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DESCRIPCION
Métodos y composiciones relacionadas con p62 para el tratamiento y la profilaxis del cancer
Referencia transversal a solicitudes de patentes relacionadas
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere en general al campo de la prevencion y el tratamiento del cancer. Mas especificamente, la
invencion se refiere a la prevencion y el tratamiento del cancer mediante la activacion de la respuesta contra el
cancer utilizando composiciones de p62.

Antecedentes de la invencion

El cancer es la segunda causa mas comun de muerte en los Estados Unidos y la Union Europea (National Vital
Statistics Reports, vol. 60, No. 4, 2012) y la primera causa mas comun de muerte entre personas de 45 a 64 afos,
tanto para hombres como para mujeres, en la Unién Europea. La prevalencia estimada del cancer en los Estados
Unidos a partir del 1 de enero de 2008 fue de 5.506.000 casos de tumores invasivos para hombres y 6.452.000
casos para mujeres.

Las vacunas contra el cancer estan bajo investigacion, con algunas en estudios de eficacia en Fase Il (Rosenberg
et al., Nat Med., 10: 909 (2004), Johnson et al., Expert Rev Anticancer Ther., 9:67 (2009) 3,4). Varias vacunas contra
el cancer estan dirigidas contra tumores sélidos: cancer de melanoma, préstata, pulmén, mama y colorrectal. Dos
poblaciones de alto riesgo se beneficiaran particularmente de las vacunas preventivas contra el cancer: los
pacientes con tumores extirpados quirdrgicamente que pertenecen a tipos de cancer que se sabe que tienen un alto
potencial metastasico (por ejemplo, ovario o algunos tipos de cancer de mama) y también portadores de mutaciones
conocidas, asociado con un mayor riesgo del cancer (por ejemplo, mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 para
los canceres de mama y ovario, gen RAD51 para el cancer de ovario, etc.). La vacunacion preventiva selectiva de
mujeres de alto riesgo es una tarea importante de salud publica.

p62 es una proteina multifuncional que se une a la ubiquitina y regula la activacion de la via de sefalizacion del
factor nuclear kappa-B (NF-kB). La proteina funciona como una proteina de estructura/adaptador en concierto con el
factor 6 asociado al receptor de TNF para mediar la activacion de NF-kB en respuesta a las sefiales en sentido
ascendente. Alternativamente, se han identificado variantes de transcripcion empalmadas que codifican isoformas
iguales o diferentes para este gen.

p62 se identific6 como una proteina de 62 kDa que se unia al dominio de homologia src 2 (SH2) de la tirosina
quinasa Lckp56 de manera independiente de la fosfotirosina (Park et al., Proc Natl Acad Sci USA., 92: 12338
(1995)). La secuencia primaria de p62 es conocida (Joung et al., Proc Natl Acad Sci USA., 93: 5991, (1996)), y se
demostré que se unia a la ubiquitina (Vadlamudi et al., J. Biol. Chem., 271: 20235 (1996)). Puede accederse a la
secuencia de ADN de p62 humano, secuencia de Homo sapiens sequestosome 1 (SQSTM1), variante de
transcripcién 1, ARNm, en la secuencia de referencia de NCBI: NM_003900.4. Se puede acceder a la secuencia de
aminoacidos de p62 humana, isquorma 1 del sequestosoma-1 [Homo sapiens], en la secuencia de referencia NCBI:
NP_003891.1. p62 no tiene homologia con hidrolasas C-terminales de ubiquitina ni con la subunidad S5a del
complejo proteasoma 26 S, las uUnicas proteinas conocidas que se unen a la ubiquitina de manera no covalente.
Estos resultados sugieren que p62 pertenece a una nueva clase de proteinas de unién a ubiquitina.

La p62 es un componente de los cuerpos de inclusién que se encuentra en las enfermedades de agregacion de
proteinas en el cerebro y el higado: la p62 se encuentra secuestrada en cuerpos de inclusion citoplasmicos,
llamados sequestosomas. Estos agregados de proteinas que contienen p62 se degradan por autofagia. Se sugirio
que esta funcion de p62 puede tener un efecto protector sobre la muerte celular inducida por huntingtina (Bjprk¢y et
al., J Cell Biol., 171: 603 (2005)). Las mutaciones en el gen p62 se han asociado con la enfermedad de Paget
familiar y esporadica (Jenny Chung et al., Semin Arthritis Rheum., 41: 619 (2012)), una enfermedad osea
metabdlica.

Sumario de la invenciéon

En el presente documento se proporcionan métodos para tratar, aliviar, mejorar, aliviar, retrasar la aparicion, inhibir
la progresion, reducir la gravedad y/o reducir la incidencia de uno o mas sintomas de un cancer en un sujeto
administrando al sujeto un agente que tiene (a) un polipéptido p62 o (b) un acido nucleico que codifica p62. El
agente puede tener (a) una o mas deleciones de dominio, (b) un acido nucleico que codifica p62 que es al menos un
95% idéntico a la SEQ ID NO. 1, o (c) un polipéptido p62 que es al menos un 98% idéntico a la SEQ ID NO: 2. Las
eliminaciones del dominio del método pueden ser una o mas de las siguientes: PB1, ZZ, NLS2, TB, NLS1, NES, LIR,
KIR y UBA. El método puede usar un polipéptido de fusidon o un acido nucleico que codifica un polipéptido de fusion,
respectivamente. El método puede usar un polipéptido p62 que se modifique después de la traduccion.

El agente puede administrarse por cualquiera de las siguientes vias: por via parenteral, oral, nasal, rectal,
transdérmica, intravaginal o inhalatoria a través de un aerosol. Las vias parenterales pueden ser cualquiera de las
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siguientes: intravascular, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intraocular, intraperitoneal, intradérmica y
subcutanea, o pueden administrarse a un 6rgano o tumor. El método puede incluir ademas cualquiera y todos los
siguientes: administracion de adyuvantes, administracion de componentes coestimulantes, administracion de una o
mas moléculas que bloquean mecanismos inmunitarios supresores o reguladores negativos, o administraciéon de una
0 mas terapias anticancerosas a dicho sujeto.

El método puede usarse para tratar cualquier tipo de cancer en un sujeto que incluye: cancer de mama, cancer de
pulmén, cancer de préstata, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer de piel, cancer de cabeza y cuello, cancer de
bronquios, cancer de pancreas, cancer de vejiga urinaria, cancer cerebral, cancer del sistema nervioso central,
cancer del sistema nervioso periférico, cancer de esofago, cancer de la cavidad bucal o faringe, cancer de higado,
cancer de rifién, cancer de testiculo, cancer del tracto biliar, cancer de intestino delgado o apéndice, cancer de
ovario, cancer de utero, cancer de glandula salivar, cancer de glandula tiroides, cancer de glandula tiroides, cancer
de glandula suprarrenal, osteosarcoma, condrosarcoma, sarcoma y cancer de tejidos hematoldgicos. El sujeto
puede ser: un sujeto diagnosticado con cancer, un sujeto previamente tratado para el cancer, un sujeto con
antecedentes familiares de cancer o un sujeto predispuesto al cancer.

El método puede incluir un agente que es un acido nucleico que codifica p62 y el acido nucleico puede incluirse en
un plasmido o un vector viral. El método también puede incluir una estrategia para mejorar la eficiencia de la
inmunizacién basada en acidos nucleicos.

En este documento también se proporcionan agentes para tratar, aliviar, mejorar, calmar, retrasar la aparicion, inhibir
la progresion, reducir la gravedad y/o reducir la incidencia de uno o mas sintomas de un cancer en un sujeto que es
un polipéptido p62 o un acido nucleico que codifica p62, que tiene al menos una o mas deleciones de dominio, o
compuesto de uno o mas dominios de un polipéptido p62 o un acido nucleico que codifica uno 0 mas dominios de un
p62. El uno o mas dominios pueden estar entre los siguientes: PB1, ZZ, NLS2, TB, NLS1, NES, LIR, KIR y UBA.

El agente puede incluir un polipéptido de fusién o un acido nucleico codificante, respectivamente. El polipéptido p62
puede modificarse después de la traduccion.

El agente puede incluir ademas uno o mas adyuvantes, uno o mas componentes coestimulantes, o una o mas
moléculas que bloquean mecanismos inmunitarios supresores o reguladores negativos, una o mas moléculas
quimioterapéuticas o moléculas antiangiogénicas.

El agente puede ser un acido nucleico que codifica p62 ademas que es un componente de un plasmido o un vector
viral.

En este documento también se proporcionan composiciones que incluyen el agente adecuado para la administracion
a un sujeto.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 muestra una secuencia de acido nucleico natural de p62 humano (SEQ ID NO: 1).

La Fig. 2 muestra una secuencia de aminoacidos natural de la p62 humana codificada por la secuencia de acido
nucleico (SEQ ID NO: 2).

La Fig. 3 muestra una representacion de la estructura de dominio del p62 humano.

La Fig. 4 muestra una comparacion de un curso temporal de formacion de tumores en un modelo de cancer de
mama en ratones para ratones inyectados con una vacuna de ADN de p62, HER2 (control positivo) o vector solo
(control negativo).

La Fig. 5 muestra la tincion con hematoxilina y eosina (HE) de tumores de animales inmunizados con p62. El panel
superior: las flechas apuntan a multiples focos de necrosis. El panel inferior: las flechas apuntan a una malla de
células inflamatorias.

La Fig. 6 muestra la tincion inmuno-histoquimica de tumores de animales inmunizados con HER2 y p62. Los paneles
de la izquierda muestran la tincion HE, los paneles centrales muestran la tincion anti-CD3 y los paneles de la
derecha muestran la tincién anti-CD11b.

La Fig. 7 muestra una linea de tiempo grafica de la administracion de la vacuna de ADN p62 en un modelo de
cancer de mama de rata T5:

La Fig. 8 muestra un curso temporal del volumen del tumor en ratas vacunadas con p62 y de control con carcinoma
de mama transplantable T5.

La Fig. 9 muestra el curso temporal de la inhibicién del crecimiento tumoral en ratas vacunadas con p62 y de control
con carcinoma de mama transplantable con T5.
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La Fig. 10 muestra un curso temporal de la supervivencia de ratas en ratas vacunadas con p62 y de control con
carcinoma de mama transplantable T5.

La Fig. 11 muestra secciones de tumores de ratas vacunadas con p62 y vector control con carcinoma de mama
transplantable T5.

La Fig. 12 muestra la tincion con hematoxilina y eosina (HE) de las secciones tumorales de ratas vacunadas con p62
y vector control con carcinoma de mama transplantable con T5.

La Fig. 13 muestra una comparacion del nimero de metastasis del carcinoma de pulmén de Lewis entre ratones
vacunados con p62 y vector control.

Descripcion detallada de la invencién

En este documento se proporcionan composiciones de p62 y métodos para el tratamiento del cancer. Aunque no se
desea estar vinculado a ninguna teoria, los inventores han encontrado que al administrar el acido nucleico que
codifica p62 a un sujeto, el mecanismo de defensa inmune del huésped se estimula para atacar a las células
neoplasicas. En consecuencia, las vacunas de ADN que codifican un polipéptido p62, o polipéptidos p62,
administradas a un sujeto pueden estimular una respuesta inmune contra el cancer. La presente invencion se define
por las reivindicaciones 1-15.

Como se usa en el presente documento, "polipéptido p62" significa un polipéptido que corresponde a la proteina
p62/SQSTM1 de longitud completa. El término incluye todos los homologos, analogos, fragmentos o derivados de la
proteina p62/SQSTM1. En una realizacion, el polipéptido p62 aislado tiene una secuencia de aminoacidos como se
muestra en la FIG. 2 (SEQ ID NO: 2). Un "acido nucleico que codifica p62" significa un ADN o ARN que codifica un
polipéptido p62.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano. En otras realizaciones, el sujeto es un mamifero no humano,
por ejemplo, un caballo, una vaca, una oveja, un cerdo, un ciervo, un perro, un gato, una rata o un raton.

Ademas de la secuencia de aminoacidos de longitud completa, los polipéptidos de la presente invencion también
pueden incluir fragmentos o truncamientos, analogos y homologos del polipéptido p62 y sus truncamientos, como se
describe en el presente documento. Los fragmentos pueden incluir péptidos de al menos 5, al menos 10, al menos
15, al menos 20, al menos 25 o al menos 30 residuos de aminoacidos del polipéptido de longitud completa.

También se incluyen deleciones de uno o mas aminoacidos, o porciones discretas de la secuencia de aminoacidos
de la proteina p62/SQSTM1. Los aminoacidos eliminados pueden o no ser contiguos. La longitud limite inferior del
analogo resultante con una mutacion por delecion es de aproximadamente 10, aproximadamente 20,
aproximadamente 50 o aproximadamente 100 aminoacidos.

En algunas realizaciones, el polipéptido p62 tiene uno o mas dominios eliminados. Si bien no se desea estar
vinculado a ninguna teoria, los inventores sostienen que la eliminacién de uno o mas dominios del polipéptido p62
proporciona un polipéptido mas compacto y manipulable para dirigir una respuesta inmune. Por ejemplo, al
interrumpir o eliminar uno o mas de los dominios de un polipéptido p62, la inmunogenicidad puede mantenerse (o
mejorarse, si el dominio eliminado o interrumpido no contribuye a la inmunogenicidad) en una molécula mas
compacta y potencialmente aumentar el nimero de epitopos presentados para alojar anticuerpos en una base por
peso. Ademas, la eliminacién o reordenacion de los dominios responsables para el compromiso con otros procesos
celulares o su propia degradacion de proteinas intracelulares puede mejorar su efecto anticancerigeno. El
polipéptido p62 tiene una estructura de dominio como se proporciona en la Tabla 1 a continuacién y como se
muestra en la FIG. 3:

Tabla 1. Estructura del dominio del polipéptido p62

Dominio/sitio | Nombre Ubicacion | Descripcion
completo

PB1 dominio 20-102 El dominio PB1 se conserva entre los eucariotas (protista, plantas,
Phox/Bem1p hongos y animales). El dominio PB1 tiene un plegamiento de agarre
(=dominio OPR) B tipo ubiquitina especifico. Hay 3 tipos de dominios PB1: los

dominios de tipo | contienen un motivo OPCA acido, los dominios tipo
Il contienen residuos Lys conservadores en la primera hoja 3, y los
dominios de tipo I/ll contienen ambos de los anteriores. ElI motivo
OPCA se puede unir a los aminoacidos basicos (por ejemplo, lisina) a
través de los puentes salinos, permitiendo la capacidad de los
dominios PB1 para formar estructuras heteroméricas (Sumimoto et
al., 2007Sci STKE., 401: 6 (2007)). El dominio PB1 de p62 es de tipo
I/ll (Lamark et al., 2003 J Biol Chem., 278: 34568 (2003)). El dominio
PB1 es responsable de la di- y multi-merizacion de p62, asi como
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también de la interaccion con otras proteinas: MEKK3, MEKS5, PKCC ,
PKCM (proteina quinasas que contienen el dominio PB1), NBR1
(Junto a BRCA1, contiene el dominio PB1) (Nezis, Stenmark, 2011
Antioxid Redox Signal., 17: 786 (2011)).

2z dedo Zn2+ tipo 122-167 El dominio ZZ es Zn?* - dedo de tipo C2H2. El dominio ZZ de p62 se
2z une a RIP1 (proteina 1 que interactia con el receptor). RIP1 es una
proteina reguladora quinasa que integra las vias de sefalizacion
activadas por la infeccion bacteriana o viral (a través de PAMP),
receptores de muerte o genotoxinas; participa en la determinacion del
destino celular (supervivencia, apoptosis o necrosis) (Festjens et al.,
Cell Death Differ., 14: 400 (2007)).
NLS2 Senal de 183-194 sefial de localizacion nuclear tentativa (Pankiv et al., J Biol Chem.,
localizaciéon 285: 5941 (2009 ))
nuclear 2
B dominio de 228-233 p62 se une a través del dominio TB a la proteina ligasa de ubiquitina
union TRAF6 E3 TRAF6. TRAF6 activa la quinasa TAK1, poliubilizandola a través
de K63). TRAF®6 participa en la sefializacion de los receptores RANK-
L, IL-1R, TCR, BCR y TGFB (Landstrom, Int J Biochem Cell Biol., 42:
585 (2010)). La interacciéon de p62 conTRAF6 estimula la
autoubiquitinacion de la actividad de TRAF6 E3- ligasa. Este proceso
requiere dominios PB1 y UBA (Moscat et al., Mol Cell.,, 23: 631
(2006)).
NLS1 Sefal de 261-273 Sefial de localizacion nuclear tentativa (Pankiv et al., 2009)
localizacion
nuclear 1
NES Sefal de 303-321 Sefial de exportacion nuclear tentativa (Pankiv et al., 2009)
exportacion
nuclear
LIR region de 321-342 El dominio LIR se requiere para la unién de p62 a la proteina LC3
interaccion LC3 (proteina asociada al microtibulo humano natural 1, cadena ligera 3,
cadena ligera 3) (Pankiv et al., J. Biol Chem., 282: 24131 (2007) LC3
- proteina tipo ubiquitina, conjugando la membrana fosfatidil
etanolamina del autofagosoma (Tanida, Microbiol Immunol., 55: 1
(2011)). P62 a través de la interaccion con LC3, p62 se recluta para
autofagosomas (Shvets et al., Autophagy, 7: 683 (2011)),
aparentemente transportando proteinas ubiquitinadas asociadas con
el dominio UBA.
KIR region de 343-357 El dominio KIR es necesario para la interaccion con el dominio DC de
interaccion la proteina Keap1, que contiene repeticiones de Kelch (Komatsu et
Keap1 al., Nat Cell Biol., 12: 213 (2010)). Keap1 (proteina 1 asociada a ECH
tipo Kelch) es un regulador de la actividad del factor de transcripcion
Nrf2 (factor 2 relacionado con NF-E2). Nrf2 regula la expresion de
genes involucrados en la sintesis de glutation, desintoxicacion de
ROS, metabolismo de xenobidticos y transporte de farmacos
(Taguchi et al., Genes Cells, 16: 123 (2011)). La sobreexpresion de
p62 desplaza Nrf2 de Keap1, Nrf2 se estabiliza lo que conduce a la
estimulacion de la expresion de los genes dependientes de Nrf2.
Paradojicamente, la hiperactivacion de Nrf2 y la sobreexpresion de
los genes consideradas "citoprotectoras" causan patologias graves
(Komatsu et al., 2010).
UBA Dominio 389-434 El dominio UBA es uno de los dominios que pueden unirse a los
asociado a marcadores poliubiquitinados (junto con CUE, UIM, NZF, etc.). Los
ubiquitina dominios UBA se pueden dividir en cuatro clases dependiendo de su

capacidad para unir los marcadores de poliubiquitina de diferentes
estructuras (K6, K29, K48, K63). El dominio UBA de p62 pertenece a
la clase 4, que consiste en dominios con la misma afinidad para
unirse a K6, K29, K48, K63 (Raasi et al., Nat Struct Mol Biol., 12: 708
(2005)). El dominio UBA también participa en la dimerizacion de p62
(Garner et al., Biochemistry, 50: 9076 (2011)). La mayoria de las
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mutaciones asociadas con la enfermedad de Paget estan localizadas
en el dominio UBA (Yan Jenny Chung, Van Hul, Semin Arthritis
Rheum, 4: 619 (2011)). Sin embargo, las mutaciones p62 no son
suficientes para que los osteoblastos adquieran el fenotipo de Paget
especifico: también se requiere la expresion de la proteina
nucleocapsida del virus del sarampion (Singer, Cell Metab., 13: 5
(2011)). La estructura del dominio UBA esta bien estudiada (Isogai et
al., J Biol Chem, 286: 31864 (2011)).

Numeracion de la secuencia: NP_003891 (isoforma 1 de sequestosoma-1 [Homo sapiens]).

En algunas realizaciones, se eliminan uno o mas de los dominios anteriores a partir de un polipéptido p62 en los
codones correspondientes para las regiones de acido nucleico del acido nucleico p62 (deleciones en el marco),
como se presenta a continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2. Eliminaciones en p62

Dominio eliminado Inicio de la eliminacion, entre nucleotidos Fin de la eliminacion, entre nucledétidos

PB1 1y 20 102y 122
Y4 102y 122 167 y 183
NLS2 167 y 183 194 y 228
TB 194 y 228 233y 261
NLS1 233y 261 273y 303
NES-LIR-KIR 273y 303 357y 389

UBA Codon de parada entre 357 y 389 No aplicable

Los numeros de nucleodtidos se refieren a la secuencia de referencia de NCBI p62 NP_003891 (sequestosoma-1
isoforma 1 [Homo sapiens)].

Por ejemplo, cualquier supresion de la secuencia de acido nucleico codificante que comience en el nucleétido 102
hasta el nucledtido 122 y termine en 167 hasta 183 se considera una delecién ZZ. Por lo tanto, por ejemplo, un 110-
175 es una eliminacion ZZ. Los expertos en la técnica conocen bien las técnicas para crear eliminaciones en marco.

En algunas realizaciones, el polipéptido p62 (o el polipéptido p62 codificado por un acido nucleico) estd compuesto
por uno o mas de los dominios anteriores. En algunas realizaciones, el polipéptido p62 (o el polipéptido p62
codificado por un acido nucleico) esta compuesto por dos 0 mas de los dominios anteriores y aln mas realizaciones,
los dominios son los que componen el polipéptido en un orden de extremo N- a C-terminal diferente que el
presentado en el polipéptido p62 natural.

Como se usa en este documento, "biolégicamente activo o inmunoldgicamente activo” se refiere a polipéptidos que
tienen una funcion estructural similar (pero no necesariamente en el mismo grado), y/o una funcién reguladora
similar (pero no necesariamente en el mismo grado), y/o funcién bioquimica similar (pero no necesariamente en el
mismo grado) y/o actividad inmunolégica (pero no necesariamente en el mismo grado) que los polipéptidos naturales
individuales.

Como se usa en este documento, una "eliminacion" se define como un cambio en la secuencia de aminoacidos en la
que uno o mas residuos de aminoacidos estan ausentes en comparacion con la proteina natural.

Como se usa en este documento, una "insercién" o "adiciéon" es un cambio en una secuencia de aminoacidos que ha
resultado en la adiciéon de uno o mas residuos de aminoacidos en comparacién con la proteina natural.

Como se usa en este documento, "sustitucion" resulta del reemplazo de uno o mas aminoacidos por diferentes
aminoacidos, respectivamente, en comparacion con la proteina natural. En algunas realizaciones, la mutaciéon de
sustitucion es C145R o Q418R.

Como se usa en este documento, el término "variante" significa cualquier polipéptido que tenga una sustitucion,
supresion o adicion de uno (o mas) aminoacidos de la secuencia o a la secuencia (o cualquiera de sus
combinaciones), incluidas las variaciones alélicas, en comparacion con la proteina natural, siempre que la proteina




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 698 570 T3

resultante retenga al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, o al
menos el 99% de la actividad inmunogénica en comparacion con las proteinas naturales como se usan en la
presente invencién. Tipicamente, las variantes de los polipéptidos abarcados por la presente invencién tendran al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 91%, al menos un 92%, al menos un 93%, al
menos un 94%, al menos un 95%, al menos un 96%, al menos un 97%, al menos un 98% o al menos un 99% de
identidad de secuencia con respecto a la SEQ. ID. NO. 2.

La identidad de secuencia u homologia se puede determinar utilizando técnicas estandar conocidas en la técnica,
como el programa de secuencia Best Fit descrito por Devereux et al., Nucl. Acid Res. 12; 387-395 (1984) o el
programa BLASTX (Altschul et al., J Mol. Biol. 215, 403-410). La alineacion puede incluir la introduccion de huecos
en las secuencias a alinear. Ademas, para las secuencias que contienen mas o menos aminoacidos que las
proteinas descritas en el presente documento, se entiende que el porcentaje de homologia se determinara en
funcién del nimero de aminoacidos homologos en relacién con el nimero total de aminoacidos.

En algunas realizaciones, las variantes o derivados de los polipéptidos de la presente invencidon mantienen la
hidrofobicidad/hidrofilicidad de la secuencia de aminoacidos. Se pueden hacer sustituciones de aminoacidos
conservativas, por ejemplo de 1, 2 6 3 a 10, 20 6 30 sustituciones, siempre que la secuencia modificada retenga la
capacidad de actuar como un inmundgeno. Las sustituciones de aminoacidos pueden incluir el uso de analogos no
naturales; por ejemplo, para aumentar la vida media en el plasma sanguineo. Las sustituciones conservativas son
conocidas en la técnica.

El término "derivado", como se usa en el presente documento en relacion con la secuencia de aminoacidos, significa
la modificacién quimica de un polipéptido de la invencion.

Los ejemplos no limitantes de tales modificaciones pueden incluir, entre otros, ésteres o amidas alifaticos del
extremo carboxilo o de residuos que contienen cadenas laterales carboxilo, derivados O-acilo de residuos que
contienen grupos hidroxilo y derivados de N-acilo de los residuos que contienen grupos aminoacidos amino-
terminales o amino; por ejemplo, lisina o arginina.

Las modificaciones adicionales pueden incluir, por ejemplo, la produccion de un polipéptido conjugado con
polietilenglicol (PEG), o la adicion de PEG durante la sintesis quimica de un polipéptido como se describe en este
documento.

Las modificaciones de los polipéptidos o sus porciones también pueden incluir la reduccién/alquilacion; acoplamiento
quimico a un vehiculo adecuado o tratamiento con formalina suave.

El término "modificado", como se usa en el presente documento, se refiere a la presencia de una modificacion
postraduccional en un polipéptido. El término "(modificado)" significa que los polipéptidos que se estan discutiendo
estan opcionalmente modificados; es decir, los polipéptidos en discusién pueden modificarse o no modificarse.

La expresion "modificado después de la traduccion" y "modificado” se refiere a cualquier modificacion de un
aminoacido natural o no natural que se produce en dicho aminoacido después de que se haya incorporado en una
cadena polipeptidica. El término abarca, solo a modo de ejemplo, modificaciones in vivo co-traduccionales,
modificaciones in vivo post-traduccionales, y modificaciones in vitro post-traduccionales.

Otros derivados de los polipéptidos de la presente invencion incluyen la incorporacion de residuos de aminoacidos
no naturales, o residuos de aminoacidos fosforilados, tales como residuos de fosfotirosina, fosfoserina o
fosfotreonina. Otras modificaciones potenciales incluyen la sulfonacién, la biotinilacién o la adicién de otros restos,
particularmente aquellos que tienen formas moleculares similares a los grupos fosfato.

Los derivados también incluyen polipéptidos modificados por glicosilacion. Estos se pueden hacer modificando los
patrones de glicosilacion durante la sintesis y el procesamiento en varios sistemas de expresion de huéspedes
eucarioticos alternativos, o durante otras etapas de procesamiento. Los métodos para producir modificaciones de
glicosilacion incluyen exponer el polipéptido p62 a enzimas glicosiladas derivadas de células que normalmente
llevan a cabo dicho procesamiento, como las enzimas de glicosilacion de mamiferos. Alternativamente, se pueden
usar enzimas de desglicosilacién para eliminar los carbohidratos unidos durante la produccién en sistemas de
expresion eucarioticos. Ademas, también se puede modificar la secuencia de codificacion para que se agreguen los
sitios de glicosilacion o se eliminen o deshabiliten los sitios de glicosilacion. Ademas, si no se desea ninguna
glicosilacion, las proteinas pueden producirse en un sistema de expresion de huésped procariético.

Las variantes y/o derivados de los polipéptidos de la invencién se pueden preparar por sintesis quimica o mediante
el uso de mutagénesis dirigida (Gillman et al., Gene 8:81 (1979); Roberts et al, Nature 328: 731 (1987) o Innis (Ed.),
1990, PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press, New York, NY) o el método de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; Saiki et al, Science 239: 487 (1988)), como se ilustra por Daugherty et al
(Nucleic Acids Res. 19: 2471 (1991)) para modificar los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos p62 de la
invencion.
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Los polipéptidos de la presente invencion pueden contener una secuencia de sefial heteréloga en su extremo N-
terminal. En ciertas células huésped (por ejemplo, células huésped de mamifero), la expresion y/o la secrecion de la
proteina de fusion puede incrementarse mediante el uso de una secuencia de sefal heteréloga. Las secuencias de
sefiales se caracterizan tipicamente por un nucleo de aminoacidos hidrofobos, que generalmente se escinden de la
proteina madura durante la secreciéon en uno o mas eventos de escision. Dichos péptidos sefial contienen sitios de
procesamiento que permiten la escisidon de la secuencia sefial de las proteinas maduras a medida que pasan a
través de la via secretora. Por lo tanto, la invencién se refiere a los polipéptidos descritos que tienen una secuencia
sefal, asi como a polipéptidos a partir de los cuales la secuencia sefial ha sido escindida proteoliticamente (es decir,
los productos de escision).

Con el fin de mejorar la estabilidad y/o reactividad, los polipéptidos de la presente invencion también pueden
modificarse para incorporar uno o mas polimorfismos en la secuencia de aminoacidos que resulta de la variaciéon
alélica natural. Ademas, los D-aminoacidos, aminoacidos no naturales o analogos no de aminoacidos pueden
sustituirse o agregarse para producir un polipéptido p62 modificado.

Los polipéptidos de la presente invencién se pueden producir mediante la expresion de una secuencia de
nucledtidos que los codifica en un sistema de expresion adecuado.

Ademas, o como alternativa, los polipéptidos pueden producirse utilizando métodos quimicos para sintetizar la
secuencia de aminoacidos deseada, en su totalidad o en parte. Por ejemplo, los polipéptidos pueden sintetizarse
mediante técnicas en fase sdlida, escindirse de la resina y purificarse mediante cromatografia liquida preparativa de
alto rendimiento (por ejemplo, Creighton (1983) Proteins Structures And Molecular Principles, WH Freeman y Co,
New York N.Y.). La composicion de los polipéptidos sintéticos se puede confirmar mediante analisis de aminoacidos
0 secuenciacion (por ejemplo, el procedimiento de degradacion de Edman). Ademas, la secuencia de aminoacidos
de un polipéptido p62, o cualquiera de sus partes, puede alterarse durante la sintesis directa y/o combinarse usando
métodos quimicos con una secuencia de otras subunidades, o cualquiera de sus partes, para producir un polipéptido
variante.

Los ensayos para medir la actividad inmunoldgica de cualquier homdlogo, derivado o variante de cualquier
polipéptido de la presente invencion son muy conocidos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, la expresion "proteinas de fusién" se refiere a proteinas quiméricas que
comprenden secuencias de aminoacidos de dos o mas proteinas diferentes. Tipicamente, las proteinas de fusion
resultan de técnicas recombinantes in vitro muy conocidas en la técnica.

Las proteinas de fusion de la presente invencion pueden comprender ademas uno o mas dominios polipeptidicos
adicionales afadidos para facilitar la purificacion de proteinas, para aumentar la expresion de la proteina
recombinante, o para aumentar la solubilidad de la proteina recombinante. Dichos dominios que facilitan la
purificacion/expresion/solubilidad incluyen, entre otros, péptidos quelantes de metales, como los modulos de
histidina-triptéfano que permiten la purificacion en metales inmovilizados (Porath J (1992) Protein Expr Purif 3-
.26328 1), dominios de proteina A que permiten la purificacion de inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio
utilizado en el sistema de purificacion de extension/afinidad FLAGS (Immunex Corp, Seattle, Washington). La
inclusion de una secuencia enlazadora escindible, como el Factor Xa o la enterocinasa (Invitrogen, San Diego, CA)
entre el dominio de purificacion y un polipéptido p62 es util para facilitar la purificacion.

Los vectores de expresion de fusion adicionales incluyen pGEX (Pharmacia, Piscataway, NJ), pMAL (New England
Biolabs, Beverly, Mass.) y pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ) que fusionan la glutation S transferasa (GST), la
proteina de unién a la maltosa B, o la proteina A, respectivamente, a la proteina recombinante diana. También se
pueden utilizar EBV, BKV y otros vectores de expresion episdémicos (Invitrogen).

En ciertas realizaciones, se utiliza una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido p62. La molécula de
acido nucleico puede comprender o consistir en una secuencia de nucleétidos que codifica uno o mas polipéptidos
p62, o fragmentos (que incluyen fragmentos que codifican dominios en cualquier orden o polipéptidos en los que uno
0 mas dominios estan eliminados o interrumpidos) o sus derivados, tales como los contenidos en un inserto de ADN
en un depodsito ATCC. La expresion "secuencia de acido nucleico" o "molécula de acido nucleico” se refiere a una
secuencia de ADN o ARN. La expresion abarca moléculas formadas a partir de cualquiera de los analogos de bases
de ADN y ARN conocidos, tales como, pero sin limitarse a, 4-acetilcitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenosina, aziridinil-
citosina, pseudoisocitosina, 5-(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-carboximetilaminometil-
2-tiouracilo, 5-carboxi-metilaminometiluracilo, dihidrouracilo, inosina, N6-iso-penteniladenina, 1-metiladenina, 1-
metilpseudouracilo, 1-metil-guanina, 1-metillinosina, 2,2-dimetil-guanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiamino-metil-2-
tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5'-metoxicarbonil-metiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina,
metiléster del acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético, oxibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-
tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del acido N-uracil-5-oxiacético,
acido uracil-5-oxiacético, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina y 2,6-diaminopurina, entre otros.
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Los vectores se pueden usar para transferir una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido a una
célula. Un vector es cualquier molécula utilizada para transferir una secuencia de acido nucleico a una célula
huésped. En ciertos casos, se utiliza un vector de expresion. Un vector de expresién es una molécula de acido
nucleico que es adecuada para la introduccion y/o propagacion en una célula huésped y contiene secuencias de
acido nucleico que dirigen y/o controlan la expresion de las secuencias de acido nucleico transferidas. La expresion
incluye, pero no se limita a, procesos tales como la transcripcién, la traducciéon y el empalme, si hay intrones
presentes. Los vectores de expresion comprenden tipicamente una o mas secuencias flanqueantes unidas
operativamente a una secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica un polipéptido. Las secuencias
flanqueantes pueden ser homdlogas (es decir, de la misma especie y/o cepa que la célula huésped), heterdlogas (es
decir, de una especie distinta de la especie o cepa de la célula huésped), hibridas (es decir, una combinacion de
secuencias flanqueantes de mas de una fuente), o sintética, por ejemplo.

Una secuencia flanqueante es preferiblemente capaz de efectuar la replicacion, transcripcion y/o traduccion de la
secuencia de codificacion y esta unida operativamente a una secuencia de codificacion. Tal como se usa en el
presente documento, la expresion “operativamente unido” se refiere a un enlace de elementos polinucleétidos en
una relacion funcional. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta unido operativamente a una secuencia de
codificacion si afecta a la transcripcion de la secuencia de codificacion. Sin embargo, una secuencia flanqueante no
tiene por qué ser necesariamente contigua a la secuencia de codificacién, siempre que funcione correctamente. Por
lo tanto, por ejemplo, pueden estar presentes secuencias transcritas sin traducir aun intervinientes entre una
secuencia promotora y la secuencia codificante y la secuencia promotora todavia puede considerarse unida
operativamente a la secuencia codificante. De manera similar, una secuencia potenciadora se puede ubicar en
sentido ascendente o descendente de la secuencia de codificacion y afectar a la transcripcion de la secuencia.

En ciertas realizaciones, se prefiere que la secuencia flanqueante sea una region reguladora de la transcripcion que
impulse la expresion génica de alto nivel en la célula diana. La regidon reguladora de la transcripcion puede
comprender, por ejemplo, un promotor, potenciador, silenciador, elemento represor, o sus combinaciones. La region
reguladora de la transcripcion puede ser constitutiva, especifica del tejido, especifica del tipo de célula (es decir, la
region es impulsora a niveles mas altos de transcripcion en un tipo de tejido o célula en comparacién con otro), o
regulable (es decir, sensible a la interaccién con una molécula). La fuente de una region reguladora de la
transcripcion puede ser cualquier organismo procariotico o eucariotico, cualquier organismo vertebrado o
invertebrado, o cualquier planta, siempre que la secuencia flanqueante funcione en una célula causando la
transcripcion de un acido nucleico dentro de esa célula. Se puede utilizar una amplia variedad de regiones
reguladoras de la transcripcion.

Las regiones reguladoras de la transcripcion adecuadas incluyen, por ejemplo, el promotor de CMV (es decir, el
promotor temprano inmediato de CMV); promotores de genes eucarioticos (es decir, el gen de la ovoalbumina de
pollo inducible por estrogenos, los genes de interferon, el gen de la tirosina aminotransferasa inducible por
glucocorticoides y el gen de la timidina quinasa); y los principales promotores del gen del adenovirus temprano y
tardio; la region promotora temprana de SV40 (Bernoist y Chambon, 1981, Nature 290: 304-10); el promotor
contenido en la repeticion terminal larga 3' (LTR) del virus del sarcoma de Rous (RSV) (Yamamoto, et al., 1980, Cell
22: 787-97); el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes simple (HSV-TK) (Wagner et al., 1981, Proc. Natl
Acad Sci. U.S.A. 78: 1444-45); las secuencias reguladoras del gen de la metalotionina (Brinster et al., 1982, Nature
296: 39-42); vectores de expresion procaridticos tales como el promotor de beta-lactamasa (Vllla-Kamaroff et al.,
1978, Proc. Natl Acad Sci. U.S.A., 75: 3727-31); o el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl Acad Sci. U.S.A,,
80: 21-25). Las regiones de control de la transcripcion especificas de tipo celular y/o de tejido incluyen, por ejemplo,
la region de control del gen de la elastasa | que es activa en células acinares pancreaticas (Swift et al., 1984, Cell
38: 639-46; Ornitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986); MacDonald, 1987,
Hepalology 7: 425-515); la regién de control del gen de la insulina que es activa en las células beta pancreaticas
(Hanahan, 1985, Nature 315: 115-22); la region de control del gen de la inmunoglobulina que es activa en células
linfoides (Grosschedl et al., 1984, Cell 38: 647-58; Adames et al., 1985, Nature 318: 533-38; Alexander et al., 1987,
Mol. Cell. Biol., 7: 1436-44); la region de control del virus del tumor mamario de ratén en las células testiculares,
mamarias, linfoides y mastocitos (Leder et al., 1986, Cell 45: 485-95); la region de control del gen de la albumina en
el higado (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1: 268-76); la region de control del gen de la proteina alfa-feto en el
higado (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol., 5: 1639-48; Hammer et al., 1987, Science 235: 53-58); la region de
control del gen de alfa 1-antitripsina en el higado (Kelsey et al., 1987, Genes and Devel. 1: 161-71); la region de
control del gen de la beta-globina en células mieloides (Mogram et al., 1985, Nature 315: 338-40; Kollias et al., 1986,
Cell 46: 89-94); la region de control del gen de la proteina basica de la mielina en las células de oligodendrocitos en
el cerebro (Readhead et al., 1987, Cell 48: 703-12); la region de control del gen de la cadena ligera-2 de la miosina
en el musculo esquelético (Sani, 1985, Nature 314: 283-86); la region de control del gen de la hormona liberadora
gonadotroépica en el hipotalamo (Mason et al., 1986, Science 234: 1372-78) y el promotor de la tirosinasa en células
de melanoma (Hart, 1. Semin Oncol 1996 febrero; 23 (1): 154 8; Siders, et al. Cancer Gene Ther 1998 septiembre-
octubre; 5 (5): 281-91), entre otros. También se pueden utilizar promotores inducibles que se activan en presencia
de una determinada molécula o condicién, como la luz, el calor, la radiacién, la tetraciclina o las proteinas de choque
térmico, por ejemplo (véase, por ejemplo, el documento WO 00/10612). Otros promotores adecuados son conocidos
en la técnica.
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Como se describié anteriormente, los potenciadores también pueden ser secuencias flanqueantes adecuadas. Los
potenciadores son elementos del ADN que actuan en cis, generalmente de aproximadamente 10-300 pb de longitud,
que actuan sobre el promotor para aumentar la transcripcion. Los potenciadores son tipicamente independientes de
la orientacién y la posicidn, ya que se han identificado tanto en 5' como en 3' para secuencias de codificacion
controladas. Se conocen varias secuencias potenciadoras disponibles de genes de mamiferos (es decir, globina,
elastasa, albumina, alfa-feto-proteina e insulina). De manera similar, el potenciador de SV40, el potenciador del
promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma y los potenciadores de adenovirus son utiles con
secuencias promotoras eucariotas. Mientras que un potenciador puede ser empalmado en el vector en una posicién
5' o 3' a la secuencia codificante de acido nucleico, tipicamente se ubica en un sitio 5' del promotor. Otros
potenciadores adecuados son conocidos en la técnica y serian aplicables a la presente descripcion.

En ciertas realizaciones, puede ser ventajoso combinar un polipéptido p62 o una secuencia de acido nucleico que
codifique un polipéptido p62, o su derivado con uno o mas componente(s) coestimulantes, tales como proteinas de
la superficie celular, citoquinas, quimiocinas o moléculas de sefializacién en una composicién descrita en este
documento. EI componente coestimulador puede incluirse en la composicion como un polipéptido o como un acido
nucleico que codifica el polipéptido, por ejemplo. Las moléculas coestimuladoras adecuadas incluyen, por ejemplo,
polipéptidos que se unen a miembros de la familia CD28 (es decir, CD28, ICOS; Hutloff, et al. Nature 1999, 397:
263-265; Peach, et al. J Exp Med 1994, 180: 2049-2058) tales como los polipéptidos de union a CD28 B7.1 (CD80;
Schwartz, 1992; Chen et al, 1992; Ellis, et al. J. Immunol., 156 (8): 2700-9) y B7.2 (CD86; Ellis, et al. J. Immunol.,
156 (8): 2700-9); polipéptidos que se unen a miembros de la familia integrina (es decir, LFA-1 (CD11a/CD18);
Sedwick, et al. J Immunol 1999, 162: 1367-1375; Waulfing, et al. Science 1998, 282: 2266-2269; Lub, et al., Immunol
Today 1995, 16: 479-483) incluidos los miembros de la familia ICAM (es decir, ICAM-1, -2 o -3); polipéptidos que se
unen a miembros de la familia CD2 (es decir, CD2, molécula de activacion de linfocitos de sefalizacion (CDw150 o
"SLAM"; Aversa, et al. J Immunol 1997, 158: 4036-4044)) como CD58 (LFA-3; ligando CD2; Davis, et al., Immunol
Today 1996, 17: 177-187) o ligandos de SLAM (Sayos, et al. Nature 1998, 395: 462-469); polipéptidos que se unen
al antigeno estable al calor (HSA o CD24; Zhou, et al. Eur J Immunol 1997, 27: 2524-2528); polipéptidos que se
unen a miembros de la familia del receptor de TNF (TNFR) (es decir, 4-1BB (CD137; Vinay, et al. Semin Immunol
1998, 10: 481-489), OX40 (CD134; Weinberg, et al. Semin Immunol 1998, 10: 471-480; Higgins, et al J Immunol
1999, 162: 486-493), y CD27 (Lens, et al. Semin Immunol 1998, 10: 491-499)) como 4-1BBL (ligando 4-1BB; Vinay
et al. Semin Immunol 1998, 10: 481-48; DeBenedette, et al. J Immunol 1997, 158: 551-559), factor 1 asociado a
TNFR (TRAF-1; ligando 4-1BB; Saoulli, et al. J Exp Med 1998, 187: 1849-1862, Arch, et al. Mol Cell Biol 1998, 18:
558-565), TRAF-2 (4-1BB y ligando OX40; Saoulli, et al. J Exp Med 1998, 187: 1849-1862; Oshima, et al. Int
Immunol 1998, 10: 517-526, Kawamata, et al., J Biol Chem 1998, 273: 5808-5814), TRAF-3 (4-1BB y ligando OX40);
Arch, et al., Mol Cell Biol 1998, 18: 558-565; Jang, et al., Biochem Biophys Res Commun 1998, 242: 613-620;
Kawamata S, et al., J Biol Chem 1998, 273: 5808-5814), OX40L (ligando OX40; Gramaglia, et al. J Immunol 1998,
161: 6510-6517), TRAF-5 (ligando OX40; Arch, et al. Mol Cell Biol 1998, 18: 558-565; Kawamata, et al. J Biol Chem
1998, 273: 5808-5814), y CD70 (CD27, ligando; Couderc, et al. Cancer Gene Ther., 5 (3): 163-75). CD154 (ligando
CD40 o "CD40OL"; Gurunathan, et al., J. Immunol., 1998, 161: 4563-4571; Sine, et al., Hum. Gene Ther., 2001, 12:
1091-1102) también puede ser adecuado.

También pueden ser componentes coestimulantes o "adyuvantes" adecuados una o mas citoquinas, ya sea como
polipéptidos o bien estan codificados por acidos nucleicos contenidos en las composiciones de la presente invencion
(Parmiani, et al. Immunol Lett 2000 Sep. 15; 74(1): 41-4; Berzofsky, et al. Nature Immunol 1: 209-219). Las citocinas
adecuadas incluyen, por ejemplo, interleucina-2 (IL-2) (Rosenberg, et al. Nature Med. 4: 321-327 (1998)), IL-4, IL-7,
IL-12 (revisado por Pardoll, 1992; Harries, et al. J. Gene Med. 2000 Julio-Agosto; 2 (4): 243-9; Rao, et al. J. Immunol.
156: 3357-3365 (1996)), IL-15 (Xin, et al. Vaccine, 17: 858-866, 1999), IL-16 (Cruikshank, et al. J. Leuk Biol. 67(6):
757-66, 2000), IL-18 (J. Cancer Res. Clin. Oncol. 2001. 127(12): 718-726), GM-CSF (CSF (Disis, et al. Blood, 88:
202-210 (1996)), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), o interferones como el IFN-a, o INF-y. También pueden ser
adecuadas otras citocinas, como se conoce en la técnica.

También se pueden utilizar quimiocinas. Por ejemplo, se ha demostrado que las proteinas de fusion que
comprenden CXCL10 (IP-10) y CCL7 (MCP-3) fusionadas a un autoantigeno tumoral inducen inmunidad antitumoral
(Biragyn, et al. Nature Biotech. 1999, 17: 253-258). Las quimiocinas CCL3 (MIP-1a) y CCL5 (RANTES) (Boyer, et al.
Vaccine, 1999, 17 (Supp. 2): S53-S64) también pueden ser utiles. Otras quimiocinas adecuadas son conocidas en la
técnica.

Una "molécula de sefializacién" es un compuesto quimico bioldgico involucrado en la transmision de informacion
entre células. Dichas moléculas se liberan desde la célula enviando la sefial, cruzan la brecha entre las células por
difusion e interactian con receptores especificos en otra célula, lo que desencadena una respuesta en esa célula
activando una serie de reacciones controladas por enzimas que conducen a cambios dentro de la célula. Por
ejemplo, el sulfuro de hidrégeno es producido en pequefias cantidades por algunas células del cuerpo humano y
tiene una serie de funciones de sefalizacion biologica. Solo ejemplos incluyen el éxido nitrico y el monodxido de
carbono.

También se sabe en la técnica que los mecanismos inmunitarios supresores o reguladores negativos pueden estar
bloqueados, dando como resultado respuestas inmunitarias mejoradas. Por ejemplo, el tratamiento con anticuerpo
anti-CTLA-4 (Shrikant, et al. Immunity, 1996, 14: 145-155; Sutmuller, et al. J. Exp. Med., 2001, 194: 823-832),
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anticuerpo anti-CD25 (Sutmuller, supra), anticuerpo anti-CD4 (Matsui, et al. J. Immunol., 1999, 163: 184-193), la
proteina de fusion IL13Ra2-Fc (Terabe, et al. Nature Immunol., 2000, 1: 515-520), y sus combinaciones (es decir,
anticuerpos anti-CTLA-4 y anti-CD25, Sutmuller, supra) se ha demostrado que aumentan las respuestas inmunes
antitumorales y seria adecuado en la practica de la presente invencion.

Cualquiera de estos componentes se puede usar solos o en combinacidon con otros agentes. Por ejemplo, se ha
demostrado que una combinacién de CD80, ICAM-1 y LFA-3 ("TRICOM") puede potenciar las respuestas
inmunitarias contra el cancer (Hodge, et al. Cancer Res. 59: 5800-5807 (1999). Otras combinaciones efectivas
incluyen, por ejemplo, IL-12 + GM-CSF (Ahlers, et al. J. Immunol., 158: 3947-3958 (1997); Iwasaki, et al. J. Immunol
158: 4591-4601 (1997)), IL-12 + GM-CSF + TNF-a. (Ahlers, et al. Int. Immunol 13: 897-908 (2001)), CD80 + IL-12
(Fruend, et al. Int. J. Cancer, 85: 508-517 (2000); Rao, et al. supra), y CD86 + GM-CSF + IL-12 (lwasaki, supra).
Cualquier experto en la técnica conocera combinaciones adicionales Utiles en la presente invencion. Ademas, el
experto en la materia estaria al tanto de reactivos o métodos adicionales que se pueden usar para modular tales
mecanismos. Estos reactivos y métodos, asi como otros conocidos por los expertos en la técnica, pueden utilizarse
en la presente invencion.

También se pueden usar otras estrategias para mejorar la eficiencia de la inmunizacién basada en acidos nucleicos,
incluido, por ejemplo, el uso de replicones virales autorreplicantes (Caley, et al. 1999. Vaccine, 17: 3124-2135;
Dubensky, et al. 2000. Mol. Med. 6: 723-732; Leitner, et al. 2000. Cancer Res. 60: 51-55), optimizacion de codones
(Liu, et al. 2000. Mol. Ther., 1: 497-500; Dubensky, supra; Huang, et al. 2001. J. Virol. 75: 4947-4951),
electroporacion in vivo (Widera, et al. 2000, J. Immunol. 164: 4635-3640), incorporacion de motivos estimulantes de
CpG (Gurunathan, et al. Ann. Rev. Immunol., 2000, 18: 927-974; Leitner, supra; Cho, et al. J. Immunol 168 (10):
4907-13), secuencias para la orientacion de las vias de procesamiento de ubiquitina o endocitica (Thomson, et al.
1998, J. Virol. 72: 2246-2252; Velders, et al. 2001, J. Immunol 166: 5366-5373), secuencias VP22 del virus de la
enfermedad de Marek tipo 1 (J. Virol. 76 (6): 2676-82, 2002), regimenes de estimulacion primaria (Gurunathan,
supra; Sullivan, et al. 2000, Nature, 408: 605-609; Hanke, et al. 1998, Vaccine, 16: 439-445; Amara, et al. 2001,
Science, 292: 69-74), y el uso de vectores de administracion de la mucosa como Salmonella (Darji, et al. 1997. Cell,
91: 765-775; Woo, et al. 2001, Vaccine, 19: 2945-2954). Otros métodos son conocidos en la técnica, algunos de los
cuales se describen a continuacion.

Los agentes quimioterapéuticos, la radiacion, las moléculas antiangiogénicas u otros agentes también pueden
utilizarse para tratar y/o prevenir el cancer usando polipéptidos p62 o acidos nucleicos que codifican p62 (Sebti, et
al. Oncogene 2000 Dec. 27; 19(56):6566-73). Por ejemplo, en el tratamiento del cancer de mama metastasico, los
agentes quimioterapéuticos Utiles incluyen ciclofosfamida, doxorubicina, paclitaxel, docetaxel, navelbina,
capecitabina y mitomicina C, entre otros. Los regimenes quimioterapéuticos combinados también han demostrado
ser efectivos, incluyendo ciclofosfamida + metotrexato + 5-fluorouracilo; ciclofosfamida + doxorrubicina + 5-
fluorouracilo; o, ciclofosfamida + doxorubicina, por ejemplo. Se han utilizado otros compuestos tales como la
prednisona, un taxano, navelbina, mitomicina C o vinblastina por varias razones. La mayoria de los pacientes con
cancer de mama tienen tumores con receptores de estrégeno positivos (ER+) y en estos pacientes, se prefiere la
terapia endocrina (es decir, el tamoxifeno) frente a la quimioterapia. Para tales pacientes, se prefiere el tamoxifeno o,
como terapia de segunda linea, las progestinas (acetato de medroxiprogesterona o acetato de megestrol). Los
inhibidores de la aromatasa (es decir, la aminoglutetimida y sus analogos, como el letrozol) disminuyen la
disponibilidad de estrogenos necesarios para mantener el crecimiento del tumor y se pueden usar como terapia
endocrina de segunda o tercera linea en ciertos pacientes.

Otros canceres pueden requerir diferentes regimenes quimioterapéuticos. Por ejemplo, el cancer colorrectal
metastasico suele tratarse con Camptosar (irinotecan o CPT-11), 5-fluorouracilo o leucovorina, solos o en
combinacién entre si. Los inhibidores de proteinasas y de integrina, como los inhibidores de la MMP marimastata
(British Biotech), COL-3 (Collagenex), Neovastat (Aeterna), AG3340 (Agouron), BMS-275291 (Bristol Myers Squibb),
CGS 27023A (Novartis) o los inhibidores de integrina Vitaxin (Medimmune), o MED1522 (Merck KgaA) también
puede ser adecuado para su uso. Como tal, la seleccion inmunolégica de dianas inmunogénicas asociadas con el
cancer colorrectal se podria realizar en combinacion con un tratamiento utilizando esos agentes quimioterapéuticos.
De manera similar, los agentes quimioterapéuticos usados para tratar otros tipos de cancer son bien conocidos en la
técnica y pueden combinarse con las dianas inmunogénicas descritas en este documento.

Muchos agentes antiangiogénicos son conocidos en la técnica y serian adecuados para la administracion conjunta
con el acido nucleico p62 o las vacunas de polipéptidos (ver, por ejemplo, Timar, et al. 2001. Pathology Oncol. Res.,
7 (2): 85-94). Tales agentes incluyen, por ejemplo, agentes fisioldgicos tales como factores de crecimiento (es decir,
ANG-2, NK1, 2, 4 (HGF), factor de crecimiento transformante beta (TGF-f)), citoquinas (es decir, interferones tales
como IFN-a, -, -y, factor plaquetario 4 (PF-4), PR-39), proteasas (es decir, AT-lIl escindido, fragmento de colageno
XVIII (endostatina)), fragmento de plasmina HmwKallikrein-d5 (angiostatina), protrombina-F1-2, TSP-1), inhibidores
de proteasa (es decir, inhibidores tisulares de metaloproteasas como TIMP-1, -2 o -3; maspin; activadores-
inhibidores de plasminégeno tales como PAI-1; factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF)), Tumstatina
(disponible a través de ILEX, Inc.), productos de anticuerpos (es decir, los anticuerpos de union a colageno HUIV26,
HUI77, XL313; anti-VEGF; anti-integrina (es decir, Vitaxin, (Lxsys))) y glicosidasas (es decir, heparinasa-I, -lll). Las
moléculas que son antagonistas de los antigenos asociados a la angiogénesis (incluidas las proteinas y los
polipéptidos) también son adecuadas y pueden incluir, pero no se limitan a, moléculas dirigidas contra VEGF,
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receptor de VEGF, EGFR, bFGF, PDGF-B, PD-ECGF, TGF incluidos TGF-a, endoglina, proteinas Id, diversas
proteasas, 6xido nitrico sintasa, aminopeptidasa, trombospondinas, k-ras, Wnt, quinasas dependientes de ciclina,
microtubulos, proteinas de choque térmico, factores de unidon a heparina, sintasas, receptores de colageno,
integrinas, y proteoglicano de superficie NG2. Los agentes "quimicos" o fisiolégicos modificados que se sabe o se
cree que tienen potencial anti-angiogénico incluyen, por ejemplo, vinblastina, taxol, ketoconazol, talidomida,
dolestatina, combrestatina A, rapamicina (Guba, et al. 2002, Nature Med., 8: 128-135), CEP-7055 (disponible en
Cephalon, Inc.), flavona acido acético, Bay 12-9566 (Bayer Corp.), AG3340 (Agouron, Inc.), CGS. 27023A (Novartis),
derivados de tetracilcina (es decir, COL-3 (Collagenix, Inc.)), Neovastat (Aeterna), BMS-275291 (Bristol-Myers
Squibb), dosis baja 5-FU, dosis baja de metotrexato (MTX), irsofladina, radicicol, ciclosporina, captopril, celecoxib,
polisacarido sulfatado D45152, proteina catidnica (protamina), péptido catidnico-VEGF, suramina (naftil urea
polisulfonada), compuestos que interfieren con la funcion o produccion de VEGF (es decir, SU5416 o SU686)),
PTK787/ZK22584 (Novartis), Distamicina A, Angiozima (ribozima), isoflavinoides, derivados de estaurosporina,
genisteina, EMD121974 (Merck KcgaA), tirfostinas, isoquinolonas, acido retinoico, carboxiamidotriazol, TNP-470,
octredtido, 2-metoxiestradiol, aminosteroles (es decir, escualamina), analogos de glutatiéon (es decir, N-acetil-L-
cisteina), combretastatina A-4 (Oxigene), agentes bloqueadores del receptor Eph (Nature, 414: 933-938, 2001), Rh-
angiostatina, Rh-Endostatina (documento WO 01/93897), péptido RGD ciclico, acutina-desintegrina,
benzodiazepenos, anticuerpo anti-avb3 humanizado, Rh-PAI-2, amilorida, p-amidobenzamidina, anticuerpo anti-uPA,
anticuerpo anti-uPAR, L-fenilalanina-N-metilamidas (es decir, Batimistat, Marimastat), AG3340 y minociclina. Muchos
otros agentes adecuados son conocidos en la técnica.

También puede utilizarse en combinacién con métodos "no tradicionales" para tratar el cancer. Por ejemplo, se ha
demostrado que la administracion de ciertas bacterias anaerobicas puede ayudar a retardar el crecimiento del tumor.
En un estudio, se maodificé Clostridium novyi para eliminar un gen de toxina en un episoma de fago y se administro a
ratones con tumores colorrectales (Dang, et al. P.N.A.S. USA, 98 (26): 15155-15160, 2001). En combinacion con la
quimioterapia, se demostré6 que el tratamiento causaba necrosis tumoral en los animales. Los reactivos y
metodologias descritos en esta solicitud pueden combinarse con dichas metodologias de tratamiento.

Los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos p62 pueden administrarse a los pacientes por cualquiera de las
diversas técnicas disponibles. Diversos vectores virales que se han utilizado con éxito para introducir acidos
nucleicos en huéspedes incluyen retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados (AAV), virus del herpes y virus de la
viruela, entre otros. Se entiende en la técnica que muchos de estos vectores virales estan disponibles en la técnica.
Los vectores de la presente invencion pueden construirse usando técnicas recombinantes estandar ampliamente
disponibles para los expertos en la técnica. Dichas técnicas se pueden encontrar en referencias comunes de
biologia molecular, como Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook, et al., 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press), Gene Expression Technology (Methods in Enzymology, Vol. 185, edited by D. Goeddel, 1991.
Academic Press, San Diego, Calif.), and PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis, et al. 1990.
Academic Press, San Diego, Calif.).

Los vectores retrovirales adecuados incluyen derivados de lentivirus asi como derivados de retrovirus murinos o
aviares. Los ejemplos de vectores retrovirales adecuados incluyen, por ejemplo, virus de la leucemia murina de
Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTV), SIV,
BIV, VIH y virus del sarcoma de Rous (RSV). Varios vectores retrovirales pueden incorporar multiples secuencias de
acido nucleico exodgenas. Como los retrovirus recombinantes son defectuosos, requieren asistencia para producir
particulas de vectores infecciosas. Esta asistencia puede ser proporcionada, por ejemplo, por lineas celulares
auxiliares que codifican genes estructurales de retrovirus. Las lineas de células auxiliares adecuadas incluyen.
PSI.2, PA317 y PA12, entre ofras. Los viriones vectoriales producidos utilizando dichas lineas celulares pueden
usarse luego para infectar una linea celular de tejido, como las células NIH 3T3, para producir grandes cantidades
de viriones retrovirales quiméricos. Los vectores retrovirales pueden administrarse mediante métodos tradicionales
(es decir, inyeccién) o mediante la implantacion de una "linea celular productora” cerca de la poblacion de células
diana (Culver, K., et al., 1994, Hum. Gene Ther., 5 (3): 343-79; Culver, K., et al., Cold Spring Harb. Symp; Quant.
Biol., 59: 685-90); Oldfield, E., 1993, Hum. Gene Ther., 4 (1): 39-69). La linea celular productora esta disefiada para
producir un vector viral y libera particulas virales cerca de la célula objetivo. Una porcion de las particulas virales
liberadas se ponen en contacto con las células diana e infectan esas células, administrado por lo tanto un acido
nucleico de la presente invencién a la célula diana. Tras la infeccién de la célula diana, se produce la expresion del
acido nucleico del vector.

Los vectores adenovirales han demostrado ser especialmente Utiles para la transferencia de genes a células
eucariotas (Rosenfeld, M., et al., 1991, Science, 252 (5004): 431-4; Crystal, R., et al., 1994, Nat. Genet., 8 (1): 42-
51), el estudio de la expresion de genes eucarioticos (Levrero, M., et al., 1991, Gene, 101 (2): 195-202), el desarrollo
de vacunas (Graham, F. y Prevec, L., 1992, Biotechnology, 20: 363-90), y en modelos animales (Stratford-
Perricaudet, L., et al., 1992, Bone Marrow Transplant., 9 (Suppl. 1): 151-2; Rich, D., et al., 1993, Hum. Gene Ther., 4
(4): 461-76). Las rutas experimentales para administrar adenovirus recombinantes a diferentes tejidos in vivo han
incluido la instilacion intratraqueal (Rosenfeld, M., et al., 1992, Cell, 68 (1): 143-55), la inyeccion en el musculo
(Quantin, B., et al. 1992, Proc. Natl Acad Sci. U.S.A., 89 (7): 2581-4), la inyeccion intravenosa periférica (Herz, J., y
Gerard, R., 1993, Proc. Natl Acad Sci. U.S.A., 90 (7): 2812-6) y la inoculacion estereotactica al cerebro (Le Gal La
Salle, G., et al., 1993, Science, 259 (5097): 988-90), entre otros.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 698 570 T3

El virus adenoasociado (AAV) demuestra infectividad de alto nivel, un amplio rango de hospedadores y especificidad
en la integracion en el genoma de la célula hospedadora (Hermonat, P., et al., 1984, Proc. Natl Acad Sci. U.S.A., 81
(20): 6466-70). Y el virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) es otro sistema vectorial atractivo, especialmente para su
uso en el sistema nervioso debido a su propiedad neurotrépica (Geller, A., et al., 1991, Trends Neurosci., 14 (10):
428-32; Glorioso, et al., 1995, Mol. Biotechnol., 4 (1): 87-99; Glorioso, et al., 1995, Annu. Rev. Microbiol., 49: 675-
710).

El virus de la viruela es otro vector de expresion util (Smith, et al. 1983, Gene, 25 (1): 21-8; Moss, et al, 1992,
Biotechnology, 20: 345-62; Moss, et al, 1992, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158: 25-38; Moss, et al. 1991. Science,
252: 1662-1667). Los virus de la viruela que se muestran utiles incluyen vaccinia, NYVAC, viruela aviar, difteria
aviar, viruela del canario, ALVAC y ALVAC (2), entre otros.

NYVAC (vP866) se derivd de la cepa de vacuna de Copenhague del virus vaccinia al eliminar seis regiones no
esenciales del genoma que codificaban factores de virulencia conocidos o potenciales (ver, por ejemplo, las patentes
de EE. UU. Numeros 5.364.773 y 5.494.807). Los loci de eliminacion también se disefiaron como loci receptores
para la insercion de genes ajenos. Las regiones eliminadas son: el gen de la timidina quinasa (TK; J2R); la region
hemorragica (u; B13R + B14R); la region del cuerpo de inclusion tipo A (ATI; A26L); el gen de la hemaglutinina (HA;
A56R); la region del gen del rango del huésped (C7L-K1L); y la ribonucledtido reductasa, subunidad grande, (l4L).
NYVAC es una cepa del virus vaccinia disefiada por ingenieria genética que se generé mediante la eliminacion
especifica de dieciocho marcos de lectura abiertos que codificaban los productos genéticos asociados con la
virulencia y el rango del huésped. Se ha demostrado que NYVAC es util para la expresion de TA (véase, por
ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.265.189). NYVAC (vP866), vP994, vCP205, vCP1433,
placZH6H4Lreverse, pMPC6H6K3E3 y pC3HBFHVB también fueron depositados en el ATCC bajo los términos del
Tratado de Budapest, nimeros de entrada VR-2559, VR-2558, VR-2557, VR-2556, ATCC-97913, ATCC-97912 y
ATCC-97914, respectivamente.

Los virus recombinantes basados en ALVAC (es decir, ALVAC-1 y ALVAC-2) también son adecuados para su uso
en la practica de la presente invencion (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.756.103). ALVAC (2)
es idéntico a ALVAC (1), excepto que el genoma de ALVAC (2) comprende los genes E3L y K3L de vaccinia bajo el
control de los promotores de la vacuna (Patente de Estados Unidos N° 6.130.066; Beattie et al., 1995a, 1995b, 1991;
Chang et al., 1992; Davies et al., 1993). Se ha demostrado que tanto ALVAC (1) como ALVAC (2) son utiles para
expresar secuencias de ADN ajenas, tales como TA (Tartaglia et al., 1993 a, b; Patente de Estados Unidos N°
5.833.975). ALVAC se depositd bajo los términos del Tratado de Budapest con la American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110-2209, EE. UU., Numero de entrada ATCC VR-2547.

Otro vector del virus de la viruela util es el TROVAC. EI TROVAC se refiere a una viruela aviar atenuada que fue un
aislado clonado en placa derivado de la cepa de vacuna FP-1 de la viruela aviar que esta autorizada para la
vacunacion de pollitos de 1 dia. TROVAC también se depositd bajo los términos del Tratado de Budapest con la
ATCC, numero de acceso 2553.

Los vectores plasmidicos "no virales" también pueden ser adecuados. Los vectores plasmidicos adecuados son
compatibles con células huésped bacterianas, de insectos y/o de mamiferos. Tales vectores incluyen, por ejemplo,
PCR-Il, pCR3 y pcDNA3.1 (Invitrogen, San Diego, California), pBSIl (Stratagene, La Jolla, California), pET15
(Novagen, Madison, Wisconsin), pGEX (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), pEGFP-N2 (Clontech, Palo Alto,
California), pETL (BlueBacll, Invitrogen), pDSR-alfa (publicacion PCT No. WO 90/14363) y pFastBacDual (Gibco-
BRL, Grand Island, NY), asi como derivados plasmidos Bluescript® (un fagémido basado en COLE1 de alto nimero
de copias, Stratagene Cloning Systems, La Jolla, Calif.), plasmidos para la clonacién por PCR disefiados para clonar
productos de la PCR amplificados con Taq (p. €j., el kit TOPO™ TA Cloning®, derivados plasmidicos de PCR2.1®,
Invitrogen, Carlsbad, California). También se pueden usar vectores bacterianos. Estos vectores incluyen, por
ejemplo, Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae, Lactobacillus, Bacille calmette guerin (BCG) y Streptococcus (véase,
por ejemplo, los documentos WO 88/6626; WO 90/0594; WO 91/13157; WO 92/1796; y WO 92/21376). Muchos
otros vectores y sistemas de expresion de plasmidos no virales son conocidos en la técnica y podrian usarse.

Las técnicas de administracion de acidos nucleicos adecuadas incluyen complejos de ADN-ligando, complejos de
adenovirus-ligando-ADN, inyeccion directa de ADN, precipitacion con CaPO., técnicas con pistolas de genes,
electroporacion y sistemas de dispersion coloidal, entre otros. Los sistemas de dispersion coloidal incluyen
complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas a base de lipidos que incluyen
emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El sistema coloidal preferido es un liposoma,
que son vesiculas de membranas artificiales utiles como vehiculos de administracion in vitro e in vivo. EI ARN, el
ADN vy los viriones intactos se pueden encapsular dentro del interior acuoso y administrarse a las células en una
forma biolégicamente activa (Fraley, R., et al., 1981, Trends Biochem. Sci., 6: 77). La composicion del liposoma es
generalmente una combinacion de fosfolipidos, particularmente fosfolipidos con altas temperaturas de transicion de
fase, generalmente en combinacién con esteroides, especialmente con colesterol. También se pueden usar otros
fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza idnica y la
presencia de cationes divalentes. Los ejemplos de lipidos utiles en la produccién de liposomas incluyen compuestos
de fosfatidilo, tales como fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipidos,
cerebrosidos y gangliésidos. Particularmente utiles son los diacilfosfatidilgliceroles, donde el resto lipidico contiene
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de 14 a 18 atomos de carbono, particularmente de 16 a 18 atomos de carbono, y esta saturado. Los fosfolipidos
ilustrativos incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina.

También se puede administrar una diana inmunogénico en combinacién con uno o mas adyuvantes para estimular la
respuesta inmune. Los adyuvantes ejemplares se muestran en la Tabla 3 a continuacion:

Tabla 3. Tipos de adyuvantes inmunoldgicos

Tipo de adyuvante Ejemplos generales

Ejemplos especificos/referencias

Tipo de gel Hidréxido de aluminio/fosfato | (Aggerbeck and Heron, 1995)
("adyuvantes de alumbre")
fosfato de calcio (Relyveld, 1986)
Microbiano Dipéptido de Muramil (MDP) (Chedid et al., 1986)
Exotoxinas bacterianas Toxina del colera (CT), toxina labil de E. coli (LT)
(Freytag y Clements, 1999) |
Adyuvantes a base de | lipido A de monofosforilo (MPL) (Ulrich y Myers, 1995)
endotoxinas
Otros agentes bacterianos oligonucledtidos CpG (Corral y Petray, 2000),
secuencias de BCG (Krieg, et al. Nature, 374: 576 ),
toxoide tetanico (Rice, et al. J. Immunol., 2001, 167:
1558-1565)
Particulas Biodegradable (Gupta et al., 1998)

Microesferas de polimero

Complejos (Morein y Bengtsson, 1999)

inmunoestimuladores

(ISCOM)

liposomas (Wassef et al., 1994)
adyuvantes basados en | Adyuvante incompleto de | (Jensen et al., 1998)
emulsiones de aceite y | Freund

tensioactivos

Emulsiones microfluidizadas

MF59 (Ott et al., 1995)

SAF (Allison y Byars, 1992) (Allison, 1999)

Saponinas

QS-21 (Kensil, 1996)

Derivados del
muramilo

Sintéticos péptido de

Murabutida (Lederer,
1997)

1986), Threony-MDP (Allison,

Copolimeros de bloque no
iénico

L121 (Allison, 1999)

Polifosfazeno (PCPP)

(Payne et al., 1995)

Polinucleétidos sintéticos

Poli A: U, Poly I: C (Johnson, 1994)

Derivados de la talidomida

CC-4047/ACTIMID (J. Immunol., 168 (10): 4914-9)

En algunas realizaciones, los polipéptidos p62 o los acidos nucleicos que codifican p62 de acuerdo con la presente
invencion se pueden usar para tratar, aliviar, mejorar, aplacar, retrasar el inicio (profilaxis), inhibir la progresion,
reducir la gravedad y/o reducir la incidencia de uno o mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad, trastorno o
afeccion. En algunas realizaciones, los polipéptidos p62 o los acidos nucleicos que codifican p62 se pueden usar
para tratar tumores soélidos, por ejemplo, cancer y/o células cancerosas. El término "cancer" incluye canceres
premalignos y malignos. Los canceres incluyen, entre otros, cancer de prostata, cancer gastrico, cancer colorrectal,
cancer de piel, por ejemplo, melanomas o carcinomas de células basales, cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de ovario, cancer uterino, canceres de cabeza y cuello, cancer bronquial, cancer de pancreas, cancer de
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vejiga urinaria, cancer de cerebro o del sistema nervioso central, cancer del sistema nervioso periférico, cancer de
esofago, cancer de la cavidad oral o faringe, cancer de higado, cancer de rifién, cancer de testiculo, cancer del
tracto biliar, cancer del intestino delgado o del apéndice, cancer de la glandula salival, cancer de tiroides, cancer de
la glandula suprarrenal, osteosarcoma, condrosarcoma, sarcoma, cancer de tejidos hematoldgicos y similares. Las
"células cancerosas" pueden estar en forma de un tumor, pueden existir solas dentro de un sujeto (por ejemplo,
células de leucemia o ascitis), o pueden ser lineas celulares derivadas de un cancer.

El cancer puede estar asociado con una variedad de sintomas fisicos. Los sintomas del cancer generalmente
dependen del tipo y la ubicacion del tumor. Por ejemplo, el cancer de pulmén puede causar tos, dificultad para
respirar y dolor en el pecho, mientras que el cancer de colon a menudo causa diarrea, estrefiimiento y sangre en las
heces. Sin embargo, para dar solo algunos ejemplos, los siguientes sintomas generalmente se asocian con muchos
tipos de cancer: fiebre, escalofrios, sudores nocturnos, tos, disnea, pérdida de peso, pérdida de apetito, anorexia,
nauseas, vomitos, diarrea, anemia, ictericia, hepatomegalia, hemoptisis, fatiga, malestar, disfuncion cognitiva,
depresion, trastornos hormonales, neutropenia, dolor, Ulceras no cicatrizadas, ganglios linfaticos agrandados,
neuropatia periférica y disfuncién sexual.

En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para el tratamiento del cancer (por ejemplo, el cancer de
prostata o de mama). En algunas realizaciones, el tratamiento del cancer comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de polipéptidos p62 o p62 que codifican acidos nucleicos a un sujeto que lo necesite, en
tales cantidades y durante el tiempo que sea necesario para lograr el resultado deseado. En ciertas realizaciones,
una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una particula dirigida es aquella cantidad efectiva para tratar, aliviar,
mejorar, paliar, retrasar la aparicion, inhibir la progresion, reducir la gravedad y/o reducir la incidencia de uno o mas
sintomas o caracteristicas del cancer.

En un aspecto de la invencién, se proporciona un método para administrar polipéptidos p62 o p62 que codifican
acidos nucleicos a un sujeto que padece cancer (por ejemplo, cancer de mama) o una recaida. En algunas
realizaciones, los polipéptidos p62 o los acidos nucleicos que codifican p62 se administran a un sujeto en tales
cantidades y durante el tiempo que sea necesario para lograr el resultado deseado (es decir, el tratamiento del
cancer). En ciertas realizaciones, una "cantidad terapéuticamente eficaz" de polipéptidos p62 y acidos nucleicos que
codifican p62 es aquella cantidad eficaz para tratar, aliviar, mejorar, paliar, retrasar la aparicion, inhibir la progresion,
reducir la gravedad y/o reducir la incidencia de uno o mas sintomas o caracteristicas del cancer. En algunas
realizaciones, los polipéptidos p62 o los acidos nucleicos que codifican p62 de la invencién se administran a un
sujeto tratado previamente por cancer. En algunas realizaciones, los polipéptidos p62 o los acidos nucleicos que
codifican p62 de la invencidon se administran a un sujeto con antecedentes familiares de cancer. En algunas
realizaciones, los polipéptidos p62 o los acidos nucleicos que codifican p62 de la invencién se administran a un
sujeto con una cierta predisposicion para el cancer. Por ejemplo, un sujeto que es BRCA positivo esta
genéticamente predispuesto a ciertas formas de cancer de mama.

Los protocolos terapéuticos incluyen administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de polipéptidos p62 o
acidos nucleicos que codifican p62 a un individuo sano (es decir, un sujeto que no presenta ningun sintoma de
cancer y/o que no ha sido diagnosticado con cancer). Por ejemplo, los individuos sanos pueden ser "inmunizados"
con polipéptidos p62 o acidos nucleicos que codifican p62 antes del desarrollo del cancer y/o la aparicion de
sintomas de cancer; individuos en riesgo (por ejemplo, pacientes con antecedentes familiares de cancer; pacientes
con una o mas mutaciones genéticas asociadas con el desarrollo del cancer; pacientes con un polimorfismo genético
asociado con el desarrollo del cancer; pacientes infectados por un virus asociado con el desarrollo del cancer; los
pacientes con habitos y/o estilos de vida asociados con el desarrollo de cancer; etc.) pueden tratarse de manera
sustancialmente contemporanea (p. €j., dentro de las 48 horas, dentro de las 24 horas o dentro de las 12 horas de la
aparicion de los sintomas del cancer). Por supuesto, las personas que se sabe que tienen cancer pueden recibir un
tratamiento innovador en cualquier momento.

En otras realizaciones, los polipéptidos p62 o los acidos nucleicos que codifican p62 de la presente invencion se
pueden usar para inhibir el crecimiento de células cancerosas, por ejemplo, células de cancer de mama. Como se
usa en este documento, la expresion "inhibe el crecimiento de células cancerosas" o "que inhibe el crecimiento de
células cancerosas" se refiere a cualquier desaceleracion de la tasa de proliferacion y/o migracion de células
cancerosas, la detencion de la proliferacion y/o migracion de células cancerosas, o la muerte de células cancerosas,
de manera que la tasa de crecimiento de las células cancerosas se reduce en comparacion con la tasa observada o
predicha de crecimiento de una célula cancerosa de control no tratada. La expresion "inhibe el crecimiento” también
puede referirse a una reduccion en el tamafio o la desaparicion de una célula cancerosa o tumor, asi como a una
reduccion en su potencial metastasico. Preferiblemente, tal inhibicion a nivel celular puede reducir el tamafio,
detener el crecimiento, reducir la agresividad, o prevenir o inhibir la metastasis de un cancer en un paciente. Los
expertos en la materia pueden determinar facilmente, mediante cualquiera de una variedad de indicios adecuados, si
se inhibe el crecimiento de las células cancerosas.

La inhibicion del crecimiento de las células cancerosas se puede evidenciar, por ejemplo, mediante la detencion de
células cancerosas en una fase particular del ciclo celular, por ejemplo, la detenciéon en la fase G2/M del ciclo
celular. La inhibicién del crecimiento de células cancerosas también puede evidenciarse por medicién directa o
indirecta de las células cancerosas o del tamafo del tumor. En pacientes humanos con cancer, tales mediciones
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generalmente se realizan utilizando métodos de imagen bien conocidos, como la resonancia magnética, la
tomografia axial computarizada y los rayos X. El crecimiento de las células cancerosas también se puede determinar
indirectamente, por ejemplo, al determinar los niveles de antigeno carcinoembrionario circulante, antigeno especifico
de la prostata u otros antigenos especificos del cancer que se correlacionan con el crecimiento de las células
cancerosas. La inhibicion del crecimiento del cancer también se correlacion generalmente con una supervivencia
prolongada y/o mayor salud y bienestar del sujeto.

Los compuestos y composiciones descritos en el presente documento pueden administrarse como un producto
farmacéutico o un medicamento formulado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por consiguiente, los
compuestos y las composiciones pueden usarse en la fabricacion de un medicamento o una composicion
farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden formularse como soluciones o polvos
liofilizados para la administracion parenteral. Los polvos pueden reconstituirse mediante la adicion de un diluyente
adecuado u otro vehiculo farmacéuticamente aceptable antes de su uso. Las formulaciones liquidas pueden ser
soluciones tamponadas, isotdnicas, acuosas. Los polvos también se pueden rociar en forma seca. Ejemplos de
diluyentes adecuados son solucién salina isotonica normal, dextrosa estandar al 5% en agua o solucion de acetato
de sodio o amonio tamponada. Dichas formulaciones son especialmente adecuadas para la administracion
parenteral, pero también pueden usarse para la administracién oral o estar contenidas en un inhalador de dosis
medida o nebulizador para insuflacion. Puede ser deseable agregar excipientes tales como polivinilpirrolidona,
gelatina, hidroxi celulosa, acacia, polietilenglicol, manitol, cloruro de sodio, citrato de sodio y similares.

Alternativamente, los compuestos y las composiciones pueden encapsularse, comprimirse o prepararse en una
emulsion o jarabe para la administracion oral. Se pueden afiadir vehiculos sélidos o liquidos farmacéuticamente
aceptables para mejorar o estabilizar la composicién, o para facilitar la preparacion de la composicion. Los vehiculos
solidos incluyen almidoén, lactosa, sulfato de calcio dihidratado, terra alba, estearato de magnesio o acido estearico,
talco, pectina, acacia, agar o gelatina. Los vehiculos liquidos incluyen jarabe, aceite de mani, aceite de oliva,
solucion salina y agua. El vehiculo también puede incluir un material de liberacion sostenida tal como monoestearato
de glicerilo o diestearato de glicerilo, solo o con una cera. La cantidad de vehiculo sdlido varia pero, preferiblemente,
estara entre aproximadamente 20 mg y aproximadamente 1 g por unidad de dosificacion. Las preparaciones
farmacéuticas se realizan siguiendo las técnicas convencionales de farmacia que incluyen moler, mezclar, granular y
comprimir, cuando sea necesario, para formas en tabletas; o molienda, mezcla y relleno para formas en capsulas de
gelatina dura. Cuando se usa un vehiculo liquido, la preparacion puede estar en la forma de un jarabe, elixir,
emulsién o una suspension acuosa o0 no acuosa. Para la administracion rectal, los compuestos de la invencion
pueden combinarse con excipientes tales como manteca de cacao, glicerina, gelatina o polietilenglicoles vy
moldearse en un supositorio.

Los compuestos y composiciones pueden formularse para incluir otros farmacos o agentes bioldgicos de utilidad
médica. Los compuestos y composiciones también pueden administrarse junto con la administracion de otros
farmacos o agentes bioldgicos Utiles para la enfermedad o afeccion a la que se dirigen los compuestos y
composiciones de la invencion.

Tal como se emplea en el presente documento, la frase "una cantidad eficaz" se refiere a una dosis suficiente para
proporcionar concentraciones lo suficientemente altas para impartir un efecto beneficioso en el receptor de ésta. El
nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier sujeto en particular dependera de una variedad de
factores que incluyen el trastorno que se esta tratando, la gravedad del trastorno, la actividad del compuesto o
composicion especifica, la via de administracién, la velocidad de eliminacién del compuesto o la composicion, la
duracion del tratamiento, los farmacos utilizados en combinacién o coincidentes con el compuesto o la composicién,
la edad, el peso corporal, el sexo, la dieta y la salud general del sujeto, y factores similares bien conocidos en las
artes y las ciencias médicas. Los expertos en la técnica conocen varias consideraciones generales que se tienen en
cuenta para determinar la "cantidad terapéuticamente efectiva" y se describen, por ejemplo, en Gilman et al., Eds.,
Goodman And Gilman's: The Pharmacological Bases of Therapeutics, 82 ed., Pergamon Press, 1990; y Remington's
Pharmaceutical Sciences, 172 edicion, Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania, 1990. Los niveles de dosificacion
generalmente se encuentran en el intervalo de aproximadamente 0,001 hasta 100 mg/kg/dia; con niveles en el
intervalo de aproximadamente 0,05 hasta 10 mg/kg/dia son generalmente aplicables. Un compuesto o composicion
puede administrarse por via parenteral, tal como intravascular, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intraocular,
intradérmica, subcutanea o similar. La administracion también puede ser oral, nasal, rectal, transdérmica,
intravaginal o inhalatoria a través de un aerosol. Se puede administrar un compuesto o una composicién al 6rgano
que tiene el tumor (o al objetivo potencial del tumor) o al tumor mismo. El compuesto o la composicién puede
administrarse como un bolo o infundirse lentamente, o administrarse como una inyeccion intradérmica, subcutanea,
intramuscular o intraperitoneal.

Una dosis terapéuticamente efectiva se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular
determinando un nivel de expresiéon de p62 tras la introduccion de un acido nucleico que codifica un polipéptido p62.
Luego se puede formular una dosis en modelos animales para lograr una respuesta inmune adecuada y/o proteccion
contra el crecimiento del tumor. Dicha informacién se puede utilizar para determinar con mayor precision las dosis
iniciales utiles en humanos. El propio médico puede elegir la formulacion exacta, la via de administracion y la dosis
en funcion del estado del paciente.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Lineas celulares y construccion de vectores

Una linea celular de tumor de mama 233-VSGA1, que sobreexpresa el oncogén HER/2 neu de rata activado, se
derivé de un carcinoma mamario de ratdon que surge en ratones transgénicos FVB/neu NT. Esta linea celular se
mantuvo como se describe (Nanni P, Pupa S M, Nicoletti G y otros, Int J Cancer 2000; 87: 186). Las células HelLa
(ATCC # CCL-2.2 ™) se propagaron en medio de crecimiento completo ATCC (ATCC MD-6108).

El dominio extracelular de HER2/neu de rata se amplific6 por PCR y se cloné en el vector pcDNA3.1 (Invitrogen)
como se describe (F M Venanzi, A Barucca, K Havas, M Capitani, M Provinciali S Scotti, A Concetti. Vaccine 2010
(22); 3841-7).

Como fuente de cDNA que codifica p62, se extrajo el RNA total de las células HeLa. El ADNc de longitud completa
que codifica la isoforma mas larga de p62 (Variante de Transcripcion 1, nimero de referencia de GenBank NP —
003891) se amplificd mediante PCR (HotStar HiFidelity Polymerase Kit Qiagen) utilizando los siguientes cebadores:
FW: 5-CCCGCTAGCATGGCGTCGCTCACCGTG-3 and REV: 5'-CCCAAGCTTTCACAACGGCGGGGGATGCTTTG-
3'". Los productos de la PCR se purificaron y los fragmentos digeridos con Nhe I-Hind Il se clonaron en pcDNA3.1.

Las secuencias del ADN de p62 insertado se confirmaron mediante secuenciacion (MGWBiotech/M-medical,
Martinsried, Alemania). Se observd que el polipéptido codificado diferia de la secuencia de aminoacidos natural por
dos mutaciones de sustitucion: C145R y Q418R.

Ejemplo 2. Efecto antitumoral preventivo de la inmunizacion p62 en un modelo de cancer de mama en ratén
Los ratones FVB/N se dividieron en tres grupos (15 ratones por grupo) y se inmunizaron con:

1. pcDNA.3.1 (vector de plasmido vacio, control negativo);

2. pcDNA.3.1 con pHER2 (control positivo); o,

3. pcDNA.3.1 con p62 (experimento).

Se anestesiaron hembras FVB/N y, después de la exposicion del cuadriceps femoral, se inyectaron 100 ug de ADN
(1 mg/mL) en solucién salina con una jeringa de insulina. Los ratones se inmunizaron dos veces (a las 4 y 2
semanas antes de la exposicion al tumor). Los ratones fueron estimulados intradérmicamente con 3 x 10° células
tumorales 233-VSGA1/100 pl de tampon PBS en la extremidad. En todos los casos, los tumores se midieron
determinando dos diametros perpendiculares con un calibrador tres veces a la semana. Los ratones se sacrificaron
cuando el tumor se ulceré o alcanzé 1 cm en cualquier diametro.

El 100% de los ratones vacunados con un vector de plasmido vacio (control negativo) desarrollaron tumores el dia
13 después de la exposicion. La vacunacion con plasmido codificante de HER2 dio una proteccion del 40% (Figura
4). Al mismo tiempo, el plasmido que codificaba p62 demostré una proteccion del 100% el dia 13, que se redujo
gradualmente al 70%. En consecuencia, se demostré el efecto protector del plasmido que codificaba p62 en un
modelo de ratén de cancer de mama transplantable. Por lo tanto, el efecto preventivo de la vacuna p62 se demostré
para el cancer de mama en un modelo de ratén. Los inventores plantean la hipétesis de que se podria mantener una
proteccion del 100% si se continuaran las vacunas.

A los animales que se inmunizaron con un vector plasmidico que codificaba HER2 o p62 y no desarrollaron tumores
después de la primera prueba de células cancerosas se les administraron la misma cantidad de células cancerosas
en el dia 50. Todos los animales vacunados con plasmido codificante de HER2 desarrollaron tumores, mientras que
no aparecieron tumores en animales vacunados con p62. En consecuencia, la inmunizaciéon con p62 mantuvo la
memoria inmunolégica, mientras que HER2 no lo hizo.

Ejemplo 3. La vacuna p62 estimula la inmunidad innata

Los tumores en los ratones que recibieron la vacuna p62 contenian grandes zonas de necrosis (Figura 5). Las
células inmunes asociadas con la inflamacién estan abundantemente presentes dentro de las areas necroticas.

La vacuna HER2 provoca respuesta inmune adaptativa especifica de antigeno y migracion masiva de linfocitos
(células CD3+, linfocitos infiltrantes de tumores) en el tumor (Figura 6). Al mismo tiempo, la vacunacién con plasmido
p62 no aumento significativamente el nivel de linfocitos infilirantes de tumores. Por el contrario, la inyeccion del
plasmido p62, pero no la vacuna HER2, aumentd el nivel de células CD11B+ en el tumor (Figura 6). En
consecuencia, la vacuna p62 actia a través de la estimulacién de la inmunidad innata, a diferencia de la vacuna
HER2.
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Ejemplo 4. Demostracion de la actividad antitumoral de la vacuna de ADN p62 en el modelo de cancer de mama en
rata TS

El cancer de mama de rata transplantable T5 se derivé de un adenocarcinoma espontaneo de glandula mamaria de
una rata Wistar en R.E. Instituto Kavetsky de Patologia Experimental, Oncologia y Radiobiologia de la Academia
Nacional de Ciencias de Ucrania. Ratas Wistar hembras de dos meses de edad (peso: 130-150 g, 10 animales por
grupo) se expusieron con carcinoma de glandula mamaria de rata T5 mediante inyeccion subcutanea de 2,5 x 108
células tumorales/rata en 0,4 ml de PBS. Comenzando al dia siguiente después del trasplante de tumor, las ratas se
vacunaron tres veces una vez a la semana (Figura 7). Cada inyeccion contenia 78 ug de pcDNA.3.1 (vector de
plasmido vacio, control negativo) o pcDNA.3.1 con p62 (experimento).

El crecimiento tumoral se inhibi6 mediante la inmunizaciéon con p62 (Figura 8) con una inhibicion del 70% del
crecimiento tumoral en ratas vacunadas con p62 en comparacion con ratas de control inyectadas con vector (p
<0,004) (Figura 9).

La supervivencia de las ratas implantadas en el tumor (8 inmunizadas con vector y 8 inmunizadas con p62) se
controlé durante 75 dias. El 50% de los animales en el grupo de control murié mientras no hubo muertes de
animales en el grupo vacunado con p62 (FIG. 10).

El analisis histolégico de los tumores reveld zonas necréticas (figura 11). La necrosis intratumoral en ratas que
recibieron la vacuna de ADN p62 fue similar a la observada en los tumores de ratones que recibieron la vacuna de
ADN p62 (Figura 12).

En consecuencia, el efecto antitumoral de la vacuna de ADN p62 se demostré en el segundo modelo animal (rata),
lo que indica que la vacuna de ADN p62 se puede usar para tratar el cancer de mama.

Ejemplo 5. Potencia antimetastasica de la vacuna de ADN p62

El carcinoma de pulmén de Lewis es un modelo aceptado oficialmente por el Comité Farmacoldgico de la
Federacion Rusa, "FDA de Rusia", para probar los medicamentos para detectar efectos antimetastasicos. Se
inyectaron 100 ug de plasmido por via intramuscular en cada ratén 4 semanas y 2 semanas antes de la exposicion
con trasplante de tumor, asi como 1, 8 y 15 dias después de la exposicion. Se utilizaron quince animales por grupo.
La Fig. 13 muestra que la vacunacion con p62 redujo el nimero de metastasis en los pulmones en un 50% en
comparacién con el control.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que entiende comunmente cualquier experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Las realizaciones descritas ilustrativamente en el presente documento pueden ponerse en practica adecuadamente
en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones, no descritos especificamente en el
presente documento. Asi, por ejemplo, los términos "que comprende”, "que incluye", "que contiene", etc. se leeran
de forma extensa y sin limitacion. Ademas, los términos y expresiones empleados en el presente documento se han
utilizado como términos de descripcion y no de limitacion, y no existe ninguna intencién en el uso de dichos términos
y expresiones de excluir ningun equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o sus partes, aunque se
reconoce que son posibles diversas modificaciones dentro del alcance de la invencion reivindicada.

Por lo tanto, debe entenderse que, aunque la invencidon se ha descrito especificamente mediante realizaciones
preferidas y caracteristicas opcionales, la modificacion, la mejora y la variacion de las invenciones realizadas en el
presente documento descritas en este documento pueden ser utilizadas por los expertos en la técnica. Los
materiales, métodos y ejemplos proporcionados en este documento son representativos de las realizaciones
preferidas, son ejemplares y no pretenden ser limitaciones en el alcance de la invencion.

La invencion se ha descrito amplia y genéricamente en este documento. Cada una de las partes mas abreviadas y
agrupaciones subgenéricas que formen parte de la descripcion genérica también formaran parte de la invencion.
Esto incluye la descripcion genérica de la invencion con una condicién o limitacién negativa que elimine cualquier
tema del género, independientemente de si el material extirpado se menciona especificamente en el presente
documento.

Ademas, cuando las caracteristicas o aspectos de la invencién se describen en términos de grupos de Markush, los
expertos en la técnica reconoceran que la invencidon también se describe en términos de cualquier miembro
individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush.

La descripcién anterior solo pretende transmitir una forma de entender la presente invencién para los expertos en la
materia, y no pretende ser limitante. Se apreciara que son posibles diversas modificaciones de las realizaciones
descritas, sin apartarse del alcance de la invenciéon. Por lo tanto, el alcance de la presente invencién debe
interpretarse unicamente mediante la referencia a las reivindicaciones adjuntas.
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tccagagagt
ccccagcaag

gaagatcgcce

ccteegegtt
agctegecege
gcggcgegeg
gaggctgegg
ccecgegetge
gcctttteca
cgaatctaca
gaggcgcccce
gtaggaaccc
ggaaagggct
tctgaggget
ccaggatggg
gcececgecectg
ttcctgaaga
gatatcgatg
tccagcacag

ccgggtggga

ttggagtceg
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cgctacaaaa
tegetatgge
agattcgceg
cgggteceggg
ggcctggegg
gtgacgagga
ttaaagagaa
gcaacatggt
gctacaagtg
tgcaccgggg
tctcgecacag
aaatgggtcc
gccccacgge
acgttgggga
tggagcacgg
aggagaagag
atgttgaggg

aggggcgccce

gccgegegge
gtecgcetcacce
cttcagectte
accctgcgag
cttccaggeg
attgacaatg
aaaagagtgc
gcaccccaat
cagcgtctge
gcacaccaag
ccgetggete
accaggaaac
agaatcagct
gagtgtggca
agggaaaaga
cagctcacag
cgccacgcag

tgaggaacag
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ggctgcgacc
gtgaaggcct
tgctgecagee
cggctgetga
cactaccgcg
gccatgtect
cggcgggace
gtgatctgcg
ccagactacg
ctcgcattee
cggaaggtga
tggagcccac
tctggteccat
gctgccctta
agccgcectga
ccaagcagct
tctetggegg

atggagtcgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



ataactgttc
ctacaggtga
cctceccagga
aggctgaccc
aaggcggctg
acaccatcca
cgtgececte
gggccagttt
cagcaaaaca
gtgceectgge
tcctgacccece
ttcactttcet
tgctacagac
aggctgggga
tccgcaatgt
atttccaaac
gtaaacaatc
tgattgacag
ggaaccctgt
catcatcatc
tctgtgecte
tcttecegea
cagcggcagt
tagcctgtge
ccacatgtga
taacctgctg
agtctgcaga
cagcctgtece
ccaggaggac
ctggaagctg
aatgccttcece
<210>2

<211> 440
<212> PRT

aggaggagat
actccagtcce
gggacccaca
gcggctgatt
gctcaccagg
gtattcaaag
ttctgtctca
ctectgectte
agtgacatga
teccttgecage
tccctgecagg
cttttgtttt
ctggtacact
ggccagtgtt
tggtttcact
catcagctge
taattaaatg
taagtttatt
ccctcecctaac
gaagtcttce
caggaccagg
aggcctctca
gggcctgetg
tggaccagct
actttttcta
gatgggactc
gttctcetgg
ctgaaagaga
cgectgeect
tcaggetggg

acctcaccge

<213> Homo sapiens

gatgactgga
ctacagatgce
gggctgaagg
gagtccctcet
ctecetgeaga
catcccecege
tagttgtgtt
ttccaggatce
agggagggtc
agggctggge
ggctacgtta
aaatgactca
ctgattttag
gtgggcttce
gagagctgee
ttttaaaata
gcatcagcac
gttaatggtt
aagtgtatct
ccagttataa
ggcccaccect
gacccagatg
aggccttcte
ggcctggggt
ggtggcagga
catagctcct
aggcaggggc
agatggccat
gcctgggect
acaggctttg

daaaaaaaaa
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cccatctgte
cagaatccga
aagctgcctt
cccagatgct
ccaagaacta
cgttgtgacc
aagcttgegt
aggggttagg
cctgtgtgtg
ctgcgagacce
gcagcccage
taggtcccectg
ataaagtaag
tgctgggact
tcctggtete
agatctcttt
tttaaccaat
cttacagagt
cgattaataa
agaggtcaca
ctgececcaggg
tgacggggtg
ttgaggecctg
ccctetgaag
caaattgcge
tcccaggacce
tgctgecttg
gccctcecatg
tggctgggee
attttgaggg

aaaaaaaaaa

ttcaaaagaa
agggccaagc
gtacccacat
gtccatggge
tgacatcgga
acttttgccc
agaattgcag
gtgcaagaag
tgtgtgctga
caaggctcac
acatagcttg
acatttagtt
cctaggtgtt
gagaaggctc
ttcaccactg
gtagccatcce
gacgtttgca
atctttaaaa
cctgccagtc
tagtecgtgtg
agtccttgeg
tgtggcccga
tgctctgggg
agaccttggce
ccatttagag
cctcagetcec
tttcaccttc
tgtaagaaca
tctggttctg
ttagcaagac

aaa
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gtggaccegt
tctctggace
ctccegecag
ttctctgatg
gcggetetgg
acctcttctg
gtctectgtac
ccatttaggg
tgtttcctgg
tgcagcgege
cctaatggcet
gattattttc
gtcagcaggc
acgaagggca
tagttctcte
tgttaaattt
tagagagaaa
gtgccttagg
ccagatcaca
ggtcgaggat
tcccatgagg
ggaagctgga
gtccecttget
tgctcactgt
gatgtggctg
ccggcactge
catgtcaggce
atgccagggce
acactttctg

aaagcaaata

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2923



<400> 2

Met

1

Ala

Ala

Ser

Ala

65

Glu

Ile

Cys

Asp

Cys

145

Arg

Glu

Phe

Arg

Ala
225

Ala

Arg

Glu

Arg

His

Glu

Tyr

Ala

Gly

130

Pro

Gly

Gly

Gly

Pro

210

Ser

Ser

Glu

Ala

35

val

Tyr

Leu

Ile

Gln

115

Cys

Asp

His

Phe

Trp

195

Pro

Gly

Leu

Ile

20

Glu

Ala

Thr

Lys

100

Glu

Asn

Tyr

Thr

Ser

180

Pro

Arg

Pro

Thr

Arg

Ala

Ala

Asp

Met

85

Glu

Ala

Gly

Asp

Lys

165

His

Gly

Ala

Ser

vVal

Ala

Leu

Glu

70

Ala

Lys

Pro

Pro

Leu

150

Leu

Ser

Trp

Gly

Glu
230

Lys

Phe

Ala

Phe

55

Asp

Met

Lys

Arg

Val

135

Cys

Ala

Arg

Glu

Glu

215

Asp

Ala

Ser

Gly

40

Pro

Gly

Ser

Glu

Asn

120

Val

Ser

Phe

Trp

Met

200

Ala

Pro
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Tyr

Phe

25

Pro

Ala

Asp

Tyr

Cys

105

Met

Gly

val

Pro

Leu

185

Gly

Arg

Ser

Leu

10

Cys

Gly

Leu

Leu

val

90

Arg

Val

Thr

Cys

Ser

170

Arg

Pro

Pro

val

Leu

Cys

Pro

Arg

val

75

Lys

Arg

His

Arg

Glu

155

Pro

Lys

Pro

Gly

Asn
235

Gly

Ser

Cys

Pro

60

Ala

Asp

Asp

Pro

Tyr

140

Gly

Phe

Val

Gly

Pro

220

Phe

21

Lys

Pro

Glu

45

Gly

Phe

Asp

His

Asn

125

Lys

Lys

Gly

Lys

Asn

205

Thr

Leu

Glu

Glu

30

Arg

Gly

Ser

Ile

Arg

110

Val

Cys

Gly

His

His

190

Trp

Ala

Lys

Asp

15

Pro

Leu

Phe

Ser

Phe

95

Pro

Ile

Ser

Leu

Leu

175

Gly

Ser

Glu

Asn

Ala

Glu

Leu

Gln

Asp

80

Arg

Pro

Cys

Val

His

160

Ser

His

Pro

Ser

Val
240



Gly

Ile

Pro

Cys

Gln

305

Arg

Asp

Leu

Pro

His

385

Met

Leu

Tyr

Glu

Asp

Glu

Cys

290

Ser

Pro

Trp

Gln

Ser

370

Leu

Leu

Gln

Ser

Ser

Vval

Ser

275

Ser

Leu

Glu

Thr

Ser

355

Gln

Pro

Ser

Thr

Lys
435

Val

Glu

260

Ser

Asp

Ala

Glu

His

340

Leu

Glu

Pro

Met

Lys

420

His

Ala

245

His

Ser

Pro

Glu

Gln

325

Leu

Gln

Gly

Glu

Gly

405

Asn

Pro

Ala

Gly

Thr

Ser

Gln

310

Met

Ser

Met

Pro

Ala

390

Phe

Tyr

Pro

Ala

Gly

Glu

Lys

295

Met

Glu

Ser

Pro

Thr

375

Asp

Ser

Asp

Pro

Leu

Lys

Glu

280

Pro

Arg

Ser

Lys

Glu

360

Gly

Pro

Asp

Ile

Leu
440
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Ser

Arg

265

Lys

Gly

Lys

Asp

Glu

345

Ser

Leu

Arg

Glu

Gly
425

Pro

250

Ser

Ser

Gly

Ile

Asn

330

Val

Glu

Lys

Leu

Gly

410

Ala

Leu

Arg

Ser

Asn

Ala

315

Cys

Asp

Gly

Glu

Ile

395

Gly

Ala

Gly

Leu

Ser

val

300

Leu

Ser

Pro

Pro

Ala

380

Glu

Trp

Leu

22

Ile

Thr

Gln

285

Glu

Glu

Gly

Ser

Ser

365

Ala

Ser

Leu

Asp

Glu

Pro

270

Pro

Gly

Ser

Gly

Thr

350

Ser

Leu

Leu

Thr

Thr
430

val

255

Val

Ser

Ala

Glu

Asp

335

Gly

Leu

Tyr

Ser

Arg

415

Ile

Asp

Ser

Ser

Thr

Gly

320

Asp

Glu

Asp

Pro

Gln

400

Leu

Gln
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REIVINDICACIONES
1. Un agente que comprende:
a. al menos 30 aminoacidos consecutivos de un polipéptido p62/SQSTM1;

b. un acido nucleico que codifica p62/SQSTM1, en el que dicho acido nucleico que codifica p62/SQSTM1 codifica
al menos 30 aminoacidos consecutivos de un polipéptido p62/SQSTM1;

c. un polipéptido p62/SQSTM1 al menos el 90% idéntico a la SEQ ID NO. 2;

d. un polipéptido p62/SQSTM1 con al menos una o mas deleciones de dominio;

e. un acido nucleico p62/SQSTM1 que codifica un polipéptido al menos 90% idéntico a la SEQ ID NO: 2; o

f. un acido nucleico p62/SQSTM1 que codifica un polipéptido con al menos una o mas deleciones de dominio;

para su uso en el tratamiento, alivio, mejora, paliacion, retraso en el inicio, inhibicién de la progresiéon, reduccion de
la gravedad y/o reduccion de la incidencia de uno o mas sintomas de un cancer en un sujeto.

2. El agente para el uso de la reivindicacion 1(d) o 1(f) en el que dicha una o mas deleciones de dominio se
seleccionan del grupo que consiste en PB1, ZZ, NLS2, TB, NLS1, NES, LIR, KIR y UBA.

3. El agente para el uso de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que dicho polipéptido p62/SQSTM1 o acido
nucleico que codifica p62 esta comprendido en un polipéptido de fusién o acido nucleico que codifica un polipéptido
de fusion.

4. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho agente es para la
administracion con un adyuvante y/o uno o mas componentes coestimulantes y/o una o mas moléculas que
blogueen los mecanismos inmunitarios supresores o reguladores negativos; en el que dicho uno o mas
componentes coestimulantes se seleccionan del grupo que consiste en proteinas de la superficie celular, citoquinas,
quimiocinas y moléculas de sefalizacion; y en donde dicha una o mas moléculas que bloquean mecanismos
inmunitarios supresores o reguladores negativos se seleccionan del grupo que consiste en: anticuerpo anti-CTLA-4,
anticuerpo anti-CD25, anticuerpo anti-CD4 y la proteina de fusion IL13Ra2-Fc.

5. El agente para el uso de la reivindicacion 4, en el que dicho adyuvante se selecciona del grupo que consiste en:
adyuvantes de tipo gel, microbianos, particulados, emulsién de aceite, basados en tensioactivo y sintéticos.

6. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho agente es para la
administracion con una o mas terapias contra el cancer.

7. El agente para el uso de la reivindicacion 6, en el que dicha una o mas terapias contra el cancer se selecciona del
grupo que consiste en: una molécula quimioterapéutica, radiacion y una molécula antiangiogénica.

8. El agente para el uso de la reivindicacion 7, en el que dicha molécula quimioterapéutica se selecciona del grupo
que consiste en: ciclofosfamida, doxorubicina, paclitaxel, docetaxel, vinblastina, metotrexato, navelbina,
capecitabina, mitomicina C y 5-fluorouracilo.

9. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que dicho cancer es un cancer de tumor
solido, opcionalmente seleccionado del grupo que consiste en: cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de
prostata, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer de piel, cancer de cabeza y cuello, cancer de bronquios, cancer
de pancreas, cancer de vejiga urinaria, cancer de cerebro, cancer de sistema nervioso central, cancer del sistema
nervioso periférico, cancer de eséfago, cancer de la cavidad oral o faringe, cancer de higado, cancer de rifion,
cancer de testiculo, cancer del tracto biliar, cancer de intestino delgado o apéndice, cancer de ovario, cancer de
Utero, cancer de glandula salival, cancer de glandula tiroides, cancer de glandula suprarrenal, osteosarcoma,
condrosarcoma y sarcoma, o cancer de tejidos hematolégicos.

10. El agente para el uso de las reivindicaciones 1-9, en el que dicho sujeto se selecciona del grupo que consiste en:
un sujeto diagnosticado con cancer, un sujeto tratado previamente para el cancer, un sujeto con antecedentes
familiares de cancer y un sujeto predispuesto al cancer.

11. El agente para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que dicho agente comprende un acido
nucleico que codifica p62/SQSTM1, en el que dicha proteina p62 codificada es al menos un 90% idéntica a la SEQ
ID NO. 2, y en la que dicho acido nucleico que codifica p62 comprende ademas un plasmido o un vector viral.

12. El agente para el uso de la reivindicacion 11, que ademas comprende: uno o mas replicones virales
autorreplicantes, uno o mas codones optimizados, uno o mas motivos estimuladores de CpG, una o mas secuencias
VP22 del virus de la enfermedad de Marek tipo 1, uno o mas vectores de administracién de la mucosa, o en donde
dicho agente es para su uso en electroporacion in vivo o un régimen de estimulacion de cebado.
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13. Una vacuna de acido nucleico o polipéptido p62 que comprende un polipéptido p62/SQSTM1 o acido nucleico
que codifica p62/SQSTM1 o su fragmento, como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 (a) - (f), 2 6 3.

14. Una vacuna de acido nucleico o polipéptido p62 segun la reivindicacion 13, que comprende ademas un
adyuvante y/o uno o mas componentes coestimulantes y/o una o mas moléculas que bloguean los mecanismos
inmunitarios reguladores negativos o supresores como se define en la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5.

15. Una vacuna de acido nucleico o polipéptido p62 segun la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14, que comprende
un acido nucleico que codifica p62/SQSTM1, en el que dicha proteina p62 codificada es al menos un 90% idéntica a
la SEQ ID N°. 2, y en el que dicho acido nucleico que codifica p62 comprende ademas un plasmido o un vector viral;
y/o que comprende ademas uno o mas replicones virales autorreplicantes, uno o mas codones optimizados, uno o
mas motivos estimulantes de CpG, una o mas secuencias VP22 del virus de la enfermedad de Marek tipo 1, uno o
mas vectores de administracion de la mucosa, o en donde dicho agente es para su uso en electroporacion in vivo o
un régimen de estimulacion de cebado.

24



T m
--3‘-\

1383
LG43
2501
1581
itdd
1681
1743
1881

18R1
1921
1931
2043
2101
2163
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2643
2701
2781
2871
28641

cototogagy
gagacggeoe
aoobioiguy
cogageotys
Yoogegtoyge
atgagyanygy

ot
Uy o oLy
o
g

¥
TS
F o oy

3

1

FLER SR 2
i

JATECYTECS
groctootog
Lcygagyates
STOCC R AT L4 54
coocoghoto
FoLYoLotnga
Fgcagatygag
ataactgitc
CUBTAGUTIR
cotresaiya
B2  Lganoo
&ATCGEEDL z..‘\
asﬁﬁaatzsa
cgbgeooet
gggaﬁagtti
CAGTAZRACA
exae Entetedole s o
Togtganoog
vioactioted
tgotacagac
AQUCTEguga
aut LC‘C':;»,!AC'
gtaaaczato
Lgatogacag
guaaceotygt
catcatealy
totghyg
rtttcatqw
aqrqwﬁ“qr
Lageohgiae
Soacatytgs
tascotgoty
aghotygcayga
cageotygtog
ok efotetelatele e
sraggasagntg
aatgeauiee

Nmt(‘\

CUFYFCIIIT
gtrireogon
CaagIagIac
feiats Lo 2 R0 fates
cgesetgtie
ggactngyre
tgasatobis
grgngotoag
tgggeotgnyg
QTCNgogasy

h

- B o+
gugTacety
&
£

1.‘
[P

agagagh
SCOGAUCAs]
gaagatogon
[Egaggagat
BnLooagLos
Guuatoeacsy
gUggotgatt
ghoancayy
giattoaaag
Toong
e Tl g S s
SRCET R
pAwedns:Toin.
Lgeagy

&

w2

-

T,
b
5’

IR

t
Ty 3 47

i’:(

-
H

i

£

L& Iy

e £}
{'\
£

e
pus
o
i+
o

)

9]
0
o
C

0 £l
(3 4l
t

o i)

[ IETEA
w
EA™
i
s
¥
T

R
b
e
i
fis
)
it

oF 0
[

§iE

o %
ot o
P
fr {1
G

it ot ok
i

ot ot

taagLitat
SLohtacilaay
@aagioi Lo
CRYURCCLRGY
aggactotca
gagestgety
Lomancayet

AnTLLbELons

atqaaaq¢ga
cgachacact
rOAGET TS

ACSLCasaEs

ES 2 698 570 T3

sohoogogtth

agologooge
FOPECY G
FRYROTYT ﬂg
COOQOYnE

g;cti:*“ha
cgaatotaca

GaIGCgLnae
graggaanes

ggasagygoh
totgagguact &
CTAGTATUNY
Goooaeoshg
Lnoctoaaga
gatatogaty
LoGaycanay
CCYFTT IR
Tiggagioeg
Jatgachaga
SLACAFATgT
GUQUTYRAQY
gaghoooiat
stoctgsans
caboooooge
tagttgogtt
tEgcaggate
AQOGARIGYTT
AgUgOTEUge
ggctacgita 4
aaabgacica
chgatttiag
ghgggotios
gagagooges
ttntasgata
goatosgoac
- FJLiaatgytt
aagbgtatot
coagtLatas
guoncasont
gacesagaty
agaosthote
ggeetygayh
BOUgICanga
catagehoot
AFGYCRTIIIC
agatoggooat
guotggyact
Anagoaonaty
ARBABEIAE

%

FIG. 1

25

cgotacaans
Legotatgyge
agaticgooyg
s tete Subatelelols]
o gusetggess
gtaacygagos
ttaaagagas
goRacatyggn
gotacaagty
Lgcacogyug
A2 uﬂf.}ca{, i
sasnggatas
s talasalat:Tots todm
acgiigggas
Loagoacey
AQTAGRIATET
atgbhgagus
ag”agtgaﬂw
cocatobgro
cagaarooga
aagetgonue
CUOAGALYLT o
SORAGRACLE
cgutabgsaco
aagotbgoge
APGEILTILY
coTrgtany
tgegagace
w“gmcuaﬂ"
taﬂg+ﬂcwzﬁ
ataaaghaal
tgﬂtqggact
Loctggtoto
aoaTensLTh
Ltitaacoast
ocutacagagh
sygattastaa
agEggltoaca
ehibiletdoFTufe i
LERCYUYtY
CTOAgOnOTY
eeetehgasg
fHas lugayge
LoCoaggace
tgnigoctig
guoetogaty
peieiads il il
ATLY LGagay
AEAAGALTED

goognygugge
grogotaaoe
clicagaibbe §
AOEOTEOGEY
crLocsgyed
atigacaaty
aaaagaghtge
deatoudast
caguatotge
YgUarscoaay
COGUiguoLe
AOCAEUTRIAS
agaatoagot
gagtgtggra
aggganasaga
cagotoacay
CYCoaEtgoay
TYaguaRoag
fTicaaangas
ETctafs talof-T-Ta ol
grancqocasat
aaoabggg“
Tefda
tigoco
asttgoag
LaCaagaas
rgTgTanngs
Caadioendac
acatagenty
acatitaghtlL
Aggigbt ¢
gagaaygoete
theaccactyg
grhageeatoe
gacgtiitgoa
arghiLasas
COLAGCAaNte
Lagtooigly
agtoatigoey
Tytggooogs
tgeretogyy
ﬁq..‘.. -..-:-g. q‘”

e oa
acht
At
o

oot

goattiagay

catoagoboe
LiLoasohic
Lgtagsgaacs
totgatioty &
Trafoaagac

HE T

{SEQ ID MO

FECLOUL
ftua&ggwcx

on e

"ﬁc?acﬁch

g rgtest

.T?dtCtUCQ
Crageohacy
chogeabion
gHAAgyLga
LIAGCIGAT
torgghntat

o1 ;;.gcm‘a:ta

i3 (ﬂ’

<3

.
chtga

BYGOOGH
coaagoagot
stotgygogya

g-a-

LOTCTgEReS
o] 6 e {2 r\.--aw%.-

mtcrc-gahg

acct*tfng
ghototytac
crabiraggy
TETLTOrTg
: Sgogn

ahgaagggua
tagriobote
griaagrhy
agagaArRas
LgontLagy

AgaLoaca
grLogaggat
i ::f__h:gf'garrg
guaaygeLyva
grhogeriger
tguioastey
gargnguoty
cmﬂqrﬁr?qﬁ
bmhﬂtﬁdg v
atgroangag

a.ﬁf“tth,\.(?
ARAYOAAAT A
1}

"

v
£
g
Qi
g



1
&1
izi
LEL
241
3GL
361
471

maslivkayl
gufaahyrde
myhrny Lody
harwinkvikh
gesvaaslap
sgatuslaeg
segpasldpg
nydigasldy

igtedanrel
dodivafead
Sngpveatry
ghigwpgwen
Igievdidvs
mriiagissesg
gegptglikes
Lgyskhpppl

ES 2 698 570 T3

rrf=zfoospe
aelimamnsyyv
Keswepdydl
SRDUOWIRTR
hggkrayitp
rTResgneSan
alyphippea

(SEQ 1T NO:

FIG. 2

26

MEARaga’ay
kddifrivik
ocavoesiglh
CIAYeRIDYR
VHEDREESTES
caggdddwth
dpritesiag
2)

punoerilss
ekkacrrdhy
rohitklafps
Lassasgpss
kassqpascn
lzsxevdpst
mlamgfsdeag

vaalfpalrp
PRCAGRSPIN
nfgnisegls
dpsvniikny
sUpsiRgEny
g& lgs lomps
gwibriiaqrk



ES 2 698 570 T3

Yan

v

uit 83N

LS

353

27



ES 2 698 570 T3

013N, s v 'Ol

45
zad

ok 06 18 i
£ % .

sauojoezjunwul se| ap sendsap seiq

e 8 & (4

11

- FRR— i | RO A | i H i i
; 7
%
k]
e rresenn
%
- .
ETTITIL &
H _
“K.‘" »
* riccs
®
%
]
] g e
._r-su#u-_-unnm.fn.mbtnsnsnnnnnunnnnnuuuu.nluuﬁ
; . -
-wr Py b
H -
i »
m AEBSESEES
M e MM WM wen  Bew  ma  see wme  mw W < - i
:
i H
w. _ s i
]
x ]
2 o - -
-
- -
_— b. L] - -

RR 8RR R®

_Jown} uls sauojel 9,

g2 88 8

28



ES 2 698 570 T3

FIG. 5

29



ES 2 698 570 T3

+Q1ao-%

Zod

30



ES 2 698 570 T3

Inyecciones i.m. semanales de plasmidos (70 pg/rata)
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FIG. 7

Vector

Dias después del transplante de tumor

FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10

32



ES 2 698 570 T3

62

Vector

w~ep Puntos de sangre

FIG. 11

FIG. 12

33



ES 2 698 570 T3

20 -
18
E
14 -

12 -

Numero de 10
metastasis por |
pulmon

Vector

FIG. 13

34



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

