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DESCRIPCION
Composiciones inmunoterapicas de combinacion contra el cancer y métodos
Derechos del Gobierno

La presente invencion se cre6 en la ejecucion de un Acuerdo Cooperativo de Investigacion y Desarrollo con los
Institutos Nacionales de Salud de los EE.UU., una Agencia del Departamento de Salud y Servicios Sociales de los
EE.UU. El Gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos en la presente invencion.

Declaracion con respecto al Acuerdo de Investigacién Conjunto

La presente invencién se realizd por, o en nombre de las partes, en un Acuerdo Cooperativo de Investigacion y
Desarrollo, ejecutado el 8 de mayo de 2008. Las partes en el Acuerdo Cooperativo de Investigacion y Desarrollo
son: Globelmmune, Inc. y el Departamento de Salud y Servicios Sociales de los EE.UU., representado por el
Instituto Nacional contra el Cancer, un Instituto, Centro o Division de los Institutos Nacionales de Salud de los
EE.UU.

Referencia a un listado de secuencias

La presente solicitud contiene una lista de secuencias presentada electronicamente en forma de un archivo de texto
por EFS-Web. El archivo de texto, denominado "3923-24-PCT_ST25", tiene un tamafio en bytes de 47 KB y se grabd
el 16 de abril de 2010.

Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere en general al uso simultaneo de dos composiciones inmunoterapicas diferentes
para la induccion mejorada de respuestas inmunitarias terapéuticas y/o para la prevencion, la mejora y/o el
tratamiento de una enfermedad, incluyendo, pero no limitada a, el cancer y enfermedades infecciosas.

Antecedentes de lainvencion

Las composiciones inmunoterapicas, incluidas las vacunas, son una de las medidas mas rentables disponibles para
la industria del cuidado de la salud para la prevencion y tratamiento de enfermedades. Sigue existiendo, sin
embargo, una necesidad urgente de desarrollar estrategias y adyuvantes de inmunoterapia seguros y eficaces para
una diversidad de enfermedades, incluyendo las provocadas por o asociadas a la infeccion por agentes patégenos,
canceres, defectos genéticos y otros trastornos del sistema inmunitario. Para el tratamiento del cancer y muchas
enfermedades infecciosas, incluyendo enfermedades viricas y enfermedades provocadas por patégenos
intracelulares, es deseable proporcionar inmunoterapia que induzca una respuesta inmunitaria mediada por células
(celular), aunque muchas vacunas se dirigen principalmente o enteramente a la inducciéon de inmunidad humoral. De
hecho, una desventaja de muchas vacunas de subunidades, asi como muchas vacunas de patégenos inactivados o
atenuados, es que mientras que parecen estimular una fuerte respuesta inmunitaria humoral, no logran inducir una
inmunidad protectora mediada por células.

El cancer es la principal causa de muerte en el mundo y el desarrollo de terapias eficaces contra el cancer sigue
siendo una de las areas mas activas de la investigacion. Aunque se ha propuesto una diversidad de enfoques
innovadores para tratar y prevenir los canceres, muchos canceres siguen teniendo una alta tasa de mortalidad y
pueden ser dificiles de tratar o relativamente insensibles a las terapias convencionales. Descubrimientos novedosos
en la biologia del cancer han proporcionado la oportunidad de disefiar agentes antineoplasicos especificos de diana
y han propiciado avances en el desarrollo de farmacos y de la inmunoterapia. Estos descubrimientos hacen posible
el disefio de moléculas y composiciones terapéuticas con una alta selectividad contra dianas especificas en las
células cancerosas.

Se han publicado numerosos estudios de inmunoterapia que comparan plataformas de vacunas que se dirigen al
mismo antigeno, en términos de su capacidad para inducir la actividad celular inmunitaria y efectos antitumorales
(por ejemplo, véase Weide et al., Immunol Lett ,15 de enero de 2008; 115 (1): 33-42; Riezebos-Brilman et al., Gene
Ther, diciembre de 2007; 14 (24): 1695-704; Naslund et al., J Immunol, 1 de junio de 2007; 178 (11): 6761-9; Mylin et
al., J Virol, agosto de 2000; 74 (15): 6922-34; Millar et al., Cell Immunol, noviembre-diciembre de 2007; 250 (1-2):
55-67; Hodge et al., Cancer Res, 15 de noviembre de 2003; 63 (22): 7942-9; Chan et al., Gene Ther, octubre de
2006; 13 (19): 1391-402; Casimiro et al., J Virol, junio de 2003; 77 (11): 6305-13; y Bos et al., J Immunol, 1 de
noviembre de 2007; 179 (9): 6115-22). Millar et al. demostraron que la funcionalidad de poblaciones de linfocitos T
inducidas por dos vectores diferentes (rV y adenovirus recombinante) dirigidas al mismo antigeno no fue diferente
(Millar et al., Cell Immunol, noviembre-diciembre de 2007; 250 (1-2): 55-67).

La eficacia antitumoral de la pauta de vacunas de sensibilizacion y de refuerzo diversificadas de los virus
variolovacunal recombinante (rV) y de la viruela aviar recombinante (rF) que contienen genes murinos B7-1, ICAM-1
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y LFA-3, asi como el gen del antigeno carcinoembrionario humano (CEA) (rV/F-CEA/TRICOM) se ha notificado
anteriormente en modelos preclinicos (Hodge et al., Cancer Res, 15 de noviembre de 2003; 63 (22): 7942-9; Hodge
et al., Cancer Res, 15 de noviembre de 1999; 59 (22): 5800-7; Hodge et al., Clin Cancer Res, mayo de 2003; 9 (5):
1837-1849; Grosenbach et al., Cancer Res, 1 de junio de 2001; 61 (11): 4497-505; Greiner et al., Cancer Res, 1 de
diciembre de 2002; 62 (23): 6944-51; Arlen et al., Crit Rev Immunol 2007; 27 (5):451-62). Recientemente, los efectos
antitumorales de una vacuna de Saccharomyces cerevisiae recombinante (levadura-CEA) también se documentados
en modelos preclinicos (Bernstein et al., Vaccine, 24 de enero de 2008; 26 (4): 509-21; Wansley et al., Clin Cancer
Res, 1 de julio de 2008; 14 (13):4316-25). La induccion de la respuesta inmunitaria después de la vacunacion con
rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA se ha documentado y los efectos antitumorales desencadenados por cualquiera
de las vacunas se atribuyen principalmente a la induccién de poblaciones de linfocitos T especificos de CEA.

Varios estudios han documentado que la induccién de una poblacién de linfocitos T mas diversa es ventajosa en el
montaje de una respuesta inmunitaria en diversos modelos de enfermedad, incluyendo el cancer (Dudley et al.,
Cancer J, marzo-abril 2000; 6 (2): 69-77; Dutoit et al., Cancer Res, 1 de agosto de 2001; 61 (15): 5850-6; Echchakir
et al., Int Immunol, abril de 2000; 12 (4): 537-46; Ferradini et al., Cancer Res, 1 de septiembre de 1992; 52 (17):
4649-54; Messaoudi et al., Science, 29 de noviembre de 2002; 298 (5599): 1797-800; Nikolich-Zugich et al., Nat Rev
Immunol, febrero de 2004; 4 (2): 123-32; Sportes et al., J Exp Med, 7 de julio de 2008; 205 (7): 1701-1714; Zhou et
al., Cancer Res, 1 de febrero de 2005; 65 (3):1079-88). Sin embargo, no existen informes del uso simultaneo de las
vacunas que se dirigen al mismo antigeno. Después de los estudios dirigidos al mismo antigeno, tales como los
descritos anteriormente, los investigadores histéricamente eligen ya sea la vacuna mas eficaz para el estudio
adicional o emplean una estrategia de sensibilizacion y refuerzo diversificada para amplificar la respuesta de los
linfocitos T. Por ejemplo, se empled una estrategia de vacunacion de sensibilizacién-refuerzo diversificada con
vectores de virus variolovacunal y de viruela aviar recombinantes dirigidos a CEA (Hodge et al., Vaccine, abril-mayo
de 1997; 15 (6-7): 759-68; Marshall et al., J Clin Oncol, 1 de diciembre de 2000; 18 (23): 3964-73), porque se ha
demostrado que la respuesta inmunitaria a la primera vacuna reduce los efectos de las vacunaciones posteriores
con el mismo vector (Naslund et al., 2007, citado anteriormente; Grosenbach et al., 2001, citado anteriormente,
Hodge et al., 1997, citado anteriormente y Wu et al., J Virol, julio de 2005; 79 (13): 8024-31). Resultados similares
gue demuestran las claras ventajas de una estrategia de sensibilizacion-refuerzo diversificada se han descrito en
una diversidad de modelos de cancer y otras enfermedades, incluyendo el VIH y la malaria (Wu et al., 2005, citado
anteriormente; Pancholi et al., J Infect Dis, julio de 2000.; 182 (1): 18-27; Barnett et al., AIDS Res Hum Retroviruses,
octubre de 1998; 14 Supl. 3: S299-309; Dunachie et al., J Exp Biol, noviembre de 2003; 206 (Pt 21): 3771-9;
McMichael, Annu Rev Immunol 2006; 24: 227-55; Moore et al., Immunol Rev, junio de 2004; 199:126-43). Las
respuestas potenciadas observadas en estos estudios se han atribuido a la amplificacién de la poblacién pertinente
de linfocitos T especificos de antigeno, pero de nuevo, se us6 un enfoque de sensibilizacion-refuerzo diversificado
para conseguir estos resultados.

En consecuencia, a pesar de los avances en la terapia contra el cancer y la tecnologia de inmunoterapia/vacuna
contra enfermedades infecciosas, sigue existiendo una necesidad urgente de mejorar enfoques inmunoterapicos
seguros y eficaces en el tratamiento de dichas enfermedades.

Sumario de lainvencién

De acuerdo con la presente invencidn, se proporciona una combinaciéon de composiciones inmunoterapicas para su
uso simultaneamente en un método para prevenir, mejorar o tratar al menos un sintoma de una enfermedad o
afeccion en un individuo, para aumentar la supervivencia de un individuo que tiene la enfermedad o afeccion, y/o
para inducir una respuesta inmunitaria terapéutica contra uno o mas antigenos en el individuo, en la que las
composiciones comprenden:

a) una primera composicion inmunoterapica que comprende un virus variolovacunal recombinante que
comprende secuencias de &cido nucleico que codifican B7-1, ICAM 1 y LFA-3 o porciones bioldgicamente activas
de los mismos, y una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un antigeno o dominio inmundégeno del
mismo; y

b) una segunda composiciéon inmunoterapica que comprende un vehiculo de levadura que comprende al menos
un antigeno o dominio inmunégeno del mismo,

en la que cada una de las composiciones inmunoterapicas primera y segunda comprende el mismo antigeno o
dominio inmunégeno del mismo.

Una realizacion de la invencion se refiere a la combinacién para su uso en un método para prevenir, mejorar o tratar
al menos un sintoma de un cancer en un individuo, para aumentar la supervivencia de un individuo con cancer y/o
para inducir una respuesta inmunitaria terapéutica contra uno o mas antigenos de cancer en el individuo.

En un aspecto de la presente invencién, al menos una semana después de la primera administracion, el método
incluye adicionalmente la etapa de administrar al individuo: (a) una tercera composicion inmunoterapica que
comprende: (i) un virus de la viruela aviar recombinante que comprende secuencias de acido nucleico que codifican
B7-1, ICAM-I y LFA-I o porciones biolégicamente activas de los mismos, y una secuencia de acido nucleico que
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codifica el al menos un antigeno o dominio inmundgeno del mismo; y (b) la segunda composiciéon inmunoterapica
que comprende un vehiculo de levadura que comprende el al menos un antigeno o dominio inmunégeno del mismo.
Las composiciones inmunoterapicas primera y segunda se administran simultaneamente al individuo.

En una realizacién, la primera composicion inmunoterapica comprende adicionalmente el factor estimulante de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF). EI GM-CSF puede ser proporcionado por un virus de la viruela aviar
recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica GM-CSF.

Otra realizacion de la invencion se refiere a un kit que comprende las siguientes composiciones inmunoterapicas:

a) una primera composicion inmunoterapica que comprende un virus variolovacunal recombinante que
comprende secuencias de acido nucleico que codifican B7-1, ICAM-1 y LFA-3 o porciones biolégicamente
activas de los mismos, y una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un antigeno o dominio
inmunogeno del mismo, que comprende ademas opcionalmente GM-CSF; y

b) una segunda composiciéon inmunoterapica que comprende un vehiculo de levadura que comprende al menos
un antigeno o dominio inmundégeno del mismo,

en el que las composiciones inmunoterapicas primera y segunda comprenden el mismo antigeno o dominio
inmundgeno del mismo. En un aspecto, el antigeno es un antigeno de cancer. En un aspecto, el antigeno es un CEA
modificado que comprende un epitopo CAP-1-6D.

En un aspecto, el kit comprende adicionalmente una tercera composicién inmunoterapica que comprende: (i) un
virus de la viruela aviar recombinante que comprende secuencias de acido nucleico que codifican B7-1, ICAM-1 y
LFA-I o porciones biolégicamente activas de los mismos, y una secuencia de acido nucleico que codifica el al menos
un antigeno o dominio inmundégeno del mismo.

En un aspecto, el virus variolovacunal es un virus variolovacunal Ankara modificada (MVA). Los inventores también
describen moléculas inmunoestimuladoras que incluyen, pero no se limitan a, B7.1 (B7-1), B7.2 (B7-2), ICAM-I, LFA-
3, 4-1BBL, CD59, CD40, CD40L y/o CD70. Los inventores también describen que las moléculas
inmunoestimuladoras comprenden una o mas citocinas, incluyendo, pero no limitadas a, factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), interleucina-6 (IL-6), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), interferon-y
(IFN-y), IFN-a, IFN-A, interleucina-12 (IL-12), RANTES e interleucina-2 (IL2). En un aspecto, la citocina es el factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF).

En un aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencién que se describe en el presente
documento (anteriormente o0 a continuacion), incluyendo cualquiera de las realizaciones relacionadas con una
composicion o kit de la invencién, la segunda composicién inmunoterapica comprende un vehiculo de levadura que
expresa al menos un antigeno o dominio inmunégeno del mismo. En un aspecto, el vehiculo de levadura en la
segunda composicion inmunoterapica es una levadura entera. En un aspecto, el vehiculo de levadura en la segunda
composicion inmunoterapica es una levadura entera, inactivada por calor. En un aspecto, el vehiculo de levadura en
la segunda composicién inmunoterapica es de Saccharomyces.

En un aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencién que se describe en el presente
documento (anteriormente o a continuacion), las composiciones inmunoterapicas primera y segunda (y/o la tercera
composicion inmunoterapica en ciertas realizaciones) se administran en diferentes sitios en el individuo. En otro
aspecto, las composiciones inmunoterapicas primera y segunda (y/o tercera) se administran al mismo sitio 0 en
sitios adyacentes en el individuo.

En otro aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencién que se describe en el presente
documento (anteriormente o a continuacion), el método o el uso comprende adicionalmente una etapa de reforzar el
individuo con una o ambas (o las tres, en ciertas realizaciones) composiciones inmunoterapicas. En un aspecto, el
individuo se refuerza con la segunda composicién inmunoterapica con mas frecuencia que con la primera
composicion inmunoterapica.

En otro aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencion que se describe en el presente
documento (anteriormente o a continuacion), en el que hay una primera y segunda composicion inmunoterapica, el
método o uso comprende adicionalmente una etapa de reforzar al individuo con una tercera composicion
inmunoterapica que comprende un virus recombinante que comprende el genoma virico o porciones del mismo que
es diferente de la primera composicion inmunoterapica. Por ejemplo, en un aspecto, la primera composicién
inmunoterdpica comprende un virus variolovacunal recombinante y la tercera composicion inmunoterapica
comprende un virus de la viruela aviar.

En un aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencion que se describe en el presente
documento, ya sea la primera o la segunda composiciéon inmunoterapica se administra mas frecuentemente que la
otra. Por ejemplo, en un aspecto, cuando la primera composicién inmunoterapica es una compaosicién
inmunoterapica a base de virus y la segunda composicion inmunoterapica es una composicion inmunoterapica a
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base de levadura, la segunda composicién inmunoterapica pueden administrarse mas frecuentemente que la
primera composicion inmunoterdpica. Por ejemplo, en un aspecto, entre administraciones simultdneas de la
composicion inmunoterapica primera y segunda, la segunda composicién inmunoterapica puede administrarse una,
dos, tres o mas veces adicionales.

En otro aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencion que se describe en el presente
documento (anteriormente o a continuacién), el método comprende adicionalmente una etapa de reforzar el
individuo con otra fuente del antigeno o dominio inmunégeno del mismo.

En otro aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencién que se describe en el presente
documento (anteriormente o a continuacion), el método comprende adicionalmente una etapa de administrar al
menos un modificador de la respuesta bioldgica al individuo.

En un aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencion que se describe en el presente
documento (anteriormente o a continuacion), el individuo tiene cancer. En un aspecto, el método o uso reduce la
carga tumoral o inhibe el crecimiento tumoral en el individuo. En un aspecto de cualquier realizacién de la invencion,
el antigeno es de un cancer seleccionado entre el grupo de: melanomas, carcinoma de células escamosas, canceres
de mama, carcinomas de cabeza y cuello, carcinomas de tiroides, sarcomas de tejidos blandos, sarcomas 6seos,
canceres testiculares, canceres de préstata, canceres de ovario, canceres de vejiga, canceres de piel, canceres
cerebrales, angiosarcomas, hemangiosarcomas, tumores de mastocitos, leucemias, linfomas, canceres hepaticos
primarios, canceres de pulmon, canceres de pancreas, canceres gastrointestinales, carcinomas de células renales,
neoplasias hematopoyéticas o canceres metastasicos de los mismos. En un aspecto, el antigeno se selecciona entre
el grupo de: antigeno carcinoembrionario (CEA), oncoproteina Ras mutada puntualmente, Brachyury, MUC-1,
EGFR, BCR-Abl, MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GAGE, GP-100, MUC-2, oncoproteinas p53 normales y mutadas
puntualmente, PSMA, tirosinasa, TRP-1 (gp75), NY-ESO-1, TRP-2, TAG72, KSA, CA-125, PSA, HER-2/neu/c-
erb/B2, hTERT, p73, B-RAF, coli de poliposis adenomatosa (APC), Myc, proteina de von Hippel-Lindau (VHL), Rb-1,
Rb-2, receptor de andrégenos (AR), Smad4, MDR1, Flt-3, BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, cws-fli-1, HERV-H, HERV-K,
TWIST, mesotelina, NGEP, modificaciones de dichos antigenos, variantes de corte y empalme de dichos antigenos
y agonistas de epitopos de dichos antigenos, asi como combinaciones de dichos antigenos y/o dominios
inmunogenos de los mismos, modificaciones de los mismos, variantes de los mismos y/o agonistas de epitopos de
los mismos. En un aspecto, el antigeno es el antigeno carcinoembrionario (CEA), que, en una realizacion,
comprende un epitopo CAP1-6D. En un aspecto, el antigeno es un CEA modificado que comprende un epitopo
CAP-1-6D. En un aspecto, el CEA comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 (codificada por
una secuencia de acido nucleico representada en el presente documento como SEQ ID NO: 1). En otro aspecto, el
antigeno es Ras mutado. En un aspecto, el antigeno es una proteina de fusion de multiples dominios, que
comprende uno o mas fragmentos de Ras, cada fragmento que comprende una o mas mutaciones en la posicion 12,
13, 59, 61 y/o 76 de Ras. En un aspecto, la proteina de fusién Ras tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 4 (codificada por una secuencia de acido nucleico representada en el presente documento como SEQ ID NO:
3), la SEQ ID NO: 6 (codificada por una secuencia de acido nucleico representada en el presente documento como
SEQ ID NO: 5), la SEQ ID NO: 8 (codificada por una secuencia de acido nucleico representada en el presente
documento como SEQ ID NO: 7) y/o la SEQ ID NO: 10 (codificada por una secuencia de &acido nucleico
representada en el presente documento como SEQ ID NO: 9). En un aspecto, el antigeno es Brachyury. En un
aspecto, el antigeno es MUC-1. En un aspecto, el antigeno es EGFR. En un aspecto, el antigeno es BCR-AblI.

En un aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencion que se describe en el presente
documento (anteriormente o a continuacion), el método o uso incluye adicionalmente una etapa de tratamiento del
individuo con quimioterapia y/o de tratamiento del individuo con radioterapia.

En otro aspecto de cualquiera de las realizaciones o aspectos de la invencién que se describe en el presente
documento (anteriormente o a continuacién), el individuo tiene una enfermedad provocada por o asociado a un
patégeno. En un aspecto, el método o uso reduce o previene la infecciéon del individuo por el patégeno. En un
aspecto, el método o uso reduce el titulo patogénico en el individuo.

En un aspecto de cualquier realizacion de la invencion, el antigeno se selecciona entre el grupo de: antigenos
viricos, antigenos flngicos, antigenos bacterianos, antigenos helminticos, antigenos parasitarios, antigenos
ectoparasitarios y antigenos protozoarios. En un aspecto, el antigeno es de un virus seleccionado entre: adenovirus,
arena virus, bunyavirus, coronavirus, virus Coxsackie, citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, flavivirus,
hepadnavirus, virus de la hepatitis, virus del herpes, virus de la gripe, lentivirus, virus del sarampion, virus de las
paperas, mixovirus, Vvirus oncogénicos, ortomixovirus, virus del papiloma, papovavirus, virus paragripal,
paramixovirus, parvovirus, picornavirus, virus de la viruela, virus de la rabia, virus respiratorio sincitial, reovirus,
rabdovirus, virus de la rubeola, togavirus, virus de la varicela y virus linfotrépicos T. En un aspecto, el antigeno es de
un agente infeccioso de un género seleccionado entre el grupo que consiste en: Aspergillus, Bordatella, Brugia,
Candida, Chlamydia, Coccidia, Cryptococcus, Dirofilaria, Escherichia, Francisella, Gonococcus, Histoplasma,
Leishmania, Mycobacterium, Mycoplasma, Paramecium, Pertussis, Plasmodium, Pneumococcus, Pneumocystis,
Rickettsia, Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Toxoplasma, Vibriocholerae y Yersinia. En un
aspecto, el antigeno es de una bacteria de un género seleccionado entre: Pseudomonas, Bordetella,
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Mycobacterium, Vibrio, Bacillus, Salmonella, Francisella, Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia, Enterococcus,
Pasteurella y Yersinia.

Breve descripcion de las figuras de la invencién

Las Figuras 1A-1l son graficos que muestran que la vacunacion con rV-CEA/TRICOM o levadura-CEA induce
perfiles diferenciales de citocinas séricas (Figura 1A = MIP1a, Figura 1B = RANTES, Figura 1C = GM-CSF,
Figura 1D = IL-6, Figura 1E = IL-12p70, Figura 1F = IL-13, Figura 1G = IL-1a, Figura 1H = IL-1B y la Figura 11 =
IL-5.

Las Figuras 2A-2G muestran que se inducen distintos repertorios de TCR a partir de la vacunacion con rV/F-
CEA/TRICOM o levadura-CEA (no se muestran perfiles Va para ningln tratamiento (Figura 2A), rV/F-
CEA/TRICOM (Figura 2B) y levadura-CEA (Figura 2C) y no se muestran perfiles V3 para ningun tratamiento
(Figura 2D), rV/F-CEA/TRICOM (Figura 2E) y levadura-CEA (Figura 2F).

La Figura 3A muestra los epitopos individuales, no solapados, CEA-526 y CEA-572 en el bucle A3 del dominio IlI
de CEA.

Las Figuras 3B-3C muestran que la vacunacion con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA induce distintos perfiles
de citocinas en respuesta a la estimulacion in vitro con dos epitopos individuales especificos de CEA, CEA-526
(Figura 3B) y CEA-572 (Figura 3C).

Las Figuras 4A-4D muestran que las estirpes de linfocitos T especificas para el epitopo de CEA-572 de ratones
vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA tienen distintos perfiles Va de TCR perfiles (repertorios de
TCR Va de estirpes de linfocitos T rV/F-CEA/TRICOM (barras de color negro) mantenidos en presencia de
péptido CEA-526 (Figura 4A) y péptido CEA-572 (Figura 4B); repertorios de TCR Va de estirpes de linfocitos T
de levadura-CEA (barras de color blanco) mantenidos en presencia de péptido CEA-526 (Figura 4C) y péptido
CEA572 (Figura 4D)).

Las Figuras 5A-5F muestran que las estirpes de linfocitos T especificas de epitopo generadas a partir de ratones
vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA tienen niveles similares de actividad litica pero una avidez
singular (las Figuras 5A y 5C muestran estirpes de linfocitos T generadas a partir de vacunaciéon con rV/F-
CEA/TRICOM vy especificas para péptido CEA-526 (Figura 5A) y péptido CEA-572 (Figura 5C); las Figuras 5B y
5d muestran estirpes de linfocitos T generadas a partir de vacunacion con levadura-CEA y especificas para
péptido CEA-526 (Figura 5B) y péptido CEA572 (Figura 5D); las Figuras 5E y 5F muestran estirpes de linfocitos
T especificas para epitopo de CEA572, generadas a partir de ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM (Figura
5E) o levadura-CEA (Figura 5F)).

La Figura 6 muestra que la administracion simultanea de vacunas de rV/F-CEA/TRICOM vy levadura-CEA en un
modelo de metastasis pulmonar ortotdpica aumenta la eficacia antitumoral.

Descripcion detallada de la invencién

La presente descripcion se refiere al uso simultaneo de dos composiciones inmunoterapicas (también denominadas
en el presente documento vacunas) para la induccion de respuestas inmunitarias terapéuticas y/o para la
prevencién, mejora y/o tratamiento de una enfermedad, incluyendo, pero no limitada a, el cancer y enfermedades
infecciosas. Mas especificamente, mediante el uso de vacunas inmunoterapicas de virus recombinantes y vacunas
inmunoterapicas a base de levadura, cada una dirigida al mismo antigeno o dominio inmunégeno del mismo, se
demuestra en el presente documento que tanto los vectores de vacuna como el antigeno tienen un papel en la
induccion de poblaciones de linfocitos T que tienen respuestas de citocinas, perfiles de expresion génica y fenotipos
del receptor de linfocitos T tanto compartidos como Unicos. En consecuencia, tanto el antigeno como el vector
desempefian un papel en la induccion de poblaciones de linfocitos T distintas. Los estudios presentados en el
presente documento indican que se inducen poblaciones de linfocitos T fenotipica y funcionalmente distintas
mediante dos plataformas de vectores que se dirigen al mismo antigeno. Por Gltimo, los inventores han demostrado
que las dos vacunas pueden combinarse simultdneamente para mejorar la eficacia terapéutica, demostrando que la
administracion simultanea de las vacunas mejor6 la eficacia antitumoral en los experimentos que se describen en el
presente documento. Estos resultados indican un beneficio terapéutico a partir de la administracion simultanea de
dos plataformas de vectores distintas dirigidas a un Unico antigeno, debido a la induccién de una poblaciéon de
linfocitos T mas diversa y a una eficacia terapéutica mejorada.

Se cree que este estudio es el primero en demostrar la administracion simultanea eficaz de dos vectores de vacuna
diferentes dirigidos al mismo antigeno. Aunque se habia demostrado previamente que cada una de las vacunas
utilizadas en los estudios que se describen en el presente documento inducen individualmente niveles similares de
proliferacién de linfocitos T CD4+ y actividad citolitica de linfocitos T CD8+ (Wansley et al., Clin Cancer Res, 1 de
julio de 2008; 14 (13): 4316-25), el descubrimiento de que estas vacunas inducen poblaciones de linfocitos T
fenotipica y funcionalmente distintas y de que las vacunas pueden combinarse simultdneamente para mejorar
sustancialmente la eficacia antitumoral, no se conocia ni se esperaba.

A diferencia de estudios anteriores que muestran que la funcionalidad de poblaciones de linfocitos T inducidas por
dos plataformas de vacunas diferentes (rV y adenovirus recombinante) dirigidas al mismo antigeno (OVA) no difirid
(Millar et al., 2007, Cell Immunol 250 (1-2): 55-67), la presente invencién proporciona pruebas de que tanto el vector
como el antigeno afectan a la funcionalidad de la poblacion de linfocitos T inducida por dos vacunas
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inmunoterapicas diferentes, una, una composicién inmunoterapica a base de virus (denominada en el presente
documento rV-CEA/TRICOM) vy, la otra, una composicién inmunoterapica a base de levadura (denominada en el
presente documento levadura-CEA). Comparando las poblaciones de linfocitos T inducidas por ambas vacunas en
términos de produccion de citocinas, expresion génica y perfiles de TCR, los estudios presentados en el presente
documento descubrieron que rV-CEA/TRICOM induce una respuesta Thl y linfocitos T CD8+ con un fenotipo Tc1,
mientras que levadura-CEA induce una respuesta mixta Th1/Th2 y linfocitos T CD8+ con un fenotipo mixto Tc1/Tc2
(Figuras 1y 3). Se observaron una regulacién positiva de genes implicados en la migracion de células inmunitarias y
la sefializacion TCR y una proliferacion de linfocitos T en ambas vacunas (Tabla 1). Curiosamente, aunque estas
vacunas modulan la expresion de genes que participan en diversas vias celulares de una manera aparentemente
desventajosa, las respuestas inmunitarias especificas de antigeno o la eficacia antitumoral no se anulan (Wansley et
al., Clin Cancer Res, 1 de julio de 2008; 14 (13): 4316-25). También se demuestra en el presente documento que las
poblaciones de linfocitos T inducidas por cualquiera de las vacunas tienen un uso de genes TCR Va y V[ tanto
compartido como Unico (Figura 2) y que las estirpes de linfocitos T creadas a partir de ratones vacunados con CEA-
Tg, especificas para uno de los dos epitopos de CEA demuestran avidez diferencial y actividad citolitica especifica
de antigeno (Figura 5). Tomados en conjunto, estos estudios demuestran que las dos vacunas inmunoterapicas
inducen poblaciones de linfocitos T distintas y diferencias en el fenotipo y la funcién de estas poblaciones de
linfocitos T pueden atribuirse tanto al vector como al antigeno. Estos descubrimientos son aplicables al uso de
cualquier antigeno en el contexto de las composiciones inmunoterapicas.

El modo de entrega de antigenos mediante cualquiera de las plataformas de vacunas puede influir en la generacion
de estas respuestas distintas. EI mecanismo por el cual levadura-CEA activa predominantemente la respuesta
inmunitaria es a través de la captacion de la levadura que expresa CEA y el posterior procesamiento y presentacion
del antigeno CEA por las células dendriticas (CD) (Bernstein et al., Vaccine, 24 de enero de 2008; 26 (4): 509-21),
mientras que los vectores rV/F-CEA/TRICOM infectan las células, induciendo la expresion intracelular que permite
gue el antigeno CEA se procese y presente (Hodge et al., Cancer Res, 15 de noviembre de 1999; 59 (22): 5800-7).
Otra diferencia observada es que la vacunacion con rV/F-CEA/TRICOM induce la produccién de anticuerpo
especifico de CEA mientras que con levadura-CEA no (datos no mostrados). Dichas diferencias de mecanismo en la
activacion de las vias humorales y celulares del sistema inmunitario también pueden influir sobre la induccién
especifica de vector y de antigeno de poblaciones de linfocitos T distintas.

Sorprendentemente, los inventores descubrieron que la administracién de dos vacunas que se dirigen al mismo
antigeno induce poblaciones de linfocitos T distintas y da como resultado una inmunidad antitumoral
significativamente mayor en un modelo de metastasis pulmonar ortotopica murina (Figura 6). Este estudio también
mostré por primera vez que dos plataformas de vacunas dirigidas al mismo antigeno podrian administrarse
simultdaneamente debido a su induccién de poblaciones de linfocitos T distintas. Ademas, estos datos demuestran
qgue la administracion simultanea de las dos vacunas da como resultado un aumento sustancial de los efectos
antitumorales, debido a la induccion de una poblacion de linfocitos T mas diversa que se dirige al mismo antigeno.
Estos descubrimientos indican que la combinacién simultanea de estas vacunas puede usarse para aumentar la
inmunidad especifica de antigeno. El uso simultdneo de las vacunas inmunoterapicas como se describen en el
presente documento induce una poblacién de linfocitos T mas diversa que consiste en linfocitos T generados a partir
de ambas vacunas, haciendo innecesaria una pauta sensibilizacién-refuerzo diversificada utilizada antes de la
invencion, aunque la combinacién de una pauta sensibilizacion-refuerzo diversificada con el protocolo de
administraciéon simultdnea descrito en el presente documento puede potenciar adicionalmente una respuesta
inmunitaria eficaz. La presente invencién maximiza la respuesta inmunitaria que se inicia con la vacunacion inicial
mediante la inducciéon de una poblacion de linfocitos T mas diversa que después se refuerza y se amplifica en
magnitud con cada vacunacién posterior. Dicha estrategia seria eficaz en pacientes con cancer, asi como en
pacientes que padecen una enfermedad infecciosa crénica, debido a que se induciria una poblacién de linfocitos T
mas diversa al principio de su tratamiento.

En consecuencia, la presente invencién se refiere al uso simultdneo de dos 0 mas composiciones inmunoterapicas
diferentes para inducir respuestas inmunitarias terapéuticas contra uno o0 mas antigenos y/o para prevenir, mejorar
ylo tratar una enfermedad o afeccion, incluyendo el cancer o una enfermedad infecciosa. Las dos o mas
composiciones inmunoterapicas diferentes se dirigen al mismo antigeno o antigenos. En una realizacion, las dos o
mas composiciones inmunoterapicas se administran simultdneamente, pero en diferentes sitios fisicos en el
paciente. En otra realizacion, las dos o mas composiciones inmunoterapicas diferentes se administran
simultaneamente y en el mismo sitio, 0 en uno sustancialmente adyacente, en el paciente.

Los dos 0 mas composiciones inmunoterapicas diferentes utilizadas en la presente invencion son capaces, cada una
de forma individual, de inducir una respuesta inmunitaria y preferentemente, al menos una respuesta inmunitaria
celular y, mas preferentemente, una respuesta inmunitaria celular mediada por linfocitos T. En un aspecto, al menos
una de las composiciones es capaz de inducir una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD8+ y/o CD4+ y
mas preferentemente, una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD4+ y una respuesta inmunitaria
mediada por linfocitos T CD8+. Preferentemente, todas las composiciones utilizadas simultaneamente de acuerdo
con la invencion son capaces de inducir una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD8+ y/o una respuesta
inmunitaria mediada por linfocitos T CD4+ y, mas preferentemente, una respuesta inmunitaria CD8+ y una respuesta
inmunitaria CD4+. Opcionalmente, al menos una de las composiciones es capaz de inducir una respuesta
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inmunitaria humoral. Preferentemente, la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T que se induce por una de
las composiciones inmunoterapicas es fenotipicamente y/o funcionalmente distinta en uno o0 mas aspectos de la
respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T que se induce por la otra composicién inmunoterapica. En un aspecto,
la composicion inmunoterapica tiene una o mas de las siguientes caracteristicas: (a) estimula uno o mas receptores
de reconocimiento de patrones eficaces para activar una célula presentadora de antigeno; (b) regula positivamente
moléculas de adhesion, moléculas coestimuladoras y moléculas del CMH de clase | y/o de clase Il sobre células
presentadoras de antigeno; (c) induce la produccién de citocinas proinflamatorias por células presentadoras de
antigeno; (d) induce la produccion de citocinas de tipo Thl por los linfocitos T; (e) induce la produccién de citocinas
de tipo Th17 por los linfocitos T; (f) inhibe o regula negativamente Treg; y/o (g) induce respuestas inmunitarias
especificas de antigeno de CMH de clase | y/o CMH de clase Il. Las composiciones inmunoterapicas adecuadas
pueden incluir composiciones inmunoterapicas a base de levadura, composiciones inmunoterapicas a base de virus,
composiciones inmunoterapicas a base de anticuerpo, composiciones inmunoterapicas de ADN, vacunas de
subunidades y cualesquier componentes o adyuvantes Utiles para estimular o modular una respuesta inmunitaria,
tales como agonistas de TLR, citocinas, potenciadores inmunitarios y otros agentes, y cualquier combinacion de los
mismos, muchos de los cuales se describen en mas detalle a continuacién. En un aspecto, las composiciones
inmunoterdpicas que se han de usar en la presente invencién incluyen composiciones a base de virus y
composiciones a base de levadura recombinantes (que se describen en detalle a continuacion).

Composicién inmunoterapica a base de virus

Un aspecto de la invencion se refiere a una composicion inmunoterapica a base de virus recombinante (frase que
puede usarse de forma intercambiable con "producto inmunoterapico a base de virus", "composicién a base de
virus", "inmunoterapico basado en virus", "vacuna a base de virus", “composicidon inmunoterapica que comprende o
incluye un virus recombinante o vector virico recombinante” o cualquier derivacion similar de estas frases). Como se
usa en el presente documento, la frase “composicion inmunoterapica a base de virus" se refiere a una composicion
que incluye un componente de vector virico (por ejemplo, un virus recombinante o porcion del mismo eficaz para
constituir un vector virico) y que induce una respuesta inmunitaria suficiente para conseguir al menos un beneficio
terapéutico en un sujeto. Se describen en detalle composiciones inmunoterapicas a base de virus y métodos de
fabricacion y, en general, el uso de las mismas, por ejemplo, en la Patente de los EE.UU. N.° 6.045.802, la Patente
de los EE.UU. N.° 6.893.869, la Patente de los EE.UU. N.° 6.548.068 y la Patente de los EE.UU. N.° 6.969.609. En
un aspecto, una composicién inmunoterapica a base de virus Util en la invencion es capaz de inducir una respuesta
inmunitaria mediada por linfocitos T CD8+ y/o una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD4+ y, en un
aspecto, una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD8+ y una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos
T CD4+ y, en un aspecto, una respuesta inmunitaria humoral. Una composicién inmunoterapica a base de virus Util
en la presente invencion puede, por ejemplo, inducir una respuesta inmunitaria en un individuo de manera que se
trate el individuo para la enfermedad o afeccion, o de manera que se alivien o se traten los sintomas resultantes de
la enfermedad o afeccién.

Una composicién inmunoterapica a base de virus normalmente comprende un vector virico que comprende un
genoma virico o porciones del mismo (por ejemplo, un virus recombinante) y una secuencia de acido nucleico que
codifica al menos un antigeno o antigenos a partir de un agente que provoca una enfermedad o patologia (por
ejemplo, antigeno o antigenos de cancer, antigeno de una enfermedad infecciosa o enfermedades infecciosas y/o al
menos un dominio inmunoégeno de los mismos). En algunas realizaciones, una composicién inmunoterapica a base
de virus incluye, ademas, al menos un vector virico que comprende una o mas secuencias de acido nucleico que
codifican una o mas molécula o moléculas inmunoestimuladoras. En algunas realizaciones, los genes que codifican
moléculas inmunoestimuladoras y antigenos se insertan en el mismo vector virico (el mismo virus recombinante).

Los virus que pueden usarse en dichas composiciones inmunoterapicas de la presente invencién son cualquier tipo
de virus que infecte células, induciendo la expresion intracelular del antigeno transportado por el virus que permite
que el antigeno se procese y se presente. Entre estos virus se prefieren aquellos que inducen una respuesta Thly
linfocitos T CD8+ con un fenotipo Tcl. Los virus que pueden usarse en una composicién de la invencién incluyen los
virus en los que una porcién del genoma puede eliminarse para introducir nuevos genes sin destruir la infectividad
del virus.

Los virus parentales (es decir, virus a partir de los cuales se producen, derivan, basan, etc. vectores viricos/virus
recombinantes) Utiles en la produccion de vectores viricos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, virus de la
viruela, virus del herpes, adenovirus, alfavirus, retrovirus, picornavirus, baculovirus e iridovirus. Los virus de la viruela
(miembros de la familia Poxviridae) que tiene utilidad en la presente invencién incluyen vectores replicantes y no
replicantes. Dichos virus de la viruela incluyen, pero no se limitan a, orthopox (género Orthopoxvirus), tales como
virus variolovacunal (Perkus et al., Science 229: 981-984, 1985; Kaufman et al., Int J. Cancer 48: 900-907, 1991,
Moss, Science 252: 1662, 1991), viruela del mapache, viruela de conejo y similares, viruela aviar (género
Avipoxvirus) incluyendo virus de la viruela aviar, viruela porcina (género Suipoxvirus), viruela caprina (género
Capripoxvirus) y similares. Los virus de la viruela pueden seleccionarse entre el grupo del virus variolovacunal-
Copenhague, virus variolovacunal-cepa Wyeth, virus variolovacunal altamente atenuado (virus variolovacunal-cepa
MVA), virus variolovacunal Ankara modificado (Sutter y Moss, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 89: 10847- 10851; Sutter
et al., Virology 1994), NYVAC, TROVAC, viruela del canario, ALVAC (Baxby y Paoletti, Vaccine 10: 8-9, 1992; Rinns,
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M. M. et al., (Editores) Recombinant Poxviruses CRC Press, Inc., Boca Ratén 1992; Paoletti, E., Proc. Nat'l. Acad.
Sci. USA 93: 11349-11353, 1996), viruela porcina y similares. Un derivado del virus variolovacunal-cepa Wyeth
incluye, pero no se limita a, vTBC33 que carece de un gen K1L funcional. En otra realizacion mas, el virus es Dry-
Vax disponible como una vacuna contra la viruela de los Centros para el Control de Enfermedades de los EE.UU.,
Atlanta, Georgia. En una realizacion, el vector recombinante es un virus variolovacunal. En otra realizacion, el vector
recombinante es del virus de la viruela aviar. Una cepa de virus de la viruela aviar, por ejemplo, es POXVAC-TC
(Schering-Plough Corporation).

Los virus de la viruela recombinante que tiene utilidad en la presente invencién tienen una serie de atributos,
incluyendo (i) entrega eficaz de genes a mudltiples tipos celulares, incluyendo células presentadoras de antigeno
(CPA) y células tumorales; (ii) altos niveles de expresion de proteina; (iii) presentacion éptima de antigenos al
sistema inmunitario; (iv) capacidad de provocar respuestas inmunitarias mediadas por células asi como respuestas
de anticuerpos; (v) modificacion genética transitoria, en lugar de permanente, de las células y (vi) la capacidad de
usar combinaciones de virus de la viruela de diferentes géneros, ya que, inmunolégicamente, no tienen reaccion
cruzada.

Los virus variolovacunal recombinante (rV, rMVA) y de la viruela aviar recombinante (rF) son dos virus de ejemplo
para su uso en las composiciones inmunoterapicas a base de virus de la invencién. Se han descrito virus
variolovacunal y de la viruela aviar recombinantes que contienen genes murinos B7-1, ICAM-1 y LFA-3, asi como el
gen de CEA humano (rV/F-CEA/TRICOM) (Hodge et al., Cancer Res, 15 de noviembre de 1999; 59 (22): 5800-7;
Grosenbach et al.,, Cancelar Res, 1 de junio de 2001; 61 (11): 4497-505; y Hodge et al., Cancer Res, 15 de
noviembre de 2003; 63: 7942-7949). El virus rF que expresa GM-CSF murino (rF-GM-CSF) se ha descrito
anteriormente (Kass et al., Cancer Res, 1 de enero de 2001; 61 (1): 206-14). Para los fines de la presente invencion,
una vacuna designada "rV/F-CEA/TRICOM" se refiere a un protocolo de vacuna completo que incluye una
sensibilizaciéon con rV-CEA/TRICOM (polinucledtidos que contienen virus variolovacunal recombinante que codifica
B7-1, ICAM-1, LFA -3 y CEA) mezclada con rF-GM-CSF (virus de la viruela aviar recombinante que contiene un gen
que codifica GM-CSF), que se refuerza cada 7 dias con virus de la viruela aviar recombinante rF-CEA/TRICOM que
contiene polinucleétidos que codifican B7-1, ICAM-1, LFA-3 y CEA) mezclado con rF-GM-CSF. Ha de entenderse
gue CEA es solo un ejemplo de un antigeno adecuado (en el presente documento, un antigeno asociado a tumor o
de cancer) para usarse junto con una 0 mas composiciones inmunoterapicas de la invencion.

El vector virico de la presente invencién comprende al menos un elemento de control de la expresion unido
operativamente a la secuencia de acido nucleico. Los elementos de control de la expresién se insertan en el vector
para controlar y regular la expresion de la secuencia de acido nucleico (Ausubel et al., 1987, en Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley and Sons, Nueva York, NY). Los elementos de control de la expresion son conocidos
en la técnica e incluyen los promotores. Son promotores (tiles en la presente invencion los promotores de virus de la
viruela como se conocen en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, 30K, 13, sE/L, 7.5K, 40 K y C1. La
secuencia de acido nucleico del promotor 30K se desvela en n.° de acceso de GenBank M35027 en los nimeros de
base 28.012 a 28.423 (antisentido). La secuencia de acido nucleico de 13, se desvela en (n.° de acceso de GenBank
J03399 en los nimeros de base 1100 a 1301 (antisentido). La secuencia de acido nucleico del promotor 7.5K se
desvela en (n.° de acceso de GenBank M35027 en los niumeros de base 186550 a 186680. La secuencia de acido
nucleico del promotor 40K se desvela en (n.° de acceso de GenBank M13209 en los numeros de base 9700 a 9858
(antisentido). La secuencia de acido nucleico del promotor C1 se desvela en (n.° de acceso de GenBank M59027 en
los nimeros de base 1 a 242 y en la Patente de los EE.UU. N.° 5.093.258. La secuencia del promotor sE/L se
conoce en la técnica. Pueden usarse otros promotores de virus de la viruela, tales como, los descritos por Davison y
Moss (J. Mol Biol 210: 749-769 (1989). Cualquiera de estos promotores puede sintetizarse mediante el uso de
métodos convencionales en la técnica. La seleccidon de un promotor apropiado se basa en su sincronizacion y nivel
de expresion. En un aspecto se usan promotores tempranos o tempranos/tardios. En una realizacion, el promotor o
combinacién de promotores utilizados permiten la expresion Optima de cada molécula de antigeno y/o
coestimuladora en un hospedador infectado para proporcionar una respuesta inmunitaria sinérgica. En una
realizacién, cada molécula de acido nucleico que codifica una molécula de antigeno o coestimuladora es controlada
por un promotor separado y distinto.

Como se usa en el presente documento con cualquier composicidon inmunoterapica que se describe para su uso en
la invencion presente, las moléculas inmunoestimuladora incluyen, pero no se limitan a, citocinas y moléculas
coestimuladoras. Por ejemplo, las citocinas pueden incluir, pero no se limitan a, factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
interleucina-6 (IL-6), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), interferon-y (IFN-y), IFN-
a, IFN-A, interleucina-12 (IL-12), RANTES e interleucina-2 (IL2). Las moléculas coestimuladoras incluyen, pero no se
limitan a, B7.1 (también denominada en el presente documento B7-1), B7.2 (también denominada en el presente
documento B7-2), ICAM-1, LFA-3, 4-1BBL, CD59, CD40, CD40 y CD70. Las moléculas inmunoestimuladoras
pueden proporcionarse en una composicion inmunoterapica solas y/o en una diversidad de combinaciones de la
invencion y pueden ser expresadas por uno 0 mas vectores viricos u otros vectores de vacuna. En un aspecto, el
vector recombinante de la presente invencion comprende genes que codifican al menos tres moléculas
coestimuladoras para la potenciacion sinérgica de la respuesta inmunitaria que no puede obtenerse mediante el uso
de una molécula coestimuladora individual o una doble. Los genes que codifican diversas combinaciones de
moléculas coestimuladoras son un elemento de la invencion para su uso en el vector recombinante y pueden incluir
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combinaciones tales como: B7.1, B7.2, ICAM-1y LFA-3; B7.1, ICAM-1y LFA-3; B7.1, B7.2, ICAM-1 y 4-1BBL; B7.1,
B7.2, ICAM-1, LFA-3 y 4-1BBL; CD59 y VCAM-1; y B7.1 y B7.2; CD59, CD40, 4-BBL CD70 y VCAM-1, B7.1, B7.2;
OX-40L, 4-1BBL; dependiendo de la respuesta inmunitaria deseada y la enfermedad o afeccion que se ha de tratar.

B7.1 (CD80) es un ligando natural para el antigeno de linfocitos T, CD28, que media la adhesion de los linfocitos Ty
las células B. B7.1 se expresa en células B activadas y monocitos estimulados con interferén gamma. La unién de
CD80 a CD28 y CTLA-4 proporciona una sefial coestimuladora a los linfocitos T y conduce a la produccion de
linfocinas regulada positivamente. B7.2 (CD86) es un ligando alternativo para CD28 y CTLA-4.

ICAM-1 (Molécula de Adhesion Intercelular 1), también conocida como CD54, es una molécula de adhesion
intercelular asociado a leucocitos y al endotelio y es un ligando para LFA-1 (integrina), un receptor de leucocitos.
ICAM-1 se regula positivamente tras la estimulacion por citocinas y esta implicado en interacciones celulares, en la
transmigracion endotelial de leucocitos y en la sefializacion relacionada con el reclutamiento de células inmunitarias
proinflamatorias.

LFA-3 (antigeno 3 asociado a la funcién de los linfocitos) o CD58, es una molécula de adhesion expresada por las
células presentadoras de antigeno (CPA), que median en una sefial coestimuladora a través de CD2, una molécula
de adhesion que se encuentra en los linfocitos T y los linfocitos citoliticos naturales (NK). Esta interaccion promueve
la adhesion intercelular y la activacion de linfocitos T.

4-1BBL se expresa en células presentadoras de antigeno activadas (CPA) y es el ligando para 4-1BB, un miembro
coestimulador de la familia de receptores de factores de necrosis tumoral expresado en linfocitos T CD4 y CD8
activados. La interaccion de estas moléculas puede potenciar la proliferacion y supervivencia de los linfocitos T y
amplificar y activar la memoria de linfocitos T CD8+ (Bukczynski et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004, 101 (5):
1291-6).

CD59 es una proteina reguladora del complemento. Los virus, incluyendo el virus variolovacunal, incorporan CD59
de la célula hospedadora en su propia envoltura virica para evitar la lisis por el complemento (Bohana-Kashtan et al.,
2004, Mol. Immunol. 41 (6-7): 583-97).

VCAM-1 (molécula de adhesién celular vascular 1), o CD106, es una molécula de adhesion expresada por las
células endoteliales y media la adhesién de los linfocitos, monocitos, eosindfilos y baséfilos al endotelio vascular.
También actla en la transduccion de sefiales de leucocitos-célula endotelial.

CD40 es una proteina coestimuladora expresada por las células presentadoras de antigeno (CPA). La unién de
CD40 a su ligando natural, CD40L, en loa linfocitos T, activa la CPA e inicia una cascada de sefializacién que media
una diversidad de respuestas inmunitarias e inflamatorias.

CD70 es un ligando para CD27, que es un receptor necesario para la generacion y el mantenimiento de la
inmunidad de linfocitos T a largo plazo.

OX40-L se expresa sobre la superficie de células B activadas, linfocitos T, células dendriticas y células endoteliales
y se une a su receptor natural, OX40, que es expresado principalmente por linfocitos T CD4+ activados, y por tanto,
esta interaccion se relaciona con la activacién de linfocitos T.

GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos) es una citocina que actia como un factor de
crecimiento de leucocitos producido por linfocitos T, macréfagos y otras células. GM-CSF estimula a las células
madre para que produzcan granulocitos (neutréfilos, eosinéfilos y basoéfilos) y monocitos, y es, por tanto, parte del
proceso de activacion y desarrollo del sistema inmunitario.

La producciéon simultdnea de una molécula inmunoestimuladora y el antigeno o antigenos en el sitio de
replicacién/infeccion del virus (en cualquier caso, el sitio de produccién de antigenos) potencia la generacion de
efectores especificos. Dependiendo de las moléculas inmunoestimuladoras especificos, diferentes mecanismos
pueden ser responsables de la inmunogenia potenciada: el aumento de la sefial de ayuda (IL-2), el reclutamiento de
CPA profesional (GM-CSF), el aumento en la frecuencia de CTL (IL-2) y/o el efecto sobre la via de procesamiento
del antigeno y la expresion de CMH (IFN-y y TNFa). En algunos casos, puede ser beneficioso producir un virus
recombinante que comprenda mas de un antigeno de interés con el fin de tener una vacuna multivalente.

En una realizacion, una composicion farmacéutica comprende un virus recombinante (por ejemplo, un virus de la
viruela) que contiene moléculas de acido nucleico que codifican multiples moléculas coestimuladoras en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. El virus recombinante puede comprender adicionalmente una secuencia de acido
nucleico que codifica al menos un antigeno o dominio inmunégeno del mismo o, como alternativa, puede
proporcionarse un segundo virus recombinante (por ejemplo, un virus de la viruela) que codifique al menos un
antigeno o dominio inmunoégeno del mismo.
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En una realizacion, una composicion inmunoterapica a base de virus util en la presente invencién incluye una
composicion farmacéutica que comprende un virus recombinante (por ejemplo, un virus de la viruela recombinante)
gue comprende una secuencia de acido nucleico que codifica B7.1 o B7.2, una secuencia de acido nucleico que
codifica ICAM-1 y una secuencia de acido nucleico que codifica LFA-3, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Ademas de la construccion de B7, ICAM-1, LFA-3, el virus recombinante de la composicion farmacéutica puede
comprender adicionalmente una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un antigeno o dominio
inmundgeno del mismo o como alternativa, la secuencia de acido nucleico que codifica al menos una antigeno o
dominio inmunégeno del mismo pueden proporcionarse en la composicién por un segundo virus recombinante.

En una realizacion, la composicion puede comprender también moléculas inmunoestimuladoras afadidas
exogenamente como se conocen en la técnica incluyendo, pero no limitadas a, las moléculas coestimuladoras B7,
ICAM-1, LFA-3, 4-1BBL, CD59, CD40, CD70, VCAM-1, OX-40L y/o anticuerpos que se unen a dichas moléculas
inmunoestimuladoras, y/o agonistas o antagonistas de dichas moléculas inmunoestimuladoras, y/o citocinas y
quimiocinas, incluyendo pero no limitadas a IL-2, GM-CSF, TNFa, IFN-y, IFN-a, IFN-A, IL-12, RANTES, MIP-1a, Flt-
3L (Patentes de los EE.UU. N.° 5.554.512; 5.843.423) y similares, para la sinergia o potenciacion adicional de una
respuesta inmunitaria. Las propias citocinas y quimiocinas pueden proporcionarse en la composiciéon o, como
alternativa, las citocinas y quimiocinas puede ser proporcionadas por un vector virico recombinante que codifique la
citocina o quimiocina.

En una realizacion de la presente invencion, se proporciona un virus de la viruela recombinante que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica LFA-3 o una porcion funcional del mismo bajo el control de un promotor de
virus de la viruela 30K, una secuencia de acido nucleico que codifica ICAM-1 o una porcién del mismo bajo el control
de un promotor de virus de la viruela 13 y una secuencia de acido nucleico que codifica B7.1 o una porcién del
mismo bajo el control de un promotor de virus de la viruela sg/L. El virus de la viruela recombinante puede
proporcionar adicionalmente una secuencia de acido nucleico que codifigue al menos un antigeno o dominio
inmundgeno del mismo.

En otra realizacién de la presente invencion, se proporciona un virus de la viruela recombinante que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica B7.1 bajo el control de un promotor de virus de la viruela sE/L, una
secuencia de acido nucleico que codifica LFA-3 o una porcién del mismo bajo el control del promotor de virus de la
viruela 13 y una secuencia de acido nucleico que codifica ICAM-1 o una porcion del mismo bajo el control del
promotor de virus de la viruela 7.5K. Opcionalmente, la construccion comprende adicionalmente una secuencia de
acido nucleico que codifica al menos antigeno o dominio inmunégeno del mismo.

En una realizacion de la invencion, un virus de la viruela aviar recombinante comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica B7.1 o una porcion del mismo bajo el control del promotor de virus de la viruela sE/L, una
secuencia de acido nucleico que codifica LFA-3 o una porcién del mismo bajo el control del promotor de virus de la
viruela 13 y una secuencia de acido nucleico que codifica ICAM-1 o una porcion del mismo bajo el control del
promotor de virus de la viruela 7.5K. Un virus de la viruela aviar recombinante puede comprender adicionalmente
una secuencia de acido nucleico que codifique un antigeno diana bajo el control de un promotor de virus de la
viruela tal como el promotor de virus de la viruela 40K.

La presente invencién proporciona adicionalmente métodos de generacion de virus recombinantes que comprenden
secuencias de acido nucleico que codifican antigenos y/o mdltiples moléculas coestimuladoras. Un método de
generacién de virus de la viruela recombinantes se realiza mediante recombinacién in vivo homéloga entre ADN
gendmico de virus de la viruela parental y un vector plasmidico que lleva las secuencias heterélogas que se han de
insertar, como se desvela en la Patente de los EE.UU. N.° 5.093.258. Los vectores plasmidicos para la insercion de
secuencias extrafias en virus de la viruela se construyen mediante métodos convencionales de tecnologia de ADN
recombinante. Los vectores plasmidicos contienen uno o0 mas genes extrafios quiméricos, comprendiendo cada uno
un promotor de virus de la viruela unido a una secuencia codificante de proteina, flanqueados por secuencias viricos
de una region no esencial del genoma del virus de la viruela. El plasmido se transfecta en células infectadas con el
virus de la viruela parental usando métodos de transfeccion aceptados en la técnica y la recombinacion entre
secuencias de virus de la viruela en el plasmido y el ADN correspondiente en el genoma virico parental da como
resultado la insercion en el genoma virico de los genes extrafios quiméricos desde el plasmido. Los virus
recombinantes se seleccionan y se purifican usando cualquiera de una diversidad de sistemas seleccion o cribado
gue son conocidos en la técnica. La insercion de los genes extrafios en el genoma del virus variolovacunal se
confirma mediante analisis por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La expresion de los genes extrafios se
demuestra mediante analisis por transferencia Western. Un método alternativo de generacion de virus de la viruela
recombinante se consigue mediante ligacion directa (Pleiderer et al., J. Gen. Virol. 76: 2957-2962, 1995; Merchlinsky
et al., Virol. 238: 444-451, 1997).

Composiciones inmunoterapicas a base de levadura

En una realizacion de la invencién, la invencion incluye el uso de al menos una "composicion inmunoterapica a base
de levadura" (frase que puede usarse de forma intercambiable con "producto inmunoterapico a base de levadura”,
"composicion a base de levadura", "inmunoterapico a base de levadura", “vacuna a base de levadura”, “composicién
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inmunoterapica que comprende un vehiculo de levadura” o cualquier derivacién similar de estas frases). Como se
usa en el presente documento, la expresion "composicién inmunoterapica a base de levadura" se refiere a una
composicion que incluye un componente de vehiculo de levadura y que provoca una respuesta inmunitaria suficiente
para conseguir al menos un beneficio terapéutico en un sujeto. Mas en particular, una composicién inmunoterapica a
base de levadura es una composiciéon que incluye un componente de vehiculo de levadura y que puede provocar o
inducir una respuesta inmunitaria, tal como una respuesta inmunitaria celular, incluyendo sin limitacion una
respuesta inmunitaria celular mediada por linfocitos T. En un aspecto, una composicion inmunoterapica a base de
levadura Gtil en la invencién es capaz de inducir una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD8+ y/o una
respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD4+ y, en un aspecto, una respuesta inmunitaria mediada por
linfocitos T CD8+ y una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD4+. Opcionalmente, una composicion
inmunoterapica a base de levadura es capaz de provocar una respuesta inmunitaria humoral. Una composicion
inmunoterdpica a base de levadura util en la presente invencion puede, por ejemplo, inducir una respuesta
inmunitaria en un individuo de manera que se trate el individuo para la enfermedad o afeccion, o de manera que se
alivien o se traten los sintomas resultantes de la enfermedad o afeccion.

Normalmente, una composicion inmunoterapica a base de levadura incluye un vehiculo de levadura y al menos un
antigeno o dominio inmundgeno del mismo expresado por, unido a, 0 mezclado con el vehiculo de levadura. En
algunas realizaciones, el antigeno o dominio inmunégeno del mismo se proporciona en forma de una proteina de
fusion. En un aspecto de la invencion, la proteina de fusién puede incluir dos 0 mas antigenos. En un aspecto, la
proteina de fusion puede incluir dos o mas dominios inmunégenos de uno o mas antigenos o dos o mas epitopos de
uno o mas antigenos. Un TARMOGEN® es un ejemplo no limitante, de una composicién inmunoterapica a base de
levadura que es util en la presente invencion. Un TARMOGEN® (inmundégeno molecular dirigido (del inglés
TARgeted MOlecular immunoGEN), Globelmmune, Inc., Louisville, Colorado) generalmente se refiere a un vehiculo
de levadura que expresa uno 0 mas antigenos heterélogos extracelularmente (en su superficie), intracelularmente
(internamente o citosélicamente) o tanto extracelularmente como intracelularmente.

Se describen en detalle composiciones inmunoterapicas a base de levadura y métodos de fabricacion y, en general,
de uso de las mismas, por ejemplo, en la Patente de los EE.UU. N.° 5.830.463, la Patente de los EE.UU. N.°
7.083.787, la Patente de los EE.UU. N.° 7.465.454, la Publicacién de Patente de los EE.UU. N.° 2007-0224208, la
Publicacion de Patente de los EE.UU. N.° US 2008-0003239 y en Stubs et al., Nat. Med. 7: 625-629 (2001), Lu et al.,
Cancer Research 64: 5084-5088 (2004) y en Bernstein et al., Vaccine, 24 de enero de 2008; 26 (4): 509-21. Se ha
demostrado que estos productos inmunoterapicos a base de levadura inducen respuestas inmunitarias, incluyendo
respuestas inmunitarias celulares y humorales. Los productos inmunoterapicos a base de levadura son capaces de
destruir las células diana que expresan una diversidad de antigenos in vivo, en una diversidad de especies animales
y lo hacen a través de las respuestas inmunitarias mediadas por CD8+ y/o CD4+ especificas de antigeno. Estudios
adicionales han demostrado que las levaduras son fagocitadas avidamente por las células dendriticas y las activan
directamente, que después presentan proteinas asociadas a levadura a linfocitos T CD4+ y CD8+ de una manera
altamente eficiente. Véase, por ejemplo, Stubbs et al. Nature Med. 5: 625-629 (2001) y la Patente de los EE.UU. N.°
7.083.787.

En cualquiera de las composiciones inmunoterapicas a base de levadura utilizadas en la presente invencién, los
siguientes aspectos relacionados con el vehiculo de levadura se incluyen en la invencion. De acuerdo con la
presente invencién, un vehiculo de levadura es cualquier célula de levadura (por ejemplo, una célula entera o
intacta) o un derivado de la misma (véase a continuacién) que pueda usarse junto con uno 0 mas antigenos,
dominios inmunégenos de los mismos o epitopos de los mismos en una composicion terapéutica de la invencién o,
en un aspecto, el vehiculo de levadura puede usarse solo o como un adyuvante. El vehiculo de levadura puede, por
tanto, incluir, pero no limitarse a, un microorganismo de levadura intacto vivo (es decir, una célula de levadura que
tiene todos sus componentes incluyendo una pared celular), un microorganismo destruido (muerto) o inactivado de
levadura intacto o derivados del mismo, incluyendo: un esferoplasto de levadura (es decir, una célula de levadura
que carece de una pared celular), un citoplasto de levadura (es decir, una célula de levadura que carece de pared
celular y nucleo), una envuelta de levadura (es decir, una célula de levadura que carece de pared celular, nicleo y
citoplasma), un extracto de membrana de levadura subcelular o fraccion de la misma (también denominada una
particula de membrana de levadura y anteriormente particulas de levadura subcelulares), cualquier otra particula de
levadura o una preparacion de pared celular de levadura.

Los esferoplastos de levadura normalmente se producen por digestién enzimatica de la pared celular de la levadura.
Se describe un método de este tipo, por ejemplo, en Franzusoff et al., 1991, Meth. Enzymol. 194, 662-674.

Los citoplastos de levadura normalmente se producen por enucleacién de células de levadura. Se describe un
método de este tipo, por ejemplo, en Coon, 1978, Natl. Cancer Inst. Monogr. 48, 45-55.

Las envueltas de levadura normalmente se producen volviendo a sellar una célula permeabilizada o lisada y pueden
contener, pero no necesariamente, al menos algunos de los organulos de esa célula. Se describe un método de este
tipo, por ejemplo, en Franzusoff et al., 1983, J. Biol. Chem. 258, 3608-3614 y Bussey et al., 1979, Biochim. Biophys.
Acta 553, 185-196.
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Una particula de membrana de levadura (extracto de membrana de levadura subcelular o fraccion de la misma) se
refiere a una membrana de levadura que carece de un ndcleo o citoplasma natural. La particula puede ser de
cualquier tamafio, incluyendo tamafios que varian desde el tamafio de una membrana de levadura natural a
microparticulas producidas por tratamiento con ultrasonidos u otros métodos de alteracion de la membrana
conocidos por los expertos en la materia, seguidos de cambio de escala. Se describe un método de produccion de
extractos de membranas de levadura subcelulares, por ejemplo, en Franzusoff et al., 1991, Meth. Enzymol. 194.
662-674. También pueden usarse fracciones de particulas de membrana de levadura que contengan porciones de
membrana de levadura y, cuando el antigeno u otra proteina se exprese de forma recombinante por la levadura
antes de la preparacion de las particulas de membrana de levadura, el antigeno u otra proteina de interés. Los
antigenos u otras proteinas de interés pueden llevarse dentro de la membrana, en cualquiera de las superficies de la
membrana o combinaciones de los mismos (es decir, la proteina puede estar tanto dentro como fuera de la
membrana y/o abarcando la membrana de la particula de membrana de levadura). En una realizacion, una particula
de membrana de levadura es una particula de membrana de levadura recombinante que puede ser una membrana
de levadura intacta, alterada, o alterada y resellada que incluya al menos un antigeno deseado u otra proteina de
interés en la superficie de la membrana o al menos parcialmente incrustada en la membrana.

Un ejemplo de una preparacién de pared celular de levadura es paredes celulares de levadura aisladas que llevan
un antigeno en su superficie o al menos parcialmente incrustado en la pared celular de manera que la preparacion
de pared celular de levadura, cuando se administra a un animal, estimula una respuesta inmunitaria deseada contra
una enfermedad diana.

Puede usarse cualquier cepa de levadura para producir un vehiculo de levadura de la presente invencion. Las
levaduras son microorganismos unicelulares que pertenecen a una de tres clases: Ascomycetes, Basidiomycetes y
hongos imperfectos. Una consideracion para la seleccién de un tipo de levadura para su uso como un modulador
inmunolégico es la patogenia de la levadura. En una realizacion, la levadura es una cepa no patégena tal como
Saccharomyces cerevisiae. La seleccion de una cepa de levadura no patégena minimiza cualquier efecto adverso
para el individuo al que se le administra el vehiculo de levadura. Sin embargo, puede usarse una levadura patégena
si la patogenia de la levadura puede invalidarse mediante cualquier medio conocido para un experto en la materia
(por ejemplo, cepas mutantes). De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se utilizan cepas de levadura
no patégenas.

Los géneros de cepas de levadura que puede usarse en la invencién incluyen, pero no se limitan a, Saccharomyces,
Candida (que puede ser patdégena), Cryptococcus, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula,
Schizosaccharomyces y Yarrowia. En un aspecto, los géneros de levadura se seleccionan entre Saccharomyces,
Candida, Hansenula, Pichia o Schizosaccharomyces y, en un aspecto, se usa Saccharomyces. Las especies de
cepas de levadura que pueden usarse en la invencion incluyen, pero no se limitan a, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces carlsbergensis, Candida albicans, Candida kefyr, Candida tropicalis, Cryptococcus laurentii,
Cryptococcus neoformans, Hansenula anomala, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces
lactis, Kluyveromyces marxianus var. lactis, Pichia pastoris, Rhodotorula rubra, Schizosaccharomyces pombe y
Yarrowia lipolytica. Ha de apreciarse que varias de estas especies incluyen una diversidad de subespecies, tipos,
subtipos, etc., que se pretende que se incluyan dentro de las especies mencionadas anteriormente. En un aspecto,
las especies de levadura utilizadas en la invencion incluyen S. cerevisiae, C. albicans, H. polymorpha, P. pastoris y
S. pombe. S. cerevisiae es Util debido a que es relativamente facil de manipular y es "generalmente reconocida
como segura” o "GRAS" para su uso como aditivo alimentario (GRAS, Regla propuesta por la FDA 62FR18938, 17
de abril de 1997). Una realizacion de la presente invencién es una cepa de levadura que es capaz de replicar
plasmidos en un namero particularmente elevado de copias, tal como una cepa cir de S. cerevisiae. La cepa de S.
cerevisiae es una cepa de manera que sea capaz de soportar vectores de expresion que permitan uno o mas
antigenos diana y/o proteina o proteinas de fusién de antigenos y/u otras proteinas que se han de expresar en
niveles altos. Ademas, puede usarse cualquier cepa de levadura mutante en la presente invencion, incluyendo
aquellas que presentan modificaciones postraduccionales reducidas de antigenos diana expresados u otras
proteinas, tales como mutaciones en las enzimas que se amplifican la glucosilacion ligada a N.

En una realizacion, un vehiculo de levadura de la presente invencion es capaz de fusionarse con el tipo celular al
gue se esta entregando el vehiculo de levadura y antigeno/agente, tal como una célula dendritica o macréfago,
efectuando de este modo una entrega particularmente eficiente del vehiculo de levadura y, en muchas realizaciones,
el antigeno o antigenos u otro agente, al tipo celular. Como se usa en el presente documento, la fusién de un
vehiculo de levadura con un tipo celular diana se refiere a la capacidad de la membrana de la célula de levadura, o
particula de la misma, para fusionarse con la membrana del tipo celular diana (por ejemplo, células dendriticas o
macroéfagos), conduciendo a la formacion de sincitios. Como se usa en el presente documento, un sincitio es una
masa multinucleada de protoplasma producida por la fusion de células. Se ha demostrado que una serie de
proteinas viricas de superficie (incluyendo las de virus de inmunodeficiencia tales como VIH, virus de la gripe,
poliovirus y adenovirus) y otros fuségenos (tales como los implicados en fusiones entre 6vulos y esperma) son
capaces de efectuar la fusién entre dos membranas (es decir, entre membranas celulares viricas y de mamiferos o
entre membranas celulares de mamiferos). Por ejemplo, un vehiculo de levadura que produce un antigeno
heterdlogo gp120/gp41 del VIH en su superficie es capaz de fusionarse con un linfocito T CD4+. Se destaca, sin
embargo, que la incorporacién de un resto de direccién en el vehiculo de levadura, aunque puede ser deseable en
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algunas circunstancias, no es necesaria. En el caso de vehiculos de levadura que expresan antigenos
extracelularmente, esto puede ser una ventaja adicional de los vehiculos de levadura de la presente invencion. En
general, los vehiculos de levadura Utiles en la presente invencion se captan facilmente por las células dendriticas
(asi como otras células, tales como los macréfagos).

En algunas realizaciones de la invencion, la composiciéon inmunoterapica a base de levadura incluye al menos un
antigeno, un dominio inmundégeno del mismo o epitopo del mismo. Los antigenos que se contemplan para su uso en
la presente invencién incluyen cualquier antigeno contra el que se desea producir una respuesta inmunitaria (se
describe en mas detalle a continuacion).

De acuerdo con la presente invencion, la expresion "complejo vehiculo de levadura-antigeno” o "complejo levadura-
antigeno" se usa generalmente para describir cualquier asociacion de un vehiculo de levadura con un antigeno y
puede usarse de forma intercambiable con "composicion inmunoterdpica a base de levadura" cuando dicha
composicion se usa para provocar una respuesta inmunitaria como se ha descrito anteriormente. Dicha asociacién
incluye la expresion del antigeno por la levadura (una levadura recombinante), la introduccién de un antigeno en una
levadura, la union fisica del antigeno a la levadura y la mezcla de la levadura y el antigeno juntos, por ejemplo, en un
tampon u otra solucion o formulacién. Estos tipos de complejos se describen en detalle a continuacion.

En una realizacion, una célula de levadura (por ejemplo, una levadura entera) utilizada para preparar el vehiculo de
levadura o que es el vehiculo de levadura se transfecta con una molécula de acido nucleico heterélogo que codifica
una proteina (por ejemplo, el antigeno o agente) de manera que la proteina sea expresada por la célula de levadura.
Dicha levadura también se denomina, en el presente documento, una levadura recombinante o un vehiculo de
levadura recombinante. La célula de levadura después puede administrarse o la célula de levadura puede
inactivarse o puede derivatizarse tal como mediante formacién de esferoplastos, citoplastos, envueltas o particulas
subcelulares de levadura. Los esferoplastos de levadura también pueden transfectarse directamente con una
molécula de acido nucleico recombinante (por ejemplo, el esferoplasto se produce a partir de una levadura entera y
después se transfecta) con el fin de producir un esferoplasto recombinante que exprese un antigeno u otra proteina.

En un aspecto, una célula de levadura o un esferoplasto de levadura utilizados para preparar el vehiculo de levadura
se transfectan con una molécula de acido nucleico recombinante que codifica el antigeno o antigenos u otra proteina
de manera que el antigeno u otra proteina se expresa de forma recombinante por la célula de levadura o el
esferoplasto de levadura. En este aspecto, la célula de levadura o el esferoplasto de levadura que expresan de
manera recombinante el antigeno o antigenos u otra proteina se usan para producir un vehiculo de levadura que
comprende un citoplasto de levadura, una envuelta de levadura o una particula de membrana de levadura o una
particula de pared celular de levadura o fraccién de los mismos.

Un nimero de antigenos y/u otras proteinas que han de ser producidos por un vehiculo de levadura de la presente
invencion es cualquier nimero de antigenos y/u otras proteinas que puedan producirse razonablemente por un
vehiculo de levadura y varia normalmente de al menos una o al menos aproximadamente 6 o mas, incluyendo de
aproximadamente 2 a aproximadamente 6 antigenos heterélogos y/u otras proteinas.

La expresion de un antigeno u otra proteina en un vehiculo de levadura de la presente invencion puede realizarse
usando técnicas conocidas para los expertos en la materia. Brevemente, en un aspecto, una molécula de acido
nucleico que codifica al menos un antigeno deseado u otra proteina se inserta en un vector de expresion de manera
gue la molécula de acido nucleico se una operativamente a una secuencia de control de la transcripcion con el fin de
gue sea capaz de efectuar ya sea la expresiéon constitutiva o regulada de la molécula de &acido nucleico cuando se
transforma en una célula de levadura hospedadora. Las moléculas de acido nucleico que codifican uno o mas
antigenos y/u otras proteinas pueden estar en uno o mas vectores de expresion unidos operativamente a una o mas
secuencias de control de expresion. Son secuencias de control de expresion particularmente importantes aquellas
que controlan el inicio de la transcripcion, tales como secuencias de activacién promotor y aguas arriba. Puede
usarse cualquier promotor de levadura adecuado en la presente invencion y una diversidad de dichos promotores
son conocidos para los expertos en la materia. Los promotores para la expresién en Saccharomyces cerevisiae
incluyen, pero no se limitan a, promotores de genes que codifican las siguientes proteinas de levadura: alcohol
deshidrogenasa | (ADH1) o Il (ADH2), CUP1, fosfoglicerato cinasa (PGK), triosa fosfato isomerasa (TPI), factor de
elongacion de la traduccion EF-1 alfa (TEF2), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH; también
denominada TDH3, para triosa fosfato deshidrogenasa), galactocinasa (GAL1), galactosa-1-fosfato uridil-transferasa
(GAL7), UDP-galactosa epimerasa (GAL10), citocromo cl1 (CYC1), proteina Sec7 (SEC?7) y fosfatasa acida (PHO5S),
incluyendo promotores hibridos tales como ADH2/GAPDH y promotores CYC1/GAL10 e incluyendo el promotor
ADH2/GAPDH, que se induce cuando las concentraciones de glucosa en la célula son bajas (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 0,2 por ciento), asi como el promotor CUP1 y el promotor TEF2.
Analogamente, se conoce una serie de secuencias de activacion aguas arriba (SAAR), también denominadas
potenciadores. Las secuencias de activacion aguas arriba para la expresion en Saccharomyces cerevisiae incluyen,
pero no se limitan a, la SAAR de genes que codifican las siguientes proteinas: pCK1, TPI, TDH3, CYC1, ADH1,
ADH2, SUC2, GAL1, GAL7 y GAL10, asi como otras SAAR activadas por el producto del gen GAL4, usandose la
SAAR de ADH2 en un aspecto. Puesto que la SAAR de ADH2 es activada por el producto del gen ADR1, puede ser
preferible sobreexpresar el gen de ADR1 cuando un gen heterélogo esta unido operativamente a la SAAR de ADH2.
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Las secuencias de terminacion de la transcripcién para la expresion en Saccharomyces cerevisiae incluyen las
secuencias de terminacion de los genes de factor a, GAPDH y CYC1.

Las secuencias de control de la transcripcion para expresar genes en la levadura metilotrofica incluyen las regiones
de control de la transcripcion de los genes que codifican la alcohol oxidasa y la formiato deshidrogenasa.

La transfeccion de una molécula de acido nucleico en una célula de levadura de acuerdo con la presente invencion
puede realizarse por cualquier método mediante el cual se administra una molécula de acido nucleico en la célula e
incluye, pero no se limita a, difusion, transporte activo, tratamiento en bafio de ultrasonidos, electroporacion,
microinyeccion, lipofeccién, adsorcion y fusion de protoplastos. Pueden integrarse moléculas de acido nucleico
transfectadas en un cromosoma de levadura o pueden mantenerse en vectores extracromosémicos usando técnicas
conocidas por los expertos en la materia. Se desvelan en detalle ejemplos de vehiculos de levadura que llevan
dichas moléculas de acido nucleico en el presente documento. Como se ha analizado anteriormente, también
pueden producirse de forma recombinante citoplasto de levadura, envuelta de levadura y particulas de membrana de
levadura o preparaciones de pared celular mediante la transfeccion de microorganismos de levadura intactos o
esferoplastos de levadura con las moléculas de acido nucleico deseadas, produciendo el antigeno en la misma y
después manipulando adicionalmente los microorganismos o esferoplastos usando técnicas conocidas por los
expertos en la materia para producir citoplasto, envuelta o extracto de membrana de levadura subcelular o
fracciones de los mismos que contienen antigenos deseados u otras proteinas.

En un aspecto de la divulgacion, el vehiculo de levadura se manipula de manera que el antigeno se exprese o se
proporcione mediante la entrega o la translocacién de un producto de proteina expresado, parcial o totalmente,
sobre la superficie del vehiculo de levadura (expresion extracelular). Un método para realizar este aspecto es el uso
de un brazo espaciador para el posicionamiento de una 0 mas proteinas sobre la superficie del vehiculo de levadura.
Por ejemplo, puede usarse un brazo espaciador para crear una proteina de fusion del antigeno o antigenos u otra
proteina de interés con una proteina que se dirige el antigeno o antigenos u otra proteina de interés a la pared
celular de levadura. Por ejemplo, una proteina de este tipo que pueden usarse para dirigir otras proteinas es una
proteina de levadura (por ejemplo, proteina de pared celular 2 (cwp2), proteina Aga2, Pir4 o Flo1) que permite que el
antigeno o antigenos u otra proteina se dirija a la pared celular de levadura de manera que el antigeno u otra
proteina se sitle sobre la superficie de la levadura. Pueden usarse proteinas distintas de las proteinas de levadura
para el brazo espaciador; sin embargo, para cualquier proteina de brazo espaciador, es mas deseable que la
respuesta inmunogénica se dirija contra el antigeno diana en lugar de la proteina de brazo espaciador. Como tal, si
se usan otras proteinas para el brazo espaciador, entonces, la proteina de brazo espaciador que se use no debe
generar una gran respuesta inmunitaria a la proteina de brazo espaciador en si, de manera que la respuesta
inmunitaria al antigeno o antigenos diana se vea abrumada. Un experto en la materia deberia apuntar a una
respuesta inmunitaria pequefia a la proteina de brazo espaciador con respecto a la respuesta inmunitaria para el
antigeno o antigenos diana. Pueden construirse brazos espaciadores para que tengan sitios de escision (por
ejemplo, sitios de escision de proteasa) que permitan que el antigeno se retire faciimente o se procese fuera de la
levadura, si se desea. Puede usarse cualquier método conocido de determinaciéon de la magnitud de la respuesta
inmunitaria (por ejemplo, produccién de anticuerpos, ensayos liticos, etc.) y son conocidos facilmente para un
experto en la materia.

Otro método para posicionar el antigeno o antigenos diana u otras proteinas que se han de exponer sobre la
superficie de levadura es usar secuencias sefial tales como glicosilfosfatidil inositol (GPI) para anclar la diana a la
pared celular de levadura. Como alternativa, el posicionamiento puede realizarse afiadiendo secuencias de sefial
que dirigen el antigeno o antigenos u otras proteinas de interés en la via secretora a través de la translocacion en el
reticulo endoplasmatico (RE) de manera que el antigeno se una a una proteina que se une a la pared celular (por
ejemplo, cwp).

En un aspecto, la proteina de brazo espaciador es una proteina de levadura. La proteina de levadura puede consistir
en entre aproximadamente dos y aproximadamente 800 aminoacidos de una proteina de levadura. En una
realizacién, la proteina de levadura tiene de aproximadamente 10 a 700 aminodacidos. En otra realizacion, la proteina
de levadura que tiene de aproximadamente 40 a 600 aminoacidos. Otras realizaciones de la invencién incluyen la
proteina de levadura que tiene al menos 250 aminoacidos, al menos 300 aminoacidos, al menos 350 aminoacidos,
al menos 400 aminoacidos, al menos 450 aminoacidos, al menos 500 aminoacidos, al menos 550 aminoacidos
acidos, al menos 600 aminoacidos o al menos 650 aminoacidos. En una realizacion, la proteina de levadura tiene al
menos 450 aminoacidos de longitud.

El uso de proteinas de levadura puede estabilizar la expresién de proteinas de fusién en el vehiculo de levadura,
impide la modificacién postraduccional de la proteina de fusion expresada y/o dirige la proteina de fusion a un
compartimiento particular en la levadura (por ejemplo, que se ha de expresar en la superficie celular de la levadura).
Para la entrega en la via secretora de la levadura, las proteinas de levadura de ejemplo que se pueden usar
incluyen, pero no se limitan a: Aga (incluyendo, pero no limitada a, Agal y/o Aga2); SUC2 (invertasa de levadura);
secuencia lider de sefial del factor alfa; CPY; Cwp2p para su localizacion y retencion en la pared celular; genes BUD
para la localizacién en la yema de la célula de levadura durante la fase inicial de la formacion de la célula hija; Flolp;
Pir2p; y Pirdp.
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Pueden usarse otras secuencias para dirigir, conservar y/o estabilizar la proteina a otras partes del vehiculo de
levadura, por ejemplo, en el citosol o la mitocondria. Los ejemplos de proteina de levadura adecuada que pueden
usarse para cualquiera de las realizaciones anteriores incluyen, pero no se limitan a, productos de los genes SEC?7;
fosfoenolpiruvato carboxicinasa PCK1, fosfoglicerocinasa PGK vy triosa fosfato isomerasa TPI para su expresion
reprimible en la glucosa y la localizacion citosélica; las proteinas de choque térmico SSA1, SSA3, SSA4, SSC1, cuya
expresion se induce y cuyas proteinas son mas termoestables tras la exposicion de las células a un tratamiento
térmico; la proteina mitocondrial CYC1 para la importacién en mitocondrias; ACT 1.

En una realizacion, el control de la cantidad de glucosilacién de levadura se usa para controlar la expresion de
antigenos por la levadura, en particular sobre la superficie. La cantidad de glucosilacion de levadura puede afectar a
la inmunogenia y antigenia del antigeno expresado en la superficie, puesto que los restos de azlcar tienden a ser
voluminosos. Como tal, la existencia de restos de azlcar en la superficie de la levadura y su impacto en el espacio
tridimensional alrededor del antigeno o antigenos diana debe tenerse en cuenta en la modulacién de la levadura de
acuerdo con la invencion. Puede usarse cualquier método para reducir la cantidad de glucosilacién de la levadura (o
aumentarla, si se desea). Por ejemplo, se podria usar una cepa de levadura mutante que se ha seleccionado para
que tenga una baja glucosilacién (por ejemplo, mutantes mnnl, ochl y mnn9) o se podria eliminar mediante la
mutacion de las secuencias aceptoras de glucosilacion sobre el antigeno diana. Como alternativa, se podria usar
una levadura con patrones de glucosilacion abreviados, por ejemplo, Pichia. También puede tratarse la levadura
usando métodos que reducen o alteran la glucosilacion.

En una realizacion de la presente invencién, como alternativa a la expresion de un antigeno u otra proteina
recombinante en el vehiculo de levadura, un vehiculo de levadura se carga intracelularmente con la proteina o
péptido o con hidratos de carbono u otras moléculas que sirven como antigeno y/o son Utiles como agentes
inmunomoduladores o modificadores de la respuesta biolégica de acuerdo con la invencion. Posteriormente, el
vehiculo de levadura, que ahora contiene el antigeno y/u otras proteinas intracelularmente, puede administrarse al
paciente o cargarse en un vehiculo tal como una célula dendritica. Pueden insertarse péptidos y proteinas
directamente en vehiculos de levadura de la presente invencién mediante técnicas conocidas por los expertos en la
materia, tales como por difusion, transporte activo, fusion de liposomas, electroporacién, fagocitosis, ciclos hielo-
deshielo y tratamiento en bafios de ultrasonidos. Los vehiculos de levadura que pueden cargarse directamente con
péptidos, proteinas, carbohidratos u otras moléculas incluyen levadura intacta, asi como esferoplastos, envueltas o
citoplastos, que pueden cargarse con antigenos y otros agentes después de la produccion. Como alternativa, la
levadura intacta puede cargarse con el antigeno y/o agente y después pueden prepararse esferoplastos, envueltas,
citoplastos o particulas subcelulares de la misma. Puede cargarse cualquier numero de antigenos y/u otros agentes
en un vehiculo de levadura en esta realizacion, desde al menos 1, 2, 3, 4 o cualquier nimero entero hasta cientos o
miles de antigenos y/u otros agentes, tal como se proporcionaria por la carga de un microorganismo o porciones del
mismo, por ejemplo.

En otra realizacion de la presente invencion, un antigeno y/u otro agente esta unido fisicamente al vehiculo de
levadura. La unién fisica del antigeno y/u otro agente al vehiculo de levadura puede realizarse por cualquier método
adecuado en la técnica, incluyendo métodos de asociacion covalentes y no covalentes que incluyen, pero no se
limitan a, reticular quimicamente el antigeno y/u otro agente a la superficie exterior del vehiculo de levadura o unir
bioldgicamente el antigeno y/u otro agente a la superficie exterior del vehiculo de levadura, tal como mediante el uso
de un anticuerpo u otro compafiero de union. La reticulacién quimica puede conseguirse, por ejemplo, mediante
métodos que incluyen unién de glutaraldehido, el marcaje por fotoafinidad, el tratamiento con carbodiimidas, el
tratamiento con sustancias quimicas capaces de unir enlaces disulfuro y el tratamiento con otros productos quimicos
de reticulaciéon convencionales en la técnica. Como alternativa, puede ponerse en contacto con el vehiculo de
levadura un producto quimico que altere la carga de la bicapa lipidica de la membrana de la levadura o la
composicion de la pared celular de manera que sea mas probable fusionar o unir la superficie exterior de la levadura
a antigenos y/u otro agente que tengan caracteristicas de carga especificas. También pueden incorporarse agentes
de direccion tales como anticuerpos, péptidos de unién, receptores solubles y otros ligandos en un antigeno como
una proteina de fusién o asociados de otro modo con un antigeno para la unién del antigeno al vehiculo de levadura.

En otra realizacion mas, el vehiculo de levadura y el antigeno u otra proteina se asocian entre si mediante un
mecanismo de unién mas pasivo, no especifico o no covalente, tal como mezclando suavemente el vehiculo de
levadura y el antigeno u otra proteina juntos en un tampon u otra formulacion adecuada (por ejemplo, mezcla).

En una realizaciéon de la invencion, el vehiculo de levadura y el antigeno u otra proteina se cargan ambos
intracelularmente en un vehiculo tal como una célula dendritica 0 macréfago para formar la composicion terapéutica
0 vacuna de la presente invencion.

En una realizacién, la levadura intacta (con o sin expresion de antigenos heterdlogos u otras proteinas) puede
molerse o procesarse de una manera que produzca preparaciones de pared celular de levadura, particulas de
membrana de levadura o fragmentos de levadura (es decir, no intacta) y los fragmentos de levadura pueden, en
algunas realizaciones, proporcionarse o administrarse con otras composiciones que incluyen antigenos (por ejemplo,
vacunas de ADN, vacunas de subunidades de proteinas, patégenos destruidos o inactivados) para potenciar la
respuesta inmunitaria. Por ejemplo, puede usarse tratamiento enzimatico, tratamiento quimico o fuerza fisica (por
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ejemplo, cizalla mecanica o tratamiento con ultrasonidos) para descomponer la levadura en partes que se usan
como adyuvante.

En una realizacion de la invencion, los vehiculos de levadura utiles en la invencion incluyen vehiculos de levadura
gue se han sido destruido o inactivado. La destruccion o inactivacion de la levadura puede conseguirse mediante
cualquiera de una diversidad de métodos adecuados conocidos en la técnica. Por ejemplo, la inactivacion por calor
de la levadura es una forma convencional de inactivar levadura y un experto en la materia puede controlar los
cambios estructurales del antigeno diana, si se desea, mediante métodos convencionales conocidos en la técnica.
Como alternativa, pueden usarse otros métodos de inactivacion de levadura, tales como métodos quimicos,
eléctricos, radiactivos o de UV. Véase, por ejemplo, la metodologia desvelada en libros de texto de cultivo de
levadura convencionales tales como Methods of Enzymology, vol. 194, Cold Spring Harbor Publishing (1990).
Cualquiera de las estrategias de inactivacion utilizadas debe tener en cuenta la estructura secundaria, terciaria o
cuaternaria del antigeno diana y conservar dicha estructura con el fin de optimizar su inmunogenia.

Las condiciones eficaces para la produccion de vehiculos de levadura recombinantes y la expresion del antigeno y/u
otra proteina (por ejemplo, un agente como se describe en el presente documento) por el vehiculo de levadura
incluyen un medio eficaz en el que puede cultivarse una cepa de levadura. Un medio eficaz es normalmente un
medio acuoso que comprende fuentes de hidratos de carbono, nitrégeno y fosfato asimilables, asi como sales
apropiadas, minerales, metales y otros nutrientes, tales como vitaminas y factores de crecimiento. El medio puede
comprender nutrientes complejos o puede ser un medio minimo definido. Las cepas de levadura de la presente
invencion pueden cultivarse en una diversidad de recipientes, incluyendo, pero no limitados a, biorreactores,
matraces Erlenmeyer, tubos de ensayo, placas de microtitulacion y placas de Petri. El cultivo se realiza a una
temperatura, pH y contenido de oxigeno apropiados para la cepa de levadura. Dichas condiciones de cultivo estan
bien dentro de la experiencia de un experto habitual en la técnica (véase, por ejemplo, Guthrie et al. (Editores), 1991,
Methods in Enzymology, vol. 194, Academic Press, San Diego).

En algunos aspectos de la invencion, la levadura se cultiva en condiciones de pH neutro y, en particular, en un
medio mantenido a un nivel de pH de al menos 5,5, es decir, el pH del medio de cultivo no puede caer por debajo de
pH 5,5. En otros aspectos, la levadura se cultiva a un nivel de pH mantenido a aproximadamente 5,5. Un experto en
la materia apreciara que el procedimiento de cultivo incluye no solo el inicio del cultivo de la levadura, sino también
el mantenimiento del cultivo. Como se sabe que el cultivo de levadura se vuelve acido con el tiempo (es decir,
disminuye el pH), debe tenerse cuidado para controlar el nivel de pH durante el proceso de cultivo. Este proceso se
describe en detalle en el documento WO 2008/097863, publicado el 14 de agosto de 2008.

Pueden formularse vehiculos de levadura en composiciones inmunoterapicas a base de levadura o productos de la
presente invencion, incluyendo preparaciones que se han de administrar a un sujeto directamente o se han de
cargar en primer lugar en un vehiculo, usando una serie de técnicas conocidas para los expertos en la materia. Por
ejemplo, pueden secarse vehiculos de levadura por liofilizacion. También pueden prepararse formulaciones que
comprenden vehiculos de levadura mediante la compactacion de la levadura en una torta o un comprimido, tal como
se hace para la levadura utilizada en operaciones de horneado o elaboracion de cerveza. Ademas, los vehiculos de
levadura pueden mezclarse con un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como un tampén isotdnico que sea
tolerado por un hospedador o célula hospedadora. Los ejemplos de dichos excipientes incluyen agua, solucion
salina, solucién de Ringer, solucion de dextrosa, solucibn de Hank y otras soluciones salinas acuosas
fisiolégicamente equilibradas. También pueden usarse vehiculos no acuosos, tales como aceites no volatiles, aceite
de sésamo, oleato de etilo o triglicéridos. Otras formulaciones Utiles incluyen suspensiones que contienen agentes
potenciadores de la viscosidad, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, glicerol o dextrano. Los
excipientes también pueden contener cantidades menores de aditivos, tales como sustancias que potencian la
isotonicidad y la estabilidad quimica. Los ejemplos de tampones incluyen tampén de fosfato, tamp6n de bicarbonato
y tampdn de Tris, mientras que los ejemplos de conservantes incluyen timerosal, m- u o-cresol, formol y alcohol
bencilico. Las formulaciones convencionales pueden ser inyectables liquidos o sélidos que pueden incorporarse en
un liquido adecuado como una suspension o solucién para inyeccion. Por tanto, en una formulacién no liquida, el
excipiente puede comprender, por ejemplo, dextrosa, albumina sérica humana y/o conservantes a los que pueden
afnadirse agua o solucién salina estériles antes de la administracion.

Antigenos Utiles en las composiciones inmunoterapicas de la invencién

De acuerdo con la presente invencidn, el uso general en el presente documento del término "antigeno" se refiere: a
cualquier porcion de una proteina (péptido, proteina parcial, proteina de longitud completa), en la que la proteina es
de origen natural o un derivado sintético, a una composicién celular (célula entera, lisado de células o células
alteradas), a un organismo (organismo entero, lisado o células alteradas) o a un hidrato de carbono, u otra molécula,
0 una porcién de los mismos. Un antigeno puede, en algunas realizaciones, inducir una respuesta inmunitaria
especifica de antigeno (por ejemplo, una respuesta inmunitaria humoral y/o mediada por células) contra los mismos
antigenos o similares que son encontrados por un elemento del sistema inmunitario (por ejemplo, linfocitos T,
anticuerpos). La expresién "antigeno de cancer" puede usarse indistintamente en el presente documento con las
expresiones "antigeno especifico de tumor”, "antigeno asociado a tumor”, "diana asociada a un cancer" o "diana
asociado a un tumor".
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Un antigeno puede ser tan pequefio como un Unico epitopo, o0 mas grande, y puede incluir multiples epitopos. Como
tal, el tamafio de un antigeno puede ser tan pequefio como de aproximadamente 5-12 aminoacidos (por ejemplo, un
péptido) y tan grandes como: una proteina parcial, una proteina de longitud completa, incluyendo una proteina
multimérica y de fusion, proteina quimérica o proteina o péptido agonista. Ademas, los antigenos pueden incluir
hidratos de carbono.

Cuando se hace referencia a la estimulacion de una respuesta inmunitaria, el término "inmundgeno" es un
subconjunto del término "antigeno" y, por tanto, en algunos casos, puede usarse de forma intercambiable con el
término "antigeno”. Un inmundgeno, como se usa en el presente documento, describe un antigeno que induce una
respuesta inmunitaria humoral y/o mediada por células (es decir, es inmundgeno), de manera que la administracion
del inmunégeno a un individuo monta una respuesta inmunitaria especifica de antigeno contra el mismo antigeno o
similares que son encontrados por el sistema inmunitario del individuo.

Un "dominio inmunégeno” de un antigeno dado puede ser cualquier parte, fragmento o epitopo de un antigeno (por
ejemplo, un fragmento o subunidad de péptido o un epitopo de anticuerpo u otro epitopo conformacional) que
contenga al menos un epitopo que actda como un inmunégeno cuando se administra a un animal. Por ejemplo, una
sola proteina puede contener mdltiples dominios inmundgenos diferentes. No es necesario que los dominios
inmundgenos sean secuencias lineales dentro de una proteina, tal como en el caso de una respuesta inmunitaria
humoral.

Un "epitopo” se define en el presente documento como un Unico sitio inmunégeno dentro de un antigeno dado que
es suficiente para inducir una respuesta inmunitaria. Los expertos en la materia reconoceran que los epitopos de
linfocitos T son diferentes en tamafio y composicion de los epitopos de células B, y que los epitopos presentados a
través de la via del CMH de clase | difieren de los epitopos presentados a través de la via del CMH de clase II. Los
epitopos pueden ser epitopos de secuencia lineal o conformacionales (regiones de unién conservadas).

Los antigenos utiles en cualquiera de las composiciones inmunoterapicas descritas en el presente documento
pueden incluir cualquier antigeno o antigenos o dominio o dominios inmundgenos de los mismos contra los cuales
es deseable inducir una respuesta inmunitaria y, en particular, incluyen cualquier antigeno o antigenos o dominio o
dominios inmundgenos de los mismos para los cuales una respuesta inmunitaria terapéutica contra dicho antigeno
seria beneficiosa para un individuo. El antigeno puede incluir, pero no limitarse a: un antigeno de cancer, un
antigeno virico, una molécula de superficie de célula de mamifero sobreexpresada, un antigeno bacteriano, un
antigeno flngico, un antigeno protozooario, un antigeno helmintico, un antigeno ectoparasitario, una molécula de
célula de mamifero que alberga uno o mas aminoacidos mutados, una proteina expresada normalmente pre o
neonatalmente por células de mamifero, una proteina cuya expresion se induce por la insercién de un agente
epidemiolégico (por ejemplo, virus), una proteina cuya expresion se induce por la translocacion de genes y una
proteina cuya expresion se induce por la mutacidon de secuencias reguladoras.

En un aspecto de la invencion, los antigenos Gtiles en una 0 mas composiciones inmunoterapicas de la invencion
incluyen cualquier tipo de antigeno asociado a cancer o a tumor. En un aspecto, el antigeno incluye un antigeno
asociado a un estado preneoplasico o hiperplasico. El antigeno también puede asociarse a o ser causante de
cancer. Un antigeno de este tipo puede ser un antigeno especifico de tumor, un antigeno asociado a tumor (AAT) o
antigeno especifico de tejido, un epitopo del mismo o un agonista de epitopo del mismo. Los antigenos de cancer
incluyen, pero no se limitan a, antigenos de cualquier tumor o cancer, incluyendo, pero no limitados a, melanomas,
carcinoma de células escamosas, canceres de mama, carcinomas de cabeza y cuello, carcinomas de tiroides,
sarcomas de tejidos blandos, sarcomas 6seos, canceres testiculares, canceres de préstata, canceres de ovario,
canceres de vejiga, canceres de piel, canceres de cerebro, angiosarcomas, hemangiosarcomas, tumores de
mastocitos, leucemias, linfomas, canceres hepaticos primarios, canceres de pulmén, canceres de pancreas,
canceres gastrointestinales (incluyendo cancer colorrectal), carcinomas de células renales, neoplasias
hematopoyéticas y canceres metastasicos de los mismos.

Los antigenos de cancer adecuados incluyen, pero no se limitan a, antigeno carcinoembrionario (CEA) y epitopos
del mismo tales como CAP-1, CAP-1-6D (n.° de acceso de GenBank M29540 o Zaremba et al., 1997, Cancer
Research 57: 4570-4577), MART-1 (Kawakami et al., J. Exp. Med. 180: 347-352, 1994), MAGE-1 (Patente de los
EE.UU. N.° 5.750.395), MAGE-3, GAGE (Patente de los EE.UU. N.° 5.648.226), GP-100 (Kawakami et al., Proc.
Nat'l. Acad. Sci. USA 91: 6458-6462, 1992), MUC-1 (por ejemplo, Jerome et al., J. Immunol., 151: 1654-1662
(1993)), MUC-2, oncoproteina Ras mutada (véase, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N.° 7.465.454 y
7.563.447), oncoproteinas p53 normales y mutadas (Hollstein et al., Nucleic Acids Res. 22: 3551-3555, 1994), PSMA
(antigeno de membrana especifico de prostata; Israeli et al., Cancer Res. 53: 227-230, 1993), tirosinasa (Kwon et al
PNAS 84: 7473-7477, 1987), TRP-1 (gp75) (Cohen et al Nucleic Acid Res. 18: 2807-2808, 1990; Patente de los
EE.UU. N.°© 5.840.839), NYESO-1 (Chen et al PNAS 94: 1914-1918, 1997), TRP-2 (Jackson et al., EMBO J, 11: 527-
535, 1992), TAG72, KSA, CA125, PSA (antigeno especifico de préstata; Xue et al., The Prostate, 30: 73-78 (1997)),
HER-2/neu/c-erb/B2, (Patente de los EE.UU. N.° 5.550.214), EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico;
Harris et al., Breast Cancer Res. Treat, 29: 1-2 (1994)), hTERT, p73, B-RAF (serina/treonina-proteina cinasa de
proto-oncogén B-Raf; Sithanandam et al., (1990), Oncogene 5 (12): 1775-1780), coli de poliposis adenomatosa
(APC), Myc, proteina de von Hippel-Lindau (VHL), Rb-1, Rb-2, receptor de androégenos (AR), Smad4, MDR1
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(también conocido como P-glicoproteina ), Flt-3, BRCA-1 (cancer de mama 1; Patente de los EE.UU. N.° 5.747.282),
BRCA-2 (cancer de mama 2; Patente de los EE.UU. N.° 5.747.282)), Bcr-Abl, pax3-fkhr, ews-fli-1, Brachyury (n.° de
acceso de GenBank NP_003172.1 o NM_003181.2; Edwards et al., 1996, Genome Res. 6: 226-233), HERV-H
(retrovirus endégeno humano H), HERV-K (retrovirus enddgeno humano K), TWIST (n.° de acceso de GenBank
NM_000474 y NP_000465), mesotelina (Kojima et al., 1995, J. Biol. Chem. 270 (37): 21984-90; Chang y Pastan,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93 (1): 136-40), NGEP (nuevo gen expresado en la préstata; Bera et al., 2004,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101 (9): 3059-3064; Cereda et al., 2010, Cancer Immunol. Immunother. 59 (1): 63-71;
n.° de acceso de GenBank AAT40139 o AAT40140), modificaciones de dichos antigenos y antigenos especificos de
tejido, variantes de corte y empalme de dichos antigenos y/o agonistas de epitopos de dichos antigenos. Se
conocen otros antigenos de cancer en la técnica. También pueden identificarse, aislarse y clonarse otros antigenos
de cancer mediante métodos conocidos en la técnica tales como los desvelados en la Patente de los EE.UU. N.°
4.514.506. Los antigenos de cancer también pueden incluir uno o mas factores de crecimiento y variantes de
empalme de cada uno.

En un aspecto de la invencion, el antigeno de cancer es el antigeno carcinoembrionario (CEA), un polipéptido que
comprende o que consiste en epitopos de los mismos tales como CAP-1, CAP-1-6D (n.° de acceso de GenBank
M29540 o Zaremba et al., 1997, Cancer Research 57: 4570-4.577), un CEA modificado, una variante de empalme
de CEA, un agonista de epitopo de dichas proteinas de CEA y/o una proteina de fusién que comprende al menos un
dominio inmunégeno de CEA o un epitopo agonista del mismo. En un aspecto, el CEA es un CEA modificado
correspondiente al CEA modificado que tiene una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 46 en
la Publicacion de Patente de los EE.UU. N.° US 2007_0048860, publicada el 1 de marzo de 2007, que esta
codificado por una secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 45. En un aspecto, el antigeno es un CEA
modificado que tiene una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 en el presente documento,
que esta codificado por una secuencia de acido nucleico representada por la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto de la invencion, el antigeno es una oncogénica Ras mutada. Se han descrito oncoproteinas Ras de
ejemplo, por ejemplo, en las Patentes de los EE.UU. N.° 7.465.454 y 7.563.447. Ras es un ejemplo de una
oncoproteina en la que se sabe que se producen varias mutaciones en posiciones particulares y que se asocia al
desarrollo de uno o mas tipos de cancer. Por tanto, se pueden construir proteinas de fusién que consisten en
péptidos que contienen un resto particular que se sabe que estd mutado en ciertos canceres, en los que cada
dominio contiene una mutacion diferente en ese sitio con el fin de cubrir varias o todas las mutaciones conocidas en
ese sitio. Una proteina de fusion util en la presente invencion puede tener uno, dos o varios dominios, en la que cada
dominio se compone de un péptido de una proteina particular (las mismas o diferentes proteinas), cada péptido que
consiste en al menos 4 restos de aminoacidos que flanquean cada lado de, y que incluyen, un epitopo o aminoacido
mutado, tal como un aminoacido mutado que se encuentra en la proteina, en el que la mutacién se asocia a una
enfermedad particular (por ejemplo, cancer). Por ejemplo, con respecto a Ras, pueden proporcionarse uno, dos, tres
0 mas dominios inmunégenos que comprenden al menos 4 aminoacidos a cada lado de, e incluyendo, la posicién
12, en la que cada dominio tiene una sustitucion diferente para la glicina que normalmente aparece en la proteina
Ras no mutada (por ejemplo, una sustitucion de una valina, una cisteina, una arginina, un aspartato, una serina o
una alanina, para la glicina). Como otro ejemplo, pueden proporcionarse uno, dos, tres o0 mas dominios
inmundgenos que comprenden al menos 4 aminoacidos a cada lado de, e incluyendo, la posicién 13, en la que cada
dominio tiene una sustitucion diferente para la glicina que normalmente aparece en la proteina Ras no mutado (por
ejemplo, una sustitucién de un aspartato para la glicina). Como otro ejemplo, pueden proporcionarse uno, dos, tres o
mas dominios inmundégenos que comprenden al menos 4 aminoacidos a cada lado de, e incluyendo, la posicién 61,
en la que cada dominio tiene una sustitucion diferente para la glutamina que normalmente aparece en la proteina
Ras no mutado (por ejemplo, una sustitucion de una leucina, una arginina o una histidina, para la glutamina). En un
ejemplo, el antigeno de cancer comprende fragmentos de al menos 5-9 restos de aminoacidos contiguos de una
proteina Ras de tipo silvestre que contiene las posiciones de aminoacidos 12, 13, 59, 61 o 76 con respecto a la
proteina Ras de tipo silvestre, en la que los restos de aminoacidos en las posiciones 12, 13, 59, 61 o 76 estan
mutados con respecto a la proteina Ras de tipo silvestre. En un aspecto, la construccion de proteina de fusion se
compone de al menos un péptido que se fusiona en marco con otro antigeno tumoral mutado (por ejemplo, una
proteina Ras que comprende al menos una mutacién con respecto a una secuencia de la proteina Ras de tipo
silvestre), en la que el péptido se selecciona entre el grupo que consiste en: (a) un péptido que comprende al menos
las posiciones 8-16 de Ras de tipo silvestre (K-ras, N-Ras o H-Ras humanas o murinas), en el que el resto de
aminoacido en la posicion 12 con respecto a la Ras de tipo silvestre estda mutado en comparaciéon con Ras de tipo
silvestre; (b) un péptido que comprende al menos las posiciones 9-17 de Ras de tipo silvestre, en el que el resto de
aminoacido en la posicién 13 con respecto a Ras de tipo silvestre estda mutado en comparacién con Ras de tipo
silvestre; (¢) un péptido que comprende al menos las posiciones 55-63 de Ras de tipo silvestre, en el que el resto de
aminoacido en la posicion 59 con respecto a la SEQ ID NO: 3 esta mutado en comparacion con Ras de tipo
silvestre; (d) un péptido que comprende al menos las posiciones 57-65 de Ras de tipo silvestre, en el que el resto de
aminoacido en la posicion 61 con respecto a Ras de tipo silvestre esta mutado en comparaciéon con Ras de tipo
silvestre; o (e) un péptido que comprende al menos las posiciones 72-80 de Ras de tipo silvestre, en el que el resto
de aminoacido en la posiciéon 76 con respecto a Ras de tipo silvestre estd mutado en comparacion con Ras de tipo
silvestre. Se destaca que estas posiciones son idénticas entre K-Ras, N-Ras y H-Ras humanas y de ratén, puesto
que las secuencias humanas y de ratén son idénticas en esta region de la proteina y puesto que K-Ras, H-Ras y N-
Ras son idénticas en esta region. En un aspecto, la proteina de fusién Ras adecuada para su uso como un antigeno
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en la presente invencion se selecciona entre: la SEQ ID NO: 4 (codificada por una secuencia de acido nucleico
representada en el presente documento como SEQ ID NO: 3), la SEQ ID NO: 6 (codificada por una secuencia de
acido nucleico representada en el presente documento como SEQ ID NO: 5), la SEQ ID NO: 8 (codificada por una
secuencia de acido nucleico representada en el presente documento como SEQ ID NO: 7) y/o la SEQ ID NO: 10
(codificada por una secuencia de acido nucleico representada en el presente documento como SEQ ID NO: 9).

En un aspecto de la invencién, el antigeno es Brachyury humano. La secuencia de aminoacidos para Brachyury
humano se representa en el presente documento por la SEQ ID NO: 15, que esta codificada por una secuencia de
acido nucleico representada por la SEQ ID NO: 14.

En otro aspecto de la invencion, los antigenos Utiles en una o mas composiciones inmunoterapicas de la invencion
incluyen cualquier antigeno asociado a un patégeno o una enfermedad o afeccidon provocada por o asociada a un
patégeno. Dichos antigenos incluyen, pero no se limitan a, antigenos viricos, antigenos fungicos, antigenos
bacterianos, antigenos helminticos, antigenos parasitarios, antigenos ectoparasitarios, antigenos protozoarios o
antigenos de cualquier otro agente infeccioso.

En un aspecto, el antigeno es de virus, incluyendo, pero no limitado a, adenovirus, arena virus, bunyavirus,
coronavirus, virus coxsackie, citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, flavivirus, hepadnavirus, virus de la hepatitis,
virus del herpes, virus de la gripe, lentivirus, virus del sarampion, virus de las paperas, mixovirus, ortomixovirus, virus
del papiloma, papovavirus, virus paragripal, paramixovirus, parvovirus, picornavirus, virus de la viruela, virus de la
rabia, virus respiratorio sincitial, reovirus, rabdovirus, virus de la rubeola, togavirus y virus de varicela. Otros virus
incluyen virus linfotréficos T, tales como virus linfotréficos de linfocitos T humanos (HTLV, tales como HTLV-l y
HTLV-II), virus de la leucemia bovina (BLVS) y virus de la leucemia felina (FLV). Los lentivirus incluyen, pero no se
limitan a, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH, incluyendo el VIH-1 o VIH-2), de simios (SIV), felina (VIF) y
canina (CIV). En una realizacion, los antigenos viricos incluyen los de los virus no oncogénicos.

En otro aspecto, el antigeno es de un agente infeccioso de un género seleccionado entre: Aspergillus, Bordatella,
Brugia, Candida, Chlamydia, Coccidia, Cryptococcus, Dirofilaria, Escherichia, Francisella, Gonococcus, Histoplasma,
Leishmania, Mycobacterium, Mycoplasma, Paramecium, Pertussis, Plasmodium, Pneumococcus, Pneumocystis,
Rickettsia, Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Toxoplasma, Vibriocholerae y Yersinia. En un
aspecto, el agente infeccioso se selecciona entre Plasmodium falciparum o Plasmodium vivax.

En un aspecto, el antigeno es de una bacteria de una familia seleccionada entre: Enterobacteriaceae,
Micrococcaceae, Vibrionaceae, Pasteurellaceae, Mycoplasmataceae y Rickettsiaceae. En un aspecto, la bacteria es
de un género seleccionado entre: Pseudomonas, Bordetella, Mycobacterium, Vibrio, Bacillus, Salmonella,
Francisella, Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia, Enterococcus, Pasteurella y Yersinia. En un aspecto, la
bacteria es de una especie seleccionada entre: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mallei, Pseudomonas
pseudomallei, Bordetella pertussis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Francisella tularensis, Vibrio
cholerae, Bacillus anthracis, Salmonella enteric, Yersinia pestis, Escherichia coli y Bordetella bronchiseptica.

En un aspecto, el antigeno es de un hongo, incluyendo un hongo de este tipo, pero sin limitacién, un hongo de
Saccharomyces spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp., Coccidioides spp., Neurospora spp., Histoplasma spp. o
Blastomyces spp. En un aspecto, el hongo es de una especie seleccionada entre: Aspergillus fumigatus, A. flavus, A.
niger, A. terreus, A. nidulans, Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii o Cryptococcus neoformans. Las
especies mas comunes de Aspergillus que provocan enfermedad invasiva incluyen A. fumigatus, A. flavus, A. niger,
A. terreus y A. nidulans y pueden encontrarse, por ejemplo, en pacientes que tienen inmunosupresion o deficiencia
de linfocitos T o alteracion fagocitica. A. fumigatus se ha implicado en asma, aspergilomas y aspergilosis invasiva.
La coccidioidomicosis, también conocida como fiebre del valle de San Joaquin, es una enfermedad flingica
provocada por Coccidioides immitis y puede conducir a infecciones respiratorias agudas y afecciones pulmonares
cronicas o diseminacién a las meninges, los huesos y las articulaciones. Las afecciones asociadas a criptococosis
también son objetivo de los métodos de la invencion, por ejemplo, en un sujeto no inmunosuprimidos o
inmunosuprimidos, tal como un sujeto que esta infectado con el VIH.

En algunas realizaciones, el antigeno es una proteina de fusién. En un aspecto de la invencién, una proteina de
fusién puede incluir dos o méas antigenos. En un aspecto, la proteina de fusién puede incluir dos 0 mas dominios
inmunogenos y/o dos o mas epitopos de uno o mas antigenos. Cualquier combinacién de antigenos, dominios
inmundgenos de los mismos y/o epitopos de los mismos se contemplan para su uso en las composiciones de la
invencion. Una composicién inmunoterapica que contiene dichos antigenos, dominios inmunégenos de los mismos
y/o epitopos de los mismos puede proporcionar la inmunizacién especifica de antigeno en una amplia gama de
pacientes. Por ejemplo, una proteina de fusion util en la presente invencién puede tener multiples dominios (dos o
mas dominios), en la que cada dominio se compone de un péptido o polipéptido de una proteina particular,
consistiendo el péptido o polipéptido en al menos 4 restos de aminoacidos que flanquean cada lado de, y que
incluyen, un aminoacido mutado que se encuentra en la proteina, en la que la mutacién se asocia a una enfermedad
o afeccion particular.
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En una realizacion, se producen proteinas de fusién que se usan como un componente de la composicion
inmunoterapica a base de levadura util en la invencion usando construcciones que son particularmente Utiles para la
expresion de antigenos heterélogos en la levadura. Normalmente, la proteina o proteinas o péptido o péptidos
deseados antigénicos se fusionan en su extremo amino terminal con: (a) un péptido sintético especifico que
estabiliza la expresion de la proteina de fusién en el vehiculo de levadura o impide la modificacién postraduccional
de la proteina de fusion expresada (dichos péptidos se describen en detalle, por ejemplo, en la publicacién de
Patente de los EE.UU. N.° 2004-0156858 Al, publicada el 12 de agosto de 2004); (b) al menos una porcién de una
proteina de levadura endégena, en la que cualquiera de los comparfieros de fusidn proporciona una estabilidad
significativamente potenciada de la expresion de la proteina en la levadura y/o impide la modificacion
postraduccional de las proteinas por las células de levadura (dichas proteinas también se describen en detalle, por
ejemplo, en la publicacion de Patente de los EE.UU. N.° 2004-0156858 Al, citada anteriormente); y/o (c) al menos
una porcién de una proteina de levadura que provoca que la proteina de fusion se exprese en la superficie de la
levadura (por ejemplo, una proteina Aga, como se describe en detalle en el documento WO 2008/019366). Ademas,
la presente invencion incluye el uso de péptidos que se fusionan con el extremo C terminal de la construccién que
codifica el antigeno, en particular para su uso en la seleccién e identificacion de la proteina. Dichos péptidos
incluyen, pero no se limitan a, cualquier péptido sintético o natural, tal como un péptido marcador (por ejemplo, 6X
His) o cualquier otro marcador de epitopo corto. Pueden usarse péptidos unidos al extremo C de un antigeno de
acuerdo con la invencién con o sin la adicidn de los péptidos N terminales analizados anteriormente.

De acuerdo con la invencién, las dos o0 mas composiciones inmunoterapicas diferentes se dirigen al mismo antigeno
0 antigenos. En esta realizacién, el mismo antigeno o antigenos o dominio o dominios inmundégenos de los mismos
son expresados normalmente por cada uno de los vectores de la composicion inmunoterapica, aungue el antigeno o
antigenos y/o dominio o dominios inmunégenos de los mismos pueden mezclarse con una o las dos composiciones,
y/o en el caso de la composicion inmunoterapica a base de levadura, el antigeno puede estar unido al vehiculo de
levadura y/o llevarse al interior del vehiculo de levadura. En otra realizacion, se proporciona una combinacién de un
tipo de composicién inmunoterapica, en la que existen al menos dos composiciones antigénicas diferentes dentro del
mismo tipo (por ejemplo, una combinacion de una composicién inmunoterapica a base de levadura que expresa Ras
mutada o una proteina de fusiébn que comprende multiples dominios inmundgenos de Ras mutada, y una
composicion inmunoterapica a base de levadura que expresa CEA o un CEA modificado como se describe en el
presente documento). Esta combinacion se administra simultdneamente con el otro tipo de composicion
inmunoterapica (por ejemplo, una composicion a base de virus) que expresa el mismo antigeno o antigenos. En un
aspecto de una realizacion de este tipo, las diversas combinaciones pueden mezclarse o, en otro aspecto, no
necesitan mezclarse fisicamente, sino que mas bien pueden administrarse simultdneamente tal como al mismo sitio
o sitios diferentes o dentro del mismo periodo de administracion.

Métodos de uso de las composiciones de la invencién

En los métodos de la presente invencién, se administran en primer lugar dos 0 mas composiciones inmunoterapicas
como se describen en el presente documento simultdneamente a un individuo. Como se usa en la presente memoria
con respecto a la administracion de una composicion, el término "simultaneamente” significa administrar cada una de
las composiciones y, en particular, la primera dosis de dichas composiciones, esencialmente al mismo tiempo o
dentro del mismo periodo de dosificacion o dentro de un periodo de tiempo durante el cual se producen los efectos
iniciales de sensibilizacion del sistema inmunitario por las composiciones inmunoterapicas (por ejemplo, en el plazo
de 1-2 dias y preferentemente menos). Para mayor claridad, la administracion simultanea no requiere la
administracion de todas las composiciones precisamente en el mismo momento, sino mas bien, la administracion de
todas las composiciones debe ocurrir dentro de una dosificacién programada del paciente con el fin de sensibilizar el
sistema inmunitario con cada una de las composiciones simultdneamente (por ejemplo, puede administrarse en
primer lugar una composicion, seguida inmediatamente o cercana a la administracion de la segunda composicion y
asi sucesivamente). En algunas circunstancias, tal como cuando las composiciones se administran al mismo sitio,
las composiciones pueden proporcionarse mezcladas, aunque incluso cuando se administran en el mismo sitio,
puede ser preferible la administracion secuencial de cada composicion durante el mismo periodo de dosificacién. En
un aspecto, las composiciones se administran dentro de los mismos 1-2 dias y, en un aspecto, en el mismo dia 'y, en
un aspecto, dentro del mismo periodo de 12 horas y, en un aspecto, dentro del mismo periodo de 8 horas y, en un
aspecto, dentro del mismo periodo de 4 horas y, en un aspecto, dentro del mismo periodo de 1, 2 0 3 horas y, en un
aspecto, dentro de los mismos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 0 10 minutos.

En algunas circunstancias, ya sea la primera o la segunda composicién inmunoterapica se administra mas
frecuentemente que la otra. Por ejemplo, en un aspecto, cuando la primera composicidon inmunoterapica es una
composicion inmunoterapica a base de virus y la segunda composicion inmunoterdpica es una composicion
inmunoterdpica a base de levadura, la segunda composicién inmunoterapica pueden administrarse mas
frecuentemente que la primera composicion inmunoterapica. Por ejemplo, en un aspecto, entre las administraciones
simultaneas de la composicién inmunoterapica primera y segunda, la segunda composicién inmunoterapica puede
administrarse una, dos, tres o mas veces adicionales. Por ejemplo, debido a que la inmunizacién con la composicién
inmunoterapica a base de virus da como resultado la presentacion prolongada de antigeno, puede que no sea
necesario o beneficioso administrar esta composicion en frecuencias mas cortas, mientras que las composiciones
inmunoterapicas a base de levadura presentan bolo individual de antigeno y de este modo pueden administrarse
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mas frecuentemente sin el temor de inhibir la respuesta inmunitaria. Por ejemplo, en un aspecto, la composicion
inmunoterapica a base de virus se administra cada 2, 3 0 4 0 mas semanas, mientras que las composiciones
inmunoterapicas a base de levadura se administran en intervalos de 1 semana, que pueden prolongarse a intervalos
mas largos (2, 3 0 4 semanas 0 mas) como periodo total de aumentos de terapia.

En una realizacién de la invencion, las dos 0 mas composiciones inmunoterapicas se administran simultaneamente,
pero en diferentes sitios fisicos en el paciente. Por ejemplo, una composicién puede administrarse en un sitio en un
lado del cuerpo del individuo y la otra composicion puede administrarse en un sitio en el otro lado del cuerpo del
individuo. Como otro ejemplo, una composiciéon puede administrarse en un sitio cerca de un ganglio linfatico de
drenaje particular y la otra composicion puede administrarse en un sitio cerca de un ganglio linfatico de drenaje
diferente. En otra realizacion, las dos o mas composiciones inmunoterapicas diferentes se administran
simultaneamente y en los mismos sitios 0 en sitios sustancialmente adyacentes en el paciente. Un sitio
sustancialmente adyacente es un sitio que no es precisamente el mismo sitio de inyeccion en el que se administra la
primera composicion, pero que esta en estrecha proximidad (esta al lado o cerca de) el primer sitio de inyeccion. En
una realizacion, las dos o mas composiciones inmunoterapicas diferentes se administran en mezcla. En un aspecto
de la invencién, una composicién inmunoterapica a base de virus se administra por via subcutanea, intramuscular o
intratumoral y una composicion a base de levadura de la invencion se administra por via subcutanea.

Algunas realizaciones pueden incluir combinaciones de los enfoques de administracién. Por ejemplo, usando el caso
de ejemplo de la administracién simultanea de una composicion inmunoterapica a base de levadura (una primera
composicion) y una composicion inmunoterapica a base de virus (una segunda composicion), una porcion de la
dosis de la composicion a base de levadura (por ejemplo, una fraccion de la dosis total de la composicion a base de
levadura) puede administrarse en mezcla con, o en el mismo sitio o en un sitio adyacente, en forma de una porcién o
de la totalidad de la dosis de la composicién inmunoterapica a base de virus y, después, la porcién o porciones
restantes de la dosis de la composicion inmunoterapica a base de levadura se administran en otro sitio o sitios en el
individuo. De forma similar, una porcién de la dosis de la composicion a base de virus puede administrarse en
mezcla con, 0 en el mismo sitio o en un sitio adyacente, como una porcién o la totalidad de la dosis de la
composicion a base de levadura y después la porciéon o porciones restantes de la composicién inmunoterapica a
base de virus se administran en otro sitio o sitios en el individuo. En una realizacién, dentro de una cantidad de dosis
Unica de composicién inmunoterapica a base de virus y/o a base de levadura que se ha de administrar en porciones
en diferentes sitios en el individuo, algunas porciones pueden contener o expresar el antigeno diana y otros no (es
decir, los otros pueden ser vectores vacios o pueden codificar una molécula coestimuladora, citocinas u otro agente
no antigénico).

La administracién de una vacuna o composicion puede ser sistémica, por via mucosa y/o préxima a la ubicacién del
sitio diana (por ejemplo, cerca de un tumor). Las vias preferidas de administracion seran evidentes para los expertos
en la materia, dependiendo del tipo de afeccién que se ha de prevenir o tratar, el antigeno utilizado y/o la poblacién
de células o tejido diana. Los diversos métodos aceptables de administraciéon incluyen, pero no se limitan a,
administracion intravenosa, administracion intraperitoneal, administracion intramuscular, administracion intranodal,
administracion intracoronaria, administracion intraarterial (por ejemplo, en una arteria carétida), administracion
subcutanea, entrega transdérmica, administracion intratraqueal, administracion subcutanea, administracion
intraarticular, administracion intraventricular, inhalacion (por ejemplo, aerosol), por via intracraneal, intraespinal,
intraocular, aural, intranasal, oral, administracion pulmonar, impregnacion de un catéter e inyeccién directa en un
tejido. En un aspecto, las vias de administracién incluyen: la via intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intradérmica, intranodal, intramuscular, transdérmica, inhalada, intranasal, oral, intraocular, intraarticular, intracraneal
e intraespinal. La entrega parenteral puede incluir las vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intrapleural,
intrapulmonar, intravenosa, subcutanea, por catéter auricular y catéter venoso. La entrega aural puede incluir gotas
para los oidos, la entrega intranasal puede incluir gotas nasales o inyeccion intranasal y la entrega intraocular puede
incluir colirios. La entrega por aerosol (inhalacion) también puede realizarse usando métodos convencionales en la
técnica (véase, por ejemplo, Stribling et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 189: 11277-11281, 1992). Otras vias de
administracion que modulan la inmunidad de la mucosa son Utiles en el tratamiento de infecciones viricas. Dichas
vias incluyen las vias bronquial, intradérmica, intramuscular, intranasal, otra inhalatoria, rectal, subcutanea, tépica,
transdérmica, vaginales y uretrales. En un aspecto, una composicion inmunoterapica de la invenciéon se administra
por via subcutanea. Los métodos preferidos de administracién incluyen, pero no se limitan a, las vias intravenosa,
intraperitoneal, subcutanea, intradérmica, intranodal, intramuscular, transdérmica o intratumoral. La dosis se
administra al menos una vez. Las dosis posteriores pueden administrarse como se indica y normalmente se utilizan.

Mas en particular, en una realizacién, la administracion simultanea inicial de las dos o mas composiciones
inmunoterapicas diferentes de la invencién puede ir seguida de dosis de refuerzo posteriores de una y, en una
realizacién, ambas o todas, las composiciones inmunoterapicas. Pueden administrarse dosis de refuerzo (refuerzos)
separadas por cualquier periodo de tiempo adecuado y, normalmente, se administran con 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, u 8
semanas de diferencia. Las dosis de refuerzo de las dos o mas composiciones inmunoterapicas pueden
administrarse simultaneamente o por separado, segin se desee, pero mas normalmente se administran
simultaneamente, como con la dosis de sensibilizacion. Al igual que con la dosis de sensibilizacion, el método de
administracion puede usar cualquier combinacion de sitios y estrategias de administracién como se han descrito
anteriormente para la dosis de sensibilizacion, pero no se limita al mismo protocolo de administracion que para la
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dosis de sensibilizacion. Por ejemplo, si las dosis de sensibilizacion se administraron en dos sitios diferentes (una
composicion inmunoterapica en cada sitio), las dosis de refuerzo pueden administrarse en los mismos dos sitios, en
un sitio individual o en sitios adyacentes, o en dos sitios diferentes, o usando la estrategia de divisién en porciones
descrita anteriormente.

Ademas, no es necesario que las dosis de refuerzo se formulen exactamente de la misma manera que las dosis de
sensibilizaciéon. Por ejemplo, si cada una de las composiciones inmunoterapicas en la dosis de sensibilizacién
proporcioné un antigeno o antigenos y/o dominio o dominios inmundégenos de los mismos, en la dosis de refuerzo,
ambas composiciones inmunoterapicas pueden volver a proporcionar el antigeno o antigenos y/o dominio o
dominios inmunoégenos de los mismos, o solo una de las composiciones inmunoterapicas pueden proporcionar el
antigeno o antigenos y/o dominio o dominios inmundgenos de los mismos, y la otra composicién inmunoterapica
puede ser un vector vacio o proporcionar agentes no antigénicos (por ejemplo, moléculas inmunoestimuladoras u
otros agentes). Otra posible modificacion de las composiciones como se describen en el presente documento
también se contempla durante la fase de refuerzo, incluyendo modificaciones o cambios en el vector virico utilizado
(por ejemplo, usando virus variolovacunal en una composicion de sensibilizacion y virus de la viruela aviar en una
composicion de refuerzo, o viceversa), modificaciones o cambios en un vehiculo de levadura (por ejemplo, el cambio
en la cepa de levadura, el cambio en el método de produccién de levadura, el cambio en cémo la levadura
proporciona el antigeno, tal como expresado frente a en mezcla), cantidades de dosis, antigenos o dominios
proporcionados por una 0 mas de las composiciones y la inclusidon o eliminacion o sustitucion de moléculas
inmunoestimuladoras u otros agentes.

La expresion "dosis unitaria” en lo que respecta al indculo de una composicion de la invencion se refiere a unidades
fisicamente individuales adecuadas en forma de dosificaciones unitarias para mamiferos, conteniendo cada unidad
una cantidad predeterminada de composicion inmunoterapica calculada para producir el efecto inmundgeno
deseado en asociacion con el diluyente requerido. Las especificaciones para la dosis unitaria nueva de un inéculo de
la presente invencion estan dictadas por y dependen de las caracteristicas Unicas de la composicién inmunoterapica
particular y el efecto inmunolégico particular que se ha de conseguir. Al proporcionar a un individuo una composicion
inmunoterdpica de la presente invencién, preferentemente un ser humano, la dosis de vector recombinante
administrada variara dependiendo de factores tales como la edad, el peso, la altura, el sexo, el estado médico
general, la anamnesis previa, la progresion de la enfermedad, la carga tumoral, la cantidad de patégenos y similares
del individuo.

El inéculo se prepara normalmente como una solucion en un diluyente tolerable (aceptable) tal como solucion salina,
solucion salina con fosfato u otro diluyente fisiologicamente tolerable y similares para formar una composicion
farmacéutica acuosa.

Con respecto a las composiciones inmunoterapicas a base de virus recombinante de la invencion, en general, es
deseable propormonar al receptor una dosis de virus recombinante en el intervalo de aproximadamente 10° a
aproximadamente 10 unidades formadoras de placa aunque gpuede administrarse una dosis menor o mayor,
incluyendo, pero no limitada a, 10%, 10%, 10%, 10°, 10°, 10’, 10%, 10°, 10'°, 10" o mas unidades formadoras de placa.
Los ejemplos de métodos para admlnlstrar eI vector virico recomblnante en individuos incluyen, pero no se limitan a,
la exposicion de las células tumorales al virus recombinante ex vivo o inyeccion del vector recombinante en el
hospedador afectado mediante administracién intravenosa, subcutanea (S.C.), intradérmica (I.D.) o intramuscular
(I.M.) del virus. Como alternativa, el vector virico recombinante o la combinacién de vectores viricos recombinantes
pueden administrarse localmente mediante inyeccion directa en una lesién cancerosa o tumor o aplicacion tdpica en
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La cantidad de vector recombinante que lleva la secuencia de acido
nucleico de uno o mas antigenos en combinacién con secuencias de acido nucleico que codifican mudltiples
moléculas coestimuladoras que se han de admlnlstrar se basa en el titulo de particulas viricas. Un intervalo preferido
del antigeno que se ha de administrar es de 10° a 10™ particulas viricas por mamifero, preferentemente un ser
humano aunque puede admlnlstrarse una dosis mas baja o0 mas alta, incluyendo, pero no limitada a, 10% 10° 10%
10°, 10°, 107, 108, 10° 10%, 10" o mas unidades formadoras de placa.

Con respecto a las composiciones inmunoterapicas a base de levadura de la invencion, en general, una dosis Unica
adecuada es una dosis que es capaz de proporcionar eficazmente un vehiculo de levadura y un antigeno (si se
incluye) a un tipo celular, tejido o regiéon determinados del cuerpo del paciente en una cantidad eficaz para inducir
una respuesta inmunitaria especifica de antigeno, cuando se administra una o mas veces durante un periodo de
tiempo adecuado. Por ejemplo, en una reallzacmn una dosis Unica de un vehiculo de levadura de la presente
invencion es de aproximadamente 1 X 10° a aproximadamente 5 x 10’ equivalentes de células de levadura por
kilogramo de peso corporal del organismo al que se le administra la composicion. Mas preferentemente una dosis
Unica de un vehiculo de levadura de la presente invencion es de aproximadamente 0,1 U.L. (1 x 10° células) a
aproximadamente 100 U.L. (1 x 10° celulas) por dosis (es deC|r por organlsmo) |ncluyend0 cualquier dosis
provisional, en incrementos de 0,1 x 10° células (es decir, 1,1 x 10° 1,2 x 10° 1,3 x 10°. ..). Las dosis preferidas
incluyen dosis entre 1 U.L. y 40 U.L. y, mas preferentemente, entre 10 U.L. y 40 U.L. En una realizacion, las dosis se
administran en diferentes sitios en el individuo, pero durante el mismo periodo de dosificacion. Por ejemplo, puede
administrarse una dosis de 40 U.L. a través de inyeccién de dosis de 10 U.L. en cuatro sitios diferentes en el
individuo durante un periodo de dosificacion.
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Si el mamifero que se ha de inmunizar ya padece una enfermedad (por ejemplo, cancer o cancer metastasico o una
infeccion patégena crénica), la vacuna puede administrarse junto con otros tratamientos terapéuticos utilizados para
tratar la enfermedad (por ejemplo, quimioterapia, radioterapia, terapia de moléculas pequefias, terapia de citocinas,
terapia antivirica, terapia modificadora de la respuesta bioldgica, cirugia, etc.), ademas de la administracion
simultanea de las diferentes composiciones inmunoterapicas que se describen en el presente documento.

El método de uso de las composiciones inmunoterapicas de la presente invencién induce una respuesta inmunitaria
en un individuo de manera que el individuo esta protegido de la enfermedad o afeccion o de sintomas que dan como
resultado la enfermedad o afeccidon. Como se usa en el presente documento, la frase "protegido de una enfermedad"
se refiere a prevenir una enfermedad, prevenir al menos un sintoma de la enfermedad, retrasar la aparicion de una
enfermedad, reducir uno o mas sintomas de la enfermedad, reducir la aparicién de la enfermedad y/o reducir la
gravedad de la enfermedad. Con respecto al cancer, la administracion simultdnea de las composiciones
inmunoterapicas de la invencién preferentemente dan como resultado uno o0 mas de: la prevencioén del crecimiento
tumoral, el retraso de la aparicion de la enfermedad, la reduccion de la carga tumoral, la reduccién del crecimiento
del tumor, el aumento de la supervivencia, la mejora de la funcion del 6rgano y/o la mejora de la salud general del
individuo. Con respecto a las enfermedades infecciosas y otras enfermedades, la administracion simultanea de las
composiciones inmunoterapicas preferentemente da como resultado uno o mas de: la prevencién de la enfermedad
0 afeccién, la prevencioén de la infeccion, el retraso de la aparicion de la enfermedad, el aumento de la supervivencia,
la reduccién de la carga de patégenos (por ejemplo, la reduccién del titulo virico), la reducciéon de al menos un
sintoma resultante de la infeccién en el individuo, la reducciéon del dafio del 6rgano o sistema resultante de la
infeccion o enfermedad y la mejora en el 6rgano o sistema de la funcién.

En el método de tratamiento la administracion de las composiciones inmunoterapicas de la invenciéon puede ser
"profilactica" o "terapéutica". Cuando se proporciona profilacticamente, las composiciones inmunoterapicas de la
presente invencién se proporcionan antes de cualquier sintoma de una enfermedad o afeccion. La administracion
profilactica de las composiciones inmunoterapicas sirve para prevenir 0 mejorar 0 retrasar el tiempo hasta la
aparicion de cualquier enfermedad posterior. Cuando se proporcionan terapéuticamente, las composiciones
inmunoterdpicas se proporcionan en o después de la aparicion de un sintoma de la enfermedad. El término
"enfermedad” se refiere a cualquier desviacién de la salud normal de un animal e incluye un estado cuando los
sintomas de la enfermedad estan presentes, asi como afecciones en las que se ha producido una desviacién (por
ejemplo, crecimiento tumoral, infeccion, etc.), pero los sintomas adn no se han manifiestado.

En cualquier realizacion de la invencién, ademas de la administracién de las composiciones inmunoterapicas de la
invencién a un individuo, pueden administrarse inmunomoduladores exdégenos o moléculas inmunoestimuladoras,
farmacos quimioterapéuticos, antibidticos, farmacos antifingicos, farmacos antiviricos, terapias contra el cancer,
citocinas y otros agentes terapéuticos, composiciones terapéuticas o protocolos terapéuticos adicionales, solos o en
combinacion, dependiendo de la afeccion que se ha de tratar. Los modificadores adecuados de la respuesta
biolégica que pueden usarse junto con las composiciones inmunoterapicas de la invencion incluyen, pero no se
limitan a, citocinas, quimiocinas, hormonas, derivados lipidicos, péptidos, proteinas, polisacaridos, farmacos de
moléculas pequefias, anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos (incluyendo, pero no limitados a,
anticuerpos anticitocinas, anticuerpos del receptor anticitocinas, anticuerpos antiquimiocinas), vitaminas,
polinucleétidos, restos de unién a acidos nucleicos, aptameros y moduladores de crecimiento. Los ejemplos de
agentes afiadidos exégenamente y modificadores de la respuesta bioldgica incluyen, pero no se limitan a, Flt-3L,
ciclofosfamida, cisplatino, ganciclovir, anfotericina B, 5-fluorouracilo, interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4), IL-6,
interleucina 10 (IL-10), interleucina 12 (IL-12), interferdn de tipo | (incluyendo IFN-a) o agonistas o antagonistas de
interferon de tipo | o un receptor del mismo; interferén de tipo Il (incluyendo IFN-y) o agonistas o antagonistas de
interferon de tipo Il o un receptor del mismo; interferon de tipo Il (incluyendo IFN-A) o agonistas o antagonistas
interferon de tipo lll o un receptor del mismo; factor de necrosis tumoral a (TNF-a); factor de crecimiento
transformante B (TGF-B); anti-CD40; CD40L; anticuerpo anti-CTLA-4 (por ejemplo, para liberar linfocitos T
anérgicos); coestimuladores de linfocitos T (por ejemplo, anti-CD 137, anti-CD28, anti-CD40); alemtuzumab (por
ejemplo, Campath®), denileucina diftitox (por ejemplo, ONTAK®); anti-CD4; anti-CD25; anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-
PD-L2; agentes que bloquean FOXP3 (por ejemplo, para anular la actividad/inactivar linfocitos T reguladores
CD4+/CD25+); ligando de FIt3, imiquimod (Aldara™), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos
(GM-CSF); factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), sargramostim (Leukine®); hormonas incluyendo
sin limitacion prolactina y hormona del crecimiento; agonistas del receptor de tipo Toll (TLR), incluyendo pero no
limitado a agonistas de TLR-2, agonistas de TLR-4, agonistas de TLR-7 y agonistas de TLR-9; antagonistas de TLR,
incluyendo pero no limitados a antagonistas de TLR-2, antagonistas de TLR-4, antagonistas de TLR-7 y
antagonistas de TLR-9; agentes antiinflamatorios e inmunomoduladores, incluyendo pero no limitados a, inhibidores
de la COX-2 (por ejemplo, celecoxib, AINE), glucocorticoides, estatinas y talidomida y analogos de los mismos
incluyendo IMID™ (que son analogos estructurales y funcionales de la talidomida (por ejemplo, REVLIMID®
(lenalidomida), ACTIMID® (pomalidomida)); agentes proinflamatorios, tales como componentes fungicos o
bacterianos o cualquier citocina o quimiocina proinflamatoria; vacunas inmunoterapicas incluyendo, pero no limitadas
a, vacunas a base de virus, vacunas a base de bacterias 0 vacunas a base de anticuerpos; y cualquier otro agente
inmunomodulador, inmunopotenciador, antiinflamatorio y/o agente proinflamatorio.
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Estos agentes exdgenos y terapias pueden administrarse simultaneamente con las composiciones inmunoterapicas
de la invencion o en diferentes puntos temporales. Por ejemplo, cuando se proporcionan a un individuo junto con
guimioterapia, puede ser deseable administrar las composiciones inmunoterapicas durante el "descanso” entre las
dosis de guimioterapia, con el fin de maximizar la eficacia de las composiciones inmunoterapicas.

Las composiciones y vacunas terapéuticas de la invencién pueden incluir adicionalmente cualquier otro compuesto
que sea util para proteger a un sujeto de una enfermedad o afeccién particular, incluyendo una infeccion por un
patdégeno, cualquier compuesto que trate o mejore cualquier sintoma de una infeccion de este tipo y cualquier
compuesto o tratamiento para el cancer.

En el método de la presente invencion, las composiciones y composiciones terapéuticas pueden administrarse a
animales, incluyendo cualquier vertebrado y, en particular, a cualquier miembro de la clase de los vertebrados,
mamiferos, incluyendo, sin limitaciéon, primates, roedores, ganado y mascotas domésticas. El ganado incluye
mamiferos que se han de consumir o que producen productos Utiles (por ejemplo, ovejas para la produccion de
lana). Los mamiferos que se protegen incluyen seres humanos, perros, gatos, ratones, ratas, cabras, ovejas, vacas,
caballos y cerdos.

Técnicas generales Utiles en la invencién

La practica de la presente divulgacion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica, quimica de
acidos nucleicos e inmunologia, que son bien conocidas para los expertos en la materia. Dichas técnicas se explican
completamente en la bibliografia, tal como, Methods of Enzymology, vol. 194, Guthrie et al., editores, Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1990); Biology and activities of yeasts, Skinner, et al., editores, Academic Press (1980);
Methods in yeast genetics: a laboratory course manual, Rose et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1990);
The Yeast Saccharomyces: Cell Cycle and Cell Biology, Pringle et al., editores, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1997); The Yeast Saccharomyces: Gene Expression, Jones et al., editores, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1993); The Yeast Saccharomyces: Genome Dynamics, Protein Synthesis, and Energetics, Broach et al., editores,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1992); Molecular Cloning A Laboratory Manual, segunda edicion (Sambrook et
al., 1989) y Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edicién (Sambrook y Russel, 2001), (denominados
conjuntamente en el presente documento "Sambrook™); Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel et al.,
editores, 1987, incluyendo los suplementos de 2001); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., editores,
1994); Harlow y Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York; Harlow
y Lane (1999) Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York (denominados conjuntamente en el presente documento "Harlow y Lane"), Beaucage et al. editores,
Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 2000); Casarett and Doull's
Toxicology The Basic Science of Poisons, C. Klaassen, editor, 6a edicion (2001) y Vaccines, S. Plotkin y W.
Orenstein, editores, 3a edicion (1999).

Definiciones generales

Una "composicién inmunoterapica” es una composicion que induce una respuesta inmunitaria suficiente para
conseguir al menos un beneficio terapéutico en un sujeto.

En general, la expresion "bioldgicamente activo” indica que un compuesto tiene al menos una actividad detectable
que tiene un efecto sobre el metabolismo u otros procesos de una célula u organismo, como se mide o se observa in
vivo (es decir, en un entorno fisiol6gico natural) o in vitro (es decir, en condiciones de laboratorio). En consecuencia,
una porcién o fragmento o dominio biolégicamente activo de una proteina, por ejemplo, se refiere a una porcion,
fragmento o dominio que es de tamafio suficiente para tener una actividad biolégica de la proteina de longitud
completa. Dicha actividad es una actividad que es particular para esa proteina, en lugar de una actividad de todas
las proteinas como una clase.

Un "individuo" o un "sujeto" o "paciente", términos que pueden usarse indistintamente, es un vertebrado,
preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ser humano. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a,
animales de granja, animales de deporte, mascotas, primates, ratones y ratas.

De acuerdo con la presente invencion, el término "modular" pueden usarse indistintamente con "regular" y se refiere
en general a la regulaciéon positiva 0 a la regulacion negativa de una actividad en particular. Como se usa en el
presente documento, la expresion "regular positivamente" puede usarse en general para describir cualquiera de:
inducir, iniciar, aumentar, incrementar, reforzar, mejorar, potenciar, amplificar, promover o proporcionar, con respecto
a una actividad particular. De forma similar, la expresién "regular negativamente" puede usarse en general para
describir cualquiera de: disminuir, reducir, inhibir, mejorar, disminuir, reducir, bloquear o prevenir, con respecto a una
actividad particular.

La referencia a una proteina o polipéptido aislados en la presente invencion incluye proteinas de longitud completa,
proteinas de fusion o cualquier fragmento, dominio, epitopo conformacional u homoélogo de dichas proteinas. Mas
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especificamente, una proteina aislada, de acuerdo con la presente invencién, es una proteina (incluyendo un
polipéptido o péptido) que se ha retirado de su medio natural (es decir, que ha sido objeto de manipulacion humana)
y puede incluir proteinas purificadas, proteinas parcialmente purificadas, proteinas producidas de forma
recombinante y proteinas producidas de forma sintética, por ejemplo. Como tal, "aislada" no refleja el grado en el
que la proteina se ha purificado. Preferentemente, una proteina aislada de la presente invencion se produce de
forma recombinante. De acuerdo con la presente invencion, los términos "modificacion” y "mutacion” pueden usarse
indistintamente, en particular con respecto a las modificaciones/mutaciones de la secuencia de aminoacidos de
proteinas o porciones de las mismas (o secuencias de acido nucleico) que se describen en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "homdlogo" se usa para referirse a una proteina o péptido que
difiere de una proteina o péptido de origen natural (es decir, la proteina "prototipo" o "de tipo silvestre") por
modificaciones menores con la proteina o péptido de origen natural, pero que mantiene la estructura basica de
proteina y cadena lateral de la forma de origen natural. Dichos cambios incluyen, pero no se limitan a: cambios en
una o unas pocas cadenas laterales de aminoacidos; cambios en uno o unos pocos aminoacidos, incluyendo
deleciones (por ejemplo, una versién truncada de la proteina o péptido) inserciones y/o sustituciones; cambios en la
estereoquimica de uno o0 unos pocos atomos; y/o derivatizaciones menores, incluyendo pero no limitadas a:
metilacién, glucosilacion, fosforilacion, acetilacién, miristoilacién, prenilacion, palpitacién, amidacién y/o adiciéon de
glicosilfosfatidil inositol. Un homologo puede tener propiedades mejoradas, disminuidas o sustancialmente similares
en comparacioén con la proteina o péptido de origen natural. Un homologo puede incluir un agonista de una proteina
0 un antagonista de una proteina. Pueden producirse homologos usando técnicas conocidas en la técnica para la
produccion de proteinas incluyendo, pero no limitadas a, modificaciones directas de la proteina aislada de origen
natural, sintesis directa de proteinas o modificaciones de la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina
usando, por ejemplo, técnicas de ADN clasicas o recombinantes para efectuar mutagénesis aleatoria o dirigida.

Un homologo de una proteina dada puede comprender, consistir esencialmente en o consistir en, una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente el 45 %, o al menos aproximadamente el 50 %, o al
menos aproximadamente el 55 %, o al menos aproximadamente el 60 %, o al menos aproximadamente el 65 %, o al
menos aproximadamente el 70 %, o al menos aproximadamente el 75 %, o al menos aproximadamente el 80 %, o al
menos aproximadamente el 85 %, o al menos aproximadamente el 90 %, o idéntica en al menos aproximadamente
el 95 % idéntica, o idéntica en al menos aproximadamente el 95 %, o idéntica en al menos aproximadamente el
96 %, o idéntica en al menos aproximadamente el 97 %, o idéntica en al menos aproximadamente el 98 %, o
idéntica en al menos aproximadamente el 99 % (o cualquier porcentaje de identidad de entre el 45 % y el 99 %, en
aumentos de nimeros enteros), a la secuencia de aminoacidos de la proteina de referencia. En una realizacion, el
homélogo comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de aminoacidos que es idéntica en
menos del 100 %, idéntica en menos de aproximadamente el 99 %, idéntica en menos de aproximadamente el 98 %,
idéntica en menos de aproximadamente el 97 %, idéntica en menos de aproximadamente el 96 %, idéntica en
menos de aproximadamente el 95 % y asi sucesivamente, en incrementos del 1%, idéntica en menos de
aproximadamente el 70 % a la secuencia de aminoacidos de origen natural de la proteina de referencia.

Como se usa en el presente documento, a menos que se especifique lo contrario, la referencia a un porcentaje (%))
de identidad se refiere a una evaluacion de homologia que se realiza usando: (1) una busqueda de homologia
BLAST 2.0 Basic BLAST usando blastp para las busquedas de aminoacidos y blastn para las busquedas de acidos
nucleicos con parametros por defecto convencionales, en la que la secuencia de consulta se filtra para determinar
regiones de baja complejidad por defecto (descrita en Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaéaffer, A.A., Zhang, J.,
Zhang, Z., Miller, W. y Lipman, D.J. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs”. Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402); (2) una alineacién BLAST 2 (usando los parametros que se
describen a continuacion); (3) y/o PSIBLAST con los parametros convencionales por defecto (BLAST iterada
especifica de posicién. Se sefiala que debido a algunas diferencias en los parametros convencionales entre BLAST
2.0 Basic BLAST y BLAST 2, puede reconocerse que dos secuencias especificas tienen homologia significativa
usando el programa BLAST 2, mientras que una bisqueda realizada en BLAST 2.0 Basic BLAST usando una de las
secuencias ya que la secuencia de consulta puede no identificar la segunda secuencia en los mejores
apareamientos. Ademas, PSI-BLAST proporciona un sistema automatizado, version facil de usar de una busqueda
"perfil", que es una forma sensata de buscar homélogos de secuencia. El programa primero realiza una busqueda en
la base de datos BLAST con huecos. El programa PSI-BLAST usa la informacion de cualquier alineacion significativa
devuelta para construir una matriz de puntuacién especifica de posicién, que sustituye la secuencia de consulta para
la siguiente ronda de consulta de base de datos. Por tanto, ha de entenderse que el porcentaje de identidad puede
determinarse mediante el uso de cualquiera de estos programas.

Pueden alinearse dos secuencias especificas entre si usando la secuencia BLAST 2 como se describe en Tatusova
y Madden, (1999), "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences", FEMS Microbiol
Lett. 174: 247-250. La alineacién de secuencias de BLAST 2 se realiza en blastp o blastn usando el algoritmo
BLAST 2.0 para realizar una bisqueda BLAST con huecos (BLAST 2.0) entre las dos secuencias que permiten la
introduccion de huecos (deleciones e inserciones) en la alineacién resultante. Con fines de claridad en el presente
documento, se realiza una alineacién de secuencias de BLAST 2 usando los parametros convencionales por defecto
como se indica a continuacion.
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Para blastn, usando la matriz 0 BLOSUMG62:

Recompensa por apareamiento = 1

Penalizacién por desapareamiento = -2

Penalizaciones de hueco abierto (5) y ampliacion de hueco (2)
x_disminuciéon de hueco (50) esperado (10) tamafio de palabra (11) filtro (on)

Para blastp, usando matriz 0 BLOSUM62:

Penalizaciones de hueco abierto (11) y ampliacion de hueco (1)
x_disminuciéon de hueco (50) esperado (10) tamafio de palabra (3) filtro (on).

Como se usa en el presente documento, un "agonista" es cualquier compuesto o agente, incluyendo sin limitacién
moléculas pequefias, proteinas, péptidos, anticuerpos, agentes de unién a acidos nucleicos, etc., que se une a un
receptor o ligando o interactia con otra molécula o dentro de un producto quimico o sistema biolégico y produce o
desencadena una respuesta, que puede incluir agentes que imitan la accién de una sustancia de origen natural (por
ejemplo, un agonista de una proteina o péptido). Un "antagonista" es cualquier compuesto o agente, incluyendo sin
limitacion moléculas pequefas, proteinas, péptidos, anticuerpos, agentes de uniéon a acidos nucleicos, etc., que
bloquea o inhibe o reduce la accién de un agonista 0 una sustancia de origen natural.

Una molécula de acido nucleico aislada es una molécula de acido nucleico que se ha retirado de su medio natural
(es decir, que ha sido objeto de manipulacién humana), siendo su medio natural el genoma o cromosoma en el que
se encuentra la molécula de acido nucleico en la naturaleza. Como tal, "aislada" no refleja necesariamente el grado
en que la molécula de acido nucleico se ha purificado, sino que indica que la molécula no incluye un genoma entero
0 un cromosoma completo en el que la molécula de acido nucleico se encuentra en la naturaleza. Una molécula de
acido nucleico aislada puede incluir un gen. Una molécula de acido nucleico aislada que incluye un gen no es un
fragmento de un cromosoma que incluye dicho gen, sino que incluye la regién codificante y regiones reguladoras
asociadas al gen, pero no hay genes adicionales que se encuentren naturalmente en el mismo cromosoma. Una
molécula de acido nucleico aislada también puede incluir una secuencia de acido nucleico especificada flanqueada
por (es decir, en el extremo 5' y/o el extremo 3' de la secuencia) acidos nucleicos adicionales que normalmente no
flanquean la secuencia de acido nucleico especificada en la naturaleza (es decir, secuencias heterélogas). La
molécula de acido nucleico aislada puede incluir ADN, ARN (por ejemplo, ARNm) o derivados ya sea de ADN o ARN
(por ejemplo, ADNCc). Aunque la frase "molécula de acido nucleico" se refiere principalmente a la molécula de acido
nucleico fisica y la frase "secuencia de acido nucleico" se refiere principalmente a la secuencia de nucleétidos en la
molécula de &cido nucleico, las dos frases pueden usarse indistintamente, especialmente con respecto a una
molécula de &cido nucleico o una secuencia de acido nucleico, siendo capaz de codificar una proteina o dominio de
una proteina. El término "polinucledtido” también puede usarse de manera intercambiable con los términos
"molécula de acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico".

Una molécula de éacido nucleico recombinante es una molécula que puede incluir al menos una de cualquier
secuencia de acido nucleico que codifique una cualquiera o mas proteinas descritas en el presente documento
unidas operativamente a al menos una de cualquier secuencia de control de la transcripcion capaz de regular
eficazmente la expresion de la molécula o moléculas de acido nucleico en la célula que se ha de transfectar. Aunque
la frase "molécula de &cido nucleico” se refiere principalmente a la molécula de acido nucleico fisica y la frase
"secuencia de acido nucleico" se refiere principalmente a la secuencia de nucleétidos en la molécula de acido
nucleico, las dos frases pueden usarse indistintamente, especialmente con respecto a una molécula de acido
nucleico o una secuencia de acido nucleico, siendo capaz de codificar una proteina. Ademas, la frase "molécula
recombinante” se refiere principalmente a una molécula de acido nucleico unida operativamente a una secuencia
control de la transcripcién, pero puede usarse de forma intercambiable con la frase "molécula de acido nucleico” que
se administra a un animal.

Una molécula de acido nucleico recombinante incluye un vector recombinante, que es cualquier secuencia de acido
nucleico, normalmente una secuencia heteréloga, que esta unida operativamente a la molécula de acido nucleico
aislada que codifica una proteina de fusiéon de la presente invencion, que es capaz de permitir la produccién
recombinante de la proteina de fusion y que es capaz de entregar la molécula de acido nucleico en una célula
hospedadora de acuerdo con la presente invencion. Dicho vector puede contener secuencias de acido nucleico que
naturalmente no se encuentran adyacentes a las moléculas de acido nucleico aisladas que se han de insertar en el
vector. El vector puede ser ARN o ADN, ya sea procariota o eucariota y, preferentemente en la presente invencion,
es un virus o un plasmido. Los vectores recombinantes pueden usarse en la clonacién, secuenciacion y/o
manipulacion de otra manera de moléculas de acido nucleico y pueden usarse en la entrega de dichas moléculas
(por ejemplo, como en una composicion de ADN o una composicién a base de vector virico). Los vectores
recombinantes se usan preferentemente en la expresién de moléculas de &acido nucleico y también pueden
denominarse vectores de expresion. Los vectores recombinantes preferidos son capaces de expresarse en una
célula hospedador transfectada.
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En una molécula recombinante de la presente divulgacién las moléculas de acido nucleico se unen operativamente a
vectores de expresion que contienen secuencias reguladoras tales como secuencias de control de la transcripcion,
secuencias de control de la traduccion, origenes de replicacion y otras secuencias reguladoras que son compatibles
con la célula hospedadora y que controlan de la expresion de moléculas de acido nucleico de la presente invencion.
En particular, las moléculas recombinantes de la presente invencién incluyen moléculas de acido nucleico que se
unen operativamente a una 0 mas secuencias de control de expresion. La frase "operativamente unida" se refiere a
la unién de una molécula de acido nucleico a una secuencia de control de la expresién de una forma de manera que
la molécula se exprese cuando se transfecta (es decir, se transforma, se transduce o se transfecta) en una célula
hospedadora.

De acuerdo con la presente divulgacion el término "transfeccion" se usa para referirse a cualquier método por el cual
una molécula de acido nucleico exégeno (es decir, una molécula de acido nucleico recombinante) puede insertarse
en una célula. El término "transformacion” puede usarse indistintamente con el término "transfeccion" cuando dicho
término se usa para referirse a la introduccion de moléculas de acido nucleico en células microbianas, tales como
algas, bacterias y levaduras. En los sistemas microbianos, el término "transformaciéon” se usa para describir un
cambio heredado debido a la obtencién de acidos nucleicos exdgenos por el microorganismo y es esencialmente
sinbnimo del término "transfeccién". Por tanto, las técnicas de transfeccién incluyen, pero no se limitan a,
transformacion, tratamiento quimico de las células, bombardeo de particulas, electroporacién, microinyeccion,
lipofeccion, adsorcidn, infeccion y fusion de protoplastos.

Los siguientes resultados experimentales se proporcionan con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de
la invencion.

Ejemplos
Los siguientes materiales y métodos se usaron en los Ejemplos a continuacién.

Ratones y estirpes celulares tumorales

Para la estimulacion in vitro de linfocitos, se obtuvieron ratones C57BL/6 (H-2b) hembra del Instituto Nacional contra
el Cancer de los EE.UU., Instalacion de Investigacion y Desarrollo contra el Cancer Frederick (Frederick, MD). Una
pareja de cria de ratones C57BL/6 homocigotos para la expresion del gen de CEA humano (CEA-Tg) fue
proporcionada generosamente por el Dr. John Shively (City of Hope, Duarte, CA). La homocigosidad para la
expresion de CEA se confirmé mediante andlisis por PCR de ADN de cola de ratén (Greiner et al., Cancer Res, 1 de
diciembre de 2002; 62 (23): 6944-51). Se usaron ratones hembra de 6 a 8 semanas de edad para todos los
experimentos y se alojaron en jaulas micro-aislantes en condiciones libres de patégenos de acuerdo con las
directrices de la AAALAC. Se realizaron estudios experimentales con la aprobacion del Comité de Cuidado y Uso de
Animales Intramural del INS de los EE.UU. La estirpe celular de tumor diana EL-4 (H-2b, timoma) se obtuvo de la
American Type Culture Collection (Manassas, VA). Las células tumorales de adenocarcinoma de pulmén murino
LL/2 6 fueron el regalo del Dr. Chandan Guha (Albert Einstein College of Medicine, Nueva York, NY). Se generaron
células de carcinoma de pulmén murino LL/2 que expresan CEA humano (LL2-CEA) por transduccidn retrovirica con
ADNCc de CEA, como se ha descrito anteriormente (Robbins et al., Cancer Res, 15 de julio de 1991; 51 (14): 3657-
62). Las células se mantuvieron en medio completo (DMEM complementado con suero bovino fetal al 10 %,
glutamina 2 mM, penicilina 100 unidades/ml y estreptomicina 100 pg/ml).

Construcciones de vacuna

Se han descrito anteriormente virus variolovacunal recombinante (rV) y virus de la viruela aviar recombinante (rF)
que contienen genes murinos B7-1, ICAM-1 y LFA-3, asi como el gen de CEA humano (rV/F-CEA/TRICOM) (Hodge
et al., Cancer Res, 15 de noviembre de 1999; 59 (22): 5800-7; y Grosenbach et al., Cancer Res, 1 de junio de 2001;
61 (11): 4497-505). El virus rF que expresa GM-CSF murino (rFGM-CSF) se ha descrito anteriormente (Kass et al.,
Cancer Res, 1 de enero de 2001; 61 (1): 206-14). Una construccién de Saccharomyces cerevisiae recombinante que
expresa la proteina CEA de longitud completa (levadura-CEA) se ha descrito anteriormente (Bernstein et al.,
Vaccine, 24 de enero de 2008; 26 (4): 509-21). Se produjo levadura-CEA y se inactivé por calor para estos estudios
como se ha descrito anteriormente (Haller et al., Vaccine, 9 de febrero de 2007; 25 (8): 1452-1463).

Esquemas de vacunaciéon

Para el analisis de citocinas séricas, se vacunaron ratones CEA-Tg (n = 2) con 1x10° ufp de rVCEA/TRICOM o
4 UL/animal (1 UL = 10’ particulas de levadura) de levadura-CEA como se ha descrito anteriormente (Wansley et al.,
Clin Cancer Res, 1 de julio de 2008; 14 (13) :4316-25). Para todos los otros estudios, el grupo de la vacuna de rV/F-
CEA/TRICOM, los ratones CEA-Tg se sensibilizaron con 1x10° ufp de rV-CEA/TRICOM mezclado con 1x10’ ufp de
rF-GM-CSF el dia 0 y se reforzaron cada 7 dias con 1x10° ufp de rF-CEA/TRICOM mezclado con 1x10’ ufp de rF-
GM-CSF. Para el resto de los Ejemplos y en otras partes de acuerdo con la presente invencion, este protocolo de
vacunas se designa en general como "rV/F-CEA/TRICOM". En el grupo de la vacuna de levadura-CEA, se
vacunaron ratones CEA-Tg cada 7 dias con levadura-CEA (4 UL/ratén). Los ratones que recibieron la combinacion
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de vacunas de rV/F-CEA/TRICOM vy levadura-CEA se sensibilizaron con 1x10° ufp de rV-CEA/TRICOM,
administrado por via subcutanea en el flanco derecho dorsal y con 4 UL/raton de levadura-CEA, entregado por via
subcutanea en la parte interna de las piernas y los omoplatos. La separacion de la dosis de levadura-CEA a través
de muiiltiples sitios se ha descrito anteriormente (Wansley, 2008, citado anteriormente) y se ha empleado en el
presente documento para separar no solo la vacuna de levadura-CEA, sino también la rV/F-CEA/TRICOM para
dirigir a multiples ganglios linfaticos de drenaje en el ratdn. Se reforzaron ratones en el grupo de combinacién a
intervalos de 1 semana durante el resto del estudio con 1x10° ufp de rF-CEA/TRICOM y levadura-CEA (4 UL/raton).

Perfiles de expresion de citocinas

Para el andlisis de citocinas séricas, se extrajo sangre de ratones vacunados (véase el esquema de vacunacion
anterior) los dias 0, 2, y 4 después de la vacunacion y se aislo el suero. La expresién de citocinas se analizé usando
un panel de Th1/Th2 y citocinas proinflamatorias de Linco Diagnostic Services (St. Charles, MO). Para medir las
citocinas secretadas por linfocitos T CD8+ de ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA (n = 5), se
cultivaron en volumen linfocitos T CD8+ y se volvieron a estimular en presencia de péptido CEA-572-579
(GIQNSVSA, designado CEA-572 y representado en el presente documento por la SEQ ID NO: 11) o péptido CEA-
526-533 (EAQNTTYL, designado CEA-526 y representado en el presente documento por la SEQ ID NO: 12)
(20 pg/ml) como se ha descrito anteriormente (Wansley et al., 2008, citado anteriormente). Los niveles de citocinas
se midieron usando el kit de matriz de perlas citométricas de citocinas inflamatorias de raton y el kit de matriz de
perlas citométricas de citocinas Th1/Th2 de ratén (BD Biosciences, San Jose, CA) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Perfiles del receptor de linfocitos T (TCR)

Se aisl6 ARN usando el Mini Kit RNeasy (Qiagen, Inc., Valencia, CA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después se usé el ARN en reacciones de PCR-TI usando el Sistema de Sintesis de Primera Cadena
Superscript® de Invitrogen para PCR-TI (Invitrogen, 8 Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Se amplificaron genes Va y VB usando los cebadores y las condiciones descritos anteriormente para los genes 19
Vay 24 VB (Pannetier et al., Proc Natl Acad Sci USA, 1 de mayo de 1993; 90 (9): 4319-23; Arden et al., Nature, 29
de agosto-4 de septiembre de 1985; 316 (6031): 783-7). Los productos de PCR se analizaron usando el
Bioanalizador Agilent 2100 y Kit de reactivo Agilent DNA 1000 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) mediante
electroforesis OnChip de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se usé el software Agilent 2100 Expert
(version B.02.06S1418 [version 01]) para identificar los productos de PCR por tamafio (pb) y cantidad (nmol/l). Para
cada muestra, se sumaron cantidades de cada gen presente y se calculd, para cada gen, un porcentaje repertorio
Va o VB de TCR total.

Un panel de seleccion de TCR V@ de ratéon (BD Pharmingen, San Jose, CA) que consiste en anticuerpos
monoclonales especificos para raton Vp de TCR 2, 3,4, 5.1y.2,6,7,8.1y8.2,8.3,9, 10, 11, 12, 13, 14 y 17 se
usaron para identificar la expresion de VB de TCR a nivel de proteinas por citometria de flujo usando un citdmetro
FACScan (Becton Dickinson).

Oligomatriz de ADNc

Se dejaron sin tratar o se vacunaron ratones CEA-Tg 3 veces a intervalos de 1 semana con rV/F-CEA/TRICOM o
levadura-CEA. En el dia 33, se recogieron esplenocitos y se aisl6 ARN. Se usaron la activacion de linfocitos T y
células B, quimiocinas y receptores de quimiocinas y oligomatrices de ADNc de citocinas comunes (SABiosciences,
Frederick, MD) para investigar cambios en la expresion génica. Los genes se consideraron regulados positivamente
o regulados negativamente si su relacion de intensidad normalizada fue >2 o0 <0,5 (un punto de corte de 2 veces),
respectivamente, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Estirpes celulares de CTL especificas de CEA y ensayos in vitro

Se mantuvieron estirpes de linfocitos T especificos de CEA-526 y especificos de CEA-572 generadas a partir de
ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA en cultivo con péptido CEA-526 o0 CEA-572 (1 pg/ml) e
IL-2 (10 U/ml) con CPA irradiadas recién preparadas. Para medir la capacidad de las estirpes de linfocitos T para
lisar objetivos marcados con ™n, se incubaron diversas relaciones de linfocitos T con dianas marcadas por
triplicado a 37°C y 5 % de CO; en l;])Iacas de 96 pocillos de fondo en U. En ciertos estudios, se us6 anticuerpo de
bloqueo anti-CMH de clase | (H2D", BD Pharmingen) para distinguir entre citotoxicidades mediadas por TCR y
similares a NK. La radiactividad en los sobrenadantes se midié6 usando un contador gamma (Corba Autogamma,
Packard Instruments, Downers Grove, IL). El porcentaje de lisis tumoral se calculé como se indica a continuacion: %
de lisis tumoral = [(cpm experimental - cpm espontaneo)/(cpm maximo - cpm espontaneo)] x 100. Para evaluar la
avidez de estirpes de CTL especificas de CEA, se someti6 a ensayo la actividad de destruccion tumoral como se ha
descrito anteriormente (Hodge et al., 2005, J Immunol 174 (10): 5994-6004). Los datos se promediaron y se
representaron como A de % de lisis especifica. Para normalizar grupos dentro de cada experimento, los datos
también se expresaron como porcentaje de lisis maxima frente a concentracion de péptido. Por ultimo, el logaritmo
natural de los datos normalizados se represento frente a la concentracion de péptido. La avidez de cada poblacion
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de linfocitos T se definié6 como el logaritmo negativo de la concentracion de péptido que dio como resultado el 50 %
de la lisis diana maxima (Hodge et al., 2005, citado anteriormente y Derby et al., 2001, J Immunol 166 (3): 1690-
1697) y se expres6 en nM. El péptido HIV-gag-390-398 (SQVTNPANI, designado péptido HIV-gag y representado en
el presente documento por la SEQ ID NO: 13 se utiliz6 como control negativo en el presente experimento. Se
obtuvieron tetrameros de péptido de CMH de clase | especificos para CEA-526 y CEA-572 de Beckman Coulter
(Fullerton, CA). Cuando se indica, la actividad de CTL se convirtid6 en unidades liticas (UL), como se describe por
Wunderlich et al. (1994, "Induction and measurement of cytotoxic T lymphocyte activity” en: Coligan J, Kruisbeek A,
Margulies D, Shevach E, Strober W (editores) Current Protocols in Immunology, Wiley, Hoboken, NJ).

Estudios de terapia tumoral

Para los estudios de terapia que implican tumores de LL2-CEA, se inyectaron ratones CEA-Tg hembra de 6 a 8
semanas de edad por via i.v. en la cola con 3x10° células LL2-CEA en un volumen de 100 pl. Cuatro dias después
de la implantaciéon del tumor, los ratones se sensibilizaron y después se reforzaron como se ha descrito
anteriormente. Para enumerar las metastasis pulmonares, se inflaron pulmones de ratones sacrificados, tefiidos con
tinta china y se fijaron en solucién de Fekete (Wexler, J Natl Cancer Inst, abril de 1966; 36 (4): 641-5).

Andlisis estadistico

Se us6 GraphPad Prism versién 4.0a para Macintosh (GraphPad Software, San Diego, CA) para realizar el analisis
estadistico sobre datos in vivo. Se realizé un ensayo de Mann-Whitney no paramétrico, de 2 colas, para determinar
el nimero promedio de tumores por ratén el dia 45. Se realiz6 un ensayo de log-rango (Mantel-Cox) para ratones
gue portan > 10 nodulos tumorales pulmonares el dia 45 que se considerd que tenian < 1 semana de vida. Todos los
valores se calcularon en un intervalo de confianza del 95 % y un valor de p < 0,05 se consideré significativo.

Ejemplo 1

El siguiente ejemplo muestra el papel del vector inmunoterapico en la induccién de respuestas inmunitarias innatas
del hospedador de citocinas y quimiocinas, que puede influir posteriormente en las respuestas de linfocitos T
especificos de CEA.

En el presente experimento, se investigd el papel del vector inmunoterapico en la induccién de respuestas
inmunitarias innatas del hospedador de citocinas y quimiocinas, que puede influir posteriormente en las respuestas
de linfocitos T especificos de CEA. Brevemente, se vacunaron ratones CEA-Tg (n = 2) con rV-CEA/TRICOM o
levadura-CEA. Se recogi6 suero los dias 0, 2 y 4, se agrupd y se analiz6 para un panel de citocinas usando un panel
de Th1/Th2 y citocinas proinflamatorias. Como se muestra en la Figura 1, rV-CEA/TRICOM (cuadrados cerrados)
induce un perfil de citocinas de tipo Thl, donde los niveles de MIP1a, RANTES, GM-CSF e IL-12p70 son altos y los
niveles de IL-5 son bajos (Figuras 1A, B, C y E, respectivamente). Por el contrario, la vacunacion con levadura-CEA
induce un perfil de citocinas Th1/Th2 mixto con niveles aumentados de IL-6 (Figura 1D), niveles bajos de MIP1q,
RANTES, IL-13, e IL-5 (Figuras 1A, B, F e I, respectivamente). Los datos se presentan como pg/ml de citocina en
cada dia. Estos datos muestran que la vacunacion con rVCEA/TRICOM frente a levadura-CEA induce la expresion
de diferentes citocinas, lo que indica que cada una de las plataformas de vacunas induce diferentes poblaciones de
linfocitos T.

Ejemplo 2

El siguiente ejemplo demuestra que la vacunacion con rV/F-CEA/TRICOM frente a levadura-CEA induce distintos
repertorios de TCR.

Este experimento buscaba determinar si la vacunacion con cualquiera de las plataformas induce poblaciones de
linfocitos T CD8+ con distintos repertorios de TCR. Se vacunaron ratones CEA-Tg (n = 5 por grupo) con rV/F-
CEA/TRICOM o levadura-CEA como se ha descrito en la seccion Materiales y métodos anteriormente. Los ratones
sin tratar sirvieron como control negativo (Figuras 2A y 2D). Se recogieron bazos de ratones vacunados 14 dias
después de la vacunacion y se agruparon. Se realizaron reacciones de PCR-TI usando cebadores especificos de 19
Va y especificos de 24 V. Los productos de PCR después se analizaron y se calcul6 el porcentaje del repertorio de
TCR total para cada gen (Figura 2; los asteriscos indican genes que se expresan Unicamente en los linfocitos T de
ratones vacunados con una vacuna en comparacion con la otra). Los perfiles de TCR Va de esplenaocitos de ratones
sin tratar y ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA indican que cada grupo tiene un perfil de
expresion de TCR Va distinto (Figuras 2A a C). La expresion de 12 de los 19 genes Va fue similar entre linfocitos T
inducidos por ambas vacunas, mientras que 7 genes Va son Gnicos para poblaciones de linfocitos T de una vacuna
en comparacion con la otra (Figuras 2B y C). La comparacion de los repertorios VB de estos mismos animales indico
gue, con unas pocas excepciones, los perfiles de VB también difieren entre los dos grupos de ratones (Figuras 2D a
E). La expresion de 14 de los 24 genes V[ fue similar entre los linfocitos T inducidos por ambas vacunas, sin
embargo, las vacunas inducen genes V[ Unicos también. Como se muestra en las Figuras 2E y F, se expresaron 10
genes VB de forma unica por linfocitos T de ratones CEA-Tg vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA
(VB1, VB4, VB5.1, VB5.2, VB5.3, VB8.1, VB8.3, VBRI, VB10 y VB20). Estos datos indican que los repertorios de TCR
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Va y VB de linfocitos T de ratones sin tratar y ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA tienen los
dos patrones compartidos y Unicos de expresion del gen TCR. Se desconoce, sin embargo, si estas diferencias se
deben a un procesamiento y una presentacion diferentes del antigeno CEA por las diferentes células infectadas por
vectores o a los propios vectores. Los repertorios de TCR de estirpes de linfocitos T especificos para dos epitopos
de CEA diferentes creados a partir de ratones CEA-Tg vacunados con las dos plataformas de vectores se describen
en los ejemplos a continuacion.

Ejemplo 3

El siguiente ejemplo muestra que la vacunacion con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA induce tanto la expresion
de genes tanto compartidos como Unicos en respuesta al vector y el antigeno.

Para investigar los efectos tanto del vector como del antigeno sobre la expresion génica de esplenacitos, se usaron
oligomatrices de ADNc para caracterizar adicionalmente las poblaciones de linfocitos T inducidas por vacunacién
con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA. Se investigé la expresion de 252 genes implicados en la activacion de
linfocitos T y células B, quimiocinas, receptores de quimiocinas y citocinas por esplenocitos de ratones CEA-Tg
vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA. La Tabla 1 muestra que, para cada matriz, tanto rV/F-
CEA/TRICOM como levadura-CEA inducen cambios en la expresion de los mismos genes, incluyendo la regulacién
positiva de 26 genes en al menos 2 veces, la mayoria de los cuales estan implicados en la sefializacion de citocinas.
Ademas, ambas vacunas regulan positivamente Ltb4r2, un receptor de leucotrienos involucrado en la quimiotaxis de
células inmunitarias, genes implicados en la proliferacion de linfocitos T, tales como fosfoproteina-1 secretada (Sppl
u osteopontina) y el supresor tumoral Inha. Al mismo tiempo, cada plataforma de vacuna induce cambios Unicos en
la expresion de varios genes (Tabla 1, negrita). Levadura-CEA regula negativamente genes implicados en la
quimiotaxis de células inmunitarias tales como Ccl112, Cxcl9, Ccr9, mientras que rV/F-CEA/TRICOM no altera la
expresion de ninguno de estos genes. Los resultados del presente experimento indican que las dos plataformas de
vacunas inducen cambios en la expresién génica que son tanto compartidos como unicos.

Tabla 1

Genes implicados en

Vacunaciéon

la activacion de
linfocitos T y células
B

Quimiocinas y receptores de
guimiocinas

Citocinas

rV/F-CEA/TRICOM

/ Sin tratamiento

Genes regulados
positivamente >2
veces

H60, Igbp1b, 1111, 114

Inha (3.03), Ltb4r2, Bmp10, Bmp5

1117c, 1117f, Inhba Fgf10, Gdf2,

Gdf5, Gdf8, Ifna2, Ifna4, Ifnbl,

1113, 117b, 1125, 1119, IIf10, IIf5,
life, 118, 1120, 113, 119

Genes regulados
negativamente >2
veces

Ms4al, Sppl (4.00)

li1rn (4.29)

Levadura-CEA/ Sin

tratamiento

Genes regulados
positivamente >2
veces

Rag1 (3.48) H60 (3.25),
Igbp1b (3.25), 1111
(3.25), 114

Bdnf, Ccl20, Cmtm2a, Cmtmb5,
Cxcl15, Gdf5, Ccll17 Inha (4.92),
Ltb4r2 (4.92), Bmp10, Bmp5

GdX Fgf10, Gdf2, Gdf5, Gdf8,
Ifna2, Ifna4, Ifnbl, 1113, 1117b, 1125,
1119, 1If10, 1If5, 1If6, 1If8, 1120, 113,
119

Genes regulados
negativamente >2
veces

Tnfrsf13c (6.06) Ms4al
(3.25), Sppl

Ccl12 (3.03), Cc18 (3.73) Ccr9,
Ccrl2, Csf2, Cx3crl, Cxcl10, Cxcl13,
Hifla, Inhbb, Lif (3.48), Gusb, Cxcl9

(4.92)

Gdf3(4.0), 1110, Csf-2, Fasl, Tnf,
Tnfrsfllb, Tnfsfl5

Los genes en negrita se regulan positivamente/negativamente especificamente por esplenocitos de ratones
\vacunados ya sea con rV/F-CEA/TRICOM o con levadura-CEA, pero no por ambos. Los cambios en nimero de
veces >3 veces se indican entre paréntesis

Ejemplo 4

El siguiente ejemplo demuestra que rV/F-CEA/TRICOM vy levadura-CEA inducen poblaciones de linfocitos T
funcionalmente distintas.

Para determinar la respuesta especifica de antigeno de poblaciones de linfocitos T inducidas por las vacunas, se
investigaron las citocinas producidas por los linfocitos T de animales vacunados después de la estimulacion in vitro
con cualquiera de dos epitopos de CEA individuales (CEA-572 y CEA-526). La Figura 3A ilustra proteina CEA que
muestra los epitopos CEA-526 y CEA-572 discretos, no solapados, en el bucle A3 del dominio .
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Haciendo referencia a la Figura 3, se sensibilizaron ratones CEA-Tg (n = 5) con rV-CEA/TRICOM (barras continuas)
el dia 0 y se reforzaron los dias 7 y 14 con rFCEA/TRICOM,; se sensibilizaron ratones CEA-Tg (n =5) el dia 0y se
reforzaron los dias 7 y 14 con levadura-CEA (barras abiertas). En el dia 33, los ratones se sacrificaron y los bazos
se agruparon y se pusieron en cultivos en volumen ya sea con péptido CEA-526 (Figura 3B) o CEA-572 (Figura 3C)
durante 7 dias. Se midieron IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-5 e IL-4 mediante matriz de perlas de citocinas (pg/ml/l x
10° células) después de linfocitos se volvieron a estimular durante 24 horas con péptido especifico de CEA o control
de péptido VSVN. Todos los datos se han normalizado con el control de péptido VSVN.

Se observé que los dos epitopos de CEA diferentes inducen diferentes niveles de produccién de citocinas a partir de
linfocitos T de animales vacunados. Se secretan niveles mayores de TNF-a en respuesta a CEA-526 después de la
vacunacion con rV/F-CEA/TRICOM en comparacién con levadura-CEA (Figura 3B, barra cerrada), sin embargo, la
vacunacion con levadura-CEA produce niveles significativamente mas altos de TNF-a cuando los linfocitos T se
estimulan con el péptido CEA-572 (Figura 3C, barra abierta). Ademas, los linfocitos T de la vacunacion con levadura-
CEA inducen niveles mas altos de IL-2 en comparacion con los linfocitos T de la vacunacién con rV/F-CEA/TRICOM,
cuando se estimulan con los péptidos CEA526 y CEA-572 (Figuras 3B y 3C, barras abiertas). De forma similar,
después de la vacunacién con rV/F-CEA/TRICOM, los linfocitos T inducen niveles mas altos de IFN-y en
comparacion con la vacunacion con levadura-CEA en respuesta a los péptidos CEA-526 y CEA-572 (Figuras 3B y
3C, barras cerradas).

Los datos también muestran que los linfocitos T de animales vacunados secretan diferentes niveles de diversas
citocinas en respuesta a un Unico epitopo de CEA. Los linfocitos T de ratones vacunados con levadura-CEA
secretan IL-4, IL-10, TNF-q, IFN-y, IL-5 e IL-2 en respuesta al epitopo de CEA-572 (Figura 3C, barras abiertas). Por
otro lado, los linfocitos T de ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM secretan niveles significativamente mas altos
de IFN-y en comparacion con levadura-CEA en respuesta al péptido CEA-572 y niveles menores de IL-10 y TNF-a
en respuesta al epitopo de CEA-572 (Figura 3C, barras cerradas). Estos resultados indican que las poblaciones de
linfocitos T inducidas por vacunacion con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA son especificas de antigeno y
funcionalmente distintas.

Ejemplo 5

El siguiente ejemplo demuestra que las estirpes de linfocitos T desarrolladas a partir de ratones vacunados con rV/F-
CEA/TRICOM frente a levadura-CEA tienen 14 repertorios de TCR distintos y avidez funcional.

Para explorar adicionalmente diferencias potenciales en la funcionalidad de los linfocitos T de ratones vacunados ya
sea con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA, se crearon estirpes de linfocitos T especificas para cualquiera de
péptido CEA-526 o CEA-572 a partir de ratones CEA-Tg vacunados como se describe en los Materiales y Métodos.
Brevemente, ratones CEA-Tg (n = 5 por grupo) vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA como se ha
descrito anteriormente. Dos semanas después de la vacunacion final, se recogieron bazos y se agruparon y los
esplenocitos se cultivaron en volumen con péptido CEA-526 o CEA-572 durante 7 dias. Los linfocitos se volvieron a
estimular con el péptido fresco, IL-2 y se CPA irradiadas cada 7 dias y se mantuvieron en cultivo para experimentos
in vitro. Se realizé un andlisis de perfil de TCR después de 18 ciclos de estimulacion.

Los perfiles Va de TCR de las estirpes celulares 4 indican que las poblaciones de linfocitos T tienen repertorios de
TCR de Va compartidos y Unicos. Haciendo referencia a la Figura 4, se muestran repertorios de TCR de Va de
estirpes de linfocitos T rV/F-CEA/TRICOM (barras de color negro) mantenidas en presencia de (Figura 4A) péptido
CEA-526 y (Figura 4B) péptido CEA-572. La Figura 4 también muestra repertorios de TCR de Va de estirpes de
linfocitos T levadura-CEA (barras de color blanco) mantenidos en presencia de (Figura 4C) péptido CEA-526 y
(Figura 4D) péptido CEA572. Los resultados se expresan como porcentaje del repertorio total de TCR de cadena Va.
Los asteriscos indican 31 genes que se expresan Unicamente en linfocitos T de ratones vacunados con una vacuna
en comparacion con la otra.

En linfocitos T de ratones vacunados estimulados con el epitopo de CEA-526, los linfocitos T tienen una expresion
compartida de 16 de los 19 genes Va y una expresion Unica de 3 genes Va (Figuras 4A y C). En linfocitos T de
ratones vacunados estimulados con el epitopo de CEA-572, los linfocitos T tienen una expresion compartida de 15
de los 19 genes Va y una expresion unica de 4 genes Va (Figuras 4B y D). Se observaron resultados similares
cuando se analizaron los perfiles de TCR de VB (datos no mostrados). Ademas, se confirmé la expresién de genes
de TCR de VB seleccionados entre las estirpes de linfocitos T por citometria de flujo usando anticuerpos
monoclonales disponibles en el mercado (datos no mostrados). Estos datos proporcionan evidencia adicional de que
las poblaciones de linfocitos T de ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM o levadura-CEA son ambos especificas
de vector y de antigeno.

Para caracterizar las diferencias funcionales entre linfocitos T de cualquiera de los dos vectores, la actividad citolitica
especifica de CEA de los linfocitos T generadas a partir de rV/F-CEA/TRICOM se compar6 con la generada a partir
de la vacunacion con levadura-CEA. La pureza de los cultivos de estirpes de linfocitos T se confirmé mediante
tincion de la superficie celular con anticuerpos monoclonales para identificar células CD8, CD4 y NK, seguida de
citometria de flujo (datos no mostrados). Ademas, la tincion del tetramero usando tetrameros de péptido de CMH de
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clase | especificos para CEA-526 o0 CEA-572 confirmé la especificidad de péptido para las estirpes de linfocitos T
(datos no mostrados).

Brevemente, se incubaron estirpes de linfocitos T generadas a partir de vacunaciéon con rV/F-CEA/TRICOM vy
especificos para (Figura 5A) péptido CEA-526 y (Figura 5C) CEA-572 péptido con dianas célula EL-4 marcada con
Hn pulsado por péptido en las relaciones indicadas durante 4 h. También se incubaron estirpes de linfocitos T
generadas a partir de vacunacion con levadura-CEA y es?ecificos para (Figura 5B) péptido CEA-526 y (Figura 5D)
péptido CEA572 con dianas célula EL-4 marcada con "In en las relaciones indicadas durante 4 h. Haciendo
referencia a la Figura 5, las células EL-4 marcadas con Mn pulsadas con los péptidos CEA-572 y CEA-526 se
relpresentan mediante cuadrados continuos conectados por una linea continua, y las células EL-4 marcadas con
Mn pulsadas con VSVNP (control negativo ) se representan mediante circulos abiertos conectados por una linea
discontinua. Para determinar la avidez de los linfocitos T, (Figura 5B, recuadro) se incubaron estirpes de linfocitos T
especificos de CEA-526 de rV/F-CEA/TRICOM (cuadrados cerrados) y levadura-CEA (circulos abiertos) con de
CEA-526 en presencia de diversas concentraciones de péptido CEA-526 (o control HIV-gag) que van de 1 uM a
0 uM durante 4 h. También se usaron estirpes de linfocitos T especificos para el epitopo de CEA-572, generados a
partir de ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM (Figura 5E) o levadura-CEA (Figura 5F), en ensayos de
linfocitos T citoliticos con LL2-CEA marcados con *!In y normalizados a LL2 (control negativo) en varias relaciones.
Las barras indican el error tipico de lis pocillos por triplicado.

Las Figuras 5A y 5B muestran que una estirpe de linfocitos T especificos del péptido CEA-526 generada a partir de
rV/F-CEA/TRICOM tiene una mayor actividad litica en comparacién con una estirpe de linfocitos T generada a partir
de la vacunacion con levadura-CEA. Las estirpes de linfocitos T especificas para el epitopo CEA-572 demostraron
niveles similares de actividad citolitica (Figuras 5C y 5D). La Figura 5B muestra que la estirpe de linfocitos T
especificos de CEA-526 generados a partir de la vacunacién con rV/F-CEA/TRICOM tenia una avidez 23,3 veces
mas alta que la estirpe de linfocitos T especificos para CEA-526 generados a partir de la vacunacion con levadura-
CEA.

Las estirpes de linfocitos T especificos de CEA-572 también se usaron en un ensayo de CTL dirigido a células LL2-
CEA marcadas con "In. Se cultivaron linfocitos T especificos de CEA572 de ratones vacunados ya sea con rV/F-
CEA/TRICOM o levadura-CEA durante 20 semanas antes de este ensayo. Ambas estirpes de linfocitos T lisan la
diana LL2-CEA vy la lisis disminuye a medida que la relacion de los linfocitos T con respecto a las células efectoras
(dianas LL2CEA) disminuye (Figuras 5E y 5F). Estos resultados indican que tanto las estirpes de linfocitos T son
capaces de lisar células que expresan CEA, aunque la estirpe de linfocitos T de los ratones vacunados con
levadura-CEA (Figura 5F) tuvieron un mayor nivel de actividad en comparacion con la estirpe de linfocitos T de
ratones vacunados con rV/F-CEA/TRICOM (Figura 5E) cuando la lisis celular por LL2-CEA se normaliz6 a la de las
células LL2.

Para confirmar que la lisis celular observada en las Figuras 5E y 5F estuvo mediada por TCR y no fue debido a la
actividad de células NK, los experimentos de CTL con anticuerpos monoclonales de bloqueo especificos para
moléculas de CMH de clase | se realizaron con las dianas tumorales LL2-CEA y se normalizaron a células diana LL2
como control y mostraron que la presencia de anticuerpo de bloqueo del CMH de clase | anula la lisis celular. La
falta de lisis mediada por células NK se confirmé adicionalmente en un CTL usando dianas YAK1, que descubrieron
que la presencia de anticuerpo de bloqueo de clase CMH anulé la lisis celular de YAK1 por las diferentes estirpes de
linfocitos T. Juntos, estos resultados indican que la actividad litica de las estirpes de linfocitos T creadas a partir de
diferentes vectores dirigidos al mismo epitopo de CEA esta mediada por TCR y los niveles de lisis celular son
similares a cuando se dirigen a células diana pulsadas con péptido, aunque su capacidad para lisar dianas
tumorales que expresan CEA difiere. Adicionalmente, la avidez de estirpes de linfocitos T inducidas por rV/F-
CEA/TRICOM puede ser mayor que la de estirpes de linfocitos T creadas a partir de la vacunacién con levadura-
CEA. Estos resultados caracterizan adicionalmente las poblaciones de linfocitos T de ratones vacunados con rV-
CEA/TRICOM o levadura-CEA como especificas de la plataforma.

Ejemplo 6

El siguiente ejemplo demuestra que la combinacion de rV/F-CEA/TRICOM vy levadura-CEA es una terapia
antitumoral eficaz en un modelo de metastasis pulmonar ortotopica murina.

Se realizaron estudios para determinar si la administracion simultanea de las dos vacunas generaria una actividad
antitumoral superior a la vacunacién con cualquiera de las plataformas de vacunas solas. Brevemente, se inyectaron
ratones CEA-Tg por via i.v. con células tumorales LL2-CEA. En el dia 4, los ratones se sensibilizaron con rV/F-
CEA/TRICOM (n = 10), levadura-CEA (n = 14) o rV/F-CEA/TRICOM y levadura-CEA (n = 10); un grupo de control (n
= 17) no recibi6 ningun tratamiento. Los ratones se reforzaron cada 7 dias durante la duracién del experimento. El
grupo de rV/F-CEA/TRICOM se reforzé con rV/F-CEA/TRICOM. El grupo de levadura-CEA se reforzé solo con la
levadura-CEA. El grupo de combinacion se reforzé con rV/F-CEA/TRICOM y levadura-CEA. Para estos estudios, se
inyecto rV/F-CEA/TRICOM por via s.c. en el flanco derecho dorsal mientras que se entregé levadura-CEA 1 UL por
via s.c. en el interior de cada pierna y oméplato para dirigirse a multiples ganglios linfaticos de drenaje. En el dia 45,
los ratones se sacrificaron y se recogieron, se tifieron y se fijaron los pulmones. Los datos que se muestran en la
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Figura 6 representan el nimero de metastasis pulmonares por ratdn a partir de dos experimentos separados
(indicados mediante simbolos abiertos frente a cerrados). La barra indica el nUmero promedio de metastasis por
raton p = 0,015 comparando ratones sin tratar con el grupo de combinacion de rV/F-CEA/TRICOM y levadura-CEA.

Los ratones sin tratar tuvieron un promedio de 10,84 tumores por ratén (+2,41). Los ratones vacunados con rV/F-
CEA/TRICOM tuvieron un promedio de 7,50 metastasis por ratén (+2,02) y los ratones vacunados con levadura-CEA
tuvieron un promedio de 9.71 metastasis por ratén (+1,22). Sin embargo, los ratones vacunados con la combinacion
de rV/IF-CEA/TRICOM vy levadura-CEA tuvieron 2,80 metéastasis por raton (+0,77); este grupo de combinacion fue el
Unico grupo con un ndmero significativamente menor de metastasis en comparacion con el control sin tratar (p =
0,015). Ademas, el numero maximo de metastasis por ratén para los grupos sin tratar, rV/F-CEA/TRICOM y
levadura-CEA fue de 36, 24 y 18, respectivamente, mientras que el nimero maximo de metastasis en el grupo de
combinacion fue de 7. Ademas, el ensayo de log-rango (ratones que portan >9 nddulos tumorales pulmonares el dia
45; que se supone que tienen <1 semana de vida) mostré significacion estadistica entre ratones sin tratar y ratones
gue recibieron la combinaciéon de rV/F-CEA/TRICOM vy levadura CEA (p = 0,0027). Ademas, hubo significacién
estadistica entre ratones tratados con rV/F-CEA/TRICOM solo frente a la vacunacion simultdnea con rV/F-
CEA/TRICOM y levadura-CEA (p = 0,0293). Ademas, no hubo significacion estadistica entre los ratones tratados con
levadura-CEA sola frente a la vacunacién simultanea con rV/F-CEA/TRICOM vy levadura-CEA (p = 0,0017). Estos
resultados, tomados en conjunto, indican que la administraciéon simultanea de vacunas de rV/F-CEA/TRICOM y
levadura-CEA puede aumentar la eficacia antitumoral.

Como se ha analizado anteriormente, los informes publicados que comparaban las plataformas de vacunas han
llegado histéricamente a la conclusién de que una es mas eficaz que la otra en la estimulaciéon del sistema
inmunitario y, por tanto, han recomendado un desarrollo adicional de la plataforma mas eficaz para los estudios
clinicos (Riezebos-Brilman et al., Gene Ther, diciembre de 2007; 14 (24): 1695-704; y Casimiro et al., J Virol, junio
de 2003; 77 (11): 6305-13). Los resultados proporcionados en el presente documento han demostrado que la
poblacién de linfocitos T inducida por cada plataforma presentd respuestas fenotipicas y funcionales, Unicas y
compartidas, a diferentes epitopos de CEA. Los resultados presentados en el presente documento muestran por
primera vez que (a) las plataformas de 2 vacunas dirigidas al mismo antigeno inducen poblaciones de linfocitos T
distintas, (b) la induccion de estas poblaciones de linfocitos T es tanto especifica de vector y especifica de antigeno
y (c) las vacunas pueden usarse simultdneamente en un modelo antitumoral para mejorar la eficacia antitumoral.
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gcc
Ala

aag
Lys

999
Gly

gtt
Val

tagt
Cys

age
Ser

670

685

700

Cys

Trp

Asn

Gln

60

Asn

Gly

Leu

val

Ile

Asn

Val

45

His

Arg

Pro

Ile

Ile

ata
Ile

Pro

Pro

30

Ala

Gln

Ala

Gln

110

Lys

gcc
Ala

Trp

15

Pro

Glu

Phe

Ile

Tyr

95

Asn

Ser

1920

1968

2016

2064

2109

2124

Gln

Thr

Gly

Gly

Ile

80

Ser

Ile

Asp



Pro
145

Leu

Asp

Arg

225

Thr

Leu

Val

Ile

Asp

305

Pro

Glu

Tyx

Val

130

Lys

Ala

Trp

Ser

Thr

2190

Ser

Ile

Ser

Asn

Thr

250

Thr

Pro

Asp

Leu

115

Asn

Pro

Val

Trp

195

Ala

Asp

Ser

Cys

Gly

273

Val

Gly

Lys

Ala

355

Glu

Ala

val

180

Gly

Ser

Ser

Pro

His

260

Asn

Pro

val
340

Trp

Glu

Ile

Phe

165

Asn

Tyr

Val

Leu

245

Ala

Phe

Asn

Asn

Phe

325

Ala

Val

ES 2 660 597 T3

Ala

Ser

150

Thr

Asn

Lys

Ile

230

Asn

Ala

Gln

Ser

Arg

310

Ile

Leu

Asn

Thr

135

Ser

Cys

Gln

Thr

Cys

215

Leu

Thr

Ser

Gln

Gly

295

Thr

Thr

The

Asn

120

Gly

Glu

Ser

200

Glu

Asn

Ser

Asn

Ser

280

Ser

Ser

Cys

Gln
360

39

Gln

Asn

Pro

Leu

185

Thr

Val

Tyr

Pro

265

Thr

Tyr

Val

Asn

Glu

345

Ser

Phe

Ser

Glu

170

Pro

Leu

Gln

Leu

Arg

250

Pro

Gln

Thr

Thr

Asn

330

Pro

Arg

Lys

155

Vval

Phe

Asn

Tyr

235

Ser

Ala

Glu

Cys

Thr

315

Ser

Glu

Pro

Val

140

Pro

Gln

Ser

Asn

Pro

220

Gly

Gly

Gln

Leu

Gln

300

Ile

Asn

Ile

val

125

Tyr

Val

Asp

Pro

Val

205

Val

Pro

Glu

Tyr

Phe

288

Ala

Thr

Pro

Gln

Ser
365

Pro

Glu

Ala

190

Thr

Ser

Asp

Asn

Ser

270

Ile

His

Val

val

Asn

350

Pro

Glu

Asp

Thr

175

Arg

Ala

Ala

Leu
255

Tzp

Pro

Asn

Tyr

Glu

338

Thr

Arg

Leu

Lys

160

Tyr

Gln

Asn

Arg

Pro

240

Asn

Phe

Asn

Ser

Glu

320

Asp

Thr

Leu



Gln

Asn

385

Asp

Pro

Ser

Leu

Asn

465

Ser

Ala

Glu

Thr

Arg

545

Thr

Ser

Asp

Asp

Leu

370

Asp

His

Thr

Ile

450

Ile

Ala

Glu

Asp

Thr

530

Leu

Arg

Ala

Thr

Leu
610

Ser

Val

Ser

Ile

Ser

435

Asp

Thr

Ser

Leu

Lys

515

Tyr

Gln

Asn

Asn

Pro

595

Asn

Asn

Gly

Asp

Ser

420

Cys

Gly

Glu

Gly

Pro

500

Asp

Leu

Leu

Asp

Arg

580

Ile

Leu

Asp

Pro

Pro

405

Pro

His

Asn

Lys

His

485

Lys

Ala

Trp

Ser

Ala

565

Ser

Ile

Ser

ES 2 660 597 T3

Asn

Tyr

390

val

Ser

Ala

Ile

Asn

470

Ser

Pro

val

Trp

Asn

550

Arg

Asp

Ser

Cys

Arg

375

Glu

Ile

Tyr

Ala

Gln

455

Ser

Arg

Ser

Ala

val

535

Gly

Ala

Pro

Pro

His
615

Thr

Cys

Leu

TThy

Ser

440

Gln

Gly

Thr

Ile

Phe

520

Asn

Asn

Tyr

val

Pro

600

Ser

40

Leu

Gly

Asn

Tyr

425

Asn

His

Leu

Thr

Ser

505

Thr

Gly

Arg

val

Thr

585

Asp

Ala

Thr

Ile

val

410

Tyr

Pro

Thr

Tyr

val

490

Ser

Cys

Gln

Thr

Cys

570

Leu

Ser

Ser

Leu

Gln

395

Leu

Arg

Pro

Gln

Thr

475

Lys

Asn

Glu

Ser

Leu

555

Gly

Asp

Ser

Asn

Leu

380

Asn

Tyr

Pro

Ala

Glu

460

Cys

Thr

Asn

Pro

Leu

540

Thr

Ile

Val

Tyr

Pro
620

Ser

Glu

Gly

Gly

Gln

445

Leu

Gln

Ile

Ser

Glu

525

Pro

Leu

Gln

Leu

Leu

605

Ser

vVal

Leu

Pro

Val

430

Tyr

Phe

Thr

Lys

510

Ala

val

Phe

Asn

Tyr

590

Ser

Pro

Thr

Ser

Asp

415

Asn

Ser

Ile

Asn

val

495

Pro

Gln

Ser

Asn

Ser

575

Gly

Gly

Gln

vVal

400

Asp

Leu

Trp

Ser

Asn

480

Ser

val

Asn

Pro

vVal

560

Val

Pro

Ala

Tyr



10

15

Ser Trp Arg

625

Ile Ala Lys

Ser Asn Leu

Val Ser Ala

675

Gly Ile Met

<210>3
<211>5

37

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

690

Ile

ile

Ala

660

Ser

Ile

<223> Construccion sintética

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(534)

<400> 3

atg
Met
1

tat
Tyr

acg
Thr

ata
Ile

ctc
Leu
65

agg
Arg

ata
Ile

gtc
vVal

aaa
Lys

ata
Ile

gag
Glu
50

ttg

Leu

gac
Asp

aat
Asn

ctc
Leu

ctt
Leu

cag
Gln
35

gac
Asp

gat
Asp

cag
Gln

aat
Asn

gac
Asp

gtg
Val

20

cta
Leu

tee
Ser

att
Ile

tac
Tyr

act
Thr
100

aca
Thr

gtg
val

att
Ile

tac
Tyr

ctc
Leu

atg
Met
85

aaa
Lys

Asn

Thr
645

Thr

Gly

Gly

gca
Ala

gtt
Val

cag
Gln

agg

gac
Asp
70

aga

Arg

tca
Ser

ES 2 660 597 T3

Gly Ile Pro

630

Pro Asn Asn

Gly Arg Asn

Thr Ser Pro

Val Leu Val

ggt
Gly

gga
Gly

aat
Asn

aaa
Lys
55

aca
Thr

act
Thr

ttt
Phe

Gln Gln His Thr

635

650

665

680

695

ttg

gct
Ala

cac
His
40

caa
Gln

gca
Ala

ggg
Gly

gaa
Glu

gag
Glu

gtt
val
25

ttt
Phe

gta
vVal

ggt
Gly

gag
Glu

gat
Asp
105

gag
Glu
10

ggc
Gly

gtg
Val

gta
val

cga

ggc
Gly
90

att
Ile

41

tac
Tyr

gta
val

gat

att
Ile

gag
Glu
15

ttt
Phe

cac
His

agt
Ser

ggc
Gly

gag
Glu

gat
Asp
60

gag
Glu

ctt
Leu

cat
His

Asn Gly Thr Tyr

Asn Ser Ile Val

Gly Val Ala Leu

Gly Leu Ser Ala Gly

Gln

Ala

Lys

Val Leu

Cys Phe

655

Ser Ile

670

685

700

gca
Ala

aag
Lys

tac
Tyr
45

gga
Gly

tac
Tyr

tgt
Cys

tat
Tyr

atg
Met

agc
Ser
30

gac

gaa
Glu

agt

Ser

gta
val

aga
Arg
110

Ile

act
Thr
15

gcc
Ala

cct
Pro

acc
Thr

gea
Ala

ttt
Phe
95

gaa
Glu

Ala Thr

gag
Glu

ttg
Leu

acg
Thr

tgt
Cys

atg
Met
80

gcc
Ala

caa
Gln

Phe
640

Val

Val

48

96

144

192

240

288

336



10

ES 2 660 597 T3

att aaa aga gta aag gac tct gaa gat gtg cct atg gtc ctg gta ggg
Ile Lys Arg Val Lys Asp Ser Glu Asp Val Pro Met Val Leu Val Gly
115 120 125
aat aag tgt gat ttg cct tct aga aca gta gac acg aaa cag gct cag
Asn Lys Cys Asp Leu Pro Ser Arg Thr Val Asp Thr Lys Gln Ala Gln
130 135 140
gag tta gca agg agt tac ggg att ccg ttc att gag acc tca gca aag
Glu Leu Ala Arg Ser Tyr Gly Ile Pro Phe Ile Glu Thr Ser Ala Lys
145 150 155 160
aca aga cag ggt gtt gac gat gcc ttc tat aca tta gtc cga gaa att
Thr Arg Gln Gly Val Asp Asp Ala Phe Tyr Thr Leu Val Arg Glu Ile
165 170 175
cga aaa tag
Arg Lys
<210> 4
<211> 178
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 4
Met Val Leu Asp Thr Ala Gly Leu Glu Glu Tyr Ser Ala Met Thr
1 5 10 15
Tyr Lys Leu Val Val Val Gly Ala Val Gly Val Gly Lys Ser Ala
20 25 30
Thr Ile Gla Leu Ile Gln Asn His Phe Val Asp Glu Tyr Asp Pro
35 40 45
Ile Glu Asp Ser Tyr Arg Lys Gln Val Val Ile Asp Gly Glu Thr
50 55 60
Leu Leu Asp Ile Leu Asp Thr Ala Gly Arg Glu Glu Tyr Ser Ala
65 70 75
Arg Asp Gln Tyr Met Arg Thr Gly Glu Gly Phe Leu Cys Val Phe
85 90 95
Ile Asn Asn Thr Lys Ser Phe Glu Asp Ile His His Tyr Arg Glu
100 105 110
Ile Lys Arg Val Lys Asp Ser Glu Asp Val Pro Met Val Leu Val
115 120 125

42

Glu

Leu

Cys

Met

80

Ala

Gln

Gly

384

432

480

528

537
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ES 2 660 597 T3

Asn Lys Cys Asp Leu Pro Ser Arg Thr Val Asp Thr Lys Gln Ala Gln
130 135 140

Glu Leu Ala Arg Ser Tyr Gly Ile Pro Phe Ile Glu Thr Ser Ala Lys
145 150 155 160

Thr Arg Gln Gly Val Asp Asp Ala Phe Tyr Thr Leu Val Arg Glu Ile
165 170 175

Arg Lys

<210>5
<211> 537
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(534)

<400> 5

43



10

atg gtc ctec gac
Met Val Leu Asp

tat aaa ctt gtg
Tyr Lys Leu Val
20

acg ata cag cta
Thr Ile Gln Leu
35

ata gag gac tcc
Ile Glu Asp Ser
50

ctc ttg gat att
Leu Leu Asp Ile
65

agg gac cag tac
Arg Asp Gln Tyr

ata aat aat act
Ile Asn Asn Thr
100

att aaa aga gta
Ile Lys Arg Val
115

aat aag tgt gat

Asn Lys Cys Asp
130

gag tta geca agg
Glu Leu Ala Arg
145

aca aga cag ggt
Thr Arg Gln Gly

cga aaa tag
Arg Lys

<210>6
<211> 178
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

aca
Thr

gtg
Val

att
Ile

tac
Tyr

ctc
Leu

atg
Met

aaa
Lys

aag
Lys

ttg

Leu

agt
Ser

gtt
Vval
165

<223> Construccion sintética

<400> 6

gca
Ala

gtt
Val

cag
Gln

agg
Arg

gac
Asp
70

aga

Arg

tca
Ser

gac
Asp

cct

Pro

tac
Tyr
150

gac
Asp

ES 2 660 597 T3

ggt
Gly

gga
Gly

aat
Asn

aaa
Lys
55

aca
Thr

act
Thr

ttt
Phe

tect
Ser

tet
Ser
135

g99
Gly

gat
Asp

ttg
Leu

gct
Ala

cac
His
40

caa
Gln

gca
Ala

999
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu
120

aga

Arg

att
Ile

gee
Ala

gag
Glu

tgt
Cys
25

ttt
Phe

gta
Val

ggt
Gly

gag
Glu

gat
Asp
105

gat

Asp

aca

Thr

ccg
Pro

tte
Phe

gag
Glu
10

ggc
Gly

gtg
val

gta
Val

cga
Arg

ggc
Gly
90

att
Ile

gtg
val

val

tte
Phe

tat
Tyr
170

44

tac
Tyr

gta
Val

gat
Asp

att
Ile

gag
Glu
75

ttec
Phe

cac
His

cct
Pro

gac

Asp

att
Ile
155

aca
Thr

agt
Ser

ggc
Gly

gag
Glu

gat
Asp

gag
Glu

ctt
Leu

cat
His

atg
Met

acqg

Thr
140

gag
Glu

tta
Leu

gca
Ala

aag
Lys

tac
Tyr
45

gga
Gly

tac
Tyr

tgt
Cys

tat
Tyr

gte
Vval
125

aaa

Lys

acc
Thr

gte
val

atg
Met

agc
Ser
30

gac
Asp

gaa
Glu

agt
Ser

gta
Vval

aga
Arg
110

ctg

Leu

cag

Gln

teca
Ser

cga
Arg

act
Thr
15

gce

Ala

cct
Pro

acc
Thr

gca
Ala

ttt
Phe
95

gaa
Glu

gta
val

get

Ala

gca
Ala

gaa
Glu
175

gag
Glu

ttg
Leu

acg
Thr

tgt
Cys

atg
Met
80

gcc

Ala

caa
Gln

999
Gly

cag

Gln

aag
Lys
160

att
Ile

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

537
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15

Tyr

Thr

Ile

Leu

65

Arg

Ile

Ile

Asn

Glu

145

Thr

Arg

<210>7
<211> 537
<212> ADN

Val

Lys

Tle

Glu

S0

Leu

Asp

Asn

Lys

Lys

130

Leu

Arg

Lys

<213> Artificial

<220>

Leu Asp Thr

Leu

Gla

35

Asp

Asp

Gln

Asn

Arg

115

Cys

Ala

Gln

Val

20

Len

Ser

Ile

Tyr

Thr

100

val

Asp

Gly

<223> Construccion sintética

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(534)

<400>7

Val

Tle

Tyr

Leu

Met

85

Lys

Lys

Leu

Ser

Vval
145
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Ala

Val

Gln

Arg

Asp

70

Arg

Ser

Asp

Pro

Tyr

150

Asp

Gly

Gly

Asn

Lys

55

Thr

Thr

Phe

Ser

Ser

135

Gly

Asp

Leu

Ala

His

40

Gln

Ala

Gly

Glu

Glu

120

Arg

Ile

Ala

45

Glu

Cys

25

Phe

Val

Gly

Glu

Asp

105

Asp

Thr

Pro

Phe

Glu

10

Gly

Val

Val

Gly

Ile

val

Val

Phe

Tyr
170

Tyr

Val

Asp

Ile

Glu

75

Phe

His

Pro

Asp

Ile

155

Thr

Ser

Gly

Glu

Asp

Glu

Leu

His

Met

Thr

140

Glu

Leu

Ala

Lys

Tyr

45

Gly

Tyr

Cys

Tyr

Val

128

Lys

Thr

Val

Met

Ser

30

Asp

Glu

Ser

val

Arg

110

Leu

Gln

Ser

Arg

Thr

15

Ala

Pro

Thr

Ala

Phe

9%

Glu

Val

Ala

Ala

Glu
175

Glu

Leu

Cys

Mat

80

Ala

Gln

Gly

Gln

Lys

160

Ile



10

atg gtc ctc gac aca
Met Val Leu Asp Thr

tat aaa ctt gtg gtg
Tyr Lys Leu Val Val
20

acg ata cag cta att
Thr Ile Gln Leu Ile
35

ata gag gac tcc tac
Ile Glu Asp Ser Tyr
50

ctc ttg gat att ctc
Leu Leu Asp Ile Leu
65

agg gac cag tac atg
Arg Asp Gln Tyr Met
85

ata aat aat act aaa
Ile Asn Asn Thr Lys
100

att aaa aga gta aag
Ile Lys Arg Val Lys
115

aat aag tgt gat ttg
Asn Lys Cys Asp Leu
130

gag tta gca agg agt
Glu Leu Ala Arg Ser

145

aca aga cag ggt gtt
Thr Arg Gln Gly Val
165

cga aaa tag
Arg Lys

<210>8
<211> 178
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 8

gca
Ala

gtt
val

cag
Gln

agg

gac
Asp
70

aga

tca
Ser

gac
Asp

cct
Pro

tac
Tyr

150

gac
Asp

ES 2 660 597 T3

ggt
Gly

gga
Gly

aat
Asn

aaa
Lys
55

aca
Thr

act
Thr

ttt
Phe

tect
Ser

tet
Ser
135

999
Gly

gat

ttg
Leu

gct
Ala

cac
His
40

caa

Gln

gca
Ala

999
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu
120

aga

att
Ile

gcc
Ala

gag
Glu

gat
Asp
25

ttt
Phe

gta
vVal

ggt
Gly

gag
Glu

gat
Asp
105

gat
Asp

aca
Thr

ccg
Pro

tte
Phe

gag
Glu
10

ggc
Gly

gtg
vVal

gta
val

cga

ggc
Gly
90

att
Ile

atg
val

gta
vVal

ttec
Phe

tat
Tyr
170

46

tac
Tyr

gta
val

gat
Asp

att
Ile

gag
Glu
75

ttt
Phe

cac
His

cct
Pro

gac

att
Ile

155

aca
Thr

agt

Ser

ggc
Gly

gag
Glu
gat

60

gag
Glu

ctt
Leu

cat
His

atg
Met

acg
Thr
140

gag
Glu

tta
Leu

gca
Ala

aag
Lys

tac
Tyr
45

gga
Gly

tac
Tyr

tgt
Cys

tat
Tyr

gtc
Val
125

aaa

Lys

acc
Thr

gtc
Val

atg
Met

agc
Ser
30

gac

gaa
Glu

agt
Ser

gta
val
aga
110
ctg

Leu

cag
Gln

tca
Ser

cga
Arg

act
Thr
15

gcc
Ala

cct
Pro

acc
Thr

gca
Ala

ttt
Phe
95

gaa
Glu

gta
Val

gct
Ala

gca
Ala

gaa
Glu
175

gag
Glu

ttg
Leu

acg
Thr

tgt
Cys

atg
Met
80

gce

Ala

caa
Gln

ggg
Gly

cag
Gln

aag
Lys

160

att
Ile

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

537
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Met

Tyr

Thr

Ile

Lsu

65

Tle

Ile

Asn

Glu

145

Thr

<210>9
<211> 537
<212> ADN

val

Lys

Ila

Glu

50

Lsu

Asp

Asn

Lys

Lys

130

Leu

Arg

<213> Artificial

<220>

Leu

Lsu

Gln

35

Asp

Asp

Gln

Asn

Arg

115

Cys

Ala

Gln

Asp

val

20

Leu

Ser

Ila

Tyr

Thr

100

Val

Asp

<223> Construccion sintética

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(534)

<400>9

Thr

val

Ila

Tyr

Lsu

Met

85

Lys

Lys

Len

Ser

Val
165
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Ala

val

Gln

Arg

Asp

70

Arg

Ser

Asp

Pro

Tyr

150

Asp

Gly

Gly

Asn

Lys

B5

Thr

Thr

Phe

Ser

Ser

135

Gly

Asp

Leu

Ala

Hism

40

Gln

Ala

Gly

Glu

Glu

120

Arg

Ile

Ala

a7

Glu

Asp

25

Pha

Val

Gly

Glu

Asp

105

Asp

Thr

Pro

Phe

Lys

Glu

10

Gly

Val

Val

Arg

Gly

90

Ile

val

Val

Phe

Tyr
170

Tyr

vVal

Asp

Ile

Glu

75

Phe

His

Pro

Asp

Ile

155

Thr

Ser

Gly

Glu

Asp

Glu

Leu

His

Met

Thr

140

Glu

Leu

Ala

Lys

Tyr

45

Gly

Tyr

Cys

Tyr

Val

125

Lys

Thr

Val

Met

Ber

30

Asp

Glu

Ser

Val

Arg

119

Len

Gln

Ser

Arg

Thr

15

Ala

Pro

Thr

Ala

Phe

95

Glu

Val

Ala

Ala

Glu
175

Glu

Leu

Thr

Cys

Mat

80

Ala

Gln

Gly

Gln

Lys

160

Ile



10

atg gtc
Met Val

tat aaa
Tyr Lys

acg ata
Thr Ile

ata gag
Ile Glu
50

ctc ttg
Leu Leu
65

agg gac
Arg Asp

ata aat
Ile Asn

att aaa
Ile Lys

aat aag
Asn Lys
130

gag tta
Glu Leu
145

aca aga
Thr Arg

cga aaa
Arg Lys

<210>10
<211>178
<212> PRT

cte
Leu

ctt
Leu

cag
Gln
35

gac

Asp

gat
Asp

cag
Gln

aat
Asn

aga
Arg
115

tgt
Cys

gca
Ala

cag
Gln

tag

<213> Artificial

<220>

gac
Asp

gtg
Val
20

cta
Leu

tcc
Ser

att
Ile

tac
Tyr

act
Thr
100

gta
Val

gat
Asp

agg
Arg

ggt
Gly

aca
Thr

gtg
val

att
Ile

tac
Tyr

ctc
Leu

atg
Met
85

aaa

Lys

aag
Lys

ttg
Leu

Ser

gtt
Vval
165

<223> Construccion sintética

<400> 10

gca
Ala

gtt
val

cag
Gln

agg

gac
Asp
70

aga
Arg

teca
Ser

gac
Asp

cet
Pro

tac
Tyr
150

gac
Asp

ES 2 660 597 T3

ggt
Gly

gga
Gly

aat
Asn

aaa
Lys
55

aca
Thr

act
Thr

ttt
Phe

tct
Ser

tet
Ser
135

ggg
Gly

gat
Asp

ttg
Leu

gct
Ala

cac
His
a0

caa
Gln

gca
Ala

gag
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu
120

aga

Arg

att
Tle

gcc
Ala

gag
Glu
cgt
25

ttt
Phe

gta
Val

ggt
Gly

gag
Glu

gat
Asp
105

gat
Asp

aca
Thr

ccg
Pro

tte
Phe

gag
Glu
10

ggc
Gly

gtg
Val

gta
Val

cac
His

ggc
Gly
90

att
Ile

gtg
val

gta
Val

tte
Phe

tat
Tyr
170

48

tac
Tyr

gta
Val

gat
Asp

att
Ile

gag
Glu
75

ttt
Phe

cac
His

cct
Pro

gac
Asp

att
Ile
155

aca
Thr

agt
Ser

ggc
Gly

gag
Glu

gat
Asp
60

gag
Glu

ctt
Leu

cat
His

atg
Met

acg
Thr
140

gag
Glu

tta
Leu

gca
Ala

aag
Lys

tac
Tyr
45

gga
Gly

tac
Tyr

tgt
Cys

tat
Tyr

gtc
val
125

aaa

Lys

acc
Thr

gtc
val

atg
Met

agc
Ser
30

gac

Asp

gaa
Glu

agt
Ser

gta
val

aga
Arg
110

ctg
Leu

cag
Gln

tca
Ser

cga

act
Thr
15

gcec
Ala

cct
Pro

acc
Thr

gca
Ala

ttt
Phe
95

gaa
Glu

gta
Val

gct
Ala

gca
Ala

gaa
Glu
175

gag
Glu

ttg
Leu

acg
Thr

tgt
Cys

atg
Met
80

gce
Ala

caa
Gln

ggg
Gly

cag
Gln

aaqg
Lys
160

att
Ile

48

56

144

192

240

288

336

384

432

480

528

537



10

15

Met

Tyr

Thr

Ile

Lau

65

Ila

Ile

Asn

Glu

145

Thr

Arg

<210>11
<211>8
<212> PRT

Val

Lys

Ile

Glu

50

Lau

Asp

Asn

Lya

Lys

130

Lau

Arg

Lys

<213> Artificial

<220>

Leu

Leu

Gln

35

Asp

Asp

Gln

Asn

Arg

115

Cys

Ala

Gln

<223> Péptido sintético

<400> 11

<210> 12
<211>8
<212> PRT

Asp

Val

20

Len

Ser

Ila

Tyr

Thr

i090

Val

Asp

Arg

Gly

Thr

Val

Ile

Tyr

Lau

Met

85

Lys

Lya

Lsu

Ser

Val
165

Gly Ile GIln Asn Ser Val Ser Ala

1
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Ala

Val

Gln

Arg

Asp

70

Arg

Ser

Asp

Pro

Tyr

1590

Asp

Gly

Gly

Asn

Lysa

B5

Thr

Thr

Phe

Ser

Sar

135

Gly

Asp

Leu

Ala

His

40

Gln

Ala

Gly

Glu

Glu

120

Arg

Ila

Ala

49

Glu

Arg

25

Phe

Val

Gly

Glu

Asp

105

Asp

Thr

Pro

Phe

5

Glu

10

Gly

Val

val

His

Gly

S0

Ila

val

val

Pha

Tyr
170

Tyr

Val

Asp

Ile

Glu

75

Phe

His

Pro

Asp

Ila

155

Thr

Ser

Gly

Glu

Asp

Glu

Lau

His

Met

Thr

140

Glu

Lenu

Ala

Lys

Tyr

45

Gly

Tyr

Cys

Tyr

val

125

Lys

Thr

Val

Met

Ser

30

Asp

Glu

Ser

Val

Arg

110

Leu

Gln

Ser

Arg

Thr

15

Ala

Pro

Thr

Ala

Phe

Glu

vVal

Ala

Ala

Glu
175

Glu

Leu

Thr

Cys

Mat

80

Ala

Gln

Gly

Gln

Lys

160

Ile



10

15

20

25

30

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

<210> 13
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13

<210> 14

<211> 2518

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (494)..(1801)

<400> 14
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Glu Ala Gln Asn Thr Thr Tyr Leu

1

5

Ser Gln Val Thr Asn Pro Ala Asn Ile

1

5

tttgecttttg cttatttccg tccatttcec tetectgogeg

ggtgagagcc gcggggacac ccgacgccgg ggcaggctga

taacgccgee tggggctccg tgggcgaggg acgtgtgggg

cagactggag agttgaggca tcggaggcgc gagaacagceca

gcgcggcgca tcccaaagcc cggccaaatg cgctcogtcec

50

cggaccttcc
tccacgatce
acaggtgcac
ctactactge

tgggagggga

ttttccagat
tgggtgtgcg
cggaaactgc
ggcgagacga

gggaggcgcg

60

120

180

240

300



cctggagegg ggacagtctt ggtccgegee ctecteccgg gbtetgtgoeg ggaccoggga

ccogggagee ghtogeaggte toggtocaag gggecccttt tetcoggaagg goeggoggeca

ES 2 660 597 T3

agageaggga aggtggatet caggtagega gtotgggett cggggacgge

gccggacggg agg atg age tee cet gge ace gag age geg gga
Met Ser Ser Pro Gly Thr Glu Ser Ala Gly
5

ctg
Leu

cag
Gln

ggc
Gly
45

gag
Glu

gtg
val

gac
Asp

tgg
Trp

ate
Ile
125

gtc
Val

cag
Gln

gtg
Val

gag
Glu

gct
Ala
205

cag
Gln

Ala
30

ctg
Leu

atg
Met

aac
Asn

tte
Phe

gtg
val

110

cac
His

tce
Ser

atc
Ile

aga
Arg

acc
Thr
190

ctt
Leu

tac

Tyr
15

Gly

gaqg
Glu

ate
Ile

gtg
val

gtg
Val

95

cecg
Pro

cee
Pro

tte
Phe

atg
Met

gtt
Val
175

cag
Glin

aaa
Lys

1

cga

age
Ser

gag
Glu

gty
Val

tct
Ser
80

gcg
Ala

999
Gly

gac
Asp

age
Sex

ctyg
Leu
160

9499
Gly

tte
Phe

att
Ile

gtg gac cac ctg

val

gag
Glu

Ser

Thr
65

ggc
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

tcg
Ser

aaa
Lys
145

aac
aAsn

ggt
Gly

ata
Ile

aag
Lys

Asp

aaqg
Lys

gaq
Glu

S50

aaq
Lys

ctg
Leu

gac
Asp

aag
Lys

coe
Pro

gte
val

tce
Ser

cca
Pro

gcg
Ala

tac

Tyr
210

His

age
Gly
35

ctg
Leu

aac
Asn

gac

aac
Asn

ceq
Pro
115

aac
Asn

aag
Lys

ttg
Leu

cag
Gln

gtg
val

195

aat
Asn

Leu
20

gac
Asp

tgg
Trp

ggc
Gly

ccc
Pro

cac
His
100

gag
Glu

tte
Fhe

ctc
Leu

cat
Hisg

cge
Arg
180

act
Thr

cCca
Pro

otg
Leu

ccc
Pro

ctg
Leu

agg

aac
Asn
85

cge
Arg

ccg
Pro

a99g
Gly

acce
Thr

aag
Lys
165

atg
Met

gct
Ala

ttt
Phe

ago
Ser

aca

cgo

agg

70

gcc
Ala

tgg
Trp

cag
Gln

gce
Ala

aac
Asn
150

tat
Tyr

ate
Ile

tat
Tyr

gea
Ala

51

10

goec gtg gag aat

Ala

gag
Glu

tte
Phe

atg
Met

atg
Met

aaqg
Lys

gcg
Ala

cag
His
13%

aag
Lys

gayg
Glu

acc
Thr

cag
Gln

aaa
Lys
215

val

aag
Lys

ttt
Phe

tac

Tyr

tac
Tyr

cee
Pro
120

tgg
Trp

cte
Leu

cct
Pro

age
Ser

aac
Asn
200

get
Ala

Glu
25

gaa
Glu

gaqg
Glu

[alale §
Pro

tcec
Ser

gtg
val

105

age
Ser

atg
Met

aac
Aszn

cga
Arg

cac
Hisg
185

gag
Glu

tte
Phe

Asn

ctg
Leu

cte
Leu

ogtg
val

ttc
Phe
-]

aac
Aan

tge
Cya

aag
Lys

gga
Gly

atec
Ila
170

tgc
Cys

gag
Glu

ctt
Leu

ggggagggga

aag age
lLys Ser

gag
Glu

cge

acg
Thr

ctyg
Leu
75

ctg
Leu

ggg
Gly

gte
Val

get
Ala

gog
Gly
155

cac

His

tte
Pha

ate
Ile

gat
Asp

ctg
Leu

gtg
val

aat
Asn
60

aaqg
Lys

ctg
Leu

gaa
Glu

tac
Tyr

Qacec
Pro
149

ggc
Gly

ata
Ile

cck
Pre

aca
Thr

gca
Ala
2290

360

420

480

529

577

625

673

721

169

817

865

913

961

1009

1057

1105

1153



aag
Lys

cag
Gln

acec
Thr

tce
Ser

cac
His
285

cca
Pro

cat
His

cece
Pro

agc
Ser

gca
Ala
365

gcg
Ala

gga
Gly

agc
Ser

cct
Pro

gaa
Glu

caa
Gln

ctg
Leu

cte
Leu
270

cgg
Arg

ace
Thr

gac
Asp

gtg
val

ctg
Leu
350

gce
Ala

cac
His

tce
Ser

cag
Gln

gtg
Val
430

aga

cct
Pro

tgt
Cys
255

ccc
Pro

tece
Ser

tat
Tyr

aat
Asn

agc
Ser
335

tag
Trp

gtg
val

tac
Tyr

cca
Pro

tac
Tyr
415

tcg
Ser

agt
Ser

ggg
Gly
240

cca

Pro

tece
Ser

tca
Ser

tct
Ser

tgg
Trp
320
cac
His

tct
Ser

tece
Ser

aca
Thr
ctg
400
gac

Asp

cca
Pro

gat
225
tac

Tyr

cect
Pro

acg
Thr

cce
Pro

gac
305
tcc

Ser

aat
Asn

gtg
val

aac
Asn

ccc
Pro
385

tac

Tyr

gce
Ala

cct
Pro

cac
His

tcc
Ser

geca
Ala

cac
His

tac
Tyr
290

aac
Asn

agce
Ser

gce
Ala

agc
Ser

gg9g
Gly
370

cte
Leu

gaa
Glu

gca
Ala

tec
Ser
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aaa
Lys

caa
Gln

aat
Asn

agc
Ser
275

cce
Pro

tca
Ser

ctt
Leu

agc
Ser

aac
Asn
355

ctg
Leu

acc
Thr

ggg
Gly

gcec
Ala

atg
Met
435

gag
Glu

tgg
Trp

cct
Pro
260

tgt
Cys

agec
Ser

cct
Pro

gga
Gly

cca
Pro
340

ggc
Gly

ggag
Gly

cat
His

gcg
Ala

caa
Gln
420

tga

atg atg gag gaa ccc gga gac agce
Met Met Glu Glu Pro Gly Asp Ser
230 235

ggg tgg ctt ctt cct gga acc agc
Gly Trp Leu Leu Pro Gly Thr Ser
245 250

cat cct cag ttt gga ggt gcc cte
His Pro Gln Phe Gly Gly Ala Leu
265

gac agg tac cca acc ctg agg agc
Asp Arg Tyr Pro Thr Leu Arg Ser
280

ccc tat get cat cgg aac aat tct
Pro Tyr Ala His Arg Asn Asn Ser
295 300

gca tgt tta tcec atg ctg caa tce
Ala Cys Leu Ser Met Leu Gln Ser
310 315

atg cct gcc cat ccc age atg ctc
Met Pro Ala His Pro Ser Met Leu
325 330

cct ace age tcc agt cag tac ccc
Pro Thr Ser Ser Ser Gln Tyr Pro
345

gcc gtec acc ccg ggc tcec cag geca
Ala Val Thr Pro Gly Ser Gln Ala
360

gcec cag tte tte cgg gge tce cce
Ala Gln Phe Phe Arg Gly Ser Pro
375 380

ccg gte tecg geg cce tet tcee teg
Pro Val Ser Ala Pro Ser Ser Ser
390 395

gcc geg gec aca gac ate gtg gac
Ala Ala Ala Thr Asp Ile Val Asp
405 410

ggc cgc cte ata gecec teca tgg aca
Gly Arg Leu Ile Ala Ser Trp Thr
425

agcagcaagg cccaggtccc gaaagatgca

gtgacttttt gtecgtggcag ccagtggtga ctggattgac ctactaggta cccagtggea

gtctcaggtt aagaaggaaa tgcagcctca gtaacttcct tttcaaagca gtggaggagce

acacggcacc tttcecccaga gecccagecat cccttgetea cacctgeagt ageggtgetg

tcccaggtgg cttacagatg aacccaactg tggagatgat gcagttggec caacctcact

52

1201

1249

1297

1345

1393

1441

1489

1537

1585

1633

1681

1729

1777

1831

1891

1951

2011

2071
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gacggtgaaa aaatgtttgc cagggtccag

gtattggcaa ctttggcaca ccagaattty

aaaaagcaca ctcttaatet tottoettyt

aggacagaat aaaatcatag ttgaggacag

ctetgeececee gtattttaag

tagaatgtgt

ctataactgt ttcatatttt tettttgaca

tttctgcaaa ataaacgcaa tatgcaaaat

cottttgtga gtatttactg tttattg

<210> 15

<211> 435

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 15

Ser Ser Pro Gly Thr Glu

Val Leu Ser Ala

20

Leu

Glu Lys Gly Pro Thr Glu

35

Asp

Ser Glu

50

Leu Leu Phe

55

Trp

Thr
&5

Lys Asn Gly

Gly Leu Asn Ala

85

Asp Pro

Ala His

100

Asp Asn Arg Trp Lys

Gly Pro Glu Pro Gln Ala

115

Lys

Ser Phe Ala His

135

Pro Asn

130

Gly

val Leu Thr Asn

150

Lys
145

Lys Lys

aaacttttet
taaactccac
tgcotttcaag
caggttttag
catatgtagce
aagtagccaa

gtgattcgte

Ser Ala

Val Glu

25

Glu

Glu

Phe Pro

Iyr Ser

90

val
105

Tyr

Pro Ser

120

Trp Met

Asn

53

Gly

Asn

Len

Leu

val

Phe

Asn

Cys

Lys

Gly

tggtttattt
cagtectact
tagttagagt
ttgaattgaa
taatctcettg
agacaatcag

cagttattag

Lys Ser

Glu Gl

Val G1

45

Thr

Lys

Len

Len

Glu

Gly

Val Il

12

Tyr

Ala Pro

140

Gly Gl

155

Cly

Leu

Glu

val

Asp

Trp

Val

ctcatacagt
ttagtgagat
tgagetgtta
aatttgactg
tgttgttaaa
cagaaagcat

tgaagcccct

Gln Tyr

15

n Ala
30

Gly

¥y Leu Glu

Ile

val

Phe Val

95

val
110

Pro

e His Pro

5

Ser Phe

n Ile Met

Arg

Ser

Glu

Vval

Ser

80

Ala

GCly

Asp

Ser

Leu
160

2131
2191
2251
2311
2371
2431
2491

2518



Gly

Ile

Lys

Asp

225

Pro

Thr

Pro

Asp

308

Ser

Val

Pro
385

Tyr

Ser

Pro

Ala

Tyr

210

Hisg

Ser

Ala

His

Tyx

290

Asn

Ser

Ala

Ser

Gly

370

Leu

Glu

Leu

Gln

Val

195

Asn

Lys

Gln

Asn

Ser

275

Pro

Ser

Leu

Ser

Asn

355

Thr

Gly

His

180

Thr

Pro

Glu

Trp

Pro

260

Cys

Sar

Pro

Gly

Pro

340

Gly

Gly

His

Ala

Lys

165

Ala

Phe

Met

Gly

245

His

Asp

Pro

Ala

Met

328

Pro

Ala

Ala

Pro

Ala
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Tyr

Ile

Tyr

Ala

Met
230

Trp

Pro

Arg

Tyr

Cys

310

Pro

Thr

val

Gln

val

390

Ala

Glu

Thr

Gln

Lys

215

Glu

Len

Gln

Tyr

Ala

295

Leu

Ala

Ser

Thr

FPhe

375

Ser

Ala

Bro

Ser

Asn

200

Ala

Glu

Fhe

Pro

280

His

Ser

Hiws

Ser

Pro

360

Phe

Ala

Thr

54

Arg

His

185

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

265

Thr

Arg

Met

Pro

Ser

345

Gly

Arg

Pro

Asp

ITle

170

Cys

Glu

Leu

Gly

Gly

250

Gly

Leu

ASn

Leu

Sar

330

Gln

Sar

Gly

Ser

Ile

His

Phe

Iie

Asp

Asp

235

Thr

Ala

Arg

Asn

Gln

315

Met

Tyr

Gln

Ser

Ser

395

val

Ile

Pro

Thr

Ala

220

Ser

Ser

Leu

Sar

Ser

300

Ser

Leu

Pro

Ala

Pro

380

Ser

Asp

val

Glu

Ala

205

Lys

Gln

Thr

Sar

His

285

Pro

His

Pro

Bar

Ala

365

Ala

Gly

Ser

Arg

Thr

190

Leu

Glu

Gln

Leu

Leu

270

Arg

Thr

Asp

Val

Leu

350

Ala

His

Ser

Gln

val

175

Gln

Lys

Arg

Pro

Cys

255

Fro

Ser

Tyr

Asn

Ser
335

Trp

val

Tyr

Pro

Tyr

Gly

Phe

Ile

Ser

Gly

240

Pro

Ser

Ser

Ser

Trp

320

His

Serxr

Ser

Thr

Leu

400

Asp
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405 410 415

Ala Ala Ala Gln Gly Arg Leu Ile Ala Ser Trp Thr Pro Val Ser Pro
420 425 430

Pro Ser Met
435

55
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacion de composiciones inmunoterdpicas para su uso en un método para prevenir, mejorar o tratar al
menos un sintoma de una enfermedad o afeccion en un individuo, para aumentar la supervivencia de un individuo
que tiene la enfermedad o afeccién y/o para inducir una respuesta inmunitaria terapéutica frente a uno o mas
antigenos en el individuo, en la que las composiciones comprenden:

a) una primera composicion inmunoterapica que comprende un virus variolovacunal recombinante que
comprende secuencias de acido nucleico que codifican B7-1, ICAM 1 y LFA-3 y una secuencia de acido nucleico
que codifica al menos un antigeno o dominio inmundégeno del mismo; y

b) una segunda composiciéon inmunoterapica que comprende un vehiculo de levadura que comprende al menos
un antigeno o dominio inmundégeno del mismo,

en la que cada una de las composiciones inmunoterapicas primera y segunda comprende el mismo antigeno o
dominio inmundgeno del mismo y en la que el método comprende administrar simultdneamente las composiciones
inmunoterapicas primera y segunda como una dosis de sensibilizacion seguida de una dosis de refuerzo posterior
que comprende la primera o la segunda composicion inmunoterapica o ambas.

2. La combinacibn de composiciones inmunoterapicas para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1,
comprendiendo dicho método la administracion simultanea de las siguientes composiciones de refuerzo al individuo
después de la administracién de las composiciones inmunoterapicas primera y segunda:

a) una tercera composicién inmunoterapica que comprende un virus de la viruela aviar recombinante que
comprende secuencias de acido nucleico que codifican B7-1, ICAM-1 y LFA-3, y una secuencia de acido nucleico
que codifica el al menos un antigeno o dominio inmunégeno del mismo; y

b) la segunda composicién inmunoterapica que comprende un vehiculo de levadura que comprende el al menos
un antigeno o dominio inmundégeno del mismo.

3. La combinacién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que la primera composicién
inmunoterapica comprende adicionalmente factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF).

4. La combinacion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el GM-CSF es proporcionado por un
virus de la viruela aviar recombinante que codifica GM-CSF.

5. La combinacidn para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el individuo
tiene cancer o en la que el individuo tiene una enfermedad provocada por o asociado a un patégeno.

6. La combinacion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el individuo tiene cancer y en la que el
antigeno se selecciona entre el grupo que consiste en:

antigeno carcinoembrionario (CEA), oncoproteina Ras mutada, Brachyury, MUC-1, EGFR, BCR-Abl, MART-1,
MAGE-1, MAGE-3, GAGE, GP-100, MUC-2, oncoproteinas p53 normales y mutadas puntualmente, PSMA,
tirosinasa, TRP-1 (gp75), NY-ESO-1, TRP-2, TAG72, KSA, CA-125, PSA, HER-2/neu/c-erb/B2, hTERT, p73, B-
RAF, coli de poliposis adenomatosa (APC), Myc, proteina de von Hippel-Lindau (VHL), Rb-1, Rb-2, receptor de
androgenos (AR), Smad4, MDR1, FIt-3, BRCA-1, BRCA-2, pax3-tkhr, ews-fli-1, HERV-H, HERV-K, TWIST,
mesotelina, NGEP, modificaciones de dichos antigenos, variantes de corte y empalme de dichos antigenos y
agonistas de epitopos de dichos antigenos.

7. La combinacién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el antigeno es antigeno
carcinoembrionario (CEA).

8. La combinacion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que el CEA comprende un epitopo CAP1-
6D.

9. La combinacioén para su uso de acuerdo con 5, en la que el individuo tiene una enfermedad o afeccién provocada
por o asociada a un patégeno y en la que el antigeno se selecciona entre el grupo que consiste en: antigenos
viricos, antigenos flingicos, antigenos bacterianos, antigenos helminticos, antigenos parasitarios, antigenos
ectoparasitarios y antigenos protozoarios.

10. Una combinaciéon de composiciones inmunoterapicas para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, para su
uso en un método para aumentar la supervivencia de un individuo con cancer y/o para inducir una respuesta
inmunitaria terapéutica contra uno o mas antigenos de cancer en el individuo, en la que las composiciones
comprenden:

a) una primera composicion inmunoterapica que comprende:

56



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 660 597 T3

i) un virus variolovacunal recombinante que comprende secuencias de acido nucleico que codifican B7-1,
ICAM-1 y LFA-3 y una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un antigeno de cancer o dominio
inmunogeno del mismo; y

i) GM-CSF; y

b) una segunda composiciéon inmunoterapica que comprende un vehiculo de levadura que comprende al menos
un antigeno de cancer o dominio inmunégeno del mismo,

en la que cada una de las composiciones inmunoterapicas primera y segunda comprende el mismo antigeno de
cancer o dominio inmunégeno del mismo.

11. La combinacién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10, comprendiendo adicionalmente dicho método la
administracion simultanea de las siguientes composiciones de refuerzo al individuo después de la administracion de
las composiciones inmunoterapicas primera y segunda:

a) una tercera composicion inmunoterapica que comprende:

i) un virus de la viruela aviar recombinante que comprende secuencias de acido nucleico que codifican B7-1,
ICAM-1 y LFA-3 y una secuencia de acido nucleico que codifica el al menos un antigeno de cancer o dominio
inmunogeno del mismo; y

i) GM-CSF; y

b) la segunda composicién inmunoterapica que comprende un vehiculo de levadura que comprende el al menos
un antigeno de cancer o dominio inmundégeno del mismo.

12. La combinacion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10 o la reivindicacién 11, en la que el GM-CSF es
proporcionado por un vector virico recombinante que codifica GM-CSF.

13. La combinacién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en la que el
individuo se trata adicionalmente con quimioterapia y/o con radioterapia.

14. La combinacién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,

en la que el virus variolovacunal en la primera composicién inmunoterapica es de virus variolovacunal Ankara
modificado (MVA) o virus variolovacunal-cepa Wyeth; y

en la que el vehiculo de levadura en la segunda composiciéon inmunoterapica es una levadura entera, inactivada por
calor; y/o

en la que el vehiculo de levadura en la segunda composicion inmunoterapica es de Saccharomyces.

15. La combinacién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14,

en la que las composiciones inmunoterapicas primera y segunda se administran en diferentes sitios en el individuo; o
en la que las composiciones inmunoterapicas primera y segunda se administran en el mismo sitio 0 en sitios
adyacentes en el individuo.
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