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COMPOSICION FARMACEUTICA PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La invencién se relaciona con composiciones terapéuticas para el tratamiento del
céncer y, mas concretamente, con composiciones que comprenden un ligando agonista

del receptor 4-1BB y un interferén de tipo L

ANTECEDENTES

Actualmente, los tratamientos médicos habituales para el cancer, tales como
quimioterapia, cirugia, radioterapia y terapia celular, tienen claras limitaciones respecto
a su eficacia y toxicidad de dichos tratamientos. Hasta la fecha, estas estrategias han
dado lugar a diferentes grados de éxito dependiendo del tipo de céncer, salud general

del paciente, estado de la enfermedad en el momento de la diagnosis, etc.

Es conocido del estado de la técnica que el sistema inmune desempefia un papel |
critico en la patogénesis de una amplia variedad de cdncer. Cuando el cancer progresa,
se piensa que se debe a un fallo en la respuesta inmune, lo que permite el crecimiento de
éste. Una posible estrategia en el tratamiento del cancer consiste en estimular el sistema

inmune para que ataque especificamente las células tumorales.

4-1BB (CD137) es un receptor de coestimulo principalmente expresado en la
membrana de linfocitos T y de células asesinas o NK (Natural Killer) tras su activacion,
respectivamente, por antigenos o citoquinas, aunque tambieén se encuentra en la
superficie de otros leucocitos de estirpe mieloide. Las sefiales de coestimulacion a
través de este receptor inducidas con el ligando natural 4-1BB-Ligando (4-1BB-L) o
con anticuerpos agonistas pueden ser:
@) potenciar la proliferacién y supervivencia de los linfocitos estimulados
en cultivo;
(ii) estimular la expansion de linfocitos T activados por antigeno,
particularmente linfocitos T CD8+;
(iii) favorecer la supervivencia (inhibicién de la apoptosis) de dichos
linfocitos T;

@iv) inducir respuestas T citotoxicas (CTL); y



10

15

20

25

30

WO 2009/060112 PCT/ES2008/000693
2

W) activar la funcion de linfocitos asesinos o Natural Killer (NK).

La administracién sistémica de anticuerpos agonistas anti-4-1BB potencia la
respuesta de linfocitos T citotéxicos frente a antigenos tumorales, lo que determina la
erradicacién en ratones de tumores transplantables con cierto grado de inmunogenicidad
basal (Melero et al., Nat Med. 1997. 3(6):682-5), y potencia la actividad de la
vacunacién con antigenos tumorales o la transferencia adoptiva de linfocitos T con
reactividad antitumoral (Wilcox, R.A. et al., J Clin Invest. 2002. 109(5):651-9). Como
continuacién de estos descubrimientos e invenciones, se estdn realizando ensayos
clinicos en los que se esti administrando a pacientes portadores de diferentes neoplasias
un anticuerpo monoclonal humanizado anti-4-1BB (clinicaltrials.gov: NTC00309023
and NTC00351325). En las solicitudes de patente W0200544996 y W0O2006088447 se

describe la utilidad de agonistas del receptor 4-1BB en el tratamiento del cancer.

Los estudios preclinicos sugieren que el tratamiento con anticuerpos anti-4-1BB
presenta un perfil toxicolégico seguro, aunque aparecen algunos efectos adversos en
forma de infiltracién linfocitaria hepatica y mielodepresion a dosis altas repetidas.
Existen tumores transplantables de raton resistentes al tratamiento con estos anticuerpos
anti-4-1BB empleados como monoterapia. Por tanto, es posible que en los pacientes con
cancer avanzado y elevada carga tumoral, exista una situacién de inmunodepresion o

tolerancia que dificulte la respuesta inmunitaria frente a los antigenos tumorales.

Numerosas citoquinas han demostrado jugar un papel primordial en la regulacion
de la respuesta inmune. Los interferones (IFN) de tipo I son una familia de polipéptidos
con actividad citoquina que fueron originalmente descubiertos en virtud de su actividad
inhibidora sobre la infeccién viral de lineas celulares in vitro (Pestka, S., Krause, C.D.
and Walter, M.R. 2004. Immunol Rev. Vol. 202:8-32). En funcién de la homologia de
sus secuencias, los interferones de tipo I se clasifican en interferén-o. (IFN-a),
interferén-p (IFN-B) e interferén-@ (JFN-w). IFN-a y IFN-B comparten un tnico
receptor dimérico que se expresa en la superficie de la mayor parte de las cclulas
nucleadas. Tanto el genoma humano como el de ratén contienen un unico gen que
codifica IFN-B, mientras que contienen 12 6 13 genes funcionales que codifican IFN-a.

La funcién de estas citoquinas es de gran importancia en la respuesta inmune frente a
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multiples tipos de infecciones virales, puesto que ponen en marcha mecanismos que
promueven la muerte por apoptosis de las células infectadas y la inhibicién de la
replicacién viral al tiempo que favorece la presentacién antigénica. Recientemente se ha
documentado experimentalmente que también ejerce sus funciones activando
directamente las actividades de linfocitos T, B y NK asi como de células dendriticas en
la respuesta inmunitaria (Le Bon A. et al,, 2003. Nat. Immunol. Vol.: 4(10):1009-15; Le
Bon A. et al., 2006. J. Immunol. Vol: 176(8):4682-4689 ; Le Bon A. et al., 2006. J
Immunol. Vol:176(4):2074-8).

Como firmaco, el IFN-a estd indicado en el tratamiento de las hepatitis virales
crénicas y se utiliza en el tratamiento de algunas enfermedades malignas como por
ejemplo el melanoma y la leucemia mieloide cronica. En Murata, M. et al., 2006.
Cytokine, Vol. 33: 121-128, se describen los efectos antitumorales de los interferones o
y B sobre lineas celulares de carcinoma hepatocelular, tales como efecto
antiproliferativo, cambio del ciclo celular y apoptosis. El efecto antitumoral del IFN-o
esta mediado por efectos directos proapoptéticos sobre las células tumorales, efectos
anti-angiogénicos sobre las células vasculares del tumor y efectos potenciadores sobre
la respuesta inmunitaria antitumoral. Sin embargo, los ensayos clinicos demuestran que
la eficacia del IFN-a en el tratamiento de tumores es muy limitada, de forma que el
beneficio clinico comparado con los efectos adversos resulta poco favorable, y por ello

su uso en oncologia ha quedado muy limitado en la actualidad.

Existen numerosas referencias que recogen el tratamiento del cancer mediante la
administraciéon combinada de distintos compuestos. Martinet, O. et al. (Journal of the
National Cancer Institute, 2000, 92: 931-936) han descrito la remisién de la metastasis
hepéatica en un ratén modelo mediante terapia génica, gracias a la administracion de un
adenovirus que transporta los genes que codifican interleuquina 12 (IL-12) y el ligando
de 4-1BB. Chen, S. et al. (Molecular Therapy, 2000, 2:39-46) han descrito una
respuesta de células T CD8+ antitumoral efectiva gracias a la combinacion de la terapia
génica con IL-12 y la liberacién sistémica de un anticuerpo monoclonal agonista contra
4-1BB. Tras el tratamiento combinado de IL-12 y anti-4-1BB, la dosis efectiva de IL-12
pudo reducirse hasta 18 veces y se alcanz6 mayor eficacia que cuando se administra en

solitario la méxima dosis de IL-12. En la solicitud de patente W0O2004/093831, se
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describe la administracién combinada de una vacuna celular que expresa citoquinas y, al

menos, un agente terapéutico contra el cancer, en donde la administracién combinada de

ambos compuestos supone un incremento en la eficacia terapéutica con respecto a la

eficacia alcanza cuando los compuestos se administran en solitario.

Por estos motivos, las estrategias que incluyen la combinaci6n de la manipulacion
de la respuesta inmune al cancer con los tratamientos médicos habituales, pueden ser el

medio de mejorar la eficacia del tratamiento y bajar la toxicidad del mismo

COMPENDIO DE LA INVENCION

En un aspecto la invencion se relaciona con una composicion que comprende, al menos,
un ligando agonista del receptor 4-1BB o una variante funcionalmente equivalente del
mismo y, al menos, un interferén de tipo I o una variante funcionalmente equivalente

del mismo.

Debido a las aplicaciones terapéuticas de la composicion segun la presente
invencién, en otro aspecto la invencién se relaciona con una composicion que
comprende, al menos, un ligando agonista del receptor 4-1BB o una variante
funcionalmente equivalente del mismo y, al menos, un interferén de tipo I o una

variante funcionalmente equivalente del mismo para su uso en medicina.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de una composicion segun la
invencién para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion

del cancer.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una preparacion farmacéutica que
comprende una composicién segin la presente invencién y un vehiculo

farmaceuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un kit que comprende, en uno o

varios contenedores, de
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(i) una formulacién farmacefiticamente aceptable de, al menos, un ligando
agonista del receptor 4-1BB o una variante funcionalmente equivalente
del mismo,

(i) una formulacion farmaceuticamente aceptable de, al menos, un
interferén de tipo I o una variante funcionalmente equivalente del
mismo, y opcionalmente,

(iii)una formulacién farmaceuticamente aceptable de, al menos, un

compuesto quimioterapéutico.

Los usos del kit descrito en la presente invencion constituyen aspectos inventivos
adicionales. Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un kit segin la
invencién para su uso en medicina o su uso en la elaboracion de un medicamento para

el tratamiento o la prevencion del cancer.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de un interferén de tipo L, o
una variante funcionalmente equivalente del mismo, para promover el efecto

antitumoral de un ligando agonista del receptor 4-1BB.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un polinucleétido que comprende

(i) una secuencia de nucle6tidos que codifica un ligando agonista del receptor
4-1BB o un variante funcionalmente equivalente del mismo, y

(ii) una secuencia de nucledtidos que codifica un interferén de tipo I o una
variante funcionalmente equivalente del mismo,

en donde ambas secuencias estan precedidas por secuencias reguladoras de la expresion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un vector que comprende un
polinucledtido descrito en la presente invencion asi como con una célula que comprende

un vector de la invencion.

Los usos del polinucledtido, vector y célula de la invencién constituyen otro
aspecto de la invencion. Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un
polinucleétido de la invencion, un vector de la invencion y una célula de la invencion

para su uso en medicina, con el wso del polinucledtido, vector y célula para la
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elaboraciéon de un medicamento para el tratamiento del céncer asi como con

preparaciones farmacetticas que comprenden el polinucledtido de la invencién, el

vector de la invenciéon y la célula de la invencién junto con un vehiculo

farmaceuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un kit que comprende un
polinucléotido de la invencién, un vector de la invenciéon o una célula segin la

invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un kit que comprende un
polinucléotido de la invencién, un vector de la invencién o una célula segun la
invencion para su uso en medicina asi como con el uso de dicho kit para la elaboracion

de un medicamento en el tratamiento o prevencion del céncer.

Por tltimo, la invencién se relaciona con el uso de un polinucledtido que
codifica un interferén de tipo I, o una variante funcionalmente equivalente del mismo,

para promover el efecto antitumoral de un ligando agonista del receptor 4-1BB.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Seguimiento del tamafio individual de nédulos tumorales subcutaneos

(superficie de la lesiéon tumoral expresada en mmz) resultado de la inoculacion
intradérmica de 5 x 10° células MC38 en ratones hembra C57BL/6.

En la Figura 1A se muestra la progresién de los tumores individuales tras ser
tratados con dos dosis de los distintos tratamientos aplicadas en los dias 9 y 13 tras el
inoculo celular tumoral. Las dosis administradas en los distintos grupos fueron las
siguientes: 50 pl de solucién salina PBS intratumoral; una inmunoglobulina G
policlonal de rata de especificidad irrelevante (100 pg en 100 ul via intraperitoneal); el
anticuerpo monoclonal anti-4-1BB (CD137) de raton 2A (100 pg en 100 ul via
intraperitoneal); IFN-a4 de ratén recombinante (0,5 x 10* U por via intratumoral) en
combinacion con una inmunoglobulina G policlonal de rata de especificidad irrelevante

(100 pg en 100 pl via intraperitoneal), o la combinacién de IFN-o4 de raton
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recombinante (0,5 x 10* U por via intratumoral) mas la administracién del anticuerpo
anti 4-1BB 2A (100 pg en 100 pl via intraperitoneal). En la tltima gréfica de la Figura
1a se puede apreciar como el tratamiento combinado de IFN-a4 de ratén recombinante
més la administracion del anticuerpo anti 4-1BB 2A tiene un efecto terapéutico superior
que se manifiesta en la supervivencia libre de tumor de 2 de seis ratones.

En la Figura 1B, donde se representa la superficie tumoral de cada grupo de
experimentacién (media = SEM) tras la inoculacién de células tumorales.

En la Figura 1C, se puede apreciar como el tratamiento combinado de IFN-a4 de
ratén recombinante mas la administracion del anticuerpo anti 4-1BB 2A tiene un efecto
terapéutico superior, que se manifiesta en la supervivencia libre de tumor de 2 de seis

ratones.

Ficura 2: Estudios en ratones portadores de dos lesiones de tumores MC38 implantados

simultaneamente por via intradérmica en lados opuestos de la region dorsolumbar, de

modo similar a los ratones de la Figura 1, pero en este caso de forma bilateral.

En estos casos, los ratones fueron tratados con tres dosis aplicadas los dias 9, 12 y
15 a contar tras la implantacién bilateral de las células tumorales MC38. Los
tratamientos consistieron en la inyeccién de Inmunoglobulina policlonal de rata via
intraperitoneal y el vehiculo o medio en que se encuentra disuelto el Interferon-o de
ratén (como controles negativos del experimento) por via intratumoral Unicamente en
una de las lesiones, o la administracién de anticuerpo monoclonal 2A anti-4-1BB
(CD137) (100 pg en 100 pl via intraperitoneal) o las combinaciones de ambos
tratamientos siempre inyectando el interferon-o. o su vehiculo en el grupo control
correspondiente por via intratumoral Umnicamente en uno de los ndédulos (nddulo
derecho). En la tercera pareja de graficas de la Figura 2A, el nimero relativo de ratones
con regresiones completas de ambos nédulos tumorales tanto en el grupo experimental
tratado con anti-4-1BB intraperitoneal més vehiculo control intratumoral fue 1/5, en
comparacién con el grupo experimental que recibe anticuerpo anti-4-1BB
intraperitoneal mas la inyeccién intratumoral de interferén-o. (cuarta pareja de graficas
de las Figura 2A), en donde el niimero relativo de ratones con regresiones completas de

ambos nodulos tumorales fue 4/6.
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En la Figura 2B se muestra la supervivencia de los ratones tras la inoculacion de

células tumorales y después del tratamiento.

Figura 3: Progresién tumoral en ratones quimeras de médula ésea con o sin expresion

de receptor de interferén de tipo I en las células de estirpe hematopoyética.

Grupos de ratones C57BL/6 wild type (WT) y ratones deficientes en el receptor de
IFN de tipo I (IFNAR'/ "} retrocurzados 12 veces al background C57Bl/6 recibieron una
dosis de radiacion letal de 600 rads. Tras 24 horas fueron transplantados con 2-5x10°
células de la médula 6sea de los ratones donantes. La médula 6sea fue obtenida a partir
del fémur y la tibia de ratones de edad inferior a 3 meses. De este modo, las poblaciones
celulares de origen hematopoiético del raton receptor procedian del ratén donante tras
un periodo de reconstitucion de 4-8 semanas. Por ello se considera un raton con
quimerismo completo en el compartimento hematopoiético. Entre 6 y 8 semanas
después, una vez que la médula 6sea donante ya se ha injertado, se comenzaron los
protocolos de experimentacion de inmunoterapia celular de modo similar a los descritos
en la Figura 2. Los ratones quimera portadores de tumores subcutaneos derivados de la
linea MC38 fueron tratados con tres dosis aplicadas los dias 11, 14y 17 tras la
implantacién subcuténea de las celulas tumorales, en ambos lados del lomo. Se inyecté
el anticuerpo monoclonal anti-4-1BB (CD137) por via sistémica (intraperitoneal) en
combinacién con IFN-o, que se administraba intratumoralmente en la lesién tumoral del
lado derecho. Del mismo modo, se aplicaron los tratamientos control tal y como se
habian utilizado en los experimentos descritos anteriormente.

En las Figuras 3a, 3b, 3¢ y 3d se puede ver la progresion del tamafio tumoral tanto
de los nédulos tratados directamente con IFN-o o el vehiculo control como en los
noédulos no inyectados. Los experimentos se realizaron de forma idéntica en los distintos
tipos de quimera (combinaciones donante receptor). En la Figura se explicita el nimero
de ratones con regresiones completas de ambos tumores en los distintos grupos.

En la Figura 3e se muestran estos resultados expresados como supervivencia en
Jos grupos que habian recibido el tratamiento con el anticuerpo anti-4-1BB mas IFN-a

en los diferentes tipos de ratones quimera.
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Figura 4: Analisis de la poblacién linfocitaria en ganglios linfiticos drenantes del

tumor de ratones portadores de MC38.

Tras la inyeccion de células tumorales MC38 via subcutanea, se administraron las
distintas combinaciones de tratamiento a dias 9 y 12 de la misma manera que en lo
descrito para los experimentos anteriores. Los ratones fueron sacrificados 24 horas
después de 1a segunda dosis para la extraccion de los ganglios linfaticos del lado donde
portaban el tumor transplantado.

Tras procesar el tejido del ganglio linfatico y obtener una suspension celular libre
de agregados, se realizé una tincién por inmunofluorescencia para citometria de flujo
con el objetivo de analizar distintas poblaciones linfocitarias de interés. En la Figura 4a
se muestran los porcentajes y numeros absolutos de linfocitos T CD8" especificos de
tumor en los ganglios de drenaje (LN) de los distintos grupos experimentales. Estos se
definen mediante el doble marcaje para CD8 y la unién de un tetrémero de H2-Kb
relegado con el péptido KSPWFTTL (SEQ ID NO: 7) que define un epitopo antigénico
dominante del tumor MC38. También se observaron diferencias en la poblaciéon de
células dendriticas, tanto en las convencionales (cDC) definidas como CD11c+B220-
NK1.1- como en la plasmacitoideas (pDC) definidas como CD11¢™ B220" NK1.17, tal
y como se muestra en la Figura 4b. En este experimento sé contdé ademas el niimero
total de células de los ganglios de drenaje y las cifras revelaron diferencias importantes

entre los grupos experimentales (Figura 4c).

Figura 5: El tratamijento con IFN-q intratumoral en una lesién subcutdnea y anticuerpos

monoclonales anti-4-1BB por via sistémica tiene un efecto terapéutico intenso frente a

lesiones tumorales intrahepaticas concomitantes.

En este experimento cada ratén fue inoculado con células tumorales MC38 por
dos vias distintas. En primer lugar se les inyect6 subcutineamente de la misma manera
que en los experimentos descritos anteriormente. Seguidamente los ratones fueron
intervenidos por laparotomia para la inoculacion intrahepatica de las células tumorales.
El tratamiento consistié en la inyeccién intraperitoneal del anticuerpo anti-4-1BB (o

inmunoglobulina policlonal de rata como control) en combinacién con la administracion
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intratumoral de IFN-a (o el vehiculo control) en el nédulo subcutineo los dias 8, 10 y
13 tras la inoculacién de los tumores.
Los resultados sobre el tumor hepético fueron observados a dia 17 tras la
inoculacién tumoral mediante laparotomia exploradora (Figura 5a) que incluye los
tamafios de las lesiones y fotografias representativas de cada grupo experimental. La

progresion del tamafio de los nédulos subcutaneos se ve en la Figura 5b.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con el tratamiento del cancer mediante el
empleo de distintos agentes terapéuticos. Los inventores de la presente invencioén han
descubierto que, de forma sorprendente, la administracion combinada de un ligando
agonista del receptor 4-1BB y un interferén de tipo I tiene un efecto netamente muy
superior a cada tratamiento por separado en conseguir la erradicacion de tumores

multiples establecidos en ratones.

Sin querer estar vinculados a ninguna teoria, se piensa que la administracion de
IFN-a tiene la capacidad de inducir modificaciones en el tejido maligno o en los
linfocitos del sujeto portador del tumor que favorecen la induccion de una respuesta
inmunitaria que, en el caso del tratamiento combinado, es amplificada en presencia de

un ligando agonista del receptor 4-1BB, tal como un anticuerpo agonista anti-receptor
4-1BB.

Asi, 1a presente invencién se relaciona con el tratamiento del cincer mediante la
administraciéon combinada de un ligando agonista del receptor 4-1BB y un interferdn de
tipo I, consiguiendo con ello un efecto terapéutico mayor que si dicho ligando e

interfer6n se administran por separado.

Por tanto, en un aspecto la invencién se relaciona con una composicion, de aqui en
adelante, composicion de la invencion, que comprende, al menos, un ligando agonista

del receptor 4-1BB y, al menos, un interferén de tipo 1.
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En la presente invenci6n, el ligando agonista del receptor 4-1BB y el interferén de
tipo I se consideran “agentes antitumorales” o “ingredientes activos” o “principios
activos” de la composicion de la invencién y, por tanto, dichas expresiones son

empleadas indistintamente a lo largo de la descripcion para referirse a ellos.

En la presente invencion se entiende por “ligando agonista del receptor 4-1BB” al
ligando que se une especificamente al receptor 4-1BB (también conocido como receptor
CD137) y que al unirse es capaz de estimular algunas de las sefiales de coestimulacion
caracteristicas de la unién de dicho receptor con su ligando natural (4-1BBL o CD137-
L) u otras sefiales que resultan de la unién de dicho receptor con un anticuerpo agonista
de 4-1BB.

Existen una amplia variedad de ensayos inmunoldgicos disponibles para detectar
la actividad de ligandos agonistas del receptor 4-1BB, tales como la coestimulacion in
vitro del crecimiento de células T descrito en Wilcox, R. ef al. 2002, J. Clin. Invest.
Vol. 109(5): 651-659. Brevemente, dicho ensayo consiste en colocar un cultivo de
células T en presencia de un ligando agonista de 4-1BB, por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal anti-4-1BB, y medir la proliferacion de las células T mediante la
incorporacién de tritio. Alternativamente, es posible detectar la actividad agonistica de
un ligando agonista 4-1BB mediante la deteccion de cambios en los niveles de
expresion de la ciclina D2 en células T tras ser expuestas a dicho ligando, tal y como se

describe en W02005035584.

Ejemplos de ligandos agonistas del receptor 4-1BB son (i) el ligando natural del
propio receptor 4-1BB, o una variante funcionalmente equivalente del mismo que
conserve la capacidad de unirse al receptor 4-1BB e inducir sefiales de coestimulo sobre
él, o (ii) un anticuerpo agonista frente al receptor 4-1BB, o una variante funcionalmente
equivalente del mismo capaz de unirse especificamente al receptor 4-1BB y, mas
particularmente, al dominio extracelular de dicho receptor, e inducir algunas de las
sefiales de coestimulacion controladas por este receptor y proteinas asociadas. La
especificidad de unién puede ser para el receptor 4-1BB humano o para un receptor 4-

1BB homélogo al humano de una especie diferente.
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Asi, en una realizacion particular de la composicion de la invencion, al menos, un
ligando agonista del receptor 4-1BB es el ligando natural del receptor 4-1BB o una
variante funcionalmente equivalente del mismo. Los ligandos naturales del receptor 4-
1BB de origen humano y murino son conocidos en el estado de la técnica. El ligando
del receptor 4-1BB humano corresponde al polipéptido de 254 amino acidos cuya
secuencia se representa en la base de datos Uniprot con el nimero de acceso P41273 y
que estd codificado por el polinucleétido cuya secuencia se representa en la base de
datos GenEMBL bajo el niimero de acceso U03398 (SEQ ID NO:1). El ligando del
receptor 4-1BB de raton corresponde al polipéptido cuya secuencia viene indicada en la
base de datos Uniprot con el niimero de acceso P41274 y que esta codificado por el
polinucledtido cuya secuencia se representa en la base de datos GenEMNBL bajo el
ntmero de acceso 115435 (SEQ ID NO:2). El ligando del receptor 4-1BB es una
proteina de membrana de tipo IL Por tanto, la invenciéon contempla el uso de la proteina
completa (SEQ ID NO: 3 y 4 para las proteinas de origen humano y murino
respectivamente) asi como la region extracelular de las mismas (SEQ ID NO: 5 y 6 para
las proteinas de origen humano y murino respectivamente). Asi, la invencién contempla
el uso de una forma soluble del ligando del receptor 4-1BB que comprende amino
4cidos 106 a 309 de la proteina de origen murino (segun se describe en US6355779), de
proteinas de fusion entre la forma soluble de 4-1BB y la region Fc (segiin se describe en
US6355779), de una molécula de inmunoglobulina y versiones diméricas de las mismas
(segin se describen en US6355779), de trimeros de la fraccion soluble del ligando del
receptor de 4-1BB (segun se describen en W02007000675), de trimeros de proteinas de
fusion formadas por el dominio extracelular del ligando del receptor 4-1BB, un
enlazador y la regién correspondiente a las regiones variables de las cadenas ligera y
pesadas de una inmunoglobulina especifica para un receptor presente en las células T 'y

capaz de promover la activacion de éstas, tales como han sido descritos en
W02004069876.

Por variante funcionalmente equivalente del ligando natural del receptor 4-1BB se
entiende cualquier polipéptido cuya secuencia se pueda obtener mediante insercion,
sustitucién o eliminacion de uno o més amino4cidos de las secuencias de la secuencia
del ligando natural de 4-1BB y que conserve al menos parcialmente la capacidad de

estimular el receptor 4-1BB, determinado mediante el ensayo mencionado
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anteriormente. Preferiblemente, las variantes del ligando natural de 4-1BB tienen una
identidad de secuencia con dicho ligando de al menos 50%, al menos 60%, al menos
70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos
99%. La determinacion del grado de identidad entre las variantes y el ligando natural se
lleva a cabo usando métodos y algoritmos informaticos ampliamente conocidos para el
experto en la materia. Preferentemente, la identidad entre dos secuencias de amino
acidos se determina usando el algoritmo BLASTP (BLASTManual, Altschul, S., et al,
NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 21 5: 403-410
(1990).

En otra realizacion particular de la composicion de la invencién, al menos, un
ligando agonista del receptor 4-1BB es un anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB el
cual, puede ser de cualquier clase o subclase de inmunoglobulinas, tales como IgG,
IgM, IgA, IgD e IgE. En una realizacion particular, al menos uno de dichos anticuerpos

agonistas anti-receptor 4-1BB es una inmunoglobulina del tipo IgG-2A.

En la presente invencion, el término “anticuerpo” ha de ser interpretado de forma
amplia e incluye anticuerpos policlonales, monoclonales, multiespecificos y fragmentos
de los mismos (F(ab"),, Fab, siempre que sean capaces de reconocer al antigeno de
interés, es capaz de unirse especificamente al receptor 4-1BB o al dominio extracelular

de dicho receptor.

En la presente invencion, se entiende por “anticuerpo agonista del receptor 4-
1BB” todo aquel anticuerpo que es que es capaz de unirse especificamente al receptor 4-
1BB, o al dominio extracelular de dicho receptor, e inducir algunas de las sefiales de
coestimulacion controladas pro el receptor 4-1BB y proteinas asociadas. Ejemplos de
anticuerpos que pueden emplearse en el contexto de a presente invencion son, por
ejemplo y sin limitacién, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos recombinantes, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados,

anticuerpos totalmente humanos, etc.
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Los anticuerpos policlonales son originalmente mezclas heterogéneas de
moléculas de anticuerpos producidas en el suero de animales que han sido inmunizados
con un antigeno. Incluyen también anticuerpos policlonales monoespecificos obtenidos
a partir de las mezclas heterogéneas, por ejemplo, mediante cromatografia en una

columna con péptidos de un unico epitopo del antigeno de interés.

Un anticuerpo monoclonal es una poblacion homogénea de anticuerpos
especificos para un tinico epitopo del antigeno. Estos anticuerpos monoclonales pueden
prepararse mediante técnicas convencionales ya descritas, por ejemplo en Kohler and
Milstein [Nature, 1975; 256:495-397] o Harlow and Lane [“Using Antibodies. A
Laboratory Manual” de E. Harlow y D. Lane, Editor: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York; 1998 (ISBN 978-0879695439)].

Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo monoclonal construido mediante
clonacién o recombinacion de anticuerpos procedentes de distintas especies animales.
En una configuracion tipica pero no limitativa de la invencién, el anticuerpo quimerico
incluye una parte de un anticuerpo monoclonal, generalmente la regién variable (Fv)
que incluye los sitios para reconocimiento y unién al antigeno, y la otra parte
correspondiente a un anticuerpo humano, generalmente la parte que incluye la region

constante y la constante adyacente.

Un anticuerpo totalmente humano es un anticuerpo o anticuerpos que han sido
producidos en animales transgénicos con sistema inmune humano o por inmunizacién in
vitro de células inmunes humanas (incluyendo tanto inmunizacién genetica como
tradicional con o sin adyuvantes y antigeno puro o no; o mediante cualquier método de
exposicion del antigeno al sistema inmune) o mediante bibliotecas nativas/sintéticas
producidas desde células inmunes humanas. Estos anticuerpos pueden obtenerse y
seleccionarse desde animales transgénicos (por ejemplo ratones) en los que se han
clonado genes de las inmunoglobulinas humanas y que son inmunizados con el antigeno
objetivo (en la presente invencién con el receptor 4-1BB). Estos anticuerpos pueden
obtenerse por seleccién de regiones variables de cadena simple (scFv) o de unién al
antigeno (Fab) humanas presentadas en bibliotecas de fagos (phage display) y posterior

clonacién e injerto en un anticuerpo humano o mediante cualquier otro método de
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produccion y presentacién (display) conocido por el experto en la materia, de las
librerias generadas por clonacion de las regiones variables de ambas cadenas y posterior

combinacion/mutacion de éstas para generar librerias de anticuerpos.

Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo monoclonal construido mediante
clonacién e injerto de las regiones hipervariables determinantes de complementariedad
(CDR) de un anticuerpo monoclonal murino en un anticuerpo humano en sustitucion de

sus propias regiones hipervariables CDR.

Asi, en una realizacion particular de la composicién de la invencién, al menos, un
anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB es un anticuerpo humanizado. Ejemplos de
anticuerpos humanizados especificos para el receptor 4-1BB se han descrito en

W0200410947.

Por otro lado, en el contexto de la presente invencidon, dentro del término
“anticuerpo” también se incluyen variantes con un patrén de glucosilacién alterado, tal
y como se ha descrito en WO02006088447 asi como fragmentos de anticuerpos,
obtenidos a partir de la proteina o mediante tecnologia recombinante, glicosilados o no
glicosilados, que pueden consistir (i) en zonas variables de los anticuerpos unidas entre
si por un péptido de unién (scFv), (ii) en la zona variable junto a la constante CH1 de la
cadena pesada (Fd) unida a la cadena ligera mediante cisteinas o mediante péptidos de
union y puente disulfuro (scFab), (iii) nuevas variantes, como cadenas pesadas solas, o
(iv) cualquier modificacién que se haga de los fragmentos de anticuerpo con el fin de
hacerlos mas afines, menos inmunogénicos (humanizados) o mais estables en fluidos
biologicos y que tengan capacidad de producir alguna de las sefiales de coestimulo

caracteristicas del receptor 4-1BB.

Los anticuerpos agonistas del receptor 4-1BB descritos en la presente invencion
pueden obtenerse por medio de técnicas convencionales de ingenieria genética o
recombinante, de produccién de anticuerpos, de extraccién y purificacién a partir de
fluidos o tejidos biolégicos, o por cualquier otra técnica convencional para la obtencidn
de proteinas y anticuerpos las cuales, son ampliamente conocidas por el experto en la

materia. Cuando los agonistas del receptor 4-1BB son anticuerpos, para su produccion
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pueden utilizarse, sin que esto suponga limitacion alguna, entre otras: técnicas de
inmunizacién en animales, incluidos animales transgénicos para genes de
inmunoglobulinas humanas, produccion de monoclonales mediante hibridomas,
produccién mediante librerias de anticuerpos, que pueden ser nativas, sintéticas o
derivadas de organismos inmunizados frente al antigeno de interés y que podrian ser
seleccionadas mediante muy diferentes métodos de presentacion o “display” (phage
display, ribosome display, etc.) y posteriormente, mediante técnicas de ingenieria
genética podrian ser redisefiadas y expresadas en vectores disefiados para la produccion
de anticuerpos recombinantes de diferentes tamafios, composiciéon y estructura. Una
revisién de los principales métodos para la produccion y purificacion de los anticuerpos

puede encontrarse, por ejemplo, en:

» “Handbook of Therapeutic Antibodies”, de S. Diibel. Editor: Wiley-VCH, 2007,
Vol: 1a III (ISBN 978-3527314539);

»  “Antibodies: Volume 1: Production and Purification” de G. Subramanian Ed.,

Editor: Springer, 1st Ed, 2004 (ISBN 978-0306482458);

»  “Antibodies: Volume 2: Novel Technologies and Therapeutic Use”, de G.
Subramanian Ed., Editor: Springer, primera edicién, 2004 (ISBN 978-
0306483158);

»  “Molecular Cloning: a Laboratory manual”, de J. Sambrook y D.W. Russel Eds.,
Publisher: Cold Spring Harbor Laboratory Press, tercera edicion, 2001 (ISBN
978-0879695774).

Més especificamente, para la produccién y obtencién de anticuerpos que se unen
especificamente al receptor 4-1BB pueden utilizarse cualquiera de los métodos descritos
en WO98/16249, W02004/010947, US2004/0109847 y US2005/0013811, cuyo

contenido se incluye en su integridad como referencia.

Tal como se ha indicado anteriormente, la composicién de la invencion

comprende, al menos, un ligando agonista del receptor 4-1BB y un interferén de tipo L
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Al menos, un interferén de los empleados en la preparacion del medicamento de la

invencién es cualquier clase de interferén de tipo I, tal como IFN-o0, IFN-B, IFN-9,

IFN-g, IFN-k, IFN-t e IFN-o.

En una realizacion particular, al menos un interferén de tipo I comprendido en la
composicion de la invencion se selecciona del grupo que comprende el interferon-alfa

(IFN-0) y el interferon-beta (IFN-f).

Cuando el interferén de tipo I es IFN-a, éste puede corresponder a cualquier
interferén codificado por cualquier gen miembro de la familia de genes del IFN-a
humano. En una realizacion particular, al menos, un interferén de tipo I es un IFN-a
seleccionado del grupo de IFN-a2a, IFN-02b, IFN-04, IFN-a5, IFN-08 vy
combinaciones de los mismos, incluyendo su combinaciéon con otras sustancias en

formulaciones farmacéuticas.

Una lista de especies de interferon tipo I, particularmente IFN-a e IFN- que
pueden emplearse de acuerdo con la invencidn, puede encontrarse en Bekisz et al.
(Growth Factors, 2004; 22: 243-251) y en Petska et al. (Immunological Reviews, 2004;
202: 8-32). Adicionalmente, para la preparacion de la composicion de la invencion
podria utilizarse una combinacién de interferones, como por ejemplo IFN-oanl (derivado
linfoblastoide) o IFN-a3 [combinacion de interferones producida por leucocitos

humanos estimulados con el virus Sendai (u otro virus) o particulas virales].

El origen del interferén de tipo I empleado no constituye un aspecto critico de la
invencion. Este puede ser de origen natural, extraido y purificado a partir de fluidos o
tejidos bioldgicos, o producidos mediante métodos convencionales de ingenieria
genética y recombinante, como los descritos en Sambrook and Russel (“Molecular
Cloning: a Laboratory manual” de J. Sambrook, D.W. Russel Eds. 2001, tercera
edicion, Cold Spring Harbor, New York), por procedimientos de sintesis o por cualquier

otra técnica convencional descrita en el estado de la técnica.

En una realizacion particular de la invencion, al menos, un interferén de tipo I

comprendido en la composicion de la invencién se encuentra en forma pegilada.



10

15

20

25

30

WO 2009/060112 PCT/ES2008/000693
18

Algunos ejemplos para la preparacion de formas pegiladas de interferén pueden
encontrarse en US5762923 y US5766582. Por otra parte, también es posible emplear
algunas de las formas de interferén ya disponibles comercialmente, bien sean formas
pegiladas o no. Entre estas se incluyen, sin que suponga limitacién alguna, ROFERON-
A (IFN-02a humano recombinante) y PEGASYS (IFN-a pegilado) de Hoffmann La
Roche Inc., INTRON-A (IFN-02b humano recombinante) y PEG-INTRON (IFN-02b
pegilado) de Schering Corp., ALFERON-N (IFN-03n, combinacion de interferones de
origen natural) de Interferon Sciences, o IFNERGEN (IFN-oconl) de InterMune
Pharmaceuticals Inc., cuya secuencia es una secuencia consenso que no se corresponde
exactamente con una secuencia natural. Se incluyen también formulaciones de IFN-f,
tales como por ejemplo AVONEX (IFN-fla) de Biogen Idec, REBIF (IFN-Bla) de
EMD Serono, Inc, y BETASERON (IFN-B1b) de Bayer Health Care.

En otra realizacion particular, la composicion de la invencién comprende, ademas,

un compuesto quimioterapéutico.

En la presente invencién, se entiende por “compuesto quimioterapéutico” a
aquellos compuestos o agentes empleados en el tratamiento del cancer, tales como
agentes alquilantes, alcaloides, antimetabolitos, anticuerpos antitumorales,
nitrosoureas, agonistas/antagonistas analogos, inmunomoduladores, enzimas y otras. En
las tablas 1 y 2 la solicitud de patente W02004/093831 se describen agentes

quimioterapéuticos ttiles en la puesta en practica de la presente invencion.

De acuerdo a la presente invencion, la administracion combinada de un ligando
agonista del receptor 4-1BB y un interferon de tipo I en el tratamiento del cancer, tiene
un efecto terapéutico mayor que si dicho ligando e interfer6n se administran por

separado.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicion segtn la

presente invencion para su uso en medicina.
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En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de una composicion segln la

presente invencion para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento o la

prevencion del cancer.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicion segun la presente

invencién para el tratamiento o la prevencion del cancer.

En el contexto de la invencién se entiende por “tratamiento antitumoral”,
“tratamiento del cancer” o “prevencién del cancer”, a la administracién combinada de
un ligando agonista del receptor 4-1BB y del interferon tipo I para prevenir o retrasar la
aparicion de los sintomas, complicaciones o indicios bioquimicos del cancer o tumor,
para aliviar sus sintomas o para detener o inhibir su desarrollo y progresion, como por
ejemplo, la aparicién de metéstasis. El tratamiento puede ser un tratamiento profilactico,
para retrasar la aparicién de la enfermedad o para prevenir la manifestacion de sus
sintomas clinicos o subclinicos, o un tratamiento terapéutico para suprimir o aliviar los
sintomas después de manifestarse la enfermedad o en relacion con su tratamiento

quirargico o radioterapico.

El cancer a tratar con la composicién de la invencion puede ser cualquier tipo de
cancer o tumor. Entre estos tumores o cancer se incluyen, sin limitacién, canceres
hematolégicos (por ejemplo, leucemias o linfomas), tumores neurologicos (por gjemplo,
astrocitomas o glioblastomas), melanoma, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer
de cabeza y cuello, tumores gastrointestinales (por ejemplo, cancer de estomago,
péncreas o colon), cancer de higado, cancer de células renales, tumores genitourinarios
(por ejemplo, cancer de ovario, cancer vaginal, cancer de cuello uterino, cancer de

vejiga, cancer testicular, cancer de prostata), tumores 0seos y tumores vasculares.

Asi, en una realizacidn particular, el cincer que se va a tratar o prevenir usando la
composicién de la invencién o el medicamento elaborado a partir de dicha composicion,

es un tumor s6lido o, en otra realizacién particular, es carcinoma de colon.

La administracién de la composicion de la invencién se puede efectuar por

diferentes vias, por ejemplo, por via intravenosa, intraperitoneal, subcutinea,
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intramuscular, topica, intradérmica, intranasal o intrabronquial, y se puede administrar
local o sistémicamente o directamente al sitio objetivo. Una revision de las distintas vias
de administracién de principio activos, de los excipientes a utilizar y de sus
procedimientos de fabricacién puede encontrarse en el Tratado de Farmacia Galénica,
C. Faulli i Trillo, Luzan 5, S.A. de Ediciones, 1993 y en Remington’s Pharmaceutical
Sciencies (A.R. Gennaro, Ed.), 20° edicién, Williams & Wilkins PA, USA (2000).

El régimen de dosificacion lo determinara el médico y los factores clinicos. Como
se sabe bien en medicina, las dosificaciones dependen de muchos factores que incluyen
las caracteristicas fisicas del paciente (edad, tamafio, sexo), la via de administracion
utilizada, la gravedad de la enfermedad, el compuesto particular empleado y de las

propiedades farmacocinéticas del individuo.

La composicién de la invencién puede contener una cantidad de agentes
antitumorales que pueden variar dentro de un amplio intervalo, pero siempre en

cantidades terapéuticamente eficaces.

En la presente invencion se entiende por “cantidad terapéuticamente eficaz” a la
cantidad de un ligando agonista del receptor 4-1BB y de interferon de tipo I suficiente
para provocar un retraso en el crecimiento tumoral o la inhibicién del mismo, o de

inducir un incremento de la respuesta inmunitaria antitumoral.

Asi, la composicion de la invencién puede contener una cantidad de los agentes
antitumorales que oscila entre 0,1 y 2.000 mg, preferiblemente en el rango de 0,5 a 500
mg y, ain mas preferiblemente, entre 1 y 200 mg. Dosis apropiadas de las
composiciones pueden oscilar entre 0,01 y 100 mg/kg de peso corporal, preferiblemente
entre 0,1 a 50 mg/kg de peso corporal, més preferiblemente, entre 0,5 y 20 mg/kg de
peso corporal. La composicién se puede administrar un numero variable de veces al dia,

particularmente de 1 a 4 dosis al dia.

La composicién segin la presente invencion ha demostrado ser util en el

tratamiento antitumoral. Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una
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preparacién farmacéutica que comprende la composicion de la invencion y un vehiculo

farmacetticamente aceptable.

Para uso en medicina, las combinaciones de compuestos de la invencion pueden
encontrarse en forma de prodroga, sal, solvato o clatrato, bien de forma aislada o bien
en combinacién con agentes activos adicionales. Las combinaciones de compuestos de
acuerdo con la presente invencidon pueden ser formuladas conjuntamente con un
excipiente que sea aceptable desde el punto de vista farmacéutico. Excipientes
preferidos para su uso en la presente invencion incluyen aziicares, almidones, celulosas,
gomas y proteinas. En una realizacién particular, la composicién farmacéutica de la
invencion se formularda en una forma farmacéutica de administracion soélida (por
ejemplo comprimidos, cépsulas, grageas, granulos, supositorios, solidos estériles
cristalinos o amorfos que pueden reconstituirse para proporcionar formas liquidas etc.),
liquida (por ejemplo soluciones, suspensiones, emulsiones, elixires, lociones, ungiientos
etc.) o semisdlida (geles, pomadas, cremas y similares). Las composiciones
farmacéuticas de la invencion pueden ser administradas por cualquier ruta, incluyendo,
sin ser limitante, oral, intravenosa, intramuscular, intrarterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica, subcutinea, intraperitoneal, intranasal, entérica, topica,
sublingual o rectal. Una revision de las distintas formas de administracion de principios
activos, de los excipientes a utilizar y de sus procedimientos de fabricaciéon puede
encontrarse en el Tratado de Farmacia Galénica, C. Fauli i Trillo, Luzan 5, S.A. de
Ediciones, 1993 y en Remington’s Pharmaceutical Sciences (A.R. Gennaro, Ed.), 20?
edicion, Williams & Wilkins PA, USA (2000) Ejemplos de vehiculos
farmacetticamente aceptables son conocidos en el estado de la técnica e incluyen
soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones
aceite/agua, diferentes tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc. Las
composiciones que comprenden dichos vehiculos se pueden formular por

procedimientos convencionales conocidos en el estado de la técnica.

En otro aspecto la invencion se relaciona con un kit, de aqui en adelante, kit de la

invencion, que comprende uno o varios contenedores de
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) una formulacién farmacedticamente aceptable de, al menos, un ligando
agonista del receptor 4-1BB o una variante funcionalmente equivalente del
mismo

(ii)  una formulacién farmaceuticamente aceptable de, al menos, un interferén de
tipo I o una variante funcionalmente equivalente del mismo vy,
opcionalmente,

(iii) una formulacién farmacedticamente aceptable de wun compuesto

quimioterapéutico.

En la presente invencion se entiende por ‘“kit”, un producto que contiene los
distintos principios activos que forman la composicién empaquetados para permitir su
transporte, almacenamiento y su administracién de forma simulténea o secuencial. Asi,
los kits de la invencién pueden contener una o mas suspensiones, comprimidos,
capsulas, inhaladores, jeringuillas, parches y similares que contienen los principios
activos de la invencion y que se pueden encontrar preparadas en una dosis Ginica 0 como
multiples dosis. Adicionalmente, el kit puede contener un vehiculo adecuado para la
resuspension de las composiciones de la invencion tales como medios acuosos tales
como solucién salina, solucion Ringer, solucién Ringer lactato, dextrosa y cloruro
s6dico, medios solubles en agua, tales como alcohol, polietilenglicol, propil etilenglicol
y vehiculos insolubles en agua tales como aceite de maiz, aceite de semillas de algodon,
aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de isopropilo y benzoato
bencilico. Otro componente que puede estar presente en el kit es un empaquetamiento
que permite mantener las formulaciones de la invencion dentro de unos limites
determinados. Materiales adecuados para la preparaciéon de tales empaquetamientos
incluyen cristal, plastico (polietileno, polipropileno, policarbonato y similares), botellas,

viales, papel, sobres y similares.

En una realizacién particular del kit de la invencion, al menos, un ligando agonista

del receptor 4-1BB es el ligando natural del receptor 4-1BB.

En otra realizacion particular del kit de la invencién, al menos, un ligando

agonista del receptor 4-1BB es un anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB que, en otra
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realizacion todavia maés particular, es una inmunoglobulina del tipo IgG-2A o un

anticuerpo humanizado.

En otra realizacion particular del kit de la invencién, al menos, un interferén de

tipo I se selecciona del grupo que comprende el IFN-a y el IFN-f.

En otra realizaci6n particular del kit de la invencidn, al menos, un interferén de
tipo I es un IFN-a seleccionado del grupo de IFN-02a, IFN-02b, IFN-04, IFN-a5,

IFN-08 y combinaciones de los mismos.

En otra realizacion particular del kit de la invencién, al menos, un interferén de

tipo I es un interferdn pegilado.

Los distintos usos del kit de la invencion, constituyen aspectos adicionales de la
misma. Asi, en un aspecto la invencion se relaciona con un kit segin la presente

invencion para su uso en medicina.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un kit segun la presente invencion

para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de un kit segin la invencion
en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion del cancer. En

una realizacién particular, dicho céncer es un tumor sélido o un carcinoma de colon.

Adicionalmente, el kit de la invencién puede contener instrucciones para la
administracién simultanea, secuencial o separada de las distintas formulaciones
farmacéuticas que se encuentran en el kit. Por tanto, en una realizacion particular, el kit
de la invencién comprende, ademads, instrucciones para la administracién simultanea,

secuencial o separada de los distintos componentes.

Dichas instrucciones pueden encontrarse en forma de material impreso o en forma
de soporte electrénico capaz de almacenar instrucciones de forma que puedan ser leidas

por un sujeto, tales como medios de almacenamiento electrénicos (discos magnéticos,
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cintas y similares), medios Opticos (CD-ROM, DVD) vy similares. Adicional o
alternativamente, los medios pueden contener direcciones de Internet que proporcionen

dichas instrucciones.

Como entiende el experto en la materia, las formulaciones farmacéuticas del kit de
la invencién, es decir, las formulaciones farmaceUticamente aceptables que
comprenden, al menos, un ligando agonista del receptor 4-1BB o, al menos, un
interferén de tipo I o un agente quimioterapéutico, estaran formuladas de acuerdo a la
via de administracién que vaya a emplearse. Asi, en una realizacion particular, la
formulacién farmacéutica que comprende, al menos, un ligando agonista del receptor 4-
1BB, estara formulada de forma adecuada para su administracion sistémica, vy la
formulacién farmacéutica que comprende, al menos, un interferon de tipo I estara
formulada de forma adecuada para su administracion intratumoral. Adicionalmente, en
el contexto de la presente invencién, la formulacion farmacéutica que comprende el
interferon de tipo I estard formulada, preferentemente, en una forma adecuada que
favorezca su permanencia en el sitio administrado, como el tejido tumoral, o retarden su

eliminacion del mismo.

Tal como se ha indicado anteriormente en la presente descripcion y sin querer
estar vinculado a ninguna teoria, se postula que la administracién intratumoral de un
interferon de tipo I induce modificaciones en el tejido maligno que favorecen la
induccién de una respuesta inmunitaria que, en el caso del tratamiento combinado, es
amplificada en presencia del ligando agonista del receptor 4-1BB. Por tanto,
preferentemente, en el contexto de la presente invencion, el ligando agonista del
receptor 4-1BB es administrado por via parenteral o sistémica y el interferon de tipo Tes

administrado por via intratumoral.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de un interferén de
tipo I, o una variante funcionalmente equivalente del mismo, para promover el efecto

antitumoral de un ligando agonista del receptor 4-1BB.

Como entiende el experto en la materia, en lugar de administrar de forma

combinada un ligando agonista del receptor 4-1BB y un interferon de tipo I para el
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tratamiento del cancer, otra manera de poner en practica la presente invencion consiste
en la administracién de un vector que comprende las secuencias de nucledtidos que
codifican un ligando agonista del receptor 4-1BB y un interferon de tipo 1. De este
modo, cuando el vector se exprese en el organismo receptor, producira las
correspondientes proteinas que ejerceran el efecto terapéutico anteriormente comentado

para el tratamiento del céncer.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un polinucledtido, de aqui
en adelante polinuclestido de la invencién, que comprende
@) una secuencia de nucledtidos que codifica un ligando agonista del receptor
4-1BB o un variante funcionalmente equivalente del mismo, y
(i)  una secuencia de nucleétidos que codifica un interferén de tipo I o una
variante funcionalmente equivalente del mismo,

en donde ambas secuencias estan precedidas por secuencias reguladoras de la expresion.

La definicién de “variante funcionalmente equivalente” coincide con la aportada
anteriormente en relacién con las composiciones que contienen el polipéptido

correspondiente el ligando 4-1BB.

El experto en la materia entiende que, mutaciones en la secuencia de nucleodtidos
del ligando agonista del receptor 4-1BB que dan lugar a sustituciones conservativas de
aminodcidos en posiciones no criticas para la funcionalidad de la proteina, son
mutaciones evolutivamente neutras que no afectan a su estructura global ni a su
funcionalidad. Por tanto, dentro del término “variantes funcionalmente equivalentes”,
estan también incluidas (ii) variantes de un ligando agonista del receptor 4-1BB
obtenidas a partir de la secuencia de aminoéacidos de un ligando agonista del receptor 4-
1BB mediante la sustitucién, delecién o insercién de uno o mas aminodcidos y (ii) que

mantienen sustancialmente la funcién de la proteina original.

Por otro lado, las secuencias reguladoras de la expresion que preceden a las
secuencias de nucletidos del polinucledtido de la invencién, estan operativamente
unidas a dichas secuencias de nucledtidos. Tal como se utiliza en esta descripcion, la

expresion “operativamente unida” significa que las secuencias de nucledtidos estan en
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el marco de lectura correcto para su expresion bajo el control de dichas secuencias

reguladoras.

Las secuencias reguladoras de utilidad para la presente invencion pueden ser
secuencia promotores nucleares o, alternativamente, secuencias potenciadotas
(“enhancer”) y/o otras secuencias reguladoras que aumentan la expresion de la
secuencia heteréloga de 4cido nucleico. El promotor puede ser constitutivo o inducible.
Si se desea expresion constante de la secuencia heterdloga de 4cido nucleico, entonces
se usa un promotor constitutivo. Ejemplos de promotores constitutivos bien conocidos
incluyen el promotor temprano inmediato del citomegalovirus (CMV), promotor del
virus del sarcoma de Rous, y similares. Numerosos otros ejemplos de promotores
constitutivos son bien conocidos en la técnica y se pueden emplear en la practica de la
invencioén. Si desea la expresion controlada de la secuencia heterdloga de acido
nucleico, entonces se debe utilizar un promotor inducible. En un estado no inducido, el
promotor inducible estd “silencioso”. Mediante “silencioso” se quiere decir que en
ausencia de un inductor se detecta poca o ninguna expresion de la secuencia heterdloga
de 4cido nucleico; en presencia de un inductor, sin embargo, se produce la expresion de
la secuencia heterdloga de 4cido nucleico. Con frecuencia, se puede controlar el nivel de
expresion variando la concentracién del inductor. Controlando la expresion, por
ejemplo variando la concentracién del inductor de modo que un promotor inducible se
estimula de forma mas fuerte o mas débil, se puede afectar la concentracién del
producto transcrito de la secuencia heterologa de acido nucleico. En el caso en el que la
secuencia heteréloga de 4cido nucleico codifica un gen, se puede controlar la cantidad
de proteina que se sintetiza. De esta manera, es posible variar la concentracién del
producto terapéutico. Ejemplos de promotores inducibles bien conocidos son: un
promotor de estrogeno o andrégeno, un promotor de metalotioneina, o un promotor que
responde a ecdisona. Otros ejemplos numerosos son bien conocidos en la técnica y se
pueden utilizar en la practica de la invencién. Ademés de los promotores constitutivos €
inducibles (que suelen funcionar en una gran variedad de tipos de células o tejidos), se
pueden utilizar promotores especificos de tejido para alcanzar expresion de la secuencia
heterdloga de acido nucleico especifica en células o tejidos. Ejemplos bien conocidos de
promotores especificos de tejido incluyen varios promotores especificos de musculo

incluyendo: el promotor de la a-actina esquelética, el promotor de la actina cardiaca,
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promotor de la troponina C esquelética, promotor de la troponina C cardiaca de de

contraccion lenta, y el promotor/potenciador de la creatina quinasa. Existen numerosos

promotores especificos de muisculo que son bien conocidos en la técnica y que se

pueden emplear en la practica de la invenciéon (para una revision en promotores

especificos de muasculo ver Miller et al., (1993) Bioessays 15: 191-196).

En una realizaciéon particular, el polinucledtido de la invencién codifica el

ligando natural del receptor 4-1BB.

En otra realizacién particular, el polinucleétido de la invencion codifica un
anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB que, en otra realizacién més particular, dicho

anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB es una inmunoglobulina del tipo IgG-2A.

En otra realizacion particular, el polinucleétido de la invencion codifica un

anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB humanizado.

En otra realizacion particular, el polinucleétido de la invencion codifica un
interferon de tipo I seleccionado del grupo que comprende el interferon-alfa y el

interferon-beta.

En otra realizacion particular del polinucledtido de la invencion, el interferén de
tipo I es un interferén-alfa seleccionado del grupo de IFN-a2a, IFN-a2b, IFN-a4, IFN-

a5, IFN-08 y combinaciones de los mismos.

En otra realizacion particular del polinucledtido de la invencidn, el interferon de

tipo I es un interferén pegilado.

El polinucledtido de la invencién puede estar contenido dentro de un vector
apropiado para su clonaje en una célula huésped. Por tanto, en otro aspecto, la invencion
se relaciona con un vector, en adelante vector de la invencion, que comprende un

polinucleétido segin la presente invencion.
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La eleccidn del vector dependerd de la célula hospedadora en el que se va a
introducir. A modo de ejemplo, el vector de la invencion puede ser un plasmido o un
vector que, cuando se introduce en la célula hospedadora, se integra o no en el genoma
de dicha célula. Las obtencién de dicho vector puede realizarse por métodos
convencionales conocidos por los técnicos en la materia y que pueden encontrarse en,
por ejemplo, Sambrock et al.., 2001. “Molecular cloning: a Laboratory Manual”, 39 ed.,

Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., Vol. 1-3.

No obstante, en el 4&mbito de la presente invencion, preferentemente el vector
de la invencién es un vector viral o no viral adecuado para su empleo en terapia
génica; a modo ilustrativo, no limitativo, dichos vectores pueden ser vectores virales
basados en retrovirus, adenovirus, etc., o en caso de los no virales, los vectores
pueden ser complejos ADN-liposoma, ADN-polimero, ADN-polimero-liposoma, etc.
[véase “Nonviral Vectors for Gene Therapy”, editado por Huang, Hung y Wagner,
Academic Press (1999)]. Dichos vectores, virales y no virales, que contienen el
polinucleétido de la invencién, pueden ser administrados directamente al cuerpo
humano o animal por métodos convencionales. Alternativamente, dichos vectores
pueden ser utilizados para transformar, transfectar o infectar células, por ejemplo,
células de mamiferos, incluido el hombre, ex vivo, y, posteriormente implantarlas en
el cuerpo humano o animal para obtener el efecto terapéutico deseado. Para su
administracion al sujeto, dichas células se formularén en un medio adecuado que no

afecte adversamente a su viabilidad.

Asimismo, como entiende el experto en la materia, dicho vector puede contener,
entre otras cosas, sitios de clonaje multiple, secuencias reguladoras de la expresion,
origenes de replicacion adecuados a la célula huésped donde se va a introducir el vector,

marcadores de seleccion, etc.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con una célula que comprende el

vector de la invencion.

Como se ha explicado anteriormente, otra manera de poner en practica la

presente invencién consiste en la administracién de un vector que comprende las
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secuencias de nucledtidos que codifican un ligando agonista del receptor 4-1BB y un
interferén de tipo L. Asi, cuando el vector se exprese en el organismo receptor, producira
las correspondientes protefnas que ejerceran el efecto terapéutico anteriormente

comentado para el tratamiento del cancer.

Por tanto, en otro aspecto la invencion se relaciona con el polinucledtido de la
invencién, con el vector de la invencion o con la célula de la invencion para su uso en

medicina.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso del polinucledtido de la
invencion, del vector de la invenci6n o de la célula de la invencion en la elaboracion de

un medicamento para el tratamiento o la prevencion del cancer.

En una realizacién particular, el cancer es un tumor s6lido o un carcinoma de

colon.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una preparacion farmacéutica que
comprende el polinucledtido de la invencién, con el vector de la invencién o con la

célula de la invencién y un vehiculo farmacetticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un kit que comprende el

polinucleétido de la invencién, el vector de la invencion o la célula de la invencion.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un kit que comprende el
polinucleétido de la invencion, el vector de la invencion o la célula de la invencion para

su uso en medicina.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de un kit que comprende el
polinucledtido de la invencién, el vector de la invencién o la célula de la invencion para

1a elaboracion de un medicamento en el tratamiento o prevencion del cancer.

En una realizacion particular, el uso de un kit que comprende el polinucléotido

de 1a invencién, el vector de la invencion o la célula de la invencion para la elaboracion
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de un medicamento va dirigido al tratamiento o prevencién de un tumor sélido o un

carcinoma de colon.

Por dltimo, en otro aspecto la invencién se relaciona con el uso de un
polinucle6tido que codifica un interferén de tipo I, o una variante funcionalmente
equivalente del mismo, para promover el efecto antitumoral de un ligando agonista del

receptor 4-1BB.

Adicionalmente, la invencion se relaciona con un método para el tratamiento o la
prevencion del cancer que comprende (i) la administracién combinada, en una cantidad
terapéuticamente eficaz, de un ligando agonista del receptor 4-1BB y un interferén de
tipo I junto con, opcionalmente, un compuesto quimioterapéutico, o (ii) la
administracion de un polinucledtido, un vector o una célula segun la presente invencion.
Dicho método puede comprender la administracion separada, secuencial o simulténea,
de dichos ligando e interferon, lo que permite emplear distintas vias de administracion

para cada componente.

Fl siguiente Ejemplo ilustra la invencion y no debe ser considerado limitativo del

alcance de la misma.

EJEMPLO

Retraso del crecimiento de tumores en ratones mediante la administracion

combinada de un ligando agonista del receptor 4-1BB y un interferén de tipo I

I. MATERIALES Y METODOS

1.1 Cultivos celulares

La linea MC38 (H-2°) obtenida del laboratorio de James Mulé originalmente se
cultiva in vitro en medio RPMI1640 (GIBCO) suplementado con 10% v/v de suero de
ternera fetal inactivado por calor (GIBCO), 50 pg/mL de 2-mercaptoetanol, 100 U/mL

de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina. Las células son adherentes y, por tanto, se
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despegaron de los frascos de cultivo (GREINER) mediante incubacion durante 5
minutos con una solucién de tripsina (GIBCO) a temperatura ambiente. Las células tras
ser lavadas, se dividieron para cultivo o se resuspendieron en suero salino para su
inyeccién. El nimero de células se determiné mediante microscopia en camaras de

Neubauer.

1.2 Tnoculacién de las células tumorales

La inoculacién de 5x10° células tumorales MC38 en los animales de
experimentaci6n se realizé mediante una jeringuilla de insulina con aguja 28G aplicada
de forma intradérmica, y con un trayecto subcutaneo suficiente para evitar el escape de
la suspensién celular. Para la inoculacién intrahepética se utiliz6 una jeringuilla
Hamilton #710 RN (100pL). Los animales se mantuvieron anestesiados mediante un
equipo de anestesia inhalatoria con Isofluorano durante la laparoscopia. En este caso las

células se inyectaron en el 16bulo izquierdo del higado de los ratones.

1.3 Obtencién de los animales de experimentacion

Los ratones singénicos respecto a la linea celular tumoral C57BL/6 (hembras de 6-
9 semanas de edad) estuvieron en un estabulario libre de patogenos especificos bajo
supervisién veterinaria. Los nédulos tumorales implantados en los ratones se siguieron
y monitorizaron mediante medicién con un calibre digital, y el area tumoral se calculo6
mediante la multiplicacién de dos dismetros perpendiculares expresados en milimetros.
Los ratones IFNAR-/- son cometcializados por Jackson y cruzados en el animalario de

nuestra institucion.

1.4 Obtencion de los agentes antitumorales

1.4.1 Anticuerpo monoclonal anti-4-1BB

El anticuerpo monoclonal anti-4-1BB fue producido por el hibridoma 2A
(subclase de inmunoglobulina IgG2A) obtenido por el Dr. Lieping Chen en la Clinica

Mayo (Rochester, Minnesota, Estados Unidos) que reconoce el receptor 4-1BB de raton
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y produce sobre ella efectos agonmistas (Wilcox RA, et al. 2002. J Clin Invest.

109(5):651-9).

El anticuerpo se purificé a partir del sobrenadante del cultivo de las células del
hibridoma mediante cromatografia de afinidad sobre columnas empaquetadas con
proteina G sefarosa siguiendo las instrucciones del fabricante (Pharmacia). El
anticuerpo en solucién se dializ6 frente a buffer fosfato salino (PBS), y la concentracion
de anticuerpo se determiné mediante espectrometria analizando la absorbancia de la
solucién de anticuerpo a 280 nM en comparacién con el tampén salino. El anticuerpo se
preservd a -80°C hasta su utilizacién tras verificar su capacidad de unién al antigeno
sobre células T activadas de ratén y determinar la ausencia de endotoxina contaminante.
El anticuerpo control utilizado es una inmunoglobulina G de rata policlonal producida

por SIGMA y preservada de modo similar.
1.4.2 Interferon de tipo 1

El IFN-04 de ratén se produjo en una linea de hibridoma transfectada
establemente con un plasmido de expresion (Le Bon A. et al. 2003. Nature
Immunology, Vol. 4:1009-1015). El gen que codifica para IFN-04 se cloné en el
plasmido de expresion pEE12 plasmid (Celltech). Despucs de su amplificaciéon en
Escherichia coli se purificé el plasmido y se secuencio el transgén. El plasmido pEE12
que codifica el cDNA de IFN-04 se utilizo para transfectar la linea celular de mieloma
de ratén NSo. Las colonias (clones) se sometieron a screening tras crecimiento en
medio de cultivo de seleccién y se eligié una tinica colonia de células transfectantes por
su alta expresion de IFN-a4. Las células se cultivaron durante 10-15 dias a una
densidad de 0,5x10° células/ml en medio libre de suero suplementado con Cholesterol
Lipid Concentrate (1x; Life Technologies). El sobrenadante del cultivo recogido se
analizé en su contenido de IFN-04 mediante un ensayo de inhibicion del efecto
citopatico del virus de la estomatitis vesicular sobre células L en cultivo en monocapa
microplacas Falcon (Becton Dickinson). Las preparaciones de IFN-04 mostraron una
actividad de 2x10° U/ml. La concentracién de IFN-o se verificoé mediante IFN-o

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (PBL Biomedical Laboratories).
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Un medio idéntico de cultivo pero en el que no han proliferado los transfectantes
utilizados se utilizé como control (vehiculo control). El IFN-04 se cuantificé mediante

ELISA en comparacién con una recta patron (R&D).

1.5 Administracion de los agentes antitumorales

La inyeccion de los anticuerpos se realizé por puncién intraperitoneal e inyeccién
de la solucién que contiene el anticuerpo a la cavidad peritoneal. La inyeccion del
IFN-04 de raton o del vehiculo control se realizé en el interior del nddulo tumoral al que

se accede mediante una jeringuilla de insulina 28G.
1.6 Obtencidon de la suspension celular a partir de ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos de drenaje del tumor (ganglios inguinales), del mismo
lado donde se inoculd éste, fueron incubados en colagenasa-DNAsa (Roche, Basel,
Suiza) durante 15 minutos a 37°C y disgregados mecénicamente antes de ser pasados a
través de una malla estéril de nylon de 70 um de poro (BD Falcon). La suspension
celular fue tefiida mediante inmunofluorescencia directa con combinaciones de varios
anticuerpos monoclonales conjugados a distintos fluorocromos y analizada por

citometria de flujo (FACS SCAllibur. BD Biosciences).
1.7 Anticuerpos y citometria de flujo

Las células aisladas a partir de los ganglios linfaticos (10° células por muestra)
fueron pretratados con anti-CD16/32 (clon 2.4G2; BD Biosciences-Pharmingen) para
reducir uniones inespecificas por unién a receptores para FC de inmunoglobulinas. Se
utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales para la tincion de FACS: anti-CD8a-
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (53-6.7; eBioscience), anti-CD3e aloficocianina
(APC) (145-2Cl11; BD Biosciences-Pharmingen), anti-CDllc APC (N418;
eBioscience), anti-B220 FITC (RA3-6B2; BD Biosciences-Pharmingen), anti-NK1.1
ficoeritrina (PE) (12-5941; eBioscience). Para la identificacion de linfocitos CDS8
especificas de tumor, las células se marcaron con el tetramero iTAg MHC Class 1

cargado con el péptido KSPWFTTL (SEQ ID NO: 7) de MC38 y conjugado con (PE)
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(Beckman Coulter). Para la adquisicion y analisis de las muestras se us6 un citometro de

flujo FACSCalibur (BD Biosciences).
II. RESULTADOS

Segiin se observa en los resultados presentados en la Figura 1, la administracion
repetida del anticuerpo 2A anti-4-1BB retrasa ligeramente el crecimiento de tumores
derivados de MC38. En un grupo de 6 ratones singenicos tratados con 100 ng de
anticuerpo (dosis estandar en la literatura) por via intraperitoneal los dias 9, 13 tras la
implantacién de las células tumorales, se observé la regresion tumoral de los tumores
derivados de MC38. En cambio la administracion repetida en dia 9y 12 en el interior
n6dulo tumoral de IFN-o4 (104 U/dosis) un grupo similar de ratones no altera la
progresion de los tumores comparada con los grupos control. Sin embargo cuando un
grupo de ratones recibe éstos tratamientos de forma combinada, el efecto antitumoral es
manifiesto, retrasandose el crecimiento de los tumores que en dos de seis casos se

reducen hasta desaparecer definitivamente.

Para comprobar si el efecto antitumoral es sistémico, es decir, el efecto se ejerce a
distancia sobre nédulos tumorales no tratados intratumoralmente con interferén de tipo
I, se procedié a implantar dos nddulos subcutaneos derivados de células MC38 situadas
a distancia en ambos lados del raton (Figura 2). En estas condiciones, los anticuerpos se
administraron por via intraperitoneal en tres dosis de 100 pg aplicadas los dias 9, 12 y15
tras la implantacion de las células tumorales y se analizd el crecimiento de los dos
n6édulos tumorales concomitantes. En dichas condiciones experimentales, se comprobo
un efecto retardante en el crecimiento del tumor con el tratamiento con anti-4-1BB y el
tratamiento intratumoral unilateral con el vehiculo control que resulto en un ratén de
seis rechazando ambos nodulos tumorales. Sin embargo, el grupo tratado con tres dosis
de interferén-o. intratumoral de modo unilateral y dosis idénticas de anticuerpo
monoclonal anti-4-1BB por via intraperitoneal result6 en el rechazo completo bilateral
de los tumores en cuatro de seis ratones. Estos datos analizados en curvas de
supervivencia indican el efecto sinérgico de ambos tratamientos para inducir el rechazo

de tumores.
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Una vez comprobado que la combinacién de los tratamientos mejora el efecto
antitumoral de ambos administrados por separado, se realizaron experimentos para
aclarar el/los mecanismo(s) por el cual tiene lugar el efecto terapéutico sinérgico. En
primer lugar, se realizaron experimentos para clarificar las poblaciones celulares sobre
las que era necesario el efecto del IFNa. Con este proposito se generaron ratones
quiméricos cuya médula 6sea provenia de un ratén singénico donante. Asi se pudo
obtener un raton WT cuyas células hematopoiéticas, provenientes de la médula dsea,
fueran deficientes en el receptor de los interferones de tipo I, y viceversa, un raton
knock out IFNAR™ cuyas estirpes celulares hematopoyéticas procedieran de un ratén
WT.

Siguiendo un protocolo de tratamiento similar al del experimento anterior, se
comprobd cémo la carencia del receptor de IFN de tipo I en las células hematopoiéticas
anulaba por completo el efecto antitumoral de los anticuerpos en combinacién con el
IFNa (Figura 3a). Sin embargo, en la situacion cbntraria, cuando el ratén era I'NAR™
pero habia recibido un transplante de médula 6sea normal sensible a interferén de tipo I
(Figura 3c), se observo una respuesta parcial en el grupo que recibio el tratamiento

respecto a los resultados obtenidos en las quimeras control (Figuras 3b y 3d).

Estos resultados indican que las acciones ejercidas por el IFNa sobre las células de
origen hematopoyético son criticas para el rechazo de tumores inducida mediante la

estrategia combinada de tratamiento entre IFNa y anticuerpos anti-4-1BB.

El andlisis comparativo de las poblaciones celulares en los ganglios de drenaje de
los ratones sometidos a estos tratamientos demosiré cambios dependientes de los
mismos relativos a una respuesta inmunitaria especifica (Figura 4a). Se constatd un
aumento del tamafio de los ganglios que contenian un nimero de leucocitos 4-5 veces
superior al de los ratones controles portadores de tumor (Figura 4c). Mediante ensayos
de citometria de flujo se pudo verificar que tras el tratamiento combinado existe una
tendencia a incrementar porcentualmente y en mimero absoluto el contenido de
linfocitos T CD8+ que reaccionan con el antigeno tumoral KSPWFTTL (SEQ ID NO:

7) presentado por la molécula MHC de clase I H2-K®. estos resultados se obtuvieron
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tras inmunotinciones con el tetrimero conjugado a PE combinado con anticuerpos anti

CD8 (Figura 4a).

Las células profesionales encargadas de presentar antigenos a linfocitos (como por
ejemplo antigenos tumorales) son las células dendriticas. Existen células dendriticas
clasificadas en distintas subpoblaciones de las que destacan las células dendriticas
mieloides o convencionales (¢cDC) y las células dendriticas plamacitoides (pDC). Estas
células pueden ser diferenciadas y enumeradas mediante cotinciones con anticuerpos
monoclonales. De estos andlisis se observa que tanto la inyeccion intratumoral de IFNa.
como el tratamiento combinado IFNo+anti-4-1BB presentan incrementos numeéricos y

porcentuales que pueden estar implicados en la respuesta terapéutica (Figura 4b)

Para verificar la potencia de la estrategia de tratamiento combinado se procedio a
preparar situaciones experimentéles de los tumores de raton en los que se consigue la
presencia concomitante de lesiones tumorales transplantadas a partir de la linea MC38
en el higado y en el tejido subcutaneo de los ratones. En la Figura 5a se puede observar
como el tratamiento de las lesiones subcutdneas con IFNa y la administracién por via
intraperitoneal de anti-4-1BB induce el rechazo de los tumores hepéticos que no se
observa en los ratones del grupo no tratado (control). Ademas de la ausencia de lesiones
hepéaticas en la laparotomia exploradora se sigui6 el tamafio de las lesiones subcutaneas
que en el experimento que se muestra en la Figura 5b fueron rechazados completamente
en todos los casos, mientras que los del grupo control progresaron hasta que los ratones

sucumbieron por efecto de las lesiones tumorales concomitantes presentes en el higado.
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37
REIVINDICACIONES

Una composicién que comprende, al menos, un ligando agonista del receptor 4-1BB
0 una variante funcionalmente equivalente del mismo y, al menos, un interferén de

tipo I o una variante funcionalmente equivalente del mismo.

Composicién segln la reivindicacién 1 en donde el ligando agonista del receptor 4-

1BB es el ligando natural del receptor 4-1BB.

Composicién seglin la reivindicacién 1 en donde el ligando agonista del receptor 4-

1BB es un anticuerpo anti-receptor 4-1BB.

Composicion segtin la reivindicacion 3, en donde el anticuerpo anti-receptor 4-1BB

es una inmunoglobulina del tipo IgG-2A.

Composicion segin las reivindicaciones 2, 3 6 4, en donde el anticuerpo anti-

receptor 4-1BB es un anticuerpo humanizado.

Composicién seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde el interferoén
de tipo I se selecciona del grupo que comprende el interferon-alfa y el interferén-
beta.

Composicién segin la reivindicacion 6, en donde el interferén de tipo I es un
interferén-alfa seleccionado del grupo de IFN-02a, IFN-a2b, IFN-a4, IFN-a5, IFN-

a8 y combinaciones de los mismos.

Composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde, al menos, un

interferon de tipo I es un interferén pegilado.

Composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que comprende,

ademds, un compuesto quimioterapéutico.

Composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en

medicina.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

38

Uso de una composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para la

elaboracién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion del céancer.

Uso seglin la reivindicacién 11, en donde el cincer es un tumor sdlido.

Uso segun la reivindicacion 11, en donde el cancer es un carcinoma de colon.

Una preparacion farmacéutica que comprende una composicion segln cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 9 y un vehiculo farmacetticamente aceptable.

Un kit que comprende, en uno o varios contenedores,

(i) una formulacion farmacedticamente aceptable de, al menos, un ligando
agonista del receptor 4-1BB, o una variante funcionalmente equivalente
del mismo,

(i) una formulacion farmacetticamente aceptable de, al menos, un
interferén de tipo I, o una variante funcionalmente equivalente del
mismo, y opcionalmente,

(iii) una formulacion farmaceGticamente aceptable de, al menos, un

compuesto quimioterapéutico.

Kit segun la reivindicacion 15, en donde el ligando agonista del receptor 4-1BB es

el ligando natural del receptor 4-1BB.

Kit segin la reivindicacion 16 en donde el ligando agonista del receptor 4-1BB es

un anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB.

Kit segun la reivindicacién 17 en donde el anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB

es una inmunoglobulina del tipo IgG-2A.

Kit segin la reivindicacién 16, 17 6 18 en donde el anticuerpo agonista anti-

receptor 4-1BB es un anticuerpo humanizado.
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20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

39
Kit segin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19 en donde el interferén de tipo I

se selecciona del grupo que comprende el interferon-alfa y el interferon-beta.

Kit segtin la reivindicacion 20 en donde el interferén de tipo I es un interferon-alfa
seleccionado del grupo de IFN-o2a, IFN-02b, IFN-04, IFN-05, IFN-08 y

combinaciones de los mismos.

Kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21 en donde el interferon de tipo I

es un interfer6n pegilado.

Kit segin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22 para su uso en medicina.

Kit segin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 23 que comprende, ademas,
instrucciones para la administracién simultinea, secuencial o separada de los

distintos componentes.

Uso de un kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 24 en la elaboracion de

un medicamento para el tratamiento o la prevencion del cancer.

Uso segiin la reivindicacion 25, en donde el cancer es un tumor sélido.

Uso segtin la reivindicacion 26, en donde el cancer es un carcinoma de colon.

Uso segn cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, en donde la administracion
separada de los distintos componentes comprende la administracién sistémica del
ligando agonista del receptor 4-1BB.

Uso segn cualquiera de las reivindicaciones 25 a 29, en donde la administracion

separada de los distintos componentes comprende la administracién intratumoral

del interferdn de tipo 1.
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

40
Uso de un interferén de tipo I, o una variante funcionalmente equivalente del

mismo, para promover el efecto antitumoral de un ligando agonista del receptor 4-

1BB.

Un polinucledtido que comprende
(i) una secuencia de nucle6tidos que codifica un ligando agonista del receptor
4-1BB o un variante funcionalmente equivalente del mismo, y
(ii) una secuencia de nucledtidos que codifica un interferén de tipo I o una
variante funcionalmente equivalente del mismo,
en donde ambas secuencias estdn precedidas por secuencias reguladoras de la

expresion.

Polinucledtido seglin la reivindicacion 31, en donde el ligando agonista del receptor

4-1BB es el ligando natural del receptor 4-1BB.

Polinucledtido segtin la reivindicacion 31, en donde el ligando agonista del receptor

4-1BB es un anticuerpo agonista anti-receptor 4-1BB.

Polinucledtido segin la reivindicacion 33, en donde el anticuerpo agonista anti-

receptor 4-1BB es una inmunoglobulina del tipo 1gG-2A.

Polinucleétido segin las reivindicaciones 32, 33 6 34, en donde el anticuerpo

agonista anti-receptor 4-1BB es un anticuerpo humanizado.

Polinucleétido segin cualquiera de las reivindicaciones 31 a 35, en donde el
interferén de tipo I se selecciona del grupo que comprende el interferon-alfa y el

interferon-beta.

Polinucleétido segin la reivindicacion 36, en donde el interferén de tipo I es un
interferén-alfa seleccionado del grupo de IFN-02a, IFN-02b, IFN-04, IFN-a5, IFN-

a8 y combinaciones de los mismos.



10

15

20

25

30

WO 2009/060112 PCT/ES2008/000693

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

41

Polinucledtido segin cualquiera de las reivindicaciones 31 a 37 en donde el

interferon de tipo I es un interferén pegilado.

Un vector que comprende un polinucledtido segin cualquiera de las

reivindicaciones 31 a 38.

Una célula que comprende un vector segun la reivindicacion 39.

Un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 31 a 38, un vector segiin
la reivindicacién 39 o una célula segin la reivindicacion 40, para su uso en
medicina.

Uso de un polinucledtido segin cualquiera de las reivindicaciones 31 a 38, un
vector segin la reivindicacién 39 o una célula segun la reivindicacién 40 en la
elaboracién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion del cancer.

Uso segun la reivindicacién 42, en donde el cancer es un tumor sélido.

Uso segin la reivindicacién 42, en donde el cancer es un carcinoma de colon.

Una preparacion farmacéutica que comprende un polinucledtido segin cualquiera
de las reivindicaciones 31 a 38, un vector segin la reivindicaciéon 39 o una célula

segtn la reivindicacion 40 y un vehiculo farmaceuticamente aceptable.

Un kit que comprende un polinucledtido segén cualquiera de las reivindicaciones

31 a 38, un vector segin la reivindicacién 39 o una célula segin la reivindicacion
40.

Kit segun la reivindicacién 46 para su uso en medicina.

Uso de un kit segin la reivindicacion 46 para la elaboracion de un medicamento en

el tratamiento o prevencién del cancer.
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49. Uso segin la reivindicacion 48, en donde el cancer es un tumor so6lido.
50. Uso segtin la reivindicacion 48, en donde el cancer es un carcinoma de colon.
5 51. Uso de un polinucledtido que codifica un interferén de tipo I, o una variante

funcionalmente equivalente del mismo, para promover el efecto antitumoral de un

ligando agonista del receptor 4-1BB.
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