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DESCRIPCION
Vacunas de células dendriticas para tumores que expresan asparaginil-3-hidroxilasa
Antecedentes de la invencion

El cancer de higado incluyendo carcinoma hepatocelular y colangiocelular es uno de los canceres mas comunes en
el mundo. En los Estados Unidos, el cancer de higado es la quinta causa mas frecuente de muerte por cancer en
hombres y la novena en mujeres. A pesar del drastico progreso en el diagnéstico y el control local del cancer de
higado, la tasa de mortalidad en los Estados Unidos ha estado creciendo constantemente. Una de las razones de la
creciente mortalidad podria ser que, a diferencia de otros canceres incluyendo los canceres de mama y
colorrectales, el cancer de higado es resistente al tratamiento sistémico tal como la quimioterapia. Por lo tanto, no
hay tratamiento eficaz para el cancer de higado una vez que llega a ser una enfermedad sistémica.

El documento US 2005/113329 se centra en la identificacion de la sobreexpresion de la aspartil (asparaginil)-B-
hidroxilasa (AAH) como marcador de la malignidad e invasividad y sugiere la inhibiciéon antisentido de AAH como
planteamiento terapéutico.

El documento US 2006/057129 describe como generar vacuna de célula dendritica usando células dendriticas
diferenciadas a partir de células madre y posteriormente genéticamente modificadas. El documento se refiere a la
expresion o transduccion de epitopos inmunogénicos en las células dendriticas.

Hoffman T.K. et al., Journal of Immunotherapy 24:162-171 (2001) describen aumentar la capacidad de
sensibilizacion cruzada (“cross-priming”) de las células dendriticas por ciertas citoquinas.

Xu S. et al., Surgery 140:170-178 (2006) describen células dendriticas sensibilizadas con receptor 8 tipo toll y que la
generacion de linfocito T antitumoral por las células dendriticas sensibilizadas con receptor 8 tipo toll estd mediada
por la produccion de IL-12.

Knippertz I. et al., Journal of Immunotherapy 32:524-538 (2009) describen el uso de un vector adenovirico que
codifica el ligando CD40 humano para establecer células dendriticas que presentan tanto potencial de migracion
como secrecion prolongada de la citoquina interleuquina-12p70 de auxiliar 1 T clave.

Compendio de la invencion
La invencion esta definida por las reivindicaciones.

En un primer aspecto, la invencion proporciona una célula dendritica cargada con aspartil (asparaginil)-B-hidroxilasa
(AAH) madura aislada para su uso en un método de tratamiento de un tumor que expresa AAH reduciendo el
crecimiento de dicho tumor en un sujeto, en donde el crecimiento de dicho tumor que expresa AAH se reduce
después de la administracién de dicha célula dendritica, en donde dicha célula dendritica esta sensibilizada con una
combinacién de citoquinas que comprende GM-CSF y IFN-y ex vivo, antes de administrarse a dicho sujeto.

En un segundo aspecto, la invencidon proporciona un método de produccion de células dendriticas cargadas con
AAH maduras sensibilizadas, que comprende poner en contacto las células dendriticas aisladas con un antigeno
que comprende AAH, y después de dicha etapa de puesta en contacto con antigeno, poner en contacto dichas
células dendriticas con una combinacioén de citoquinas, comprendiendo dicha combinacion GM-CSF y IFN-y.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona una composicidon de vacuna que comprende células dendriticas
sensibilizadas producidas por el anterior método de produccion.

En un cuarto aspecto, la invencion proporciona una vacuna que contiene células dendriticas maduras cargadas con
AAH para su uso en el método de tratamiento de tumores que expresan AAH en un sujeto mamifero.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona células dendriticas autélogas sensibilizadas segun la invencion para
su uso en un método de inhibicidon del crecimiento del tumor y/o prevencion de la metastasis en un mamifero, en
donde dichas células dendriticas autdlogas sensibilizadas se administran a un sujeto que padece de un tumor
portador de AAH.

En un sexto aspecto, la invencion proporciona células dendriticas autdlogas que estan sensibilizadas por una
combinacién de citoquinas que comprende GM-CSF, IFN-y y CD40L para su uso en un método de prevencion del
desarrollo de un tumor en un mamifero, en donde dicho sujeto esta en riesgo de desarrollar un tumor portador de
AAH, debido a un historial familiar de individuos que han sido identificados con dicho tumor.

En un séptimo aspecto, la invencion proporciona la célula o vacuna para su uso en un método de tratamiento de un
tumor que expresa AAH de la presente invencion en un sujeto, en donde dicho sujeto o mamifero es un sujeto o
mamifero humano, canino, felino, equino, bovino, o porcino.
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La invencién proporciona una solucion al problema de mucho tiempo de una alternativa a la quimioterapia para el
tratamiento de pacientes diagnosticados con cancer. La invencién proporciona células dendriticas maduras para su
uso en un método de reduccion del crecimiento de un tumor que expresa aspartil (asparaginil)-B-hidroxilasa (AAH o
ASPH) en un sujeto que implica administrar al sujeto una célula dendritica cargada con AAH madura aislada o
poblacién de células. El crecimiento de un tumor que expresa AAH se reduce después de la administraciéon de tal
vacuna de célula dendritica. Por ejemplo, el crecimiento del tumor y la masa tumoral se reduce en 10 %, 20 %, 50
%, 75 %, 2 veces, 5 veces, 10 veces, o mas. Los métodos se usan para reducir y eliminar tumores que expresan
AAH de sujetos mamiferos, tales como pacientes humanos. Las composiciones y los métodos también son
adecuados para su uso en animales de compafia y ganado, por ejemplo, sujetos humanos, caninos, felinos,
equinos, bovinos o porcinos.

Los tumores que expresan AAH incluyen la mayoria de los tipos de tumor tales como los tumores de tejidos
gastrointestinales (por ejemplo, eso6fago, estdmago, colon), pancreas, higado (por ejemplo, carcinoma
colangiocelular, carcinoma hepatocelular), mama, préstata, cérvix, ovario, trompas de Falopio, laringe, pulmon,
tiroides, vesicula biliar, rifién, vejiga y cerebro (por ejemplo, glioblastoma) asi como numerosos otros descritos mas
adelante. Los tumores que expresan AAH incluyen tumores primarios que expresan un nivel incrementado de AAH
en comparacion con el tejido normal asi como tumores que surgen por metastasis a partir de tumores primarios que
sobreexpresan AAH.

Las células dendriticas usadas en el método de vacunacion se activan ex vivo con una combinacion de citoquinas
que comprende GM-CSF y IFN-y antes de que se administren al sujeto. La ultima etapa produce una poblacion de
células dendriticas con actividad antitumoral mejorada.

Un método mejorado de produccion de células dendriticas sensibilizadas se lleva a cabo poniendo en contacto
células dendriticas aisladas con un antigeno que comprende AAH o una combinacion de antigenos tumorales que
comprende AAH y a-fetoproteina (AFP) y tratando las células para producir una poblacion de células presentadoras
de antigeno maduradas y activadas. Después de la etapa de puesta en contacto con el antigeno, las células
dendriticas se ponen en contacto con la combinacion de citoquinas. La combinacion comprende GM-CSF y IFN-y.
La combinacion ademas puede comprender IL-4. Opcionalmente, la combinacién comprende CD40L. Las células
dendriticas se ponen en contacto con la combinacion de citoquinas durante al menos 10 horas (por ejemplo, 12, 24,
36, 40, 48 horas o mas). El antigeno esta en una forma soluble o unido a un soporte sélido. Por ejemplo, el soporte
soélido comprende una perla de poliestireno tal como una perla o particula biodegradable. Las células dendriticas se
obtienen de un sujeto por métodos conocidos tales como leucaféresis o citoféresis.

El sujeto del cual se obtienen las células esta padeciendo de o esta en riesgo de desarrollar cancer. El paciente ha
sido diagnosticado con un tumor que expresa AAH. Los pacientes que estan en riesgo de desarrollar tumores
portadores de AAH incluyen aquellos con un historial familiar de individuos que han sido diagnosticados con tal
cancer.

También dentro de la invencién esta una composiciéon de vacuna que comprende células dendriticas sensibilizadas
producidas como se describié anteriormente. La vacuna es Util para inhibir el crecimiento del tumor, prevenir el
crecimiento del tumor, e inhibir o reducir la metastasis. La invencion proporciona células dendriticas maduras para
su uso en un método de inhibicién del crecimiento del tumor en un mamifero que se lleva a cabo identificando un
sujeto que padece de un tumor portador de AAH, y administrando al sujeto células dendriticas autdlogas, las cuales
se han sensibilizado segun el método anteriormente descrito. La invencion proporciona células dendriticas maduras
para su uso en un método de prevenciéon del desarrollo de un tumor en un mamifero, que comprende la etapa de
identificacion de un sujeto en riesgo de desarrollar un tumor portador de AAH (tal como uno con un historial familiar
de cancer), y administracion al sujeto de las células dendriticas autélogas sensibilizadas con antigeno y activadas.
La invencioén proporciona células dendriticas maduras para su uso en un método de prevencién de la metastasis de
un tumor portador de AAH que se lleva a cabo identificando un sujeto que padece de un tumor portador de AAH, y
administrando al sujeto células dendriticas autélogas, como se describié anteriormente.

Los polipéptidos y otras composiciones estan purificadas. Por ejemplo, un polipéptido de AAH basicamente puro o
variante del mismo se obtiene preferiblemente por la expresiéon de un acido nucleico recombinante que codifica el
polipéptido o sintetizando quimicamente la proteina. Un polipéptido o proteina es basicamente pura cuando se
separa de aquellos contaminantes que los acompanfia en su estado natural (proteinas y otras moléculas organicas de
origen natural). Generalmente, el polipéptido es basicamente puro cuando constituye al menos 60 %, en peso, de la
proteina en la preparacion. Preferiblemente, la proteina en la preparacion es al menos 75 %, mas preferiblemente al
menos 90 %, y lo mas preferiblemente al menos 99 %, en peso, de AAH. La pureza se mide por cualquier método
apropiado, por ejemplo, cromatografia de columna, electroforesis en gel de poliacrilamida, o analisis por HPLC. Por
consiguiente, los polipéptidos basicamente puros incluyen polipéptidos recombinantes derivados de un eucariota
pero producidos en E. coli u otro procariota, o en un eucariota distinto del que originalmente se deriva el polipéptido.

Las células dendriticas u otras células, por ejemplo, células inmunes tales como macréfagos, linfocitos B, linfocitos T
usadas en los métodos se purifican o aislan. Con respecto a las células, el término “aisladas” quiere decir que la
célula esta basicamente libre de otros tipos de células o material celular con los que se da naturalmente. Por
ejemplo, una muestra de células de un tipo de tejido particular o fenotipo es “basicamente pura” cuando es al menos
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60 % de la poblacion celular. Preferiblemente, la preparacion es al menos 75 %, mas preferiblemente al menos 90
%, y lo mas preferiblemente al menos 99 % o 100 %, de la poblacion celular. La pureza se mide por cualquier
método estandar apropiado, por ejemplo, por clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS, del inglés
“Fluorescence-Activated Cell Sorting”).

Los métodos de generacion de DC sensibilizadas con antigeno tienen varias ventajas sobre los métodos anteriores.
Las células no solamente se cargan con antigeno sino que la posterior incubacion con citoquina produce células
presentadoras de antigeno sensibilizadas con antigeno activadas superiores con actividad antitumoral y
antimetastatica mejoradas.

Estas y otras competencias de la invencion, junto con la propia invencion, seran completamente entendidas después
de una revision de las siguientes figuras, descripcion detallada, y reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 es un grafico de barras que muestra la produccion de IL-2 por DC aisladas.

La Figura 2 es una serie de graficos lineales que muestran la expresion de diversos marcadores de DC de superficie
sobre DC aisladas.

La Figura 3 es un grafico de barras que muestra la fluorescencia media sobre marcadores de DC de superficie.

La Figura 4 es una serie de graficos de citometria de flujo y un grafico de barras que muestra una poblacion
incrementada de DC CD8+ cultivadas en presencia de citoquinas.

La Figura 5 es un grafico de barras que muestra la secrecion de IFN-y.

La Figura 6 es un grafico de barras que muestra la secrecion de 1L-4.

La Figura 7 es un grafico lineal que muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad.

La Figura 8 es un diagrama de AAH expresada por una célula.

La Figura 9 es un diagrama de un método de generacion de DC cargadas con antigeno maduras.
La Figura 10 es un diagrama de flujo de un calendario de inmunizacién con DC cargadas con AAH.

La Figura 11 es un diagrama que muestra un protocolo para la determinacion del efecto terapéutico de la vacunacion
de AAH sobre el crecimiento del tumor en ratones.

La Figura 12 es una grafica lineal que muestra el efecto terapéutico de la vacunacion de AAH sobre el crecimiento
del tumor en ratones.

Descripcion detallada

AAH es una proteina, cuya expresion esta asociada con un nimero de tipos de cancer (véase, por ejemplo, USPN
6.815.415; USPN 6.812.206; USPN 6.797.696; USPN 6.783.758; USPN 6.835.370; y USPN 7.094.556). La
sobreexpresion de HAAH se ha detectado por tincion inmunohistoquimica (IHC, del inglés “Immunohistochemical
Staining”) en numerosos canceres de pulmoén (por ejemplo, adenocarcinoma, carcinoma bronquioalveolar, y otros
canceres de pulmoén de célula no pequeiia tal como el subtipo de carcinoma de célula escamosa (Luu et al., 2009,
Hum. Pathol. 40:639-644), higado (por ejemplo, carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma, y cancer de células
epiteliales biliares (Wang et al., 2010, Hepatology 52:164-173), tejidos gastrointestinales (por ejemplo, colon,
estdmago, esofago), pancreas, prostata, ovario, conducto biliar, mama, rifién, vejiga, y cerebro (por ejemplo,
glioblastoma y neuroblastoma). Otra supervivencia de las muestras de tejido tumoral y lineas celulares confirmé la
expresion de AAH en los siguientes canceres adicionales (en comparacion con tejidos no cancerosos): carcinoma
laringeo, cancer cervical, cancer de las trompas de Falopio, cancer de higado (por ejemplo, colangiocarcinoma),
cancer de rifidn, cancer de mama, cancer cervical, cancer de ovario, carcinoma de las trompas de Falopio, cancer
de laringeo, cancer de pulmdn, cancer de tiroides, cancer pancreatico, carcinoma timico, cancer de prostata, cancer
de vejiga, cancer esofagico, cancer gastrico, cancer de la vesicula biliar, cancer de colon y cancer rectal (Song et al.,
2010, Chinese J. of Cell. and Mol. Immunol. 26:141-144). HAAH es altamente especifica al cancer; se ha detectado
por inmunohistoquimica en >99 % de los especimenes de tumor ensayados (n>1.000) y no esta presente en tejido
no afectado adyacente, o en muestras de tejido de individuos normales.

La inmunoterapia que usa células sensibilizadas con AAH se administra a pacientes con tumores que expresan AAH
sobre su superficie celular. Tales tumores incluyen canceres de higado tales como el carcinoma hepatocelular y el
colangiocarcinoma, asi como adenocarcinomas de mama y colon. Tal estrategia terapéutica es util para no
solamente el tratamiento sino para la prevencién de canceres.
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Antes de la invencion, no ha habido tratamiento sistémico eficaz del cancer de higado, a pesar de los avances en el
diagnéstico y el control local de la enfermedad. La inmunoterapia se usa para tratar el cancer de higado sistémico y
localizado, debido a su especificidad.

Se encontré que las vacunas de células dendriticas que usan AAH curan el carcinoma hepatocelular establecido en
ratones inmunocompetentes. Las vacunas de células dendriticas con AAH reducen el crecimiento de tumores que
expresan AAH para también disminuir la masa tumoral y erradicar los tumores en seres humanos.

Inmunoterapia

La inmunoterapia de los tumores malignos es atractiva en términos de la respuesta especifica a células tumorales.
Un fundamento para la inmunoterapia es que las células cancerosas estan saturadas con antigenos potenciales, los
cuales llegan a ser inmunogénicos cuando son presentados por células presentadoras de antigeno a linfocitos T
auxiliares y citotoxicos. La inmunoterapia para el cancer de higado, si es sistémico o no, es un planteamiento clinico
viable, debido a que las células cancerosas de higado expresan varias proteinas asociadas a tumor, las cuales no
son o solamente ligeramente expresadas en tejidos normales. Por ejemplo, AFP, que no se expresa en tejidos
adultos, se expresa ampliamente en carcinoma hepatocelular (CHC). Varios estudios han mostrado que la reaccion
inmune especifica a AFP se puede inducir no solamente en ratones sino también en seres humanos. Sin embargo,
un ensayo clinico de inmunoterapia de CHC dirigida a AFP no mostré ni siquiera respuestas tumorales parciales.
Algunas posibles razones son: debido a que AFP no estan implicada en la progresion del cancer, las células
cancerosas que no expresan AFP dominaron durante la inmunoterapia dirigida a APP. Para que las células de CHC
sean reconocidas por linfocitos T sensibles a AFP, la AFP se deberia presentar sobre la superficie celular con la
molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés “Mayor Histocompatibility Complex”) clase I,
debido a que AFP no se distribuye sobre la superficie celular. Sin embargo, ya que las moléculas de MHC clase |
con frecuencia estan reguladas a la baja en muchas células cancerosas, AFP no se puede reconocer
apropiadamente por los linfocitos T. Para superar los problemas de inmunoterapia de cancer de higado, los estudios
se comprometieron a identificar otro antigeno que esta asociado con el cancer de higado para ser usado para las
células sensibilizadas para la terapia basada en célula. Dados los resultados usando AFP como antigeno, los
resultados antitumorales con AAH fueron sorprendentes.

AAH, también conocida como ASPH, se expresa fuertemente en el carcinoma hepatocelular y colangiocelular, pero
no se expresa en equivalentes celulares normales de aquellos tipos de tejido. Por lo tanto, AAH es una proteina
asociada a tumor. AAH es util para la inmunoterapia del cancer de higado, debido a su naturaleza Unica. Primero,
AAH confiere a las células cancerosas motilidad, que esta asociada con la metastasis del cancer; por tanto, la
terapia que modifica células que expresan AAH es eficaz para suprimir las lesiones metastaticas asi como el tumor
primario. Segundo, debido a que AAH es una proteina de membrana, cuya mayor parte esta expuesta al espacio
extracelular, es mas facil para las células inmunes acceder a la proteina incluso cuando las moléculas clase | se
regulan a la baja. Tercero, aparte de AAH, no se conoce proteina antigénica especifica al carcinoma colangiocelular.
Por tanto, AAH esta unicamente cualificada como molécula diana de la inmunoterapia frente a cancer de higado.

Un planteamiento de inmunoterapia implica la inyeccion de células dendriticas (DC, del inglés Dendritic Cell”)
cargadas con la proteina de interés. Las DC son células especializadas que capturan, procesan, y presentan
antigenos a linfocitos T para inducir y controlar la inmunidad mediada por linfocito T. Las DC se usan mucho para
inmunizar no solamente animales de laboratorio sino también pacientes portadores de tumor. Los métodos descritos
en la presente memoria incluyen una inmunizaciéon basada en DC para la induccién de inmunidad frente a AAH. Los
presentes métodos mejoran tras un meétodo previamente descrito para generar DC de ratdn inmunogénicas
cargadas con la proteina de interés (Gehring et al., 2008, J. Immunol. Meth. 332:18-30) en al menos dos maneras.
Una es que para estimular las DC, se usaron previamente lipopolisacaridos (LPS), un pirdgeno fuerte que puede ser
inapropiado para su uso in vivo. Segundo es que la estimulacién de DC era relativamente débil, a juzgar por la
secrecion de IL-12 por las DC, y por la expresion de diversos marcadores de DC de superficie. Por lo tanto, las
mejoras se realizaron al método para la generacion de DC inmunogénicas.

Vacunas de células dendriticas

El planteamiento mas prometedor para la inmunoterapia de CHC es uno que usa DC, ya que tienen una fuerte
capacidad de inducir inmunidad tumoral mediada por linfocito T. Las DC se derivan de células hematopoyéticas, y se
especializan en capturar y procesar antigenos, convirtiendo las proteinas en péptidos que estan presentes en las
moléculas MHC y son reconocidos por los linfocitos T. Las DC fuertemente inducen y controlan la inmunidad
mediada por linfocito T.

La inmunoterapia basada en DC se basa en el hecho de que los tumores estan saturados con antigenos
potenciales, y estos llegan a ser inmunogénicos cuando son presentados por DC. Las DC se obtienen de un sujeto,
por ejemplo, por citoféresis. Las células, las cuales a continuacién se cargan ex vivo (es decir, contactan) con
antigenos tumorales (por ejemplo, lisados de célula tumoral; células tumorales apoptéticas o necréticas; péptido o
proteina antigeno de tumor recombinante, sintética o purificada; o acido nucleico tal como ARN que codifica
antigenos tumorales), se estimulan por maduracioén, y se reinyectan en pacientes para inducir fuerte inmunidad de
linfocito T.
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Antigeno de tumor con AAH

AAH es proteina de membrana tipo Il con un dominio catalitico en una regién C-terminal. La mayoria de las partes
de la proteina estan localizadas en el exterior de la membrana celular, permitiendo el acceso de las células inmunes
a esta proteina. La proteina AAH se expresa fuertemente en CHC, colangiocarcinomas, y adenocarcinomas de
origen mamario o de colon, y es apenas detectable o completamente indetectable en equivalentes de tejido normal.
Por tanto, AAH es una molécula diana ideal para la inmunoterapia basada en DC de CHC y otros tumores
portadores de AAH.

La sobreexpresion de AAH en células tumorales incrementa la motilidad celular, lo cual confiere fenotipo maligno a
las células tumorales. Un estudio clinicopatoldgico sobre CHC reveld que la sobreexpresion de AAH esta asociada
con el grado histologico y la metastasis intrahepatica. Por lo tanto, la modificacién dirigida de la poblacion de célula

de tumor que expresa AAH suprime el desarrollo y la progresion de los tumores portadores de AAH.

Tabla 1: Secuencia de aminoacidos de AAH humana

MAQRKINAKSS GNSS5SGSGS GSTSAGSSSP GARRETKHGG HEKNGRKGGLS GTSFFTWFMV

61 IALLGVWISV AVWWFDLVDY EEVLCOKLGIY DADGDGDFDV DDAKVLLGLK ERSTSEPAVP
121 PEEAEPHTEP EEQVPVEAEP QNIEDEAKEQ IQSLLHEMVH AEHVEGEDLQ QEDGPTGEPQ
181 QEDDEFLMAT DVDDRFETLE PEVSHEETEH SYHVEETVSQ DCNQDMEEMM SEQENPDSSE
241 PVVEDERLHH DTDDVTYQVY EEQAVYEPLE NEGIEITEVT APPEDNPVED SQVIVEEVSI
301 FPVEEQQEVP PETNRKTDDP EQKAKVKKKK PKLLNKFDKT IXAELDAAEK LRKRGKIEEA
361 VNAFKELVRK YPQSPRARYG KACCEDDLAE KRRSNEVLRG AIETYQEVAS LPDVPADLLK
421 LSLKRRSDRQ QFLGHMRGSL LTLORLVOLF ENDTSLKNDL GVGYLLIGDN DNAKKVYEEV
481 LSVTPNDGFA KVHYGFILKA OQNKIAESIPY LKEGIESGDP GTDDGRFYFH LGDAMQRVGN
541 KEAYKWYELG HKRGHFASVW QRSLYNVNGL KAQPWWTPKE TGYTELVKSL ERNWKLIRDE
601 GLAVMDKAKG LFLPEDENLR EKGDWSQFTL WQQGRRNENA CKGAPKTCTL LEKFPETTGC
661 RRGQIKYSIM HPGTHVWPHT GPTNCRLRMH LGLVIPKEGC KIRCANETRT WEEGKVLIFD
721 DSFEHEVWQD ASSFRLIFIV DVWHPELTPQ QRRSLPAI

(SEQ ID NO:1; N.° de acceso de GENBANK S83325; el motivo His esta subrayado; las secuencias conservadas
dentro del dominio catalitico se designan por negrita; el dominio catalitico comprende los restos 650-700 de la SEQ

ID NO:1).

Tabla 2: Secuencia de ADNc de AAH humana



ES 2711504 T3

cggaccgtge aatggcoccag cgtaagaaty ccaagagoeag cggcaacagce

agcagcagcg 61 getccggeag cggtageacyg agtgegggca geagcageec
cggaggcccgg agagagacaa 121 agcatggagg acacaagaat gggaggaaag
goggactete gggaacttca ttcttcacgt 181 ggtttatggt gattgcattg
ctgggegtet ggacatctgt agctgtegtt tggtttgatce 241 ttgttgacta
tgaggaagtt ctaggaaaac taggaatcta tgatgctgat ggtgatogag 301
attttgatgt ggatgatgcc aaagttttat taggacttaa agagagatct acttcagage
361 cagcagtccc gccagaagag gctgagccac acactgagcec cgaggagcag
gttcctgtgg 421 aggcagaacc ccagaatatc gaagatgaag caaaagaaca
aattcagtcc cttctccatg 481 aaatggtaca cgcagaacat gttgagggag
aagacttgca acaagaagat ggacccacag 541 gagaaccaca acaagaggat
gatgagttte ttatggcgac tgatgtagat gatagatttg 601 agaccctgga
acctgaagta tctcatgaag aaaccgagca tagttaccac gtggaagaga 661
cagtttcaca agactgtaat caggatatgg aagagatgat gtctgagcag gaaaatccag
721 attccagtga accagtagta gaagatgaaa gattgcacca tgatacagat
gatgtaacat 781 accaagtcta tgaggaacaa gcagtatatg aacctctaga
aamatgaaggg atagaaatca 841 cagaagtaac tgctccecoct gaggataatc
ctgtagaaga ttcacaggta attgtagaag 901 aagtaagcat ttttcctgtg
gaagaacage aggaagtacc accagaaaca aatagaaaaa 961 cagatgatcce
agaacaaaaa Jcaaaagtta agaaaaagaa gcctaaactt ttaaataaat 1021

ttgataagac tattaaagct gaacttgatg ctgcagaaaa actccgtaaa aggggaaaaa
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1081 ttgaggaagc agtgaatgca tttaaagaac

agtccacgag
gaagaggaga
aggtggccag
aagcgtecget
gcttaccetg

aaaatgacct

1141 caagatatgg gaaggogeag

agtaatgagyg
cctacctgat
cagacaggca
cagagattag

tggcgtggga

12 1 tgctacgtgg
gtccctgeag 1261

tagtacgcaa
tgtgaggatg
agccatcgag

acctgctgaa

acaatttcta ggtcatatga 1321

ataccctcag
atttggctga
acctaccaag
gctgagtttg
gaggttcccet

ttcaactatt tcccaatgat acttccttaa 1381

tacctettga taggagataa tgacaatgea aagaaagttt

1441 atgaagaggt gctgagtgtg acacctaatg atggectttge

tatggcttca
tttaaaggaa
tttatttcca
tataagtggt
gcaacgctca

ccccaaaaga

1501 tcctgaagge acagaacaaa attgctgaca

ggaatagaat 1561 ccggagatce tggeactgat

cctgggggat gccatgcaga 1621 gggttgggaa
atgagcttgg gcacaagaga ggacactttg 1681

taaagtccat
gcatcccata
gatgggagat
caaagaggca

catctgtctg

ctctacaatg tgaatggact gaaagcacag ccttggtgga 1741

aacgggctac acagagttag taaagtcttt agaaagaaac tggaagttaa

1801 tccgagatga aggccttgca gtgatggata aagccaaagg tctcttcectg

cctgaggatyg
gtggcagcaa
cctgtaccett
cagatcaaat

agggccecaca

aggaaggctg

1861 aaaacctgag ggaaaaaggg gactggagcc agttcacgcet

ggaagaagaa
actagaaaag
attccatcat
aactgcaggce

caagattcga

1921 atgaaaatgc ctgcaaagga gctcctaaaa

ttcoccgaga 1981 caacadggatg cagaagagga

gcaccceggg actcacgtgt 2041 ggccgcacac

tccgaatgca cctgggcttg gtgattcecca 2101

tgtgccaacg agaccaggac ctgggaggaa ggcaaggtgc

2161 tcatctttga tgactccttt gagcacgagg tatggcagga tgectceatct
ttcecggetga 2221 tattcatcgt ggatgtgtgg catccggaac tgacaccaca
gragagacgce agccttcecag 2281 caatttagca tgaattcatg caagettggg

aaactctgga gaga

(SEQ ID NO:2; N.° de Acceso de GENBANK S83325; el codon que codifica la metionina de iniciacion esta
subrayado).

Uso clinico

Las células presentadoras de antigeno (CPA) tales como las DC se obtienen de sujetos, por ejemplo, pacientes
humanos que padecen de o estan en riesgo de desarrollar cancer, usando el proceso de leucaféresis. Tal
procedimiento generalmente se lleva a cabo en un centro de aféresis (Dia 1). Las células dendriticas se purifican
usando métodos conocidos y se ponen en contacto con antigeno, tal como AAH o AAH y AFP juntas. Después del
contacto con antigeno, las células se cultivan con una mezcla de citoquinas (Dia 2 a 3). A continuacién, las DC
sensibilizadas con antigeno y activadas se administran al paciente (Dia 3 a 4). Un trascurso de la terapia ilustrativo
incluye tres administraciones de DC durante un periodo de cuatro semanas.

Se usaron los siguientes materiales y métodos para generar los datos descritos en la presente memoria.
Animales

Se compraron ratones BALB/c (H-29) de 7 a 8 semanas de vida de Harlan Sprague Dawley, Inc., y se guardaron bajo
condiciones especificas libres de patégeno.

Preparacion de microperlas magnéticas

Las perlas inmunomagnéticas (1,3 pym; Calbiochem) se lavaron tres veces con tampén de borato 50 mM, pH 8,5, y
se resuspendieron en tampo6n de borato 50 mM, pH 9,0, con 0,1 mg/ml de AAH o proteina GFP. A continuacion, se
incubd la suspensioén durante la noche a temperatura ambiente bajo agitacion constante. Las perlas se agruparon,
se lavaron con PBS, y se resuspendieron en PBS a una concentracion de 30 mg de contenido sélido/ml.

Aislamiento de las DC
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El aislamiento de DC se realiz6 usando métodos conocidos (por ejemplo, (Gehring et al., 2008, J. Immunol. Meth.
332:18-30)). Las células se obtuvieron opcionalmente por leucaféresis. Se inyecté 10 uyg de pUMVC3-hFLex, un
plasmido de expresion que codifica ligando del receptor-3 tirosina quinasa tipo Fms (FLT3L), en la vena de la cola
del ratén el dia 0 y 6. Los esplenocitos se prepararon a partir de los ratones inyectados con FLT3L, usando tampdn
de lisis de globulo rojo de NH4Cl, y 5x107 células se incubaron en DMEM libre de suero con 10 ul de microperlas
magnéticas durante 4 a 6 horas. Las células se recogieron, se pasaron a través de un campo magnético usando la
columna MACS MS (Miltenyi) para enriquecer las células que ingirieron perlas magnéticas. A continuacion, las
células se sometieron a centrifugacion por gradiente de densidad usando Lympholyte M (Cedarlane) para eliminar
las perlas libres y las células muertas. Las células viables se recogieron, se lavaron dos veces con solucion salina
tamponada de Hanks (HBSS, del inglés “Hanks’ Buffered Salt Solution”), y se usaron para posteriores experimentos.
La viabilidad de las células aisladas era de >90 %, y el porcentaje de la poblacion CD11c positiva en las células
aisladas era de 70 a 80 %.

Cultivo celular

Las DC se cultivaron en RPMI1640 tamponado con HEPES complementado con suero de ratén al 10 % (Equitech
Bio), L-glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 50 uM, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 20 ng/ml de
GMCSF, 100 ng/ml de IL-4, 20 ng/ml de IFN-y, y 1 pyg/ml de CD40L (todas las citoquinas se compraron de
Peprotech) sobre una placa de union ultra baja de 6 pocillos (Corning) durante 40 h. Para la liberacién de la
citoquina, los esplenocitos se cultivaron en X-VIVO 15 libre de suero (Lonza) complementado con L-glutamina 2 mM,
2-mercaptoetanol 50 nM, 100 U/ml de penicilina, y 100 ug/ml de estreptomicina. Para el ensayo de la citotoxicidad,
los esplenocitos se cultivaron en el medio completo que consistia en RPMI1640 tamponado con HEPES
complementado con suero fetal bovino al 10 % (Atlantic Bio), L-glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 50 yM, 100 U/ml
de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 1x aminoacidos no esenciales (Lonza), 0,5x solucién de aminoacido
(Invitrogen), y piruvato de sodio 1 mM. Las células SP2/0 se cultivaron en medio esencial minimo de Dulbecco
complementado con suero fetal bovino al 20 %, L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina, y 100 pug/ml de
estreptomicina.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA)

Se cultivaron DC o esplenocitos en el medio libre de suero con o sin proteina AAH durante 48 h. A continuacion, los
sobrenadantes de cultivo se recogieron, se centrifugaron, y se sometieron a ensayos ELISA. El ELISA para IL-12,
p70, IFN-y, y IL-4 se realiz6 usando el kit Ready-SET-GO! de ELISA (eBioscience) segun las instrucciones del
fabricante.

Citometria de flujo

La expresion de los marcadores de superficie celular se analizd por citometria de flujo como se describio
previamente (Gehring et al., 2008). Se usaron 3-6x10° células para la tincion. Las células se lavaron con tampon de
tincién (HBSS que contenia FBS al 5 %), se incubaron con 2,5 ug/ml de BD Fc Block de raton (BD Biosciences)
durante 5 min a 4 °C, y ademas se incubaron con anticuerpos de tincion durante 30 min a 4 °C. Los anticuerpos
usados eran anti-CD11c (HL3; BD Biosciences), anti-CD40 (3/23; BD Biosciences), anti-CD54 (3E2; BD
Biosciences), anti-CD80 (16-10A1; BD Biosciences), anti-CD86 (GLI, BD Biosciences), anti-I-AY (AMS-32.1; BD
Biosciences), y anti-CD8a (53-6.7; eBioscience), todos los cuales se conjugaron con fluorocromo. También se
usaron controles emparejados con isotipo de inmunoglobulina G de hamster, rata y ratéon para los controles de
tincion. Después de lavar dos veces, las células se resuspendieron en tampon de tincion, y se sometieron a
citometria de flujo usando FACSCalibur (BD Biosciences). Las células muertas se eliminaron del analisis tifiendo las
células con 7-amino-actinomicina D (eBioscience). Los datos se procesaron con el programa informatico CellQuest
(BD Biosciences) seguido del programa informatico FlowJo (Tree Star).

Vacunacion

Después del cultivo con citoquinas durante 40 h, se inyectaron subcutaneamente 2,5x10° células en los costados
derecho e izquierdo (5x10° células por ratén) el dia 0 y 14. El dia 28, se usaron los ratones inmunizados para
experimentos adicionales incluyendo liberacion de citoquina y el ensayo de citotoxicidad.

Ensayo de citotoxicidad

Los esplenocitos se prepararon a partir de ratones inmunizados, y 5x107 esplenocitos se cultivaron en medio
completo con 0,5 ug/ml de proteina AAH durante 2 dias y se cultivaron mas durante 2 dias después de la adicién de
10 ng/ml de IL-2. Se mezclaron dos x 10* células SP2/0 diana con 6-60x10* esplenocitos efectores en el medio libre
de suero, se centrifugaron a 200xg durante 5 min, y se incubaron en incubadora de CO, durante 4 h. Los
sobrenadantes del cultivo se recogieron, y se midié la actividad de la lactato deshidrogenasa liberada en los
sobrenadantes usando el kit de deteccion de citotoxicidad LDH (Roche) de acuerdo con la instruccion del fabricante.
El % de lisis de célula diana se calculé usando la siguiente férmula:

((Aefector+diana'Aefector'Adiana) dividido por (Adiana+tritonX'Adiana))X1 001
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en donde A indica la absorbancia a 490 nm.
Secrecion de IL-12 por las DC aisladas estimuladas por diversas citoquinas in vitro

El protocolo previamente usado incluye la expansion in vivo de las DC, la ingestion de las microperlas magnéticas
sobre las cuales se recubren un antigeno y los estimulantes de DC incluyendo LPS y anticuerpo anti-CD40, y el
aislamiento de las DC pasando a través de una columna magnética. En lugar de estimular las DC con los
estimulantes recubiertos sobre las perlas, el método mejorado implico la estimulacion de las DC aisladas mediante el
cultivo durante dos dias en presencia de diversas citoquinas, debido a que los estimulantes deberian interactuar con
los correspondientes receptores sobre la superficie celular, pero los estimulantes sobre las perlas que fueron
ingeridas por las DC no pueden. Existen algunas citoquinas que estimulan y promueven la maduraciéon de las DC
incluyendo IL-4, IFN-y y CD40L. Por lo tanto, se examind el efecto combinatorio de estas citoquinas sobre la
maduracion de las DC.

Se llevaron a cabo la expansidn, ingestion y aislamiento de las DC. Las células aisladas se cultivaron durante 40
horas en presencia de GM-CSF y/o IL-4, y/o IFN-y y/o CD40L. GM-CSF se afiadié siempre debido a que era
necesario para la supervivencia de las DC. Las DC maduras, pero no inmaduras, producen vigorosamente IL-12, la
cual es basica para polarizar los linfocitos T auxiliares y citotdxicos. Por lo tanto, se usaron los niveles de IL-12 como
indicador de la estimulacion de DC. Se recogieron los sobrenadantes del cultivo, se midié la concentracién de IL-12
p70 por ELISA. Los resultados indicaron que IL-12 p70 era la mayor cuando todas las citoquinas estaban presentes
en el cultivo de DC (Figura 1). Cada una de las citoquinas se usan para la estimulacidon sola o en combinacion.
Preferiblemente, todas las citoquinas se usan para estimular las DC. Sin embargo, CD40L es opcional.

Expresion de marcadores de DC madura sobre la superficie de DC estimuladas

Para investigar el efecto de la estimulacion de la citoquina sobre la expresion de marcadores de DC madura, se
midié la expresion del marcador de DC cultivadas durante 40 h en presencia de las citoquinas a esa de las DC sin
cultivo. La expresién de CD11c, un marcador para pan-CD, no se cambié después del cultivo (Figuras 2,3). Sin
embargo, todos los marcadores de DC madura incluyendo CD40, CD54, CD80, CD86 y MHC clase Il (I-AY), se
regularon significativamente al alza en las DC cultivadas durante 40 h (Figuras 2,3). Las DC CD8a* eran el
subconjunto de las DC que pueden estimular eficazmente los CTL. Se evalud el efecto de la estimulacién de la
citoquina sobre la poblacién de DC CD8a*. Como se muestra en la Figura 4, el porcentaje de la poblacion CD8a* en
las DC se incremento significativamente durante la estimulacién. Estos resultados indican que las células generadas
por este método sin usar LPS tenian suficiente calidad para la inmunizacién basada en DC.

Secrecion de IFN-y en respuesta a AAH por los esplenocitos de ratones inmunizados con AAH

Para examinar si se inducia la respuesta de Tu1 por la inmunizacién con AAH, se midié la produccion de IFN-y, una
citoquina de Tu1, en respuesta a la proteina AAH. Los ratones se inmunizaron dos veces con un intervalo de 2
semanas con DC que ingirieron perlas recubiertas con AAH o GFP, o perlas sin ninglin antigeno. Dos semanas
después de la ultima inmunizacion, se prepararon esplenocitos de los ratones inmunizados, se cultivaron durante 48
horas en presencia de AAH, y se midi6 la concentracion de IFN-y en los sobrenadantes del cultivo para examinar si
los esplenocitos de los ratones inmunizados con AAH producen IFN-y en respuesta a la estimulacion con AAH. Los
esplenocitos de los ratones inmunizados con AAH produjeron vigorosamente IFN-y de una manera dependiente de
la dosis (Figura 5). Aunque los esplenocitos de los tres grupos produjeron considerable cantidad de IFN-y en
presencia de concanavalina A (Con A), los esplenocitos control produjeron solamente IFN-y tenue cuando se
estimularon con AAH (Figura 5). Este resultado indica que se generaron células Ty1 sensibles a AAH en los ratones
inmunizados.

Secrecion de IL-4 en respuesta a AAH por los esplenocitos de ratones inmunizados con AAH

Para investigar si se inducia la inmunidad humoral frente a AAH por las DC cargadas con AAH, se midid la
concentracion de IL-4, una citoquina de Tn2, en las mismas muestras que IFN-y. Los esplenocitos estimulados con
Con-A produjeron gran cantidad de IL-4 independiente de la inmunizaciéon (Figura 6). Por el contrario, los
esplenocitos preparados de los ratones inmunizados con tres tipos de DC produjeron solamente cantidades trazas
de IL-4 (Figura 6), indicando que las células Tn2 sensibles a AAH no eran eficazmente inducidas por las
inmunizacion con AAH.

Actividad de CTL frente a células que expresan AAH en ratones inmunizados con AAH

Para determinar si se inducian CTL sensibles a AAH en ratones inmunizados con AAH, se evalud la citotoxicidad
usando células SP2/0 que expresaban AAH como células diana. Las células SP2/0 se cultivaron conjuntamente
durante 4 h con los esplenocitos de los ratones inmunizados después de ser activados con proteina AAH y IL-2. Las
eficacias de la lisis de célula diana se estimaron midiendo las actividades de la lactato deshidrogenasa liberada de
las células diana agonizantes. Como se muestra en la Figura 7, los esplenocitos de los ratones inmunizados con
AAH tenian mas actividad de CTL que los otros esplenocitos control, sugiriendo que la inmunizacion con AAH
inducia CTL sensibles a AAH.
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Linfocitos T sensibles a AAH en ratones inmunizados con AAH

Cuando los ratones se inmunizaron con DC cargadas con AAH, se indujeron células Ty1 sensibles a AAH y CTL. La
expansion del linfocito T especifico a antigeno es otro indicador importante que indica que se produjeron linfocitos T
sensibles a antigeno.

Efecto antitumoral de la inmunizaciéon con AAH in vivo

La inmunizacion con AAH usando DC sensibilizadas con AAH induce inmunidad antitumoral. Los ratones se
inmunizan con DC cargadas con AAH dos veces con un intervalo de 2 semanas, y dos semanas después de la
Ultima inmunizacion. Las células SP2/0 se implantan bajo la piel, se mide el crecimiento de los tamafios del tumor
implantado. Los datos obtenidos de este modelo de masa tumoral refleja el efecto preventivo de la inmunizacion.
Para evaluar el efecto curativo de la inmunizaciéon con AAH, primero se implantan las células SP2/0, a continuacién
cuando los tumores crecen hasta 5 mm de diametro, los ratones se inmunizan con DC cargadas con AAH, y se mide
el efecto sobre el crecimiento del tumor.

Inmunoterapia dirigida a AAH también suprime la metastasis. Los ratones se inmunizan con DC cargadas con AAH
mediante la inyeccion de células SP2/0 en la vena de la cola. Dos semanas después, se extirpan los pulmones para
recontar el numero de ndédulos formados. Una reduccion en la cantidad de nddulos en ratones inmunizados en
comparacion con la cantidad en ratones inmunizados indica que el régimen de inmunizacion con DC cargada con
AAH suprime la metastasis de tumores portadores de AAH.

La vacuna con células dendriticas maduras cargadas con AAH redujo drasticamente la masa tumoral (volumen de
tumor) de un tumor que expresa AAH. El efecto terapéutico de la vacunacion de AAH sobre el crecimiento del tumor
en ratones se muestra en las Fig. 11 y 12. 5x10° células de hepatoma de ratén BNL 1ME A.7R.1 se implantaron
subcutaneamente en los costados de ratones BALB/c de 6 semanas de vida. El dia 10 y 15, se inyectaron
subcutaneamente 5x105 DC maduras cargadas con AAH o GFP, o HBSS en los ratones portadores de tumor. El
tamafio del tumor se midi6 semanalmente. Se determinaron los volimenes del tumor mediante la siguiente formula:
0,52x(largo)x(ancho)?. Cada dato puntual representa el volumen del tumor medioterror estandar (n=6). Se encontro
que los volumenes del tumor se redujeron significativamente después de la inmunizacion con DC cargadas con
AAH. Estos datos usando un modelo de tumor reconocido por la técnica indican que un método terapéutico que usa
DC maduras cargadas con AAH es eficaz para reducir y eliminar los tumores portadores de AAH in vivo. Tales
vacunas de célula dendritica demuestran efectos antitumorales potentes frente a cualquier tumor que expresa AAH.

Aumento del efecto antitumoral inmunizando simultaneamente con AAH y AFP

AFP es la tnica proteina asociada a CHC que puede ser antigénica a ratones y seres humanos. Sin embargo, se ha
demostrado también que el efecto antitumoral no es suficiente para pacientes con CHC humanos. Sin embargo, la
inmunizacion simultanea con AAH y AFP aumenta la respuesta inmune a tumores que expresan tanto AAH como
AFP, tipo CHC.

Se producen lineas estables de células SP2/0 que expresaban AFP introduciendo un ADN plasmido de expresion de
AFP. Usando las células, se mide la actividad de CTL in vitro en los ratones inmunizados con DC cargadas con AFP
y cargadas con AAH. La citotoxicidad incrementada después de la inmunizacion indica que la inmunizacion conduce
a un efecto antitumoral de la inmunizacion con combinacion de AAH y AFP sobre el crecimiento de tumores
portadores de AAH y/o AFP.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula dendritica cargada con aspartil (asparaginil)-B-hidroxilasa (AAH) madura aislada para su uso en
un método de tratamiento de un tumor que expresa AAH mediante la reduccién del crecimiento de dicho tumor en un
sujeto, en donde el crecimiento de dicho tumor que expresa AAH se reduce después de la administracion de dicha
célula dendritica, en donde dicha célula dendritica esta sensibilizada con una combinacion de citoquinas que incluye
GM-CSF y IFN-y ex vivo, antes de administrarse a dicho sujeto.

2. La célula aislada para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el tumor a tratar se selecciona del grupo
que consiste en tumores de higado, gastrointestinales, de pancreas, mama, préstata, cérvix, ovario, trompas de
Falopio, laringe, pulmén, tiroides, vesicula biliar, rifién, vejiga, y cerebro.

3. La célula aislada para su uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha célula dendritica se activa con una
combinacion de citoquinas que incluye GM-CSF, IFN-y y CD40L ex vivo, antes de dicha administracion a dicho
sujeto.

4, Un método de produccion de células dendriticas cargadas con AAH maduras sensibilizadas, que
comprende poner en contacto las células dendriticas aisladas con un antigeno que comprende AAH, y después de
dicha etapa de puesta en contacto con antigeno, poner en contacto dichas células dendriticas con una combinacion
de citoquinas, comprendiendo dicha combinacion GM-CSF y IFN-y.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde dicha combinacion comprende ademas CD40L y/o IL-4.

6. El método de la reivindicacion 4, en donde dichas células dendriticas se ponen en contacto con dicha
combinacion de citoquinas durante al menos 10 horas, preferiblemente durante al menos 40 horas.

7. La célula aislada para su uso segun la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 4, en donde dicho
antigeno comprende ademas o-fetoproteina (AFP).

8. La célula aislada para su uso segun la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 4, en donde dicho
antigeno esta en una forma soluble o esta unido a un soporte soélido.

9. La célula aislada para su uso o el método de la reivindicacién 8, en donde dicho soporte solido comprende
una perla de poliestireno o dicho soporte solido es uno biodegradable.

10. La célula aislada para su uso segun la reivindicacion 1, en donde dichas células dendriticas se obtienen de
un sujeto por leucaféresis.

11. La célula aislada para su uso segun la reivindicacion 10, en donde dicho sujeto esta padeciendo de o esta
en riesgo de desarrollar cancer.

12. Una composicién de vacuna que comprende células dendriticas sensibilizadas producidas por el método de
la reivindicacion 4.

13. Una vacuna que contiene células dendriticas maduras cargadas con AAH para su uso en un método de
tratamiento de tumores que expresan AAH en un sujeto mamifero, en donde el método se define como en cualquiera
de las reivindicaciones 1a 3,y 7 a 11.

14. Células dendriticas autdlogas sensibilizadas por el método de la reivindicacion 4 o 5 para su uso en un
método de inhibicidn del crecimiento del tumor y/o prevencién de la metastasis, en donde dichas células dendriticas
autdlogas sensibilizadas se administran a un sujeto que padece de un tumor portador de AAH.

15. Células dendriticas autélogas que estan sensibilizadas como se define en la reivindicacion 4 para su uso en
un método de prevencion del desarrollo de un tumor en un sujeto, en donde dicho sujeto es un mamifero en riesgo
de desarrollar un tumor portador de AAH debido a una historial familiar de individuos que han sido identificados con
tal tumor.

16. Las células para su uso de la reivindicaciéon 1, 14 o 15, o la vacuna para su uso de la reivindicacién 13, en
donde dicho sujeto es humano, canino, felino, equino, bovino o porcino.

12



ES2 711504 T3
produccion de IL-12 por DC aisladas
en presencia de diversas citoquinas

NEEEE

150

)
S
=

50

(lw/6d) epejaisas 02d Z1-11

L4 -

+ + +

I+ +

{ + +

P+

(I

+

-

IFNy
co4oL — -

FIG. 1

Intensidades de fluorescencia media
de marcadores de DC de superficie.*p<0,001.

FIG. 3

CDflc CD40 CDS4 CDSO CD8S |-A°

= -
L=
ON H
L E | i
o © ‘e © o
- - ~— s —

BIpaW BI2U32S3I0ON|} 9P pepisuaju]



ES 2711504 T3

¢ Old

aloiadns ap Jopeoalew |ap uolisaidxg

ool

ozt

09
08
0oL

¥sao

0z

sepe|s|e DQ Se| aiqos ajopadns ap D dp saiopeatew ap uojsaidxa e

O Ok 0h O O

0ec
oy
0s

880ad

o8

00l
ozci
ovi

oras

oL (112

cedod

or OF Ol

911Lao0

|onuos odnos)

oe
oy
09
08
ool

874"

0zZL

sale|njas sojuanday

14



ES 2711504 T3

yor uo o
2 O O Ol
2 ZITE 0ro
o -
= -
8 m
o
o S04 | &
=
M.... -0L s3jonuod =0l
2] € sodnosi [e
o uo, _ .
= 'y 760 £L'0 vZ'0 4
)
__*
m G0‘0>dy 2LQO senigd >+uun—u ¢0vrﬂu Se|n|9o ap uoloe|al k| Us olqued (g)

egdoD 211D sene2 ap olny ap euawond lod sisieuy (y)
* +

seuinbo}Io se| ap elouasaid ua sepeAnNd +egdd D 3P BPEJUSWAIOUI UCIdB|qOod

15



ES 2711504 T3

Secrecion de IFN“Y por los esplenocitos
preparados de los ratones inmunizados
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