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DESCRIPCION
Métodos y materiales para tratar el cancer
Antecedentes
1. Campo técnico

Este documento se refiere a métodos y materiales implicados en el tratamiento del cancer. Por ejemplo, este
documento proporciona métodos y material para usar bibliotecas de acidos nucleicos para tratar el cancer.

2. Informacién de antecedentes

El cancer es una enfermedad grave que afecta a muchas personas cada afno. En general, hay varios métodos
comunes para tratar el cancer: cirugia, quimioterapia, terapia de radiacion, inmunoterapia y terapia bioldgica.
Cuando se diagnostica inicialmente el cancer, un especialista de cancer tal como un oncélogo puede proporcionar a
un paciente diversas opciones de tratamiento del cancer. Tipicamente, un onco6logo recomendara el mejor plan de
tratamiento basado en el tipo de cancer, cuanto se ha extendido, y otros factores importantes como la edad y salud
general del paciente.

Bridle, BW, et al. describen en Molecular Therapy, vol. 17, n® 10, 2009, en paginas 1814-1821, el virus de la
estomatitis vesicular como un nuevo vector de vacuna para el cancer para estimular la inmunidad antitumoral que se
puede llevar a un refuerzo rapido con adenovirus.

Resumen

La presente invencion se define por la reivindicacion independiente 1. Las reivindicaciones dependientes
representan otras realizaciones de la invencion.

Este documento proporciona métodos y materiales relacionados con el tratamiento del cancer. Por ejemplo, este
documento proporciona métodos y materiales para usar bibliotecas de acidos nucleicos para tratar el cancer. Como
se describe en la presente memoria, se puede usar una biblioteca de &cidos nucleicos para suministrar un gran
numero de antigenos (p. €j., polipéptidos) que estan presentes en el cancer particular, o en el érgano o tejido origen
del cancer, a un mamifero de modo que el sistema inmunitario del mamifero puede desarrollar una respuesta
inmunitaria contra esos antigenos (p. €j., polipéptidos) que son expresados por el cancer, haciendo asi que el cancer
remita. Por ejemplo, una biblioteca de expresion de ADNc disefada para expresar polipéptidos de un cancer
particular, o del érgano o tejido origen del cancer, se puede modificar genéticamente en virus (p. €j., un virus
oncolitico), y después los virus genéticamente modificados se pueden administrar a un paciente de modo que los
polipéptidos son expresados. Esta expresion resultante de los polipéptidos especificos del cancer, érgano o tejido en
presencia de la inflamacién montada contra el virus puede causar una reaccién inmunitaria dirigida contra el cancer,
haciendo asi que el cancer remita.

Si el cancer cambia de alguna manera y posteriormente son expresados nuevos antigenos, entonces se puede
administrar al mamifero la misma biblioteca de acidos nucleicos o una biblioteca diferente de acidos nucleicos (p. €j.,
una biblioteca de éacidos nucleicos generada a partir de las células del cancer cambiado). En estos casos, el
mamifero puede desarrollar una respuesta inmunitaria contra esos antigenos (p. e€j., polipéptidos) que son
expresados por el cancer cambiando, haciendo asi que el cancer remita.

En general, un aspecto de este documento presenta una composicion para usar en un método para tratar el cancer
presente en un mamifero. El método comprende administrar al mamifero una biblioteca de acidos nucleicos en
condiciones en donde los miembros &cidos nucleicos de la biblioteca de acidos nucleicos son expresados en el
mamifero, reduciendo asi el numero de células de cancer viables presentes en el mamifero. El mamifero puede ser
un ser humano. La administracion puede ser una administracion intratumoral o intravenosa. La biblioteca de acidos
nucleicos puede ser una biblioteca de ADNc. La biblioteca de &cidos nucleicos se puede administrar al mamifero
usando un virus. El virus puede ser un virus oncolitico. El virus puede ser un virus de la estomatitis vesicular. Los
miembros acidos nucleicos pueden ser moléculas de ADNc, en donde cada molécula de ADNc codifica un
polipéptido. La biblioteca de acidos nucleicos puede comprender una pluralidad de miembros &cidos nucleicos
diferentes, y en donde cada uno de la pluralidad de miembros acidos nucleicos diferentes puede codificar un
polipéptido de mamifero diferente. Los polipéptidos de mamifero diferentes pueden ser polipéptidos de un miembro
de la misma especie que el mamifero. Los polipéptidos de mamifero diferentes pueden ser polipéptidos de un
miembro de una especie diferente que la especie del mamifero. Los polipéptidos de mamifero diferentes pueden ser
polipéptidos del mamifero. Los polipéptidos de mamifero diferentes pueden ser polipéptidos del cancer. Los
polipéptidos de mamifero diferentes pueden ser polipéptidos de un 6rgano o tejido que es un 6rgano o tejido origen
del cancer. El cancer puede ser cancer de prostata, y los polipéptidos de mamifero diferentes pueden ser
polipéptidos expresados por células prostaticas. El cancer puede ser cancer de pulmén, y los polipéptidos de
mamifero diferentes pueden ser polipéptidos expresados por células del pulmon. El cancer puede ser cancer de piel,
y los polipéptidos de mamifero diferentes pueden ser polipéptidos expresados por células de la piel. La biblioteca de
acidos nucleicos puede comprender una coleccion de mas de 10* miembros &cidos nucleicos diferentes, y en donde
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cada uno de los 10* miembros &cidos nucleicos diferentes puede codificar un polipéptido de mamifero diferente. La
biblioteca de &cidos nucleicos puede comprender una colecciéon de méas de 10° miembros acidos nucleicos
diferentes, y en donde cada uno de los 10% miembros acidos nucleicos diferentes puede codificar un polipéptido de
mamifero diferente. La biblioteca de acidos nucleicos puede comprender una coleccién de mas de 108 miembros
&cidos nucleicos diferentes, y en donde cada uno de los 108 miembros acidos nucleicos diferentes puede codificar un
polipéptido de mamifero diferente. La biblioteca de acidos nucleicos puede comprender una coleccion de mas de 107
miembros &cidos nucleicos diferentes, y en donde cada uno de los 107 miembros &cidos nucleicos diferentes puede
codificar un polipéptido de mamifero diferente. La biblioteca de acidos nucleicos se puede administrar al mamifero
en combinaciéon con un adyuvante. El adyuvante se puede seleccionar del grupo que consiste en un polipéptido
HSP70, un virus de la estomatitis vesicular, BCG, un virus vaccinia y un adenovirus.

Salvo que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende habitualmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invenciéon. Aunque
se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria para la
practica de la invencién, se describen a continuacién métodos y materiales adecuados. En caso de conflicto,
controlara la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos
son solo ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencién se exponen en los dibujos que acompanan y la siguiente
descripcion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y
dibujos y a partir de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 es una fotografia de un gel de una biblioteca de expresion de ADNc de préstata humana, amplificada por
PCR. Se us6 un plasmido Template Bioexpress para llevar los ADNc.

La figura 2 contiene dos graficas que representan el nivel de IL-17 (pg/ml) o IFN-y (pg/ml) producido por esplenocitos
de los ratones indicados después de incubacion con células TC2 (relacion E:T = 100:1). Los virus de la estomatitis
vesicular que contienen una biblioteca de ADNc de préstata humana se denominan en general OSOVIASAL (el virus
oncolitico especifico de 6rgano incorporaba la biblioteca de antigenos especifica alterada). Las bandas 1-3 son
resultados de esplenocitos de ratones a los que se inyect6 PBS por via intraprostatica. Las bandas 4-6 son
resultados de esplenocitos de ratones a los que se inyectdé PBS. Las bandas 7-12 son resultados de esplenocitos de
ratones a los que se inyectd6 VSV-GFP. Las bandas 13-18 son resultados de esplenocitos de ratones a los que se
inyect6 OSOVIASAL. Las bandas 19-21 son resultados de células tumorales TC2 solo.

La figura 3 es un diagrama de un protocolo de administraciéon para probar el uso de una biblioteca de acidos
nucleicos para tratar el cancer.

La figura 4 es una gréfica que representa curvas de supervivencia para ratones con cancer de prostata TC2
subcutaneo y tratados como se indica para los grupos A, B, C, D y E. Cada grupo contiene siete ratones.

La figura 5 es una grafica que representa el nivel de IL-17 (pg/ml) producido por esplenocitos de ratones tratados
como se indica después de incubacion con un lisado de melanoma B16 (bandas1, 5, 9 y 13), un lisado de tumor de
prostata TrampC2 (bandas 2, 6, 10 y 14), un lisado de préstata de raton normal (bandas 3, 7, 11 y 15), o un lisado
de pancreas de ratén normal (bandas 4, 8, 12 y 16). No se observo diferencia en el nivel de IFNy entre esos grupos.
it = inyecciones intratumorales; iv = inyecciones intravenosas.

La figura 6 contiene fotografias (4x) de tumores TC2 después de tratamiento intravenoso con VSV-GFP o
OSOVIASAL, que inducian la remisién tumoral con signos minimos de prostatitis autoinmunitaria. Los tumores TC2
que sufrieron remisién y volvieron a crecer in vivo presentaban una morfologia muy diferente de los tumores TC2
tratados con VSV-GFP o de control.

La figura 7 contiene fotografias (10x) de tumores TC2 después de tratamiento intravenoso con VSV-GFP u
OSOVIASAL, que inducian la remision tumoral con signos minimos de prostatitis autoinmunitaria.

La figura 8 contiene fotografias de tumores TC2 después de tratamiento intravenoso con VSV-GFP u OSOVIASAL,
que inducian la remision tumoral con signos minimos de prostatitis autoinmunitaria.

Las figuras 9A y 9B contienen fotografias de tumores TC2 después de tratamiento intravenoso con PBS u
OSOVIASAL. La inyeccion intraprostatica directa de OSOVIASAL inducia signos clinicos de prostatitis.

La figura 10 es un diagrama de un experimento disefiado para evaluar la capacidad de OSOVIASAL en combinacion
con HSP70 recombinante para estimular la liberaciéon de IL-17.

La figura 11 es una gréafica que representa la cantidad de IL-17 liberada (pg/ml) de esplenocitos y células de ganglios
linfaticos infectadas con OSOVIASAL en presencia de HSP70 recombinante después de exposicién a un lisado de
células de cancer de prostata (lisado de células TC2; C1), un lisado de células de melanoma (lisado de células B16;
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C2), un lisado de células prostaticas de raton normales (C3), un lisado de células pancreaticas de ratébn normales
(C4), o sin lisado (C5).

La figura 12 es una gréfica que representa curvas de supervivencia para ratones con cancer de melanoma B16ova
subcutaneo y tratados con OSOVITAL-ova o VSV-GFP.

Descripcion detallada

Este documento proporciona métodos y materiales relacionados con el uso de biblioteca de acidos nucleicos para
tratar el cancer. Por ejemplo, este documento proporciona métodos y materiales para usar biblioteca de &cidos
nucleicos para reducir el niumero de células de cancer viable en un mamifero y/o para aumentar el tiempo de
supervivencia de un mamifero con cancer. Se puede tratar cualquier tipo de cancer de modo que el numero de
células de cancer viables en el mamifero se reduce y/o aumenta el tiempo de supervivencia del mamifero con
cancer. Por ejemplo, el cancer de prostata, cancer de piel (p. €j., melanoma), cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer pancreatico y cancer colorrectal se pueden tratar como se describe en la presente memoria.

La expresion "biblioteca de &acidos nucleicos" como se usa en la presente memoria, se refiere a una coleccion de
moléculas de acido nucleico donde la coleccion incluye al menos aproximadamente 102 moléculas de acido nucleico
diferentes. Por ejemplo, una biblioteca de acidos nucleicos descrita en la presente memoria puede incluir al menos
aproximadamente 102, 108, 104, 10%, 10%, 107, o mas moléculas de &cido nucleico diferentes. En algunos casos, una
biblioteca de acidos nucleicos usada como se describe en la presente memoria puede ser una biblioteca de ADNc.
Por ejemplo, una biblioteca de &cidos nucleicos puede tener al menos aproximadamente 102 moléculas de ADNc
diferentes. Cada molécula de ADNc diferente puede codificar un polipéptido diferente. En general, una biblioteca de
acidos nucleicos proporcionada en la presente memoria se puede disefiar para expresar sus miembros acidos
nucleicos (p. ej., ADNc) de modo que se puede producir una coleccion de al menos 102 polipéptidos diferentes. Los
polipéptidos pueden ser polipéptidos de longitud completa como se encuentran en las células fuente usadas para
generar la biblioteca de acidos nucleicos o pueden ser partes de dichos polipéptidos de longitud completa. Por
ejemplo, dichas partes de polipéptidos de longitud completa pueden ser polipéptidos que tienen mas de 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, o mas restos de aminoacidos de los polipéptidos de longitud completa.

En general, una biblioteca de &cidos nucleicos (p. €j., una biblioteca de acidos nucleicos de expresion) se puede
obtener a partir del cancer que se va a tratar o se puede obtener a partir de un 6rgano o tejido o célula
(6rganof/tejido/célula) origen del tipo de cancer que se va a tratar. Por ejemplo, cuando se trata el cancer de piel (p.
ej., melanoma), se puede usar una biblioteca de ADNc creada a partir de células de piel normales. Cuando se trata
un cancer pancreatico, se puede crear una biblioteca de ADNc a partir de células pancreaticas normales. En algunos
casos, se puede obtener una biblioteca de acidos nucleicos a partir de una célula embrionaria o linea celular. Una
biblioteca de células embrionarias puede proporcionar muchos antigenos asociados a tumor puesto que muchos
antigenos asociados a tumor también son antigenos expresados de forma embrionaria que se convierten en
reactivados para la expresion en células tumorales. En algunos casos, la vacunacién con una biblioteca de acidos
nucleicos de células embrionarias puede permitir la vacunaciéon eficaz mayor y por encima de la lograda con la
vacunacion contra antigenos especificos de tejido.

En algunos casos, una biblioteca de acidos nucleicos puede ser una coleccion de al menos aproximadamente 102
moléculas de acido nucleico diferentes del mamifero que se va a tratar (p. €j., una biblioteca de autoexpresion) o
puede ser una coleccion de al menos aproximadamente 102 moléculas de acido nucleico diferentes de un miembro
de la misma especie que el mamifero que se va a tratar (p. €j., una biblioteca de expresién alogénica). Por ejemplo,
cuando se trata el cancer de pulmén en un ser humano A, se puede obtener tejido de pulmdn normal de un ser
humano B y usarlo para hacer una biblioteca de ADNc de tejido de pulmén que se puede administrar al ser humano
A. En muchos casos, una biblioteca de &cidos nucleicos puede ser una coleccién de al menos aproximadamente 102
moléculas de acido nucleico diferentes de un miembro de una especie de mamifero que es diferente de la especie
del mamifero que se va a tratar (p. €j., biblioteca de expresiéon xenogénica). Por ejemplo, cuando se trata el cancer
de prostata en un ser humano, se puede obtener tejido de préstata normal de un mamifero no humano (p. €j., un
mono, perro, gato, vaca, cerdo, oveja, cabra, raton o rata) y usar para hacer una biblioteca de ADNc de tejido de
préstata de mamifero no humano que se puede administrar al ser humano.

Se puede usar cualquier método adecuado para hacer una biblioteca de acidos nucleicos. Por ejemplo, se pueden
usar técnicas de clonacion molecular y PCR comunes para hacer una biblioteca de ADNc disefiada para expresar
moléculas de ADNc. Se puede usar cualquier método adecuado para suministrar una biblioteca de acidos nucleicos
(p. €j., una biblioteca de acidos nucleicos de expresion) a un mamifero. Por ejemplo, una biblioteca de acidos
nucleicos se puede suministrar como plasmidos o se puede incorporar en virus (p. €j., virus oncoliticos tales como
virus de la estomatitis vesicular, virus vaccinia o virus adenovirus), bacterias o células que se suministran a un
mamifero. Los ejemplos de virus que se pueden usar para suministrar biblioteca de acidos nucleicos a mamiferos
que tienen cancer incluyen, sin limitacién, virus de la estomatitis vesicular, adenovirus, virus vaccinia, retrovirus y
lentivirus.

Se puede usar cualquier método adecuado para administrar una biblioteca de acidos nucleicos a un mamifero que
tiene cancer. Por ejemplo, una biblioteca de &acidos nucleicos puede estar en forma de plasmidos que se formulan
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con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para crear una composicion farmacéutica para administrar a un ser
humano con cancer. En algunos casos, una biblioteca de acidos nucleicos puede estar en forma de una poblacion
de virus (p. ej., una poblacién de virus de la estomatitis vesicular) que se formula con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para crear una composicién farmacéutica para administrar a un ser humano con cancer. En estos casos,
cada miembro de virus de la poblacién de virus puede contener un miembro de acido nucleico diferente de la
biblioteca de é&cidos nucleicos. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, sin limitacion,
liposomas y otros lipidos. La composicion farmacéutica puede incluir un adyuvante tal como polipéptidos HSP70
(GenBank n® gi 38327039 o 38327038), BCG (bacilo de Calmette-Guérin), o toxina de Coley. En algunos casos, una
composicion farmacéutica que contiene una biblioteca de &cidos nucleicos puede carecer de suero (p. €j., suero
bovino tal como suero de ternero fetal).

Una biblioteca de acidos nucleicos (p. €j., poblacién de virus que contienen la biblioteca) o una composicién que
contiene una biblioteca de acidos nucleicos, se puede administrar directamente a células de cancer (p. ej., por
administracion intratumoral) o se puede administrar por via sistémica (p. ej., administracion intravenosa,
intraperitoneal, intrapleural o intraarterial). Se puede administrar cualquier cantidad adecuada de material a un
mamifero. Por ejemplo, la cantidad de material administrada a un mamifero puede ser suficientemente grande para
suministrar al menos una copia de cada miembro acido nucleico de la biblioteca de acidos nucleicos. Por ejemplo,
cuando se usa una biblioteca que tiene 10* miembros &cidos nucleicos incorporada en virus, entonces el nimero
total de virus administrados al mamifero puede estar en el intervalo de aproximadamente 10* a aproximadamente
108. En algunos casos, la cantidad de material administrada a un mamifero puede ser una cantidad que es menor
que la cantidad necesaria para suministrar al menos una copia de cada miembro acido nucleico de la biblioteca de
acidos nucleicos. Por ejemplo, cuando se usa una biblioteca que tiene 108 miembros &cidos nucleicos incorporada
en virus, entonces el numero total de virus administrados al mamifero puede estar en el intervalo de
aproximadamente 10* a aproximadamente 105.

La invencién se describira con mas detalle en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrita en las reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Uso de bibliotecas de ADNc especificas de dérgano expresadas por virus oncoliticos para tratar el cancer

Se amplificaron por PCR bibliotecas de ADNc de tejido de prostata humana y tumores recurrentes de préstata de
raton y se clonaron en el virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Figura 1). Brevemente, la biblioteca de ADNc se
amplificd con cebadores para permitir la clonacion direccional en el genoma del VSV entre los sitios de restriccion
Xho1 y Nhe1l entre los genes G y L. Se generaron virus por cotransfeccién de células Vero con genes auxiliares
virales y la polimerasa T7 codificada por vaccinia. Se recogieron los virus de las células transfectadas después de
48-72 horas, y todos los virus se amplificaron durante uno o dos ciclos en células Vero. Se obtuvieron titulos de virus
de 107 a 108 ufp/ml (tituladas en células BHK por ensayo de dilucidn limitante). Aunque sin estar limitados por ningun
modo de accidn particular, es posible que la biblioteca de ADNc expresada en virus pueda abarcar epitopos de la
mayoria de los antigenos normales que pueden servir como inmundégenos para el rechazo del cancer, dispensado
asi la necesidad de muerte directa del tejido normal. Ademas, la inmunogenicidad del propio VSV podria hacer la
funcién de un adyuvante.

Para este estudio, se usaron un total de 18 ratones. Se usaron tres ratones en cada grupo (A1, A2, B1, B2, C1y
C2). A los ratones de A1 y A2 se les inyectd PBS por via intraprostatica. A los ratones de B1 y B2 se les inyect6 por
via intraprostatica virus de la estomatitis vesicular disefiado para expresar la proteina fluorescente verde (VSV-GFP).
A los ratones de C1 y C2 se les inyectd por via intraprostatica virus de la estomatitis vesicular que contenia la
biblioteca de ADNc de prostata humana (VSV-Ag). Se dieron a cada ratén 50 pl de virus diluido en PBS en un titulo
final de ~108 virus por inyeccién intravenosa con un total de 6 inyecciones separadas por dos dias cada una. Los
ratones se sacrificaron el dia 40-60 después de sembrar el tumor, y se evalud en los esplenocitos células T la
liberacion de IL-17 (interleuquina-17) e IFNy (interferén-gamma) cuando se cocultivaban con células tumorales TC2.
La secrecion de niveles significativos de citoquinas en respuesta a la estimulacién con células TC2 indicaba que los
esplenocitos contenian subconjuntos de células T reactivas con especificidad para las células de tumor de prostata.
Solo los esplenocitos de ratones a los que se inyecté VSV-Ag presentaban reactividad con las células de cancer de
préstata murina TC2 (Figura 2).

En un estudio in vivo, se inyectaron a 35 ratones células de cancer de préstata TC2 por via subcuténea (sc) el dia
uno. Cuando el cancer de prostata sc era palpable, aproximadamente el dia 7, los ratones se dividieron en cinco
grupos (A, B, C, D y E) de ratones con siete ratones en cada grupo, y se llevaron a cabo las siguientes inyecciones
(Figura 3): inyeccion intratumoral de VSV-GFP (Grupo A), inyeccién intratumoral de VSV-Ag (OSOVIASAL de la
biblioteca de antigenos de prostata humana; Grupo B), inyeccién intratumoral de VSV-GFP HI (inactivado con calor;
Grupo C), inyeccién intravenosa de VSV-Ag (Grupo D), e inyeccion intravenosa de VSV-GFP (Grupo E). Las
inyecciones se realizaron cada dos dias para un total de 6 inyecciones. Se evaluaron en los ratones la supervivencia
y autoinmunidad, y en el momento del sacrificio, se evalué la reactividad de las células T (esplenocitos) a través de
la liberacién de IL-17 e IFNy.
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Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meyer pusieron de manifiesto una diferencia notable en la supervivencia en
los Grupos B y D (VSV-Ag administrado por via intratumoral o intravenosa) con los otros grupos (Figura 4). El tiempo
de supervivencia de 50% era aproximadamente 20 dias para los otros grupos, mientras que era aproximadamente
40 dias para el Grupo B (VSV-Ag intratumoral) y aproximadamente 50 dias para el grupo D (VSV-Ag iv). La
histologia de los tumores puso de manifiesto la remisién tumoral notable en los Grupos B y D con signos minimos de
prostatitis autoinmunitaria (Figuras 6-9).

Se ensayo la reactividad de los esplenocitos de cuatro ratones de cada grupo del Grupo A, Grupo B, Grupo D y
Grupo E frente a dianas de lisado de melanoma B16, dianas de lisado de tumor de préstata TC2, dianas de lisado de
prostata de ratéon normal y dianas de lisado de pancreas de ratén normal. Solo el grupo D presentaba reactividad
contra el lisado de TC2 con liberacion de IL-17 (Figura 5). Estos resultados demuestran que una expresion de
autoantigenos alterada mediante virus que expresan una biblioteca de acidos nucleicos puede producir reaccion
contra el cancer pero no contra tejidos normales u otros canceres. Estos resultados también demuestran que la
expresion de bibliotecas de acidos nucleicos se puede usar para tratar el cancer (p. €j., cancer de prostata).

En resumen, la inyeccion (p. €j., intravenosa) de VSV que codifica una biblioteca de ADNc de préstata normal dio
como resultado la remision de tumores de prostata murinos en ratones inmunocompetentes. Las remisiones eran
inmunomediadas, en oposicion a inducidas por oncolisis viral. Se observo inflamacion transitoria en la préstata
normal, pero no habia prueba evidente de autoinmunidad a largo plazo. Los ratones en los que los tumores eran
rechazados desarrollaron potentes respuestas de Th17 contra células de tumor de préstata, asi como tejidos de
préstata normales. Ademas, los tumores que remitieron inicialmente, pero no se curaron, volvieron a aparecer de
forma agresiva, con un aspecto histolégico y perfil antigénico notablemente diferente a las células tumorales
implantadas inicialmente, lo que sugeria que la vacunacion mediada por la biblioteca de ADNc imponia una
inmunoseleccion rigurosa tras los tumores. Este planteamiento dispensaba la necesidad de inducir dafio directo a
tejidos normales in situ, permitia la inmunoseleccion in vivo de amplia variedad para antigenos que es probable que
sean dianas eficaces para respuestas tanto autoinmunitarias como antitumorales, y establecia el uso de virus (p. €j.,
virus oncoliticos) como adyuvantes inmunitarios para la inmunoterapia del cancer. Los resultados proporcionados en
la presente memoria demuestran ademas que la combinacién de la induccion de reactividad autoinmunitaria contra
antigenos especificos de tejidos normales (p. €j., polipéptidos) con la alta inmunogenicidad, la presentacion de
antigenos inducida por adyuvante puede ser una inmunoterapia del cancer con éxito.

Ejemplo 2 - Uso de una proteina de choque térmico, HSP70 en combinacion con bibliotecas de ADNc especificas de
6rgano expresadas por virus oncoliticos para tratar el cancer

Se usaron virus de la estomatitis vesicular que contenian una biblioteca de ADNc de tejido de préstata humana
(OSOVIASAL de la biblioteca de antigenos de préstata humana) en combinacion con HSP70 recombinante (Sigma-
Aldrich, St Louis, Producto n® H7283) para evaluar la capacidad de combinacion para aumentar las respuestas de IL-
17. Brevemente, se sembraron células de ganglios linfaticos y esplenocitos mezclados de ratones C57BL/6 con 108
células por pocillo. Después de una incubacién, las células se infectaron con los virus de la estomatitis vesicular que
contenian la biblioteca de ADNc de tejido de préstata humano (MDI = 1) en presencia de 10 ug/ml de HSP70
recombinante. 72 y 144 horas después de la siembra inicial, se afadieron células adicionales (108 células por
pocillo) a cada pocillo (Figura 10). Ademas, 72 y 144 horas después de la infeccién inicial, se llevaron a cabo
infecciones adicionales en presencia de HSP70 recombinante (Figura 10). 72 horas después de la tercera infeccion
las células se incubaron con (a) un lisado de células de cancer de préstata (lisado de células TC2), (b) un lisado de
células de melanoma (lisado de células B16), (c) un lisado de células de préstata de ratdn normales, (d) un lisado de
células de pancreas de ratén normales, o (e) sin lisado, durante 48 horas. Después de 48 h de incubacion, se evalu6é
en las células por ELISA la liberacion de IL-17. Los lisados de células de cancer de prostata y de células de prostata
normales produjeron una respuesta de IL-17 notable en esplenocitos en comparacién con la respuesta medida para
células expuestas a los otros lisados (Figura 11). Estos resultados demuestran que la adicién de HSP-70 a VSV que
expresan ADNc a la préstata aumentaba la respuesta autoinmunitaria de IL-17 tanto contra tejidos de tumores como
de érganos normales.

Ejemplo 3 - Uso de una biblioteca de ADNc especifica de tumor expresada por virus oncoliticos para tratar el cancer

Se hizo una biblioteca de ADNc usando acido nucleico de células tumorales de melanoma B16ova de ratéon y se
clonaron en virus de la estomatitis vesicular (VSV). La biblioteca de VSV se denominé OSOVITAL-ova.

En un estudio in vivo, se inyectaron a ratones C57BL/6 células de tumor de melanoma B16ova por via subcutanea
(sc) el dia uno. Cuando el cancer de melanoma subcutaneo era palpable, los ratones se dividieron en dos grupos
(OSOVITAL-ova y VSV-GFP) de ratones con siete ratones en cada grupo, y se realizaron las siguientes inyecciones:
inyeccién intratumoral de OSOVITAL-ova e inyeccién intratumoral de VSV-GFP. Las inyecciones se realizaron cada
dos dias para un total de 6 inyecciones. Se evalu6 la supervivencia de los ratones.

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meyer pusieron de manifiesto una diferencia notable en la supervivencia
para mamiferos tratados con OSOVITAL-ova en comparacién con mamiferos tratados con VSV-GFP (Figura 12).
Estos resultados demuestran que las bibliotecas de ADNc de células de cancer construidas en un virus tales como el
VSV, pueden inducir respuestas significativas contra células de cancer presentes en un mamifero.
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Otras realizaciones

Debe entenderse que aunque la invencién se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la
descripcion anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende una biblioteca de &cidos nucleicos codificada por un virus oncolitico para usar
en un método de tratamiento de cancer presente en un mamifero,

en donde dicha biblioteca de acidos nucleicos comprende una pluralidad de miembros acidos nucleicos diferentes,
en donde cada uno de dicha pluralidad de miembros &cidos nucleicos diferentes codifica un polipéptido de mamifero
diferente, y en donde los polipéptidos de mamifero diferentes son polipéptidos de dicho cancer o de un érgano o
tejido que es un érgano o tejido origen de dicho cancery

en donde la composicién se administra en condiciones en donde los miembros acidos nucleicos de dicha biblioteca
de é&cidos nucleicos son expresados en dicho mamifero, reduciendo asi el nimero de células de cancer viables
presentes en dicho mamifero.

2. La composicion para usar de la reivindicacion 1, en donde dicha biblioteca de acidos nucleicos es una biblioteca
de ADNc.

3. La composicion para usar de la reivindicacion 1, en donde dicho virus oncolitico es un virus de la estomatitis
vesicular.

4. La composicién para usar de la reivindicacion 1, en donde dichos miembros acidos nucleicos son moléculas de
ADNCc, en donde cada molécula de ADNc codifica un polipéptido.

5. La composicién para usar de la reivindicaciéon 1, en donde dicha biblioteca de &cidos nucleicos se administra a
dicho mamifero en combinacién con un adyuvante, en particular en donde dicho adyuvante se selecciona del grupo
que consiste en un polipéptido HSP70, un virus de la estomatitis vesicular, BCG, un virus vaccinia y un adenovirus.

6. La composicion para usar de la reivindicacion 1, en donde dichos polipéptidos de mamifero diferentes son
polipéptidos de un miembro de la misma especie que dicho mamifero, o de un miembro de una especie diferente
que la especie de dicho mamifero.

7. La composicion para usar de la reivindicacion 1, en donde dichos polipéptidos de mamifero diferentes son
polipéptidos de dicho mamifero.

8. La composicion para usar de la reivindicacion 1, en donde dicho cancer es cancer de prostata, y dichos
polipéptidos de mamifero diferentes son polipéptidos expresados por células de préstata, o

en donde dicho cancer es cancer de pulmén, y dichos polipéptidos de mamifero diferentes son polipéptidos
expresados por células de pulmén, o

en donde dicho cancer es cancer de piel, y dichos polipéptidos de mamifero diferentes son polipéptidos expresados
por células de piel.

9. La composicién para usar de la reivindicaciéon 1, en donde dicha biblioteca de acidos nucleicos comprende una
coleccion de mas de 10* miembros acidos nucleicos diferentes, y en donde cada uno de dichos 10* miembros acidos
nucleicos diferentes codifica un polipéptido de mamifero diferente, o

en donde dicha biblioteca de acidos nucleicos comprende una coleccion de mas de 10° miembros &cidos nucleicos
diferentes, y en donde cada uno de dichos 10° miembros acidos nucleicos diferentes codifica un polipéptido de
mamifero diferente, o

en donde dicha biblioteca de acidos nucleicos comprende una coleccion de mas de 10% miembros acidos nucleicos
diferentes, y en donde cada uno de dichos 108 miembros acidos nucleicos diferentes codifica un polipéptido de
mamifero diferente, o

en donde dicha biblioteca de acidos nucleicos comprende una coleccion de mas de 107 miembros &cidos nucleicos
diferentes, y en donde cada uno de dichos 107 miembros acidos nucleicos diferentes codifica un polipéptido de
mamifero diferente.

10. La composicién para usar de la reivindicacion 1, en donde dicha composicion carece de suero.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9A
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Figura 9B
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Figura 11

IL-17

pgmi

20



ES 2759015713

Figura 12
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