRa Sherman et al., 1989
B-Actina Kawamoto et al., 1988; Ng et al.; 1989
(CI\;IeCa&i)na quinasa muscular Jaynes et al., 1988; Horlick et al., 1989; Johnson et al., 1989
Prealbumina (Transtiretina) Costa et al., 1988
Elastasa | Omitz et al., 1987
Metallothionein (MTII) Karin et al., 1987; Culotta et al., 1989
Colagenasa Pinkert et al., 1987; Angel et al., 1987
Alblimina Pinkert et al., 1987; Tronche et al., 1989, 1990
a-Fetoproteina Godbout et al., 1988; Campere et al., 1989
t-Globina Bodine et al., 1987; Perez-Stable et al., 1990
B-Globina Trudel et al., 1987
c-fos Cohen et al., 1987
c-HA-ras Triesman, 1986; Deschamps et al., 1985
Insulina Edlund et al., 1985
Molecula de adhesiéon de celula Hirsh et al., 1990
neuronal (NCAM)
a1-Antitripsina Latimer et al., 1990
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(Continuacion)

TABLA 3
Promotor y/o potenciador

Promotor/potenciador

Referencias

H2B (TH2B) Histona

Hwang et al., 1990

Raton y/o colageno de tipo |

Ripe et al., 1989

Proteinas regulada por glucosa
(GRP94 and GRP78)

Chang et al., 1989

Hormona de crecimiento de rata

Larsen et al., 1986

Amiloide suero humano A (SAA)

Edbrooke et al., 1989

Troponina | (TN 1)

Yutzey et al., 1989

Plaguetas derivadas de factor de
crecimiento (PDGF)

Pech et al., 1989

Distrofia muscular de Duchenne

Klamut et al., 1990

SVv40

Baner;ji et al., 1981; Moreau et al., 1981; Sleigh et al., 1985; Firak et al., 1986;
Herr et al., 1986; Imbra et al., 1986; Kadesch et al., 1986; Wang et al., 1986;
Ondek et al., 1987; Kuhl et al., 1987; Schaffner et al., 1988

Polioma

Swartzendruber et al., 1975; Vasseur et al., 1980; Katinka et al., 1980, 1981;
Tyndell et al., 1981; Dandolo et al., 1983; de Villiers et al., 1984; Hen et al.,
1986; Satake et al., 1988; Campbell and/or Villarreal, 1988

Retroviruses

Kriegler et al., 1982, 1983; Levinson et al., 1982; Kriegler et al., 1983, 19844,
b, 1988; Bosze et al., 1986; Miksicek et al., 1986; Celander et al., 1987;
Thiesen et al., 1988; Celander et al., 1988; Chol et al., 1988; Reisman et al.,
1989

Papilloma Virus

Campo et al., 1983; Lusky et al., 1983; Spandidos and/or Wilkie, 1983;
Spalholz et al., 1985; Lusky ef al., 1986; Cripe et al., 1987; Gloss et al., 1987;
Hirochika et al., 1987; Stephens et al., 1987; Glue et al., 1988

Hepatitis B Virus

Bulla et al., 1986; Jameel et al., 1986; Shaul et al., 1987; Spandau et al.,
1988; Vannice et al., 1988

Virus de la Inmunodeficiencia
Humana

Muesing et al., 1987; Hauber et al., 1988; Jakobovits et al., 1988; Feng et al.,
1988; Takebe et al., 1988; Rosen et al., 1988; Berkhout et al., 1989; Laspia et
al., 1989; Sharp et al., 1989; Braddock et al., 1989

Citomegalovirus (CMV)

Weber et al., 1984; Boshart et al., 1985; Foecking et al., 1986

Gibbon Ape Virus de la Leucemia

Holbrook et al., 1987; Quinn et al., 1989
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mamario de raton)

Glucocorticoides

TABLA4
Elementos inducibles
Elemento Inductor Referencias
Ester de forbol Palmiter et al., 1982; Haslinger et al., 1985; Searle et al.,
MT I (TFA) Metales 1985; Stuart et al., 1985; Imagawa et al., 1987, Karin et al.,
pesados 1987; Angel et al., 1987b; McNeall et al., 1989
MMTV (virus de tumor Huang et al.,1981; Lee et al., 1981; Majors et al., 1983;

Chandler et al., 1983; Lee et al., 1984; Ponta et al., 1985;
Sakai et al., 1988

B-Interferén

poli(rl)x poli(rc)

Tavernier et al., 1983

Adenovirus 5 E2

EIA

Imperiale et al., 1984

Colagenasa

Ester de forbol
(TPA)

Angel et al., 1987a

Estromelisina

Ester de forbol
(TPA)

Angel et al., 1987b

SVv40

Ester de forbol
(TPA)

Angel et al., 1987b

Gen MX murino

Interferén, Virus
de la enfermedad
de Newcastle

Hug et al., 1988

TPA

Gen GRP78 A23187 Resendez et al., 1988

a-2- Macroglobulina IL-6 Kunz et al., 1989

Vimentina Suero Rittling ef al., 1989

MHC Clase | Gen H-2kb Interferén Blanar et al., 1989
EIA, SV40

HSP70 antigeno T Taylor et al., 1989, 1990a, 1990b
grande

Proliferina Ester de forbol Mordacq et al., 1989

Factor de Necrosis Tumoral

PMA

Hensel et al., 1989

Hormona estimulante del
tiroides un gen

Hormona tiroidea

Chatterjee et al., 1989

La identidad de promotores o elementos especificos de tejido, ademas de ensayos para caracterizar su actividad, es
muy conocida para aquellos expertos en la materia. Ejemplos no limitantes de tales regiones incluyen el gen LIMK2
humano (Nomoto y col. 1999), el gen del receptor 2 de somatostatina (Kraus y col., 1998), el gen de union a acido
retinoico epididimal murino (Lareyre y col., 1999), CD4 humano (Zhao-Emonet y col., 1998), colageno alfa2 de ratén
(XI) (Tsumaki, y col., 1998), gen receptor de dopamina D1A (Lee, y col., 1997), factor de crecimiento similar a la
insulina Il (Wu y col., 1997) y molécula 1 de adhesién de células endoteliales a plaquetas humanas (Almendro y col.,
1996).

2. Senales de iniciacion y sitios de union a ribosoma internos

También puede requerirse una sefial de iniciacion especifica para la eficaz traduccién de secuencias codificantes.
Estas sefiales incluyen el codén de iniciacion ATG o secuencias adyacentes. Puede que se necesite proporcionar
sefiales de control de la traduccion exdgenas, que incluyen el codén de iniciacion ATG. Un experto habitual en la
materia podria determinar facilmente esto y proporcionar las sefiales necesarias. Es muy conocido que el codén de
iniciacion debe estar “en marco” con el marco de lectura de la secuencia codificante deseada para garantizar la

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2502 366 T3

traduccion del inserto completo. Las sefiales de control de la traduccion exégenas y codones de iniciacion pueden
ser tanto naturales como sintéticas. La eficiencia de expresion puede potenciarse por la inclusion de elementos
potenciadores de la transcripcion apropiados.

En ciertas realizaciones de la invencion, el uso de elementos de sitios de entrada al ribosoma internos (IRES) se usa
para crear mensajes multigénicos, o policistrénicos. Los elementos de IRES pueden evitar el modelo de barrido de
ribosomas de la traduccion dependiente de Cap metilada en 5' y empezar la traduccion en sitios internos (Pelletier y
Sonenberg, 1988). Se han descrito elementos de IRES de dos miembros de la familia de picornavirus (poliomielitis y
encefalomiocarditis) (Pelletier y Sonenberg, 1988), ademas de un IRES de un mensaje de mamifero (Macejak y
Sarnow, 1991). Los elementos de IRES pueden ligarse a marcos de lectura abiertos heterélogos. Multiples marcos
de lectura abiertos pueden transcribirse juntos, cada uno separado por un IRES, creando mensajes policistronicos.
En virtud del elemento de IRES, cada marco de lectura abierto esta accesible a ribosomas para la eficaz traduccion.
Los multiples genes pueden expresarse eficazmente usando un Unico promotor/potenciador para transcribir un tnico
mensaje (véanse las patentes de EE.UU. n° 5.925.565 y 5.935.819).

3. Sitios de clonacion muiltiple

Los vectores pueden incluir un sitio de clonacion multiple (MCS), que es una regién de acidos nucleicos que contiene
multiples sitios de enzimas de restriccion, cualquiera de las cuales puede usarse conjuntamente con tecnologia
recombinante convencional para digerir el vector (véase, por ejemplo, Carbonelli y col., 1999, Levenson y col., 1998,
y Cocea, 1997). “Digestion con enzima de restriccion” se refiere a la escision catalitica de una molécula de acido
nucleico con una enzima que funciona solo en localizaciones especificas en una molécula de acido nucleico. Muchas
de estas enzimas de restriccidn estan comercialmente disponibles. El uso de tales enzimas es ampliamente
entendido por aquellos expertos en la materia. Frecuentemente, un vector se linealiza o fragmenta usando una
enzima de restriccion que corta dentro del MCS para permitir que secuencias exdgenas se liguen al vector.
“Ligacion” se refiere al procedimiento de formacién de enlaces fosfodiéster entre dos fragmentos de acido nucleico,
que pueden o pueden no ser contiguos entre si. Las técnicas que implican enzimas de restriccion y reacciones de
ligacién son muy conocidas para aquellos expertos en la materia de la tecnologia recombinante.

4. Sitios de corte y empalme

La mayoria de las moléculas de ARN eucariotas transcritas experimentaran corte y empalme de ARN para eliminar
intrones de los transcritos primarios. Los vectores que contienen secuencias eucariotas genémicas pueden requerir
sitios de corte y empalme donantes y/o aceptores para garantizar el apropiado procesamiento del transcrito para la
expresion de proteinas (véase, por ejemplo, Chandler y col., 1997)

5. Seinales de terminacion

Los vectores o construcciones de la presente invenciéon generalmente comprenderan al menos una sefial de
terminacion. Una “sefal de terminacion” o “terminador” comprende las secuencias de ADN que participan en la
terminacion especifica de un transcrito de ARN por una ARN polimerasa. Asi, en ciertas realizaciones se contempla
una sefial de terminaciéon que termina la produccién de un transcrito de ARN. Un terminador puede ser necesario in
vivo para lograr niveles de mensaje deseables.

En sistemas eucariotas, la region terminadora también puede comprender secuencias de ADN especificas que
permiten la escision especifica de sitio del nuevo transcrito de manera que exponga un sitio de poliadenilacion. Esto
sefializa una polimerasa enddgena especializada para afiadir un estiramiento de aproximadamente 200 residuos de
A (poliA) al extremo 3' del transcrito. Las moléculas de ARN modificadas con esta cola de poliA parecen ser mas
estables y se traducen mas eficazmente. Asi, en otras realizaciones que implican eucariotas, se prefiere que el
terminador comprenda una sefial para la escision del ARN, y es mas preferido que la sefial terminadora promueva la
poliadenilacion del mensaje. Los elementos terminadores y/o de sitios de poliadenilacién pueden servir para
potenciar los niveles de mensaje y para minimizar la lectura a través del casete en otras secuencias.

Los terminadores contemplados para su uso en la invencion incluyen cualquier terminador conocido de la
transcripcion descrita en el presente documento o conocida para un experto habitual en la materia, que incluye, pero
no se limita a, por ejemplo, las secuencias de terminacion de genes tales como, por ejemplo, el terminador de la
hormona de crecimiento bovina o secuencias de terminacion virales, tales como, por ejemplo, el terminador SV40.
En ciertas realizaciones, la sefial de terminacién puede ser una falta de secuencia transcribible o traducible, tal como
debido a una truncacién de secuencias.

6. Senales de poliadenilacién
En la expresion, particularmente expresion eucariota, normalmente se incluira una sefial de poliadenilacién para
efectuar la apropiada poliadenilacién del transcrito. No se cree que la naturaleza de la sefial de poliadenilaciéon sea

crucial para la satisfactoria practica de la invencion, y puede emplearse cualquier secuencia tal. Realizaciones
preferidas incluyen la sefial de poliadenilacién de SV40 o la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento
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bovina, conveniente y conocida por funcionar bien en diversas células diana. La poliadenilacién puede aumentar la
estabilidad del transcrito o puede facilitar el transporte citoplasmico.

7. Origenes de replicacion

Con el fin de propagar un vector en una célula huésped, puede contener uno o mas origenes de sitios de replicacion
(frecuentemente llamados “ori’), que es una secuencia de acidos nucleicos especifica en la que se inicia la
replicacion. Alternativamente puede emplearse una secuencia de replicacion autonoma (ARS) si la célula huésped
es levadura.

8. Marcadores de seleccion y de exploracion

En ciertas realizaciones de la invencion, células que contienen una construccién de acido nucleico de la presente
invencion pueden identificarse in vitro o in vivo incluyendo un marcador en el vector de expresion. Tales marcadores
conferirian un cambio identificable a la célula permitiendo la facil identificacion de las células que contienen el vector
de expresion. Generalmente, un marcador de seleccién es uno que confiere una propiedad que permite la seleccién.
Un marcador de seleccion positivo es uno en el que la presencia del marcador permite su seleccién, mientras que un
marcador de seleccion negativo es uno en el que su presencia previene su seleccion. Un ejemplo de un marcador de
seleccioén positivo es un marcador de resistencia a farmacos.

Normalmente, la inclusién de un marcador de seleccién de farmacos ayuda en la clonacién e identificacion de
transformantes, por ejemplo, genes que confieren resistencia a neomicina, puromicina, higromicina, DHFR, GPT,
zeocina e histidinol son marcadores de seleccion utiles. Ademas de marcadores que confieren un fenotipo que
permite la discriminacion de transformantes basandose en la implementacion de condiciones también se contemplan
otros tipos de marcadores que incluyen marcadores de exploracion tales como GFP, cuya base es el analisis
colorimétrico. Alternativamente, pueden utilizarse enzimas de exploracion tales como la timidina cinasa (tk) del virus
del herpes simple o la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). Un experto en la materia también sabria como emplear
marcadores inmunolégicos, posiblemente junto con el analisis de FACS. No se cree que el marcador usado sea
importante, siempre que sea capaz de expresarse simultaneamente con el acido nucleico que codifica un producto
génico. Otros ejemplos de marcadores de seleccion y de exploracién son bien conocidos para un experto en la
materia.

9. Vectores plasmidicos

En ciertas realizaciones se contempla un vector plasmidico para su uso para transformar una célula huésped. En
general, los vectores plasmidicos que contienen secuencias de replicén y de control que se derivan de especies
compatibles con la células huésped se usan junto con estos huéspedes. El vector habitualmente lleva un sitio de
replicacion, asi como secuencias marcadoras que son capaces de proporcionar una seleccién fenotipica en células
transformadas. En un ejemplo no limitante, E. coli se transforma frecuentemente usando derivados de pBR322, un
plasmido derivado de una especie de E. coli. pBR322 contiene genes para resistencia a ampicilina y tetraciclina y asi
proporciona un medio facil para identificar células transformadas. El plasmido pBR, u otro plasmido microbiano o
fago, también debe contener, o modificarse para contener, por ejemplo, promotores que puedan usarse por el
organismo microbiano para la expresion de sus propias proteinas.

Ademas, los vectores de fago que contienen secuencias de replicon y de control que son compatibles con el
microorganismo huésped pueden usarse como vectores de transformacion junto con estos huéspedes. Por ejemplo,
el fago lambda GEMTMA11 puede utilizarse para preparar un vector de fago recombinante que puede usarse para
transformar células huésped, tales como, por ejemplo, LE392 de E. coli.

Otros vectores plasmidicos Uutiles incluyen vectores pIN (Inouye y col., 1985); y vectores pGEX para su uso en la
generacion de proteinas de fusidn solubles de glutatién S-transferasa (GST) para su posterior purificacion y
separacion o escision. Otras proteinas de fusion adecuadas son aquellas con B-galactosidasa, ubiquitina y similares.

Las células huésped bacterianas, por ejemplo, E. coli, que comprenden el vector de expresion se cultivan en
cualquier de distintos medios adecuados, por ejemplo, LB. La expresion de la proteina recombinante en ciertos
vectores puede inducirse, como se entenderia por aquellos expertos en la materia, poniendo en contacto una célula
huésped con un agente especifico para ciertos promotores, por ejemplo, afiadiendo IPTG al medio o cambiando la
incubacion a una temperatura superior. Después de cultivar las bacterias durante un periodo adicional, generalmente
entre 2 y 24 horas, las células se recogen por centrifugacion y se lavan para retirar el medio residual.

10. Vectores virales
La capacidad de ciertos virus para infectar células o entrar en células mediante endocitosis mediada por receptor, y
de integrarse en el genoma de células huésped y expresar genes virales establemente y eficazmente, los ha hecho

candidatos atractivos para la transferencia de acidos nucleicos extrafios en células (por ejemplo, células de
mamifero). Los componentes de vacuna de la presente invencion pueden ser un vector viral que codifica una o mas
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composiciones antigénicas de variantes de proteina de union a folato u otros componentes tales como, por ejemplo,
un inmunomodulador o adyuvante de la variante de proteina de unién a folato. Ejemplos no limitantes de vectores de
virus que pueden usarse para administrar un acido nucleico de la presente invencion se describen a continuacion.

a. Vectores adenovirales

Un procedimiento particular para la administracién del acido nucleico implica el uso de un vector de expresién de
adenovirus. Aunque se sabe que los vectores de adenovirus tienen una baja capacidad de integracion en el ADN
genomico, esta caracteristica se compensa por la alta eficacia de transferencia de genes producida por estos
vectores. “Vector de expresion de adenovirus” se entiende que incluye aquellas construcciones que contienen
secuencias de adenovirus suficientes para (a) soportar el encapsidacion de la construccion y (b) finalmente expresar
una construccion especifica de tejido o célula que se haya clonado en el mismo. El conocimiento de la organizacion
genética o adenovirus, un virus de ADN bicatenario lineal de 36 kb, permite la sustitucion de grandes trozos de ADN
adenoviral con secuencias extrafias de hasta 7 kb (Grunhaus y Horwitz, 1992).

b. Vectores AAV

El acido nucleico puede introducirse en la célula usando transfeccién asistida por adenovirus. Se ha informado de
elevadas eficiencias de transfeccion en sistemas de células usando sistemas acoplados a adenovirus (Kelleher y
Vos, 1994; Cotten y col., 1992; Curiel, 1994). El virus adenoasociado (AAV) es un sistema de vector atractivo para
su uso en las vacunas de variante de proteina de union a folato de la presente invencion ya que tiene una alta
frecuencia de integracion y puede infectar células que no estan en division, haciéndolos de este modo utiles para la
administracion de genes en células de mamifero, por ejemplo, en cultivo de tejido (Muzyczka, 1992) o in vivo. El AAV
tiene un amplio espectro de huésped para infectividad (Tratschin y col., 1984; Laughlin y col.,1986; Lebkowski y
col.,1988; McLaughlin y col., 1988). Se describen detalles con respecto a la generacion y uso de vectores rAAV en
las patentes de Estados Unidos n® 5.139. 941 y 4.797.368.

c. Vectores retrovirales

Los retrovirus son prometedores como vectores de administracion de antigeno de la variante de proteina de union a
folato en vacunas debido a su capacidad para integrar sus genes en el genoma huésped, transfiriendo una gran
cantidad de material genético extrafio, infectando un amplio espectro de especies y tipos de células y
encapsidandose en lineas celulares especiales (Miller, 1992).

Con el fin de construir un vector retroviral de la vacuna de variante de proteina de unién a folato, un acido nucleico
(por ejemplo, uno que codifica un antigeno de la variante de proteina de unién a folato de interés) se inserta en el
genoma viral en el sitio de ciertas secuencias virales para producir un virus que sea deficiente en la replicacion. Con
el fin de producir viriones, se construye una linea celular de encapsidaciéon que contenga los genes gag, pol y env
pero sin las LTR y componentes de encapsidacion (Mann y col., 1983). Cuando un plasmido recombinante que
contiene un ADNCc, junto con la LTR retroviral y las secuencias de encapsidacion, se introduce en una linea celular
especial (por ejemplo, por precipitacion con fosfato calcico, por ejemplo), la secuencia de encapsidacion permite que
el transcrito de ARN del plasmido recombinante se encapside en particulas virales, que después se secretan en el
medio de cultivo (Nicolas y Rubenstein, 1988; Temin, 1986; Mann y col., 1983). El medio que contiene los retrovirus
recombinantes se recoge después, opcionalmente se concentra y se usa para la transferencia de genes. Los
vectores retrovirales son capaces de infectar una amplia variedad de tipos de células. Sin embargo, la integracién y
la expresion estable requieren la division de las células huésped (Paskind y col., 1975).

Los lentivirus son retrovirus complejos que, ademas de los genes retrovirales comunes gag, pol y env, contienen
otros genes con funcién reguladora o estructural. Los vectores lentivirales son muy conocidos en la técnica (véanse,
por ejemplo, Naldini y col., 1996; Zufferey y col., 1997; Blomer y col.,1997; patentes de EE.UU. n° 6.013.516 y
5.994.136). Algunos ejemplos de lentivirus incluyen el virus de la inmunodeficiencia humana: VIH-1, VIH-2 y el virus
de la inmunodeficiencia simia: VIS. Los vectores lentivirales se han generado atenuando multiplemente los genes de
la virulencia del VIH, por ejemplo, los genes env, vif, vpr, vpu y nef se delecionan haciendo el vector biolégicamente
seguro.

Los vectores lentivirales recombinantes pueden infectar células que no estan en divisién y pueden usarse para la
transferencia de genes tanto in vivo como ex vivo y expresion de secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo,
lentivirus recombinantes que pueden infectar una célula que no esta en divisién en la que una célula huésped
adecuada se transfecta con dos o mas vectores que llevan las funciones de encapsidacion, concretamente gag, pol
y env, ademas de rev y tat, se describen en la patente de EE.UU. n° 5.994.136. Puede elegirse como diana el virus
recombinante por enlace de la proteina de la envuelta con un anticuerpo o un ligando particular para dirigirse a un
receptor de un tipo de célula particular. Insertando de una secuencia (que incluye una regién reguladora) de interés
en el vector viral, junto con otro gen que codifica el ligando para un receptor sobre una célula diana especifica, por
ejemplo, el vector es ahora especifico para diana.
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d. Otros vectores virales

Pueden emplearse otros vectores virales como construcciones de vacuna en la presente invencion. Pueden
emplearse vectores derivados de virus tales como virus de la variolovacuna (Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden,
1986; Coupar y col., 1988), virus Sindbis, citomegalovirus y virus del herpes simple. Ofrecen varias caracteristicas
atractivas para diversas células de mamifero (Friedmann, 1989; Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; Coupar
y col., 1988; Horwich y col., 1990).

e. Administracion de vacuna usando virus modificados

Un acido nucleico que va a administrarse puede alojarse dentro de un virus infeccioso que se ha manipulado para
expresar un ligando de unién especifica. La particula de virus se unira de este modo especificamente a los
receptores afines de la célula diana y administrara el contenido a la célula. Recientemente se desarrollé un nuevo
enfoque para permitir la eleccién de diana especifica de vectores de retrovirus basandose en la modificacion quimica
de un retrovirus por la adicidon quimica de residuos de lactosa a la envuelta viral. Esta modificacion puede permitir la
infeccion especifica de hepatocitos por receptores de sialoglicoproteina.

Se disefié otro enfoque para elegir como diana los retrovirus recombinantes en el que se usaron anticuerpos
biotinilados contra una proteina de envuelta retroviral y contra un receptor celular especifico. Los anticuerpos se
acoplaron mediante los componentes de biotina usando estreptavidina (Roux y col., 1989). Usando anticuerpos
contra antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y de clase Il demostraron la infecciéon de una
variedad de células humanas que alojaban aquellos antigenos de superficie con un virus ectotropico in vitro (Roux y
col., 1989). Asi, se contempla que anticuerpos, ligandos de union especifica y/u otros restos que eligen diana
puedan usarse para transfectar especificamente tipos de APC.

11. Administracion de vector y transformacion celular

Se cree que procedimientos adecuados para la administracién de acidos nucleicos para la transformaciéon de un
organulo, una célula, un tejido o un organismo para su uso con la presente invencién incluyen practicamente
cualquier procedimiento por el que un acido nucleico (por ejemplo, ADN) pueda introducirse en un organulo, una
célula, un tejido o un organismo, como se describe en el presente documento o como seria conocido por un experto
habitual en la materia. Tales procedimientos incluyen, pero no se limitan a, administracion directa de ADN tal como
mediante inyeccion (patentes de EE.UU. n° 5.994.624, 5.981.274, 5.945.100, 5.780.448, 5.736.524, 5.702.932,
5.656.610, 5.589.466 y 5.580.859), que incluye microinyeccion (Harlan y Weintraub, 1985; patente de EE.UU. n°
5.789.215); por electroporacion (patente de EE.UU. n° 5.384.253; Tur-Kaspa y col., 1986; Potter y col., 1984); por
precipitacion con fosfato de calcio (Graham y Van Der Eb, 1973; Chen y Okayama, 1987; Rippe y col., 1990);
usando DEAE-dextrano seguido de polietilenglicol (Gopal, 1985); por carga soénica directa (Fechheimer y col., 1987);
por transfeccion mediada por liposomas (Nicolau y Sene, 1982; Fraley y col., 1979; Nicolau y col., 1987; Wong y col.,
1980; Kaneda y col., 1989; Kato y col., 1991) y transfeccién mediada por receptores (Wu y Wu, 1987; Wu y Wu,
1988); por bombardeo con microproyectiles (solicitudes PCT n° WO 94/09699 y 95/06128; patentes de EE.UU. n°
5.610.042; 5.322.783; 5.563.055, 5.550.318, 5.538.877 y 5.538.880); por agitacion con fibras de carburo de silicio
(Kaeppler y col., 1990; patentes de EE.UU. n° 5.302.523 y 5.464.765); por transformaciéon mediada por
Agrobacterium (patentes de EE.UU. n® 5.591.616 y 5.563.055); o por transformacién mediada por PEG de
protoplastos (Omirulleh y col., 1993; patentes de EE.UU. n° 4.684.611 y 4.952.500); por captacion de ADN mediada
por desecacion/inhibicion (Potrykus y col., 1985), y cualquier combinacién de tales procedimientos. Mediante la
aplicacion de técnicas tales como estas, organulos(s), célula(s), tejido(s) u organismo(s) pueden transformarse
establemente o transitoriamente.

a. Inyeccion

En ciertas realizaciones, un acido nucleico puede administrarse a un organulo, una célula, un tejido o un organismo
mediante una o mas inyecciones (es decir, una inyeccion con aguja). Los procedimientos de inyeccién de acidos
nucleicos se describen en el presente documento, y son muy conocidos para aquellos expertos habituales en la
materia. Otras realizaciones de la presente invencion incluyen la introduccion de un acido nucleico por
microinyeccion directa a una célula. La microinyeccion directa se ha usado para introducir construcciones de acidos
nucleicos en ovocitos de Xenopus (Harland y Weintraub, 1985). La cantidad de variante de proteina de unién a folato
usada puede variar segun la naturaleza del antigeno, ademas del organulo, célula, tejido u organismo usado.

b. Electroporacion

En ciertas realizaciones de la presente invencion, un acido nucleico se introduce en un organulo, una célula, un
tejido o un organismo mediante electroporacion. La electroporacion implica la exposicion de una suspension de
células y ADN a una descarga de alto voltaje eléctrico. En algunas variantes de este procedimiento, ciertas enzimas
de degradacion de la pared celular, tales como enzimas de degradacion de pectina, se emplean para hacer las
células receptoras diana mas susceptibles a la transformacion por electroporacion que las células sin tratar (patente
de EE.UU. n° 5.384.253). Alternativamente, las células receptoras pueden hacerse mas susceptibles a la
transformacion por enrollado mecanico.
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La transfeccién de células eucariotas usando electroporacion ha sido bastante exitosa. Se han transfectado linfocitos
pre-B de ratén con genes de inmunoglobulina kappa humana (Potter y col, 1984), y se han transfectado hepatocitos
de rata con el gen de la cloranfenicol acetil transferasa (Tur-Kaspa y col, 1986) de esta manera.

Para efectuar la transformacién por electroporacion en células tales como, por ejemplo, células vegetales, puede
emplearse tanto tejidos friables, tales como un cultivo en suspensién de células o callo embriogénico, como
alternativamente pueden transformarse embriones inmaduros u otro tejido organizado directamente. En esta técnica
se degradarian parcialmente las paredes celulares de las células elegidas exponiéndolas a enzimas de degradacion
de pectina (pectoliasas) o enrollando mecanicamente de una manera controlada. Ejemplos de algunas especies que
han sido transformadas por electroporacion de células intactas incluyen maiz (patente de EE.UU. n® 5.384.253;
Rhodes y col., 1995; D'Halluin y col., 1992), trigo (Zhou y col., 1993), tomate (Hou y Lin, 1996), soja (Christou y col.,
1987) y tabaco (Lee y col., 1989).

También pueden emplearse protoplastos para la transformacion por electroporacion de células vegetales (Bates,
1994; Lazzeri, 1995). Por ejemplo, la generacién de plantas de soja transgénica por electroporacion de protoplastos
derivados de cotiledones se describe por Dhir y Widholm en la solicitud de patente internacional n® WO 9217598.
Otros ejemplos de especies para las que se ha descrito la transformacion de protoplastos incluyen cebada (Lazerri,
1995), sorgo (Battraw y col., 1991), maiz (Bhattacharjee y col., 1997), trigo (He y col., 1994) y tomate (Tsukada,
1989).

c. Fosfato calcico

En otras realizaciones de la presente invencién, un acido nucleico se introduce en las células usando precipitacion
con fosfato calcico. Se han transfectado células KB humanas con ADN de adenovirus 5 (Graham y Van Der Eb,
1973) usando esta técnica. También de esta manera se transfectaron células L(A9) de ratén, C127, CHO, CV-1,
BHK, NIH3T3 y HelLa de ratén con un gen marcador de neomicina (Chen y Okayama, 1987), y se transfectaron
hepatocitos de rata con una variedad de genes marcadores (Rippe y col., 1990).

d. DEAE-dextrano

En oftra realizacion, una construcciéon de acido nucleico se administra a una célula usando DEAE-dextrano seguido
por polietilenglicol. De esta manera se introdujeron plasmidos indicadores en células de mieloma y eritroleucemia de
raton (Gopal, 1985).

e. Transfeccion mediada por liposomas

En otra realizaciéon de la invencién, uno o mas componentes de vacuna o acidos nucleicos pueden ser atrapados en
un complejo de lipido tal como, por ejemplo, un liposoma. Los liposomas son estructuras vesiculares caracterizadas
por una membrana bicapa de fosfolipido y un medio acuoso interno. Los liposomas multilaminares tienen multiples
capas de lipidos separadas por medio acuoso. Se forman espontaneamente cuando los fosfolipidos se suspenden
en un exceso de disolucién acuosa. Los componentes de lipidos experimentan transposicién propia antes de la
formacién de estructura cerradas y atrapan agua y solutos disueltos entre las bicapas de lipidos (Ghoshy
Bachhawat, 1991). También se contempla un acido nucleico complejado con lipofectamina (Gibco BRL) o Superfect
(Qiagen).

La administracion de acidos nucleicos mediada por liposomas y la expresion de ADN extrafio in vitro ha sido muy
satisfactoria (Nicolau y Sene, 1982; Fraley y col., 1979; Nicolau y col., 1987). También se ha demostrado la
viabilidad de la administracion mediada por liposomas y la expresion de ADN extrafio en células de embridn de pollo
cultivadas, HelLa y hepatoma (Wong y col., 1980).

En ciertas realizaciones de la invencion, un liposoma puede complejarse con un virus hemaglutinante (HVJ). Se ha
mostrado que esto facilita la fusién con la membrana celular y promueve la entrada celular de ADN encapsulado por
liposomas (Kaneda y col., 1989). En otras realizaciones, un liposoma puede complejarse o emplearse conjuntamente
con proteinas cromosomicas no histonicas nucleares (HMG-1) (Kato y col., 1991). En todavia otras realizaciones, un
liposoma puede complejarse o emplearse conjuntamente con tanto HVJ como HMG-1. En otras realizaciones, un
vehiculo de administracion puede comprender un ligando y un liposoma.

f. Transfeccion mediada por receptor

Pueden emplearse uno o mas componentes de vacuna o acidos nucleicos para ser administrados usando un
vehiculo de administracién mediado por receptor. Estos tienen la ventaja de la captacién selectiva de
macromoléculas por endocitosis mediada por un receptor, que sucedera en las células diana. En vista de la
distribucién especifica del tipo de célula de diversos receptores, este procedimiento de administracién afiade otro
grado de especificidad a la presente invencion. Se ha descrito la administracion especifica en el contexto de otro tipo
de célula de mamifero (Wu y Wu, 1993).
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Ciertos vehiculos que eligen como diana genes mediados por receptor comprenden un ligando especifico de
receptor celular y un agente de union a acido nucleico. Otros comprenden un ligando especifico de receptor celular
al que el acido nucleico que tiene que administrarse se ha unido de forma operativa. Se han usado varios ligandos
para la transferencia de genes mediada por receptor (Wu y Wu, 1987; Wagner y col, 1990; Perales y col, 1994;
Myers, documento EPO 0273085), que establece la operabilidad de la técnica. Se ha descrito la administracion
especifica en el contexto de otro tipo de célula de mamifero (Wu y Wu, 1993). En ciertos aspectos de la presente
invencion, un ligando se elegira para corresponderse con un receptor expresado especificamente en la poblacién de
células diana.

En otras realizaciones, un componente del vehiculo de administracion de acido nucleico de un vehiculo que elige
como diana acido nucleico especifico de células puede comprender un ligando de unién especifica en combinacion
con un liposoma. El (Los) acido(s) nucleico(s) a administrar estan alojados dentro del liposoma y el ligando de unién
especifica esta funcionalmente incorporado en la membrana del liposoma. El liposoma de este modo se unira
especificamente al (a los) receptor(es) de una célula diana y administrara el contenido a una célula. Se ha mostrado
que tales sistemas son funcionales usando sistemas en los que, por ejemplo, se usa el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) en la administracion mediada por receptor de un acido nucleico a células que muestran regulacion
por incremento del receptor de EGF.

En todavia otras realizaciones, el componente del vehiculo de administraciéon de acido nucleico de un vehiculo de
administracion dirigida puede ser el propio liposoma, que preferiblemente comprendera uno o mas lipidos o
glicoproteinas que dirigen la unién especifica de células. Por ejemplo, lactosil-ceramida, un asialogangliésido
terminal de galactosa, se ha incorporado en liposomas y se observé un aumento en la captacion del gen de la
insulina por los hepatocitos (Nicolau y col., 1987). Se contempla que las construcciones transformantes especificas
del tejido de la presente invenciéon pueden administrarse especificamente a una célula diana de una manera similar.

g. Bombardeo con microproyectiles

Las técnicas de bombardeo con microproyectiles pueden usarse para introducir un acido nucleico en al menos un
organulos, célula, tejido u organismo (patente de EE.UU. n°® 5.550.318; patente de EE.UU. n°® 5.538.880; patente de
EE.UU. n°® 5.610.042; y solicitud PCT WO 94/09699). Este procedimiento depende de la capacidad para acelerar
microproyectiles recubiertos de ADN a una velocidad muy alta que les permite perforar membranas celulares y entrar
en las células sin destruirlas (Klein y col., 1987). Se conoce una amplia variedad de técnicas de bombardeo con
microproyectiles en la técnica, muchas de las cuales son aplicables a la invencion.

El bombardeo con microproyectiles puede usarse para transformar diversas células, tejidos u organismos tales
como, por ejemplo, cualquier especie de planta. Ejemplos de especies que han sido transformadas por bombardeo
con microproyectiles incluyen especies monocotiledéneas tales como maiz (solicitud PCT WO 95/06128), cebada
(Ritala y col., 1994; Hensgens y col., 1993), trigo (patente de EE.UU. n° 5.563.055), arroz (Hensgens y col., 1993),
avena (Torbet y col., 1995; Torbet y col., 1998), centeno (Hensgens y col., 1993), cafia de azucar (Bowery col.,
1992) y sorgo (Casas y col., 1993; Hagio y col., 1991); ademas de varias dicotiledoneas que incluyen tabaco (Tomes
y col., 1990; Buising y Benbow, 1994), soja (patente de EE.UU. n°® 5.322.783), girasol (Knittel y col. 1994), cacahuete
(Singsit y col., 1997), algodén (McCabe y Martinell, 1993), tomate (VanEck y col. 1995) y legumbres en general
(patente de EE.UU. n°® 5.563.055).

En este bombardeo con microproyectiles, una o mas particulas pueden recubrirse con al menos un acido nucleico y
administrarse a células por una fuerza impulsora. Se han desarrollado varios dispositivos para acelerar particulas
pequefias. Un dispositivo tal se basa en una descarga de alto voltaje para generar una corriente eléctrica, que a su
vez proporciona la fuerza motora (Yang y col., 1990). Los microproyectiles usados han consistido en sustancias
biol6gicamente inertes tales como tungsteno o particulas de oro o perlas. Particulas a modo de ejemplo incluyen
aquellas que comprenden tungsteno, platino, y preferentemente, oro. Se contempla que en algunos casos la
precipitacion de ADN sobre particulas metalicas no seria necesaria para la administracion de ADN a una célula
receptora usando bombardeo con microproyectiles. Sin embargo, se contempla que las particulas pueden contener
ADN en vez de recubrirse con ADN. Las particulas recubiertas de ADN puede aumentar el nivel de administraciéon de
ADN mediante bombardeo de particulas pero no son, de por si, necesarias.

Para el bombardeo, las células en suspension se concentran sobre filtros o medio de cultivo sélido.
Alternativamente, embriones inmaduros u otras células diana pueden disponerse sobre medio de cultivo sélido. Las
células que van a bombardearse estan posicionadas a una distancia apropiada por debajo de la placa de parada de
los macroproyectiles.

12. Células huésped
Como se usa en el presente documento, los términos “célula” , “linea celular” y “cultivo celular” pueden usarse
indistintamente. Todos estos términos también incluyen su progenie, que es toda y cada una de las generaciones

posteriores. Se entiende que toda la progenie puede no ser idéntica debido a mutaciones deliberadas o
involuntarias. En el contexto de expresar una secuencia de acidos nucleicos heteréloga, “célula huésped” se refiere
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a una célula procariota o eucariota, e incluye cualquier organismo transformable que pueda replicar un vector y/o
expresar un gen heterélogo codificado por un vector. Una célula huésped puede usarse, y se ha usado, como un
receptor para vectores. Una célula huésped puede “transfectarse” o “transformarse”, que se refiere a un
procedimiento por el que acido nucleico exdgeno se transfiere o introduce en la célula huésped. Una célula
transformada incluye la célula objeto primaria y su progenie. Como se usa en el presente documento, los términos
células o células huésped “manipuladas” y “recombinantes” pretenden referirse a una célula en la que se ha
introducido una secuencia de acidos nucleicos exogena, tal como, por ejemplo, un vector. Por tanto, las células
recombinantes pueden distinguirse de células que se producen naturalmente que no contienen un acido nucleico
recombinantemente introducido.

En ciertas realizaciones se contempla que ARN o secuencias proteinaceas puedan co-expresarse con otros ARN
seleccionados o secuencias proteinaceas en la misma célula huésped. La co-expresion puede lograrse co-
transfectando la célula huésped con dos o mas vectores recombinantes distintos. Alternativamente, puede
construirse un unico vector recombinante que incluye mdltiples regiones codificantes distintas para ARN, que
entonces podrian expresarse en células huésped transfectadas con el Unico vector.

Un tejido puede comprender una célula huésped o células que van a transformarse con una variante de proteina de
unioén a folato. El tejido puede ser parte o separarse de un organismo. En ciertas realizaciones, un tejido puede
comprender, pero no se limita a, adipocitos, alveolar, ameloblastos, axén, células basales, sangre (por ejemplo,
linfocitos), vaso sanguineo, hueso, médula ésea, cerebro, mama, cartilago, cuello uterino, colon, cérnea,
embrionario, endometrio, endotelial, epitelial, es6fago, fascia, fibroblasto, folicular, células ganglionares, células de la
glia, células caliciformes, rifion, higado, pulmén, ganglio linfatico, musculo, neurona, ovario, pancreas, sangre
periférica, prostata, piel, piel, intestino delgado, bazo, citoblastos, estdmago, testiculos, anteras, tejido ascitico,
mazorcas, mazorcas, flores, cascaras, granos, hojas, células meristematicas, polen, puntas de la raiz, raices, seda,
tallos y todos los canceres de los mismos.

En ciertas realizaciones, la célula huésped o tejido puede estar comprendida en al menos un organismo. En ciertas
realizaciones, el organismo puede ser, pero no se limita a, un procariota (por ejemplo, una eubacteria, una arquea) o
un eucariota, como se entenderia por un experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, la pagina web
http://phylogeny.arizona.edu/tree/phylogeny.html).

Estan disponibles numerosas lineas celulares y cultivos para su uso como una célula huésped, y pueden obtenerse
mediante la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), que es una organizacién que sirve de archivo para
cultivos vivos y materiales genéticos (www.atcc.org). Un huésped apropiado puede determinarse por un experto en
la materia basandose en el esqueleto del vector y el resultado deseado. Un plasmido o césmido, por ejemplo, puede
introducirse en una célula huésped procariota para la replicacion de muchos vectores. Tipos de células disponibles
para la replicacion y/o expresion de vectores incluyen, pero no se limitan a, bacterias tales como E. coli (por ejemplo,
cepa RR1 de E. coli, LE392 de E. coli, B de E. coli, X 1776 de E. coli (ATCC n° 31537), ademas de W3110 de E. coli
(F', lambda, prototrofico, ATCC n° 273325), bacilos tales como Bacillus subtilis; y otras enterobacteriaceae tales
como Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, diversas especies de Pseudomonas, DH5a, JM109 y KC8,
ademas de varios huéspedes bacterianos comercialmente disponibles tales como células competentes SURE® y
células SOLOPACK™ Gold (STRATAGENE®, La Jolla). En ciertas realizaciones, células bacterianas tales como
LE392 de E. coli se contemplan particularmente como células huésped para virus de fago.

Ejemplos de células huésped eucariotas para la replicacion y/o expresion de un vector incluyen, pero no se limitan a,
Hela, NIH3T3, Jurkat, 293, Cos, CHO, Saos y PC12. Estan disponibles muchas células huésped de diversos tipos
de células y organismos y serian conocidas para un experto en la materia. Similarmente, un vector viral puede
usarse conjuntamente con tanto una célula huésped eucariota como procariota, particularmente una que es
permisiva para la replicacion o expresion del vector.

Algunos vectores pueden emplear secuencias de control que permiten que se repliquen y/o expresen en tanto en
células procariotas como eucariotas. Un experto en la materia entenderia adicionalmente las condiciones bajo las
que incubar todas las células huésped anteriormente descritas para mantenerlas y para permitir la replicacion de un
vector. También se entienden y conocen técnicas y condiciones que permitirian la produccién a gran escala de
vectores, ademas de la produccion de los acidos nucleicos codificados por vectores y sus polipéptidos relacionados,
proteinas o péptidos.

13. Sistemas de expresion

Existen numerosos sistemas de expresion que comprenden al menos una parte o todas las composiciones tratadas
anteriormente. Pueden emplearse sistemas basados en procariotas y/o eucariotas para su uso con la presente
invencioén para producir secuencias de acidos nucleicos, o sus polipéptidos, proteinas y péptidos relacionados.
Muchos de tales sistemas estan comercialmente y ampliamente disponibles.

El sistema de célula de insecto/baculovirus puede producir un alto nivel de expresién de proteinas de un segmento
heterélogo de acido nucleico, tal como se describe en la patente de EE.UU. n° 5.871.986, 4.879.236, y que puede
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comprarse, por ejemplo, bajo el nombre MAXBAC® 2.0 de INVITROGEN® y sistema de expresion de baculovirus
BACPACK™ de CLONTECH®.

Otros ejemplos de sistemas de expresion incluyen sistema de expresion en mamifero inducible STRATAGENE®'s
COMPLETE CONTROL™ que implica un receptor inducible de ecdisona sintético, o su sistema de expresién pET,
un sistema de expresion en E. coli. Otro ejemplo de un sistema de expresién inducible esta disponible de
INVITROGEN®, que lleva el sistema T-REX™ (expresion regulada por tetraciclina), un sistema de expresion
inducible de mamifero que usa el promotor de longitud completa del CMV. INVITROGEN® también proporciona un
sistema de expresion en levadura llamado el sistema de expresion en Pichia methanolica, que se disefia para la
produccién de alto nivel de proteinas recombinantes en la levadura metilotréfica Pichia methanolica. Un experto en la
materia sabria cdmo expresar un vector, tal como una construccion de expresion, para producir una secuencia de
acidos nucleicos o su polipéptido, proteina o péptido relacionado.

Se contempla que las proteinas, polipéptidos o péptidos producidos mediante los procedimientos de la invencion
pueden “expresarse en exceso”, es decir, expresarse en niveles elevados con respecto a su expresion natural en
células. Tal expresion en exceso puede evaluarse mediante una variedad de procedimientos, que incluyen
radiomarcado y/o purificacion de proteinas. Sin embargo, se prefieren procedimientos simples y directos, por
ejemplo, aquellos que implican SDS/PAGE y tincidn de proteinas o transferencia Western, seguido de analisis
cuantitativos tales como barrido densitométrico del gel resultante o transferencia. Un aumento especifico en el nivel
de la proteina recombinante, polipéptido o péptido en comparacién con el nivel en células naturales es indicativo de
expresion en exceso, ya que es una abundancia relativa de la proteina, polipéptidos o péptidos especificos en
relacion con las otras proteinas producidas por la célula huésped y, por ejemplo, visible sobre un gel.

En algunas realizaciones, la secuencia proteinacea expresada forma un cuerpo de inclusién en la célula huésped,
las células huésped se lisan, por ejemplo, por rotura en un homogeneizador de células, se lavan y/o centrifugan para
separar los cuerpos de inclusion densos y membranas celulares de los componentes celulares solubles. Esta
centrifugacion puede realizarse en condiciones por las que los cuerpos de inclusion densos se enriquecen
selectivamente por incorporacion de azucares, tales como sacarosa, en el tampén y centrifugacion a una velocidad
selectiva. Los cuerpos de inclusion pueden solubilizarse en disoluciones que contienen altas concentraciones de
urea (por ejemplo, 8M) o agentes caotropicos tales como clorhidrato de guanidina en presencia de agentes
reductores, tales como -mercaptoetanol o DTT (ditiotreitol), y replegarse en una conformacién mas deseable, como
se conoceria para un experto habitual en la materia.

G. Purificacion de componentes de vacuna

En cualquier caso, un componente de vacuna (por ejemplo, un péptido antigénico o polipéptido o acido nucleico que
codifica una composicion proteinacea) puede aislarse y/o purificarse de los reactivos de sintesis quimica, célula o
componentes celulares. En un procedimiento de produccién del componente de vacuna, la purificacién se lleva a
cabo por cualquier técnica apropiada que se describe en el presente documento o muy conocida para aquellos
expertos en la materia (por ejemplo, Sambrook y col., 1987). Aunque se prefiere para su uso en ciertas
realizaciones, no hay requisito general de que una composicion antigénica de la presente invencién u otro
componente de vacuna se proporcione siempre en su estado mas purificado. De hecho, se contempla que un
componente de vacuna sustancialmente menos purificado, que sin embargo esta enriquecido en el compuesto
deseado, con respecto al estado natural, tenga utilidad en ciertas realizaciones, tales como, por ejemplo,
recuperacion total del producto de proteina, o en mantener la actividad de una proteina expresada. Sin embargo, se
contempla que los productos inactivos también tengan utilidad en ciertas realizaciones, tales como, por ejemplo, en
determinar la antigenicidad mediante la generacion de anticuerpos.

La presente invencién también proporciona vacunas o componentes de vacuna purificados, y en realizaciones
preferidas, sustancialmente purificados. El término “componente de vacuna purificado”, como se usa en el presente
documento, pretende referirse a al menos un componente de vacuna (por ejemplo, una composicion proteinacea,
aislable de células), en el que el componente se purifica a cualquier grado con respecto a su estado naturalmente
obtenible, por ejemplo, con respecto a su pureza dentro de un extracto celular o reactivos de sintesis quimica. En
ciertos aspectos en los que el componente de vacuna es una composicion proteinacea, un componente de vacuna
purificado también se refiere a una proteina natural o mutante, polipéptido, o péptido libre del entorno en el que se
produce naturalmente.

Si se usa el término “sustancialmente purificado”, esto se referira a una composiciéon en la que el compuesto
especifico (por ejemplo, una proteina, polipéptido o péptido) forma el principal componente de la composicion, tal
como que constituye aproximadamente el 50 % de los compuestos en la composicién o mas. En realizaciones
preferidas, un componente de vacuna sustancialmente purificado constituira mas de aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 99 % o incluso mas de los compuestos en la composicion.

En ciertas realizaciones, un componente de vacuna puede purificarse a homogeneidad. Como se aplica a la
presente invencion, “purificado a homogeneidad” significa que el componente de vacuna tiene un nivel de pureza en
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el que el compuesto esta sustancialmente libre de otros productos quimicos, biomoléculas o células. Por ejemplo, un
péptido purificado, polipéptido o proteina estara frecuentemente suficientemente libre de otros componentes de
proteina de manera que pueda realizarse satisfactoriamente secuenciacion degradativa. Diversos procedimientos
para cuantificar el grado de purificacién de un componente de vacuna seran conocidos para aquellos expertos en la
materia en vista de la presente divulgacion. Estos incluyen, por ejemplo, determinar la actividad de proteinas
especifica de una fraccién (por ejemplo, antigenicidad), o evaluar el nimero de polipéptidos dentro de una fraccion
por electroforesis en gel.

Diversas técnicas adecuadas para su uso en purificacion quimica, de biomoléculas o biolégica, muy conocidas para
aquellos expertos en la materia, pueden aplicarse a la preparacion de un componente de vacuna de la presente
invencion. Estas incluyen, por ejemplo, precipitacion con sulfato de amonio, PEG, anticuerpos y similares o por
desnaturalizacion térmica, seguido por centrifugacion; fraccionamiento, procedimientos cromatograficos, que
incluyen, pero no se limitan a, cromatoégrafo de reparto (por ejemplo, cromatégrafo en papel, cromatégrafo de capa
fina (CCF), cromatografia de gases-liquidos y cromatografia en gel), cromatografia de gases, cromatografia liquida
de alta resolucion, cromatografia de afinidad, cromatografia de flujo supercritico, intercambio iénico, filtracion en gel,
fase inversa, hidroxilapatita, afinidad por lectina; isoelectroenfoque y electroforesis en gel (véase, por ejemplo,
Sambrook y col. 1989; y Freifelder, Physical Biochemistry, segunda edicion, paginas 238-246).

Dado que muchos ADN y proteinas son conocidos (véanse, por ejemplo, las bases de datos Genbank y GenPept del
Centro Nacional para Informacién Biotecnolégica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)), o pueden identificarse y
amplificarse usando los procedimientos descritos en el presente documento, ahora puede emplearse cualquier
procedimiento de purificacion para secuencias de acidos nucleicos o proteindaceas recombinantemente expresadas
conocidos para aquellos expertos en la materia. En ciertos aspectos, un acido nucleico puede purificarse sobre geles
de poliacrilamida, y/o gradientes de centrifugacion en cloruro de cesio, o por cualquier otro medio conocido para un
experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook y col. 1989). En otros aspectos, una purificacion de
una secuencia proteinacea puede realizarse expresando recombinantemente la secuencia como una proteina de
fusion. Tales procedimientos de purificacion son rutinarios en la materia. Esto se ejemplifica por la generacion de
una proteina de fusion de proteina-glutation S-transferasa especifica, expresion en E. coli y aislamiento a
homogeneidad usando cromatografia de afinidad sobre glutatién-agarosa o la generacion de una marca de
polihistidina sobre el extremo N o C de la proteina, y posterior purificaciéon usando cromatografia de afinidad en Ni.
En aspectos particulares, células u otros componentes de la vacuna pueden purificarse por citometria de flujo. La
citometria de flujo implica la separacién de células u otras particulas en una muestra liquida, y es muy conocido en la
técnica (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 3.826.364, 4.284.412, 4.989.977, 4.498.766, 5.478.722,
4.857.451, 4.774.189, 4.767.206, 4.714.682, 5.160.974 y 4.661.913). Cualquiera de estas técnicas descritas en el
presente documento, y combinaciones de éstas y cualquier otra técnica conocida para expertos en la materia, puede
usarse para purificar y/o ensayar la pureza de los diversos productos quimicos, compuestos proteinaceos, acidos
nucleicos, materiales celulares y/o células que pueden comprender una vacuna de la presente invencion. Como se
conoce generalmente en la técnica, se cree que el orden de realizacion de las diversas etapas de purificacion puede
cambiarse, o que ciertas etapas pueden omitirse, y todavia producir un procedimiento adecuado para la preparacion
de un antigeno sustancialmente purificado u otro componente de vacuna.

H. Componentes de vacuna adicionales

Se contempla que una composicion antigénica de la invencion puede combinarse con uno o mas componentes
adicionales para formar una vacuna mas electiva. Ejemplos no limitantes de componentes adicionales incluyen, por
ejemplo, uno o mas antigenos adicionales, inmunomoduladores o adyuvantes para estimular una respuesta
inmunitaria a una composicién antigénica de la presente invencion y/o el (los) componente(s) adicional(es).

|l. Inmunomoduladores

Por ejemplo, se contempla que pueden incluirse inmunomoduladores en la vacuna para aumentar la respuesta de
una célula o un paciente (por ejemplo, un animal). Los inmunomoduladores pueden incluirse como proteinas
purificadas, acidos nucleicos que codifican inmunomoduladores y/o células que expresan inmunomoduladores en la
composicion de vacuna. Las siguientes secciones enumeran ejemplos no limitantes de inmunomoduladores que son
de interés, y se contempla que diversas combinaciones de inmunomoduladores pueden usarse en ciertas
realizaciones (por ejemplo, una citocina y una quimiocina).

En otros aspectos de la invencién se contempla que la composicion de variante de proteina de union a folato puede
comprender ademas una composicion terapéuticamente eficaz de un inmunomodulador. Se prevé que un
inmunomodulador constituiria una citocina, hematopoyetina, factor estimulante de colonias, interleucina, interferén,
factor de crecimiento o combinacién de los mismos. Como se usa en el presente documento en ciertas realizaciones,
el término “citocina” es el mismo que se describe en la patente de EE.UU. n® 5.851.984, que reza en la parte
relevante:

El término 'citocina’ es un término genérico para proteinas liberadas por una poblacion de células que actua sobre
otra célula como mediadores intercelulares. Ejemplos de tales citocinas son linfocinas, monocinas, factores de
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crecimiento y hormonas polipeptidicas tradicionales. Entre las citocinas estan incluidas hormonas de crecimiento
tales como hormona de crecimiento humana, hormona de crecimiento humana de N-metionilo y hormona de
crecimiento bovina; hormona paratiroidea; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas de
glicoproteina tales como hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona estimulante tiroidea (TSH) y hormona
luteinizante (LH); factor de crecimiento hepatico, prostaglandina, factor de crecimiento de fibroblastos; prolactina;
lactégeno placentario, proteina OB; factor de necrosis tumoral alfa y beta; sustancia inhibidora mulleriana; péptido
asociado a gonadotropina de raton; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular; integrina;
trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento nervioso tales como NGF-beta; factor de crecimiento de plaquetas;
factores de crecimiento transformantes (TGF) tales como TGF-alfa y TGF-beta; factor de crecimiento similar a la
insulina-l y -ll; eritropoyetina (EPO); factores osteoinductivos; interferones tales como interferén-a, -b y -g; factores
estimulantes de colonias (CSF) tales como CSF de macréfagos (M-CSF); CSF de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF); y CSF de granulocitos (G-CSF); interleucinas (IL) tales como IL-1, IL-1 alfa, 1IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
8, IL-9, IL-11, IL-12; IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, LIF, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, EPO, ligando kit o FLT-3.
Como se usa en el presente documento, el término citocina incluye proteinas de fuentes naturales o de cultivo
celular recombinante y equivalentes biolégicamente activos de las citocinas de secuencia nativa.

a. B-interferén

El B-interferon (IFN-b) es una proteina molecular de bajo peso que se produce por muchos tipos de células, que
incluyen células epiteliales, fibroblastos y macréfagos. Las células que expresan IFN-b enddégeno son resistentes a
infeccion y replicacion viral. Los genes b-interferén de ratéon (nimeros de acceso de GenBank X14455, X14029) y
humano (numeros de acceso de GenBank J00218, KO0616 y M11029) se han aislado y secuenciado. El IFN-b es
una glicoproteina multifuncional que puede inhibir el crecimiento tumoral tanto directamente, suprimiendo la
replicacion celular e induciendo diferenciacion o apoptosis, como indirectamente activando propiedades tumoricidas
de macrdéfagos y células NK, suprimiendo la angiogénesis tumoral y estimulando respuesta inmunitaria especifica.

b. Interleucina-2

La interleucina-2 (IL-2), originalmente designada factor | de crecimiento de linfocitos T, es un inductor altamente
competente de la proliferacion de linfocitos T y es un factor de crecimiento para todas las subpoblaciones de
linfocitos T. IL-2 es un factor de proliferacion independiente de antigeno que induce progresion del ciclo celular en
células en reposo y asi permite la expansion clénica de linfocitos T activados. Como las células leucémicas
recientemente aisladas también secretan IL-2 y responden a ella, la IL-2 puede funcionar como un modulador del
crecimiento autocrino para estas células que pueden empeorar ATL. La IL-2 también promueve la proliferacion de
linfocitos B activados, aunque esto requiere la presencia de factores adicionales, por ejemplo, IL-4. La IL-2 in vitro
también estimula el crecimiento de células oligodendrogliales. Debido a su efecto sobre linfocitos T y linfocitos B, la
IL-2 es un regulador central de respuestas inmunitarias. También desempefia una funcidn en reacciones
antiinflamatorias, en hematopoyesis y en la supervision tumoral. La IL-2 estimula la sintesis de IFN-g en leucocitos
periféricos y también induce la secrecion de IL-1, TNF-a y TNF-b. La induccién de la secrecién de citocinas
tumoricidas, aparte de la actividad en la expansién de células LAK (células asesinas activadas por linfocinas), son
probablemente los principales factores responsables de la actividad antitumoral de IL-2.

c. GM-CSF

El GM-CSF estimula la proliferacion y diferenciacion de linajes neutrdéfilos, eosinéfilos y monociticos. También activa
funcionalmente las formas maduras correspondientes, potenciando, por ejemplo, la expresion de ciertas proteinas de
adhesion de la superficie celular (CD-11A, CD-11C). La expresion en exceso de estas proteinas podria ser una
explicacion de la acumulacion local observada de granulocitos en sitios de inflamacion. Ademas, el GM-CSF también
potencia la expresion de receptores para fMLP (formil-Met-Leu-Phe) que es un estimulante de la actividad de
neutrdfilos.

d. Citocinas

Las interleucinas, citocina, acidos nucleicos que codifican interleucinas o citocinas, y/o células que expresan tales
compuestos se contemplan como posibles componentes de vacuna. Las interleucinas y citocinas incluyen, pero no
se limitan a, interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-
18, B-interferén, a-interferon, y-interferén, angiostatina, trombospondina, endostatina, GM-CSF, G-CSF, M-CSF,
METH-1, METH-2, factor de necrosis tumoral, TGFb, LT y combinaciones de las mismas.

e. Quimiocinas

Las quimiocinas, acidos nucleicos que codifican quimiocinas y/o células que expresan tales también pueden usarse
como componentes de vacuna. Las quimiocinas generalmente actian de quimioatrayentes para reclutar células
efectoras inmunitarias al sitio de expresion de quimiocinas. Puede ser ventajoso expresar una secuencia codificante
de quimiocinas particular en combinacion con, por ejemplo, una secuencia codificante de citocinas, para potenciar el
reclutamiento de otros componentes del sistema inmunitario al sitio de tratamiento. Tales quimiocinas incluyen, por
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ejemplo, RANTES, MCAF, MIP1-alfa, MIP1-beta, IP-10 y combinaciones de las mismas. El experto reconocera que
ciertas citocinas también son conocidas por tener efectos quimioatrayentes y también podrian clasificarse bajo el
término quimiocinas.

f. Proteinas transportadoras inmunogénicas

En ciertas realizaciones, una composicion antigénica puede acoplarse quimicamente a un vehiculo o expresarse
recombinantemente con un péptido transportador inmunogénico o polipéptido (por ejemplo, un péptido o polipéptido
de fusion de antigeno-transportador) para potenciar una reaccién inmunitaria. Secuencias de aminoacidos
transportadores inmunogénicos a modo de ejemplo y preferidas incluyen antigeno de superficie de la hepatitis B,
hemocianina de lapa californiana (KLH) y albumina de suero bovino (BSA). Otras albuminas tales como albumina de
huevo, albumina de suero de ratén o albumina de suero de conejo también pueden usarse como proteinas
transportadoras inmunogénicas. Medios para conjugar un polipéptido o péptido con una proteina transportadora
inmunogénica son muy conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, glutaraldehido, éster de m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida y bencidina bis-biazotizada.

dg. Modificadores de la respuesta biologica

Puede desearse coadministrar modificadores de la respuesta biolégica (BRM), que se ha mostrado que regulan por
incremento la inmunidad de linfocitos T o regulan por disminucion la actividad de células supresoras. Tales BRM
incluyen, pero no se limitan a, cimetidina (CIM; 1200 mg/d) (Smith/Kline, PA); ciclofosfamida de baja dosis (CYP; 300
mg/m? (Johnson/ Mead, NJ), o un gen que codifica una proteina que participa en una o mas funciones
colaboradoras inmunitarias, tales como B-7.

2. Adyuvantes

Los protocolos de inmunizacion han usado adyuvantes para estimular respuestas durante muchos afios, y como
tales los adyuvantes son muy conocidos para un experto habitual en la materia. Algunos adyuvantes afectan la
forma en la que los antigenos se presentan. Por ejemplo, la respuesta inmunitaria aumenta cuando los antigenos de
proteina se precipitan por alumbre. La emulsion de antigenos también prolonga la duracién de la presentacion de
antigeno.

En un aspecto, un efecto adyuvante se logra por el uso de un agente tal como alumbre usado en aproximadamente
el 0,05 a aproximadamente el 0,1 % de disolucién en solucién salina tamponada con fosfato. Alternativamente, el
antigeno se prepara como una mezcla con polimeros sintéticos de azucares (Carbopol®) usados como disolucion a
aproximadamente el 0,25 %. El efecto adyuvante también puede hacerse por agregacién del antigeno en la vacuna
por tratamiento térmico con temperaturas que oscilan entre aproximadamente 70 ° y aproximadamente 101 °C
durante un periodo de 30 segundos a 2 minutos, respectivamente. También puede emplearse agregacion por
reactivacion con anticuerpos (Fab) tratados con pepsina para albumina, mezcla con célula(s) bacteriana(s) tales
como C. parvum o una endotoxina o componentes de lipopolisacarido de bacterias Gram-negativas, emulsion en
vehiculos de aceite fisioldgicamente aceptables tales como mono-oleato de manida (Aracel A) o emulsién con una
disolucion al 20 % de un perfluorocarbono (Fluosol-DA®) usado como sustituto de bloques.

Algunos adyuvantes, por ejemplo, son ciertas moléculas organicas obtenidas de bacterias, actian sobre el huésped
en vez de sobre el antigeno. Un ejemplo es muramil dipéptido (N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina [MDP]), un
peptidoglicano bacteriano. Los efectos de MDP, al igual que con la mayoria de los adyuvantes, no se entienden
completamente. MDP estimula macréfagos, pero también parece estimular linfocitos B directamente. Por tanto, los
efectos de los adyuvantes no son especificos de antigeno. Sin embargo, si se administran junto con un antigeno
purificado, pueden usarse para promover selectivamente la respuesta al antigeno.

Se han usado adyuvantes experimentalmente para promover un aumento generalizado en la inmunidad contra
antigenos desconocidos (por ejemplo, la patente de EE.UU. 4.877.611). Esto se ha intentado particularmente en el
tratamiento de cancer. Para muchos canceres hay pruebas convincentes de que el sistema inmunitario participa en
la defensa del huésped contra las células tumorales, pero se cree que solo una fracciéon del nimero probablemente
total de antigenos especificos de tumor se ha identificado hasta la fecha. Sin embargo, usando la presente
invencion, la inclusion de un adyuvante adecuado en la membrana de una célula tumoral irradiada aumentara
probablemente la respuesta antitumoral independientemente de la identificacion molecular de los antigenos
importantes. Esto es una caracteristica particularmente importante y que ahorra tiempo de la invencion.

En ciertas realizaciones, las hemocianinas y hemoeritrinas también pueden usarse en la invencion. El uso de
hemocianina de lapa californiana (KLH) se prefiere en ciertas realizaciones, aunque pueden emplearse otras
hemocianinas y hemoeritrinas de moluscos y artrépodos.

También pueden usarse diversos adyuvantes de polisacarido. Por ejemplo, se ha descrito el uso de diversos

adyuvantes de polisacaridos neumocdcicos sobre las respuestas de anticuerpos de ratones (Yin y col., 1989). Las
dosis que producen respuestas 6ptimas, o que de otro modo no producen supresion, deben emplearse como se
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indica (Yin y col., 1989). Las variedades de poliamina de polisacaridos son particularmente preferidas, tales como
quitina y quitosano, que incluyen quitina desacetilada.

Otro grupo de adyuvantes son el grupo muramil dipéptido (MDP, N-acetiimuramil-L-alanil-D-isoglutamina) de
peptidoglicanos bacterianos. También se contemplan derivados de muramil dipéptido, tales como el aminoacido
derivado treonil-MDP y el derivado de acido graso MTPPE.

La patente de EE.UU. 4.950.645 describe un derivado de disacarido-tripéptido lipéfilo de muramil dipéptido que se
describe para su uso en liposomas artificiales formados a partir de fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol. Se cree que es
eficaz en activar monocitos humanos y destruir células tumorales, pero no es tdxico a dosis generalmente altas. Los
compuestos de la patente de EE.UU. 4.950.645 y la solicitud de patente PCT WO 91/16347 se contemplan para su
uso con vehiculos celulares y otras realizaciones de la presente invencion.

Otro adyuvante contemplado para su uso en la presente invencion es BCG. También pueden usarse BCG (bacilo de
Calmette-Guerin, una cepa atenuada de Mycobacterium) y el esqueleto de la pared celular de BCG (CWS) como
adyuvantes en la invencion, con o sin dimicolato de trehalosa. El dimicolato de trehalosa puede usarse por si mismo.
Se ha mostrado que la administracion de dimicolato de trehalosa se correlaciona con elevada resistencia a infeccion
por el virus de la gripe en ratones (Azuma y col., 1988). Puede prepararse dimicolato de trehalosa como se describe
en la patente de EE.UU. 4.579.945.

BCG es una herramienta clinica importante debido a sus propiedades inmunoestimulantes. BCG actua estimulando
el sistema reticuloendotelial, activa linfocitos citoliticos espontaneos y aumenta la proliferacion de citoblastos
hematopoyéticos. Se ha demostrado que los extractos de la pared celular de BCG tienen excelente actividad de
adyuvante inmunitario. Herramientas genéticas moleculares y procedimientos para micobacterias han proporcionado
los medios para introducir genes extrafios en BCG (Jacobs y col.,1987; Snapper y col., 1988; Husson y col., 1990;
Martin y col., 1990).

El BCG vivo es una vacuna eficaz y segura usada en el mundo para prevenir la tuberculosis. EI BCG y otras
micobacterias son adyuvantes altamente eficaces, y la respuesta inmunitaria a las micobacterias se ha estudiado
ampliamente. Con casi 2 billones de inmunizaciones, el BCG tiene un largo registro de uso seguro en el hombre
(Luelmo, 1982; Lotte y col., 1984). Es una de las pocas vacunas que puede administrarse al nacer, engendra
respuestas inmunitarias de larga vida con solo una dosis Unica, y hay una red de distribuciéon en el mundo con
experiencia en la vacunacion con BCG. Una vacuna de BCG a modo de ejemplo se comercializa como TICE™ BCG
(Organon Inc., West Orange, NJ).

En una practica tipica de la presente invencion, las células de Mycobacterium bovis-BCG se cultivan y se recogen
mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden cultivarse como una pelicula superficial
sobre un medio de Sauton o en un recipiente de fermentaciéon que contiene el cultivo dispersado en un medio de
Dubos (Dubos y col., 1947; Rosenthal, 1937). Todos los cultivos se recogen después de 14 dias de incubacién a
aproximadamente 37 °C. Las células cultivadas como una pelicula se recogen usando un bucle de platino mientras
que aquellas del fermentador se recogen por centrifugacion o filtracion de flujo tangencial. Las células recogidas se
resuspenden en un medio de tampdn estéril acuoso. Una suspension tipica contiene de aproximadamente 2 x 10"
células/ml a aproximadamente 2 x 10"2 células/ml. A esta suspension bacteriana se afiade una disolucién estéril que
contiene una enzima seleccionada que degradara la célula de BCG que cubre el material. La suspension resultante
se agita tal como por agitacion para garantizar la maxima dispersién de los organismos de BCG. A partir de aqui se
prepara una suspension de células mas concentrada y la enzima en el concentrado se retira, normalmente lavando
con un tampodn acuoso, empleando técnicas conocidas tales como filtracion de flujo tangencial. Las células sin
enzima se ajustan a una concentracion inmunolégica 6ptima con una disolucion crioprotectora, después de lo cual se
envasan en viales, ampollas, etc., y se liofilizan dando vacuna de BCG, que tras la reconstitucion con agua esta lista
para inmunizacion.

Agentes tensioactivos y anfipaticos, por ejemplo, saponina y derivados tales como QS21 (Cambridge Biotech),
forman todavia otro grupo de adyuvantes para su uso con los inmunégenos de la presente invencion. También
pueden emplearse tensioactivos de copolimeros de bloque no iénicos (Rabinovich y col., 1994; Hunter y col., 1991).
Los oligonucledtidos son otro grupo util de adyuvantes (Yamamoto y col., 1988). Quil A y lentineno son otros
adyuvantes que pueden usarse en ciertas realizaciones de la presente invencion.

Un grupo de adyuvantes preferidos para su uso en la invencion son las endotoxinas desintoxicadas, tales como la
endotoxina desintoxicada refinada de la patente de EE.UU. 4.866.034. Estas endotoxinas desintoxicadas refinadas
son eficaces en producir respuestas de adyuvantes en mamiferos. Por supuesto, las endotoxinas desintoxicadas
pueden combinarse con otros adyuvantes para preparar células incorporadas en multiples adyuvantes. Por ejemplo,
se contempla particularmente la combinacién de endotoxinas desintoxicadas con dimicolato de trehalosa, como se
describe en la patente de EE.UU. 4.435.386. También se contemplan combinaciones de endotoxinas desintoxicadas
con dimicolato de trehalosa y glicolipidos endotdxicos (patente de EE.UU. 4.505.899), ya que es la combinacion de
endotoxinas desintoxicadas con esqueleto de la pared celular (CWS) o CWS y dimicolato de trehalosa, como se
describe en las patentes de EE.UU. 4.436.727, 4.436.728 y 4.505.900. También se prevé que sean utiles las
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combinaciones de solo CWS y dimicolato de trehalosa, sin endotoxinas desintoxicadas, como se describe en la
patente de EE.UU. 4.520.019.

En ofras realizaciones, la presente invencion contempla que una variedad de adyuvantes pueden emplearse en las
membranas de células, produciendo una composiciéon inmunogénica mejorada. El Unico requisito es, generalmente,
que el adyuvante sea capaz de incorporacion en, asociacion fisica con, o conjugacion con, la membrana celular de la
célula en cuestion. Aquellos expertos en la materia conoceran los diferentes tipos de adyuvantes que pueden
conjugarse con vacunas celulares segun la presente invencion y éstos incluyen alquil-lisofosfolipidos (ALP); BCG; y
biotina (incluyendo derivados biotinilados), entre otros. Ciertos adyuvantes particularmente contemplados para su
uso son los 4cidos teicoicos de células Gram-positivas. Estos incluyen los 4cidos lipoteicoicos (LTA), &cidos
ribitolteicoicos (RTA) y acido glicerolteicoico (GTA). También pueden emplearse formas activas de sus homdlogos
sintéticos a proposito de la invencion (Takada y col., 1995a).

Diversos adyuvantes, incluso aquellos que no se usan comunmente en seres humanos, pueden todavia emplearse
en animales, en los que, por ejemplo, se desean producir anticuerpos u obtener posteriormente linfocitos T
activados. La toxicidad u otros efectos adversos que pueden resultar de tanto el adyuvante como las células, por
ejemplo, como puede producirse usando células tumorales no irradiadas, es irrelevante en tales circunstancias.

Un grupo de adyuvantes preferidos para su uso en algunas realizaciones de la presente invencion son aquellos que
pueden codificarse por un acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN). Se contempla que tales adyuvantes pueden
codificarse en un acido nucleico (por ejemplo, un vector de expresion) que codifica el antigeno, o en un vector
separado u otra construccién. Estos acidos nucleicos que codifican los adyuvantes pueden administrarse
directamente tales como, por ejemplo, con lipidos o liposomas.

3. Excipientes, sales y sustancias auxiliares

Una composicion antigénica de la presente invencion puede mezclarse con uno o mas componentes adicionales (por
ejemplo, excipientes, sales, etc.) que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con al menos un principio
activo (por ejemplo, antigeno). Excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol,
etanol y combinaciones de los mismos.

Una composicion antigénica de la presente invencion puede formularse en la vacuna como una forma neutra o de
sal. Una sal farmacéuticamente aceptable incluye las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino
libres del péptido) y aquellos que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o
fosférico, o tales acidos organicos como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Una sal formada con un
grupo carboxilo libre también puede derivarse de una base inorganica tal como, por ejemplo, hidréxido de sodio,
potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanol,
histidina, procaina y combinaciones de las mismas.

Ademas, si se desea, una composicion antigénica puede comprender cantidades menores de una o mas sustancias
auxiliares tales como, por ejemplo, agentes humectantes o emulsionantes, agentes de tamponamiento del pH, etc.,
que potencian la eficacia de la composicién antigénica o vacuna.

l. Preparaciones de vacuna

Una vez producido, sintetizado y/o purificado, un antigeno u otro componente de vacuna puede prepararse como
una vacuna para administracion a un paciente. La preparacion de una vacuna es generalmente bien entendida en la
materia, como se ejemplifica por las patentes de EE.UU. n° 4.608.251, 4.601.903, 4.599.231, 4.599.230 y 4.596.792.
Tales procedimientos pueden usarse para preparar una vacuna que comprende una composiciéon antigénica que
comprende epitopes de proteina de unién a folato y/o variantes como principio(s) activo(s), en vista de la presente
divulgacion. En realizaciones preferidas, las composiciones de la presente invencion se preparan para ser vacunas
farmacologicamente aceptables.

Las composiciones de vacuna farmacéuticas de la presente invencion comprenden una cantidad eficaz de uno o
mas epitopes de proteina de union a folato y/o variantes o agente adicional disuelto o disperso en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La expresion “farmacéutica o farmacolégicamente aceptable” se refiere a entidades
moleculares y composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra inapropiada cuando se
administran a un animal tal como, por ejemplo, un ser humano, segun convenga. La preparacion de una composicion
farmacéutica que contiene al menos un epitope de proteina de unién a folato o principio activo adicional sera
conocida para aquellos expertos en la materia en vista de la presente divulgacion, como se ejemplifica por
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 ed. Mack Printing Company, 1990. Ademas, para la administracion a
animales (por ejemplo, humana), se entendera que las preparaciones deben cumplir esterilidad, pirogenicidad,
seguridad general y patrones de pureza segun se requiera por la Oficina de Patrones Bioldgicos de la FDA.

Como se usa en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
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antibacterianos, agentes antifungicos), agentes isotonicos, agentes de retraso de la absorcion, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmacos, aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes,
edulcorantes, aromatizantes, colorantes, tales como materiales y combinaciones de los mismos, como seria
conocido para un experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 ed.
Mack Printing Company, 1990, pag. 1289-1329). La variante de proteina de union a folato puede comprender
diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si va a administrarse en forma sdlida, liquida o de aerosol, y si
necesita ser estéril para vias de administracion tales como inyeccién. Excepto en la medida de que cualquier
vehiculo convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones
terapéuticas o farmacéuticas.

En cualquier caso, la composicion puede comprender diversos antioxidantes para retardar la oxidacion de uno o mas
componentes. Adicionalmente, la prevencion de la accién de microorganismos puede provocarse por conservantes
tales como diversos agentes antibacterianos y antifungicos, que incluyen, pero no se limitan a, parabenos (por
ejemplo, metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal o combinaciones de los
mismos.

La variante de proteina de union a folato puede formularse en una composiciéon en una base libre, forma neutra o de
sal. Sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido, por ejemplo, aquellas formadas con
los grupos amino libres de una composicion proteinacea, o que se forman con acidos inorganicos tales como, por
ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acido acético, oxalico, tartarico o mandélico.
Las sales formadas con los grupos carboxilo libre también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por
ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o bases organicas tales como isopropilamina,
trimetilamina, histidina o procaina.

En realizaciones en las que la composicidn esta en una forma liquida, un vehiculo puede ser un disolvente o medio
de dispersion que comprende, pero no se limita a, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol liquido, etc.), lipidos (por ejemplo, triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los
mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento, tal como lecitina; por
el mantenimiento del tamafio de particula requerido por dispersion en vehiculos tales como, por ejemplo, poliol
liquido o lipidos; por el uso de tensioactivos tales como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa; o combinaciones de los
mismos tales procedimientos. En muchos casos sera preferible incluir agentes isotonicos tales como, por ejemplo,
azucares, cloruro sédico o combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones pueden usarse disoluciones o esprays nasales, aerosoles o inhalantes en la presente
invencion. Tales composiciones se disefian generalmente para ser compatibles con el tipo de tejido diana. En un
ejemplo no limitante, disoluciones nasales son normalmente disoluciones acuosas disefiadas para administrarse a
las vias nasales en gotas o esprays. Las disoluciones nasales se preparan de manera que sean similares en muchos
respectos a las secreciones nasales, de manera que se mantenga accion ciliar normal. Asi, en realizaciones
preferidas, las disoluciones nasales acuosas normalmente son isoténicas o estan ligeramente tamponadas para
mantener un pH de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5. Ademas, conservantes antimicrobianos, similares
a aquellos usados en preparaciones oftalmicas, farmacos o estabilizadores de farmacos apropiados, si se requiere,
pueden incluirse en la formulacién. Por ejemplo, se conocen diversas preparaciones nasales comerciales e incluyen
farmacos tales como antibiéticos o antihistaminicos.

En ciertas realizaciones, la variante de proteina de unién a folato se prepara para administracion por vias tales como
ingestion oral. En estas realizaciones, la composicion solida puede comprender, por ejemplo, disoluciones,
suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas (por ejemplo, capsulas de gelatina de vaina dura o
blanda), formulaciones de liberacidn sostenida, composiciones bucales, trociscos, elixires, suspensiones, jarabes,
obleas, o combinaciones de los mismos. Las composiciones orales pueden incorporarse directamente con la comida
de la dieta. Vehiculos preferidos para administracién por via oral comprenden diluyentes inertes, vehiculos
comestibles asimilables o combinaciones de los mismos. En otros aspectos de la invencion, la composiciéon oral
puede prepararse como un jarabe o elixir. Un jarabe o elixir, y pueden comprender, por ejemplo, al menos un agente
activo, un edulcorante, un conservante, un aromatizante, un colorante, un conservante, o combinaciones de los
mismos.

En ciertas realizaciones preferidas, una composicion oral puede comprender uno o mas aglutinantes, excipientes,
agentes de disgregacion, lubricantes, aromatizantes, y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, una
composicion puede comprender uno o mas de los siguientes: un aglutinante tal como, por ejemplo, goma tragacanto,
goma arabiga, almidon de maiz, gelatina o combinaciones de los mismos; un excipiente, tal como, por ejemplo,
fosfato de dicalcio, manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de
magnesio o combinaciones de los mismos; un agente disgregante, tal como, por ejemplo, almidén de maiz, almidon
de patata, acido alginico o combinaciones de los mismos; un lubricante, tal como, por ejemplo, estearato de
magnesio; un edulcorante, tal como, por ejemplo, sacarosa, lactosa, sacarina o combinaciones de los mismos; un
aromatizante, tal como, por ejemplo, menta, aceite de gaulteria, aromatizante de cereza, aromatizante de naranja,
etc.; o combinaciones de los mismos anteriores. Si la forma unitaria de dosificacion es una capsula, puede contener,
ademas de materiales del tipo anterior, vehiculos tales como un vehiculo liquido. Diversos otros materiales pueden
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estar presentes como recubrimientos o para modificar de otro modo la forma fisica de la unidad de dosificacién. Por
ejemplo, comprimidos, pildoras o capsulas pueden recubrirse con Shellac, azicar o ambos.

Formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de administracion incluyen supositorios. Los
supositorios son formas de dosificacion solida de diversos pesos y formas, normalmente medicados, para insercion
en el recto, vagina o uretra. Después de la insercion, los supositorios se ablandan, funden o disuelven en los fluidos
de la cavidad. En general, para supositorios, vehiculos tradicionales pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles,
triglicéridos o combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, los supositorios pueden formarse a partir de
mezclas que contienen, por ejemplo, el principio activo en el intervalo de aproximadamente el 0,5 % a
aproximadamente el 10 %, y preferentemente aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 2 %.

Disoluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con diversos de los otros componentes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido
de esterilizacion filtrada. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando los diversos principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y/o los otros componentes. En el caso
de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles, suspensiones o emulsién, los
procedimientos preferidos de preparacion son secado a vacio o técnicas de liofilizacién que dan un polvo del
principio activo mas cualquier componente deseado adicional a partir de un medio liquido previamente esterilizado
por filtracién de los mismos. El medio liquido debe sestar adecuadamente tamponado, si fuera necesario, y el
diluyente liquido se convierte primero en isoténico antes de la inyeccidn con solucién salina suficiente o glucosa.
También se contempla la preparacion de composiciones altamente concentradas para inyeccion directa, en las que
se prevé que el uso de DMSO como disolvente produzca la penetracion extremadamente rapida, administracion de
altas concentraciones de los agentes activos a un area pequefa.

La composicion debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y preservarse contra la accién
contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminaciéon por
endotoxinas debe mantenerse minimamente a un nivel seguro, por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina.

En realizaciones particulares, la absorcién prolongada de una composicion inyectable puede provocarse por el uso
en las composiciones de agentes que retrasan la absorcion, tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio,
gelatina o combinaciones de los mismos.

J. Administracion de vacunas

El modo de administracion de una vacuna puede variarse ampliamente. Son aplicables cualquiera de los
procedimientos convencionales para administracion de una vacuna. Por ejemplo, una vacuna puede administrarse
convencionalmente intravenosamente, intradérmicamente, intraarterialmente, intraperitonealmente,
intralesionalmente, intracranealmente, intraarticularmente, intraprostaticamente, intrapleuralmente,
intratraguealmente, intranasalmente, intravitreamente, intravaginalmente, intratumoralmente, intramuscularmente,
intraperitonealmente, subcutaneamente, intravesicularmente, mucosamente, intrapericardialmente, por via oral,
rectalmente, nasalmente, topicamente, en colirios, localmente, usando aerosol, inyeccion, infusion, infusidon continua,
perfusion localizada, bafiando directamente células diana, mediante un catéter, mediante un lavado, en cremas, en
composiciones de lipidos (por ejemplo, liposomas), o por otro procedimiento o cualquier combinacién de lo anterior
como seria conocido para un experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 182 ed. Mack Printing Company, 1990).

Un programa de vacunacion y las dosificaciones pueden variarse de paciente a paciente, teniendo en cuenta, por
ejemplo, factores tales como el peso y la edad del paciente, el tipo de enfermedad que esta tratandose, la gravedad
de la afeccion de la enfermedad, intervenciones terapéuticas previas o concurrentes, el modo de administracion y
similares, que pueden determinarse facilmente por un experto habitual en la materia.

Una vacuna se administra de un modo compatible con la formulacién de dosificacion, y en tal cantidad que sera
terapéuticamente eficaz e inmunogénica. Por ejemplo, la via intramuscular puede preferirse en el caso de toxinas
con semividas cortas in vivo. La cantidad que va a administrarse depende del sujeto que va a tratarse, que incluye,
por ejemplo, la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar anticuerpos y el grado de proteccion
deseada. La dosificacion de la vacuna dependera de la via de administracion y variara segun el tamafio del huésped.
Cantidades precisas de un principio activo requerido para administrarse dependen del criterio del médico. En ciertas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos aproximadamente el 0,1
% de un compuesto activo. En otras realizaciones, el un compuesto activo puede comprender entre
aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 75 % del peso de la unidad, o entre aproximadamente el 25 % y
aproximadamente el 60 %, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable en su interior. Sin embargo, un intervalo de
dosificacion adecuada puede ser, por ejemplo, del orden de varios cientos de microgramos de principio activo por
vacunacion. En otros ejemplos no limitantes, una dosis puede también comprender de aproximadamente 1
microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 5 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 10
microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 50 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 100
microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 200 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 350
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microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 500 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 1
miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 5 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 10
miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 50 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 100
miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 200 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 350
miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 500 miligramo/kg/peso corporal, a aproximadamente 1000
mg/kg/peso corporal 0 mas por vacunacion, y cualquier intervalo derivable en su interior. En ejemplos no limitantes
de un intervalo derivable de los nimeros enumerados en el presente documento puede administrarse un intervalo de
aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 5
microgramo/kg/peso corporal a aproximadamente 500 miligramo/kg/peso corporal, etc., basandose en los numeros
descritos anteriormente. También son variables una pauta adecuada para administracion inicial y administraciones
de refuerzo (por ejemplo, inoculaciones), pero estan tipificadas por una administracién inicial, seguida de
posterior(es) inoculacién (inoculaciones) u otra(s) administracion (administraciones).

En muchos casos se deseara tener multiples administraciones de la vacuna, normalmente que no superen las seis
vacunaciones, mas normalmente que no superen las cuatro vacunaciones y preferentemente una o mas,
normalmente al menos aproximadamente tres vacunaciones. La vacunaciones seran normalmente a intervalos de
dos a doce semanas, mas normalmente intervalos de tres a cinco semanas. Se desearan refuerzos periddicos a
intervalos de 1-5 afios, normalmente tres afios, para mantener los niveles protectores de los anticuerpos.

El curso de la inmunizacién puede ir seguido de ensayos para anticuerpos para los antigenos de sobrenadante. Los
ensayos pueden realizarse marcando con marcas convencionales, tales como radionuclidos, enzimas, fluorescentes
y similares. Estas técnicas son muy conocidas y pueden encontrarse en una amplia variedad de patentes, tales
como las patentes de EE.UU. n°® 3.791.932; 4.174.384 y 3.949.064, como ilustrativas de estos tipos de ensayos.
Pueden realizarse otros ensayos inmunitarios y pueden realizarse ensayos de proteccion de la exposicién a la
variante de proteina de unién a folato, tras la inmunizacion.

K. Potenciamiento de una respuesta innata

La presente invencion incluye un procedimiento de potenciamiento de la respuesta inmunitaria en un sujeto que
comprende las etapas de poner en contacto uno o mas linfocitos con una composicion antigénica de variante de
proteina de unidn a folato, en el que el antigeno comprende como parte de su secuencia una secuencia segun SEC
ID N°: 2 a SEC ID N°: 8, o un equivalente inmunoldgicamente funcional de las mismas. En ciertas realizaciones, el
uno o mas linfocitos esta comprendido en un animal, tal como un ser humano. En otras realizaciones, el (los)
linfocito(s) puede(n) aislarse de un animal o de un tejido (por ejemplo, sangre) del animal. En ciertas realizaciones
preferidas, el (los) linfocito(s) son linfocito(s) de sangre periférica. En ciertas realizaciones, el uno o mas linfocitos
comprenden un linfocito T o un linfocito B. En una faceta particularmente preferida, el linfocito T es un linfocito T
citotoxico.

La respuesta inmunitaria potenciada puede ser una respuesta inmunitaria activa o pasiva. Alternativamente, la
respuesta puede ser parte de un enfoque de inmunoterapia adoptiva en el que se obtienen linfocito(s) de un animal
(por ejemplo, un paciente), luego se pulsan con composicién que comprende una composicion antigénica. En una
realizacion preferida, el (los) linfocito(s) puede(n) administrarse al mismo animal o a diferentes (por ejemplo, mismos
donantes o diferentes).

1. Linfocitos T citotoxicos

En ciertas realizaciones, los linfocitos T se activan especificamente por contacto con una composicion antigénica de
la presente invencion. En ciertas realizaciones, los linfocitos T se activan por contacto con una célula presentadora
de antigeno que es o ha estado en contacto con una composicién antigénica de la invencion.

Los linfocitos T expresan un receptor de unién a antigeno unico sobre su membrana (receptor de linfocitos T), que
puede solo reconocer antigeno en asociacion con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) sobre
la superficie de otras células. Hay varias poblaciones de linfocitos T, tales como células T colaboradoras y linfocitos
T citotoxicos. Los linfocitos T colaboradores y los linfocitos T citotoxicos se distinguen principalmente por su
expresion de las glicoproteinas CD4 y CD8 unidas a la membrana, respectivamente. Los linfocitos T colaboradores
secretan diversas linfocinas, que son cruciales para la activacion de linfocitos B, linfocitos T citotdxicos, macrofagos
y otras células del sistema inmunitario. A diferencia, un linfocito T citotdxico que reconoce un complejo de antigeno-
MHC prolifera y se diferencia en una célula efectora llamada un linfocito T citotoxico (CTL). Los CTL eliminan células
del cuerpo que expresan antigeno produciendo sustancias que producen la lisis de células.

La actividad de CTL puede evaluarse mediante procedimientos descritos en el presente documento o como serian
conocidos para un experto en la materia. Por ejemplo, los CTL pueden evaluarse en células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) recientemente aisladas en una linea celular expandida de IL-2 estimulada con
fitohemaglutinina establecida a partir de CMSP (Bernard y col., 1998) o por linfocitos T aislados de un sujeto
previamente inmunizado y reestimulado durante 6 dias con DC infectadas con un vector de adenovirus que contiene
antigeno usando ensayos convencionales de microtoxicidad de liberacion de *ICr en 4 h. En otro ensayo
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fluorométrico desarrollado para detectar citotoxicidad mediada por células, el fluoréforo usado es la molécula no
toxica azul de alamar (Nociari y col., 1998). El azul de alamar se extingue fluorescentemente (es decir, rendimiento
de bajos cuantos) hasta que se produce la reduccién mitocondrial, que luego produce un espectacular aumento en la
intensidad de fluorescencia del azul de alamar (es decir, aumento en el rendimiento cuantico). Se informa que este
ensayo es extremadamente sensible, especifico y requiere un numero significativamente menor de células efectoras
que el ensayo convencional de liberacién de *cr.

En ciertos aspectos, las respuestas de linfocitos T colaboradores pueden medirse por ensayo in vitro o in vivo con
péptidos, polipéptidos o proteinas. Los ensayos in vitro incluyen mediciéon de una liberacién de citocinas especificas
por enzima, radiois6topo, cromo6foro o ensayos fluorescentes. Los ensayos in vivo incluyen respuestas de
hipersensibilidad de tipo retardado llamadas pruebas de la piel, como seria conocido para un experto habitual en la
materia.

2. Células presentadoras de antigeno

En general, el término “célula presentadora de antigeno” puede ser cualquier célula que realice el objetivo de la
invencion ayudando en la potenciacién de una respuesta inmunitaria (es decir, de los brazos de linfocitos T o
linfocitos B del sistema inmunitario) contra un antigeno (por ejemplo, una variante de proteina de unién a folato o un
equivalente inmunoldgicamente funcional) o composicion antigénica de la presente invencion. Tales células pueden
definirse por aquellos expertos en la materia usando procedimientos desvelados en el presente documento y en la
materia. Como se entiende por un experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, Kuby, 1993), y se usa en el
presente documento en ciertas realizaciones, una célula que muestra o presenta un antigeno normalmente o
preferencialmente con un molécula o complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il para una célula inmunitaria
es una “célula presentadora de antigeno”. En ciertos aspectos, una célula (por ejemplo, una célula APC) puede
fusionarse con otra célula, tal como una célula recombinante o una célula tumoral que expresa el antigeno deseado.
Los procedimientos de preparacion de una fusiéon de dos o mas células son muy conocidos en la técnica, tales como,
por ejemplo, los procedimientos desvelados en Goding, pag. 65-66, 71-74 1986; Campbell, pag. 75-83,1984; Kohler
y Milstein, 1975; Kohler y Milstein, 1976, Gefter y col., 1977. En algunos casos, la célula inmunitaria a la que una
célula presentadora de antigeno muestra o presenta un antigeno es una célula CD4'TH. Moléculas adicionales
expresadas sobre las células inmunitarias APC u otras pueden ayudar o mejorar la potenciacion de una respuesta
inmunitaria. Moléculas secretadas o solubles, tales como, por ejemplo, inmunomoduladores y adyuvantes, pueden
también ayudar o potenciar la respuesta inmunitaria contra un antigeno. Tales moléculas son muy conocidas para un
experto en la materia, y diversos ejemplos se describen en el presente documento.

VII. Formulaciones de péptidos

Los péptidos que contienen los motivos de epitopes descritos en el presente documento se contemplan para su uso
en terapéuticos para proporcionar dianas de FBP universales y antigenos para CTL en el sistema HLA-A2. El
desarrollo de terapéuticos basados en estas novedosas secuencias proporciona la induccién de células inmunitarias
reactivas frente a tumores in vivo mediante la formulaciéon de vacunas contra el cancer sintéticas, ademas de la
induccion de linfocitos T reactivos frente a tumores in vitro mediante tanto mediadas por péptidos (por ejemplo,
lipopéptido) como mediadas por célula (por ejemplo, lineas EBV-B usando tanto transfectantes autélogos como HLA-
A2 en los que se introduce el gen para el péptido de interés, y el péptido se expresa asociado a HLA-A2 sobre la
superficie). También se contempla el uso de estos novedosos péptidos como componentes de vacunas para
prevenir o reducir la probabilidad de progresion del cancer.

Los péptidos contemplados, para su uso, que son mas pequefios que otras composiciones, tales como proteinas de
la envuelta, tendran biodisponibilidad y semividas mejoradas. Si se desea, el examen de estabilidad puede realizarse
sobre los péptidos, que incluye, por ejemplo, pre-incubacion en suero y plasma humano; tratamiento con diversas
proteasas; y también analisis de estabilidad de la temperatura y el pH. Si se encuentra que es necesario, la
estabilidad de los péptidos sintéticos puede potenciarse por uno cualquiera de una variedad de procedimientos tales
como, por ejemplo, empleando D-aminoacidos en lugar de L-aminoacidos para la sintesis de péptidos; usando
grupos de bloqueo como t-boc y similares; o encapsulando los péptidos dentro de liposomas. La biodisponibilidad de
mezclas seleccionadas de péptidos también puede determinarse inyectando péptidos radiomarcados en animales
experimentales, tales como ratones y/o monos Rhesus, y posteriormente analizando su distribucién en tejido.

Si se desea el potenciamiento de la estabilidad, se contempla que el uso de aminoacidos dextrégiros (D-
aminoacidos) seria ventajoso ya que esto produciria incluso mayor biodisponibilidad debido a la incapacidad de
proteasas de atacar estos tipos de estructuras. Los péptidos de la presente invencién también pueden estabilizarse
adicionalmente, por ejemplo, mediante la adicion de grupos a los extremos N o C, tales como por acilacion o
aminacion. Si se desea, los péptidos podrian estar incluso en forma de péptidos con cola de lipido, formulados en
micelas similares a tensioactivos, u otros multimeros de péptidos. La preparacion de multimeros de péptidos y
micelas similares a tensioactivos se describe en detalle en el n° de serie de EE.UU. 07/945.865. Se contempla que
las composiciones de la presente invencién son particularmente ventajosas para su uso en terapéuticos
antitumorales/contra el cancer econdmicos y seguros, y pueden probarse formulaciones terapéuticas especificas en
modelos animales experimentales, tales como ratones, ratas, conejos, cobayas, gatos, cabras, monos Rhesus,
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chimpancés y similares, con el fin de determinar mas precisamente las formas de dosificacion requeridas.

Ademas de los compuestos de peptidilo descritos en el presente documento, los inventores también contemplan que
puedan formularse otros compuestos estéricamente similares para imitar las porciones clave de la estructura del
péptido y que tales compuestos también pueden usarse del mismo modo que los péptidos de la invencion. Esto
puede lograrse por las técnicas de modelado y disefio quimico conocidas para aquellos expertos en la materia. Por
ejemplo, pueden emplearse esterificacion y otras alquilaciones para modificar el extremo de un péptido para imitar
una estructura de motivo terminal particular. Se entendera que todas aquellas construcciones estéricamente
similares se encuentran dentro del alcance de la presente invencion.

Las composiciones terapéuticas o farmacolégicas de la presente invencion comprenderan generalmente una
cantidad eficaz de un péptido o péptidos estimulantes de CTL, disuelto o disperso en un medio farmacéuticamente
aceptable. El término “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades y composiciones moleculares que no
producen una reaccion alérgica, toxica, o de otro modo adversa, cuando se administran a un ser humano. Medios o
vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de retraso de la absorcion y similares.
El uso de tales medios y agentes para sustancias activas farmacéuticas es muy conocido en la técnica. Excepto en
la medida de que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su
uso en las composiciones terapéuticas.

También pueden incorporarse principios activos suplementarios en las composiciones terapéuticas de la presente
invencion. Por ejemplo, los péptidos estimulantes también pueden combinarse con péptidos que incluyen epitopes
inductores de linfocitos T citotdxicos o linfocitos T colaboradores (como se desvela en el documento de EE.UU. n° de
serie 071945.865) para crear mezclas de péptidos para inmunizacion y tratamiento.

La preparacion de composiciones farmacéuticas o farmacoldgicas que contienen un péptido o péptidos estimulantes
de CTL, que incluyen péptidos dextrogiros, como principios activos sera conocida para aquellos expertos en la
materia en vista de la presente divulgacion. Normalmente, tales composiciones pueden prepararse como
inyectables, tanto como disoluciones liquidas como suspensiones; formas sdlidas adecuadas para disolucion en, o
suspension en, liquido antes de inyeccion; como comprimidos u otros sélidos para administracion por via oral; como
capsulas de liberacién con el tiempo; o en cualquier otra forma actualmente usada, que incluye cremas, lociones,
enjuagues bucales, inhalantes y similares.

Pueden prepararse disoluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacolégicamente aceptables
en agua adecuadamente mezcladas con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También pueden prepararse
dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. Bajo condiciones habituales
de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de
microorganismos.

Se prefieren disoluciones estériles adecuadas para administracion intravenosa en ciertas realizaciones y se
contempla que son particularmente eficaces en estimular CTL y/o producir una respuesta inmunitaria en un animal.
Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los
casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto de que exista facil capacidad de inyeccion. Debe ser
estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la accion contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos.

Un péptido o péptidos pueden formularse en una composicion en una forma neutra o de sal. Sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acido (formadas con los grupos amino libres del
péptido) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o tales
acidos organicos como aceético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio o férricos, y tales bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El vehiculo también puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y
aceites vegetales. La fluidez apropiada puede mantenerse, entre otras cosas, por el uso de un recubrimiento, tal
como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerida en el caso de dispersion y por el uso de
tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos puede proporcionarse, entre otras cosas, por diversos
agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y
similares. En muchos casos sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azlcares o cloruro sédico. La
absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede provocarse por el uso en las composiciones de
agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Se preparan disoluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con diversos de los otros componentes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido
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de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos principios
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros componentes
requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de
disoluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacion son secado al vacio y técnicas de
liofilizacidon que dan un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional de una disolucién
previamente esterilizada por filtracién de los mismos.

También se contempla la preparacion de disoluciones mas o altamente concentradas para inyeccion intramuscular.
Se prevé que esto tenga utilidad particular en facilitar el tratamiento de lesiones por pinchazo de aguja a animales o
incluso seres humanos. A este respecto se prefiere el uso de DMSO como disolvente, ya que esto producira
penetracion extremadamente rapida, administrando altas concentraciones del péptido activo, péptidos o agentes a
un area pequena.

También puede ser particularmente Util el uso de formulaciones estériles, tales como lavados basados en solucién
salina, por veterinarios, técnicos, cirujanos, médicos o profesionales sanitarios para limpiar un area particular en el
campo de operacion. Las formulaciones terapéuticas segun la presente invencion también pueden reconstituirse en
forma de enjuagues bucales, que incluyen los péptidos solos, o conjuntamente con reactivos antifingicos. También
se prevén formas inhalantes, que de nuevo pueden contener péptidos activos o agentes solos, o conjuntamente con
otros agentes, tales como, por ejemplo, pentamidina. Las formulaciones terapéuticas de la invencién también
pueden prepararse en formas adecuadas para administracion tdpica, tales como en cremas y lociones.

Conservantes adecuados para su uso en una disolucion tal incluyen cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio,
clorobutanol, timerosal y similares. Tampones adecuados incluyen acido bérico, bicarbonato sédico y potasico,
boratos de sodio y potasio, carbonato de sodio y potasio, acetato sédico, bifosfato de sodio y similares, en
cantidades suficientes para mantener el pH a entre aproximadamente pH 6 y pH 8, y preferentemente, entre
aproximadamente pH 7 y pH 7,5. Agentes de tonicidad adecuados son dextrano 40, dextrano 70, dextrosa, glicerina,
cloruro de potasio, propilenglicol, cloruro sédico y similares, de forma que el equivalente de cloruro sédico de la
disolucion oftalmica esta en el intervalo del 0,9 + 0,2 %. Antioxidantes y estabilizadores adecuados incluyen bisulfito
de sodio, metabisulfito de sodio, tiosulfato de sodio, tiourea y similares. Agentes humectantes y clarificantes
adecuados incluyen polisorbato 80, polisorbato 20, poloxamero 282 y tiloxapol. Agentes que aumentan la viscosidad
adecuados incluyen dextrano 40, dextrano 70, gelatina, glicerina, hidroxietilcelulosa, hidroximetilpropilcelulosa,
lanolina, metilcelulosa, petrolato, polietilenglicol, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa y
similares.

Tras la formulacion, los terapéuticos se administraran de un modo compatible con la formulacién de dosificacion, y
en cantidad tal que sea farmacolégicamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de
formas de dosificacion, tales como el tipo de disoluciones inyectables descritas anteriormente, pero también pueden
emplearse capsulas de liberacion de farmacos y similares. Como se usa en el presente documento, “cantidad
farmacologicamente eficaz” significa que se usa una cantidad de composicion que contiene una cantidad de un
péptido o péptidos suficiente para estimular significativamente un CTL o generar una respuesta inmunitaria en un
animal.

En este contexto, la cantidad de péptido(s) y el volumen de composicidon que va a administrarse depende del
huésped animal que va a tratarse tal como la capacidad del sistema inmunitario del animal huésped para producir
una respuesta inmunitaria. Cantidades precisas de péptido activo que se requiere administrar dependen del criterio
del médico y son particulares para cada individuo.

Normalmente se utiliza un volumen minimo de una composicién requerida para dispersar el péptido. También son
viables pautas adecuadas para la administracién, pero se tipificarian administrando inicialmente el compuesto y
monitorizando los resultados y luego administrando mas dosis controladas a intervalos adicionales. Por ejemplo,
para administracion parenteral, una disolucion acuosa adecuadamente tamponada, y si fuera necesario, isoténica,
se prepararia y usaria para administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea o incluso intraperitoneal. Una
dosificacion podria disolverse en 1 ml de disolucion isotonica de NaCl y tanto afiadirse a 1000 ml de fluido de lisis
hipodérmico como inyectarse en el sitio de infusidon propuesto (véase, por ejemplo, “Remington's Pharmaceutical
Sciences” 152 edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580).

En ciertas realizaciones, los compuestos activos pueden administrarse por via oral. Esto se contempla para agentes
que son generalmente resistentes, o se han convertido en resistentes, a la protedlisis por enzimas digestivas. Se
contempla que tales compuestos incluyan agentes quimicamente disefiados o modificados; péptidos dextrégiros; y
formulaciones de péptido y liposdmicas en capsulas de liberacion controlada para evitar la degradacion por
peptidasas, proteasas y/o lipasas.

Las formulaciones orales pueden incluir compuestos en combinacion con un diluyente inerte o un vehiculo
comestible que puede ser asimilado; aquellos encerrados en capsulas de gelatina de vaina dura o blanda; aquellos
comprimidos en comprimidos; o aquellos incorporados directamente con la comida de la dieta. Para administracion
terapéutica oral, los compuestos activos pueden incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos
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ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Tales
composiciones y preparaciones deben contener generalmente al menos el 0,1 % de compuesto activo. El porcentaje
de las composiciones y preparaciones puede, por supuesto, variarse y puede estar convenientemente entre
aproximadamente el 2 y aproximadamente el 60 % del peso de la unidad. La cantidad de compuestos activos en
tales composiciones terapéuticamente Utiles es de forma que se obtendra una dosificaciéon adecuada.

Comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener lo siguiente: puede afiadirse un
aglutinante, como goma tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz o gelatina; excipientes, tales como fosfato de
dicalcio; un agente disgregante, tal como almidén de maiz, almidéon de patata, acido alginico y similares; un
lubricante, tal como estearato de magnesio; y un edulcorante, tal como sacarosa, lactosa o sacarina, o un
aromatizante, tal como menta, aceite de gaulteria o aromatizante de cereza. Si la forma unitaria de dosificacién es
una capsula puede contener, ademas de materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido. Diversos otro materiales
pueden estar presentes como recubrimientos o para modificar de otro modo la forma fisica de la unidad de
dosificacion. Por ejemplo, comprimidos, pildoras o capsulas pueden recubrirse con Shellac, aziicar o ambos. Un
jarabe de elixir puede contener los compuestos activos sacarosa como edulcorante, metil y propilparabeno como
conservantes, un colorante y aromatizante, tal como aroma de cereza o naranja. Por supuesto, cualquier material
usado en la preparacion de cualquier forma unitaria de dosificacion debe ser farmacéuticamente puro y
sustancialmente no téxico en las cantidades empleadas. Ademas, los compuestos activos pueden incorporarse en
preparaciones y formulaciones de liberacién sostenida.

Los péptidos pueden usarse en su capacidad inmunizante administrando una cantidad eficaz para generar una
respuesta inmunitaria en un animal. En este sentido, una “cantidad eficaz tal para generar una respuesta inmunitaria”
significa una cantidad de composicion que contiene un péptido o mezcla de péptidos suficiente para producir
significativamente una respuesta antigénica en el animal.

VIIl. Ejemplos

Los siguientes ejemplos estan incluidos para demostrar realizaciones preferidas de la invencion. Debe apreciarse
por aquellos expertos en la materia que las técnicas desveladas en los ejemplos que siguen representan técnicas
descubiertas por los inventores para funcionar bien en la practica de la invencion, y asi puede considerarse que
constituyen modos preferidos para su practica. Sin embargo, aquellos expertos en la materia deben, en vista de la
presente divulgacion, apreciar que pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones especificas que se
desvelan y todavia obtener un resultado parecido o similar sin apartarse del alcance de la invencion.

EJEMPLO 1
FUNDAMENTO PARA EL DISENO DE VARIANTES

Estudios en modelos experimentales sobre el desarrollo de linfocitos en el timo muestran que la interaccion de
timocitos con agonistas débiles o nulos (sin efecto aparente) conducen a seleccioén positiva (es decir, supervivencia)
de pacientes que responden a un Ag especifico, mientras que la estimulacién con agonistas fuertes conduce a
seleccién negativa (delecién de CTL reactivos). Similarmente, estudios recientes sobre respuestas de células CD8"
de sangre periférica muestran que las variantes de Ag con actividad agonista nula o débil indujeron la expansion de
precursores de CTL que responden a un Ag modelo, pero no a funcion efectora. Estos resultados se obtuvieron con
animales transgénicos, y los receptores de los CTL se irradiaron fuertemente. Hay poca informacion referente a
cémo los pacientes que responden a tumor, y/o sus precursores, pueden mantenerse y evitar la eliminacion en
individuos sanos, o pacientes sin pruebas de enfermedad. Sin embargo, la presencia de tales precursores, o de CTL
activados que reconocen Ag tumoral (Peoples y col., 1998; Hudson y col., 1998; Peoples y col., 1998; Kim y
col.,1999; Lee y col., 2000) es una prueba de que tales respondedores existen en la sangre periférica. Los enfoques
para promover su supervivencia, expansion e induccion de formacién litica son beneficiosos para los pacientes. Si
los respondedores elegidos como diana para la supervivencia son CTL de baja afinidad, se espera que la débil
afinidad sea compensada por un aumento significativo en los nimeros de efectores. Si los respondedores son de
alta afinidad, la proteccion de AICD también permitira su expansion.

Para disefiar Ag “inductores de supervivencia”, la presente invencién se basa en el epitope de FBP E39:
EIWTHSYKYV. Este epitope es reconocido, aunque con baja afinidad, por CTL reactivos frente a tumor de ovario y de
mama. Se predijo que la inmunogenicidad mejorada en términos de ganancia neta en niumeros de células que
reaccionan con el Ag natural se logra reduciendo la carga positiva en el aminoacido en la posicion 5 (histidina) y
sustitucion de histidina con fenilalanina (Phe). La Phe no esta cargada, pero su anillo aromatico de benceno es una
sustituciéon proxima para el anillo de histidina de imidazol. Para garantizar una mejor flexibilidad de los residuos en el
péptido, la estructura fendlica de la tirosina se sustituyd con la cadena central alifatica de treonina (Thr). Tanto Tyr
como Thr contienen un grupo de cadena lateral OH (hidroxilo). Asi se eliminaron la carga positiva en la posicién 5y
la estructura rigida de Tyr. En una realizacion especifica, esto aumenta la flexibilidad de los residuos 5-9 (SYKV) en
el péptido y permite un mejor ajuste del TCR con el complejo de MHC de péptido. La variante: E1WTESTKV se
designé J65. Se crearon variantes adicionales de J65 con cambios en la posicion 7 (Tyr)—Thr solo = designado J77,
en la posicion 5 solo Phe—His = designado J78, y en posiciones 1 y 6. Estos analogos/variantes se enumeran en la
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Tabla 5.

Tabla 5: Variantes de proteina de unién a folato

VARIANTE SECUENCIA CAMBIO

E39 EIWTHSYKYV (SEQ ID NO:268) Tipo salvaje

J77 EIWTHSTKYV (SEQ ID NO:1) Y7T-T

J78 EIWTFSYKYV (SEQ ID NO:2) H5—F

J68 FIWTFATKV (SEQ ID NO:3) E1—F, H5—F, Y7-T
J67 EIWTHATKYV (SEQ ID NO:4) S6—-A, Y7—-T

J66 FIWTFSTKV (SEQ ID NO:6) E1—-F.H5—F,Y7T-T
J65 EIWTFSTKYV (SEQ ID NO:5) H5—F, Y7-T

J64 GIWTHSTKYV (SEQ ID NO:7) E1-G, Y7-T

J63 FIWTHSTKYV (SEQ ID NO:8) E1—F, Y7-T

La seleccion de estas variantes de Ag se hizo sobre el principio de alteracion de Ag que tiene como objetivo alternar
la sefalizacion. Ademas de las sustituciones H— F (Pos. 5) y Y — T (Pos. 7), se introdujeron sustituciones en las
otras posiciones: S — A (Pos. 6 y Glu (B) — F y E — Gly (G) (en Pos. 1). El fin de estas sustituciones fue eliminar
posibles grupos de reaccion con el TCR. En la sustitucion S — A (Pos. A), este cambio elimina un grupo OH de la
cadena lateral. En la posicion 1, la sustitucion E (acido glutamico) — glicina, elimina la cadena lateral alifatica entera
mas el grupo COO cargado. También en la posicién 1, la sustitucion E— F (elimina el grupo COO cargado, pero
introduce un anillo aromatico). Estas sustituciones tienen como objetivo disminuir la reactividad del péptido con el
TCR.

EJEMPLO 2
INDUCCION DE IFN-y Y ACTIVIDAD DE CTL

También se ha determinado la capacidad estabilizante de HLA-A2 de los péptidos de variante (FIG. 1). Los
resultados muestran que la capacidad estabilizante de J65 es casi la mitad de |la capacidad estabilizante de E39. A
diferencia, sustituciones en la posicién 1 aumentan la afinidad de unién del péptido. Los resultados en la FIG. 2
muestran la actividad citolitica de CTL inducidos con J65 en comparaciéon con CTL inducidos con E39. Los
resultados indican que J65 fue un inductor mas débil de IFN-y de los 3 x cultivos estimulados con J65 que J77 y E39,
sugiriendo que los cambios en la secuencia tuvieron efectos acumulados en la disminucion de la induccion de IFN-y.

Para tratar los efectos de variantes de FBP sobre la induccién de la actividad de CTL, cultivos de CMSP de donante
sano estimuladas tres veces con J65 se fraccionaron en tres y se reestimularon con tanto B39 como J65 o J77. Se
preparo un cultivo de control de las mismas CMSP estimuladas tres veces con E39 y se reestimularon con E39 por
cuarta vez. Las CMSP estimuladas tres veces con E39 (3 x E39) seguido de E39 mostraron reconocimiento débil
moderado de E39. A diferencia, 3 x CTL estimulados con J65 mostraron reconocimiento significativamente mayor de
E39 después de la estimulacion con B39. Se observé un cuadro similar con 3 x células J65 reestimuladas con J65,
mientras que 3 x J65 reestimuladas con J77 mostraron actividad de CTL significativamente inferior a 3 x J65
estimuladas con los otros péptidos. Se informé recientemente que los CTL de memoria que reaccionan con el Ag
tumoral tal como FBP estan presentes en la sangre de individuos sanos (Lee y col., 2000). Estas células pueden
activarse facilmente por estimulacion con el péptido correspondiente presentado sobre células dendriticas (Kim y
col., 1999). Para evaluar la capacidad estimulante de los analogos J65y J77, las CMSP de un donante que
responde al tratamiento se estimularon con E39, J65 y J77. Estos resultados muestran que la funcién potenciadora
de J65 en la proliferacion y citotoxicidad de los pacientes que responden al tratamiento no refleja la secrecion
potenciada de IL-2 y/o IFN-y en comparacion con el Ag natural, pero su actividad inductora de citocinas mas débil
parece proteger CTL de mayor afinidad de la apoptosis evitando la estimulacion en exceso.

EJEMPLO 3
INDUCCION DE IL-2 ESPECIFICA SENSIBILIZANDO CON VARIANTES DE FBP

En CTL sensibilizadas con J65, la mayor actividad de CTL y secrecion de IFN-y puede provocarse por el epitope
natural E39, sugiriendo un efecto protector de las estimulaciones previas. Los resultados en la FIG. 3 muestran que
J65 y J77 indujeron menores niveles de IL-2 en las CMSP de este donante en comparacion con el péptido natural
E39. Para identificar cual de las variantes de E39 indujo mayor expansion de células, las CMSP del mismo donante
se estimularon tres veces con el péptido correspondiente, y las células vivas resultantes se contaron una semana
después de cada estimulacién. Los resultados en la FIG. 4 muestran que los cultivos estimulados con E39 se
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expandieron inicialmente mas rapido que los otros cultivos; sin embargo, después de la tercera estimulacion, los
cultivos estimulados con J65 aumentaron mas rapidamente en nimeros. A diferencia, los cultivos estimulados con
J78 (H—F) y J77 (Y—T) proliferaron mas lentamente que los cultivos de control que no se estimularon con péptido.
Se obtuvieron resultados similares con J65 en otro donante (FIG. 5). En este donante, las células estimuladas con
E39 murieron después de la tercera estimulacién mientras que las células estimuladas por J65 se expandieron mas

rapidamente. Las células estimuladas con J77 y J78 también se expandieron, pero a una menor velocidad.
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Todas las composiciones y procedimientos desvelados y reivindicados en el presente documento pueden prepararse
y ejecutarse sin excesiva experimentacion en vista de la presente divulgacion. Aunque las composiciones y
procedimientos de la presente invencién se han descrito en términos de realizaciones preferidas, sera evidente para
aquellos expertos en la materia que pueden aplicarse variaciones a las composiciones y procedimientos y en las
etapas o en la secuencia de etapas del procedimiento descrito en el presente documento sin apartarse del concepto
y alcance de la invencion. Mas especificamente, sera evidente que ciertos agentes que estan tanto quimicamente
como fisiolégicamente relacionados pueden estar sustituidos con los agentes descritos en el presente documento
mientras que se lograrian los mismos resultados o similares. Todos aquellos sustitutos y modificaciones similares
evidentes para aquellos expertos en la materia se considera que estan dentro del alcance y concepto de la invencion
como se describe en el presente documento.

1. Como una composicién de materia, un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato de
SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una
combinacioén de las mismas.

2. Como una composiciéon de materia, una composiciéon que comprende un antigeno que incluye un epitope de
proteina de unién a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID
N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas, en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

3. Un procedimiento para estimular linfocitos T citotdxicos, que comprende la etapa de poner en contacto los
linfocitos T citotoxicos con una cantidad de un antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a
folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°:'7, SEC ID N°: 8, o
una combinacién de las mismas, en las que la cantidad es eficaz para estimular los linfocitos T citotdxicos.

4. El procedimiento de 3, en el que los linfocitos T citotdxicos se localizan dentro de un ser humano.

5. El procedimiento de 4, en el que el procedimiento comprende ademas la etapa de administrar al ser humano
un antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID
N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas

6. El procedimiento de 5, en el que el epitope se formula para administraciéon parenteralmente, tépicamente, o
como un inhalante, aerosol o espray.

7. Un procedimiento de generacion de una respuesta inmunitaria, que comprende la etapa de administrar a un
ser humano una composicion farmacéutica que comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de una
composicion que comprende un antigeno que comprende un epitope de unién a folato de SEC ID N°: 2, SEC
ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinaciéon de las
mismas.

8. Un procedimiento de induccién de inmunidad contra un tumor en un individuo, que comprende las etapas de:

administrar al individuo un antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a folato de SEC ID
N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una
combinacioén de las mismas; y

administrar al individuo una vacuna contra el cancer.

9. El procedimiento de 8, en el que el antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato se
administra antes de la administracion de la vacuna contra el cancer.

10. El procedimiento de 8, en el que el antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato se
administra posterior a la administracion de la vacuna contra el cancer.

11. El procedimiento de 8, en el que el antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato se
administra tanto antes de como después de la administracion de la vacuna contra el cancer.

12. El procedimiento de 8, en el que la vacuna contra el cancer comprende un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en SEC ID N°: 268 (E39) y SEC ID N°: 269 (E41).

13. Un procedimiento de induccién de linfocitos T citotdxicos de memoria en un individuo que comprende la
etapa de administrar un antigeno que comprende un epitope de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3,
SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N° 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion de las mismas.

14. El procedimiento de 13, en el que el individuo es sustancialmente susceptible a reaparicién del cancer.

15. Un procedimiento de proporcionar inmunidad contra un tumor que comprende la etapa de administrar un
antigeno que comprende una vacuna de epitope de unién a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N¢:
4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas.

16. Un procedimiento para tratar un individuo para cancer que comprende las etapas de:

administrar al individuo una primera vacuna contra el cancer; y

administrar al individuo una segunda vacuna contra el cancer que comprende un péptido de SEC ID N°: 2,
SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion
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de las mismas.

17. El procedimiento de 16, en el que la etapa de administracién de la primera vacuna contra el cancer precede
a la etapa de administracion de la segunda vacuna contra el cancer.

18. El procedimiento de 16, en el que la etapa de administracién de la primera vacuna contra el cancer es
posterior a la etapa de administracion de la segunda vacuna contra el cancer.

19. Una composicion farmacéutica que comprende un antigeno que comprende un epitope de proteina de
union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID
N°: 8, o una combinacion de las mismas, en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

20. Un procedimiento para tratar un trastorno de células proliferativas en un ser humano, que comprende
administrar al ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica que
comprende un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°:
3, SEC ID N° 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion de las mismas en
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

21. El procedimiento de 20, en el que el trastorno de células proliferativas es cancer.

22. El procedimiento de 21, en el que el cancer es cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio,
cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer renal, melanoma, cancer de rifidn, cancer de préstata, cancer
cerebral, sarcomas, o una combinacion de los mismos.
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REIVINDICACIONES

Un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID
N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas.

Una composicién que comprende un antigeno que incluye un epitope de proteina de unién a folato de SEC ID
N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion
de las mismas, en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID
N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°;: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas, para su uso
en un procedimiento para estimular linfocitos T citotdxicos, comprendiendo el procedimiento la etapa de poner
en contacto los linfocitos T citotdxicos con una cantidad del antigeno, en el que la cantidad es eficaz para
estimular los linfocitos T citotdxicos.

El antigeno de la reivindicacion 3, en el que los linfocitos T citotoxicos se localizan dentro de un ser humano.

El antigeno de la reivindicacion 4, en el que el procedimiento comprende ademas la etapa de administrar al ser
humano un antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3,
SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion de las mismas,
particularmente en el que el epitope se formula para administracion parenteralmente, tépicamente, o como un
inhalante, aerosol o espray.

Una composicién que comprende un antigeno que comprende un epitope de union a folato de SEC ID N°: 2,
SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion de las
mismas, para su uso en un procedimiento de generacién de una respuesta inmunitaria, comprendiendo el
procedimiento la etapa de administrar a un ser humano una composiciéon farmacéutica que comprende una
cantidad inmunolégicamente eficaz de la composicion.

Un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID
N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°;: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas, para su uso
en un procedimiento de induccién de inmunidad contra un tumor en un individuo, comprendiendo el
procedimiento las etapas de:

administrar al individuo el antigeno; y
administrar al individuo una vacuna contra el cancer.

El antigeno de la reivindicacion 7, en el que el antigeno que comprende un epitope de proteina de union a
folato se administra antes de la administracion de la vacuna contra el cancer y/o posterior a la administracion
de la vacuna contra el cancer o en el que la vacuna contra el cancer comprende un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste en SEC ID N°: 268 (E39) y SEC ID N°: 269 (residuos de aminoacidos 245-253 de la
proteina de unién a folato denominada E41).

Un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID
N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion de las mismas, para su uso
en un procedimiento de induccién de linfocitos T citotéxicos de memoria en un individuo que comprende la
etapa de administrar el antigeno.

El antigeno de la reivindicacion 9, en el que el individuo es sustancialmente susceptible a reaparicién del
cancer.

Una vacuna que comprende un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a folato de SEC ID
N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacion
de las mismas, para su uso en un procedimiento de proporcionar inmunidad contra un tumor que comprende la
etapa de administrar el antigeno.

Una segunda vacuna contra el cancer que comprende un péptido de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4,
SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o una combinacién de las mismas para su uso en un
procedimiento para tratar un individuo para cancer que comprende las etapas de:

administrar al individuo una primera vacuna contra el cancer; y
administrar al individuo la segunda vacuna contra el cancer.

La vacuna contra el cancer de la reivindicacion 12, en el que la etapa de administracién de la primera vacuna

contra el cancer precede a la etapa de administracion de la segunda vacuna contra el cancer o es posterior a la
etapa de administracién de la segunda vacuna contra el cancer.
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Una composiciéon farmacéutica que comprende un antigeno que comprende un epitope de proteina de union a
folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o
una combinacién de las mismas, en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una composicién farmacéutica que comprende un antigeno que comprende un epitope de proteina de unién a
folato de SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, o
una combinacién de las mismas, en un excipiente farmacéuticamente aceptable para su uso en un
procedimiento para tratar un trastorno de células proliferativas en un ser humano, que comprende administrar
al ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 15, en el que el trastorno de células proliferativas es cancer,
particularmente en el que el cancer es cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer
colorrectal, cancer de pulmon, cancer renal, melanoma, cancer de rifién, cancer de préstata, cancer cerebral,
sarcomas, o una combinaciéon de los mismos.
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Actividad CTL
E39 ug/mL

(% Lisis especifica)

Oug/mL Spg/mL 25ug/mL

1. J65x3, E39 0 245 174
2. J65x3, J77 0 4.2 8.2
3. J65x3, J65 0 209 23.2
4. E39x3,E39 0 1.1  14.6

Figura 2B
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