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DESCRIPCION

Polipéptidos immundgenos codificados por minigenes MAGE y sus utilizaciones.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a inmunologia, en particular a nuevos polipéptidos que comprenden varios epitopos
del antigeno especifico para MAGE seleccionados de entre diferentes (es decir, discretos) miembros de la familia de
la proteina MAGE, a los 4dcidos nucleicos que los codifican, a los virus recombinantes que comprenden dicho acido
nucleico, a las células que comprenden dichos 4cidos nucleicos, a las composiciones de los mismos y a su utilizacién
como agentes inmundgenos.

Antecedentes de la invencion

Las expectativas de la inmunoterapia del cdncer se basan en la identificacién de los antigenos asociados al tumor
que pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario. Especificamente, los antigenos diana que producen respuestas
mediadas por linfocitos T son de interés critico. Esto procede de las pruebas de que los linfocitos T citotxicos (CTL)
pueden producir la regresion del tumor tanto en modelos animales (Kast W. et al. (1989) Cell 59:6035; Greendberg
P. (1991) Adv. Immunol. 49:281) como en seres humanos (Boon T. et al. (1994) Annu. Rev. Immunol. 12:337). Los
antigenos reconocidos por los CTL estan constituidos por péptidos que se originan en proteinas endégenas presentadas
en asociacién con moléculas de Complejo de Histocompatibilidad principal (MHC).

El primero de dichos tumores humanos asociado al antigeno caracterizado se identificé en un melanoma. Este
antigeno (inicialmente denominado MAGE 1) se identific utilizando CTL aislados en un paciente de melanoma HLA
Al+ para identificar las células diana HLA Al transfectadas con ADN tumoral (van der Bruggen P. (1991) Science
254:1643; dichos antigenos asociados al tumor se denominan actualmente MAGE-A1, MAGE-A2, etc. para los fines
de esta solicitud se adoptara la antigua denominacién). De manera interesante, se observé que MAGE 1 pertenece a
una familia de por lo menos 12 genes intimamente relacionados situados en el cromosoma X (de Plaen, E. et al. (1994)
Immunogenetics 40:360). La secuencia de dcido nucleico de los 11 genes MAGE adicionales comparte entre el 65 y
el 85% de identidad con la de MAGE-1 (de Smet, C. et al. (1994) Immunogenetics 39: 121). Tanto MAGE 1 como
3 estdn presentes en los tejidos normales, pero se expresan tnicamente en los testiculos (de Plaen, E. et al. (1994)
Supra; de Smet, C. et al. (1994) Supra; Takahashi, K. et al. (1995) Cancer Res. 55:3478; Chomey, P. et al. (1995)
Immunogenetics 43:97). Estos resultados iniciales se han ampliado posteriormente con la identificacién de nuevas
familias de genes (es decir RAGE, BAGE, GAGE), que en su totalidad no estdn tipicamente expresadas en tejidos
normales (excepto en los testiculos) sino expresadas en una variedad de tipos tumorales.

MAGE-1 y MAGE-3 se expresan en el 48% y 76% de melanomas metastasicos respectivamente (Brasseur, F. et al.
(1995) Int. J. Cancer 63:375), entre el 35% y el 30% del cancer pulmonar no microcitico (“NSCLC”; Weynants, P. et
al. (1994) Int. J. Cancer 56:826), entre el 27% y el 48% de carcinomas de células epidermoides de la cabeza y cuello
(Eura, M. et al. (1995) Int. J. Cancer 64:304), entre el 62% y el 57% de carcinomas de células epidermoides del eséfago
(Inoue, H. et al. (1995) Int. J. Cancer 63:523), y entre el 21% y el 35% de carcinomas de células de transicion de la
vejiga (Patard, J. J. et al. (1995) Int. J. Cancer 64:60). Existen también expresadas (aunque menos frecuentemente) en
tumores de otros tipos histolégicos tales como tumores de mama, sarcomas de tejido blando y carcinoma prostitico
(Brasseur, F. er al. (1992) Int. J. Cancer 52:839; Van der Eynde et al. (1995) Curr. Opin. Immunol. 7:674). El gen
MAGE 3 se expresa también en el carcinoma colorrectal.

Numerosos epitopos/péptidos inmundgenos procedentes de las proteinas MAGE (en particular MAGE 1, 2y 3) se
han identificado y caracterizado (estudiados en van der Eynde, B. J. y Boon, T. (1997) Int. J. Chem. Lab. Res. 27:81).
Los CTL aislados de dos pacientes de melanoma se observé que reconocen a los péptidos procedentes de MAGE-1
presentados en asociacién con HLA-A1, B37 o Cw16 (Traversi C. et al. (1992) J. Exp. Med. 176:1453; Tanzarella,
S. et al. (1999) Cancer Res. 59:2668; van der Bruggen, P. et al. (1994) Eur. J. Immunol. 24:2134). En particular, se
demostr6 que el nonapéptido EADPTGHSY (aminoécidos 161 a 169 de MAGE 1) era presentado a las células del
sistema inmunitario junto con la molécula HLA-A1 de clase 1 MHC (Traversi, C. et al. (1992) Supra). Los péptidos
sintéticos utilizados para estimular los linfocitos T han facilitado también la identificacién de un epitopo de MAGE 1
presentado por HLA-A24 (Fujie, T. et al. (1999) Int. J. Cancer 80:169).

Se ha demostrado asimismo que MAGE-3 dirige la expresién de numerosos antigenos reconocidos por los CTL.
Por ejemplo, el nonapéptido EVDPIGHLY (aminodcidos 168 a 176 de MAGE 3) es reconocido junto con la molécula
HLA-ATI de clase 1 MHC (Gaugler, B. ef al. (1994) J. Exp. Med. 179:921); el decapéptido MEVDPIGHLY (aminoé-
cidos 167 a 176) junto con las moléculas HLA-B44.02 y HLA-B44.03 de clase 1 de MHC (Herman, J. et al. (1996)
Immunogenetics 43:377); el nonapéptido FLWGPRALV (aminodcidos 271 a 279) junto con la molécula HLA-A2.01
de clase 1 de MHC (van der Bruggen, P. et al. (1994) Eur. J. Immunol. 24:3038). Ademds, van der Bruggen y colegas
han identificado seis epitopos adicionales procedentes de MAGE que se presentan a CTL junto con HLA-A3, A28,
B7, B53, Cw2 y Cw3 (Chaux, P. et al. (1999) J. Immunol. 163:2928; Luiten, R. et al. (2000), Tissue Antigens, 55:en
imprenta). De manera interesante, se ha observado recientemente que un epitopo de MAGE 1 identificado anterior-
mente como un epitopo reconocido por CTL junto con HLA-A1 puede también ser presentado a CTL junto con tanto
HLA-B3501 como B3503 (van der Bruggen, P. et al. (2000), propuesto).
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La presente invencién da a conocer nuevos polipéptidos que comprenden varios epitopos distintos del antigeno
especifico para MAGE seleccionados de entre diferentes (es decir discretos) miembros de la familia de la protei-
na MAGE, 4cidos nucleicos que codifican a éstos, virus recombinantes y/o células que comprenden dichos dcidos
nucleicos, composiciones de los agentes mencionados anteriormente y su utilizacién en la generacion de respuestas
inmunitarias especificas para MAGE.

Sumario de la invencion

La presente invencion comprende péptidos inmundgenos que comprenden un fragmento de una proteina MAGE-
1 que comprende un primer epitopo del antigeno especifico para MAGE que presenta la secuencia EADPTGHSY
y un fragmento de una proteina MAGE-3 que comprende un segundo epitopo del antigeno especifico para MAGE
que presenta la secuencia EVDPIGHLY. Los aspectos adicionales de la invencidn contienen los polipéptidos en los
que dichos epitopos del antigeno especifico para MAGE estdn unidos directamente o se unen mediante una secuencia
enlazadora de aminodacidos.

En un aspecto adicional de la invencién, el polipéptido comprende un primer epitopo del antigeno especifico para
MAGE procedente de MAGE 1 que presenta la secuencia de aminodcidos EADPTGHSY y un segundo epitopo del
antigeno especifico para MAGE procedente de MAGE-3 que presenta la secuencia de aminodcidos EVDPIGHLY.
Incluso en aspectos adicionales, el polipéptido consiste en/comprende la secuencia de aminodcidos de SEC. ID. n®: 1
(Figura 2).

Como se apuntd anteriormente, los aspectos de la invencidn contienen los dcidos nucleicos que codifican los po-
lipéptidos mencionados anteriormente. Por consiguiente, los aspectos de la invencién consisten en/comprenden la
secuencia de dcido nucleico de SEC. ID. n°: 2 (Figura 1). En aspectos adicionales de la invencion, el 4cido nucleico es
un ADN seleccionado de entre el grupo constituido por dcido nucleico virico, plasmido, ADN bacteriano, ADN des-
nudo/libre y ARN. Incluso en aspectos adicionales, el dcido nucleico virico se selecciona de entre el grupo constituido
por adenovirus, alfa-virus y poxvirus. Incluso todavia en formas de realizacion adicionales, el poxvirus se selecciona
de entre el grupo constituido por ALVAC, NYVAC, TROVAC y MVA.

Los aspectos especificos de la invencién contienen ademads virus recombinantes en los que se inserta un dcido nu-
cleico que codifica un polipéptido de la invencidn, en el que el virus recombinante produce la expresion de polipéptido
en una célula infectada. En un aspecto adicional de la invencion, las células infectadas con dichos virus recombinantes
son capaces de provocar una respuesta inmunitaria dirigida contra:

(i) el polipéptido; y/o
(i1) un epitopo del antigeno especifico para MAGE del polipéptido; y/o

(iii) una proteina MAGE o un fragmento de la misma que comprende un epitopo del antigeno especifico para
MAGE del polipéptido; y/o

(iv) células que expresan la proteina MAGE o fragmentos de la misma, el polipéptido y un epitopo del antigeno
especifico para MAGE del polipéptido; y/o

(v) células que unen dicha proteina MAGE o fragmentos de la misma, el polipéptido y un epitopo del antigeno
especifico para MAGE del polipéptido.

Aspectos adicionales de la invencién contienen virus recombinantes seleccionados del grupo constituido por ade-
novirus, alfavirus y poxvirus; las formas de realizacién especificas contienen ALVAC.

Aspectos adicionales de la invencién contienen las composiciones de los polipéptidos, dcidos nucleicos y virus
recombinantes mencionados anteriormente. Estas composiciones pueden opcionalmente incluir adyuvantes.

La invencién proporciona ademds células que comprenden el(los) dcido(s) nucleico(s) mencionado(s) anterior-
mente, en las que dichas células expresan un polipéptido de la invencién. En aspectos adicionales de la invencion, las
células unen los fragmentos de escision de un polipéptido de la invencidn (estos dltimos fragmentos son producidos
opcionalmente por una proteasa). Incluso todavia en aspectos adicionales, las células que expresan el polipéptido tam-
bién expresan una molécula MHC HLA de clase 1. Incluso todavia en aspectos adicionales, las células que expresan
el polipéptido son células que presentan el antigeno.

La invencidén proporciona ademds un procedimiento para provocar una respuesta inmunitaria en un animal dirigida
contra:

() el polipéptido; y/o

(ii) un epitopo del antigeno especifico para MAGE del polipéptido; y/o
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(ii1) una proteina MAGE o un fragmento de la misma que comprende un epitopo del antigeno especifico para
MAGE del polipéptido; y/o

(iv) células que expresan la proteina MAGE o fragmentos de la misma, el polipéptido y un epitopo del antigeno
especifico para MAGE del polipéptido; y/o

(v) células que unen dicha proteina MAGE o fragmentos de la misma, el polipéptido y un epitopo del antigeno
especifico para MAGE del polipéptido.

que comprende administrar a dicho animal un polipéptido, o un dcido nucleico, o un virus recombinante, o una célula
de la invencion en una cantidad suficiente para provocar una respuesta inmunitaria.

La invencién todavia en un aspecto adicional proporciona un tratamiento para el cdncer que comprende cualquiera
de los procedimientos mencionados anteriormente para producir respuestas inmunitarias.

La invencién todavia en un aspecto adicional proporciona la utilizacién de los polipéptidos de la invencién para la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento del cdncer.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultardn evidentes a partir de la descripcion detallada
siguiente. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos aunque indican formas
de realizacién especificas de la invencién se proporcionan inicamente a titulo ilustrativo.

Breve descripcion de las figuras
La invencién se entenderd mejor haciendo referencia a los dibujos en los que:

La Figura 1 presenta una secuencia de ADN de una sola cadena que comprende Minigén de MAGE 1/3 codificado
por ésta (SEC. ID. n® 2) correspondiente a la insercién del montaje ALVAC(1)- Minigén de MAGE 1/3 denominado
vCP1469A.

La Figura 2 presenta una secuencia de aminodcidos (SEC. ID. n® 1) del Minigén de MAGE 1/3 codificado por la
secuencia de ADN de la Figura 1.

La Figura 3 describe una representacion esquemadtica del perfil de la cartografia de restriccién de Xho I del montaje
ALVAC(1)- Minigén de MAGE 1/3 (vCP1469A).

La Figura 4 presenta los datos que describen la capacidad del montaje ALVAC(1)- Minigén de MAGE 1/3
(vCP1469A) de la Figura 3 para expresar el epitopo del antigeno especifico tanto de MAGE 1 como de 3 después
de la infeccién de células dendriticas con virus recombinante que comprende dicho montaje de ALVAC.

La Figura 5 presenta los datos que describen la capacidad del epitopo del antigeno especifico de MAGE 1 proce-
dente del montaje ALVAC(1)- Minigén de MAGE 1/3 (vCP1469A) de la Figura 3 para presentarse en asociacién con
ambas moléculas MHC HLA-A1 y HLA-B35.

La Figura 6 presenta los datos que describen la capacidad del epitopo del antigeno especifico de MAGE 3 proce-
dente del montaje ALVAC(1)- Minigén de MAGE 1/3 (vCP1469A) de la Figura 3 para presentarse en asociaciéon con
las moléculas MHC HLA-B35.

Descripcion detallada de la invencion

Todos los agentes y composiciones de la invencién presentan la capacidad de producir o provocar una respuesta
inmunitaria contra dicho polipéptido, un epitopo del antigeno especifico para MAGE de dicho polipéptido, una pro-
teina MAGE o un fragmento de la misma que comprende un epitopo del antigeno especifico para MAGE de dicho
polipéptido o las células que se unen y/o que expresan el polipéptido mencionado anteriormente, un epitopo del anti-
geno especifico para MAGE, una proteina MAGE o un fragmento de la misma. Una “respuesta inmunitaria” se define
como cualquier respuesta del sistema inmunitario, por ejemplo, de naturaleza mediada por células (es decir, mediada
por linfocitos T citotéxicos) o humoral (es decir, mediada por anticuerpos).

Dentro del contexto de las respuestas inmunitarias mediadas por células, las proteinas antigénicas asociadas al
tumor (tales como los miembros de la familia MAGE) son procesadas por proteasas intracelulares en péptidos de epi-
topo mas pequefios que se transportan posteriormente a la superficie de la célula intimamente unida en una hendidura
sobre una molécula MHC HLA de clase 1. Los linfocitos T reconocen estos pequefos péptidos del epitopo solamente
cuando se presentan en asociacion con las moléculas MHC HLA de clase I sobre la superficie de células apropiadas.
Asimismo, en el contexto de las respuestas inmunitarias humorales las proteinas pueden procesarse en péptidos de
epitopos mds pequefios que se presentan posteriormente sobre las superficies celulares (es decir, células que presen-
tan el antigeno) en asociaciéon con moléculas MHC HLA de clase II. Dichos complejos son reconocidos por células
apropiadas del sistema inmunitario humoral.
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Como es bien conocido por los expertos en la materia, los péptidos cortos (es decir, epitopos) compuestos de
secuencias de aminodcidos de aproximadamente 9 a 12 amino-4cidos procedentes de antigenos son capaces de unirse
directamente en el interior de la hendidura de una molécula HLA de clase 1 sin tratamiento intracelular. Como se indicé
anteriormente, se ha identificado un nimero de dichos péptidos epitdpicos procedentes de proteinas MAGE (es decir,
epitopos antigénicos especificos para MAGE). Ademas, se ha demostrado la capacidad de algunos de los epitopos
antigénicos especificos para MAGE para producir/provocar respuestas inmunitarias en las que se lisan células diana
apropiadas que expresan a MAGE. Los polipéptidos de la presente invencion provocan una respuesta inmunitaria mejor
a las células diana apropiadas que expresan a MAGE en comparacién con la observada cuando solamente se emplea
como inmundgeno un Unico epitopo antigénico especifico para MAGE. Ademas, la seleccion apropiada de epitopos
proporcionard la ventaja de un polipéptido inmunégeno capaz de provocar o producir una respuesta inmunitaria en una
poblacién de individuos no restringida a una sola subclase MHC HLA. Ademads, la unién de los epitopos antigénicos
especificos para MAGE en un solo polipéptido permite la administraciéon de un solo inmunégeno a individuos (en
contraste con una mezcla de distintos péptidos individuales). Como tal, el polipéptido se trata de manera apropiada
para permitir a los epitopos antigénicos individuales especificos para MAGE contenidos en éste que se presenten en
asociacion con las moléculas HLA de clase 1 aplicables en superficies celulares aplicables.

Los epitopos antigénicos individuales especificos para MAGE que comprenden el polipéptido de la presente in-
vencién pueden variar cada uno en el nimero de aminodcidos, comprendiendo tipicamente entre aproximadamente
9 y 10 aminoécidos. En una forma de realizacién de la invencion, los epitopos antigénicos especificos para MAGE
comprenden cada uno 9 aminodcidos.

Los epitopos antigénicos especificos para MAGE 1 se dan a conocer en las patentes U.S. n° 5.405.940, n® 5.695.994
y n° 5.843.448 y estan publicadas en la solicitud PCT WO 9504542; numerosos epitopos antigénicos especificos para
MAGE 2 se dan a conocer en las patentes U.S. n° 5.554.724, n°® 5.686.068 y estdn publicados en la solicitud PCT
WO 9525530; numerosos epitopos antigénicos especificos para MAGE 3 se dan a conocer en las patentes U.S. n°
5.462.871, n° 6.025.474, n° 5.851.523, n® 5.965.535, n® 5.554.506, n° 5.591.430 y n° 5.585.461 y estdn publicados en
las solicitudes PCT WO 9525739, WO 9626214 y WO 9731017, y los epitopos antigénicos especificos para MAGE 6
se dan a conocer en la solicitud PCT publicada WO 9810780.

El polipéptido de la presente invencién comprende un fragmento de una proteina MAGE-1 que comprende un
primer epitopo antigénico especifico para MAGE que presenta la secuencia EADPTGHSY y un fragmento de una
proteina MAGE-3 que comprende un segundo epitopo antigénico especifico para MAGE que presenta la secuencia
EVDPIGHLY. Debe observarse que los epitopos mencionados anteriormente comprendidos por las formas de rea-
lizacién del polipéptido de esta invencidn pueden unirse directamente o conectarse por una secuencia enlazadora
de aminodcidos. Dichas secuencias enlazadoras de aminodcidos para unir los epitopos antigénicos especificos para
MAGE pueden comprender entre 1 y aproximadamente 25 aminoacidos. En una forma de realizacidn, el enlazador
comprende 16 aminodcidos. En formas de realizacién adicionales de la invencion, el polipéptido y/o la secuencia en-
lazadora de aminoacidos comprende ademads una secuencia de aminoécidos escindible por actividad proteolitica. Una
forma de realizacion especifica de la invencién consiste en el polipéptido cuya secuencia estd indicada por SEC. ID.
n®% 1 (Figura 2).

Los polipéptidos de la invencién pueden prepararse utilizando una variedad de procedimientos conocidos por un
experto en la materia. Por consiguiente, pueden utilizarse procedimientos de ADN recombinante para proporcionar es-
tos polipéptidos. Las secuencias de dcido nucleico que codifican los polipéptidos de la invencién pueden incorporarse
de manera conocida en vectores de expresion apropiados (es decir, vectores de expresion recombinantes). Los posibles
vectores de expresion incluyen (pero no se limitan a) césmidos, pldsmidos o virus modificados (p. ej. retrovirus con
replicacion defectuosa, adenovirus y virus adenoasociados, lentivirus, poxvirus), siempre que el vector sea compatible
con la célula hospedadora utilizada. La expresién “vector es compatible con la célula hospedadora” se define como
que contempla que el(los) vector(es) de expresion contiene(n) una molécula de dcido nucleico de la invencién (des-
crita a continuacién) y que ayudan a la(s) secuencia(s) reguladora(s) seleccionada(s) sobre la base de la(s) célula(s)
hospedadora(s) que debe utilizarse para la expresion, estando dicha(s) secuencia(s) reguladora(s) ligada(s) funcional-
mente a la molécula de dcido nucleico. “Funcionalmente ligada” quiere decir que el 4cido nucleico estd ligado a la(s)
secuencia(s) reguladora(s) de tal manera que permite la expresion del dcido nucleico. Las secuencias reguladoras ade-
cuadas pueden proceder de varias fuentes, incluyendo genes bacterianos, micéticos o viricos. (Por ejemplo, véanse las
secuencias reguladoras descritas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990). La seleccion de la(s) secuencia(s) reguladora(s) apropiada(s) depende de la(s) célula(s)
hospedadora(s) seleccionada(s), y puede llevarse a cabo facilmente por un experto en la materia. Ejemplos de dichas
secuencias reguladoras incluyen las siguientes: un activador y potenciador de transcripcion, una secuencia de fijacién
de ARN polimerasa o una secuencia de fijacién ribosémica (incluyendo una sefial de iniciacién de la traduccién).
Dependiendo de la célula hospedadora seleccionada y del vector empleado, pueden incorporarse otras secuencias adi-
cionales (tal como un origen de replicacién, secuencias de restriccién de ADN adicionales, potenciadores y secuencias
que proporcionan inducibilidad de transcripcion) en el vector de expresion.

Los vectores de expresion de la invencién mencionados anteriormente pueden contener ademds un gen marcador
seleccionable que facilita la seleccioén de células hospedadoras transformadas o transfectadas con una molécula re-
combinante de la invencién. Ejemplos de genes marcadores seleccionables son los genes que codifican una proteina
tal como G418 e higromicina (que proporciona resistencia a determinados farmacos), 5-galactosidasa, cloranfenicol
acetiltransferasa o luciferasa de luciérnaga.
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La transcripcién del gen marcador seleccionable se controla mediante cambios en la concentracion de la proteina
del marcador seleccionable tal como -galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa o luciferasa de luciérnaga. Las
células transformadoras pueden seleccionarse con moléculas de seleccion apropiadas si el gen marcador seleccionable
codifica una proteina que proporciona resistencia al antibidtico (es decir, G418 en el contexto de resistencia a la neomi-
cina). Como es conocido por un experto en la materia, las células que han incorporado el gen marcador seleccionable
sobrevivirdn, mientras que las células que no han incorporado ningtin marcador detectable morirdn. Esto hace posible
observar y ensayar la expresion de los vectores de expresion recombinante de la invencién. Se apreciard asimismo que
los marcadores seleccionables puedan introducirse en un vector independiente del dcido nucleico de interés.

Los vectores de expresién recombinante pueden contener asimismo genes que codifican un grupo de fusién que
proporciona aumento de expresion de los polipéptidos de la invencidn; aumento de solubilidad de los polipéptidos de
la invencién; y/o ayudas en la purificacién de una proteina recombinante diana actuando como un ligando en la puri-
ficacion por afinidad. Por ejemplo, puede afiadirse una secuencia de escision proteolitica al polipéptido recombinante
diana para permitir la separacién del péptido o péptidos del polipéptido recombinante procedentes del grupo de fusién
después de la purificacion de la proteina de fusion.

Los polipéptidos de la invencién pueden prepararse también por sintesis quimica utilizando técnicas bien conocidas
en la quimica de las proteinas tal como la sintesis en fase s6lida (Merrifield (1964) J. Am. Chem. Assoc. 85:2149) o
sintesis en solucién homogénea (Methods of Organic Chemistry, E. Wansch (Ed.) vol. 15, partes I y II, Thieme,
Stuttgart (1987)).

Las formas de realizacion adicionales de la invencidn contienen los d4cidos nucleicos que codifican los polipéptidos
descritos anteriormente. Como se define en la presente memoria, “4cido(s) nucleico(s)” contienen (pero no se limitan a)
acido(s) nucleico(s) virico(s), plasmido(s), ADN bacteriano, ADN y ARN desnudos/libres. Los 4cidos nucleicos con-
tienen tanto formas monocatenarias como bicatenarias. Como tales, estos dcido nucleicos comprenden las secuencias
bdsicas aplicables que codifican los polipéptidos mencionados anteriormente. Para fines de cardcter definitivo, las
“secuencias bdsicas aplicables que codifican los polipéptidos mencionados anteriormente” comprenden ademads se-
cuencias de 4cido nucleico complementarias.

En una forma de realizacién de la invencién, el 4cido nucleico tiene la secuencia indicada por la SEC. ID. n°®: 2
(Figura 1). En otras formas de realizacién de la invencion, los dcidos nucleicos comprenden esta secuencia (es decir,
la SEC. ID. n®: 2 (Figura 1)).

Como se manifesto anteriormente, la presente invencién comprende asimismo las secuencias de dcido nucleico que
son complementarias asi como anticomplementarias con la secuencia indicada por la SEC. ID. n% 2 y las variantes
de la secuencia equivalente de la misma. Un experto en la materia puede determinar dichas secuencias de acido
nucleico complementarias o anticomplementarias. Asimismo forman parte de la invencién las secuencias de acido
nucleico que se hibridan con una de las moléculas de 4cido nucleico mencionadas anteriormente en condiciones
severas. “Condiciones severas” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a los pardmetros habituales en
la técnica y dichos parametros se exponen por ejemplo en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook,
et al., eds., segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989 o Current
Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons Inc., Nueva York. Un experto en la
materia seria capaz de identificar homdlogos de 4cidos nucleicos que codifican polipéptidos de MAGE de la invencién
asi como identificar las células y bancos para la expresién de dichas moléculas que se aislan a continuacién, seguido
del aislamiento de la molécula de acido nucleico pertinente y del secuenciado.

Obsérvese que las moléculas de 4cido nucleico descritas en la presente memoria representan una forma de realiza-
cion preferida de la invencién. La invencién comprende asimismo los dcidos nucleicos degenerados que se diferencian
de las secuencias mencionadas anteriormente. Debido a la degeneracion del cédigo genético, las variaciones en la
secuencia de ADN produciran la traduccion de péptidos equivalentes. Se entiende por lo tanto que pueden hacerse nu-
merosas selecciones de nucledtidos que conducirdn a una secuencia capaz de dirigir la produccién de los polipéptidos
o de sus andlogos funcionales de la presente invencién. Como resultado, se incluyen sustituciones en el alcance de la
invencion.

El 4cido nucleico virico de la invencién puede proceder de un virus de viruela o de otro virus tal como un adenovirus
o alfavirus. Como tales, los dcidos nucleicos viricos que comprenden una secuencia de dcido nucleico que codifica un
polipéptido de la invencién se denominan para la exposicién a continuacién como un “vector virico”. Preferentemente
el vector virico es incapaz de integracion en células animales del receptor. Los elementos para la expresion de dicho
vector pueden incluir un activador adecuado para la expresién en células animales del receptor.

Se han descrito vectores de adenovirus y procedimientos para su construccion (p. ej. las patentes U.S. n° 5.994.132,
n°®5.932.210, n° 6.057.158 y las solicitudes PCT publicadas WO 9817783, WO 9744475, WO 9961034, WO 9950292,
WO 9927101, WO 9720575, WO 9640955 y WO 9630534).

Los vectores de alfavirus han sido también descritos en la técnica y pueden utilizarse en las formas de realizacion
de la presente invencidn (p. ej. las patentes U.S. n° 5.792.462, n° 5.739.026, n° 5.843.723, n® 5.789.245 y las solicitudes
PCT publicadas WO 9210578, WO 9527044, WO 9531565, WO 9815636), ya que presentan vectores de lentivirus
(p. ¢j. las patentes U.S. n° 6.013.516, n° 5.994.136 y las solicitudes PCT publicadas WO 9817816, WO 9712622,
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WO 9817815, WO 9839463, WO 9846083, WO 9915641, WO 9919501, WO 9930742, WO 9931251, WO 9851810,
WO 0000600). Los vectores de poxvirus que pueden utilizarse incluyen, por ejemplo, vacunas y poxvirus del canario
(tal como se describe en las patentes U.S. n® 5.364.773, n® 4.603.112, n°® 5.762.938, n°® 5.378.457, n® 5.494.807, n°
5.505.941, n° 5.756.103, n° 5.833.975 y n° 599.009).

Los vectores de poxvirus que comprenden un dcido nucleico que codifica polipéptidos de la invencién pueden
obtenerse por recombinacién homdéloga como es conocido por un experto en la materia. Como tal, el polinucle6tido
de la invencion se inserta en el genoma virico en condiciones apropiadas para la expresién en células de mamiferos
(tal como se describe a continuacién).

En una forma de realizacion de la invencidn, el vector de la vacuna de la viruela es ALVAC (1) o ALVAC (2) (los
cuales se han obtenido del poxvirus del canario). ALVAC (1) (o ALVAC (2)) no se replican de manera productiva
en anfitriones no aviares, una caracteristica que se cree que mejora su perfil de seguridad. ALVAC (1) es un vector
basado en el poxvirus del canario atenuado que era un derivado clonado en placa de la vacuna de la viruela del
canario autorizada, Kanapox (Tartaglia et al. (1992) Virology 188:217; patentes U.S. n° 5.505.941, n°® 5.756.103 y n°
5.833.975).

ALVAC (1) presenta algunas propiedades generales que son las mismas que algunas propiedades generales de
Kanapox. Los virus recombinantes a base de ALVAC que expresan inmundgenos extrinsecos se ha demostrado que
son eficaces como vectores de vacuna (Tartaglia et al., en AIDS Research Reviews (vol. 3) Koff W., Wong-Staol F.
y Kenedy R. C. (eds.), Marcel Dekker NY, pags. 361-378 (1993a); Tartaglia, J. ef al. (1993b) J. Virol. 67:2370). Por
ejemplo, ratones inmunizados con ALVAC (1) recombinante que expresan la glucoproteina del virus de la rabia se
protegieron de la prueba por provocacién letal con virus de la rabia (Tartaglia, J. et al., (1992) supra) demostrando el
potencial de ALVAC (1) como vector de vacuna. Recombinantes a base de ALVAC se ha demostrado que son eficaces
en la prueba de provocacion en perros con virus del moquillo canino (Taylor, J. ef al. (1992) Virology 187:321) y
virus de la rabia (Perkus, M. E. et al., en Combined Vaccines and Simultaneous Administration: Current Issues and
Perspective, Annals of the New York Academy of Sciences (1994)), en la prueba de provocacién en gatos con virus de
leucemia felina (Tartaglia, J. et al., (1993b) supra) y en la prueba de provocacién en caballos con el virus de la gripe
equina (Taylor, J. et al., en Proceedings of the Third International Symposium on Avian Influenza, Univ. de Wisconsin-
Madison, Madison, Wisconsin, pags. 331-335 (1993)).

ALVAC (2) es un vector de ALVAC de segunda generacion en el que los elementos E3L y K3L de transcripcién
de la vacuna han sido insertados en el locus C6 (patente U.S. n® 5.990.091). El E3L codifica una proteina capaz de
unirse especificamente a ARNds. El ORF de K3L presenta homologia significativa con E1F-2. Dentro de ALVAC (2)
el gen E3L estd bajo el control de la transcripcién de su activador natural, mientras que K3L ha sido colocado bajo el
control del activador H6 precoz/tardio de la vacuna. Los genes E3L y K3L actdan para inhibir la actividad de PKR en
las células infectadas con ALVAC (II), lo que permite el aumento del nivel y la persistencia de la expresion del gen
extrafio.

Los vectores viricos adicionales contienen poxvirus naturales restringidos al anfitrién. El virus avipox (FPV) es el
virus prototipico del género Avipox de la familia Poxvirus.

La replicacion de los virus avipox estd limitada a las especies aviares (Matthews, R. E. F. (1982) Intervirology
17:42) y no existen descripciones en la bibliografia del virus avipox que produzca una infeccién productiva en cual-
quier especie no aviar incluyendo al hombre. Esta descripcion del anfitrién proporciona una barrera de seguridad
inherente a la transmisién del virus a otras especies y utiliza vectores a base del virus avipox en aplicaciones veterina-
rias y humanas como propuesta atractiva.

Se ha utilizado con ventaja FPV como vector que expresa inmundgenos procedentes de patégenos de aves de corral.
La proteina hemoaglutinina de un virus de la gripe aviar virulento se expresé en un FPV recombinante. Después de la
inoculacién del recombinante en pollos y pavos, se provocé una respuesta inmunitaria que produjo proteccién contra
una prueba de provocacion del virus de la gripe virulento homoélogo o heterdlogo (Taylor, J. et al. (1988) Vaccine
6:504). También se han desarrollo los recombinantes de FPV que expresan las glucoproteinas de la superficie del virus
de la enfermedad de Newcastle (Taylor, J. et al. (1990) J. Virol. 64:1441; Edbauer, C. et al. (1990) Virology 179:901);
patente U.S. n° 5.766.599).

Una cepa de vacuna muy atenuada, denominada M VA, se ha utilizado también como vector para las vacunas a base
de poxvirus. La utilizacién de MVA se describe en la patente U.S. n° 5.185.146. Otros vectores del poxvirus atenuados
se han preparado por modificacién genética para cepas naturales de vacunas. El vector NYVAC, por ejemplo, se
obtiene por delecién de virulencia especifica y de los genes del intervalo del anfitrién de la cepa Copenhague de
vacuna (Tartaglia, J. et al. (1992), supra; patentes U.S. n° 5.364.773 y n° 5.494.807) y se ha demostrado que es util
como vector recombinante en la produccién de una respuesta inmunitaria protectora contra los antigenos extrafios
expresados.

Los poxvirus recombinantes pueden construirse por un procedimiento conocido por los expertos en la materia
(tal como se describié anteriormente para la vacuna y los virus avipox; patentes U.S. n® 4.769.330; n°® 4.722.848; n°
4.603.112; n°5.110.587 y n°® 5.174.993.
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Como tal, una forma de realizacién de la invencién comprende un virus recombinante que comprende un virus en el
que se inserta un 4cido nucleico que codifica un polipéptido de la invencién, produciendo dicho virus recombinante la
expresion del polipéptido en una célula infectada. En otras formas de realizacién de la invencién el virus recombinante
se selecciona de entre el grupo constituido por adenovirus, alfavirus y poxvirus. Incluso en otras formas de realizacion,
el virus recombinante es ALVAC. Todavia incluso en otra forma de realizacion de la invencidn, el virus recombinante
es ALVAC(1) en el que se inserta el dcido nucleico de la Figura 1 (SEC. ID. n°®: 2) que codifica el polipéptido de la
Figura 2 (SEC. ID. n%: 1). Ademads, el 4cido nucleico virico recombinante de dicho virus recombinante en una forma
de realizacién de la invencion estd mas caracterizado porque esta representado esquematicamente en la Figura 3.

Se ha descrito el ADN bacteriano ttil en las formas de realizacién de la invencién y es conocido por los expertos
en la materia. Estas bacterias incluyen, por ejemplo, Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae, Lactobacillus, bacilo de
Calmette Guérin (BCG) y Streptococcus.

En formas de realizacién adicionales, pueden utilizarse bacterias vivas y/o atenuadas por si mismas como vectores
para dcidos nucleicos de la presente invencion. Por ejemplo, pueden utilizarse cepas mutantes de Vibrio cholerae no
toxicas como vectores bacterianos en las formas de realizacién de la presente invencién; como se describe en la patente
U.S.n°4.882.278 (que da a conocer una cepa en la que una cantidad sustancial de la secuencia de codificacién de cada
uno de los dos alelos ctxA se ha eliminado de modo que no se produce ninguna toxina de célera operativa), documento
WO 92/11354 (cepa en la que el locus irgA estd inactivado por mutacién; esta mutacion puede combinarse en una
unica cepa con mutaciones de ctxA) y documento WO 94/1533 (mutante por delecién que carece de las secuencias de
ADN cxA fucional y a#fRS1). Estas cepas pueden modificarse genéticamente para expresar los antigenos heter6logos,
tal como se describe en el documento WO 94/19482.

Una dosis inmundgena eficaz de una cepa de Vibrio cholerae capaz de expresar unos polipéptidos codificados por
una molécula de ADN de la invencién puede contener, por ejemplo, entre aproximadamente 1x10° y aproximadamente
1x10°, preferentemente entre aproximadamente 1x10° y aproximadamente 1x10® bacterias viables en un volumen
apropiado para la via de administracion seleccionada.

Las cepas de Salmonella typhimurium atenuadas, modificadas genéticamente para la expresion recombinante de
antigenos heter6logos y su utilizacién como inmundgenos orales se describen, por ejemplo, en el documento WO
92/11361.

Como se indicé anteriormente, los expertos en la materia apreciardn facilmente que otras cepas bacterianas ttiles
como fuentes de ADN y/o de vectores bacterianos en las formas de realizacién de la presente invencion incluyen Shi-
gella flexneri, Streptococcus gordonii y bacilo de Calmette Guerin (como se describe en los documentos WO 88/6626,
WO 90/0594, WO 91/13157, WO 92/1796 y WO 92/21376). En las formas de realizacién con ADN bacteriano de la
presente invencién, puede insertarse un dcido nucleico de la invencion en el genoma bacteriano, puede permanecer en
estado libre o puede llevarse a cabo en un plasmido.

Las células que comprenden los 4cidos nucleicos mencionados anteriormente que codifican los polipéptidos de
la presente invencién contienen mds formas de realizacion de la invencién. Estas células contienen cualquier célula
potencial en la que puede introducirse y/o transfectarse un 4cido nucleico de la presente invencién. La seleccién
del procedimiento para la introduccién y/o transfeccion en las células depende de la naturaleza intrinseca del dcido
nucleico (es decir, del virus recombinante, pldsmido), como conoce un experto en la materia (por ejemplo, como se
da a conocer en Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al. (Eds.), John Wiley and Sons, Inc., N.Y.,
U.S.A. (1998), cap. 9; Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2* ed.), J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis
(Eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., U.S.A. (1989), caps. 1, 2, 3 y 16).

Esta bien documentado que las proteinas de clase I y clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
realizan una funcién inmunolégica central en el enfoque de los linfocitos T del sistema inmunitario (es decir linfocitos
T CD8+ y CD4+). Las proteinas MHC de clase I se expresan en casi todos los tipos de células nucleadas en todo el
cuerpo humano; las moléculas MHC de clase II se expresan principalmente en las células que presentan el antigeno
(APC; es decir fagocitos mononucleares, células dendriticas de Langerhans y linfocitos B). Estas clases distintas de
moléculas de la superficie celular (es decir, de clase I y clase II) presentan péptidos/epitopos (procedentes del trata-
miento intracelular de antigenos de proteinas) a linfocitos T (linfocitos T CD8+ y CD4+ respectivamente) iniciando
de este modo las respuestas inmunitarias tanto celulares como humorales. Generalmente, los epitopos/péptidos proce-
dentes de aloantigenos, los antigenos tumorales o los virus se presentardn junto con las moléculas MHC de clase I; los
antigenos/proteinas extracelulares se presentaran junto con las moléculas MHC de clase II. Sin embargo, en algunos
contextos también pueden presentarse antigenos endégenos junto con moléculas MHC de clase II. [Estos principios in-
munoldégicos generales estdn bien descritos en la técnica como, por ejemplo, en Encyclopedia of Immunology (2* ed.),
Peter J. Delves (ed.-in-Chief), Academic Press, San Diego, U.S.A., pags. 174-8, 191-8, 1108-13, 1690-709 (1998)].

Como tales, las formas de realizacién de la invencién contienen las células en las que se ha introducido/transfectado
un 4cido nucleico de la invencién, en el que dichas células expresan un polipéptido de la invencién. En formas de
realizacién adicionales, dichas células son capaces de unir los fragmentos de escision (es decir epitopos/péptidos) del
polipéptido. Incluso todavia en formas de realizacién adicionales, estos fragmentos de escisién son producidos por
una proteasa.
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Tal como se concibe en la presente memoria, las formas de realizacién de la invencién pueden comprender asi-
mismo las células en las que se ha introducido/transfectado un 4cido nucleico de la invencién en el que dichas células
expresan también una molécula MHC HLA (es decir, de clase I y/o de clase II). En formas de realizacién adiciona-
les, estas células son células que presentan el antigeno, seleccionadas posiblemente de entre el grupo constituido por
fagocitos mononucleares, células dendriticas de Langerhans (“célula(s) dendritica(s)”) y linfocitos B.

Las formas de realizacién adicionales de la presente invencion contienen ademds composiciones farmacéuticas
que comprenden los polipéptidos de la invencién mencionados anteriormente, dcidos nucleicos que codifican a éstos
y/o virus recombinantes que comprenden dichos 4dcidos nucleicos para la administracion a pacientes en forma bio-
l6gicamente compatible adecuada para la administracién in vivo. “Forma biolégicamente compatible adecuada para
la administracién in vivo” significa una forma de la sustancia que ha de administrarse en la que cualquiera de los
efectos téxicos es superado por los efectos terapéuticos. La administracién de una cantidad terapéuticamente activa
de las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn, o de una “cantidad eficaz”, se define como una cantidad
eficaz a las dosis y durante los periodos de tiempo, necesarios para conseguir el resultado deseado de provocar una
respuesta inmunitaria en un paciente humano. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una sustancia puede variar
segun los factores tales como el estado patolégico/salud, edad, sexo y peso del receptor, y la capacidad inherente del
polipéptido concreto, el dcido nucleico que codifica al mismo, o el virus recombinante para provocar una respuesta
inmunitaria deseada. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica opti-
ma. Por ejemplo, pueden administrarse varias dosis divididas a diario o en intervalos periddicos, y/o la dosis puede
reducirse proporcionalmente como se indica por las exigencias de la situacion terapéutica.

Las composiciones descritas en la presente memoria pueden prepararse por los métodos conocidos por si mismos
para la preparacion de composiciones farmacéuticamente aceptables que pueden administrarse a pacientes, de modo
que una cantidad eficaz de la sustancia activa (es decir, de la composicién) se combina en una mezcla con un vehi-
culo farmacéuticamente aceptable. Se describen vehiculos adecuados, por ejemplo, en “Handbook of Pharmaceutical
Additives” (recopilados por Michael e Irene Ash, Gower Publishing Limited, Aldershot, Inglaterra (1995)). Sobre
esta base, las composiciones incluyen, aunque no exclusivamente, soluciones de las sustancias junto con uno o mas
vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables, y pueden estar contenidas en soluciones tamponadas con un pH
adecuado y/o ser isoosmoticas con los fluidos fisiol6gicos. A este respecto, puede hacerse referencia a la patente U.S.
n®5.843.456.

Los procedimientos de produccién o provocacion de una respuesta inmunitaria en un animal dirigida contra:
el polipéptido de la invencién, o
un epitopo del antigeno especifico para MAGE del polipéptido, o

una proteina MAGE o un fragmento de la misma que comprende un epitopo del antigeno especifico para
MAGE, o

células que expresan la proteina MAGE o fragmentos de la misma, el polipéptido de la invencién o un
epitopo del antigeno especifico para MAGE del polipéptido, o

células que unen dicha proteina MAGE o fragmentos de la misma, el polipéptido de la invencién o un
epitopo del antigeno especifico para MAGE del polipéptido,

que comprende la etapa de administrar a dicho animal un polipéptido de la invencién, un 4cido nucleico
que codifica a éste, un virus recombinante que comprende dicho dcido nucleico, o una célula que compren-
de dicho 4cido nucleico (o las composiciones mencionadas anteriormente) estdn también comprendidas
dentro del alcance de la presente invencion. Las formas de realizacién adicionales de la presente invencién
abarcan los tratamientos del cdncer que comprenden los métodos mencionados anteriormente de producir
0 provocar respuestas inmunitarias en animales.

Como se define en la presente memoria, un polipéptido de la invencién, un dcido nucleico que codifica a éste, un
virus recombinante que comprende dicho 4cido nucleico, o una célula que comprende dicho 4acido nucleico y las com-
posiciones de los mencionados anteriormente se denominan conjuntamente “agente(s) inmunizante(s)”, “agente(s)”
o “inmunégeno(s)”

Como es conocido por un experto en la materia, un animal puede ser inmunizado con un polipéptido de la inven-
cién, un 4cido nucleico que codifica a éste, un virus recombinante que comprende dicho dcido nucleico o una célula
que comprende dicho 4cido nucleico (o composiciones de los mencionados anteriormente) por cualquier via conven-
cional. Esta puede incluir, por ejemplo, inmunizacidn a través de una superficie de mucosa (p. €j., ocular, intranasal,
oral, géstrica, pulmonar, intestinal, rectal, vaginal o el aparato urinario) o por via parenteral (p. ej., subcutanea, intra-
dérmica, intramuscular, intravenosa o intraperitoneal). Las vias preferidas dependen de la eleccién del inmundgeno (es
decir del polipéptido frente al 4cido nucleico, de la formulacién de la composicion, etc.). La administracion puede con-
seguirse en una sola dosis o repetidas a intervalos. La dosis apropiada depende de varios pardmetros comprendidos por
los especialistas expertos, tal como el propio inmundgeno (es decir, polipéptido frente a dcido nucleico) y més especi-
ficamente de subtipo)), de la via de administracién y de la enfermedad del animal que va a ser vacunado (peso, edad y
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similares). Como tales, las formas de realizacién de la presente invenciéon comprenden procedimientos de produccién
de respuestas inmunitarias en animales que comprenden la administracién de una cantidad eficaz de un polipéptido de
la invencidn, de dcido nucleico que codifica a éste, de virus recombinante que comprende dicho 4cido nucleico o de
las células que comprenden dicho 4cido nucleico (o de las composiciones de los mencionados anteriormente).

Tal como se indica, los 4cidos nucleicos (en particular los plasmidos y/o el ADN libre/desnudo y/o el ARN que co-
difican el polipéptido de la invencién) pueden administrarse a un animal con el fin de producir/provocar una respuesta
inmunitaria (por ejemplo, la patente U.S. n°® 5.589.466; McDonnel y Askari, NEJM 334:42-45 (1996); Kowalczyk y
Erti, Cell Mol. Life Sci. 55:751-770 (1999)). Tipicamente, este 4cido nucleico es una forma que puede replicarse en la
célula del animal objetivo y que no puede integrarse en el genoma de dicho animal. La molécula de ADN/ARN que
codifica el polipéptido estd asimismo colocada tipicamente bajo el control de un activador adecuado para la expresion
en la célula del animal. El activador puede funcionar en cualquier parte o especificamente en el tejido. Ejemplos de
activadores no especificos para el tejido incluyen el activador precoz del citomegalovirus (CMV) (descrito en la pa-
tente U.S. n° 4.168.062) y el activador del virus del sarcoma de Rous. El activador de desmina es especifico del tejido
y dirige la expresion en las células musculares. De forma mds generalizada, se han descrito vectores ttiles (a saber, en
el documento WO 94/21797).

Para la administracién de los 4cidos nucleicos que codifican un polipéptido de la invencién, dicho dcido nucleico
puede codificar un precursor o forma madura del polipéptido. Cuando codifica una forma de precursor, la forma de
precursor puede ser homdloga o heterdloga. En este ultimo caso, puede utilizarse una secuencia eucaridtica principal,
tal como la secuencia principal del factor plasminégeno de tipo tejido (tPA).

En la preparacion de aspectos de la invencidn pueden utilizarse las técnicas habituales de biologia molecular para
la preparacién y purificacién de dcidos nucleicos bien conocidas por los expertos en la materia (por ejemplo, tal como
se da a conocer en Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al. (Eds.), John Wiley and Sons, Inc.,
N.Y., U.S.A. (1998), caps. 1, 2 y 4; Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2* ed.), J. Sambrook, E. F. Fritsch y T.
Maniatis (Eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., U.S.A. (1989), caps. 1,2,3y 7).

Para su utilizaciéon como inmunégeno, puede formularse un 4cido nucleico de la invencién segin varios proce-
dimientos conocidos por un experto en la materia. En primer lugar, puede utilizarse un 4cido nucleico en la forma
desnuda/libre, exenta de cualquier vehiculo de administracién (tales como los liposomas aniénicos, lipidos catiéni-
cos, microparticulas, (p. €j., microparticulas de oro), agentes de precipitacion (p. €j., fosfato célcico) o cualquier otro
agente que facilite la transfeccién. En este caso el dcido nucleico puede estar simplemente diluido en una solucién
fisiol6gicamente aceptable (tal como solucién salina esterilizada o solucidn salina tamponada esterilizada) con o sin
un portador. Cuando estd presente, el portador preferentemente es isoténico, hipoténico o débilmente hiperténico, y
tiene una fuerza i6nica relativamente baja (tal como la proporcionada por una solucién de sacarosa (p. ej., una solucién
que contiene 20% de sacarosa)).

Alternativamente, un dcido nucleico puede estar asociado a agentes que ayudan a la absorcion celular. Puede ser, a
saber, (i) enriquecido con un agente quimico que modifica la permeabilidad celular (tal como bupivacaina; véase, por
ejemplo, el documento WO 94/16737), (ii) encapsulado dentro de liposomas o (iii) asociado con lipidos catiénicos o
microparticulas de silice, oro o tungsteno.

Los lipidos catiénicos son bien conocidos en la técnica y se utilizan normalmente para la administracién génica.
Dichos lipidos incluyen Lipofectina (conocida también como DOTMA (cloruro de N-[1-2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-
trimetilamonio), DOTAP (1,2-bis(oleiloxi)-3-(trimetilamonio) propano), DDAB (bromuro de dimetildioctadecilamo-
nio), DOGS (dioctadecilaminoglicilespermina) y derivados de colesterol tales como DC-Col (3-beta-(N-(N’,N’-dime-
til aminometano)-carbamoil) colesterol). Una descripcidn de estos lipidos catiénicos puede encontrarse en las patentes
EP 187.702, WO 90/11092, patente US n° 5.283.185, WO 91/15501, WO 95/26356 y en la patente US n°® 5.527.928.
Para la administracién génica se utilizan preferentemente lipidos catidnicos en asociacién con un lipido neutro tal
como DOPE (dioleil fosfatidil etanolamina), como se describe, por ejemplo, en el documento WO 90/11092.

Otros compuestos que facilitan la transfeccién pueden afiadirse a la formulacién que contiene liposomas catiénicos.
Un ndmero de ellos se describe, por ejemplo, en los documentos WO 93/18759, WO 93/19768, WO 94/25608 y
WO 95/2397. Estos incluyen, a saber, derivados de espermina utiles para facilitar el transporte del ADN a través
de la membrana nuclear (véase, por ejemplo, el documento WO 93/18759) y los compuestos permeabilizadores de
la membrana tales como GALA, Gramicidina S y sales biliares catiénicas (véase, por ejemplo, el documento WO
93/19768).

Pueden utilizarse también microparticulas de oro o tungsteno para la administracién génica (tal como se describe
en los documentos WO 91/359 y WO 93/17706). En este caso, los polinucleétidos recubiertos de microparticulas
pueden inyectarse por via intradérmica o por vias intraepidérmicas utilizando un dispositivo de inyeccidn sin aguja
(“pistola génica”), tales como los descritos, por ejemplo, en la patente U.S. n® 4.945.050, patente U.S. n° 5.015.580 y
WO 94/24263.

Los liposomas aniénicos y neutros son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Liposomes: A Practi-
cal Approach RPC New Ed, IRL Press (1990), para una descripcion detallada de los procedimientos para preparar
liposomas) y son utiles para la administracién de un gran intervalo de productos, incluyendo los polinucleétidos.
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Como es bien conocido por los expertos en la materia, la capacidad de un agente para producir/provocar una res-
puesta inmunitaria pueden mejorarse si, independientemente de la formulacién de la administracién (a saber, virus
recombinante, dcido nucleico, polipéptido), dicho agente se administra conjuntamente con un adyuvante. Los adyu-
vantes se describen y exponen en “Vaccine Design the Subunit Adjuvant Approach” (editado por Powell y Newman,
Plenum Press, Nueva York, U.S.A., pags. 61-79 y 141-228 (1995)). Los adyuvantes potencian tipicamente la inmuno-
genicidad de un inmundgeno pero no son necesariamente inmundgenos en y por si mismos. Los adyuvantes pueden
actuar reteniendo el inmundgeno localmente cerca del sitio de administracion para producir un efecto prolongado que
facilita una liberacion lenta y prolongada del agente inmunizante a las células del sistema inmunitario. Los adyuvantes
pueden también atraer las células del sistema inmunitario hasta un compuesto de administracién lenta inmunédgeno y
estimular dichas células para provocar respuestas inmunitarias. Como tales, las formas de realizacién de la presente
invenciéon comprenden composiciones que comprenden ademds adyuvantes.

Las caracteristicas deseables de los adyuvantes ideales incluyen:

falta de toxicidad,;

capacidad para estimular una respuesta inmunitaria de larga duracion;
sencillez de preparacion y estabilidad al almacenamiento a largo plazo;

capacidad para provocar respuestas tanto celulares como hormonales a antigenos administrados por varias vias, si
se requiere;

sinergia con otros adyuvantes;
capacidad de interactuar selectivamente con poblaciones de células presentadoras de antigeno (APC);
capacidad para producir especificamente respuestas inmunitarias especificas para células Ty 1 o Ty2 apropiadas; y

capacidad para aumentar selectivamente los niveles de is6topo del anticuerpo apropiado (por ejemplo, IgA) contra
antigenos/inmundgenos.

Sin embargo, muchos adyuvantes son t6xicos y pueden producir efectos secundarios indeseables, haciéndoles ina-
decuados de este modo para su utilizacién en seres humanos y en muchos animales. Por ejemplo, algunos adyuvantes
pueden producir granulomas, inflamaciones agudas y crénicas (a saber el adyuvante completo de Freund (FCA)),
citdlisis (a saber saponinas y polimeros plurénicos) y pirogenicidad, artritis y uveitis anterior (a saber dipéptido de
muramilo (MDP) y lipopolisacadrido (LPS)). De hecho, solamente el hidréxido de aluminio y el fosfato de aluminio
(normalmente denominado vulgarmente alimina) se utilizan de manera rutinaria como adyuvantes en vacunas huma-
nas y veterinarias. La eficacia de la alimina para aumentar las respuestas del anticuerpo a las vacunas contra la difteria
y el tétanos estd bien demostrada. De todas formas, esto tiene limitaciones. Por ejemplo, la alimina es eficaz para la
vacunacidn contra la gripe e incongruentemente provoca una respuesta inmunitaria mediada por las células con otros
inmunégenos. Los anticuerpos provocados por antigenos asistidos con aldmina son principalmente del isotipo IgG1
en el ratén, que pueden no ser 6ptimos para la proteccién en los contextos de la vacunacion.

Los adyuvantes pueden caracterizarse como “intrinsecos” o “extrinsecos”. Los adyuvantes intrinsecos (tales como
los lipopolisacdridos) son componentes integrales y normales de los agentes que en s{ mismos se utilizan como vacunas
(es decir bacterias inactivas o atenuadas). Los adyuvantes extrinsecos son tipicamente inmunomoduladores no inte-
grales generalmente unidos a antigenos de manera no covalente y se formulan para potenciar la respuesta inmunitaria
del anfitrién.

Se ha descrito una variedad de potentes adyuvantes extrinsecos. Estos incluyen (pero no se limitan a) saponi-
nas acomplejadas con antigenos de las proteinas de la membrana (complejos estimulantes inmunitarios), polimeros
plurénicos con aceite mineral, micobacterias inactivadas y aceite mineral, adyuvante completo de Freund, productos
bacterianos tales como dipéptido muramilo (MDP) y lipopolisacédrido (LPS), asi como lipido A y liposomas.

La utilizacién de saponinas por si mismas como adyuvantes es también bien conocida (Lacaille-Dubois, M. y
Wagner, H. (1996) Phytomedicine 2:363). Por ejemplo, Quil A (procedente de la corteza del arbol sudamericano
Quillaza Saponaria Molina) y las fracciones del mismo han sido extensamente descritas (a saber, patente U.S. n°
5.057.540; Kensil, C. R. (1996) Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 12:1; y patente europea EP 362279). Las saponinas
hemoliticas QS21 y QS17 (fracciones purificadas por HPLC de Quil A) han sido descritas como potentes adyuvantes
generalizados (patente U.S. n° 5.057.540; patente europea EP 362279). En estas referencias también estd descrita la
utilizacion de QS7 (una fraccién de Quil-A no hemolitica) que actia como un potente adyuvante para las vacunas
generales. La utilizacion de QS21 se describe con mayor detalle en Kensil ez al. (1991) J. Immunol. 146:431). Las
combinaciones de QS21 y polisorbato o ciclodextrina son también conocidas (documento WO 9910008). Los sistemas
de adyuvante en particulas que comprenden fracciones de Quil A (tales como QS21 y QS7) se describen en los
documentos WO 9633739 y WO 9611711.
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Otro adyuvante/inmunoestimulante preferido es un oligonucleétido inmunoestimulante que contiene dinucleéticos
CpG no metilados (“CpG”). CpG es una abreviatura para los motivos de dinucledétido citosina-guanosina presentes en
el ADN. CpG es conocido en la técnica por ser un adyuvante cuando se administra tanto por via general como por la
mucosa (documento WO 9602555; patente europea EP 468520; Davies et al. (1998) J. Immunol. 160:87; McCluskie
y Davis (1998) J. Immunol. 161:4463). En numerosos estudios, se ha demostrado también que los oligonucle6tidos
sintéticos derivados de las secuencias del gen BCG son capaces de producir efectos inmunoestimulantes (tanto in
vitro como in vivo; Krieg, (1995) Nature 374:546). El andlisis detallado de las secuencias oligonucleotidicas inmu-
noestimulantes ha demostrado que el motivo CG puede estar en un determinado contexto de secuencia, y que dichas
secuencias son comunes en el ADN bacteriano pero son raras en el ADN de vertebrados. (Por ejemplo, la secuencia
inmunoestimulante es con frecuencia: purina, purina, C, G, pirimidina, pirimidina, en la que el motivo CG no esta
metilado; sin embargo otras secuencias con CpG no metiladas son conocidas por ser inmunoestimulantes y como tales
pueden también utilizarse en la presente invencién).

Una variedad de otros adyuvantes son dados a conocer en la técnica, y como tales estin comprendidos en las formas
de realizacidn de la presente invencién. La patente U.S. n° 4.855.283 concedida a Lockhoff et al. da a conocer andlogos
de glicolipido y su utilizacién como adyuvantes. Estos incluyen N-glucosilamidas, N-glucosilureas y N-glucosilcar-
bamatos, cada uno de los cuales estd sustituido en el resto de azicar por un aminodcido, como inmunomoduladores
o adyuvantes. Ademds, Lockhoff et al. ((1991) Chem. Int. Ed. Engl. 30:1611) han descrito que los andlogos de N-
glucolipido que presentan similitudes estructurales con los glucolipidos naturales (tales como los glucofosfolipidos y
gluocoglicerolipidos) son también capaces de provocar respuestas inmunitarias potentes tanto en la vacuna contra el
virus del herpes simple y la vacuna contra el virus de la pseudorrabia.

La patente U.S. n°® 4.258.029 concedida a Moloney da a conocer que las funciones del hidrocloruro de octadecil
tirosina (OTH) como adyuvante cuando se acompleja con vacuna antitetdnica y vacuna antivirica contra la poliomelitis
tipo I, IT y III inactivada con formalina. Nixon-George et al. ((1990) J. Immunol. 14:4798) han descrito también que
los ésteres de octadecilo de aminodcidos aromdticos acomplejados con un antigeno de superficie de la hepatitis B
recombinante potencié las respuestas inmunitarias del anfitrién contra el virus de la hepatitis B.

Los compuestos adyuvantes pueden seleccionarse también de entre los polimeros del dcido acrilico o metacrilico y
los copolimeros del anhidrido maleico y del derivado de alquenilo. Los compuestos adyuvantes son los polimeros del
dcido acrilico o metacrilico que estdn reticulados, especialmente con éteres de polialquenilo o azicares o polialcoholes.
Estos compuestos son conocidos por el término carbémero (Pharmeuropa vol. 8, n° 2, junio 1996). Preferentemente, se
prepara en agua destilada una solucién de adyuvante segtin la invencién, especialmente de carbémero, preferentemente
en presencia de cloruro sédico, obteniéndose la solucién a pH 4cido. Esta solucién madre se diluye afiadiéndola a la
cantidad deseada (para obtener la concentracién final deseada), o una parte sustancial de la misma, de agua con
NaCl, preferentemente solucién salina fisiolégica (9 g/l de NaCl) todo a la vez en varias porciones con neutralizacion
simultdnea o posterior (pH 7,3 a 7,4), preferentemente con NaOH. Esta solucién a pH fisiolégico se utilizard tal cual
para mezclarla con el agente inmunizante; siendo adecuada dicha mezcla para el almacenamiento en forma liofilizada,
liquida o congelada.

Los expertos en la materia pueden hacer referencia ademads a la patente U.S. n°® 2.909.462 que describe adyuvantes
que comprenden polimeros acrilicos reticulados con un compuesto polihidroxilado que tiene por lo menos 3 grupos
hidroxilo (preferentemente no més de 8), estando sustituidos los dtomos de hidrégeno de por lo menos tres hidroxilos
por radicales alifaticos insaturados que tienen por lo menos 2 dtomos de carbono. Los radicales preferidos son los que
contienen de 2 a 4 4tomos de carbono (p. €j. vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados). Los propios
radicales insaturados pueden contener otros sustituyentes, tales como metilo. Los productos comercializados bajo la
denominacién Carbopol (BF Goodrich, Ohio, EEUU) son particularmente apropiados. Estos se reticulan con alilsa-
carosa o con alilpentaeritritol. Entre ellos, puede mencionarse Carbopol (por ejemplo, 974P, 934P y 971P). Entre los
copolimeros de anhidrido maleico y del derivado de alquenilo, los copolimeros EMA (Monsanto; que son copolimeros
del anhidrido maleico y del etileno, lineales o reticulados, (por ejemplo reticulados con éter divinilico)) son los pre-
feridos. Para una descripcidn adicional de estos productos quimicos puede hacerse referencia a J. Fields ez al. ((1960)
Nature 186: 778).

En aspectos adicionales de la presente invencidn, adyuvantes utiles para la administracién parenteral del agente
inmunizante incluyen los compuestos de aluminio (tales como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y fosfato
hidréxido de aluminio; pero también puede ser una sal de calcio, hierro o cinc, o puede ser una suspension soluble de
tirosina acilada, o aztdcares acilados, polisacaridos modificados catiénica o aniénicamente, o polifosfacenos). El anti-
geno puede precipitarse con el compuesto de aluminio o adsorberse en el mismo, segiin los protocolos normalizados
bien conocidos por los expertos en la materia.

Otros adyuvantes comprendidos en las formas de realizacién de la presente invencion incluyen el lipido A (en
particular monofosforil lipido A 3-de-O-acilado (3D-MPL). 3D-MPL es un adyuvante bien conocido fabricado por
Ribi Immunochem, Montana. Quimicamente se suministra con frecuencia como una mezcla de monofosforil lipido A
3-de-O-acilado con 4, 5 6 6 cadenas aciladas. Puede prepararse por los métodos dados a conocer en el documento GB
2122204B. Una forma preferida de 3D-MPL estd en forma de una formulacién en particulas que tiene un tamafio de
particula inferior a 0,2 um de didmetro (patente europea EP 689454).
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Los adyuvantes para inmunizaciéon de las mucosas pueden incluir toxinas bacterianas (p. ej. toxina del célera
(CT), toxina inestable térmicamente de E. coli (LT), la toxina A de Clostridium difficile y la toxina de la tos ferina
(PT) o combinaciones, subunidades, toxoides o mutantes de las mismas). Por ejemplo, puede ser ttil una preparacién
purificada de la subunidad B natural de la toxina del célera (CTB). Los fragmentos, homdlogos, derivados y fusién
a alguna de estas toxinas son también adecuadas, con tal que conserven actividad del adyuvante. Puede utilizarse
un mutante con toxicidad reducida. Se han descrito mutantes (p. €j., en el documento WO 95/17211 (mutante CT
Arg-7-Lys), documento WO 96/6627 (mutante LT Arg-192-Gly) y documento WO 95/34323 (mutante PT Arg-9-
Lys y Glu-129-Gly)). Los mutantes LT adicionales incluyen, por ejemplo los mutantes Ser-63-Lys, Ala-69-Gly, Glu-
110-Asp y Glu-112-Asp. Otros adyuvantes tales como monofosforil lipido A (MPLA) bacterianos) de varias fuentes
(p. €j., E. coli, Salmonella minnesota, Salmonella typhimurium o Shigella flexneri) pueden también utilizarse en la
administracién a las mucosas de agentes inmunizantes.

Los adyuvantes ttiles para la inmunizacién tanto de las mucosas como parenteral incluyen polifosfaceno (por
ejemplo, en el documento WO 95/2415), DC-col (3 b-(N-(N’,N’-dimetil aminometano)-carbamoil) colesterol (por
ejemplo, patente U.S. n° 5.283.185 y documento WO 96/14831) y QS-21 (por ejemplo, documento WO 88/9336).

Pueden formularse adyuvantes/inmunoestimulantes como los descritos en la presente memoria junto con portado-
res, tales como por ejemplo liposomas, emulsiones aceite en agua y/o sales metélicas incluyendo las sales de aluminio
(tal como el hidréxido de aluminio). Por ejemplo, puede formularse 3D-MPL con hidréxido de aluminio (como se
expone en la patente EP 689454) o emulsiones de aceite en agua (como se expone en el documento WO 9517210);
QS21 puede formularse de manera ventajosa con liposomas que contienen colesterol (como se expone en el documen-
to WO 9633739), en emulsiones de aceite en agua (como se expone en el documento WO 9517210) o alimina (como
se expone en el documento WO 9815287). Cuando se formula en vacunas, los oligonucleétidos inmunoestimulantes (a
saber, CpGs) se administran generalmente en solucidn libre junto con antigeno libre (como se expone en el documento
WO 9602555; McCluskie y Davis (1998) Supra), conjugados covalentemente con un antigeno (como se expone en el
documento WO 9816247) o formulado con un portador tal como hidréxido de aluminio o alimina (como se expone
en Davies et al. Supra; Brazolot-Milan et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. 95:15553).

Las combinaciones de adyuvantes/inmunoestimulantes estdn asimismo comprendidas dentro del alcance de la
presente invencion. Por ejemplo, una combinacién de monofosforil lipido A y derivado de saponina (tal como se
describe en los documentos WO 9400153, WO 9517210, WO 9633739, WO 9856414, WO 9912565, WO 9911214)
pueden utilizarse, o mas especificamente la combinacién de QS21 y 3D-MPL (como se describe en el documento
WO 9400153). Una combinacién de un oligonucleétido inmunoestimulante y una saponina (tal como QS21) o una
combinacién de monofosforil lipido A (preferentemente 3D-MPL) en combinacién con una sal de aluminio forma
asimismo un potente adyuvante para su utilizacién en la presente invencion.

Ejemplos

La expresion anterior describe generalmente la presente invencién. Una comprensiéon mds completa puede obte-
nerse con relacion a los siguientes Ejemplos especificos. Estos Ejemplos se describen tnicamente a titulo ilustrativo
y no limitativo del alcance de la invencién. Aunque se han empleado en la presente memoria términos especificos,
dichos términos se proponen en sentido descriptivo y no con propdsitos de limitacion.

Los procedimientos de genética molecular, bioquimica de proteinas e inmunologia utilizados pero no descritos
explicitamente en esta publicacion y estos Ejemplos estdn descritos ampliamente en la bibliografia cientifica y estdn
dentro de la capacidad de los expertos en la materia.

Ejemplo 1
Generacion del montaje recombinante ALVAC- Minigén MAGE 1/3 (vCP1469A)
Sumario

Para generar el Minigén recombinante ALVAC-MAGE 1/3 denominado vCP1469A, un 4cido nucleico que contiene
una casete de expresion activada por virus de la viruela para un Minigén constituido por epitopos de MAGE 1 y MAGE
3 separados por un supuesto punto de escision de proteasa se subclon6 en un pldsmido donante de ALVAC. Esta casete
de expresidn se insert6 posteriormente en el punto de insercién C6 en el genoma de ALVAC(1) por recombinacién in
vitro.

No se ha atribuido todavia ninguna funcién al polipéptido codificado por C6 de ALVAC, ni el marco de lectura
abierto del aminoécido deducido codificado en esta zona comparte homologia significativa con cualquier introduccién
en las bases de datos de la secuencia de la proteina existente. En la Figura 3 se muestra un esquema del perfil de la
cartografia de restriccién de Xho I del montaje recombinante ALVAC(1)-Minigén MAGE 1/3 denominado vCP1469A.

Generacion del recombinante de ALVAC vCP1469A

Se utiliz6 el plasmido pCDSRa (que contiene una secuencia que codifica un fragmento de MAGE 1 que contiene
los aminodcidos 149 a 181) como plantilla en una reaccién PCR con los cebadores siguientes:
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MAGEO01 (5°>CCC TCG CGA TAT CCG TTA AGT TTG TAT CGT AAT GGA GTC CTT GCA GCT GGT
C<3)y

MAGE02 (5°>GGG CTC GAG CTA GTA CAA GTG GCC GAT GGG GTC CAG TTC TTT ACG CTT ATT
GCC ATC ATA GGA GAG ACC TAG<3’).

(Este dltimo cebador (es decir, MAGEQ2) comprende una secuencia complementaria de dcido nucleico para el
epitopo del antigeno especifico para MAGE3, la secuencia de escisioén proteolitica y los 6 aminodcidos terminales en
el extremo carboxilo del fragmento indicado anteriormente de MAGE 1).

El fragmento de PCR de 180 bp resultante contenia el extremo 3’ de un activador H6 (que se origina a partir del
plasmido pCDSRa) unido a un gen de fusion MAGE 1/3. El gen de fusion MAGE 1/3 comprende el epitopo del anti-
geno especifico para MAGE-1 (situado dentro del fragmento de la proteina MAGE-1 constituido por los aminodcidos
149 a 181), una secuencia de escision de proteasa modificada genéticamente y el epitopo del antigeno especifico para
MAGE-3 (aminoécidos 161 a 169 de MAGE-3; la secuencia de estos dos tltimos proporcionada por el cebador MA-
GEO02 (tal como se describi6 anteriormente)). Este fragmento se digirié con EcoRS5 y Xho I'y se ligd con EcoR5/Xhol
I/pldsmido pC6H6B7 digerido (este tltimo pldsmido contiene una secuencia de codificacién activada por H6 irrele-
vante en un plasmido donante de C6). El plasmido donante de C6 resultante (denominado pMAGE1/3-1) contiene un
activador H6 regenerado unido al Minigén MAGE 1/3.

El andlisis de la secuencia del ADN puso de manifiesto una sustitucién de G por C en la posicién 118 del fragmento.
Para corregir esta sustitucion del nucleétido, se utilizé como plantilla pMAGE 1/3-1 para la ampliacién por PCR que
utiliza los cebadores MAGEO03 (5°>ATC GCG ATA TCC GTT AAG TTT G<3’) y MAGE04 (5°>GGG CTC GAG
CTA GTA CAA GTG GCC GAT GGG GTC CAC TTC TTT ACG CTT ATT GCC<3’). El fragmento de 180 bp
resultante que contiene el Minigén (3”) H6/MAGE-1/3 con la posicién 118 corregida se digirié con EcoR5 y Xho 'y
se ligd posteriormente con el vector pMAGE 1/3-1 digerido con EcoR5/Xho I. El pldsmido donante de C6 resultante
(denominado pC6MAGE 1/3 CTL) que contenia el activador H6 regenerado se ligd al Minigén MAGE 1/3 corregido.

La recombinacién se realizé entre el plasmido donante pCOMAGE 1/3 CTL y ALVAC(1) rescatando el virus
utilizando los procedimientos descritos en la técnica y conocidos por los expertos en la materia (a saber patentes
U.S. n° 4769330, n° 4722848, n° 4603112, n° 5174993, n° 5.110.587). El virus recombinante resultante (denominado
vCP1469A) comprende una secuencia de Minigén MAGE 1/3 humana activada por la vacuna H6 en el locus C6 de
ALVAC(1). Se caracteriza porque comprende la insercién del dcido nucleico cuya secuencia estd representada en la
Figura 1 (SEC. ID. n®: 2) que codifica el polipéptido representado en la Figura 2 (SEC. ID. n°: 1) y por el perfil de la
cartografia de restriccién de Xho I representado en la Figura 3.

Verificacion de la insercion

Se aislé el ADN genémico virico de las células infectadas con vCP1469A siguiendo los procedimientos bien
conocidos por los expertos en la materia (por ejemplo, tal como se da a conocer en Current Protocols in Molecular
Biology, F. M. Ausubel et al. (eds.), John Wiley and Sons, Inc., N.Y., U.S.A. (1998); Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (2% ed.), J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., U.S.A.
(1989)). El ADN gendmico se digirié con la endonucleasa de restriccion Xho I. Los fragmentos de ADN resultantes
se fraccionaron por electroforesis mediante un gel de agarosa y se observaron por tincién con bromuro de etidio. La
insercion de la casete de expresion del Minigén MAGE 1/3 en el locus C6 se confirmé (véase la Figura 3 para una
representacion esquematica del perfil de la cartografia de restriccion).

Ejemplo 2

Presentacion de los epitopos del antigeno especifico para MAGE individuales del Minigén MAGE 1/3 en células diana
adecuadas

Se ha analizado la capacidad del virus recombinante del Minigén ALVAC-MAGE 1/3 (a saber vCP1469A) para
expresar y presentar de manera apropiada los epitopos del antigeno especifico para MAGE-1 y MAGE-3 en células
diana utilizando un sistema de anélisis in vitro.

Se aislaron células dendriticas humanas (DC) de células mononucleares de sangre periférica mediante el cultivo
de células no adherentes durante 8 dias en presencia de GM-CSF e IL4. Se recogieron e incubaron las células durante
6 horas con virus recombinante (VCP1469A) a varias multiplicidades de infeccién (MOI; comprendidas entre 0,9 y
60). Las células infectadas se lavaron y se analiz6 posteriormente su capacidad para estimular la liberacién de IFN-
gamma por el clon MZ2-CTL 82/30 de CTL (especifico para MAGE 1, restringido para HLA-A1) o MZ2-CTL 20/38
(especifico para MAGE 3, restringido para HLA-A1).

Como se representa en la Figura 4, las células dendriticas infectadas fueron capaces de estimular una produc-

cion significativa de IFN-gamma por ambos epitopos de antigeno especificos para MAGE-1 y MAGE-3. Las células
dendriticas no infectadas no estimularon la produccién de IFN-gamma detectable.
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Ejemplo 3

Presentacion del epitopo del antigeno especifico para MAGE-1 procedente del Minigén MAGE 1/3 en asociacion con
ambas moléculas MHC HLA-Al y HLA-B35

Se infectaron células dendriticas (DC) de un donante de HLA-A1 y B35 con tres virus recombinantes de ALVAC
diferentes. El primer virus contenia el Minigén MAGE 1/3 (es decir vCP1469A); el segundo contenia la secuencia
de codificacion de MAGE-1 (denominada MAGE-A1); el tercero contenia la secuencia de codificacién de -galac-
tosidasa (denominada Bgal; referencia negativa). Las DC se distribuyeron en micropocillos (10* células por pocillo),
se infectaron a varias multiplicidades de infeccién (MOI) durante 2 horas y posteriormente se lavaron. Las lineas
celulares de melanoma MZ2-MEL-43 (HLA-A1*, HLA-B35~, MAGE-1%) y MI13443-MEL (HLA-A1*, HLA-B35%,
MAGE-17) se utilizaron como células diana de referencia positiva. Trescientas células del clon MZ2-CTL 82/30 de
CTL (dirigidas contra el epitopo MAGE-1 presentado por HLA-A1) o CTL 7 (dirigido contra el epitopo de MAGE-1
presentado por HLA-B35) se afiadieron a las DC o a las células diana de referencia positiva. Después de 20 horas, se
midi6 por ELISA la IFN-y producida por cada CTL (indicador de una interaccion entre las CTL y las células diana).

Como se describe en la Figura 5, las DC infectadas estimularon eficazmente ambas CTL relevantes. El reconoci-
miento del epitopo por CTL 7 fue restringido por las moléculas HLA-B35; el reconocimiento del epitopo por MZ2-
CTL 82/30 fue restringido por HLA-A1. Estos resultados indican que el epitopo del antigeno especifico para MAGE
de vCP1469A es presentado junto con ambos HLA-A1 y HLA-B35.

Ejemplo 4

Presentacion del epitopo del antigeno especifico para MAGE-3 procedente del Minigén MAGE 1/3 en asociacion con
las moléculas MHC y HLA-B35

Se infectaron células dendriticas (DC) de un donante de B35 con dos virus recombinantes de ALVAC diferentes. El
primer virus contenia el Minigén MAGE 1/3 (es decir vCP1469A); el segundo contenia la secuencia de codificacién
de B-galactosidasa (denominada Bgal; referencia negativa). Las DC se distribuyeron en micropocillos (10* células por
pocillo), se infectaron a varias multiplicidades de infeccién (MOI) durante 2 horas y posteriormente se lavaron. La
linea celular de melanoma MI13443-MEL (HLA-A1*, HLA-B35*, MAGE-17) se utilizé como fuente de células diana
de referencia positiva. Trescientas células del clon 41 de CTL (dirigidas contra el epitopo MAGE-3 presentado por
HLA-B35) se aiadieron a las DC o a las células diana de referencia positiva. Después de 20 horas, se midié por ELISA
la IFN-y producida por cada CTL (indicador de una interaccion entre las CTL y las células diana).

Estos resultados indican que el epitopo del antigeno especifico para MAGE-3 de vCP1469A es presentado junto
con HLA-B35.

Ejemplo 5

Generacion de una respuesta clinica en un ser humano con melanoma en respuesta a la administracion de un Minigén
recombinante de ALVAC-MAGE 1/3 (vCP1469A)

La administracién del Minigén recombinante de ALVAC(1)-MAGE 1/3 (vCP1469A) a un paciente con melanoma
(es decir, metastasis multiple cutdnea en trdnsito de la pierna derecha) comprendia una metodologia “refuerzo por
cebado”.

El “cebado” implicaba 4 inyecciones sucesivas del recombinante ALVAC mencionado anteriormente a intervalos
de 3 semanas; el “refuerzo” implicaba 3 inyecciones sucesivas de péptidos del epitopo del antigeno especificos para
MAGE 1 y 3 (es decir EADPTGHSY y EVDPIGHLY respectivamente) a intervalos de 3 semanas comenzando 3
semanas después de la tltima inyeccién con recombinante ALVAC.

Respecto a las inyecciones de recombinante ALVAC (es decir, el cebado), 1 ml de recombinante ALVAC (CCIDs,
de 10™%”) se dividio entre 4 puntos de inyeccion, 0,4 ml se inyectaron por via subcutdnea en los puntos 1y 3, y 0,1
ml se inyectaron por via intradérmica en los puntos 2 y 4 (en la regién deltoide o aspecto anterior de los muslos). No
se administrd ninguna inyeccidn en las piernas en las que se extirparon quirtirgicamente y/o se irradiaron los ganglios
linféticos que drenan, o en las piernas en las que se conocia que los ganglios linfaticos que drenan contenfan metastasis.

Respecto a las inyecciones de péptido del epitopo del antigeno especifico para MAGE (es decir refuerzo), 0,5 ml
de cada péptido se dividi6 entre 2 puntos de inyeccién independientes, 0,4 ml se inyectaron por via subcutdnea en los
puntos 1 y 3, y 0,1 ml se inyectaron por via intradérmica en los puntos 2 y 4 (es decir, el régimen de refuerzo con los
2 péptidos consistié en 4 puntos de inyeccién en el deltoides o en el aspecto anterior del muslo).

El receptor de las inyecciones se observé de manera rutinaria durante un periodo de 120 minutos inmediatamente
después de cualquier inyeccion. Durante estos periodos de observacion, se midieron cada 30 minutos la presion san-
guinea arterial (sist6lica y diastdlica), la frecuencia cardiaca y la temperatura oral del cuerpo. Se evalué en el receptor
cada tres semanas (con respecto a los antecedentes, examen clinico y pruebas bioldgicas bésicas). Se tomaron foto-
grafias a color de todas las lesiones cutdneas y/o superficiales. Al comienzo de la prueba clinica, el receptor de las
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inyecciones manifestaba melanoma en forma de metdstasis cutdnea multiple en transito de la pierna derecha. Después
de recibir cuatro series de inyecciones con el recombinante ALVAC y 2 series de inyecciones con los péptidos MAGE,
se observé una regresion objetiva de la metdstasis cutdnea. Una minoria de los médulos demostré alguna regresion
durante la serie inicial de inyecciones de “cebado” con el recombinante ALVAC. No han aparecido nuevas lesiones, y
se han reabsorbido las lesiones sangrantes. La mayoria de las lesiones disminuy6 de tamafio (Ia mayor parte en pro-
fundidad); las lesiones mayores se volvieron necréticas y se contrajeron gradualmente. Se desarroll6 una dilatacién
del ganglio linfatico inguinal derecho. Un examen de dicho ganglio linfatico no puso de manifiesto la presencia de
células de melanoma.
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido inmundgeno que comprende un fragmento de una proteina MAGE-1 que comprende un primer
epitopo del antigeno especifico para MAGE que presenta la secuencia EADPTGHSY y un fragmento de una pro-
teina MAGE-3 que comprende un segundo epitopo del antigeno especifico para MAGE que presenta la secuencia
EVDPIGHLY.

2. Polipéptido segun la reivindicacién 1, en el que el primer epitopo del antigeno especifico para MAGE vy el
segundo epitopo del antigeno especifico para MAGE estdn unidos.

3. Polipéptido segtin la reivindicacién 1, en el que una secuencia enlazadora de aminoécidos se une a los primer y
segundo epitopos del antigeno especifico para MAGE.

4. Polipéptido segtn la reivindicacién 3, en el que la secuencia enlazadora de aminoédcidos comprende un sitio de
escision de proteasa.

5. Polipéptido segun la reivindicacién 1, que comprende la secuencia de aminodcidos de SEC. ID. n®: 1.

6. Polipéptido segun la reivindicacién 1, que presenta la secuencia de aminodacidos de SEC. ID. n°: 1.

7. Acido nucleico que comprende una secuencia de 4cido nucleico que codifica el polipéptido segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6.

8. Acido nucleico segiin la reivindicacién 7, que codifica el polipéptido de la reivindicacién 6.

9. Acido nucleico segtn la reivindicacién 7, en el que la secuencia que codifica el polipéptido presenta la secuencia
de SEC. ID. n®: 2.

10. Acido nucleico segiin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que el 4cido nucleico se selecciona de entre
el grupo constituido por acido nucleico virico, pldsmidos, ADN bacteriano, ADN y ARN desnudos/libres.

11. Acido nucleico virico segun la reivindicacion 10, en el que el virus se selecciona de entre el grupo constituido
por adenovirus, alfavirus y poxvirus.

12. Poxvirus segtin la reivindicacién 11, seleccionado de entre el grupo constituido por vacuna, viruela aviar y
avipox.

13. Poxvirus segtn la reivindicacién 11, seleccionado de entre el grupo constituido por TROVAC, ALVAC, NYVAC
Y MVA.

14. Poxvirus segun la reivindicacion 11, en el que el poxvirus es ALVAC.

15. Célula que comprende un acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 14, en la que la célula
expresa el polipéptido.

16. Célula segun la reivindicacién 15, en la que la célula une los fragmentos de la escision del polipéptido.

17. Célula segun la reivindicacién 16, en la que una proteasa produce los fragmentos de escision.

18. Célula segun la reivindicacién 15, en la que la célula expresa ademds una molécula MHC HLA de clase 1.

19. Célula segun la reivindicacién 15, en la que la célula es una célula que presenta al antigeno.

20. Célula segtn la reivindicacién 19, en la que la célula es una célula dendritica.

21. Virus recombinante que comprende un virus en el que se inserta un dcido nucleico que codifica un polipéptido
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, produciendo el virus recombinante la expresion del polipéptido en una
célula infectada.

22. Virus recombinante en el que se inserta un dcido nucleico que codifica un polipéptido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en el que las células infectadas con dicho virus recombinante son capaces de provocar una

respuesta inmunitaria.

23. Virus recombinante segtin la reivindicacidn 22, en el que la respuesta inmunitaria se dirige contra un elemento
seleccionado de entre el grupo constituido por:
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el polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6;
un epitopo del antigeno especifico para MAGE del polipéptido;

una proteina MAGE o un fragmento de la misma que comprende un epitopo del antigeno especifico para
MAGE del polipéptido;

células que expresan la proteina MAGE o fragmentos de la misma, el polipéptido, un epitopo del antigeno
especifico para MAGE del polipéptido; y

células que unen dicha proteina MAGE o fragmentos de la misma, el polipéptido un epitopo del antigeno
especifico para MAGE del polipéptido.

24. Virus recombinante segin la reivindicacién 22 6 23, seleccionado de entre el grupo constituido por adenovirus,
alfavirus y poxvirus.

25. Virus recombinante segiin cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, en el que el virus es ALVAC.

26. Composicién farmacéutica que comprende el polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, el
dcido nucleico segtn cualquiera de las reivindicaciones 7 a 14, o el virus recombinante segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 21 a 25 y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

27. Composicion segtin la reivindicacién 26, que comprende ademds un adyuvante.

28. Utilizacién de un virus recombinante segtin cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25, para la preparacion de
un medicamento destinado a producir una respuesta inmunitaria en un animal.

29. Utilizacién de un 4cido nucleico segtn cualquiera de las reivindicaciones 7 a 14, para la preparacion de un
medicamento destinado a producir una respuesta inmunitaria en un animal.

30. Utilizacién de un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la preparacién de un medica-
mento destinado a producir una respuesta inmunitaria en un animal.

31. Utilizacién de una célula segtin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20, para la preparacién de un medica-
mento destinado a producir una respuesta inmunitaria en un animal.

32. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 28 a 31 en la que la respuesta inmunitaria se dirige contra
un elemento seleccionado de entre el grupo constituido por:

un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
un epitopo del antigeno especifico para MAGE de dicho polipéptido,

una proteina MAGE o un fragmento de la misma que comprende un epitopo del antigeno especifico para
MAGE de dicho polipéptido,

células que expresan dicha proteina MAGE o un fragmento de la misma, polipéptido, epitopo del antigeno
especifico para MAGE del polipéptido; y

células que unen dicha proteina MAGE o fragmentos de la misma, polipéptido, epitopo del antigeno espe-
cifico para MAGE del polipéptido.

33. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones 28 a 32, para la preparacion de un medicamento destinado
al tratamiento del céncer.

34. Utilizacion de un polipéptido inmundgeno segun la reivindicacién 1, para la preparacion de un medicamento
destinado al tratamiento del cancer.

35. Utilizacién segun la reivindicacion 34, en la que dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoécidos de
la SEC. ID. n*: 1.

36. Utilizacién de una secuencia de dcido nucleico aislado, purificado o recombinante que presenta la secuencia de
SEC. ID. n®: 2, para la preparacién de un medicamento destinado al tratamiento del cancer.

37. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 28 a 32, en el que el animal es un ser humano.
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Capacidad del montaje virico recombinante ALVAC(1)-minigén MAGE 1/3 (vCP1469A) para expresar el
epitopo del antigeno especifico tanto de MAGE 1 como 3
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> AVENTIS PASTEUR LIMITED

LUDWING INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH
Berinstein, Neil

Tartaglia, Jim

Tine, Jehn, A.

Moingeon, Philippe

Boon-Falleur, Thierry

Van der Bruggen, Pierre

<120> PEPTIDOS INMUNOGENOS CODIFICADOS POR MINIGENES MAGE Y SUS UTILIZACIONES
<130> 1038-1139 LAB

<150> US 60/202,970
<151> 10/05/2000

<150> US 60/203,578
<151> 11/05/2000

<150> US 60/242,388
<151> 20/10/2000

<160> 6
<170> PatentIn Ver.2.0

<210> 1

<211> 47

<212> PRT

<213> Polipéptido del minigén MAGE 1/3

<400> 1
Met Glu Ser Leu Gln Leu Val Phe Gly Ile Asp Val Lys Glu Ala
1 S 10 15
Asp Pro Thr Gly His Ser Tyr Val Leu Val Thr Cys Leu Gly Leu
20 25 30
Ser Tyr Asp Gly Asn Lys Axrg Lys Glu Val Asp Pro Ile Gly His
35 40 45
Leu Tyr
<210>2
<211> 141
<212> ADN

<213> Polipéptido del minigén MAGE 1/3
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<400> 2

atggagtcct tgcagctggt ctttggcatt gacgtgaagg aagcagaccc caccggccac 60

tcctatgtge ttgtcacctg cctaggtctc tcctatgatg gcaataagcg taaagaagtg 120

gaccccatcg gccacttgta c©

<210>3
<211> 51
<212> ADN
<213> cebador

<400> 3

ccctegegat atcegttaag tttgtatcgt aatggagtec ttgeagetgg t

<210> 4
<211>172
<212>ADN
<213> cebador

<400> 4

gggctcgage tagtacaagt ggecgatggg gtccagttct ttacgettat tgecatcata
ggagagacct ag

<210>5
<211>2
<212> ADN
<213> cebador

<400> 5

atcgcgatat ccgttaagtt tg

<210> 6
<211> 54
<212> ADN
<213> cebador

<400> 6

gggctcgagce tagtacaagt ggccgatggg gtecacttct ttacgcettat tgee

141

51

60
72

60

54



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

