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DESCRIPCION
Activacion inducida en células dendriticas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para potenciar una respuesta inmunitaria. Mas
particularmente, la composicion es un polipéptido coestimulador inducible que se induce mediante la oligomerizacion
del ligando.

Antecedentes de la invencion

Las células dendriticas (DC) son uUnicas entre las células presentadoras de antigenos (APC) debido a su potente
capacidad para activar los linfocitos T inmunolégico no expuestos anteriormente (Steimnan, 1991). Las DC expresan
constitutivamente, o tras la maduracion, varias moléculas que median en la interaccion fisica y proporcionan sefiales
de activacion a los linfocitos T respondedores. Estas incluyen las moléculas MHC de clase | y clase || CDSO (B7-1) y
CD86 (B7-2); CD40; CD11a/CD18 (LFA-1); y CD54 (ICAM-1) (Steinman, 1991; Steinman et al., 1995). Las DC
secretan también, tras la estimulacion, varias citoquinas estimuladoras de los linfocitos T, que incluyen IL-1-beta, IL-
6, IL-8, proteina-1-alfa inflamatoria de macrofagos (MIP-1-alfa), y MIP-1-delta (Matsue et al., 1992; Kitajima et al.,
1995; Ariizumi et al., 1995; Caux et al., 1994; Heufler et al., 1992; Schreiber et al., 1992; Enki et al, 1992;
Mohamadzadeh et al., 1996). Ambas propiedades, la expresion de la molécula de adhesién y la produccion de
citoquinas estan compartidas por otras APC (por ejemplo, macrofagos activados y linfocitos B), que son
sustancialmente menos competentes en la activacion de linfocitos T no expuestos anteriormente.

La activacion de los linfocitos T es una importante etapa en la inmunidad protectora frente a microorganismos
patégenos (por ejemplo, virus, bacterias, y parasitos), proteinas extrafias, y agentes quimicos perjudiciales para el
medio ambiente. Los linfocitos T expresan receptores sobre sus superficies (es decir, receptores de linfocitos T) que
reconocen a los antigenos presentados sobre la superficie de las células presentadoras de antigenos. Durante una
respuesta inmunitaria normal, la unién de estos antigenos a los receptores de linfocitos T inicia cambios
intracelulares que conducen a la activacion de los linfocitos T. Las DC expresan varias moléculas de adhesién
diferentes (y coestimuladoras), que median en su interaccién con los linfocitos T. Las combinaciones de los
receptores (en las DC) y contrarreceptores (en los linfocitos T) conocidos por tener este papel incluyen: a) MHC y
CD8 de clase I, b) MHC y CD4 de clase Il, c) CD54 (ICAM-1) y CD11a/CD18 (LFA-1), d) ICAM-3 y CD11a/CD18, e)
LFA-3y CD2, f) CD80 (B7-1) y CD28 (y CTLA4), g) CD86 (B7-2) y CD28 (y CTLA4) y h) CD40 y CD40L (Steinman et
al., 1995). De forma importante, no solo la ligadura de estas moléculas promueve la union fisica entre las DC y los
linfocitos T, también transduce las senales de activacion.

Las células dendriticas (DC) orquestan también varias etapas criticas en el desarrollo de una respuesta inmunitaria
adaptativa. Las DC comunican informacion relativa al estado antigénico de los tejidos periféricos a los ganglios
linfaticos locales. Tras la deteccion de las "sefiales de peligro" derivadas de patdgenos y enddgenas, las DC se
adaptan fisiolégicamente a su microentorno experimentando un programa genético conocido como "maduraciéon” a
fin de dirigir una respuesta de linfocitos T eficaz. La maquinaria Unica de las DC les permite, no solo inducir la
activacion de los linfocitos T no expuestos anteriormente, sino regular también su fenotipo y funcion posteriores.
Estos impresionantes atributos hacen de las DC una eleccion ideal para su aprovechamiento como adyuvantes
naturales en el desarrollo de la vacuna del cancer. Sin embargo, los limitados éxitos de recientes ensayos clinicos
indican que las estrategias terapéuticas actuales con las DC necesitan un refinamiento adicional si se va a incluir la
inmunoterapia en el arsenal de tratamientos contra el cancer junto a las modalidades mas tradicionales de quimio y
radioterapia. Esta traduccion del desarrollo de vacunas a base de DC al escenario clinico se basa significativamente
en los avances de nuestra comprension de la biologia basica de las DC.

Una de las deficiencias criticas de las vacunas basadas en las DC es su naturaleza transitoria. El estado de
activacion y la longevidad de las DC son significativamente limitados. Menos de 24 horas después de la exposicion a
los lipopolisacaridos derivados de bacterias (LPS), las DC finalizan la sintesis de la citoquina IL-12 y se vuelven
refractarias a estimulos adicionales. Esto implica que la activacion potencial de los linfocitos T citotdxicos (CTL) de
las DC esta gravemente comprometida en un tiempo relativamente corto tras su activacion. Los estudios con
vacunas indican que la supervivencia de las DC pulsadas por antigenos en el fluido de drenaje de los ganglios
linfaticos se reduce drasticamente 48 horas después de su administracion y es indetectable en 72 horas. Estos
hallazgos justifican la necesidad de estrategias alternativas para el disefio de vacunas a base de DC, tales como el
desarrollo de DC genéticamente alteradas que puedan evitar los mecanismos fisiolégicos reguladores y presenten
propiedades inmunoestimuladoras potenciadas para el tratamiento del cancer y otras enfermedades.

Breve sumario de la invencion
La presente invencion se refiere a la induccion y/o activacion de las células presentadoras de antigenos. Se pueden

usar las células presentadoras de antigenos activadas para potenciar y/o regular las respuestas inmunitarias para un
antigeno diana. Mas particularmente, la presente invencion proporciona el uso de un ligando que se une a un
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dominio de unién al ligando FKBP de una proteina quimérica, dando como resultado una oligomerizacion de la
proteina quimérica, en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una dolencia, seleccionada entre
una enfermedad hiperproliferativa o una enfermedad infecciosa, modulando una respuesta inmunitaria , para activar
una célula presentadora de antigenos transfectada o transducida in vivo, donde

a) la célula presentadora de antigenos se ha transfectado o transducido con un vector de expresiéon que codifica
la proteina quimérica; y

b) dicho vector de expresion comprende una secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de
polinucleétidos que codifica una regién dirigida a membrana, una secuencia de polinucleétidos que codifica un
dominio de unién al ligando FKBP capaz de unirse al ligando, una secuencia de polinucleétidos que codifica un
polipéptido de la region citoplasmica CD40 que no tiene un dominio extracelular funcional, unido todo
operativamente.

La invencion proporciona también un método para activar in vitro una célula presentadora de antigenos que
comprende las etapas de:

transfectar o transducir la célula presentadora de antigenos con un vector de expresion, donde dicho vector de
expresion comprende una secuencia promotora de polinucleotidos, y una secuencia de polinucledtido que
codifica una proteina quimérica, donde la secuencia del polinucleétido codifica una regién dirigida a membrana,
un dominio de union al ligando FKBP, y un polipéptido de la region citoplasmica CD40 que no tiene un dominio
extracelular funcional, unidos todos operativamente; y activar la célula presentadora de antigenos transfectada o
transducida administrando un ligando que se une al dominio de unién al ligando FKBP de la proteina quimérica,
dando como resultado la oligomerizacion de la proteina quimérica.

La invencién proporciona también el uso de un vector de expresion en la fabricaciéon de un medicamento para el
tratamiento de una dolencia seleccionada entre una enfermedad hiperproliferativa o una enfermedad infecciosa,
modulando una respuesta inmunitaria in vivo en un sujeto, donde dicho vector de expresion se expresa en células
dendriticas y dicho vector de expresién comprende una secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de
polinucledtidos que codifica una region dirigida a membrana, una secuencia de polinucleétidos que codifica un
dominio de unién al ligando FKBP, una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido de la region
citoplasmica CD40 que no tiene un dominio extracelular funcional, unido todo operativamente.

La invencion proporciona también el uso de una célula presentadora de antigenos transfectada o transducida en la
fabricacion de un medicamento para potenciar una respuesta inmunitaria en un sujeto, donde el sujeto tiene una
dolencia seleccionada entre una enfermedad hiperproliferativa o una enfermedad infecciosa, donde

a) lacélula presentadora de antigenos se transfecta o transduce con un vector de expresion;

b) dicho vector de expresion comprende una secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de
polinucledtidos que codifica una regién dirigida a membrana, una secuencia de polinucleétidos que codifica un
dominio de unién al ligando FKBP y una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido de la region
citoplasmica CD40 que no tiene un dominio extracelular funcional, unidos todos operativamente; y

c) las células presentadoras de antigenos transfectadas o transducidas se administran al sujeto simultanea o
posteriormente a la administraciéon de una composicion inmundgena.

El vector se selecciona entre el grupo que consiste en un vector virico, un vector bacteriano y un vector de mamifero.

El vector de expresion puede codificar adicionalmente un segundo dominio de unién al ligando FKBP. La secuencia
dirigida a membrana puede ser, por ejemplo, una secuencia dirigida a la miristoilaciéon. En determinadas
realizaciones, la secuencia promotora de polinucleétidos se selecciona entre el grupo que consiste en un promotor
constitutivo (es decir, el promotor temprano del virus 40 de simio (SV40), un promotor del virus del tumor mamario de
ratéon, un promotor de repeticion terminal larga del virus de la inmunodeficiencia humana, un promotor del virus
Moloney, un promotor del virus de la leucemia de aves, un promotor temprano inmediato del virus de Epstein-Barr,
un promotor del virus del sarcoma de Rous, un promotor de la accién humana, un promotor de la miosina humana,
un promotor de la hemoglobina humana, el promotor del citomegalovirus (CMV), un promotor EF1 alfa, y un
promotor de la creatina del musculo humano) un promotor inducible (es decir, el promotor de la metalotioneina, un
promotor glucocorticoide, un promotor de la progesterona, y un promotor de la tetraciclina) y un promotor especifico
de tejido (es decir, células dendriticas (es decir, CD11c), un promotor asociado a PSA o kalikreina glandular
especifica de prostata).

Se describe una célula transducida, donde se transduce con el vector de expresion y/o la construcciéon de la
presente invencion. Mas especificamente, la célula es una célula presentadora de antigenos o un embriocitoblasto.
Se contempla que la célula transducida pueda ser una composicion farmacéutica.

Se describe una célula de fusién que comprende una célula presentadora de antigenos transducida fusionada a una
célula, donde la célula presentadora de antigenos transducida comprende un vector de expresion y/o una
construccion de expresion. Mas especificamente, la célula es una célula tumoral, por ejemplo, una célula de tumor
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de proéstata. Se contempla que la célula de fusion puede ser una composicion farmacéutica.

Se describe una composicion farmacéutica que comprende el vector de expresion o la construccion de expresion y
un transportador farmacéuticamente aceptable, donde dicho vector de expresién comprende una secuencia
promotora de polinucleétidos, una primera secuencia de polinucleétidos que codifica una region de union a ligando,
una segunda secuencia de polinucleétidos que codifica una regidon de unién a ligando, una secuencia dirigida a
membrana, y una secuencia de polinucledtidos que codifica un polipéptido coestimulador, unido todo
operativamente.

Se describe un método para modular una respuesta inmunitaria en un sujeto que comprende la etapa de administrar
al sujeto un vector de expresion de la presente invencion. El vector de expresion se expresa en células dendriticas y
el vector comprende una secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de polinucleétidos que codifica una
region de unién a ligando, y una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido coestimulador, unido todo
operativamente. El sujeto al que se puede administrar el vector de expresion puede ser un sujeto que esta
inmunocomprometido.

Se describe un método para modular una respuesta inmunitaria en un sujeto que comprende las etapas de
transducir una célula presentadora de antigenos con un vector de expresion, donde el vector de expresion
comprende una secuencia promotora de polinucledtidos, una secuencia de polinucleétidos que codifica una region
de unién a ligando, y una secuencia de polinucledtidos que codifica un polipéptido coestimulador, unidos todos
operativamente; y administrar al sujeto células presentadoras de antigenos transducidas, donde las células
presentadoras de antigenos transducidas potencian la respuesta inmunitaria en el sujeto. La célula presentadora de
antigenos transducida se activa administrando un ligando que da como resultado una oligomerizacion. Esta previsto
ademas que las células presentadoras de antigenos transducidas se administren al sujeto simultanea o
posteriormente a la administracion de una composicién inmundgena.

Se describe un método para inducir una respuesta inmunitaria regulada contra un antigeno en un sujeto que
comprende las etapas de: transducir una célula presentadora de antigenos con un vector de expresion, donde el
vector de expresion comprende una secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de polinucleétidos que
codifica una region de unién a ligando, y una secuencia de polinucledtidos que codifica un polipéptido coestimulador,
unidos todos operativamente; cargar las células presentadoras de antigeno transducidas con el antigeno;
administrar las células presentadoras de antigeno cargadas transducidas al sujeto activando de esta forma una
respuesta inmunitaria contra un antigeno antitumoral de linfocitos T citotdxicos y linfocitos T citoliticos; y regular la
induccion de la respuesta inmunitaria dirigida hacia los antigenos tumorales con un ligando que da como resultado
una oligomerizacion. El ligando es una proteina o no es una proteina. Mas particularmente, el ligando no es una
proteina, por ejemplo, un FK506 dimérico y/o analogos diméricos de FK506. La respuesta inmunitaria esta regulada
positivamente por FK506 dimérico y/o los analogos diméricos de FK506 o bien esta regulada negativamente por
FK506 monomérico y/o los analogos monoméricos de FK506. Mas especificamente, las células presentadoras de
antigeno cargadas transducidas se administran al sujeto por via intradérmica, subcutanea, intranodal o intralinfatica.
Se prevé que las células presentadoras de antigenos se transduzcan con el vector de expresion in vitro o ex vivo
antes de administrar al sujeto.

Se puede llevar a cabo la carga de antigeno en las células presentadoras utilizando métodos convencionales, por
ejemplo, de forma pulsada, mediante transduccion, mediante transfeccion, y/o mediante electrofusion. Se prevé que
los antigenos pueden ser acidos nucleicos (ADN o ARN), proteinas, lisados de proteinas, lisados de células
completas, o proteinas antigénicas unidas a otras proteinas, es decir, proteinas de choque térmico.

Los antigenos se pueden derivar o aislar de microorganismos patdgenos tales como virus incluyendo VIH, gripe,
herpes simple, virus del papiloma humano, Hepatitis B, Hepatitis C, VEB, Citomegalovirus (CMV) y similares. El
antigeno se puede derivar o aislar de bacterias patogenas tales como de Chlamydia, Mycobacteria, Legionella,
Meningococcus, Grupo A de Streptococcus, Salmonella, Listeria, Hemophilus influenzae, y similares. Aun mas
adicionalmente, el antigeno se puede derivar o aislar de levaduras patégenas incluyendo Aspergillus, Candida
invasiva, Nocardia, Histoplasmosis, Cryptosporidia y similares. El antigeno se puede derivar o aislar de protozoos
patégenos y parasitos patégenos que incluyen, pero no se limitan a Pneumocystis carinii, Trypanosoma, Leishmania,
Plasmodium y Toxoplasma gondii.

En determinadas realizaciones, el antigeno incluye un antigeno asociado con un estado preneoplasico o
hiperplasico. Los antigenos pueden asociarse también con, o ser causantes de cancer. Dichos antigenos son
antigenos especificos de tumor, antigenos asociados a tumores (TAA) o antigenos especificos de tejidos, sus
epitopos, y los agonistas de epitopos de los mismos. Dichos antigenos incluyen, pero no se limitan al antigeno
carcinoembriénico (CEA) y sus epitopos tales como CAP-1, CAP-1-6D (46) y similares, MART-1, MAGE-1, MAGE-3,
GAGE, GP-100, MUC-1, MUC-2, oncogén ras mutado puntualmente, oncogenes p53 mutados normal y
puntualmente, PSMA, tirosinasa, TRP-1 (gp75), NY-ESQ-1, TRP-2, TAG72, KSA, CA-125, PSA, HER-2/neu/c-
erb/B2, BRC-I, BRC-II, ber-abl, pax3-fkhr, ews-fli-1, modificaciones de los TAA y del antigeno especifico de tejido,
variantes de corte y empalme de los TAA, agonistas de epitopos, y similares.
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En determinadas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad hiperproliferativa, que puede definirse también
adicionalmente como cancer. En realizaciones preferidas adicionales, el cancer es melanoma, cancer de pulmoén no
microcitico, cancer de pulmén microcitico, de pulmén, hepatocarcinoma, leucemia, retinoblastoma, astrocitoma,
glioblastoma, de encia, lengua, neuroblastoma, cabeza, cuello, mama, pancreatico, préstata, rifion, hueso, testiculo,
ovario, mesotelioma, de cuello de utero, gastrointestinal, linfoma, cerebro, colon, sarcoma o de vejiga. El cancer
puede incluir un tumor comprendido por células tumorales. Por ejemplo, las células tumorales pueden incluir, pero no
se limitan a células de melanoma, una célula de cancer de vejiga, una célula de cancer de mama, una célula de
cancer de pulmon, una célula de cancer de colon, una célula de cancer de prostata, una célula de cancer de higado,
una célula de cancer de pancreas, una célula de cancer de estdmago, una célula de cancer de testiculo, una célula
de cancer de cerebro, una célula de cancer de ovario, una célula de cancer linfatico, una célula de cancer de piel,
una célula de cancer de cerebro, una célula de cancer de hueso, o una célula cancerosa de tejido blando.

En otras realizaciones, la enfermedad hiperproliferativa es artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino,
osteoartritis, leiomiomas, adenomas, lipomas, hemangiomas, fibromas, oclusién vascular, restenosis,
ateroesclerosis, lesiones preneoplasicas (tales como hiperplasia adenomatosa y neoplasia intraepitelial prostatica),
carcinoma in situ, leucoplaquia pilosa oral, o psoriasis.

Se describe un método para tratar un sujeto con cancer que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz
de una célula presentadora de antigeno transducida para tratar el cancer, donde la célula presentadora de antigeno
transducida se transduce con un vector de expresién que comprende una secuencia promotora de polinucleétidos,
una primera secuencia de polinucleétidos que codifica una regién de unién a ligando, una segunda secuencia de
polinucledtidos que codifica una region de unién a ligando, una secuencia de polinucleétidos que codifica una
secuencia dirigida a la miristoilacion, y una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido coestimulador,
unidos todos operativamente; y administrar al menos un tratamiento anticanceroso diferente. El tratamiento
anticanceroso se selecciona entre el grupo que consiste en quimioterapia, inmunoterapia, cirugia, radioterapia,
terapia génica y bioterapia.

Se describe un ratén transgénico que tiene incorporado en su genoma un vector de expresion que comprende una
secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de polinucleétidos que codifica un dominio citoplasmico
CD40 y una secuencia de polinucledtidos que codifica una region de union a ligando, unido todo operativamente. La
region de union a ligando es un dominio de unién a FKBP. El vector de expresion puede comprender ademas una
segunda regién de unién a ligando, que es un dominio de unién a FKBP. Ademas, el vector puede comprender una
secuencia de polinucledtidos que codifica una secuencia dirigida a la miristoilacion. La secuencia promotora de
polinucledtidos comprende CD11c. Se pueden aislar embriocitoblastos y/o células presentadoras de antigeno
procedentes del raton transgénico.

Lo anterior ha resefiado bastante ampliamente las caracteristicas y ventajas técnicas de la presente invencion a fin
de que la descripcion detallada de la invencion que sigue pueda entenderse mejor. Se describiran a partir de ahora
en el presente documento caracteristicas y ventajas adicionales que forman el sujeto de las reivindicaciones de la
invencion. Debera apreciarse también que la concepcion y la realizacion especifica descrita pueden utilizarse
facilmente como base para modificar o disefiar otras estructuras para llevar a cabo los mismos fines de la presente
invencion. Debera entenderse que dichas construcciones equivalentes no se apartan del alcance de la invencién
como se muestra en las reivindicaciones adjuntas. Los rasgos novedosos que se consideran caracteristicos de la
invencion, asi como su organizacion y método de funcionamiento, junto con objetos y ventajas adicionales se
comprenderan mejor a partir de la siguiente descripcion cuando se consideran junto con las figuras acompanantes.
Debe entenderse de manera expresa, sin embargo, que cada una de las figuras se proporciona a fines de ilustracion
y descripcion solamente y no se pretende que sean una definicion de los limites de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Para una comprension mas completa de la presente invencion, se hace ahora referencia a las siguientes
descripciones tomadas junto con los dibujos que las acompafan.

La FIG. 1A-FIG. 1C muestra la dimerizacién inducida quimicamente de CD40. La FIG. 1A muestra un modelo de
CD40 enddgeno. La FIG. 1B muestra un Sistema de dimerizacion inducido quimicamente (CID) que utiliza un
farmaco dimerizador organico permeable a lipidos (AP20187) que se une con alta afinidad a los dominios de
union al farmaco. La FIG. 1C muestra el Ensayo del indicador NFKB-SEAP en células Jurkat TAg.

La FIG. 2A-2F muestra que CD40 inducible inicia una potente sefial NFKB en las DC. La FIG. 2A muestra el
analisis de la transferencia Western dirigido contra HA de los clones iCD40 D2SC/1 DC. La FIG. 2B muestra la
inmunofluorescencia anti-HA de D2SC/1.Hi (1t) y D2SC/1 (rt) FIG. 2C muestra el ensayo del indicador NFKB-
SEAP. La FIG. 2D muestra la induccién de Re1B y Sp1 en D2SC/1.Hi por AP20187. La FIG. 2E muestra
concentraciones maximas de cada agente (basadas en valoraciones) que se incubaron simultdneamente con
iCD40 D2SC/1 durante 24 h y se analizaron los lisados nucleares mediante la transferencia western. La FIG. 2F
muestra la cinética de activacién de Re1B por iCD40 u otros tratamientos indicados.
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La FIG. 3A-FIG. 3C muestra la maduracion y activacion de las DC estimuladoras de CD40 inducible. La FIG. 3A
muestra la citometria de flujo de los marcadores de activacion en D2SC/1 tratadas con el control, AP20187, LPS,
expresion de iCD40, iCD40 + AP20187. La FIG. 3B muestra la reduccién de la fagocitosis de FITC-dextrano tras
el tratamiento con LPS o iCD40. La FIG 3C muestra la activacion de las células voluminosas de los ganglios
linfaticos o los linfocitos T CD8 purificados mediante células D2SC/1 tratadas.

La FIG. 4A-4E muestra que la activacion mediada por el farmaco in vivo de las DC iCD40 tras la vacunacion
induce una respuesta potenciada de los linfocitos T especificos de antigeno. La FIG. 4A muestra un esquema de
las vacunas basadas en iCD40.D2SC/1. La FIG. 4B muestra las células iCD40.D2SC/1 que se prepararon para
la inyeccion in vitro del tratamiento con LPS o iCD40, mediante la sefializacién de iCD40 in vivo, o mediante la
sefializacion de iCD40 in vitro e in vivo. Después de 10 dias, se aislaron esplenocitos y se evaluaron para
determlnar la proliferacion especifica del antigeno. La FIG. 4C muestra el porcentaje de linfocitos T especificos
de K°LLO procedentes de ratones vacunados o del control que se calculé usando la tincién con tetrameros. La
FIG. 4D muestra la actividad de los CTL procedentes de esplenocitos de ratones vacunados con DC pulsados
con B-gal tratados como anteriormente utilizando un ensayo normalizado de 5 dias usando utilizando células
diana que expresan B-gal. La FIG. 4E muestra la actividad de los CTL evaluados en células tumorales que
expresan LLO (se muestra la construccion).

La FIG. 5A-5E muestra que iCD40 activa las DC primarias y prolonga su longevidad. La FIG. 5A muestra la
transferencia Western (a-HA) de DC primarias infectadas con AD-iCD40-GFP. La FIG. 5B muestra el analisis de
citometria de flujo de las DC transducidas. La FIG. 5C muestra la citometria de flujo de K, B7.2 y CD40
enddgena sobre las DC estimuladas con iCD40. La FIG. 5D muestra la cinética de la induccion de IL-12 (ELISA)
por iCD40 y LPS. La FIG. 5E muestra la supervivencia cinética de las DC tras la estimulacion con CD40L o
CD40.

La FIG. 6A-6B muestra los aumentos de iCD40 a medida que aumenta la inmunogenicidad de las vacunas de
ADN in vivo. La FIG. 6A y la FIG. 6C muestra que la inyeccion simultanea de plasmidos que expresan iCD40
potencian las respuestas de linfocitos CD8+ especificos de antigeno, se subcloné iCD40 en un vector bicistronico
impulsado por PCMV que expresaba simultaneamente hrGFP. Microparticulas de oro se revistieron con ADN
plasmido que codificaba el minigén SIINFEKL, la construccion iCD40-hrGFP, o ambos. Se inyectaron
microparticulas de ADN en los ratones en el abdomen (2x) y en cada oreja utilizando una pistola génica de helio.
Se mantuvieron constantes las dosis de ADN a 2,5 pg por disparo o 10 ug por ratén. Se inyecté AP20187 i.p. 20
horas después en algunos grupos. Se extrajeron los bazos 12 dias después y se analizaron mediante el analisis
de flujo de dos colores usando la tincion del tetramero PE-KbSIINFEKL /FITC-anti-CD8. La FIG. 6B muestra que
la administracion del farmaco in vivo potencia la activacion de los linfocitos T CD8+. Los esplenocitos
cosechados anteriormente se incubaron simultaneamente con 10 ug/ml del péptido SIINFEKL durante la noche y
se analizaron para la expresion superficial doble de CD8+CD69+ mediante citometria de flujo. Solo se
clasificaron las células viables.

La FIG. 7A-FIG. 7B muestra la potenciacion de iCD40 de la vacuna de ADN. La FIG. 7A muestra la activacion de
los linfocitos T CD8+ y la FIG. 7B muestra la activacion de los linfocitos T (CD69+) CD8+ tras la vacunacion.

La FIG. 8A-FIG. 8C muestra que CD40L regula en defecto y reduce la capacidad de sefalizacion de CD40. La
FIG. 8A muestra que la inhibicion por endocitosis reduce la regulacion en defecto de CD40. Se incubaron las
lineas de células D2SC/1 con 250 pM de citocalasina B durante 1 hora seguido por un tratamiento con CD40L
durante 30 min. Se trataron también las células D2SC/1 con citocalasina B, el disolvente de control DMSO, y
CD40L solo. Se llevé a cabo también el agotamiento de K* de la linea de células D2SC/1 antes de la tincion
superficial de CD40 y del analisis de citometria de flujo. Solamente se clasificaron las células viables para el
analisis. La FIG. 8B muestra que la inhibicion de la degradacion lisosémica potencia los niveles intracelulares de
CD40. Las lineas de células D2SC/1 se incubaron con 0,5 pM de inhibidor de bafilomicina A durante 1 hora
seguido por la tincion intracelular de CD40 (CD40 total). La fluorescencia de CD40 total se compard con la
fluorescencia de CD40 superficial. La FIG. 8C muestra que la inhibicion de la end00|t03|s intensifica la sefial de
activacion de CD40 en las lineas de DC. La tincién y el analisis de la superficie de H- 2K°.

La FIG. 9A-FIG. 9D muestra que iCD40 evita la inhibicion negativa de la retroalimentacion por la isoforma del
Tipo Il de CD40 (l1ICD40). La FIG. 9A muestra un esquema del Tipo |, Il, y de iCD40. La FIG. 9B muestra que las
lineas DC que expresan [ICD40 no expresan niveles reducidos de iCD40. El tipo Il de la isoforma CD40 se
amplific6 mediante la rt-PCR de la BMDC purificada, subclonado en el vector ZeoR etiquetado con myc
impulsado por pEF-1a, y se transfectd en células D2SC/1 que expresaban iCD40. Se generaron lineas estables
duplicadas por seleccion de G418/zeocina y dilucion limitante. Las lineas resultantes se cribaron para la
expresion de 1ICD40 mediante transferencia western anti-myc y se analizaron para la expresion de iCD40
mediante transferencias western anti-Ha. La FIG. 9C muestra que el Tipo || de CD40 regula por defecto la
expresion superficial del Tipo T CD40 en lineas DC. Se analizaron el vector vacio del control y las lineas D2SC/1
que expresaban IICD40 para la expresion superficial de CD40 mediante citometria de flujo. Solamente se
clasificaron las células viables para el analisis. La FIG. 9D muestra que el Tipo |l de la isoforma CD40 modula por
defecto la senalizacion del Tipo | de CD40, pero no la sefalizacion de iCD40, se cultivaron lineas de células
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D2SC/1 que expresaban iCD40-IICD40 en presencia de concentraciones crecientes de CD40L y del farmaco
AP20187 seguido por la tincion superficial y el analisis del flujo de H-2K®.

Descripcion detallada de la invencion
1. Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, el uso de la palabra "un" o "uno" cuando se usa junto con la expresion
"que comprende” en las reivindicaciones y/o en la memoria descriptiva, puede significar también "una", pero es
también coherente con el significado de "una o mas", "al menos una", y una o mas de una". Ademas, los términos
"teniendo”, "incluyendo"”, "conteniendo" y "comprendiendo" son indistintos y un experto en la materia reconoce que
estos términos son términos abiertos.

El término "alogénico" como se usa en el presente documento se refiere a tipos o tejidos celulares que son
antigénicamente distintos. De esta manera, las células o tejidos transferidos a partir de las mismas especies pueden
ser antigénicamente distintas.

El término "antigeno", como se usa en el presente documento, se define como una molécula que provoca una
respuesta inmunitaria. Esta respuesta inmunitaria puede implicar tanto la producciéon de anticuerpos como la
activacion de células competentes inmunolégicamente especificas, o ambos. Un antigeno puede derivarse de
organismos, subunidades de proteinas/antigenos, células completas o lisados celulares muertos o inactivados. Los
organismos ilustrativos incluyen pero no se limitan a, Helicobacteres, Campylobacteres, Clostridia, Corynebacterium
diphtheriae, Bordetella pertussis, virus de la gripe, los virus de la paragripe, virus sincitial respiratorio, Borrelia
burgdorferi, Plasmodium, los virus del herpes simple, virus de la inmunodeficiencia humana, papillomavirus, Vibrio
cholera, E. coli, virus del sarampidn, rotavirus, shigella, Salmonella typhi, Neisseria gonorrhea. Por tanto, un técnico
experto prevé que cualquier macromolécula, incluyendo virtualmente todas las proteinas o péptidos, pueda servir
como antigeno. Ademas, Se pueden derivar antigenos de ADN recombinante o gendmico. Un técnico experto prevé
que cualquier ADN, que contiene secuencias de nucledétidos o secuencias de nucledétidos parciales de un genoma o
gen patégeno o de un fragmento de un gen de una proteina que estimula una respuesta inmunitaria da como
resultado la sintesis de un antigeno. Ademas, un experto en la materia prevé que la presente invencidon no esté
limitada al uso de la secuencia de acido nucleico completa de un gen o genoma. Es facilmente inherente que la
presente invencion incluye, pero sin limitacion, el uso de secuencias de acido nucleico parciales de mas de un gen o
genoma y que estas secuencias de acidos nucleicos se disponen en diversas combinaciones para estimular la
respuesta inmunitaria deseada.

La expresion "célula presentadora de antigeno" es cualquiera de una variedad de células capaces de expresar,
adquirir, o presentar al menos un antigeno o fragmento antigénico en (o en) su superficie celular. En general, la
expresion "célula presentadora de antigeno" puede ser cualquier célula que alcance la meta de la invencion
ayudando a la potenciacion de una respuesta inmunitaria (es decir, procedente de los grupos de linfocitos T o
linfocitos B del sistema inmunitario) contra un antigeno o composicion antigénica. Dichas células se pueden definir
por los expertos en la materia, usando los métodos descritos en el presente documento y en la materia. Tal como
entiende una persona normalmente experta en la materia (véase por ejemplo Kuby, 1993), y se usa en el presente
documento en determinadas realizaciones, una célula que expresa o presenta un antigeno normal o
preferentemente con una molécula o complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il para una célula inmunitaria
es una "célula presentadora de antigeno". En determinados 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. Se conocen en la materia métodos para preparar una fusion de dos o mas células, tales como por ejemplo,
los métodos descritos en Goding, pp. 65-66, 71-74 1986; Campbell, pp. 75-83, 1984; Kohler y Milstein, 1975; Kohler
y Milstein, 1976, Gefter et al, 1977.

En algunos casos, la célula inmunitaria a la que una célula presentadora de antigeno expresa o presenta un
antigeno es una célula CD4+TH. Las moléculas adicionales expresadas en las APC u ofras células inmunitarias
pueden ayudar o mejorar la potenciacion de una respuesta inmunitaria. Las moléculas secretadas o solubles, tales
como por ejemplo, citoquinas y adyuvantes, pueden ayudar o potenciar también la respuesta inmunitaria contra un
antigeno. Dichas moléculas son bien conocidas por los expertos en la materia, y se describen diversos ejemplos en
el presente documento.

El término "cancer" como se usa en el presente documento se define como una hiperproliferacion de células cuyo
Unico rasgo -la pérdida de los controles normales- da como resultado un crecimiento desregulado, ausencia de
diferenciacion, invasion del tejido local, y metastasis tumoral. Los ejemplos incluyen pero no se limitan a, melanoma,
cancer de pulmoén no microcitico, cancer de pulmén microcitico, de pulmén, hepatocarcinoma, leucemia,
retinoblastoma, astrocitoma, glioblastoma, de encia, de lengua, neuroblastoma, cabeza, cuello, mama, pancreatico,
prostata, rifidén, hueso, testiculo, ovario, mesotelioma, de cuello de utero, gastrointestinal, linfoma, cerebro, colon,
sarcoma o de vejiga.
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Las expresiones "célula", "linea celular", y "cultivo celular" tal como se usan en el presente documento pueden
utilizarse indistintamente. Todas estas expresiones incluyen también su progenie, que son todas y cada una de las
generaciones posteriores. Debe entenderse que puede que toda la progenie no sea idéntica debido a mutaciones
deliberadas o inadvertidas.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "molécula de iCD40" se define como un CD40 inducible.
Esta iCD40 puede sortear mecanismos que extinguen la sefalizacién de la CD40 endogena. El término "iCD40"
abarca "acidos nucleicos de iCD40", "polipéptidos de iCD40" y/o vectores de expresion de iCD40. Mas
adicionalmente, se entiende que la actividad de iCD40 como se usa en el presente documento esta impulsada por
CID.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "ADNCc" se refiera a ADNc preparado
utilizando ARN mensajero (ARNm) como molde. La ventaja de utilizar un ADNc, en oposiciéon al ADN genémico o al
ADN polimerizado a partir de un molde de ARN gendmico, parcialmente procesado o no procesado, es que el ADNc
contiene principalmente secuencias de codificacion de la proteina correspondiente. Existen momentos en que se
prefiere la secuencia genémica completa o parcial, tales como cuando se requieren las regiones no codificantes para
la expresion 6ptima o cuando se van a dirigir regiones no codificantes tales como intrones en una estrategia de
sentido contrario.

La expresion "célula dendritica" (DC) es una célula presentadora de antigeno existente in vivo, in vitro, ex vivo, o en
un hospedador o sujeto, o que se pueden derivar de un citoblasto hematopoyético o un monocito. Las células
dendriticas y sus precursores se pueden aislar a partir de una variedad de 6rganos linfaticos, por ejemplo, bazo, los
ganglios linfaticos, asi como de la médula 6sea y de la sangre periférica. La DC tiene una morfologia caracteristica
con vainas delgadas (lamelipodia) que se extienden en multiples direcciones lejos del cuerpo de la célula dendritica.
Normalmente, las células dendriticas expresan elevados niveles de MHC y moléculas coestimuladoras (por ejemplo,
87-1y 87-2). Las células dendriticas pueden inducir in vitro la diferenciacion de linfocitos T especifica de antigeno, y
pueden iniciar las respuestas primarias de los linfocitos T in vitro e in vivo.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "construccion de expresion" o "transgén" se define como
cualquier tipo de construccidon genética que contiene un acido nucleico que codifica productos génicos donde se
puede transcribir todo o parte del acido nucleico que codifica la secuencia y que se puede insertar en el vector. El
transcrito se traduce en una proteina, pero no es necesario. En determinadas realizaciones, la expresion incluye la
transcripcion de un gen y la traduccion del ARNm en un producto génico. En otras realizaciones, la expresion incluye
solo la transcripcion del acido nucleico que codifica los genes de interés. En la presente invencion, la expresion
"construccion terapéutica" puede utilizarse también para referirse a la construccion de expresion o al transgén. Una
persona experta en la materia prevé que la presente invencioén utilice la construccion de expresion o el transgén
como tratamiento para tratar enfermedades o trastornos hiperproliferativos, tales como el cancer, de esta manera, la
construccion terapéutica o el transgén es una construccion terapéutica o una construccion profilactica.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "vector de expresion” se refiere a un vector que contiene
una secuencia de acido nucleico que codifica al menos parte de un producto génico que se puede transcribir. En
algunos casos, las moléculas de ARN se traducen a continuaciéon en una proteina, polipéptido, o péptido. En otros
casos, estas secuencias no se traducen, por ejemplo, en la produccion de moléculas de sentido contrario o
ribozimas. Los vectores de expresion pueden contener una variedad de secuencias control, que se refieren a las
secuencias de acidos nucleicos necesarias para la transcripcion y la posible traducciéon de una secuencia de
codificaciéon unida operativamente en un organismo hospedador concreto. Ademas de las secuencias control que
gobiernan la transcripcion y la traduccion, los vectores y vectores de expresion pueden contener secuencias de
acidos nucleicos que sirven otras funciones asi como y se describe mas abajo.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "ex vivo " se refiere al "exterior" del cuerpo. Un experto en
la materia ha de tener encuentra que ex vivo e in vitro se pueden usar indistintamente.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "funcionalmente equivalente”, se refiere a un fragmento,
variante, o analogo de acido nucleico CD40, se refiere a un acido nucleico que codifica un polipéptido CD40 que
estimula una respuesta inmunitaria para destruir tumores o enfermedades hiperproliferativas. Preferentemente
"funcionalmente equivalente" se refiere a un polipéptido CD40 que carece de dominio extracelular, pero que puede
amplificar la respuesta de destruccién celular mediada por los linfocitos T regulando en exceso la expresion de la
célula dendritica de las moléculas de presentacion de antigeno.

La expresion "enfermedad hiperproliferativa" se define como una enfermedad que es el resultado de una
hiperproliferacion de células. Las enfermedades hiperproliferativas ilustrativas incluyen, pero no se limitan a cancer o
enfermedades autoinmunitarias. Otras enfermedades hiperproliferativas pueden incluir oclusién vascular, restenosis,
ateroesclerosis, o enfermedad inflamatoria del intestino.

Tal como se usa en el presente documento, el término "gen" se define como una proteina, polipéptido, o unidad
codificadora de péptido funcional. Como apreciaran los expertos en la materia, este término funcional incluye
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secuencias genomicas, secuencias de ADNc, y segmentos génicos mas pequefios disefiados mediante ingenieria
genética que expresan, o se adaptan para expresar, proteinas, polipéptidos, dominios, péptidos, proteinas de fusion,
y mutantes.

La expresion "composicion inmunégena” o el término "inmunogén" se refieren a una sustancia que puede provocar
una respuesta inmunitaria. Los ejemplos de inmunogenes incluyen, por ejemplo, antigenos, autoantigenos que
juegan un papel en la induccion de enfermedades autoinmunitarias, y antigenos asociados a tumores expresados en
células cancerosas.

El término "inmunocomprometido”, como se usa en el presente documento, se define como un sujeto que tiene un
sistema inmunitario reducido o debilitado. El estado inmunocomprometido puede deberse a un defecto o disfunciéon
del sistema inmunitario o a otros factores que aumentan la susceptibilidad a la infeccion y/o a la enfermedad.
Aunque dicha clasificacién permite una base conceptual para la evaluacion, los individuos inmunocomprometidos
frecuentemente no se ajustan a menudo completamente a un grupo u otro. Puede verse afectado mas de un defecto
en los mecanismos de defensa del cuerpo. Por ejemplo, los individuos con un defecto especifico en los linfocitos T
producido por el VIH pueden tener también neutropenia producida por los farmacos utilizados para el tratamiento
antivirico o estar inmunocomprometidos debido a una rotura en la integridad de la piel y las membranas mucosas.
Un estado inmunocomprometido puede ser el resultado de lineas centrales permanentes u otros tipos de deterioro
debido a drogodependencia intravenosa; o estar producidos por neoplasias malignas secundarias, desnutricion, o
haber sido infectados por otros agentes infecciosos tales como tuberculosis o enfermedades transmitidas por via
sexual, por ejemplo, sifilis o hepatitis.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "farmacéuticamente o farmacoldégicamente aceptable" se
refiere a entidades y composiciones moleculares que no producen reacciones adversas, alérgicas, u oftras
reacciones perjudiciales cuando se administran a un animal o a un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, "portador farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y
retardantes de la absorcién y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente
activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida donde cualquier medio o agente convencional es
incompatible con los vectores o células de la presente invencion, esta contemplado su uso en composiciones
terapéuticas. Pueden incorporarse también principios activos suplementarios en las composiciones.

Tal como se usa en el presente documento, el término "polinucleétido” se define como una cadena de nucleétidos.
Ademas, los acidos nucleicos son polimeros de nucleétidos. De esta manera, los acidos nucleicos y polinucleétidos
que se usan en el presente documento son indistintos. Un experto en la materia tiene el conocimiento general de
que los acidos nucleicos son polinucleétidos que se pueden hidrolizar a "nucleétidos" monoméricos. Los nucleétidos
monoméricos se pueden hidrolizar a nucledsidos. Tal como se usa en el presente documento, los polinucleétidos
incluyen, pero sin limitacion, todas las secuencias de acidos nucleicos que se obtienen por cualquier medio
disponible en la técnica, incluyendo, sin limitacién, medios recombinantes, es decir, la clonacion de las secuencias
de acidos nucleicos de una biblioteca recombinante o de un genoma de una célula, usando tecnologia de clonacion
ordinaria y PCR™, y similares, y por medios sintéticos. Ademas, un experto en la materia reconoce que los
polinucledtidos incluyen mutaciones de los polinucleétidos, incluyen pero no se limitan a, mutaciones de los
nucleétidos, o nucledsidos por métodos bien conocidos en la materia.

Tal como se usa en el presente documento, el término "polipéptido" se define como una cadena de restos de
aminoacidos, que tienen usualmente una secuencia definida. Tal como se usa en el presente documento, el término
polipéptido es indistinto con los términos "péptidos" y "proteinas".

Tal como se usa en el presente documento, el término "promotor" se define como una secuencia de ADN reconocida
por la maquinaria sintética de la célula, o la maquinaria sintética introducida, requerida para iniciar la transcripciéon
especifica de un gen.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "regular una respuesta inmunitaria " o "modular una
respuesta inmunitaria " se refiere a la capacidad de modificar la respuesta inmunitaria. Por ejemplo, la composicion
de la presente invencién puede potenciar y/o activar la respuesta inmunitaria. Ademas, la composicion de la
presente invencion también puede inhibir la respuesta inmunitaria. La forma de regulacion se determina por el
ligando que se usa con la composicion de la presente invencion. Por ejemplo, un analogo dimérico del agente
quimico da como resultado la dimerizacién del polipéptido coestimulador que conduce a la activacion de las DC, sin
embargo, un analogo monomérico del agente quimico no da como resultado la dimerizacién del polipéptido
coestimulador, que no activaria las DC.

Los términos "transfeccion" y "transduccion" se usan indistintamente y se refieren al proceso por el cual se introduce
una secuencia de ADN exdgeno en una célula hospedadora eucariota. La transfeccion (o transduccién) puede
realizarse mediante uno cualquiera de numerosos medios que incluyen, electroporacién, microinyeccion,
administracion mediante pistola génica, infeccion retrovirica, lipofeccion, superfeccion y similares.
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Tal como se usa en el presente documento, el término "singénico" se refiere a células, tejidos o animales que tienen
genotipos. Por ejemplo, gemelos o animales idénticos de la misma cepa endogamica. Singénico e isogénico se
pueden usar de manera indistinta.

El término "sujeto" como se usa en el presente documento incluye, pero sin limitacion, un organismo o un animal; un
mamifero, incluyendo, por ejemplo, un ser humano, un primate no humano (por ejemplo, monos), ratén, cerdos,
vacas, cabras, conejo, rata, cobaya, hamster, caballo, monos, ovejas, u otro mamifero no humano; un no mamifero,
incluyendo, por ejemplo, un vertebrado no mamifero, tal como un pajaro (por ejemplo, un pollo o un pato) o un pez, y
un invertebrado no mamifero.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "bajo control transcripcional” o "unido operativamente" se
define como el promotor que esta en la localizacion y en la orientacion correcta en relacion con el acido nucleico que
controla el inicio de la ARN polimerasa y la expresion del gen.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento”, "tratar”, "tratado”, o la expresion "que trata"
se refieren a la profilaxis y/o al tratamiento. Cuando se usa con respecto a una enfermedad infecciosa, por ejemplo,
el término se refiere a un tratamiento profilactico que aumenta la resistencia de un sujeto a la infeccién con un
patdgeno o, en otras palabras, disminuye la probabilidad de que el sujeto llegue a infectarse con el patégeno o que
muestre signos de enfermedad atribuibles a la infeccidn, asi como a un tratamiento después de que el sujeto ha
llegado a infectarse a fin de combatir la infeccion, por ejemplo, reducir o eliminar la infecciéon o evitar su
empeoramiento.

Tal como se usa en el presente documento, el término "vacuna" se refiere a una formulacién que contiene la
composicion de la presente invencidon y que esta en una forma que es capaz de administrarse a un animal.
Normalmente, la vacuna comprende una solucién salina convencional o un medio de soluciéon acuosa tamponada
donde la composicién de la presente invencién se suspende o disuelve. En esta forma, la composiciéon de la
presente invencion puede usarse convenientemente para evitar, mejorar, o tratar de otra forma una dolencia. Tras la
introduccion en un sujeto, la vacuna puede provocar una respuesta inmunitaria que incluye, pero no se limita a, la
produccion de anticuerpos, citoquinas y/u otras respuestas celulares.

Il. Células dendriticas

El sistema inmunitario innato utiliza un conjunto de receptores codificados por lineas germinales para el
reconocimiento de modelos moleculares conservados presentes en microorganismos. Estos modelos moleculares se
producen en determinados constituyentes de microorganismos que incluyen: lipopolisacaridos, peptidoglicanos,
acidos lipoteicoicos, fosfatidilcolinas, proteinas especificas de bacterias, incluyendo lipoproteinas, ADN bacterianos,
ARN monocatenarios y bicatenarios viricos, ADN de CpG sin metilar, mananos y una variedad de diferentes
componentes de la pared celular bacteriana y fungica. Dichos modelos moleculares se pueden producir también en
otras moléculas tales como alcaloides de plantas. Estas dianas de reconocimiento inmunitario innato se denominan
Modelos moleculares asociados a patégenos (PAMP, por sus siglas en inglés) debido a que se producen por
microorganismos y no por el organismo hospedador infectado (Janeway ef al., 1989; Medzhitov et al., 1997).

Los receptores del sistema inmunitario innato que reconocen los PAMP se denominan Modelos de receptores de
reconocimiento (PRR, por sus siglas en inglés) (Janeway et al., 1989; Medzhitov et al., 1997). Estos receptores
varian en estructura y pertenecen a varias familias de proteinas diferentes. Algunos de estos receptores reconocen
los PAMP directamente (por ejemplo, CD14, DEC205, colectinas), mientras que otros (por ejemplo, los receptores
del complemento) reconocen los productos generados por el reconocimiento de PAMP. Los miembros de estas
familias de receptores pueden, en general, dividirse en tres tipos: 1) receptores humoral circulantes en el plasma; 2)
receptores endociticos expresados en superficies de células inmunitarias, y 3) receptores de sefalizacion que se
pueden expresar tanto sobre la superficie celular como intracelularmente (Medzhitov et al., 1997; Fearon et al.,
1996).

Las PRR celulares se expresan en células efectoras del sistema inmunitario innato, incluyendo células que
funcionan como células presentadoras de antigeno profesionales (APC, por sus siglas en inglés) en la inmunidad
adaptativa. Dichas células efectoras incluyen, pero sin limitacion, macrofagos, células dendriticas, linfocitos B y
epitelio superficial. Este perfil de expresion permite a las PRR inducir directamente mecanismos efectores innatos, y
también alertar al organismo hospedador de la presencia de agentes infecciosos induciendo la expresion de un
conjunto de sefiales enddgenas tales como citoquinas y quimioquinas inflamatorias, como se analiza mas adelante.
Esta ultima funcién permite una movilizacion eficaz de las fuerzas efectoras para combatir a los invasores.

La funcién primaria de las células dendriticas (DC) es adquirir antigenos en los tejidos periféricos, viajar al tejido
linfatico secundario, y presentar los antigenos a linfocitos T efectores del sistema inmunitario (Banchereau, et al.,
2000; Banchereau, et al., 1998). Como las DC realizan su papel crucial en la respuesta inmunitaria, experimentan
cambios de maduracidon que las permiten realizar la funcién adecuada para cada entorno (Termeer, C.C. et al,,
2000). Durante la maduracion de las DC, se pierde la captacion potencial del antigeno, la densidad superficial de las
moléculas de clase | y clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) aumenta en 10-100 veces, y CD40,
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aumenta también mucho la expresion de la molécula coestimuladora y de adhesién (Lanzavecchia, A. et al., 2000).
Ademas, otras alteraciones genéticas permiten a las DC alojarse en la paracorteza rica en linfocitos T de los
ganglios linfaticos de drenaje y expresar quimioquinas de linfocitos T que atraigan linfocitos T que no hayan
experimentado tratamiento anteriormente y linfocitos T con funcién de memoria y cebar linfocitos THO que no hayan
experimentado tratamiento anteriormente especificos de antigeno (Adema, G.J. et al., 1997). Durante esta etapa,
Las DC maduras presentan antigeno mediante sus moléculas MHC Il a los linfocitos T auxiliares CD4+, induciendo
la regulacion en exceso del ligando CD40 de los linfocitos T (CD40L) que, a su vez, se encastran en el receptor
CD40 de las DC. Esta interaccién DC:linfocitos T induce una rapida expresién de moléculas DC adicionales que son
cruciales para el inicio de una potente respuesta de linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8+, incluyendo la regulacion en
exceso adicional de moléculas MHC | y Il, moléculas de adhesion, moléculas coestimuladoras (por ejemplo,
B7.1,B7.2), citolidinas (por ejemplo, IL-12) y proteinas antiapoptoticas (por ejemplo, Bcl-2) (Anderson, D.M., et al.,
1997; Caux, C., et al., 1997; Ohshima, Y., et al., 1997; Sallusto, F., et al., 1998). Los linfocitos T CD8+ salen de los
ganglios linfaticos, vuelven a penetrar en la circulacién y se alojan en el sitio original de la inflamacion para destruir
los patégenos o las células malignas.

Un parametro clave que afecta la funcion de las DC es el receptor CD40, que sirve como "interruptor de encendido”
de las DC (Bennett, S.R. et al., 1998; Clark, S.R. et al., 2000; Fernandez, N.C., ef al., 1999; Ridge, J.P. et al., 1998;
Schoenberger, S.P., et al., 1998). CD40 e un miembro transmembrana de 48-kDa de la superfamilia de receptores
TNF (McWhirter, S.M., et al., 1999). La interaccion CD40-CD40L induce la trimerizacién de CD40, necesaria para
iniciar las cascadas de sefalizacion que implican los factores asociados al receptor TNF (TRAF) (Ni, C.Z., et al.,
2000; Pullen, S.S. et al., 1999). CD40 usa estas moléculas de sefalizacién para activar varios factores de
transcripcion en las DC, incluyendo NFKB, AP-1, STAT3, y p38MAPK (McWhirter, S.M., et al., 1999).

La presente invencion contempla un novedoso sistema de activacion de las DC basado en las moléculas de
sefalizacion del alistamiento o en los polipéptidos coestimuladores de la membrana del plasmido de las DC
resultantes en la activacion prolongada/aumentada y/o en la supervivencia de las DC. Los polipéptidos
coestimuladores incluyen cualquier molécula o polipéptido que activa la ruta NFKB, La ruta Akt, y/o la ruta p38. El
sistema de activacion de las DC se basa en la utilizacion de una molécula de sefializacion recombinante fusionada a
dominios de unién a ligando (es decir, un dominio de unién a una molécula pequefia) donde el polipéptido
coestimulador se activa y/o regula con un ligando dando como resultado la oligomerizacion (es decir, un farmaco
permeable a lipidos organico dimerizante). Otros sistemas que se pueden usar para reticular u oligomerizar
polipéptidos coestimuladores incluyen anticuerpos, ligandos naturales, y/o ligandos reticulantes o sintéticos
artificiales. Mas adicionalmente, otros sistemas de dimerizaciéon contemplados incluyen el sistema cumermicina /
ADN girasa B.

Los polipéptidos coestimuladores que se pueden usar en la presente invencion incluyen aquellos que activan NFKB
y otras cascadas de sefializacion variables, por ejemplo, la ruta p38 y/o la ruta Axt. Dichos polipéptidos
coestimuladores incluyen, pero no se limitan a Modelos de receptores de reconocimiento, receptores de proteinas C
reactivas (es decir, Nod1, Nod2, PtX3-R), receptores TNF (es decir, CD40, RANK/TRANCER, OX40, 4-1BB), y
receptores HSP (Lox-1y CD-91).

Los Modelos de receptores de reconocimiento incluyen, pero no se limitan a modelos endociticos de receptores de
reconocimiento (es decir, receptores de manosa, receptores secuestrantes (es decir, Mac-1, LRP, peptidoglicano,
acidos teicoicos, toxinas, CD11c/CR4)); Modelos de receptores de reconocimiento de sefializacion externa
(receptores de tipo Toll (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10), proteina de
reconocimiento del peptidoglicano, (las PGRP se unen al peptidoglicano bacteriano, y CD14); y al modelo de
receptores de reconocimiento de sefalizacion interna (es decir, los receptores NOD 1y 2).

lll. Construcciones de expresion disefiadas mediante ingenieria genética

La presente invencion implica una construccion de expresion que codifica un polipéptido coestimulador y un dominio
de union a ligando, unido todo operativamente. Mas particularmente, se usa mas de un dominio de unién a ligando
en la construccion de expresion. Mas adicionalmente, la construccion de expresion contiene una secuencia dirigida a
membrana. Un experto en la materia prevé que las construcciones de expresion adecuadas pueden incluir un
elemento polipeptidico coestimulador en cualquier lado de los elementos de unién al ligando FKBP anteriores. La
construccion de expresion de la presente invencion puede insertarse en un vector, por ejemplo, un vector virico o un
plasmido.

A. Polipéptidos coestimuladores

En la presente invencion, las moléculas polipeptidicas coestimuladoras pueden amplificar la respuesta mediada por
los linfocitos T regulando en exceso la expresion de la célula dendritica de las moléculas de presentacion de
antigeno. Las proteinas coestimuladoras que se contemplan en la presente invencion incluyen, por ejemplo, pero no
se limitan a los miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) (es decir, CD40, RANK/TRANCE-R,
0X40, 4-1B), receptores de tipo Toll, receptores de proteinas C reactivas, Modelos de receptores de reconocimiento,
y receptores HSP. Normalmente, se usan los dominios citoplasmicos de estos polipéptidos coestimuladores en el
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vector de expresion. El dominio citoplasmico de uno de los diversos polipéptidos coestimuladores, incluyendo sus
mutantes, donde se conoce la secuencia de reconocimiento implicada en el inicio de la transcripcion asociada con el
dominio citoplasmico o se conoce un gen sensible a dicha secuencia.

En las realizaciones especificas de la presente invencion, la molécula polipeptidica coestimuladora es CD40. La
molécula CD40 comprende una molécula de acido nucleico que: (1) se hibrida en condiciones rigurosas con un
acido nucleico que tiene la secuencia de un gen CD40 conocido y (2) codifica un polipéptido CDA40.
Preferentemente, el polipéptido CD40 carece de dominio extracelular. Se contempla que se puedan usar otras
variantes normales o mutantes de CD40 en la presente invencion. Las secuencias de polinucleétidos ilustrativas que
codifican los polipéptidos CD40 incluyen, pero no se limitan a la SEC ID N° 1 y a las isoformas CD40 de otras
especies.

En determinadas realizaciones, la presente invencion implica la manipulacién de material genético para producir las
construcciones de expresion que codifican una forma inducible de CD40 (iCD40). Dichos métodos implican la
generacion de construcciones de expresion que contienen, por ejemplo, una secuencia heterdéloga de acido nucleico
que codifica el dominio citoplasmico CD40 y medios para su expresion, replicar el vector en una célula auxiliar
adecuada, obtener particulas viricas producidas del anterior, e infectar células con las particulas viricas
recombinantes.

De esta manera, la molécula CD40 preferible de la presente invencion carece de dominio extracelular. En
realizaciones especificas, el dominio celular esta truncado o eliminado. Se contempla que el dominio extracelular
puede estar mutado utilizando mutagénesis, inserciones, deleciones, o sustituciones convencionales para producir
una molécula CD40 que no tiene un dominio extracelular funcional. El acido nucleico CD40 preferido tiene la
secuencia de acido nucleico de la SEC ID N° 2. Los acidos nucleicos CD40 de la invencion incluyen también
homadlogos y alelos de un acido nucleico que tiene la secuencia de SEC ID N° 2, asi como, fragmentos, variantes, y
analogos funcionalmente equivalentes de los anteriores acidos nucleicos.

En el contexto de la terapia génica, el gen sera una secuencia de polinucleétidos heterdloga derivada diferente a la
del genoma virico que proporciona la estructura principal del vector. El gen se deriva de una fuente procariota o
eucariota tal como una bacteria, un virus, levaduras, un parasito, una planta, o incluso un animal. El ADN heterélogo
se deriva también de mas de una fuente, es decir, una construccién multigénica o una proteina de fusion. EI ADN
heterélogo puede incluir también una secuencia reguladora, que se deriva de una fuente y del gen de una fuente
diferente.

8. Dominios de unién a ligando

El dominio de union a ligando ("dimerizacion") de la construccion de expresion de la presente invencion puede ser
cualquier dominio conveniente que permita la induccién utilizando un ligando natural y no natural, preferentemente
un ligando sintético no natural. EI dominio de union a ligando puede ser interno o externo a la membrana celular,
dependiendo de la naturaleza de la construccion y de la eleccion del ligando. Se conoce una amplia variedad de
proteinas de union a ligando, incluyendo los receptores, incluyendo las proteinas de unién a ligando asociadas con
las regiones citoplasmicas indicadas anteriormente. Tal como se usa en el presente documento, la expresion
"dominio de unién a ligando" puede utilizarse de manera indistinta con el término "receptor”. De particular interés son
las proteinas de union a ligando para las cuales se conocen ligandos (preferentemente ligandos organicos
pequefios) o se pueden producir faciimente. Estos dominios o receptores de unién a ligando incluyen los receptores
de FKBP y de la ciclofilina, los receptores esteroides, los receptores de la tetraciclina, los otros receptores indicados
anteriormente, y similares, asi como receptores "no naturales”, que se pueden obtener a partir de anticuerpo,
particularmente la subunidad de la cadena pesada o ligera, sus secuencias mutadas, las secuencias de aminoacidos
aleatorios obtenidas por procedimientos estocasticos, las sintesis combinatorias, y similares.

Para la mayor parte, los dominios de unién a ligando o los dominios receptores tendran al menos aproximadamente
50 aminoacidos, y menos de aproximadamente 350 aminoacidos, usualmente menos de 200 aminoacidos, tanto
como dominio natural o como porcién activa truncada del mismo. Preferentemente, el dominio de unién sera
pequefo (<25 kDa, para permitir una transfeccion eficaz en vectores viricos), monomeérico (esto descarta el sistema
avidina-biotina), no inmundgeno, y debe ser sintéticamente accesible, permeable a células, con ligandos no toxicos
que se pueden configurar para la dimerizacion.

El dominio receptor puede ser intracelular o extracelular dependiendo del disefio de la construccién de expresion y
de la disponibilidad de un ligando adecuado. Para ligandos hidréfobos, el dominio de uniéon puede encontrarse en
cualquier lado de la membrana, pero para ligandos hidréfilos, particularmente ligandos de proteinas, el dominio de
unién sera usualmente externo a la membrana celular, salvo que exista un sistema de transporte para internalizar el
ligando en una forma donde esté disponible para la union. Para un receptor intracelular, la construccion puede
codificar un péptido sefial y un dominio 5' o 3' transmembrana de la secuencia del dominio receptor o tener una
secuencia sefial 5' de unién al lipido de la secuencia del dominio receptor. Cuando el dominio receptor esta entre el
péptido sefial y el dominio transmembrana, el dominio receptor sera extracelular.
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La porcidon de la construccion de expresion que codifica el receptor puede estar sujeta a mutagénesis por una
variedad de motivos. La proteina mutagenizada puede proporcionar una afinidad de unién mayor que permite la
discriminacion por el ligando entre el receptor que se produce naturalmente y el receptor mutagenizado, lo que
proporciona oportunidades para disefiar una pareja receptor-ligando, o similares. El cambio en el receptor puede
implicar cambios en los aminoacidos conocidos por estar en el sitio de union, mutagénesis aleatoria utilizando
técnicas combinatorias, donde los codones de los aminoacidos asociados con el sitio de unién u otros aminoacidos
asociados con cambios conformacionales pueden estar sujetos a mutagénesis cambiando el codén o codones del
aminoacido concreto, tanto con cambios conocidos como de manera aleatoria, expresando las proteinas resultantes
en un hospedador procariota adecuado y a continuacién cribando las proteinas resultantes para establecer la union.

Se pueden usar anticuerpos o subunidades de anticuerpos, por ejemplo, de cadena pesada o ligera, particularmente
fragmentos, mas particularmente toda o parte de la region variable, o fusiones de la cadena pesada y ligera para
crear una union de alta afinidad, como el dominio de unién. Los anticuerpos que se contemplan en la presente
invencion expresan ectdpicamente un producto humano, tal como un dominio extracelular que no estimularia una
respuesta inmunitaria y generalmente no se expresa en la periferia (es decir, fuera del SNC/area del cerebro).
Dichos ejemplos, incluyen, pero no se limitan al receptor del factor de crecimiento nervioso de baja afinidad
(LNGFR), y proteinas superficiales embridnicas (es decir, antigeno carcinoembriénico).

Mas adicionalmente, se pueden preparar anticuerpos contra moléculas hapténicas, que sean fisiolégicamente
aceptables, y las subunidades de anticuerpos individuales cribarse para la afinidad de unién. El ADNc que codifica
las subunidades puede aislarse y modificarse por delecion de la region constante, porciones de la region variable,
mutagénesis de la regién variable, o similares, para obtener un dominio de la proteina de union que tenga la afinidad
adecuada por el ligando. De esta forma, se puede emplear casi cualquier compuesto hapténico fisiolégicamente
aceptable como ligando o proporcionar un epitopo para el ligando. En vez de unidades de anticuerpos, se pueden
emplear receptores naturales, donde se conoce el dominio de unién y existe un ligando util para la union.

C. Oligomerizacion

La sefial transducida sera normalmente el resultado de la oligomerizacion mediada por ligando de las moléculas de
proteinas quiméricas, es decir, como resultado de la oligomerizacion tras la unién al ligando, aunque se pueden
emplear otros acontecimientos de unidn, por ejemplo, activacion alostérica, para iniciar una sefial. La construccion
de la proteina quimérica variara con el orden de diversos dominios y el nimero de repeticiones de un dominio
individual.

Para multimerizar el receptor, el ligando para los dominios de union a ligando/dominios receptores de las proteinas
quiméricas de la membrana superficial sera usualmente multimérico en el sentido que tendra al menos dos sitios de
union, siendo cada uno de los sitios de unién capaz de unirse al dominio receptor. De forma deseable, los ligandos
sujetos seran un dimero o un oligémero de orden mayor, usualmente no mayor de aproximadamente tetramérico, de
moléculas organicas sintéticas pequefias, las moléculas individuales tienen normalmente al menos
aproximadamente 150 D y unas pocas de ellas aproximadamente 5 kDa, usualmente unas pocas de
aproximadamente 3 kDa. Se puede emplear una variedad de parejas de ligandos y receptores sintéticos. Por
ejemplo, en realizaciones que implican receptores naturales, se puede usar FK506 dimérico con un receptor FKBP,
se puede usar ciclosporina A dimerizada con el receptor de ciclofilina, estrégeno dimerizado con un receptor
estrégeno, glucocorticoides dimerizados con un receptor glucocorticoide, tetraciclina dimerizada con el receptor de la
tetraciclina, vitamina D dimerizada con el receptor de la vitamina D, y similares. Se pueden usar alternativamente
ordenes mayores de los ligandos, por ejemplo, se puede usar el trimérico. Para las realizaciones que implican
receptores no naturales, por ejemplo, subunidades de anticuerpos, subunidades de anticuerpos modificados o
receptores modificados y similares, se puede usar cualquiera de una gran variedad de compuestos. Una
caracteristica significativa de estas unidades de ligandos es que pueden unirse al receptor con alta afinidad y
pueden dimerizarse quimicamente.

En determinadas realizaciones, la presente invencion utiliza la técnica de la dimerizacién quimicamente inducida
(CID) para producir una proteina o polipéptido controlado condicionalmente. Ademas de que su técnica es inducible,
también es reversible, debido a la degradacion del agente de dimerizacion labil o la administracion de un inhibidor
competitivo monomérico.

El sistema CID usa ligandos sintéticos bivalentes para reticular rapidamente las moléculas de sefializacion que se
fusionan a dominios CID de union a ligando. Este sistema se ha usado para estimular la oligomerizacion y la
activacion de la superficie celular (Spencer et al,, 1993; Spencer et al., 1996; Blau ef al., 1997), o proteinas
citosdlicas (Luo et al., 1996; MacCorkle et al., 1998), el alistamiento de factores de transcripcion de elementos del
ADN para modular la transcripcion (Ho et al., 1996; Rivera et al., 1996) o el alistamiento de moléculas de
sefializacion de la membrana plasmatica para estimular la sefializacion (Spencer et al., 1995; Holsinger et al., 1995).

El sistema CID se basa en la nocion de que la agregacion del receptor superficial activa eficazmente las cascadas

de sefalizacion corriente abajo. En la realizacion mas sencilla, el sistema CID utiliza un analogo dimérico del
farmaco supresor permeable lipido, FK506, que pierde su bioactividad normal ganando a la vez la capacidad de
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reticular moléculas genéticamente fusionadas a la proteina de union FK506, FKBP12. Fusionando uno o mas FKBP
y una secuencia de miristoilacion para el dominio de sefializacién citoplasmico de un receptor diana, se puede
estimular la sefalizacion en un dimerizador dependiente de farmaco, pero ligandolo de una manera independiente
del ectodominio. Esto proporciona al sistema control temporal, reversibilidad usando analogos de farmacos
monomeéricos, y especificidad potenciada. La elevada afinidad de la tercera generacion de CID APZ0187/AP1903
para su dominio de unién, FKBP12, permite la activacion especifica del receptor recombinante in vivo sin la
induccion de efectos secundarios no especificos a través de FKBP12 endégeno. Ademas, los ligandos sintéticos son
resistentes a la degradacion de la proteasa, haciéndolos mas eficaces a los receptores de activacion in vivo que la
mayoria de agentes de proteinas administrados.

Los ligandos usados en la presente invenciéon pueden unirse a dos o mas de los dominios de union a ligando. Un
experto en la materia prevé que las proteinas quiméricas pueden unirse a mas de un ligando cuando contienen mas
de un dominio de union a ligando. El ligando es normalmente una no proteina o un compuesto quimico. Los ligandos
ilustrativos incluyen, pero no se limitan a FK506 dimérico (por ejemplo., FK1012).

Como el mecanismo de activacion de CD40 se basa fundamentalmente en la trimerizacién, este receptor es
particularmente adecuado para el sistema CID. La regulacion de CID proporciona al sistema 1) control temporal, 2)
reversibilidad mediante la adicion de un mondémero no activo tras los signos de una reaccion autoinmunitaria, y 3)
potencial limitado para los efectos secundarios no especificos. Ademas, la activaciéon de DC CDA40 inducible in vivo
podria evitar el requisito de una segunda sefial de "peligro” requerida normalmente para la inducciéon completa de la
sefializacion de CD40 y podria promover potencialmente la supervivencia de DC in situ permitiendo un cebado
potenciado de los linfocitos T. De esta manera, las vacunas de DC disefiadas mediante ingenieria genética para
expresar iCD40 amplifican la respuesta de destruccion mediada por los linfocitos T regulando en exceso la expresion
de DC de las moléculas de presentacion de antigeno, moléculas de adhesion, citoquinas promotoras de TH1, y
factores prosupervivencia.

Otros sistemas de dimerizacion contemplados incluyen el sistema cumermicina / ADN girasa B. La dimerizacion
inducida por cumermicina activa una proteina Raf modificada y estimula la cascada de la quinasa MAP. Véase
Farrar et al., 1996.

D. Direccionamiento a membrana

Una secuencia dirigida a membrana proporciona el transporte de la proteina quimérica a la membrana de la
superficie celular, donde la misma u otras secuencias pueden codificar la unién de la proteina quimérica a la
membrana superficial celular. Puede emplearse cualquier secuencia dirigida a membrana que sea funcional en el
hospedador y puede, o no, asociarse con uno de los otros dominios de la proteina quimérica. Dichas secuencias
incluyen, pero no se limitan a una secuencia dirigida a la miristoilaciéon, una secuencia dirigida a la palmitoilacion,
secuencias de prenilacion (es decir, farnesilacion, geranil-geranilacion, secuencia CAAX) o secuencias
transmembrana (utilizando péptidos sefial) de receptores.

E. Marcadores seleccionables

En determinadas realizaciones de la invencion, las construcciones de expresion de la presente invencion contienen
construcciones de acidos nucleicos cuya expresion se identifica in vitro o in vivo incluyendo un marcador en la
construcciéon de expresion. Dichos marcadores conferirian un cambio identificable a la célula permitiendo una facil
identificacion de las células que contienen la construccion de expresion. Usualmente, la inclusiéon de un marcador de
seleccion del farmaco ayuda en la clonacion y en la seleccion de transformantes. Por ejemplo, genes que confieren
resistencia a la neomicina, puromicina, higromicina, DHFR, GPT, zeocina e histidinol son marcadores seleccionables
utiles. Como alternativa, se emplean enzimas como la timidina quinasa (tk) del virus del herpes simple. Se pueden
emplear también marcadores inmunoldgicos. No se cree que el marcador seleccionado sea importante, siempre que
pueda expresarse simultaneamente con el acido nucleico que codifica un producto génico. Los ejemplos adicionales
de marcadores seleccionables son bien conocidos del experto en la materia e incluyen iniciadores tales como EGFP,
Bgal o cloranfenicol acetiltransferasa (CAT).

F. Regiones control

1. Promotores

No se cree que sea importante el promotor concreto empleado para controlar la expresién de una secuencia de
polinucledtidos de interés, siempre que pueda dirigir la expresion del polinucleétido en la célula dirigida. De esta
manera, cuando la célula humana es la diana, es preferible situar la region de codificacion de la secuencia del
polinucleétido adyacente y bajo el control de un promotor que puede expresarse en una célula humana. Hablando de
manera general, dicho promotor puede incluir un promotor tanto humano como virico.

En varias realizaciones, el promotor del gen temprano inmediato del citomegalovirus humano (CMV), el promotor
temprano del SV40, la repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous, p-actina, el promotor de la insulina de
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rata y de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa se pueden usar para obtener un elevado nivel de expresion de
la secuencia de codificacién de interés. Se contempla también en la materia el uso de otros promotores viricos o de
células de mamiferos o de fagos bacterianos para conseguir la expresion de una secuencia de codificacion de
interés, con la condicién de que los niveles de expresion sean suficientes para un fin dado. Mediante el uso de un
promotor con propiedades bien conocidas, se puede optimizar el nivel y el modelo de expresion de la proteina de
interés tras la transfeccion o la transformacion.

La seleccion de un promotor que se regula en respuesta a sefiales fisioldgicas o sintéticas especificas puede
permitir la expresion inducible del producto génico. Por ejemplo, en el caso donde la expresion de un transgén, o
transgenes, cuando se utiliza un vector multicistrénico, sea toxica para las células donde el vector se produce, es
deseable prohibir o reducir la expresion de uno o mas de los transgenes. Los ejemplos de transgenes que son
toxicos para la linea celular productora son los genes proapoptoticos y de la citoquina. Estan disponibles algunos
sistemas promotores inducibles para la produccion de vectores viricos cuando los productos transgénicos son
toxicos (afiadidos en mas promotores inducibles).

El sistema de la ecdisona (Invitrogen, Carlsbad, CA) es uno de dichos sistemas. Este sistema esta disefiado para
permitir la expresion regulada de un gen de interés en células de mamiferos. Consiste en un mecanismo de
expresion estrechamente regulado que permite virtualmente la no expresion del nivel basal del transgén, pero con
una inducibilidad de 200 veces. El sistema se basa en el receptor heterodimérico de la ecdisona de Drosophila, y
cuando la ecdisona o un analogo tal como muristerona A se une al receptor, el receptor activa un promotor que
activa a su vez la expresion del transgén posterior de tal manera que se alcancen elevados niveles de transcritos de
ARNm. En este sistema, ambos mondémeros del receptor heterodimérico se expresan constitutivamente a partir de
un vector, mientras que el promotor sensible a la ecdisona, que impulsa la expresion del gen de interés esta en otro
plasmido. Podria por tanto ser util el disefio mediante ingenieria genética de este tipo de sistema en el vector de
transferencia génica de interés. La transfeccion simultanea de plasmidos que contienen el gen de interés y de los
mondmeros del receptor en la linea de células productoras podria a continuacién permitir la produccioén del vector de
transferencia génica sin la expresion de un transgén potencialmente toxico. En el momento adecuado, la expresion
del transgén podria activarse con ecdisona o muristerona A.

Otro sistema inducible que podria ser util es el sistema Tet-Off ™ o Tet-On™ (Clontech, Palo Alto, CA) originalmente
desarrollado por Gossen y Bujard (Gossen y Bujard, 1992; Gossen et al., 1995). Este sistema permite también
elevados niveles de expresion génica que sevan a regular en respuesta a la tetraciclina o a derivados de tetraciclina
tales como dOX|C|cI|na En el sistema Tet-On", la expresion génica se activa en presencia de doxiciclina, mientras en
el sistema Tet-Off" , la expresion génica se actlva en ausencia de doxiciclina. Estos sistemas se basan en dos
elementos reguladores derivados del operon de resistencia a la tetraciclina de E.coli. La secuencia operadora de
tetraciclina a la cual se une el represor de la tetraciclina, y la proteina represora de tetraciclina. El gen de interés se
cloné en un plasmido por detras de un promotor que tiene elementos sensibles a la tetraclina en el mismo. Un
segundo plasmido contiene un elemento regulador denominado transactivador controlado por tetraciclina, que esta
compuesto, en el sistema Tet-Off™, por el dominio VP16 del virus del herpex simple y el represor de la tetraciclina
natural. De esta manera, en ausencia de doxiciclina, la transcripcion se activa constitutivamente. En el sistema Tet-
On™ el represor de la tetraciclina no es de tipo natural y en presencia de doxiciclina activa la transcripcion. Para la
produccion del vector de terapia génica, seria preferible el sistema Tet-Off™ de tal manera que las células
productoras podrian crecer en presencia de tetraciclina o doxiciclina y evitar la expresion de un transgén
potencialmente toxico, pero cuando se introduce el vector en el paciente, la expresion génica se activaria
constitutivamente.

En algunas circunstancias, es deseable regular la expresion de un transgén en un vector de terapia génica. Por
ejemplo, se utilizaron promotores viricos diferentes con resistencias variables a la actividad dependiendo del nivel de
expresion deseado. En células de mamiferos se usa a menudo el promotor temprano inmediato del CMV para
proporcionar una fuerte activacion de la transcripcién. Se han usado también versiones modificadas del promotor del
CMV que son menos potentes cuando se desean niveles de expresion reducidos del transgén. Cuando se desea la
expresion de un transgén en células hematopoyéticas se usan a menudo promotores retroviricos tales como los LTR
del VLM o del MMTV. Otros promotores viricos que se usan dependiendo del efecto deseado incluyen SV40, LTR
del VSR, LTR del VIH-1 y VIH-2, los promotores de adenovirus tales como de la regién E1A, E2A, o de la region
MLP, LTR del VAA, VSH-TK, y virus del sarcoma de aves.

De forma similar se usan promotores especificos de tejido para efectuar la transcripcion en tejidos o células
especificas de tal manera que reduzcan la toxicidad potencial o los efectos indeseables a los tejidos no dirigidos. Por
ejemplo, promotores tales como el promotor asociado a PSA o kalikreina glandular especifica de prostata.

En determinadas indicaciones es deseable activar la transcripcion en momentos especificos tras la administracion
del vector de terapia génica. Esto se lleva a cabo con dichos promotores tales como los que son hormonas o
citoquinas regulables. Las citoquinas y los promotores sensibles a la proteina inflamatoria que se pueden usar
incluyen quininégeno K y T (Kageyama et al., 1937), c-fos, TNF-alfa, proteina C reactiva (Arcone et al., 1988),
haptoglobina (Oliviero et al., 1987), amiloide A2 sérico, C/EBP alfa, IL-1, IL-6 (Poli y Cortese, 1989), Complemento
C3 (Wilson et al., 1990), IL-8, glicoproteina acida alfa-1 (Prowse y Baumann, 1988), alfa-1-antitripsina, lipoproteina
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lipasa (Zechner et al., 1988), angiotensindgeno (Ron et al., 1991), fibrindgeno, c-jun (inducible por ésteres de forbol,
TNF-alfa, radiacion UV, acido retinoico, y peréxido de hidrégeno), colagenasa (inducida por ésteres de forbol y acido
retinoico), metalotioneina (metales pesados y glucocorticoides inducibles), Estromelisina (inducible por ésteres de
forbol, interleuquina-1 y EGF), alfa-2 macroglobulina y alfa-1 anti-quimotripsina.

Se cree que cualquiera de los anteriores promotores solos 0 en combinacién con otros puede ser util de acuerdo con
la presente invencion dependiendo de la accion deseada. Ademas, esta lista de promotores no debe tomarse como
exhaustiva o limitante, los expertos en la materia conoceran otros promotores que se utilizan junto con los
promotores y métodos descritos en el presente documento.

2. Potenciadores

Los potenciadores son elementos genéticos que aumentan la transcripcion de un promotor localizado en una
posicion distante en la misma molécula de ADN. Los potenciadores estan organizados de forma muy similar a los
promotores. Es decir, estan compuestos por muchos elementos individuales, cada uno de los cuales se une a una o
mas proteinas transcripcionales. La distincion basica entre potenciadores y promotores es operacional. Una region
potenciadora, en su conjunto, debe poder estimular la transcripcion a distancia; esto no es necesario que sea
verdadero con respecto a una regidon promotora o sus elementos componentes. Por otra parte, un promotor debe
tener uno o mas elementos que dirigen el inicio de la sintesis del ARN en un sitio concreto y en una orientacion
concreta, mientras que los potenciadores carecen de estas especificidades. Los promotores y potenciadores son a
menudo solapantes y contiguos, a menudo parece que tienen una organizacion modular muy similar.

Puede usarse cualquier combinacion promotora/potenciadora (como segun la Base de datos de promotores
eucariotas EPDB) para impulsar la expresion del gen. Las células eucariotas pueden soportar la transcripcion
citoplasmica de determinados promotores bacterianos si se proporciona la polimerasa bacteriana adecuada, tanto
como parte del complejo de administraciéon o como una construccion de expresion genética adicional.

3. Senales de poliadenilacién

Cuando se emplea una insercion de ADNc, se deseara incluir normalmente una sefial de poliadenilacién para
efectuar la poliadenilacion adecuada de la transcripcion génica. No se cree que sea crucial la naturaleza de la sefal
de poliadenilacion para la practica satisfactoria de la invencion, y se emplea cualquiera de dichas secuencias tales
como una hormona del crecimiento humano o bovino y las sefiales de poliadenilacion de SV40. Se contempla
también que un elemento del casete de expresion sea un terminador. Estos elementos pueden servir para potenciar
los niveles del mensaje y para minimizar la lectura a través del casete en otras secuencias.

4. Seiales de inicio y sitios internos de unién al ribosoma

Se puede requerir también una sefial de inicio especifica para una traduccién eficaz de las secuencias de
codificacion. Estas sefales incluyen el coddn de inicio ATG o las secuencias adyacentes. Puede ser necesario
proporcionar sefiales exodgenas de control de la traduccion, incluyendo el codon de inicio ATG. Una persona
normalmente experta en la materia podria facilmente determinar esto y proporcionar las sefiales necesarias. Se sabe
que el coddn de inicio debe estar en fase con el marco de lectura de la secuencia de codificacion deseada para
asegurar la traduccion de la insercion completa. Las sefales exdgenas de control de la traduccion y los codones de
inicio pueden ser tanto naturales como sintéticas. Puede potenciarse la eficacia de la expresién mediante la inclusién
de elementos potenciadores de la transcripcion adecuados.

En determinadas realizaciones de la invencion, se utilizan elementos de sitios internos de entrada al ribosoma
(IRES) para crear multigenes, o mensajes policistronicos. Los elementos IRES pueden derivar el modelo de cribado
del ribosoma de la traduccion 5' metilada derivada de cap y comenzar la traduccién en sitios internos (Pelletier y
Sonenberg, 1988). Se han descrito elementos IRES procedentes de dos miembros de la familia picornavirus (polio y
encefalomiocarditis) (Pelletier y Sonenberg, 1988), asi como un IRES de un mensaje de mamifero (Macejak y
Sarnow, 1991). Los elementos IRES se pueden unir a marcos de lectura abiertos heterélogos. Se pueden transcribir
juntos mudltiples marcos de lectura abiertos, separado cada uno de ellos por un IRES, creando mensajes
policistréonicos. En virtud del elemento IRES, cada marco de lectura abierto es accesible a los ribosomas para una
traduccion eficaz. Se pueden expresar eficazmente multiples genes utilizando un unico promotor/potenciador para
transcribir un Gnico mensaje (véanse las Patentes de los EE.UU. N* 5.925.565 y 5.935.819).

IV. Métodos de transferencia génica
Para mediar en el efecto de la expresién del transgén en una célula, sera necesario transferir las construcciones de
expresion de la presente invencién a una célula. Dicha transferencia puede emplear métodos viricos o no viricos de

transferencia génica. Esta seccion proporciona una descripcion de los métodos y composiciones de transferencia
génica.
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Se generdé una célula transformada que comprendia un vector de expresion introduciendo en la célula el vector de
expresion. Los métodos adecuados para la administraciéon de polinucleétidos para la transformacion de un organulo,
una célula, un tejido o un organismo para uso con la invencion actual incluyen virtualmente cualquier método por el
cual se puede introducir un polinucleétido (por ejemplo, ADN) en un organulo, una célula, un tejido o un organismo,
como se describe en el presente documento o conoceria una persona normalmente experta en la materia.

Una célula hospedadora puede, y se ha utilizado, como receptora de vectores. Las células hospedadoras pueden
derivarse de procariotas o eucariotas, dependiendo tanto de que el resultado deseado sea la replicacion del vector
como de la expresion de parte o de todas las secuencias de polinucleétidos codificadas por el vector. Estan
disponibles numerosas lineas y cultivos celulares para uso como células hospedadoras, y se pueden obtener a
través de la American Type Culture Collection (ATCC), que es una organizacion que sirve como archivo de cultivos
vivos y materiales genéticos. En realizaciones especificas, la célula hospedadora es una célula dendritica, que es
una célula presentadora de antigeno.

Esta también comprendido en el conocimiento de un experto en la materia determinar un hospedador adecuado.
Generalmente esto se basa en la estructura principal del vector y en el resultado deseado. Se puede introducir un
plasmido o un césmido, por ejemplo, en una célula hospedadora procariota para la replicacion de muchos vectores.
Las células bacterianas utilizadas como células hospedadoras para la replicacion y/o la expresion del vector incluyen
DH5a, JM109, y KC8, asi como numerosos hospedadores bacterianos comercialmente disponibles tales como
SURE® Competent Cells y SOLOPACK™ Gold Cells (STRATAGENE®, La Jolla, CA). Como alternativa, podrian
usarse células bacterianas tales como E. coli LE392 como células hospedadoras para los virus fagos. Las células
eucariotas que se pueden usar como células hospedadoras incluyen, pero no se limitan a levaduras, insectos y
mamiferos. Los ejemplos de células hospedadoras eucariotas de mamiferos para la replicacion y/o la expresion de
un vector incluyen, pero sin limitacion, HeLa, NIH3T3, Jurkat, 293, COS, CHO, Saos, y PC12. Los ejemplos de
cepas de levaduras incluyen, pero sin limitacion, YPH499, YPH500 y YPH501.

A. Transferencia no virica
1. Transformacién ex vivo

Los métodos para transfectar células y tejidos vasculares retirados de un organismo en un escenario ex vivo son
conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, se han alterado genéticamente células endoteliales caninas
mediante transferencia génica retrovirica in vitro y se han trasplantado en un can (Wilson et al., 1989). En otro
ejemplo, Se transfectaron células endoteliales de minicerdo Yucatan mediante retrovirus in vitro y se trasplantaron
en una arteria usando un catéter de doble globo (Nabel et al., 1989). De esta manera, se contempla que las células
o tejidos se puedan retirar y transfectar ex vivo usando los polinucleétidos de la presente invencion. En aspectos
concretos, las células o tejidos trasplantados pueden introducirse en un organismo. De esta manera, esta bien
comprendido en el conocimiento de un experto en la materia aislar células dendriticas procedentes de un animal,
transfectar las células con el vector de expresion y a continuacion administrar posteriormente las células
transfectadas o transformadas al animal.

2. Inyeccion

En determinadas realizaciones, se puede administrar un polinucleétido a un organulo, una célula, un tejido o un
organismo mediante una o mas inyecciones (es decir, una inyecciéon con aguja), tal como, por ejemplo, por via
subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, efc. Los métodos de inyeccion de vacunas son
bien conocidos por las personas normalmente expertas en la materia (por ejemplo, la inyeccion de una composicion
que comprende una solucion salina). Las realizaciones adicionales de la presente invencion incluyen la introduccion
de un polinucledtido mediante microinyeccion directa. La cantidad del vector de expresion usado puede variar
dependiendo de la naturaleza del antigeno asi como del organulo, célula, tejido u organismo utilizado.

Las inyecciones intradérmicas, intranodales, o intralinfaticas son algunos de los métodos usados mas comunmente
de administracion de DC. La inyeccion intradérmica se caracteriza por una baja velocidad de absorcion en el torrente
sanguineo pero una rapida captacion en el sistema linfatico. La presencia de grandes cantidades de células
dendriticas de Langerhans en la dermis transportara y procesaran el antigeno intacto hasta los ganglios linfaticos
drenantes. Es necesaria la preparacion del sitio adecuado para realizar esto correctamente (es decir, el pelo puede
cortarse a fin de observar la colocacién adecuada de la aguja). La inyeccion intranodal permite la administracion
directa del antigeno a los tejidos linfaticos. La inyeccion intralinfatica permite la administracion directa de las DC.

3. Electroporacion

En determinadas realizaciones de la presente invencion, se introduce un polinucleétido en un organulo, una célula,
un tejido o un organismo mediante electroporacion. La electroporacion implica la exposicién de una suspension de
células y ADN a una descarga eléctrica de alto voltaje. En algunas variantes de este método se emplean
determinadas enzimas degradadoras de la pared celular, tales como las enzimas degradadoras de pectina, para
volver las células receptoras diana mas susceptibles a la transformaciéon mediante electroporacién que las células
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sin tratar (patente de los Estados Unidos N° 5.384.253).

La transfeccion de células eucariotas utilizando electroporacion ha sido muy satisfactoria. Se han transfectado pre-
linfocitos B de ratones con genes de la inmunoglobulina kappa humana (Potter et al., 1984), y se han transfectado
hepatocitos de rata con el gen de la cloranfenicol acetiltransferasa (Tur-Kaspa et al., 1986) de esta manera.

4. Fosfato de calcio

En otras realizaciones de la presente invencion, se introduce un polinucleétido en las células utilizando la
precipitacion con fosfato de calcio. Se han transfectado células KB humanas con ADN de adenovirus 5 (Graham y
Van Der Eb, 1973) utilizando esta técnica. También, de esta manera, se han transfectado células L(A9) de raton,
C127 de raton, CHO, CV-1, BHK, NIH3T3 y HeLa con un gen marcador de la neomicina (Chen y Okayama, 1987), y
se han transfectado hepatocitos de rata con una variedad de genes marcadores (Rippe et al., 1990).

5. DEAE Dextrano

En otra realizacion, se administra un polinucleétido en 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).

6. Carga por sonicacion

Las realizaciones adicionales de la presente invencion incluyen la introduccion de un polinucleétido mediante una
carga sonica. Se han transfectado fibroblastos LTK con el gen de la timidina quinasa mediante carga por sonicacion
(Fechheimer et al., 1987).

7. Transfeccion mediada por liposomas

En una realizacion adicional de la invencioén, puede atraparse un polinucleétido en un complejo lipidico tal como, por
ejemplo, un liposoma. Los liposomas son estructuras vesiculares caracterizadas por una membrana con una bicapa
de fosfolipidos y un medio acuoso interno. Los liposomas multilamelares tienen multiples capas de lipidos separadas
por un medio acuoso. Se forman espontaneamente cuando se suspenden los fosfolipidos en una solucién acuosa en
exceso. Los componentes lipidos experimentan una autorredisposicién antes de la formacién de estructuras
cerradas y atrapan agua y solutos disueltos entre las bicapas de lipidos (Ghosh y Bachhawat, 1991). Se contempla
también un polinucleétido complejado con Lipofectamina (Gibco BRL) o Superfect (Qiagen).

8. Transfeccion mediada por receptor

Ademas, puede administrarse un polinucleétido a una célula diana mediante vehiculos de administracion mediados
por receptor. Estos aprovechan la captacion selectiva de macromoléculas por endocitosis mediada por receptor que
se producira en una célula diana. A la vista de la distribucion especifica del tipo celular de diversos receptores, este
método de administracion afiade otro grado de especificidad a la presente invencion.

Determinados vehiculos dirigidos a gen mediados por receptor comprenden un ligando especifico del receptor
celular y un agente de unién a polinucleétido. Otros comprenden un ligando especifico del receptor celular al cual se
va a administrar el polinucleétido que se ha unido operativamente. Se han usado algunos ligandos para la
transferencia génica mediada por receptor (Wu y Wu, 1987; Wagner et al., 1990; Perales et al., 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 determinados aspectos de la presente
invencion, se selecciona un ligando para corresponder a un receptor especificamente expresado en la poblacion de
células diana.

En otras realizaciones, un componente de un vehiculo de administracion de polinucleétidos de un vehiculo dirigido a
un polinucledtido especifico de célula puede comprender un ligando de unién especifico en combinacién con un
liposoma. Los polinucleétido(s) que se van a administrar se alojan en el liposoma y el ligando de unién especifico se
incorpora funcionalmente en la membrana del liposoma. El liposoma se unira especificamente de esta manera a los
receptor(es) de una célula diana y administrara los contenidos a una célula. Dichos sistemas han mostrado ser
funcionales usando sistemas, donde, por ejemplo, se usa el factor de crecimiento epidérmico (EGF) en la
administracion mediada por receptor de un polinucledétido a las células que presentan una regulacion en exceso del
receptor de EGF.

En realizaciones preferidas adicionales, el componente del vehiculo de administracién de polinucleétidos de un
vehiculo de administracion dirigida puede ser el mismo liposoma, que comprendera preferentemente uno o mas
lipidos o glicoproteinas que dirigen la unién especifica de células. Por ejemplo, se ha incorporado lactosil ceramida,
un asiogangliésido terminado en galactosa, a liposomas y se ha observado un aumento en la captacion del gen de la
insulina en hepatocitos (Nicolau et al., 1987). Se contempla que las construcciones transformantes especificas de
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tejidos de la presente invencion pueden administrarse especificamente a una célula diana de una manera similar.
9. Bombardeo de microproyectiles

Se pueden usar técnicas de bombardeo de microproyectiles para introducir un polinucleétido en al menos un
organulo, célula, tejido u organismo (Patente de los Estados Unidos N° 5.550.318; patente de los Estados Unidos N°
5.538.880; patente de los Estados Unidos N° 5.610.042; y solicitud PCT N° WO 94/09699 ). Este método depende
de la capacidad de acelerar los microproyectiles revestidos de ADN a una elevada velocidad, lo que les permite
perforar membranas celulares y penetrar en las células sin destruirlas (Klein et al., 1987). Existe una amplia variedad
de técnicas de bombardeo con microproyectiles conocidas en la materia, muchas de las cuales son aplicables a la
invencion.

En este bombardeo de microproyectiles, una o mas particulas pueden revestirse con al menos un polinucleétido y
administrarse a células mediante una fuerza propulsora. Se han desarrollado varios dispositivos para acelerar
particulas pequefnas. Uno de dichos dispositivos se basa en una descarga de alto voltaje para generar una corriente
eléctrica, que proporciona a la vez la fuerza motora (Yang et al., 1990). Los microproyectiles usados han consistido
en sustancias biolégicamente inertes tales como particulas o perlas de tungsteno u oro. Las particulas ilustrativas
incluyen las comprendidas por tungsteno, platino, y preferentemente, oro. Se contempla que, en algunos casos, la
precipitacion de ADN sobre particulas metalicas no seria necesaria para la administracion del ADN a una célula
receptora usando el bombardeo de microproyectiles. Sin embargo, se contempla que las particulas puedan contener
ADN en lugar de estar revestidas con ADN. Las particulas revestidas con ADN pueden aumentar el nivel de
administracion del ADN mediante el bombardeo de particulas pero no son, en y por si mismas, necesarias.

B. Transferencia mediada por un vector virico

En determinadas realizaciones, se incorpora un transgén a una particula virica para mediar la transferencia génica a
una célula. Normalmente, el virus simplemente se expondra a la célula hospedadora adecuada en condiciones
fisiolégicas, permitiendo la captacion del virus. Los presentes métodos se emplean ventajosamente utilizando una
variedad de vectores viricos, como se analiza mas adelante.

1. Adenovirus

El adenovirus es particularmente adecuado para uso como vector de transferencia génica debido a su genoma, con
un ADN de tamafio medio, facilidad de manipulacion, titulos altos, amplia gama de células diana, y elevada
infectividad. EI genoma virico de aproximadamente 36 kb se une por repeticiones terminales invertidas (ITR) de 100-
200 pares de bases (pb), donde estan contenidos elementos que actian en cis necesarios para la replicacion y el
empaquetamiento del ADN virico. Las regiones inicial (E) y posterior (L) del genoma que contienen diferentes
unidades de transcripcion se dividen al inicio de replicacion del ADN virico.

La region E1 (E1A y E1B) codifica las proteinas responsables de la regulacion de la transcripcion del genoma virico
y unos pocos genes celulares. La expresion de la region E2 (E2A y E2B) da como resultado la sintesis de las
proteinas para la replicacion del ADN virico. Estas proteinas estan implicadas en la replicacion del ADN, la expresion
final del gen, y la desactivacion de la célula hospedadora (Renan, 1990). Los productos de los genes posteriores
(L1, L2, L3, L4 y L5), incluyendo la mayoria de las proteinas de capsidas viricas, se expresan solamente después de
un procesamiento significativo de un Unico transcrito primario caracterizado por el promotor posterior mayor (MLP).
El MLP (localizado a 16,8 unidades cartograficas) es particularmente eficaz durante la fase final de la infeccion, y
todos los ARNm caracterizados a partir de este promotor poseen una secuencia lider 5' tripartita (TL), que hace de
ellos ARNm preferidos para la traduccion.

Para optimizar el adenovirus para la terapia génica, es necesario maximizar la capacidad de transporte de manera
que se puedan incluir grandes segmentos de ADN. Es también muy deseable reducir la toxicidad y la reaccion
inmunoloégica asociadas con determinados productos adenoviricos. Las dos metas son, de manera amplia,
colindantes en que la eliminacién de genes adenoviricos sirve a ambos fines. Al llevar a la practica la presente
invencion, es posible conseguir ambas metas reteniendo a la vez la capacidad de manipular las construcciones
terapéuticas con relativa facilidad.

El gran desplazamiento del ADN es debido a que los elementos cis requeridos para la replicacion del ADN virico
estan localizados en las repeticiones terminales invertidas (ITR) (100-200 pb) en cualquier extremo del genoma
virico lineal. Los plasmidos que contienen las ITR pueden replicarse en presencia de un adenovirus no defectivo
(Hay et al., 1984). Por tanto, la inclusion de estos elementos en un vector adenovirico debe permitir la replicacion.

Ademas, la sefial de empaquetamiento para la encapsulacién virica se localiza entre los pb 194-385 (0,5-1,1
unidades cartograficas) en el extremo izquierdo del genoma virico (Hearing et al., 1987). Esta sefial imita el sitio de
reconocimiento de la proteina en el ADN del bacteri6fago A donde una secuencia especifica cierra el extremo
izquierdo, pero lejos de la secuencia del extremo cohesivo, media la unién a las proteinas que se requieren para la
insercion del ADN en la estructura de la cabeza. Los vectores de sustituciéon E1 de Ad han demostrado que un
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fragmento de 450 pb (0-1,25 unidades cartograficas) en el extremo izquierdo del genoma virico podria dirigir el
empaquetamiento en células 293 (Levrero et al., 1991).

Anteriormente, se ha mostrado que determinadas regiones del genoma adenovirico se pueden incorporar en el
genoma de células de mamiferos y los genes codificados expresarse a partir del anterior. Estas lineas celulares son
capaces de soportar la replicacion de un vector adenovirico que es deficiente en la funcién adenovirica codificada
por la linea celular. Han existido también informes de complementacion de vectores adenoviricos deficientes en la
replicacion por vectores "auxiliares”, por ejemplo, el virus natural o condicionalmente mutantes defectivos.

Se pueden complementar vectores adenoviricos deficientes en la replicacién, en trans, por el virus auxiliar. Esta
observacion sola no permite el aislamiento de los vectores deficientes en la replicacion, sin embargo, debido a la
presencia del virus auxiliar, necesaria para proporcionar funciones replicativas, podria contaminarse cualquier
preparacion. De esta manera, ha sido necesario un elemento adicional que podria afiadir especificidad a la
replicacion y/o empaquetamiento del vector deficiente en la replicacion. Este elemento, que se proporciona en la
presente invencion, se deriva de la funcidon de empaquetamiento del adenovirus.

Se ha mostrado que existe una sefial de empaquetamiento para el adenovirus en el extremo izquierdo de la
cartografia convencional del adenovirus (Tibbets, 1977). Estudios posteriores han mostrado que un mutante con una
delecion en la region E1A (194-358 pb) del genoma crecen mal incluso en una linea celular que ha complementado
la funcidn inicial (E1A) (Hearing y Shenk, 1983). Cuando se recombiné un ADN adenovirico de compensacion (0-353
pb) en el extremo derecho del mutante, el virus se empaquetdé normalmente. El analisis adicional de la mutacion
identifico un elemento corto, repetido, dependiente de posicion en el extremo izquierdo del genoma de Ad5. Se ha
encontrado que una copia de la repeticion era suficiente para un empaquetado eficaz si esta presente en cualquier
extremo del genoma, pero no cuando se mueve hacia el interior de la molécula de ADN de Ad5 (Hearing et al.,
1987).

Utilizando versiones mutadas de la sefial de empaquetamiento, es posible crear virus auxiliares que se empaquetan
con eficacias variables. Normalmente, las mutaciones son mutaciones o deleciones puntuales. Cuando se hacen
crecer virus auxiliares con una baja eficacia de empaquetamiento en células auxiliares, el virus se empaqueta,
practicamente a tasas reducidas en comparacion con el virus natural, permitiendo por tanto la propagacion del
auxiliar. Cuando estos virus auxiliares se hacen crecer en células junto con el virus que contiene las sefiales de
empaquetamiento naturales, sin embargo, las sefiales de empaquetamiento naturales se reconocen
preferentemente sobre las versiones mutadas. Proporcionando una cantidad limitante de factor de
empaquetamiento, el virus que contiene las sefales limitantes se empaqueta selectivamente cuando se compara
con los auxiliares. Si la preferencia es suficientemente grande, deben conseguirse disoluciones madre que se
acerquen a la homogeneidad.

2. Retrovirus

Los retrovirus son un grupo de virus de ARN monocatenarios caracterizados por una capacidad de convertir su ARN
a ADN bicatenario en células infectadas por un proceso de transcripcion inversa (Coffin, 1990). Este ADN resultante
se integra a continuacion de forma estable en cromosomas celulares como un provirus y dirige la sintesis de las
proteinas viricas. La integracion da como resultado la retencion de las secuencias génicas viricas en la célula
receptora y sus descendientes. El genoma retrovirico contiene tres genes - gag, pol y env - que codifican las
proteinas de la capsida, la enzima polimerasa, y componentes de la envoltura, respectivamente. Una secuencia que
se encuentra en la direccion 5' del gen gag, denominada ¥, funciona como una sefial para el empaquetamiento del
genoma en viriones. Estan presentes dos secuencias de repeticion terminal larga (LTR) en los extremos 5'y 3' del
genoma virico. Este contiene secuencias de un promotor y un potenciador fuertes y se requieren también para la
integracion en el genoma de la célula hospedadora (Coffin, 1990).

Para construir un vector retrovirico, se inserta un acido nucleico que codifica un promotor en el genoma virico en
lugar de determinadas secuencias viricas para producir un virus que es defectivo en la replicacion. A fin de producir
viriones, se construye una linea celular de empaquetamiento que contiene los genes gag, pol y env pero sin los
componentes de LTR e ¥ (Mann et al., 1983). Cuando un plasmido recombinante que contiene un ADNc humano,
junto con las secuencias de LTR e ¥ retroviricas se introduce en esta linea celular (mediante precipitacion con
fosfato de calcio, por ejemplo), la secuencia ¥ permite al transcrito de ARN del plasmido recombinante
empaquetarse en particulas viricas, que se secretan a continuacién en el medio de cultivo (Nicolas y Rubenstein,
1988; Temin, 1986; Mann ef al., 1983). Se recoge el medio que contiene los retrovirus recombinantes, se concentra
opcionalmente, y se usa para la transferencia génica. Los vectores retroviricos infectan una amplia variedad de tipos
celulares. Sin embargo, la integracién y la expresion estable de muchos tipos de retrovirus requieren la division de
las células hospedadoras (Paskind et al., 1975).

Se ha desarrollado recientemente una solucién disefiada para el direccionamiento especifico de los vectores
retroviricos basada en la modificacion quimica de un retrovirus mediante la adicion quimica de restos de galactosa a
la envoltura virica. Esta modificacién podria permitir la infeccion especifica de células tales como hepatocitos
mediante los receptores de asialoglicoproteinas, si esto se desea.
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Se ha disefiado una solucion diferente para el direccionamiento de retrovirus recombinantes donde se han usado
anticuerpos biotinilados contra una proteina de la envoltura retrovirica y contra un receptor especifico de célula. Los
anticuerpos se acoplaron mediante los componentes de biotina utilizando estreptavidina (Roux et al., 1989).
Utilizando anticuerpos contra los antigenos de clase | y clase |l del complejo de histocompatibilidad mayor se ha
demostrado la infeccion de una variedad de células humanas que perforan aquellos antigenos superficiales con un
virus ecotropico in vitro (Roux et al., 1989).

3. Virus adenoasociados

Los VAA utilizan un ADN monocatenario lineal, de aproximadamente 4700 pares de bases. Repeticiones terminales
invertidas flanquean el genoma. Dos genes estan presentes en el genoma, que proporcionan un aumento de
numerosos productos génicos distintos. El primero, el gen cap, produce tres proteinas de viriones diferentes (VP),
designadas VP-1, VP-2 y VP-3. El segundo, el gen rep, codifica cuatro proteinas no estructurales (NS). Uno o mas
de estos productos del gen rep es responsable de transactivar la transcripcion de VAA.

Los tres promotores en VAA se designan por su localizacion, en unidades cartograficas, en el genoma. Existen, de
izquierda a derecha, p5, p19 y p40. La transcripcion proporciona un aumento a seis transcritos, dos iniciados en
cada uno de los tres promotores, cortdndose y empalmandose uno de cada pareja. El sitio de corte y empalme,
derivado de las unidades cartograficas 42-46, es el mismo para cada transcrito. Las cuatro proteinas no
estructurales se derivan aparentemente del mas largo de los transcritos, y surgen tres proteinas de viriones del
transcrito mas pequefio.

No se ha asociado VAA con ningun estado patoloégico en seres humanos. De manera interesante, para una
replicacion eficaz, VAA requiere funciones "auxiliares" de los virus tales como el virus del herpes simple | y I,
citomegalovirus, el virus de la pseudorrabia y, por supuesto, adenovirus. El mejor caracterizado de los auxiliares es
adenovirus, y se ha mostrado que muchas funciones "iniciales" de este virus ayudan en la replicacion del VAA. Se
cree que la expresion de bajo nivel de las proteinas rep de VAA mantiene la expresion estructural de VAA en estado
de verificacion, y se cree que la infeccion del virus auxiliar elimina este bloque.

Se pueden obtener repeticiones terminales del vector de VAA mediante digestion de la endonucleasa de restriccion
de VAA o un plasmido tal como p201, que contiene un genoma de VAA modificado (Samulski et al., 1987), o
mediante otros métodos conocidos por el experto en la materia, que incluyen, pero no se limitan a sintesis quimica o
enzimatica de las repeticiones terminales basadas en la secuencia publicada de VAA. El técnico normalmente
experto en la materia puede determinar, mediante métodos bien conocidos tales como el andlisis de la delecion, la
secuencia minima o parte de los ITR de VAA que se requieren para su funcion, es decir, la integracion estable y
especifica del sitio. El técnico normalmente experto puede determinar también qué modificaciones menores de la
secuencia pueden tolerarse manteniendo a la vez la capacidad de las repeticiones terminales de dirigir la integracion
estable, especifica de sitio.

Los vectores basados en VAA han demostrado ser vehiculos seguros y eficaces para la administracion del gen in
vitro, y estos vectores se desarrollan y ensayan en etapas preclinicas y clinicas para un amplio intervalo de
aplicaciones en una potencial terapia génica, ex vivo e in vivo (Carter y Flotte, 1995; Chattexjee ef al., 1995; Ferrari
et al., 1996; Fisher et al., 1996; Flotte et al., 1993; Goodman et al., 1994; Kaplitt et al., 1994; 1996, Kessler et al.,
1996; Koeberl et al., 1997; Mizukami et al., 1996).

La transferencia y expresion génica eficaz mediada por VAA en el pulmén ha conducido a ensayos clinicos para el
tratamiento de la fibrosis quistica (Carter y Flotte, 1995; Flotte ef al., 1993). De manera similar, parece prometedoras
las etiquetas para el tratamiento de la distrofia muscular mediante la administracion génica mediada por VAA de la
distrofina al musculo esquelético, de la enfermedad de Parkinson mediante la administracion del gen de la tirosina
hidroxilasa al cerebro, de la hemofilia B mediante la administracion del gen del Factor IX al higado, y potencialmente
del infarto de miocardio mediante la administracion del gen del factor de crecimiento endotelial vascular al corazon,
debido a que la expresion del transgén mediada por VAA en estos 6rganos ha mostrado recientemente ser muy
eficaz (Fisher et al., 1996; Flotte ef al., 1993; Kaplitt et al., 1994; 1996; Koeberl et al., 1997; McCown et al., 1996;
Ping et al., 1996; Xiao et al., 1996).

4. Otros vectores viricos

Se emplean otros vectores viricos como construcciones de expresion en la presente invencion. Se emplean vectores
derivados de virus tales como de virus vaccinia (Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; Coupar et al., 1988)
virus de la viruela del canario, y virus del herpes. Estos virus ofrecen algunas caracteristicas para el uso en la
transferencia génica en diversas células de mamiferos.

Una vez que la construccion se ha administrado en la célula, el acido nucleico que codifica el transgén se sitia y
expresa en diferentes sitios. En determinadas realizaciones, el acido nucleico que codifica el transgén se integra de
manera estable en el genoma de la célula. Esta integracion esta en la localizacion y orientacion analogas mediante
recombinacion homoéloga (sustitucion del gen) o se integra en una localizacion aleatoria, no especifica (aumento del
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gen). En otras realizaciones adicionales, el acido nucleico se mantiene de manera estable en la célula como un
segmento episdmico, separado de ADN. Dichos segmentos de acido nucleico o "episomas" codifican secuencias
suficientes para permitir el mantenimiento y la replicacion independiente de o en sincronizacion con el ciclo de la
célula hospedadora. Como se administra la construccion de expresiéon a una célula y cuando el acido nucleico que
permanece en la célula es dependiente del tipo de construccion de expresién empleada.

V. Potenciacién de una respuesta inmunitaria

En determinadas realizaciones, la presente invencion contempla una novedosa estrategia de activacion de DC que
incorpora la manipulacion de los polipéptidos coestimuladores de la sefializaciéon que activan las rutas NFKB, La ruta
Akt, y/o las rutas p38. Este sistema de activacion de las DC se puede usar junto con o sin vacunas normalizadas
para potenciar la respuesta inmunitaria debido a que sustituye el requerimiento de auxilio de los linfocitos T CD4+
durante la activacion (Bennet S.R. et al., 1998; Ridge, J.P. et al., 1998; Schoenberger, S.P., et al., 1998). De esta
manera, el sistema de activacion de las DC de la presente invencién potencia las respuestas inmunitarias evitando la
necesidad de la generacion de péptidos MHC especificos de clase |I.

En realizaciones especificas, la activaciéon de las DC es mediante la activacién de CD40. De esta manera, la
activacion de las DC mediante interacciones CD40/CD40L enddgenas puede estar sujeta a la regulacion por defecto
debida a la retroalimentacion negativa, que conduce rapidamente al "efecto de desgaste de IL-12". En 7 a 10 horas
después de la activacion de CD40, se produce alternativamente una isoforma cortada y empalmada de CD40 (tipo I1)
como un factor secretable (Tone, M., et al., 2001). CD40 de tipo Il puede actuar como receptor negativo dominante,
regulando por defecto la sefializacion a través de CD40L y limitando potencialmente la potencia de la respuesta
inmunitaria generada. Por tanto, la presente invencién coopta la regulacion natural de CD40 creando una forma
inducible de CD40 (iCD40), careciendo de dominio extracelular y activado a su vez por ligandos de dimerizacion
sintéticos (Spencer, D.M. et al., 1993) mediante una tecnologia denominada dimerizacion inducida quimicamente
(CID).

La presente invencion comprende un método de potenciar la respuesta inmunitaria en un sujeto que comprende la
etapa de administrar cualquiera del vector de expresion, construccién de expresién o células presentadoras de
antigeno transducidas de la presente invencion al sujeto. El vector de expresion de la presente invencién codifica un
polipéptido coestimulador, tales como iCD40.

En determinadas realizaciones, las células presentadoras de antigeno estan comprometidas en un animal, tal como
un ser humano, primates no humanos, vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos, o roedores. El sujeto
es un ser humano, mas preferentemente, un paciente que padece una enfermedad infecciosa, y/o un sujeto que esta
inmunocomprometido, o que padece una enfermedad hiperproliferativa.

En determinadas realizaciones de la presente invencion, la construccion de expresion y/o el vector de expresion se
pueden utilizar como una composicion o sustancia que activa las células presentadoras de antigeno. Dicha
composicion que "activa las células presentadoras de antigeno" o "potencia la actividad de las células presentadoras
de antigeno" se refiere a la capacidad de estimular una o mas actividades asociadas con las células presentadoras
de antigeno. Dichas actividades son bien conocidas de los expertos en la técnica. Por ejemplo, una composicion, tal
como una construccion o vector de expresion de la presente invencion, puede estimular la regulaciéon en exceso de
moléculas coestimuladoras en células presentadoras de antigeno, induce la translocacion nuclear de NF-KB en
células presentadoras de antigeno, activa los receptores de tipo toll en las células presentadoras de antigeno, u
otras actividades que implican citoquinas o quimioquinas.

Una cantidad de una composicion que activa las células presentadoras de antigeno que "potencia" una respuesta
inmunitaria se refiere a una cantidad donde se observa una respuesta inmunitaria que es mayor o se intensifica o se
desvia de cualquier manera con la adicion de la composicién cuando se compara con la misma respuesta
inmunitaria medida sin la adicion de la composicion. Por ejemplo, se puede medir la actividad litica de los linfocitos T
citotoxicos, por ejemplo, utilizando un ensayo de liberacion de 51Cr, con y sin la composicion. La cantidad de la
sustancia a la cual se potencia la actividad litica de los CTL en comparacién con la actividad litica de los CTL sin la
composicion se dice que es una cantidad suficiente para potenciar la respuesta inmunitaria del animal al antigeno.
En una realizacion preferida, la respuesta inmunitaria esta potenciada por un factor de al menos aproximadamente
2, mas preferentemente en un factor de aproximadamente 3 o mas. La cantidad de citoquinas secretadas puede
estar también alterada.

La respuesta inmunitaria potenciada puede ser una respuesta inmunitaria activa o pasiva. Como alternativa, la
respuesta puede ser parte de una solucién de inmunoterapia adaptativa donde se obtienen células presentadoras de
antigeno procedentes de un sujeto (por ejemplo, un paciente), a continuacion se transducen con una composicion
que comprende el vector de expresidn o una construccion de la presente invencion. Las células presentadoras de
antigeno se pueden obtener a partir de la sangre del sujeto o de la médula 6sea del sujeto. En algunas realizaciones
preferidas, las células presentadoras de antigeno se aislan de la médula 6sea. En una realizaciéon preferida, las
células presentadoras de antigeno se administran al mismo a un animal diferente (por ejemplo, el mismo o diferentes
donantes). En una realizacién preferida, el sujeto (por ejemplo, un paciente) tiene o es sospechoso de tener un
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cancer, tal como por ejemplo, cancer de prostata, o tiene o es sospechoso de tener una enfermedad infecciosa. En
otras realizaciones, el método de potenciar la respuesta inmunitaria se practica junto con un tratamiento contra el
cancer conocido o cualquier tratamiento conocido para tratar la enfermedad infecciosa.

la construcciéon de expresion, el vector de expresion y/o las células potenciadoras de antigeno conocidas pueden
potenciar o contribuir a la eficacia de la vacuna, por ejemplo, potenciando la inmunogenicidad de antigenos mas
débiles tales como antigenos muy purificados o recombinantes, reduciendo la cantidad de antigeno requerida para
una respuesta inmunitaria , reduciendo la frecuencia de inmunizaciéon requerida para proporcionar inmunidad
protectora, aumentar la eficacia de las vacunas en sujetos con respuestas inmunitarias reducidas o debilitadas, tales
como en recién nacidos, individuos de la tercera edad, e inmunocomprometidos, y potenciar la inmunidad en un
tejido diana, tal como la inmunidad mucosal, o promover la inmunidad mediada por células o humoral estimulando
un perfil de citoquina concreto.

Mas adicionalmente, un individuo o sujeto comprometido es un sujeto que tiene una respuesta inmunitaria reducida
o debilitada. Dichos individuos pueden incluir también un sujeto que ha experimentado quimioterapia o cualquier otra
terapia que ha dado como resultado un sistema inmunitario debilitado, un receptor de trasplante, un sujeto que toma
actualmente inmunosupresores, un individuo de la tercera edad, o cualquier individuo que tiene células auxiliares T
CD4 reducidas y/o dafiadas. Se contempla que la presente invencion se puede utilizar para potenciar la cantidad y/o
la actividad de las células auxiliares T CD4 en un sujeto inmunocomprometido.

En realizaciones especificas, antes de administrar la célula presentadora de antigeno transducida, las células se
estimulan con antigenos (denominados también en el presente documento "antigenos diana") Tras el estimulo, las
células presentadoras de antigeno transducidas cargadas se administran al sujeto parenteralmente,
intradérmicamente, intranodalmente, o intralinfaticamente. Las rutas parenterales adicionales incluyen, pero no se
limitan a subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, intramiocardial, transendocardial,
transepicardial, intratecal, y las técnicas de infusion.

El antigeno diana, tal como se usa en el presente documento, es un antigeno o un epitopo inmunolégico en el
antigeno, que es crucial en el reconocimiento inmunitario y en la eliminacion, en ultima instancia, del agente
causante de la enfermedad o del estado de enfermedad en un mamifero. El reconocimiento inmunitario puede ser
celular y/o humoral. En el caso de patégenos intracelulares y de cancer, el reconocimiento inmunitario es
preferentemente una respuesta de los linfocitos T.

El antigeno diana puede obtenerse o aislarse de un microorganismo patoégeno, tal como virus que incluyen el VIH,
(Korber et al, 1977) la gripe, el herpes simple, el virus del papiloma humano (Patente de los Estados Unidos N°
5.719.054), la hepatitis B (Patente de los Estados Unidos N° 5.780.036), la hepatitis C (Patente de los Estados
Unidos N° 5.709.995), el VEB, el citomegalovirus (CMV) y similares. El antigeno diana puede obtenerse o aislarse de
bacterias patégenas tales como Chlamydia (Patente de los Estados Unidos N° 5.869.608), Mycobacteria, Legionella,
Meningococcus, Streptococcus de grupo A de, Salmonella, Listeria, Hemophilus influenzae (Patente de los estados
Unidos N° 5.955.596) y similares.

El antigeno diana se puede derivar o aislar de levaduras patégenas incluyendo Aspergillus, Candida invasiva
(Patente de los Estados Unidos N° 5.645.992), Nocardia, Histoplasmosis, Cryptosporidia y similares.

El antigeno diana puede obtenerse o aislarse de protozoos patégenos y parasitos patégenos incluyendo, pero sin
limitacion, Pneumocystis carinii, Tripanosoma, Leishmania (Patente de los Estados Unidos N° 5.965.242),
Plasmodium (Patente de los Estados Unidos N° 5.589.343) y Toxoplasma gondii.

El antigeno diana incluye un antigeno asociado con un estado preneoplasico o hiperplasico. El antigeno diana puede
asociarse también con, o ser causante de cancer. Dicho antigeno diana puede ser un antigeno especifico de tumor,
antigenos asociados a tumores (TAA) o antigenos especificos de tejidos, sus epitopos, y los agonistas de epitopos
de los mismos. Dichos antigenos diana incluyen, pero no se limitan al antigeno carcinoembriénico (CEA) y sus
epitopos tales como CAP-1, CAP-1-6D (46) y similares (N° de acceso al GenBank M29540), MART-1 (Kawakami et
al, 1994), MAGE-1 (Patente de los estados Unidos N° 5.750.395), MAGE-3, GAGE (Patente de los Estados Unidos
N° 5.648.226), GP-100 (Kawakami et al., 1992), MUC-1, MUC-2, oncogén ras mutado puntualmente, oncogenes p53
mutados normal y puntualmente (Hollstein et al., 1994), PSMA (Israeli et al., 1993), tirosinasa (Kwon et al. 1987)
TRP-1 (gp75) (Cohen et al., 1990; Patente de los Estados Unidos N° 5.840.839), NY-ESQ-1 (Chen ef al., US 1997),
TRP-2 (Jackson et al., 1992), TAG72, KSA, CA-125, PSA, HER-2/neu/c-erb/B2, (patente de los Estados Unidos N°
5.550.214), BRC-I, BRC-II, bcr-abl, pax3-fkhr, ews-fli-1, modificaciones de los TAA y del antigeno especifico de
tejido, variantes de corte y empalme de los TAA, agonistas de epitopos, y similares. Se pueden identificar otros TAA,
aislarse y clonarse mediante métodos conocidos en la materia tales como los descritos en la Patente de los Estados
Unidos N° 4.514.506. El antigeno diana puede incluir también uno o mas factores de crecimiento y variantes de corte
y empalme de cada uno.

Para los organismos que contienen un genoma de ADN. Un gen que codifica un antigeno diana o un epitopo
inmunoldgico del mismo de interés se aisla del ADN gendémico. Para organismos con genomas de ARN, el gen
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deseado puede aislarse de copias de ADNc del genoma. Si estan disponibles cartografias de restriccion del
genoma, el fragmento de ADN que contiene el gen de interés se escinde por digestion con la endonucleasa de
restriccion mediante métodos rutinarios en la materia. En casos donde el gen deseado se ha clonado previamente,
los genes pueden obtenerse facilmente de los clones disponibles. Como alternativa, si se conoce la secuencia de
ADN del gen, el gen se puede sintetizar mediante cualquiera de las técnicas convencionales para la sintesis de
acidos desoxirribonucleicos.

Se pueden amplificar los genes que codifican un antigeno de interés clonando el gen en un hospedador bacteriano.
Con este fin, se pueden usar diversos vectores de clonacion procariotas. Los ejemplos son plasmidos pBR322, pUC
y pPEMBL.

Los genes que codifican al menos un antigeno diana o su epitopo inmunoldgico pueden prepararse para la insercion
en los vectores plasmidos designados para la recombinacién con un virus mediante técnicas normalizadas. En
general, los genes clonados pueden escindirse del vector de clonacién procariota mediante digestion con el enzima
de restriccion. En la mayor parte de casos, el fragmento escindido contendra la region de codificacion completa del
gen. El fragmento de ADN que transporta el gen clonado se puede modificar segun sea necesario, por ejemplo, para
volver los extremos del fragmento compatibles con los sitios de insercion de los vectores de ADN utilizados para la
recombinacién con un virus, a continuacién purificarse antes de la insercién en los vectores en los sitios de escision
de la endonucleasa de restriccion (sitios de clonacion).

Se puede conseguir la carga antigénica de células dendriticas con antigenos incubando células dendriticas o células
progenitoras con el polipéptido, ADN (puro o en un vector plasmido) o ARN; o con bacterias o virus recombinantes
que expresan antigeno (por ejemplo, vaccinia, virus de la viruela aviar, adenovirus o vectores lentiviricos). Antes de
la carga, el polipéptido puede conjugarse covalentemente con un ligando inmunolégico que proporciona linfocitos T
auxiliares (por efemplo, una molécula transportadora). Como alternativa, se puede pulsar una célula dendritica con
un ligando inmunoldgico no conjugado, por separado o en presencia del polipéptido. Antigenos procedentes de
células o MHC, se pueden obtener moléculas mediante eluciéon acida u otros métodos conocidos en la materia
(véase Zitvogel et al., 1996).

Un experto en la materia es plenamente consciente de que la activacion de la molécula coestimuladora de la
presente invencion se basa en la oligomerizacion de los dominios de unién a ligando, por ejemplo CID, para inducir
su actividad. En realizaciones especificas, el ligando no es una proteina. Mas especificamente, el ligando es FK506
dimérico o los analogos diméricos de FK506, que dan como resultado una potenciacion o la regulacion positiva de la
respuesta inmunitaria. El uso de FK506 monomeérico o de los analogos monoméricos de FK506 da como resultado la
inhibicién o reduccion en la respuesta inmunitaria negativamente.

Los linfocitos T se activan por contacto con la célula presentadora de antigeno que comprende el vector de
expresion de la presente invencion y se ha estimulado, transfectado, pulsado, o electrofusionado con un antigeno.

La electrofusion en la presente invencion es un método para generar células hibridas. Existen algunas ventajas en la
produccion de hibridos celulares mediante electrofusion. Por ejemplo, se pueden controlar electronicamente de
manera facil y precisa los parametros de fusiéon para las condiciones dependientes de las células que se van a
fusionar. Ademas, la electrofusién de células ha mostrado la capacidad de aumentar la eficacia de fusidén sobre esta
o la fusién por medios quimicos o mediante fusdgenos bioldgicos. La electrofusion se lleva a cabo aplicando pulsos
eléctricos a las células en suspension. Exponiendo las células a un campo eléctrico alternante, las células se
acercan entre si formando cadenas de perlas en un proceso denominado alineacién mediante dielectroforesis. Los
pulsos posteriores con un voltaje mayor producen que las células entren en un contacto mas estrecho, se forman
electroporos reversibles en la en la descomposicion reversible permeabilizante y mecanica de las membranas
celulares, dando como resultado la fusion.

Los linfocitos T expresan un unico receptor de union a antigeno en su membrana (receptor de linfocitos T), que
puede reconocer el antigeno solo con moléculas del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC) sobre la
superficie de otras células. Existen algunas poblaciones de linfocitos T, Tales como los linfocitos T auxiliares y los
linfocitos T citotdxicos. Los linfocitos T auxiliares y los linfocitos T citotoxicos se distinguen principalmente por su
expresion de las glicoproteinas CD4 y CD8 de unidon a membrana, respectivamente. Los linfocitos T auxiliares
secretan varias linfocinas, que son cruciales para la activacion de los linfocitos B, linfocitos T citotdxicos, macrofagos
y otras células del sistema inmunitario. Por el contrario, un linfocito T CD8 no expuesto anteriormente reconoce un
antigeno-complejo MHC que prolifera y se diferencia en una célula efectora denominada un linfocito T CD8 (CTL).
Los CTL eliminan células del cuerpo que expresan el antigeno, tales como células infectadas por virus y células
tumorales, produciendo sustancias que dan como resultado la lisis celular.

Se puede evaluar la actividad de los CTL mediante métodos descritos en el presente documento o como conoceria
una persona experta en la materia. Por ejemplo, pueden evaluarse los CTL en células mononucleares aisladas
recientemente de sangre periférica (PBMC), en la linea células expandida mediante IL-2 estimulada por
fitohemaglutinina a partir de PBMC (Bernard ef al., 1998) o por linfocitos T aislados de un sujeto previamente
inmunizado y reestimulados durante 6 dias con DC infectadas con un vector de adenovirus que contiene antigeno
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utilizando ensayos normalizados de microtoxicidad de liberacion de *ICr durante 4 h. Un tipo de ensayo utiliza
linfocitos T clonados. Se han ensayado linfocitos T clonados para su capacidad de mediar la perforina y la
destruccion dependiente del ligando Fas en los ensayos de citotoxicidad redirigida (Simpson et al., 1998). Los
linfocitos T citotdxicos clonados expresaron destruccion dependiente de Fas y perforina. Recientemente, se ha
desarrollado el ensayo de liberacion de la deshidrogenasa in vitro que toma ventaja de un nuevo sistema de
amplificacion fluorescente (Page et al., 1998). Esta solucion es sensible, rapida, y reproducible y se puede usar
ventajosamente para la reaccion mixta de linfocitos (MLR). Puede automatizarse ademas facilimente para ensayos
de citotoxicidad a gran escala usando la integridad de la membrana celular, y de esta manera se considera en la
presente invencion. En otro ensayo fluorométrico desarrollado para detectar la citotoxicidad mediada por célula, el
fluoréforo usado es la molécula no toxica AlamarBlue (Nociari et al, 1998). El AlamarBlue se inactivd
fluorescentemente (es decir, bajo rendimiento cuantico) hasta que se produce la reduccion mitocondrial que da a
continuacion como resultado un drastico aumento en la intensidad de la fluorescencia del AlamarBlue (es decir, un
aumento en el rendimiento cuantico). Se ha notificado que este ensayo es extremadamente sensible, especifico y
requiere un nimero significativamente menor de células efectoras que el ensayo de liberacion normalizado de °'Cr.

Otras células inmunitarias que se inducen por la presente invencion incluyen linfociticos litoliticos naturales (NK). Los
NK son células linfaticas que carecen de receptores especificos de antigeno y son parte del sistema inmunitario
innato. Normalmente, las células infectadas son destruidas usualmente por los linfocitos T alistados por particulas
extrafias unidas a la superficie celular de las MHC. Sin embargo, las células infectadas por virus sefalizan la
infeccion expresando proteinas viricas que son reconocidas por anticuerpos. Estas células pueden ser destruidas
por los NK. En células tumorales, si las células tumorales pierden la expresién de las moléculas MHC | a
continuacién pueden ser susceptibles a los NK.

En realizaciones adicionales, la célula presentadora de antigeno transducida se transfecta con el ARNm de una
célula tumoral. La célula presentadora de antigeno transfectada transducida se administra a un animal para afectar
la respuesta inmunitaria de los linfocitos T citotoxicos y del antigeno antitumoral de los linfocitos citoliticos naturales
y se regula usando FK506 dimérico y analogos de FK506 diméricos. EI ARNm de la célula tumoral es ARNm
procedente de una célula de tumor de préstata.

Mas adicionalmente, la célula presentadora de antigeno transducida se pulsa con lisados tumorales celulares. Las
células presentadoras de antigeno transducidas pulsadas se administran a un animal para afectar la respuesta
inmunitaria del antigeno antitumoral de los linfocitos citoliticos naturales y los linfocitos T citotoxicos y se regula
usando FK506 dimérico y analogos de FK506 diméricos. Los lisados celulares tumorales son lisados celulares de
tumor de prostata.

VI. Formulaciones y rutas para la administracion a pacientes

Cuando se contemplan aplicaciones clinicas, sera necesario preparar composiciones farmacéuticas- construcciones
de expresion, vectores de expresion, proteinas fusionadas, células transducidas, DC activadas, DC transducidas y
cargadas--en una forma adecuada para la aplicacion prevista. En general, esto conllevara preparar composiciones
que estén esencialmente exentas de pirdgenos, asi como de otras impurezas que podrian ser perjudiciales para
seres humanos o animales.

Se desea generalmente emplear sales y tampones adecuados para volver los vectores de administracion estables y
permitir la captacion por células diana. Se emplearan también tampones cuando se introduzcan células
recombinantes en un paciente. Las composiciones acuosas de la presente invencién comprenden una cantidad
eficaz del vector para las células, disuelto o disperso en un transportador o medio acuoso farmacéuticamente
aceptable. Dichas composiciones se denominan también inéculos. La frase "farmacéuticamente o
farmacoldgicamente aceptable” se refiere a entidades y composiciones moleculares que no producen reacciones
adversas, alérgicas, u otras reacciones no deseadas cuando se administran a un animal o a un ser humano.
"Vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcién y similares.
El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica.
Excepto en la medida donde cualquier medio o agente convencional es incompatible con los vectores o células de la
presente invencién, esta contemplado su uso en las composiciones terapéuticas. Pueden incorporarse también
principios activos suplementarios en las composiciones.

Las composiciones activas de la presente invencion pueden incluir preparaciones farmacéuticas clasicas. La
administracion de estas composiciones de acuerdo con la presente invenciéon sera mediante cualquier ruta comun
siempre que el tejido diana esté disponible mediante esta ruta. Esto incluye la administracién oral, nasal, bucal,
rectal, vaginal o tépica. Como alternativa, la administracion puede ser ortotopica, mediante inyeccion intradérmica,
subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o intravenosa. Dichas composiciones se administraran normalmente como
composiciones farmacéuticamente aceptables, descritas mas arriba.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion en otro momento de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos
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los casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la extension en que exista una facil jeringabilidad. Debe ser
estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse frente a la accion contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o un 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. Puede mantenerse la fluidez adecuada, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, manteniendo el tamafio de particula necesario en el caso de
las dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos puede lograrse
por medio de varios agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutano, fenol, acido
sorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares y
cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede conseguir mediante el uso
composiciones de agentes que retrasen la absorcion, por ejemplo, monostearato de aluminio y gelatina.

Para administracion oral, las composiciones de la presente invencién pueden incorporarse con excipientes y usarse
en la forma de enjuagues bucales y dentifricos no ingeribles. Puede prepararse un enjuague bucal incorporando el
principio activo en la cantidad necesaria en un disolvente adecuado, tal como una soluciéon de borato de sodio
(Solucién Dobell). Como alternativa, el principio activo puede incorporarse en un enjuague antiséptico que contiene
borato de sodio, glicerina y bicarbonato de potasio. El Principio activo puede también dispersarse en dentifricos,
incluyendo: geles, pastas, polvos y suspensiones. El principio activo puede afadirse en una cantidad
terapéuticamente eficaz a una pasta dentifrica que puede incluir agua, aglutinantes, abrasivos, agentes
aromatizantes, agentes espumantes, y humectantes.

Las composiciones de la presente invencion pueden formularse en forma neutra o salina. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o dichos
acidos organicos como aceético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Pueden derivarse también sales formadas
con los grupos carboxilo libres de bases inorganicas tales como, por ejemplo, sodio, potasio, amonio, calcio, hierro, y
dichas bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

Tras la formulacién, se administraran soluciones de una manera compatible con la formulacién de dosificacion y en
tal cantidad que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de
formas farmacéuticas tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacién de farmacos y similares. Para la
administracion parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, la solucién debe tamponarse adecuadamente si es
necesario y el diluyente liquido se vuelve en primer lugar isotonico con suficiente solucion salina o glucosa. Estas
soluciones acuosas concretas son especialmente adecuadas para la administracion intravenosa, intramuscular,
subcutanea e intraperitoneal. En esta linea, los medios acuosos estériles, que se pueden emplear, seran conocidos
por los expertos en la materia a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, una dosificacion podria disolverse en
1 ml de solucién de NaCl isotonica y se afiade a 1000 ml de fluido de hipodermocilisis o se inyecta en el sitio
propuesto de la infusion, (véase por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences" 152 Edicion, paginas 1035-
1038 y 1570-1580). Se producira necesariamente alguna variacion en la dosificacion dependiendo de la dolencia del
sujeto que se esta tratando. La persona responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis
adecuada para el sujeto individual. Ademas, para la administracion humana, las preparaciones deben cumplir la
esterilidad, la pirogenicidad, y la seguridad y los estandares de pureza generales que se requieren por la FDA Office
of Biologics standards.

VII. Métodos para tratar una enfermedad

La presente invencion abarca también métodos de tratamiento o prevenciéon de una enfermedad producida por
microorganismos patégenos y/o una enfermedad hiperproliferativa.

Las enfermedades que pueden tratarse o prevenirse mediante el uso de la presente invencion incluyen
enfermedades producidas por virus, bacterias, levaduras, parasitos, protozoos, células cancerosas y similares. Las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién (DC transducidas, vectores de expresion, construcciones de
expresion, efc.) pueden usarse como potenciadores inmunitarios generalizados (composicion o sistema activador de
las DC) y como tales tienen utilidad en el tratamiento de enfermedades. La enfermedad ilustrativa que se puede
tratar y/o prevenir utilizando la composicion farmacéutica de la presente invencién incluye, pero no se limita a
infecciones de etiologia virica tales como VIH, gripe, herpes, hepatitis virica, Epstein Bar, polio, encefalitis virica,
sarampion, varicela, Virus del papiloma efc.; o infecciones de etiologia bacteriana tales como neumonia,
tuberculosis, sifilis, efc.; o infecciones de etiologia parasitica tales como malaria, tripanosomiasis, leishmaniosis,
trichomoniasis, amebiasis, efc.

Los estados preneoplasicos o hiperplasicos que se pueden tratar o prevenir usando la composicion farmacéutica de
la presente invencion (DC transducidas, vectores de expresion, construcciones de expresion, efc.) incluyen, pero no
se limitan a estados preneoplasicos o hiperplasicos tales como pdlipos en el colon, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, lesiones de mama y similares.
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Los canceres que se pueden tratar usando la composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen, pero no
se limitan a melanoma primario o metastasico, adenocarcinoma, carcinoma espinocelular, carcinoma celular
adenoescamoso, timoma, linfoma, sarcoma, cancer de pulmoén, cancer de higado, linfoma no de Hodgkin, linfoma de
Hodgkin, leucemia, cancer de uUtero, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de pancreas,
cancer de colon, mieloma multiple, neuroblastoma, NPC, cancer de vejiga, cancer de cuello de Utero y similares.

otras enfermedades hiperproliferativas que se pueden tratar usando el sistema de activacion de las DC de la
presente invencién incluyen, pero no se limitan a artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino,
osteoartritis, leiomiomas, adenomas, lipomas, hemangiomas, fibromas, oclusién vascular, restenosis,
ateroesclerosis, lesiones preneoplasicas (tales como hiperplasia adenomatosa y neoplasia intraepitelial prostatica),
carcinoma in situ, leucoplaquia pilosa oral, o psoriasis.

En el método de tratamiento, la administracion de la composicion farmacéutica (construccion de expresion, vectores
de expresion, proteinas fusionadas, células transducidas, DC activadas, DC transducidas y cargadas) de la
invencion puede ser para cualquier fin "profilactico" o "terapéutico". Cuando se proporciona profilacticamente, la
composicion farmacéutica de la presente invencién se proporciona por adelantado a cualquier sintoma. La
administracion profilactica de la composicion farmacéutica sirve para prevenir o mejorar cualquier infeccion o
enfermedad posterior. Cuando se proporciona terapéuticamente, la composiciéon farmacéutica se proporciona en o
después del inicio de un sintoma de la infeccién o enfermedad. De esta manera, se puede proporcionar la presente
invencion antes de la exposicion anticipada a un agente causante de enfermedad o estado de enfermedad o tras el
inicio de la infeccion o enfermedad.

La expresion "dosis unitaria" referente al indculo, se refiere a unidades fisicamente distintas adecuadas como
dosificaciones unitarias para mamiferos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de composiciéon
farmacéutica calculada para producir el efecto inmunogénico deseado en asociacion con el diluyente requerido. Las
especificaciones para la novedosa dosis unitaria de un inéculo de la presente invencion estan dictadas por y son
dependientes de las caracteristicas Unicas de la composicion farmacéutica y del efecto inmunoldgico concreto que
se va a conseguir.

Una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica seria la cantidad que consigue este resultado seleccionado de
potenciar la respuesta inmunitaria, y dicha cantidad podria determinarse como materia rutinaria por una persona
experta en la materia. Por ejemplo, una cantidad eficaz para tratar una deficiencia en el sistema inmunitario podria
ser la cantidad necesaria para producir la activacion del sistema inmunitario, dando como resultado el desarrollo de
una respuesta inmunitaria especifica de antigeno tras la exposicion al antigeno. El término es también sinénimo de
"cantidad suficiente".

La cantidad eficaz para cualquier aplicaciéon concreta puede variar dependiendo de dichos factores como la
enfermedad o dolencia que se esta tratando, la composicidon concreta que se esta administrando, el tamafio del
sujeto, y/o la gravedad de la enfermedad o dolencia. Una persona normalmente experta en la materia puede
determinar empiricamente la cantidad eficaz de una composicidon concreta de la presente invencién sin necesitar
experimentacién innecesaria.

A. Terapias basadas en genética

Especificamente, los presentes inventores pretenden proporcionar, a una célula, una construccion de expresion
capaz de proporcionar un polipéptido coestimulador, tal como CD40 a la célula, tal como una célula presentadora de
antigeno y que activa CD40. Los vectores de expresion particularmente preferidos son vectores viricos tales como
adenovirus, virus adenoasociados, virus del herpes, virus vaccinia y retrovirus. Se prefiere también un vector de
expresion encapsulado en lisosomas.

Los expertos en la materia estaran atentos a como aplicar la administracién génica a situaciones in vivo y ex vivo.
Para vectores viricos, se preparara generalmente una disolucion madre de vector virico. Dependiendo del tipo de
virus y del titulo alcanzable, se administraran 1X 104, 1X 105, 1X 106, 1 X 107, 1X 108, 1X 109, 1X 1010, 1Xx10"0
10 X 10" particulas infecciosas al paciente. Se pueden extrapolar figuras similares para las formulaciones
liposébmicas u otras no viricas comparando eficacias de captacion relativas. Se describe a continuacion una
formulacién como una composiciéon farmacéuticamente aceptable.

B. Terapia basada en células

Otra terapia que se contempla es la administracion de células presentadoras de antigeno transducidas. Las células
presentadoras de antigeno pueden transducirse in vitro. Se ha descrito anteriormente la formulacién como una
composicion farmacéuticamente aceptable.

En terapias basadas en células, las células presentadoras de antigeno transducidas pueden transfectarse con

acidos nucleicos de antigenos diana, tales como ARNm o ADN o proteinas; pulsadas con lisados celulares,
proteinas o acidos nucleicos; o electrofusionadas con células. Las células, proteinas, lisados de células, o acidos
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nucleicos pueden derivarse de células, tales como células tumorales u otros microorganismos patdégenos por
ejemplo, virus, bacterias, protozoos, efc.

C. Tratamientos combinados

A fin de aumentar la eficacia del vector de expresion de la presente invencion, puede ser deseable combinar estas
composiciones y métodos de la invencion con un agente eficaz en el tratamiento de la enfermedad.

En determinadas realizaciones, se pueden usar agentes anticancerosos en combinacién con la presente invencion.
Un agente "anticanceroso" es capaz de afectar negativamente el cancer en un sujeto, por ejemplo, destruyendo una
0 mas células cancerosas, induciendo la apoptosis en una o mas células cancerosas, reduciendo la tasa de
crecimiento de una o mas células cancerosas, reduciendo la incidencia del nimero de metastasis, reduciendo el
tamano de un tumor, inhibiendo el crecimiento de un tumor, reduciendo el suministro de sangre a un tumor o a una o
mas células cancerosas, promoviendo una respuesta inmunitaria contra una o mas células cancerosas o un tumor,
previniendo o inhibiendo la progresion de un cancer, o aumentando el lapso de vida de un sujeto con un cancer. los
agentes anticancerosos incluyen, por ejemplo, agentes de quimioterapia (quimioterapia), agentes de radioterapia
(radioterapia), un procedimiento quirdrgico (cirugia), agentes inmunoterapéuticos (inmunoterapia), agentes de
terapia génica (terapia génica), tratamiento hormonal, otros agentes bioldgicos (bioterapia) y otros tratamientos
alternativos.

En realizaciones adicionales se pueden usar antibiéticos en combinaciéon con la composiciéon farmacéutica de la
presente invencion para tratar y/o prevenir una enfermedad infecciosa. Dichos antibiéticos incluyen, pero no se
limitan a: amikacina, aminoglicésidos (por ejemplo., gentamicina), amoxicilina, anfotericina B, ampicilina,
antimoniales, atovacuona de sodio estibogluconato, azitromicina, capreomicina, cefotaxima, cefoxitina, ceftriaxona,
cloranfenicol, claritromicina, clindamicina, clofazimina, cicloserina, dapsona, doxiciclina, etambutol, etionamida,
fluconazol, fluoroquinolonas, isoniazid, itraconazol, kanamicina, ketoconazol, minociclina, ofloxacina), acido para-
aminosalicilico, pentamidina, polimixin definsinas, protionamida, pirazinamida, pirimetamina sulfadiazina, quinolonas
(por ejemplo, ciprofloxacina), rifabutina, rifampina, esparfloxacina, estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclinas,
tiacetazona, trimetaprim-sulfametoxazol, viomicina o sus combinaciones.

De forma mas general, dicho agente se proporcionara en una cantidad combinada con el vector de expresion eficaz
para destruir o inhibir la proliferacion de una célula cancerosa y/o microorganismo. Este proceso puede implicar
poner en contacto las célula(s) con agente(s) y la composicion farmacéutica de la presente invenciéon al mismo
tiempo o en un periodo de tiempo donde la administracién separada de la composicién farmacéutica de la presente
invencion y un agente a una célula, tejido u organismo produce un beneficio terapéutico deseado. Esto se consigue
poniendo en contacto la célula, tejido u organismo con una sola composicion o formulacién farmacéutica que incluye
tanto la composicion farmacéutica de la presente invencion como uno o mas de los agentes, o poniendo en contacto
la célula con dos o mas composiciones o formulaciones, en donde una composicion incluye la composicion
farmacéutica de la presente invencion y la otra incluye uno o mas agentes.

La expresion "puesta en contacto” y el término "exposicion”, cuando se aplican a una célula, tejido u organismo, se
usan en el presente documento para describir el proceso mediante el cual la composicién farmacéutica y/o el otro
agente, tal como, por ejemplo, un agente quimioterapéutico o radioterapéutico, se suministran a una célula diana,
tejido u organismo o se colocan en yuxtaposicion directa con la célula diana, tejido u organismo. Para conseguir la
destruccion o estasia celular, la composicion farmacéutica y/o los agentes adicionales se suministran a una o mas
células en una cantidad combinada eficaz para destruir la(s) célula(s) o impedir su division.

La administraciéon de la composicion farmacéutica puede preceder, ser concurrente con y/o seguir el otro agente(s)
mediante intervalos comprendidos de minutos a semanas. En realizaciones donde la composicién farmacéutica de la
presente invencion, y los otros agente(s) se aplican independientemente a una célula, tejido u organismo, se
garantizaria generalmente que no expire un periodo de tiempo significativo entre los tiempos de cada administracion,
de forma que la composicién farmacéutica de la presente invencion y los agente(s) siguieran pudiendo ejercer un
efecto ventajosamente combinado en la célula, tejido u organismo. Por ejemplo, en dichos casos, se contempla que
se puede poner en contacto la célula, tejido u organismo con dos, tres, cuatro o mas modalidades sustancialmente
simultaneas (es decir, en menos de aproximadamente un minuto) a medida que la composicion farmacéutica de la
invencion. En otros aspectos, se pueden administrar uno o mas agentes en desde sustancialmente
simultaneamente, aproximadamente 1 minuto, a aproximadamente 24 horas a aproximadamente 7 dias a
aproximadamente 1 a aproximadamente 8 semanas o mas, y cualquier intervalo derivable de ellos, antes de y/o
después de la administracion del vector de expresion. Mas adicionalmente, se pueden emplear varios regimenes de
la composicién farmacéutica de la presente invencion y uno o mas agentes.

VIIl. Animales transgénicos
Se describen en el presente documento métodos detallados para generar animales transgénicos no humanos. Se

puede utilizar cualquier animal no humano en los métodos descritos en el presente documento. Los mamiferos
preferidos son roedores, por ejemplo, ratas o ratones.
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Un raton transgénico describe un ratdon que tiene genes de otro organismo insertados en su genoma mediante
técnicas de ADN recombinante. El ratén transgénico puede incluir material de un organismo no relacionada, tal como
un virus, planta, o ser humano. De esta manera, en una realizacion ilustrativa, los "animales transgénicos no
humanos" de la invencion se producen mediante la introducciéon de transgenes en la linea germinal del animal no
humano.

La introduccion del transgén en el embridn se puede llevar a cabo mediante cualquier método conocido en la técnica
tal como, por ejemplo, microinyeccion, electroporacion, o lipofeccion. Por ejemplo, el gen CD40 se puede introducir
en un mamifero mediante microinyeccion de la construccion en el pronucleo de los ovario(s) fertilizado(s) para hacer
que una o mas copias de la construccién se retenga en las células del mamifero o mamiferos en desarrollo. Tras la
introduccion de la construccion del transgén en el ovario fertilizado, el ovario se puede incubar in vitro para
cantidades variables de tiempo, o reimplantarse en el hospedador derivado, o ambas. Se describe la incubacion in
vitro hasta la madurez. Un método habitual es incubar los embriones in vitro durante aproximadamente 1-7 dias,
dependiendo de la especie, y después reimplantarlos en el hospedador derivado.

Las células embridnicas diana en diferentes estadios del desarrollo también se pueden utilizar para inducir
transgenes. Se utilizan diferentes métodos dependiendo del estadio del desarrollo de la célula embridnica diana. La
linea o lineas especificas de cualquier animal utilizado para llevar a la practica la presente invencion se seleccionan
por su buen estado de salud general, buenos rendimientos embridnicos, buena visibilidad pronuclear del embrién, y
buena estructura reproductiva. Ademas, el haplotipo es un factor significativo.

Los embriocitoblastos, a veces denominados células ES, se derivan de la masa celular interna (ICM) de ovarios
fertilizados en la fase de blastocito, y se pueden cultivar y mantener in vitro en un estado no diferenciado. Los
embriocitoblastos son materiales biolégicos muy Utiles para preparar animales transgénicos. Por ejemplo, un ratén
inactivado génicamente donde se ha inactivado un gen especifico se puede producir mediante sustitucion de un gen
activo en el cromosoma del embriocitoblasto por un gen inactivado mediante un sistema de recombinacion
homologo.

La progenie de los embriones manipulados transgénicamente se puede someter a ensayo para determinar la
presencia de la construccion CD40 por analisis mediante transferencia Southern del segmento de tejido. Si una o
mas copias de la construccion exdgena clonada siguen estando integradas de forma estable en el genoma de dichos
embriones transgénicos, es posible establecer lineas permanentes de mamiferos transgénicos que incluyen la
construccion afiadida transgénicamente.

La camada de los mamiferos genéticamente alterados se puede someter a ensayo después del nacimiento para
determinar la incorporacion de la construccion en el genoma de la progenie. Preferentemente, este ensayo se lleva a
cabo hibridando una sonda correspondiente a la secuencia de ADN que codifica el producto deseado de proteina
recombinante o un segmento de la misma del material cromosémico de la progenie. Dicha progenie del mamifero
donde se ha descubierto al menos una copia de la construccion incluida en su genoma se hace crecer hasta su
madurez.

Se pueden producir ratones transgénicos que contienen un vector de expresién que comprende una secuencia
promotora de polinucleétido, una secuencia de polinucleétidos que codifica un dominio citoplasmico CD40 y una
secuencia de polinucleétidos que codifica una regién de unién a ligando dimérica, unido todo operativamente. Estos
ratones se pueden usar para obtener células presentadoras de antigenos, tales como células dendriticas, que
expresan el dominio citoplasmico CDA40.

IX. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se han incluido para demostrar realizaciones preferidas de la presente invencion. Las
personas expertas en la materia deberan apreciar que las técnicas descritas en los ejemplos siguientes representan
técnicas y composiciones descubiertas por los inventores que funcionan bien en la practica de la invencion, y, por
tanto, se puede considerar que constituyen los modos preferidos para su practica.

EJEMPLO 1
Desarrollo de técnicas para un aislamiento eficaz de DC

Médula ésea procedente de tibias y fémures de ratones C57BL/6 se cultivd en RPMI suplementado con GM-CSF e
IL-4 (Inaba, K. et al., 1992). Los cultivos de médula ésea se mantuvieron durante un total de 6 dias en placas de 24
pocillos donde la mitad de cada uno se rellené con medio fresco y citocinas en el dia 3. El dia final del cultivo, las
células se lavaron de las placas, se incubaron simultdneamente con perlas anti-CD11c (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Alemania), y se aplicaron a dos columnas magnéticas consecutivas. Las DC esplénicas se sometieron a
purificacion con microperlas inmediatamente después del tratamiento con colagenasa del tejido esplénico.
Basandose en el analisis por citometria de flujo, la pureza DC de la suspension de células final fue consistentemente
> 95 % para las DC derivadas de médula 6sea y >80 % para las DC esplénicas.
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EJEMPLO 2
Desarrollo de técnicas para una electrofusion celular eficaz

Dos poblaciones de linfocitos T Jurkat se tifieron individualmente con diferentes colorantes lipéfilos, que fluorescen a
diferentes longitudes de onda (Dil y DiO). Estas poblaciones de células se mezclaron y se fusionaron con el
instrumento de electrofusion BTX2001 a diferentes voltajes de CA. La eficacia de la fusion se analizé6 mediante
citometria de flujo. La electrofusion de las células Jurkat TAg usando un voltaje de 275 V de CA generaron
rendimientos de hibridos viables de aproximadamente el 60 %.

EJEMPLO 3
Construccion de un vector CD40 inducible

Se produjo un receptor CD40 inducible basado en la dimerizacion quimicamente inducida (CID) y modelada segun la
activacion endogena de CD40 para dirigirse especialmente a las DC (Figura 1A). El receptor CD40 recombinante,
denominado iCD40, se disefié mediante rt-PCR amplificando el dominio de sefalizacion citoplasmatico de 228 pb de
CDA40 a partir de DC derivadas de médula 6sea purificada de murino (> 95 % CD11c+) y subclonando el fusion de
ADN resultante tanto en direccion 3' (es decir, M-FvFvisCD40-E) o en direccion 5' (M-CD40-FvFvis-E) de copias en
tandem del dominio de unién al farmaco dimerizante, FKBP12(V36) (Figura 1B). La localizacion en la membrana se
consiguio con un dominio dirigido a la miristoilacion (M) y se incluy6 una etiqueta HA en el epitopo (E) para facilitar la
identificacion. Para determinar si los transcritos podian activar NFKB, las construcciones se transfectaron
transitoriamente en las células Jurkat T y se llevaron a cabo ensayos indicadores de NFKB en presencia del farmaco
dimerizador titulado, AP20187 (Figura 1C). La Figura 1C mostré que niveles crecientes de AP20187 dieron como
resultado una regulacién en exceso de la actividad transcripcional de NFKB significativa en comparacion con el
vector de control, M-FvFvls-E, que carece de la secuencia CD40. Puesto que la version proxima a la membrana de
iCD40, M-CD40-FvFvlis-E, era menos sensible a AP20187 en este sistema de ensayo, se utilizd la construccion M-
FvFvisCD40-E en los estudios posteriores, y hasta el momento se ha denominado como "iCD40". Esta decision
estuvo reforzada por la estructura cristalografica de la cola citoplasmica de CD40, que revelé una conformacion en
horquilla que podria alterarse perjudicialmente mediante la fusiéon de una proteina heterdloga a su extremo carboxilo
(Ni 2000). Los datos también mostraron una fuerte supresion del farmaco a mas de 100 nM, posiblemente debida a
la saturacién de los dominios de unién al farmaco. Este mismo fendmeno se habia observado en otros tipos
celulares que expresan niveles limitantes del receptor iCD40. Estos resultados sugieren que iCD40 podia inducir la
translocacién nuclear dependiente de CID del factor de transcripcién de NFKB.

Una vez que el virus Ad-iCD40-GFP demostrd que transducia satisfactoriamente las células 293T e inducia la
expresion de los transgenes iCD40 y GFP, las células dendriticas derivadas de médula 6sea se transdujeron con
eficacias comprendidas entre 25-50 % en condiciones exentas de suero. Los resultados han demostrado que las DC
primarias que expresan iCD40 mostraban una regulacién en exceso de los marcadores de la maduracion (por
ejemplo, CD86, CD40) y una capacidad mejorada para sintetizar la citoquina IL-12 cuando se trata con CID.
Ademas, las DC primarias que expresan iCD40 tratadas con CID sobrevivieron mas tiempo en cultivo y pudieron
inducir una respuesta CTL in vivo mas sdlida comparada con las DC no transducidas y las DC de control
transducidas con Ad-GFP.

EJEMPLO 4
Fusién celular

La linea celular de cancer de prostata murino TRAMP-C2 se cultivd en medio con elevada concentracion de glucosa
con insulina y DHT y con el colorante Cell Tracker Green (CMFDA, Molecular Probes, Eugene, OR). Las DC aisladas
que se tifieron con el colorante Cell Tracker Orange (CMTMR, Molecular Probes, Eugene, OR) se fusionaron a
células TRAMP-C2 irradiadas con g usando el instrumento BTX Electro-Cell Manipulator 2001 (Genetronics, San
Diego, CA), que aplica una corriente alterna para dimerizar células en el centro de un campo eléctrico. A
continuacion se libera un pulso de corriente directa de alto voltaje que fusiona las membranas de las células
dimerizadas, sometiendo las células a condiciones fusogénicas rigurosas durante periodos de tiempo mas cortos, y
produciendo mayores rendimientos de los hibridos que la fusién convencional en polietilenglicol. A pesar de estar
irradiadas, las células hibridas sobrevivieron varios dias.

EJEMPLO 5

Ensayo con CTL/IFN-y

Esplenocitos y 4-6 ganglios linfaticos se incubaron con células TRAMP-B7 tratadas con mitomicina C (y lavadas 8X)
(obtenidas de Jim Allison, UCB). Después de 7 dias, los linfocitos T expandidos/viables se purificaron mediante Ficoll

y se estimularon por segunda vez con TRAMP-C2-B7. Después de 7 dias mas, diluciones de células of TRAMP-C2
(preincubadas durante 2 dias con 1 ng/ml de IFN-y para estimular MHC) se incubaron con linfocitos T y se
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analizaron para determinar la produccion de IFN-y de novo. Como alternativa, las células diana se precargaron con
*ICr para ensayos CTL auténticos.

EJEMPLO 6
Determinar si la activacion de iCD40 in situ puede aumentar la inmunidad antitumoral

Células DC cultivadas en proliferacién se transdujeron con adenovirus que expresaba iCD40 y después se
fusionaron con células TRAMP-C2 irradiadas, como anteriormente. Para puntos temporales de 6 h, el heterocarionte
DC:TRAMP se mantuvo en medio de cultivo suplementado con el dimerizador AP20187 durante 6 horas antes de la
preparacion y administracion de la vacuna. Para el resto de puntos temporales CID (0, 6, 12 y 24 h después de la
vacunacion), el dimerizador AP20187 se suministré a ratones vacunados y de control mediante inyeccioén i.p. Un
grupo de control adicional recibié hibridos DC/iCD40:TRAMP pero no CID. Dos semanas después de una vacuna de
refuerzo, los ratones se estimularon con 2 x 10° células TRAMP-C2 como antes por via s.c. La eficacia de la
estimulacion de iCD40 in situ versus in vitro se correlaciona con las mediciones de incidencia del tumor y el tamario y
mediante los ensayos CTL tras la vacunacion con DC/iCD40:tumor en presencia o ausencia de CID.

EJEMPLO 7
Transfeccion de DC con ARNm de células tumorales

Usando los métodos de Gilboa y colaboradores (Gilboa, et al., 1998; Boczkowski, D., et al., 1996), los ADNc
preparados a partir de células TRAMP-C2 se amplificaron y se subclonaron en un vector de expresion. Tras su
transcripcion en un lisado de reticulocitos, el ARNm se purificd usando un cebador poli-T y separacion con perlas
magnéticas. Numerosos protocolos de transfeccion basados en lipidos (por ejemplo, FuGene6, Superfectin) estan
actualmente disponibles, y se us6 el método mas eficaz basado en transfecciones de control de DC recientemente
amplificadas usando un plasmido indicador.

EJEMPLO 8
Pulsado de DC con péptidos de células tumorales

Para aumentar la posibilidad de transferir péptidos derivados de tumores relevantes, que puedan unirse a moléculas
MHC, las DC se pulsaron con péptidos derivados de células TRAMP-C2. Como los niveles de MHC son muy bajos
en las células derivadas de TRAMP cultivadas, los niveles de MHC en las células tumorales se reforzaron usando 5
ng/ml de IFN-y de murino. Los péptidos derivados de MHC se purificaron mediante HPLC y MHC tratado con acido
usando métodos anteriormente descritos (Nair, S.K. et al., 1997). Finalmente, las DC se trataron inicialmente con un
péptido transportador TAP de sentido contrario para aumentar la densidad de MHC "vacio" sobre la superficie, como
se ha descrito anteriormente (Nair, S.K. ef al., 1996).

EJEMPLO 9
Pulsado de DC con otros antigenos

La inmunoterapia especifica activa usando vacunas compuestas por HSPPC-96 derivadas de tumor aislado de
murino se demostré contra tumores murinos (Tamura, Y. et al., 1997). El propio gp96 es no polimorfico pero actua
como chaperona para los péptidos inmundgenos estrechamente unidos, que se cree representan el repertorio
celular completo de inmunoégenos. De esta manera, las proteinas gp96 se purificaron usando una columna de
afinidad y se usaron para cebar las DC.

EJEMPLO 10
iCD40 activa NFKB en las DC

La respuesta fisiolégica de iCD40 se evalud en la linea DC inmadura, D2SC/1 (Lutz 1994), que mantiene un fenotipo
estable durante periodos de cultivo prolongados. El uso de esta linea de DC evita los efectos de maduracion
simultaneos que frecuentemente se producen espontaneamente en DC primarias en las condiciones de cultivo
tipicas. iCD40 se subcloné en un vector bicistronico que expresaba simultaneamente el gen Neo® y el vector
resultante se electroporé en células D2SC/1. Las D2SC/1 DC que expresan de forma estable el transgén iCD40 se
seleccionaron por cultivo mediante G418, y se derivaron lineas clénicas mediante dilucion limitante. El cribado
mediante sondeo para detectar la etiqueta HA del epitopo permitid seleccionar los clones D2SC/1 DC que
expresaban niveles elevados (Hi), intermedios (Int), y bajos (Lo) de iCD40 (iCD40 DC) para analisis posterior (Figura
2A). Se llevaron a cabo experimentos de inmunofluorescencia adicionales para verificar la localizacion de iCD40 en
la membrana (Figura 2B).
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Se llevaron a cabo ensayos indicadores en estas lineas celulares para determinar si iCD40 también podia inducir la
activacion de NFKB en las DC. Concentraciones crecientes de AP20187 dieron como resultado un aumento
consistente de la actividad de NFKB que se reflejé adicionalmente en los niveles de expresion del transgén mediante
las respectivas lineas DC (Figura 2C). Varios estudios han identificado que la subunidad RelB de NFKB desempefia
un papel significativo en el programa de maduracion de las DC (Pettit 1997; Martin 2003). De hecho, la ubicacion
nuclear de RelB se correlaciona con el estado maduro de las DC y las DC RelB™ mostraron un fenotipo
constitutivamente inmaduro. Por tanto, como marcador derivado de la activacion de DC, la translocacién nuclear de
RelB se analizdé mediante transferencia Western en las DC iCD40 expuestas a diluciones logaritmicas de AP20187
(Figura 2D). Resultados adicionales confirmaron adicionalmente que iCD40 desencadend la translocacion nuclear de
RelB expresado en DC de forma dependiente de CID.

La potencia de activacion de las DC para iCD40 se comparé con otros estimulos tradicionales de maduracion de las
DC, tales como LPS, TNFa, mAb contra CD40, y CD40L. Para la comparacion mas informativa, cada agente se tituld
para determinar la concentracion dptima para induccion de RelB en las iCD40 DC y estas concentraciones se
utilizaron para comparar directamente la activaciéon de RelB mediante estos factores diferentes (Figura 2E). Los
datos indican claramente que la induccidon de RelB dependiente de farmaco en las iCD40 DC es superior a LPS,
TNFa, mAb contra CD40, y CD40L. Los experimentos de seguimiento de pulso revelaron adicionalmente que el
farmaco dimerizador AP20187 estimul6 una sefial nuclear de RelB mas prolongada y duradera que TNFa o el MAb
dirigido contra CD40 (Figura 2F). Aunque la induccion de RelB mediada por TNFa finalizé después de 24 h y la RelB
inducida por MAb dirigido contra CD40 mAb después de 48 h, el receptor iCD40 estimuld la ruta de maduracion de
RelB durante al menos 72 h en presencia del farmaco dimerizador. Estos resultados sugieren que debido a la
estimulacion mediada por farmaco, los iCD40 DC pueden mantener un estado de activacion hiperextendido.

EJEMPLO 11
iCD40 Induce la activacion de DC

Un componente del programa de maduracion de DC incluye la regulacion en exceso de varias moléculas de la
superficie que participan en el proceso de estimulacion de linfocitos T mediante la implicacién directa de la
presentacion de antigenos y la estimulacion simultanea. Por tanto, los iCD40 DC se trataron con AP20187 y la
expresion superficial de varios marcadores de maduracion, incluyendo, ICAM-1 (CD54), B7.1 (CD80), MHC clase |
K%, MHC clase Il I-A® y CD40 enddgeno (Figura 3A) se analizaron mediante citometria de flujo. La exposicién de
estas DC al CID dio como resultado elevaciones significativas en la expresién de cada una de dichas proteinas
inmunoestimuladoras en comparacion con los iCD40 DC no tratados y la linea D2SC/1 precursora. Esta disminucion
observada en la intensidad de fluorescencia de estos marcadores de DC maduras fue comparable a la de DC
tratadas con LPS (de E. coli). Solamente fue detectable una minima sefializacion basal del receptor iCD40 en los
iCD40 DC no tratados y el tratamiento con farmaco de la linea D2SC/1 de control precursora no tuvo un efecto
observable. Ademas, cuando los iCD40 DC se pretrataron con un exceso de la forma monomérica del farmaco, la
regulacion en exceso dependiente del farmaco dimerizador sobre estos marcadores superficiales quedo
completamente eliminada, lo que indica que la agregacion fisica del dominio CD40 citoplasmico fue completamente
necesario para inducir el fenotipo DC maduro en la linea D2SC/1.

Cuando las DC experimentan maduracion, también muestran alteraciones funcionales. Estos cambios incluyen una
menor capacidad para captar moléculas de su microentorno y una potenciacién concomitante de su capacidad para
estimular la activacion de los linfocitos T. La modificacion inducida por farmaco de la endocitosis mediada por el
receptor DC de D2SC/1 se investigé midiendo la captacion de una molécula de dextrano marcada con FITC en los
iCD40 DC y en la linea precursora D2SC/1. (Figura 3B). La activacion mediada por CID de los iCD40 DC dio como
resultado la captacion reducida de FITC-dextrano a niveles comparables con el de las DC tratadas con LPS a 37 °C.
La realizacion de esta misma serie de experimentos a 0 °C dio como resultado una captacién minima de la molécula
FITC-dextrano, confirmando que la activacion de iCD40 también puede regular la funcion de captacion del antigeno
en esta linea de DC.

El enfoque inicial para determinar la capacidad de estimulacion de los linfocitos T de los iCD40 DC implicaba la
incubacion simultdnea de D2SC/1 DC tratadas con mitomicina con células derivadas de ganglios linfaticos
singénicos (LN) in vitro. Este ensayo de reaccion de linfocitos mixta (MLR, por sus siglas en inglés) mide la
capacidad de los iCD40 DC para inducir una respuesta proliferativa de linfocitos T singénicos a antigenos
xenogénicos derivados de suero bovino (Figura 3C). Los resultados indican que los iCD40 DC tratados con CID
pudieron inducir la proliferaciéon de linfocitos T en niveles similares al de las DC tratadas con LPS in vitro. Para
investigar si este efecto de activacion de linfocitos T era dependiente de los linfocitos T CD4+ auxiliares, se
purificaron linfocitos T CD8+ de tejido LN (> 95 %) y se repitid el ensayo de proliferacion basado en *H-timidina
(Figura 3C). Los datos mostraron que los iCD40 DC pudieron inducir la proliferacion de linfocitos T CD8+ de forma
independiente de CD4+- en oposicion a las células DC tratadas con LPS, que no pudieron sortear el requisito de las
sefales auxiliares derivadas de los linfocitos T CD4+. Estos resultados demuestran que las DC que expresan iCD40
que se han expuesto previamente al farmaco dimerizador mostraron mayor capacidad de estimulacién de linfocitos T
in vitro. Ademas, los datos de agotamiento de CD4+- infieren que el receptor iCD40 puede sustituir los linfocitos T
auxiliares CD4+ T en las estrategias de vacunacion basadas en DC.
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EJEMPLO 12
Activacion de los iCD40 DC in vivo mediada por farmaco después de la vacunacion

Como las condiciones in vifro no imitan necesariamente las condiciones in vivo mas fisioldgicamente relevantes, se
investigo la capacidad de los iCD40 DC para inducir in vivo una respuesta de I|nfOC|tos T especifica de antigeno
después de la activaciéon mediada por farmaco anterior o posterior a la vacuna. 1 x 10° celulas DC progenitoras y
D2SC/1 DC que expresaban iCD40 se pulsaron con el antigeno peptidico restringido con H- 2K?, LLOg1.g0, derivado
de la proteina listeriolisina O de Listeria monocytogenes + LPS, o AP20187, y se inyecto por via |ntraper|toneal (i.p.)
a ratones BALB/c singénicos. Un subconjunto de ratones que recibian DC pulsadas con LLOg1.99 recibio una
inyeccion i.p con AP20187 o MADb dirigido contra CD40 (120 horas después de la vacunacion inicial. Finalmente, se
recogieron esplenocitos de ratones tratados con LLO diez dias después, y se cultivaron simultaneamente con DC
pulsadas con LL091 99 Y DC n o pulsadas tratadas ambas con mitomicina C durante 5 dias mas antes de evaluar su
captacion de ®H-timidina (Figura 4A). Los resultados indican que la activacion in vivo de los iCD40 DC mediante la
inyeccion de AP20187 potenciaron significativamente la respuesta de linfocitos T resultante con respecto a la
activacion in vitro de iCD40 antes de la administracion de la vacuna de DC (Figura 4B). Ademas, La activacion previa
y posterior de los iCD40 DC combinada dio como resultado un efector proliferativo aditivo de los linfocitos T, lo que
sugiere que la activacion in vitro de las DC no transmitia efectos adversos, tales como la atenuacién de su
capacidad de migraciéon. En oposicion al ensayo de migracion de linfocitos T in vitro analizado anteriormente, la
estimulacion con iCD40 de las DC in vivo dio como resultado una respuesta de linfocitos T significativa mas solida
comparada con las DC tratadas con LPS. Ademas, usando un tetramero especifico H- 2K%-LLOg1.96, S€ determind
que una fraccion significativa de la poblacion de linfocitos T sensible era especifica del epitopo peptidico restringido
con K¢ utilizado originalmente para cargar la vacuna basada en DC (Figuras 4C,D).

Aunque el analisis de tetrameros es una ayuda potente para cuantificar poblaciones de linfocitos T, no refleja la
funcién efectora de los linfocitos T. Para investigar la funcionalidad de los linfocitos T que son sensibles a la
presentacion del antigeno iCD40 DC, se utilizé una linea celular derivada del tumor P815 (P13.1), que expresa
ectopicamente la proteina p-galactosidasa (fgal) como antigeno tumoral derivado. Tras vacunar los ratones BALB/c
con DC cargadas de Bgal y siguiendo el protocolo de cultivo anteriormente mencionado, se llevé a cabo un ensayo
de liberacion de *'Cr por linfocitos T citotoxicos (CTL) para evaluar la capacidad de los linfocitos T estimulados para
destruir las células tumorales que expresan Bgal. Consistente con los datos de proliferacion de linfocitos T in vivo
presentados anteriormente, la administraciéon de AP20187 después de la administracién de DC dio como resultado
una destruccion mejorada de las células con respecto a las DC no activadas o preactivadas (Figura 4D). Para
estudiar adicionalmente la respuesta CTL a las DC que expresan iCD40, se generd una linea de linfoma A20 que
expresaba LLOg1.99 mediante clonacion en marco de dos minigenes LLOg199 €n tdndem en direccion 5' de una
proteina de fusion HygGFP. Esta estrategia permiti la seleccion de las células tumorales A20 que expresaban LLOg-
99 en cultivo con higromicina y para rastrear la expresion de LLOg1.99 mediante citometria de flujo de la proteina
fluorescente verde mejorada (EGFP) (Figura 4E). La construccion que expresaba LLOg1.99 también incluyé dos
secuencias de aminoacidos AAY adyacentes después de cada minigén para mejorar la eficiencia de procesamiento
proteosémico de los péptidos restringidos con MHC de clase |. A pesar de los perfiles de citometria de flujo que
indicaban que la fusién del péptido LLOg+.99 en direccion 5' de HygGFP desestabilizaba la funcionalidad tanto del gen
HygR como la intensidad de fluorescencia de EGFP, la linea tumoral A20-LLO siguié mostrando una sensibilidad
fuertemente aumentada hacia la destruccién mediada por CTL tras su administraciéon mediante iCD40 DC expuestas
a AP20187 cargadas con LLOg1.gg.

EJEMPLO 13
iCD40 activa las DC primarias derivadas de médula 6sea

Aunque las células D2SC/1 tienen muchas caracteristicas de las células DC recientemente aisladas, era importante
examinar la funcionalidad de iCD40 en DC primarias derivadas de médula 6sea (BMDC) usando adenovirus que
expresaban iCD40. Se disefid mediante ingenieria genética un vector adenovirico de tipo 5 con replicacion deficiente
con una region virica E1 y una E3 borrada para expresar tanto iCD40 como EGFP bajo el control de un
promotor/potenciador CMV temprano/inmediato. EI Ad-iCD40-GFP se transdujo satisfactoriamente y expresoé el
transgén iCD40, asi como el marcador EGFP, en BMDC purificadas (Figura 5A,B). La titulacion de Ad-iCD40-GFP
durante la medida de la regulacion en exceso inducida por iCD40 de B7.2 (CD86), mostrd una activacion maxima de
iCD40 mediada por farmaco a aproximadamente 100 moi que procedié asintéticamente hasta alcanzar una meseta
para los titulos vmcos mas elevados. Aunque los efectos fueron modestos, AP20187 indujo la expresion superficial
de MHC clases | K®, B7.2, asi como CD40 enddgeno sobre las BMDC que expresaban iCD40 a 100 moi pero no en
las células DC no transdumdas (Figura 5C). Los efectos del Ad-iCD40-GFP sobre las BMDC se estudiaron usando
tincion intracelular con citoquina para evaluar la expresion de DV de la citoquina polarizante Tu1, IL-12. Los
resultados confirmaron numerosos informes previos de que un vector adenovirico vacio podia contribuir a las
lecturas de fluorescencia de fondo al estimular la produccién de bajos niveles de si citoquina (Figura 5D) (Korst
2002). Estos datos también revelaron que el transgén iCD40 podia generar un nivel significativo de sefializacion
base a estos titulos incluso en ausencia de CID. Sin embargo, la exposicion a AP20187 de estas DC que expresan
iCD40 consiguio superar de forma reproducible estos efectos acumulados para aumentar adicionalmente el
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porcentaje de las DC IL-12". De manera interesante, la estimulacion de la sintesis de IL-12p70/p40 con LPS y
CD40L alcanzé un maximo a las 8 h y disminuy6 a continuacién, mientras que el porcentaje de las DC IL-12" sigui6
aumentando hasta al menos 24 h después de la transduccion adenovirica. Un trabajo anterior de Langenkamp et al.
(Langenkamp 2000) habia demostrado que el tratamiento prolongado de las DC con LPS agotaba su capacidad de
produccion de citoquinas. Estos resultados implican que iCD40, en oposiciéon a la sefial de peligro LPS, podia
estimular i mantener una respuesta mas duradera de IL-12 mediante BMDC.

Ademas del estado de activacion de las DC, la longevidad de las DC es otra variable critica que afecta la generacion
de inmunidad dependiente de linfocitos T. De hecho, la destruccion de las DC mediada por CTL se considera un
mecanismo significativo para modular las respuestas inmunitarias protegiendo al mismo tiempo al hospedador de
patologias autoinmunitarias. Otro trabajo ha establecido que la estimulacion con CD40 de las DC prolonga su
supervivencia por una variedad de mecanismos, incluyendo la regulacion en exceso de la proteina antiapoptética
bcl-X. y el inhibidor de granzima B spi-6 (Medema 2001; Miga 2001). Los efectos del iCD40 con respecto a CD40L
sobre la supervivencia se compararon en un ensayo de cultivo in vitro con privacion de suero (Figura 5E). Al analizar
la poblacion celular positiva para yoduro de propidio (Pl) con la membrana comprometida mediante citometria de
flujo, se determind que las BMDC que expresan iCD40 mostraron mayor longevidad en estas condiciones
comparada con las DC no transducidas tratadas con CD40L. Este efecto era dependiente de iCD40 ya que las DC
transducidas con Ad-GFP no pudieron reflejar una supervivencia mejorada en dichas condiciones. Estos resultados
también mostraron que la exposicion de BMDC que expresan iCD40 al farmaco dimerizador AP20187 potencié aun
mas este efecto de supervivencia con respecto a las BMDC no tratadas.

A pesar de la maduracién no intencionada inducida por el vector adenovirico y los efectos de sefializacion basales
potenciados de iCD40 en las BMDC primarias, se detecté de forma consistente la activaciéon mejorada de las DC en
presencia de AP20187. En su conjunto, estos datos sugieren que un receptor CD40 inducible disefiado para
responder a un agente farmacoldgico pudo mantener las DC primarias en un estado de activacion continuado en
comparacion con los efectos mas transitorios de la estimulacion con CD40L. Estos datos fueron consistentes con
hallazgos anteriores que describian solamente una modulacién de DC a corto plazo para estimulos dirigidos contra
el CD40 enddgeno.

EJEMPLO 14
El interruptor de activacion de iCD40 actiia como un potente auxiliar para vacunas de ADN

Estudios anteriores habian demostrado que las DC tienen un papel fundamental en el procesamiento y presentacion
de vacunas de ADN a linfocitos T sensibles. Por tanto, para examinar los efectos de iCD40 sobre la funcionalidad
primaria de las DC in vivo, el interruptor de activaciéon de iCD40 se incorporé en un protocolo de vacunacién con
ADN dependiente de una pistola de genes (Singh 2002). Microparticulas de oro se revistieron con un minigén
OVA257-264 en presencia y ausenta de un receptor bicistrénico que expresaba simultaneamente iCD40 con el
indicador hrGFP. La transfeccion biolistica de ratones C57BL/6 con el minigén OVA257-264 dio como resultado una
mejora de 3 veces en el porcentaje de linfocitos T CD8+ especificos de OVA257-264, mientras que la inclusion del
vector que expresaba iCD40 aumentd en gran medida esta misma poblacion de linfocitos T CD8+ 2 veces mas
(Figura 6A,C). Aunque AP20187 no estimul6é adicionalmente la expansién de linfocitos T CD8+ especificos de
OVA257-264, la administracion i.p del farmaco dimerizador ~20 horas después de la vacunacién mejord el
porcentaje de linfocitos T CD69+ CD8+ T activados (Figura 6B).

Para demostrar la eficacia del sistema iCD40 en ausencia de los linfocitos T CD4+ auxiliares. Ratones silvestres
(C57BL/6) y con CD4 inactivado genéticamente (deficientes en linfocitos T auxiliares) se vacunaron usando el
protocolo de vacunacion Gene Gun DNA anterior. La Figura 7A muestra que la mejora de la poblacion de linfocitos T
CD8+ especifica de antigeno existia en los ratones ~14 dias después de la vacunacion. La Figura 7B muestra la
mejora de los linfocitos T CD8+ activados (CD69+) ~14 dias después de la vacunacion. Todos los datos se
normalizaron al antigeno OVA en solitario. Los datos demostraron adicionalmente la potencia mejorada del sistema
iCD40 regulado por farmaco con respecto al receptor CD40 de longitud completa y el anticuerpo monoclonal
agonista dirigido contra CD40.

De esta manera, estos resultados demuestran la eficacia del interruptor de activacion de iCD40 in vivo, y mostré que
iCD40 puede seguir regulando en exceso las respuestas de los linfocitos T CD8+ en ausencia de los linfocitos T CD4
auxiliares.

EJEMPLO 15

El receptor iCD40 aislado es resistente a la regulacion por defecto inducida por ligando y a la inhibiciéon por
retroalimentacion negativa
mediada por la isoforma de CD40 de Tipo Il

Los datos presentados anteriormente implican que el receptor iCD40 regulado por farmaco puede suministrar una
sefial estimuladora mas potente a las DC que la activacion del CD40 enddgeno. Se determind que la causa
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subyacente de esta diferencia esta basada en la falta de un dominio extracelular, convirtiendo iCD40 en resistente
tanto a la regulacion por defecto inducida por ligando como a la interferencia mediante receptores negativos
dominantes.

Para investigar inicialmente la regulacién por defecto potencial del CD40 superficial tras la implicacion del ligando, el
analisis mediante citometria de flujo de la expresion de CD40 en la superficie de DC se controlé en presencia y
ausencia de CD40L. La adicion de CD40L redujo rapidamente la intensidad de fluorescencia promedio de CD40 en
la linea D2SC/1 DC con una cinética rapida. Los estudios de inhibicién mostraron que este proceso era sensible
tanto al inhibidor de la endocitosis, citocolasina B, asi como al agotamiento del potasio intracelular, lo que sugiere
que los mecanismos de endocitosis mediada por receptor tienen un papel en la regulacién de CD40 (Figura 8A).
Ademas, el tratamiento de la linea D2SC/1 con el inhibidor de la H'ATPasa endosolial balifomicina A potencié los
niveles de CD40 basado en ensayos de tincion intracelular. En su conjunto, estos resultados sugieren que debido a
la implicacion del ligando, CD40 se capturd mediante endocitosis y se degradé mediante procesamiento proteolitico
lisosémico (Figura 8B). Un trabajo adicional indica que la inhibicion de la endocitosis de CD40 potencia su capacidad
de sefializacion (Figura 8C).

La expresion de la isoforma truncada de "tipo II" de CD40, que carece tanto de un dominio transmembrana como de
un dominio citoplasmico, se regulé por exceso en respuesta a la maduracion de DC (Figura 9A). Un trabajo anterior
ha demostrado que la isoforma de CD40 de tipo Il eliminé la expresién superficial, asi como la expresion celular total,
de CD40 de tipo | (Tone et al. 2001). Se teorizd que este mecanismo inhibidor implicé interacciones homotipicas
entre los dominios extracelulares de las isoformas CD40 de tipo | y I, sin embargo, no se presento evidencia directa
que proporcionara mas informacién sobre esta ruta reguladora. Por tanto, se teorizdé que iCD40 seria resistente la
inhibicion mediada por CD40 de tipo Il debido a la ausencia de un ectodominio de unién del ligando. Para investigar
la potencial regulaciéon del CD40 de tipo | endégeno e iCD40 mediante este producto génico de corte y empalme
alternativo, la isoforma de CD40 de tipo Il se amplificé mediante rt-PCR a partir de DC derivadas de médula ésea
purificada de murino y se subclond en un vector que expresaba ZeoR en fase con la etiqueta de epitopo derivada de
mic-c. Esta construccion se utilizé para generar DC clénicas de "doble estado" que expresan tanto iCD40 y CD40 de
tipo Il (ICD40) mediante la seleccion de lineas celulares en G418 y medio que contiene zeocina. Se seleccionaron
lineas celulares de DC que expresaban niveles elevados (Hi), intermedios (Int), y bajos (Lo) de 1ICD40 mediante
analisis de transferencia western dirigida contra la etiqueta mic para analisis adicional (Figura 9B). Una transferencia
dirigida contra HA de estas mismas lineas iCD40-11ICD40 DC demostré que la expresion celular total de iCD40 no se
vio afectada por la expresion en exceso del transgén IICD40 (Figura 9B). Sin embargo, el analisis mediante
citometria de flujo de la expresion superficial de CD40 de tipo | demostré una reduccion en la intensidad de
fluorescencia promedio de este receptor en lineas DC que expresan IICD40 (Figura 9C). Ademas, se descubrié que
existia una relacion inversa prevista que existia entre el nivel de expresion de CD40 de tipo Il y la expresion de
CD40 de tipo I. Estos datos eran consistentes con el de un trabajo anterior que demostré que la regulacion por
defecto de CD40 de tipo | mediada por [ICD40.

Para ampliar estos hallazgos, los efectos de las titulaciones de CD40L y AP20187 de cada una de las lineas 11ICD40
se analizaron basandose en la hipotesis de que la regulacion por defecto de las CD40 de tipo | mediada por [ICD40
deberia aplanar la respuesta de DC a CD40L pero no a AP20187 (Figura 9D). Usando la expresion superficial de H-
2K® de MHC de clase | como indicador, los resultados revelaron que [ICD40 desplazo la curva dosis-respuesta tal
que cantidades elevadas de CD40L eran necesarias para iniciar la sefializacion a través del eje CD40 mientras que,
por el contrario, AP20187 indujo niveles atin mas elevados de H-2K® que el vector vacio de control. En su conjunto,
estos datos confirmaron que los hallazgos de Tone et al. y respaldaron la nociéon de que las interacciones CD40-
[ICD40 de tipo | se produjo mediante los dominios extracelulares homdlogos de dichos receptores. Ademas, estos
resultados sugieren que el interruptor del receptor iCD40 pudo sortear los mecanismos de retroalimentacion negativa
que implican las isoformas CD40 dominantes negativas.

EJEMPLO 16
Generacion de una construccion CD11c para generar un ratéon transgénico iCD40 especifico de DC

Para generar un ratén transgénico que exprese iCD40 especifico de DC. El iCD40 se subclond en un vector que
contenia el promotor CD11c especifico de DC que se purificd mediante ultracentrifugacion en gradiente de CsC1.
Tras la secuenciacién, se mostré que el vector inducira la expresion de iCD40 en células 293T. Se realizaron
microinyecciones de ADN en ratones C57BL/6.

DC derivadas de médula 6sea se aislaron a partir de progenie positiva para PCR segun transferencias Western
dirigidas contra HA. Aunque la expresion de la proteina iCD40 se descubrié en todos los ratones, nos niveles
variaron desde escasamente detectable a facilmente detectable. Estos ratones se estan reproduciendo en la
actualidad para experimentos funcionales, pero los resultados iniciales muestran una importante expansiéon de las
DC esplénicas en los ratones que expresan iCD40, con una mayor activacion de los linfocitos T tras la
administracion de CID.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un ligando que se une a un dominio de union al ligando FKBP de una proteina quimérica, dando como
resultado una oligomerizacion de la proteina quimérica, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
una dolencia, seleccionada entre una enfermedad hiperproliferativa o una enfermedad infecciosa, modulando una
respuesta inmunitaria, para activar una célula presentadora de antigenos transfectada o transducida in vivo, donde

a) la célula presentadora de antigenos se ha transfectado o transducido con un vector de expresién que codifica
la proteina quimérica; y

b) dicho vector de expresion comprende una secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de
polinucleétidos que codifica una regién dirigida a membrana, una secuencia de polinucleétidos que codifica un
dominio de unién al ligando FKBP capaz de unirse al ligando, una secuencia de polinucleétidos que codifica un
polipéptido de la region citoplasmica CD40 que no tiene un dominio extracelular funcional, unido todo
operativamente.

2. Un método para activar in vitro una célula presentadora de antigenos que comprende las etapas de:

transfectar o transducir la célula presentadora de antigenos con un vector de expresion, donde dicho vector de
expresion comprende una secuencia promotora de polinucleotidos, y una secuencia de polinucleétido que
codifica una proteina quimérica, donde la secuencia del polinucleétido codifica una regién dirigida a membrana,
un dominio de union al ligando FKBP, y un polipéptido de la region citoplasmica CD40 que no tiene un dominio
extracelular funcional, unidos todos operativamente; y

activar la célula presentadora de antigenos transfectada o transducida administrando un ligando que se une al
dominio de union al ligando FKBP de la proteina quimérica, dando como resultado la oligomerizacion de la
proteina quimérica.

3. Uso de un vector de expresion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una dolencia
seleccionada entre una enfermedad hiperproliferativa o una enfermedad infecciosa, modulando una respuesta
inmunitaria in vivo en un sujeto, donde dicho vector de expresion se expresa en células dendriticas y dicho vector de
expresion comprende una secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de polinucleétidos que codifica
una region dirigida a membrana, una secuencia de polinucleétidos que codifica un dominio de union al ligando
FKBP, una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido de la region citoplasmica CD40 que no tiene un
dominio extracelular funcional, unido todo operativamente.

4. El uso o método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, donde el vector de expresidon comprende
adicionalmente una segunda secuencia de polinucledtido que codifica un segundo dominio de unién al ligando
FKBP.

5. El uso o método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, donde el ligando no es una proteina.

6. El uso de la reivindicaciéon 3, donde el ligando se administra al sujeto para dar como resultado una
oligomerizacion.

7. El uso de la reivindicacion 3, donde el sujeto esta inmunocomprometido.
8. El uso de la reivindicacion 3, donde el sujeto inmunocomprometido esta infectado por VIH.

9. Uso de una célula presentadora de antigenos transfectada o transducida en la fabricacion de un medicamento
para potenciar una respuesta inmunitaria en un sujeto, donde el sujeto tiene una dolencia seleccionada entre una
enfermedad hiperproliferativa o una enfermedad infecciosa, donde

a) la célula presentadora de antigenos se transfecta o transduce con un vector de expresion;

b) dicho vector de expresion comprende una secuencia promotora de polinucleétidos, una secuencia de
polinucleétidos que codifica una regién dirigida a membrana, una secuencia de polinucleétidos que codifica un
dominio de unién al ligando FKBP y una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido de la region
citoplasmica CD40 que no tiene un dominio extracelular funcional, unidos todos operativamente; y

c) las células presentadoras de antigenos transfectadas o transducidas se administran al sujeto simultanea o
posteriormente a la administracion de una composicién inmundgena.

10. El uso de la reivindicacion 9, donde la célula presentadora de antigenos transfectada o transducida se activa
administrando un ligando que da como resultado una oligomerizacion.

11. El uso de la reivindicacion 9, donde la célula presentadora de antigenos transfectada o transducida se carga con
un antigeno.
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12. El uso de la reivindicacién 11, donde el antigeno es un antigeno tumoral.

13. El uso de la reivindicaciéon 11, donde la carga comprende pulsar dicha célula con péptidos o lisados celulares
eluidos con acido.

14. El uso de la reivindicacion 11, donde la carga comprende electrofusionar dicha célula con antigenos o lisados
celulares.

15. El uso de la reivindicacion 11, donde la carga comprende transfectar dicha célula con ARNm de un antigeno.

16. El uso de la reivindicacion 11, donde dichas células presentadoras de antigeno cargadas transfectadas o
transducidas se administran a dicho sujeto por via intradérmica o subcutanea.

17. El uso de la reivindicacion 9, donde dichas células presentadoras de antigeno se transfectan o transducen con el
vector de expresion in vitro antes de administrarse a dicho sujeto.

18. Uso de un ligando de la reivindicacion 1, donde el ligando es FK506 dimérico o un analogo dimérico de FK506.
19. Uso de un ligando de la reivindicacién 1, donde la dolencia es una enfermedad hiperproliferativa.
20. Uso de un ligando de la reivindicacion 1, donde el ligando es AP20187 o AP1903.

21. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, o 9, donde la dolencia se selecciona entre el grupo que
consiste en una dolencia preneoplasica, una dolencia hiperplasica, y cancer.

22. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, o 9, donde la dolencia se selecciona entre el grupo que
consiste en una infeccién bacteriana, infeccion virica, infecciéon por levaduras, e infeccion por protozoos.

23. El uso o método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, donde el dominio de unién al ligando
FKBP comprende un dominio FKBP12.

24. El uso o método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, donde el dominio de unién al ligando
FKBP comprende un dominio FKBP12(v36).

25. El uso o método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, donde el dominio de unién al ligando
FKBP comprende dos copias en tandem de un dominio FKBP12(v36).

43



ES 2 543 084 T3

cD4*T
Célula auxiliar

| & Célula
IHHH dendritica

",

Cascada de
sefalizacién
B Secuencia dirigida a .

miristoilacién (M) & @-® AP20187

H Farmaco dimerizante
Dominios de unién o

a farmaco (Fv)

Dominio CD40
citoplismico

:pr}itﬂ-Pﬂ HA v i iCD40 |'L Cascada de

senalizacion

830 |=—— No DNA
g5n == MFvFvisE

Construccién iCD40

750 = MFvFvis CD40E M Fv Fv is ii “ E
E50

550 Transferencia Western anti-HA
350 o | 4— MFvFvisCD40E
250 4 piFvFvisE

Actividad relativade MNFEB-SEAP

i0¢ 40t 400 400 102 ig* 104
AP20187 (nM)

Figura 1.

44



ES 2 543 084 T3

= o

(A= Em I S

8- =
2L eb e @..% \%% S5 & ,......,#
[ (u) cansey = &.% &
P &
(Wu) 28L0Zdv &
0F 0 0 0 0L 20b
|l i i [ [ i v
2
<
a
5 ujngng-m
w (eqx gg)
z 0P
9 -
H L oSy m 2

-
g3 (1) 28102
52 Q0S00LOL b b0 O
= E ﬂ_ m l
3
iy m o T3
] g 3¢
gy 0zL & 8
@ o
=
IS | ..r"...?ﬂrhﬁw
. GOS 00K 0F b b0 0 sod
= (nu) L810zdv a
aa 20 0vao!

: . v
*Z eanbi4

45



ES 2 543 084 T3

"¢ einbi4

0
-]
-1
§  ouenxag-D1H % I'4'W 9P UgPRINPaY
g 0f  0F 0 08 05 QL
a o _m.l [ 1 i
w - : 1
= b 1 181024y + 00
3 | i
=8
5 Sd1+ 00
0 ]
g L 20 010l
m M=d
3 - ﬁ | 81020V
k& * +90 009!
802 1 soyso4ur] SESOU|WNIOA NTSEINPD o) ) =
iy
0
D, 20 "
2 x
0 10 0
) =z
Log _I_ _I_ oz E
e 00} oos =
k(15 | n
. =1
-

46



ES 2 543 084 T3

Figura 4.
Al ﬂ/’#ﬂum:lﬂ!:m“l B' ES0] = p=0,034 Eml‘ﬂ

—— ICDHD O pulssdas czn I_l
"“““1 N o= 0,002
AP2O18T o Mab 250009 Ilﬁ
h__;mll-:‘.mu E.
el 3 = 150004
da Rom o
analizis de ieirimercs
50004
5“1"* o
— iCD40 DC
Ensay: de prodfferscién con MH- | d}
[ T
& £
& .
ds ] ]
3 ET T 5
$5l 1 H{ *
I e e e e i
FITC-CDe D oG +

e e

Y ¥
i % | N
G0 DT ICOdan GG iCDE0 OC +

APNET APZET
[k witra} [ wiw]

v |.. N
o
s
ot ma
=
eh N

30"

| w I
a
5
% Actividad CTL

|

109

5
g 204
g
#

% Actividad CTL |
m = a8 R
W
-
H
)

1001 5001 254 1254

0 joo1 so1 254

Relacion E:T Relacian E:T

47



ES 2 543 084 T3

0 moi 100 mvol

B - D. =
S5 8
28 £
o T .
E< &
3 o 4
28 o
= =

=E2'
]

1]
meil]
100 i
Frcl
Co40 ¢ 20 40 60 80

Y Aumento M.F.
con AP20187

% Positivas para PI m

48



ES 2 543 084 T3

(" p ]
()
;! 0%
M +
a A
7 =
% 25
% b=
) 2
- ¥ $i
‘%;3 3
®
H & 4
7 o <
o
3
.
i G g
Wy = in = e%3- 2
(3] [ | - L o h'%
6909 +80D % 2,
. i
oo + 5
<o
= o
0

FITC-anti-CD8a

p < 0,0005

iCD40 +
AP20187

S h & v & o %
0Tl 2p so2yaadsa

o

i +802 L soj2our %

Figura 6.

49



ES 2 543 084 T3

P ——— 0T
E 8 & 8 °FE 8

- ol o -

1,25

- & &

SHUTHIANISG-; M+800 L SOR=0guT % BR0I-+B0D L SOHI0HT

elofaw ap saoap

50

#* +
+ +
+ 1+
ot
+ |+
1+ |+
+ | #
| |
+ | =
+ +
|+
TTTT
23 E g
aacza
EE'—"
L

Anti-CO40 mAb

" g QUL

= 0. 0cek

= g OO0, g



ES 2 543 084 T3

g8 eu|sejEIo)d

wm

=

E
+0FAD Joran s m._m
He 2 m.m
rys Ao
vy =0
tsSz @ o
s =g
5 mﬂl
nia_ 2g

BT

0¥QD I'4'W aoipadns ojquie %
05 s 0 s 0F

po)

g EUseEDal S
[onues CsiNa

0aD

H Bu|sE|eIO)D
+ 00D

v eulonuojyeg ¥
+ 0L 0D

{01 0¥aD .x__.\i

aspadng oras

OFQD 1A' @2Hedns olqueg o,

gk

5

& g~

g2-

obad

«M +0FQD
ouaLEo By

v
‘g eanbi4

51



ES 2 543 084 T3

C_I:H'I:I C_I:H'I:I
A. Tipo | Tipoll .
&E
BT
L] Fuera
Dentro
CD40 - NCD40 DC_
B Lineas vector
Hi Int Lo vacio
; F s i Il {27 kDa)
T | e | icDd40
C - 100 =
o a
x =
3 75 2 . ﬂ -
3 5&‘ / o |
- | S E | | |
:E 25: _.'{:J % E_ § .ml | kube
E 0 e = In L vyector
3 10_.-=-100 1000 o t o vacio
£2%  cpdoL (ngimp) "
g o0 |
S P il CD40 zeo-ctrl DC
e A 757 iCD40-IICD40 DC
= /'-_'—'
o 20+
% 0
£ 1 10 100
E AP20187 (nM)
&

Figura 9.

52



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

