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DESCRIPCION

Estimulacién de células T contra autoantigenos mediante el uso de agentes bloqueadores de CTLA-4.
Introducciéon

La puesta en practica de la inmunoterapia es un objetivo altamente deseado en el tratamiento de enfermedades de
seres humanos. Promete una especificidad de accidn que rara vez se encuentra con el uso de firmacos convencionales.
La base de la inmunoterapia es la manipulacion de la respuesta inmune, particularmente las respuestas de las células T.
Las células T poseen complejos y sutiles sistemas para el control de sus interacciones, utilizando numerosos receptores
y factores solubles para el proceso. El efecto que puede tener cualquier sefial particular sobre la respuesta inmune puede
variar segun los factores, receptores y contrarreceptores que intervienen.

La activacioén total de las células T requiere no sélo una sefial especifica de antigeno, a través del receptor de
antigeno de la célula T (TCR), sino también otras sefales a través de moléculas de superficie coestimuladoras tales
como CD28. Los ligandos para CD28 son las proteinas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), que se expresan en células
presentadoras de antigeno tales como células dendriticas, células B activadas o monocitos. La estimulacién de células
T por el antigeno en ausencia de dichas sefiales coestimuladoras puede dar por resultado una estimulacién de células T
no productiva o tolerancia a células T. La falta de expresion de B7 por las células tumorales, por ejemplo, es un factor
que puede contribuir a su falla en la generacién de de respuestas inmunes productivas.

Las vias para regular hacia abajo las respuestas son tan importantes como las requeridas para la activacion. La
educacion timica conducente a la tolerancia periférica a células T es un mecanismo para la prevencion de una respuesta
inmune contra un antigeno particular. También se conocen otros mecanismos, tales como la secrecién de citoquinas
supresoras. Mds recientemente, se identific6 CTLA-4 como un segundo contrarreceptor de células T para B7, y ahora
se ha demostrado que juega un papel esencial en la atenuacion de las respuestas de células T. Thompson y Allison,
Immunity 7:445-450 (1997).

Los tumores no inmunogénicos o poco inmunogénicos presentan desafios especiales. Loa antigenos ausentes o
inefectivos por alteracion o los antigenos virales impiden la activacion de una respuesta de células T especifica de
antigeno, lo cual permite que el tumor crezca sin impedimentos. Las estrategias para montar una respuesta inmune
citotdxica contra estos tipos de células tumores también se complican debido a la tolerancia inmune natural del orga-
nismo contra los antigenos propios que estdn presentes en células normales y tumorales. En consecuencia, puede ser
necesario superar la tolerancia inmune a fin de montar una respuesta efectiva de células T citotoxicas. Sin embargo,
hasta la fecha atn resta lograr un método seguro y efectivo para romper la tolerancia inmune y estimular las células T
autorreactivas.

Seria ventajoso si, en el tratamiento de infecciones y tumores, se pudiera activar una fuerte respuesta inmune
celular mediante la manipulacion de receptores que intervienen en la coestimulacion. Otra ventaja se lograria si se
pudiera romper la tolerancia inmune para un autoantigeno deseado.

El uso de proteina B7 para mediar la inmunidad antitumor se describe en Chen et al. (1992) Cell 71:1093-1102
y Townsend y Allison (1993) Science 259:368. Schwartz (1992) Cell 71:1065 revisa el papel de CD28, CTLA-4
y B7 en la produccién de IL-2 y la inmunoterapia. Harding et al. (1994) Nature 356:607-609 demostraron que las
sefiales mediadas por CD28 coestimula las células T murinas e impide la induccién de anergia en los clones de células
T.

CTLA-4 es una molécula de superficie de las células T que se identificé originalmente por andlisis diferencial de
una biblioteca citolitica murina de cADN de células T, Brunet ef al. (1987) Nature 328:267-270. El papel de CTLA-
4 como segunda receptor para B7 es analizado por Linsley et al. (1991) J. Exp. Med. 174:561-569. Freeman et al.
(1993) Science 262:907-909 estudia CTLA-4 en ratones deficientes en B7. Los ligandos para CTLA-4 se describen en
Lenschow et al. (1993) P.N.A.S. 90:11054-11058.

Linsley et al. (1992) Science 257:792-795 describen la inmunosupresion in vivo por una forma soluble de CTLA-4.
Lenschow et al. (1992) Science 257:789-792 analiza la supervivencia a largo plazo de injertos de islotes pancreaticos
inducida por CTLA- Ig4. Se ha sugerido en Walunas et al. (1994) Immunity 1:405-413, que CTLA-4 puede actuar
como regulador negativo de la activacién de células T. Thompson y Allison, Immunity 7:445-450 (1997) revisa los
datos acumulados que sugieren que CTLA- 4 sirve para atenuar las respuestas de células T.

Sumario de la invencion

La invencion se refiere a composiciones para estimular células T a responder a autoantigenos a través de un blo-
queo de las sefiales CTLA-4. Los agentes bloqueadores de CTLA-4 se combinan con preparaciones de autoantigenos
y opcionalmente otros agentes estimuladores de respuesta inmune en estrategias de coestimulaciéon para romper la
tolerancia inmune y estimular un aumento de la respuesta de las células T contra el autoantigeno. Este aumento de la
respuesta es til para el tratamiento de tumores no inmunogénicos y poco inmunogénios, asi como otras condiciones
médicas que requieren ablacion selectiva de tejidos.
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La invencién provee el uso de un anticuerpo anti-CLA-4 o su fragmento y una preparacién de autoantigeno para la
fabricacién de un medicamento para tratar metastasis establecidas.

En una forma de realizacion de la invencién, se combina un agente bloqueador de CTLA-4 con una preparacion de
autoantigeno que comprende una vacuna de células tumorales para el tumor de interés. En una forma de realizacién
particularmente preferida, la vacuna de células tumorales comprende células tumorales irradiadas transducidas para
expresar citoquinas tales como factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF), a fin de mejorar
el cebado cruzado de células T por las células presentadoras de antigeno (APC). Alternativamente el autoantigeno
purificado o una mezcla de autoantigenos se pueden combinar con agentes bloqueadores de CTLA-4, ya sea solos o
en combinacién con otros agente estimulantes de respuesta inmune tales como coadyuvantes o células dendriticas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A es un grafico que ilustra el crecimiento in vivo de la linea de células tumorales V51Blim10 en
presencia o ausencia de anticuerpos dirigidos contra CTLA-4 o CD28. La Figura 1B es un grifico que ilustra el
tamafio promedio de tumor en ratones inyectados con 2 x 10° células V51Blim10 y anticuerpos. La Figure 1C es un
gréfico que ilustra el tamafio del crecimiento de tumores individuales en ratones inyectados con células V51Blim10.

La Figura 2 es un gréfico que muestra el crecimiento in vivo de tumores B7-51BLim10 en presencia o ausencia de
anticuerpos dirigidos contra CTLA-4 o CD28. La Figura 3 muestra el rechazo de células de carcinoma de colon de
tipo salvaje por parte de ratones tratados previamente con células V51BLim10 y anticuerpo anti-CTLA-4.

La Figura 4 muestra el crecimiento de tumores establecidos después del tratamiento con anticuerpo anti-CTLA-4.

La Figura 5 muestra el crecimiento de fibrosarcoma SAIN murino en ausencia o presencia de anticuerpos anti-
CTLA-4.

Las Figuras 6A a 6E ilustran el efecto coadyuvante de anticuerpos anti-CTLA-4 en la respuesta de células T a
antigenos peptidicos.

Las Figuras 7A a 7F ilustran el efecto del bloqueo de CTLA-4 sobre el cambio de clase.
La Figura 8 muestra el efecto de retrasar el bloqueo de CTLA-4 sobre un fibrosarcoma.

La Figura 9 muestra el efecto de tratar un carcinoma de mama con anti-CTLA-4 solo, células transducidas GM-
CSF solas o una de sus combinaciones.

Las Figuras 10A y 10B demuestran el efecto del bloqueo retrasado de CTLA-4 sobre un carcinoma renal.

La Figura 11 muestra el efecto del tratamiento por bloqueo de CTLA-4 solo o en combinacién con inmunizacién
con células tumorales irradiadas B 16 sobre tumores B16.

La Figura 12 muestra el efecto de combinar el bloqueo de CTLA-4 con células irradiadas B16 y/o tratamiento con
citoquinas.

Las Figuras 13A y 13B muestran el efecto del tratamiento por bloqueo de CTLA-4 solo o en combinacién con
células irradiadas B16-BL6 transducidas con GM-CSF en tumores B16-BL6.

La Figura 14 demuestra produccién de IFNy por parte de células T especificas para B 16 inducidas in vivo.

La Figura 15 muestra la tasa de supervivencia de ratones portadores de metastasis de pulmén B 16-F 10 cuando
son tratados con bloqueo de CTLA-4 y vacuna F 10/GM.

La Figura 16A muestra que ratones TRAMP tratados con vacunas TRAMP-C y anti-CTLA-4 tienen menor inci-
dencia de tumores que los animales tratados con control.

La Figura 16B muestra la incidencia de tumores como funcién de la edad en el momento del tratamiento, lo cual
demuestra una significativa reduccién de la incidencia de tumores en ratones tratados a 14 semanas de edad, pero no
en ratones tratados a 16 semanas de edad.

LaFigura 17A demuestra la reduccién de severidad de lesiones prostaticas en ratones TRAMP tratados con vacunas
TRAMP-C y anti-CTLA-4.

La Figura 17B muestra que los ratones TRAMP tratados con GMTRAMP-C1/C2 y anti-CTLA-4 tenian una re-
ducciodn del grado de tumor cuando se trataron a las 14 semanas de edad, pero no cuando se trataban a las 16 semanas.

La Figura 18 muestra la produccién de IFN-y tras la estimulacién peptidico in vivo.
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La Figura 19 muestra el crecimiento de tumor de melanoma B16 en ratones inmunizados con péptido con y sin
bloqueo de CTLA-4.

Referencias de base de datos para secuencias de nucledtidos y aminodcidos

La secuencia completa de cADN de CTLA-4 humano tiene el nimero de acceso de Genbank L.15006. La regién de
los aminodcidos 1-37 es el péptido guia; 38-161 es el dominio simil V extracelular; 162-187 es el dominio extracelular;
y 188-223 es el dominio citoplasmatico. Se han informado variantes de la secuencia de nucleétidos, incluso una
transicién G a A en la posicion 49, una transicion C a T en la posicién 272, y una transicién A a G en la posicién 439.
La secuencia completa de ADN de CTLA-4 murino tiene el nimero de acceso EMBL X05719 (Brunet et al. (1987)
Nature 328:267-270). La regién de los aminodcidos 1-35 es el péptido guia.

La secuencia completa de ADN de B7-1 humano (CD80) tiene el nimero de acceso Genbank X60958; el niimero
de acceso para la secuencia murina es X60958; el nimero de acceso para la secuencia de rata es U05593. La secuencia
completa de cADN de B7-2 humano (CD86) tiene el nimero de acceso Genbank L.25259; el nimero de acceso para
la secuencia murina es L.25606.

Los genes codificadores de CD28 han sido extensamente caracterizados. La secuencia de mARN de pollo tiene el
nimero de acceso Genbank X67915. La secuencia de mARN de rata tiene el nimero de acceso Genbank X55288. La
secuencia de mARN humana tiene el nimero de acceso Genbank J02988. La secuencia de mARN de raton tiene el
nimero de acceso Genbank M34536.

Descripcion detallada de la invencion

La invencidn se refiere a composiciones para estimular una respuesta de células T a autoantigenos. Se emplean
agentes bloqueadores de CTLA-4 a saber un anticuerpo anti-CLA-4 o su fragmento, en las estrategias de coesti-
mulacién para activar las células T autorreactivas existentes y/o las células T no expuestas T para que respondan a
autoantigenos, para reducir selectivamente la tolerancia inmune. Una preparacién de autoantigeno se administra con
los agentes bloqueadores objeto para ayudar a estimular una respuesta periférica autorreactiva de células T. Las prepa-
raciones de autoantigeno preferidas incluyen proteina purificada, lisados de células tumorales, o vacunas tumorales que
comprende células tumorales irradiadas. De particular interés son las vacunas de tumores transducidos con genes de
interés, tales como genes codificadores de citoquinas que estimulan las células presentadoras de antigeno, por ejemplo
factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor estimulador de colonias de macréfagos
(M-CSF), o factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF). Otras estrategias adicionales y alternativas de
coestimulacion se describen con mayor detalle en la presente. El objeto de la invencidn es util para el tratamiento
tumores poco inmunogénicos y no inmunogénicos, asi como técnicas de ablacién de tejidos en general.

La terapia libera células T de las sefiales inhibitorias mediadas por CTLA-4. Se cree que la intervencién de CTLA-
4 regula hacia abajo las respuestas de células T al elevar el umbral de las sefiales necesarias para la efectiva activacién
de células T, o también puede jugar un papel importante en la terminacién de respuestas de células T en marcha. La
respuesta de células T al antigeno y las sefiales coestimuladoras de CD28 se regulan asi hacia arriba en presencia
de agentes bloqueadores de CTLA-4. Cuando se emplea en una estrategia adecuada de coestimulacion, el bloqueo
de CTLA-4 estimula las células T autorreactivas de baja avidez y/o las células T no expuestas para responder al
autoantigeno. Los métodos objeto no promueven una proliferaciéon generalizada de células T no estimuladas.

De acuerdo con la invencidn, un agente bloqueador CTLA-4 objeto, es decir un anticuerpo anti-CLA-4 o su frag-
mento, se usa para la fabricaciéon de un medicamento para tratar metastasis establecidas.

Los medicamentos son ttiles cuando hay una respuesta mediada por células T inadecuada ante un estimulo anti-
génico.

Las situaciones caracterizadas por una respuesta deficiente de células T huésped al antigeno incluyen los tumores.
La administracion de los bloqueadores CTLA-4 objeto a dichos huéspedes cambia especificamente el fenotipo de las
células T activadas, lo cual da por resultado un incremento de la respuesta a la activaciéon mediada por antigeno. El
tratamiento de primates, mds particularmente seres humanos es de interés, pero otros mamiferos también se pueden
beneficiar del tratamiento, particularmente animales domésticos tales como equinos, bovinos, ovinos, felinos, caninos,
murinos, lagomorfas, y similares.

La formulacién se administra en una dosis efectiva para incrementar la respuesta de las células T a la estimulacién
antigénica. La respuesta de las células T activadas es afectada por el tratamiento objeto en mayor grado que las células
T en reposo. La determinacién de la respuesta de células T varfa con la condicién que se trata. Las medidas titiles de
actividad de células T son la proliferacion, la liberacion de citoquinas, por ejemplo IL-2, IFNg, TNFa; la expresion en
células T de marcadores tales como CD25 y CD69; y otras medidas de actividad de células T conocidas en la técnica.

Seleccion y preparacion de agentes bloqueadores de CTLA-4

Los agentes bloqueadores de CTLA-4 son moléculas que se fijan especificamente al dominio extracelular de la
proteina CTLA-4, y bloquean la fijacién de CTLA-4 a sus cotrarreceptores, por ejemplo CD80, CD86, etc. Usualmente
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la afinidad de unién por el agente bloqueador serd de al menos aproximadamente 100 M. El agente bloqueador
serd sustancialmente no reactivo con moléculas relacionadas a CTLA- 4, tales como CD28 y otros miembros de la
superfamilia de inmunoglobulinas. Moléculas tales como CD80 y CD86 en consecuencia estan excluidas como agente
bloqueadores. Ademads, los agentes bloqueadores no activan las sefiales CTLA-4. Convenientemente, esto se logra
mediante el uso de moléculas fijadoras monovalentes o bivalentes. Los expertos en la técnica comprenderan que los
siguientes andlisis sobre reactividad cruzada y competencia entre diferentes moléculas pretende referirse a moléculas
que tienen el mismo origen de especie, por ejemplo CTLA-4 humano fija CD80 y 86 humano, etc.

Los candidatos a agentes bloqueadores son analizados en cuanto a su actividad para cubrir estos criterios. Los ensa-
yos para determinar la afinidad y especificidad de fijacién son conocidos en la técnica, incluso ensayos competitivos y
no competitivos. Los ensayos de interés incluyen ELISA, RIA, citometria de flujo, etc. Los ensayos de fijacién pueden
usar proteina CTLA-4 purificada o semipurificada, o alternativamente puede usar células T que expresan CTLA-4,
por ejemplo células transfectadas con una contraccién de expresion para CTLA-4; células T que ha sido estimuladas
por enlaces cruzados de CD3 y CD28; la adicién de células alogénicas irradiadas, etc. Como ejemplo de un ensayo de
fijacion, se fija proteina CTLA-4 purificada a un soporte insoluble, por ejemplo una placa de microtitulacion, perlas
magnéticas, etc. El candidato de agente bloqueador y CD80 o CDS86 soluble rotulado se agregan a las células, y los
componentes no fijados se eliminan por lavado. La capacidad del agente bloqueador para competir con CD80 y CD86
por la fijacién a CTLA-4 se determina por cuantificacién de CD80 o CD86 fijado rotulado. La confirmacién de que
el agente bloqueador no forma enlaces cruzados con CD28 se puede lograr con un ensayo similar, al sustituir CD28
por CTLA-4. Las moléculas adecuadas tendrdn al menos aproximadamente 10’ menos fijacién a CD28 que a CTLA-
4, mas usualmente al menos aproximadamente 10* menos fijacion.

En general, una molécula fijadora soluble monovalente o bivalente no activa la sefial CTLA-4. Se puede usar un
ensayo funcional que detecta la activacién de células T para la confirmacién. Por ejemplo, se puede estimular una po-
blacién de células T con células alogénicas irradiadas que expresan CD80 o CD86, en presencia o ausencia del candi-
dato a agente bloqueador. Un agente que bloquea la sefial CTLA-4 causard un incremento de la activacién de células T,
medida por la proliferacion y la progresion del ciclo celular, la liberacién de IL-2, la regulacién hacia arriba de CD25 y
CD69, etc. Los expertos en la técnica comprenderdn que la expresion en la superficie de una célula, el empaquetamien-
to en un liposoma, la adherencia a una particula o cavidad, etc. Incrementaran la valencia efectiva de una molécula.

Los agentes bloqueadores son anticuerpos. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales; intactos o
truncados, por ejemplo F(ab’), Fab, Fv; xenogénicos, alogénicos, singénicos o sus formas modificadas, por ejemplo
humanizados, quiméricos, etc.

El agente bloqueador en consecuencia es un anticuerpo o su fragmento. En general, la afinidad serd de al menos
aproximadamente 10~°, més usualmente de aproximadamente 10~® M, es decir las afinidades normalmente observadas
con anticuerpos monoclonales especificos.

Un ntimero de ensayos de busqueda estdn disponibles para los agentes bloqueadores. L.os componentes de tales
ensayos generalmente incluyen la proteina CTLA-4; y opcionalmente un agente activador de CTLA-4, por ejemplo
CD80, CD86, etc. La mezcla de ensayo también comprende un candidato de agente farmacoldgico. En general se
ejecuta una pluralidad de mezclas de ensayo en paralelo con diferentes concentraciones de agente, a fin de obtener una
respuesta diferencial a las diversas concentraciones. Generalmente, una de estas concentraciones sirve como control
negativo, es decir con concentracién cero o por debajo del nivel de deteccion.

Convenientemente, en estos ensayos una o mds de las moléculas se unen a un rétulo, en donde el rétulo puede
proveer en forma directa o indirecta una sefal detectable. Diversos rétulos incluyen radioisétopos, fluorescentes, qui-
mioluminiscentes, enzimas, moléculas fijadoras especificas, particulas, por ejemplo particulas magnéticas, y similares.
Las moléculas de fijacion especificas incluyen pares tales como biotina y estreptavidina, digoxina y antidigoxina, etc.
Para los miembros de fijacién especificos, el miembro complementario normalmente se rotula con una molécula que
provee la deteccion, de acuerdo con procedimientos conocidos.

Un ensayo de barrido de interés estd dirigido a agentes que interfieren con la activacién de CTLA-4 por sus
contrarreceptores. La cuantificacion de la activacion se puede lograr por numerosos métodos conocidos en la técnica.
Por ejemplo, la inhibicién de la activacién de células T se puede determinar por la cuantificacién de la proliferacién
celular, la liberacién de citoquinas, etc.

Otros ensayos de interés estdn dirigidos a agentes que bloquean la fijacion de CTLA-4 a sus contrarreceptores.
La mezcla de ensayo comprende al menos una porcién del contrarreceptor natural, o un oligopéptido que comparte
suficiente similitud de secuencia para proveer una fijacién especifica, y el candidato de agente farmacolégico. El
oligopéptido puede tener cualquier longitud adecuada a las condiciones y requerimientos del ensayo, usualmente al
menos aproximadamente 8 aa de longitud y hasta la proteina de longitud total o de fusion correspondiente. E1 CTLA-4
se puede fijar a un sustrato insoluble. El sustrato se puede preparar en una amplia variedad de materiales y formas, por
ejemplo placa de microtitulacion, microperlas, tira reactiva, particula de resina, etc. El sustrato se elige para minimizar
el fondo y maximizar la relacion entre sefial y ruido. La fijacién se puede cuantificar por diversos métodos conocidos
en la técnica. Después de un periodo de incubacién suficiente para permitir que la fijacion alcance el equilibrio, se
lava el soporte insoluble, y se cuantifica el rétulo remanente. Los agentes que interfieren con la fijacién disminuyen el
rétulo detectado.
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Diversos otros reactivos se pueden incluir en el ensayo de barrido. Estos incluyen reactivos tales como sales, pro-
tefnas neutras, por ejemplo albimina, detergentes, etc., que se pueden usar para facilitar la fijacién 6ptima de proteina-
ADN y/o reducir las interacciones no especificas o de fondo. También se pueden usar reactivos que de otro modo me-
joran la eficiencia del ensayo, tales como inhibidores de proteasa, inhibidores de nucleasa, agentes antimicrobianos,
etc.

Los anticuerpos adecuados para el uso como agentes bloqueadores se obtienen al inmunizar un animal huésped con
péptidos que comprenden la totalidad o una porcién de la proteina CTLA-4. Los animales huésped adecuados incluyen
ratén, rata, oveja, cabra, hamster, conejo, etc. El origen del inmundgeno proteico puede ser de ratéon, humano, rata,
mono, etc. El animal huésped en general es de una especie diferente que el inmundgeno, se usa CTLA-4 murino
para inmunizar hamsteres, CTLA-4 humano para inmunizar ratones, etc. El CTLA-4 humano y murino contiene
extensiones altamente conservadas en el dominio extracelular (Harper er al. (1991) J. Immunol. 147:1037-1044).
Los péptidos derivados de dichas regiones altamente conservadas se pueden usar como inmundgenos para generar
anticuerpos con enlaces cruzados especificos.

El inmunégeno puede comprender la proteina completa, o fragmentos y sus derivados. Los inmundgenos preferidos
comprenden la totalidad o una parte del dominio extracelular de CTLA-4 humano (residuos de aminodcido 38-161),
en donde dichos residuos contienen las modificaciones posteriores a la traduccidn tales como glucosilacién, que se
encuentra en CTLA-4 nativo. Los inmunégenos que comprenden el dominio extracelular son producidos de diversas
formas conocidas en la técnica, por ejemplo la expresion de genes clonados mediante el uso de métodos convencionales
recombinantes, aislamiento de células T, poblaciones celulares seleccionadas que expresan niveles elevados de CTLA-
4, etc.

Cuando se desea la expresion de una proteina recombinante o modificada, se usa un vector que codifica la porcién
deseada de CTLA-4. En general, se disefia un vector de expresiéon de manera tal que el dominio extracelular de
la molécula de CTLA-4 esté en la superficie de una célula transfectada o alternativamente el dominio extracelular es
secretado de la célula. Cuando el dominio extracelular se secreta, la secuencia codificadora para el dominio extracelular
serd fusionada, en marco, con secuencias que permiten la secrecidn, incluso un péptido sefial. Los péptidos senal
pueden ser exdgenos o nativos. Una proteina de fusién de interés para la inmunizacién se une al dominio CTLA-4
extracelular de la regién constante de una inmunoglobulina. Por ejemplo, se puede usar una proteina de fusién que
comprende el dominio extracelular de CTLA-4 murino unido al dominio de la regién bisagra de Cg 1 humano (bisagra
-CH2-CH3) para inmunizar hdmsteres.

Cuando se quiere expresar CTLA-4 en la superficie de la célula, la secuencia codificadora para el dominio extra-
celular se puede fusionar en marco con secuencias codificadoras de un péptido que se ancla en el dominio extracelular
dentro de la membrana y una secuencia sefial. Dichas secuencias de anclaje incluyen un dominio extracelular CTLA-
4 nativo, o dominios extracelulares provenientes de otras proteinas de superficie celular, por ejemplo CD4, CDB, slg,
etc. Las células murinas transfectadas con el gen CTLA-4 humano se pueden usar para inmunizar ratones y generar
anticuerpos especificos para la proteina CTLA-4 humana.

Los anticuerpos monoclonales son producidos mediante técnicas convencionales. En general, el bazo y los ganglios
linfaticos de un animal huésped inmunizado proveen una fuente de células plasmaéticas. Las células plasmadticas se
inmortalizan por fusién con células de mieloma para producir células de hibridoma. El sobrenadante del cultivo de
hibridomas individuales se analiza mediante técnicas estdndar para identificar los que producen anticuerpos con la
especificidad deseada. Los animales adecuados para la produccién de anticuerpos monoclonales contra la proteina
humana incluyen ratén, rata, hdmster, etc. Para generar anticuerpos contra la proteina murina, el animal en general es
un hdmster, cobayo, conejo, etc. El anticuerpo se puede purificar del sobrenadante de las células de hibridoma o liquido
ascitico por técnicas convencionales, por ejemplo cromatografia por afinidad mediante el uso de CTLA-4 fijado a un
soporte insoluble, proteina A sefarosa, etc.

El anticuerpo puede ser producido como cadena unica, en lugar de la estructura multimérica normal. Los anti-
cuerpos de cadena tnica se describen en Jost e al. (1994) J.B.C. 269:26267-73, y otros. Las secuencias de ADN
codificadoras de la regién variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena liviana estan ligadas a un
espaciador que codifica al menos aproximadamente 4 aminodcidos de pequefios aminodcidos neutros, incluso glicina
y/o serina. La proteina codificada por esta fusién permite el ensamblado de una regién variable funcional que retiene
la especificidad y la afinidad del anticuerpo original.

Para uso in vivo, particularmente para inyeccién en humanos, es deseable reducir la antigenicidad del agente
bloqueador. Una respuesta inmune de un receptor contra el agente bloqueador potencialmente reduce el periodo de
eficacia de la terapia. Los métodos para humanizar anticuerpos son conocidos en la técnica. El anticuerpo humanizado
puede ser el producto de un que tiene genes de regioén constante de inmunoglobulina humana (ver por ejemplo las
solicitudes de patente internacional WO 90/10077 y WO 90/04036). Alternativamente, el anticuerpo de interés puede
ser obtenido por ingenieria mediante técnicas de ADN recombinante para sustituir el CH1, CH2, CH3, los dominios
de bisagra, y/o el dominio de marco con la correspondiente secuencia humana (ver WO 92/02190).

El uso de cADN de Ig para la construccion de genes de inmunoglobulina quimérica genes es conocido en la técnica
(Liu et al. (1987) PN.A.S. 84:3439 y (1987) J. Immunol. 139:3521). Se aisla mARN de un hibridoma u otra célula
productora de anticuerpo y se usa para producir cADN. El cADN de interés se puede amplificar por reaccién en
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cadena de polimerasa mediante cebadores especificos (patentes de los Estados Unidos N.° 4.683.195 y 4.683.202).
Alternativamente, se prepara una biblioteca y se analiza para aislar la secuencia de interés. La secuencia de ADN
codificadora de la regién variable del anticuerpo luego se fusiona con las secuencias de la regién constante. Las Las
secuencias de los genes de las regiones constantes humanas se encuentran en Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins
of Immunological Interest, publicaciéon de N.I.LH. n.® 91-3242. Los genes de la regién C humana estdn facilmente
disponibles de clones conocidos. La eleccidn de isotipo estard guiada por las funciones efectoras deseadas, tales como
fijacion de complemento, o actividad en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo. Los isotipos preferidos
son IgG1, IgG3 e IgG4. Se puede usar cualquiera de las regiones constantes de las cadenas livianas humanas, kappa o
lambda. El anticuerpo quimérico humanizado luego se expresa mediante métodos convencionales.

Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo, tales como Fv, F(ab’)2 y Fab por escision de la proteina intacta,
por ejemplo por escision con proteasa o quimica. Alternativamente se disefia un gen truncado. Por ejemplo, un gen
quimérico que codifica una porcién del fragmento F(ab’) incluiria las secuencias de ADN que codifican el dominio
CHI1 y la regién bisagra de la cadena H, seguido del codén de detencién de la traduccion, para dar la molécula
truncada.

Las secuencias de consenso de las regiones H y L J se pueden usar para disefiar oligonucleétidos para usarlos como
cebadores para introducir sitios de restriccion utiles en la region J para la posterior unién de los segmentos de la regién
V a los segmentos de la regiéon C humana. El cADN can de la regién C se puede modificar mediante mutagénesis
dirigida a sitio para ubicar un sitio de restriccidn en la posicién andloga de la secuencia humana.

Los vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus, YAC, epitomas derivados de EBV, y similares. Un vec-
tor conveniente es el que codifica una secuencia humana funcionalmente completa de inmunoglobulina CH o CL, con
adecuados sitios de restriccion obtenidos por ingenieria de manera tal que se puede insertar y expresar facilmente cual-
quier secuencia VH o VL. En dichos vectores, usualmente se produce el empalme entre el sitio donante del empalme
en la region J insertada y el sitio aceptor del empalme que precede la regiéon C humana, y también en las regiones de
empalme que ocurren dentro de los exones CH humanos. La poliadenilacion y la terminacién de transcripcion ocurren
en sitios cromosdmicos nativos corriente debajo de las regiones codificadoras. El anticuerpo quimérico obtenido se
puede unir a cualquier promotor fuerte, incluso LTR retrovirales, por ejemplo promotor temprano SV-40, (Okayama
et al. (1983) Mol. Cell. Bio. 3:280), LTR de virus de sarcoma de Rous (Gorman et al. (1982) PN.A.S. 79:6777), y
LTR de virus de molones murino (Grosschedl et al. (1985) Cell 41:885); promotores nativos de Ig, etc.

Agentes estimuladores de la respuesta inmune

El agente bloqueador CTLA-4 se puede usar solo o en combinacién con un agente estimulador de respuesta in-
mune. Tal como se usa en la presente, un “agente estimulador de respuesta inmune” se refiere a cualquier agente que
estimula en forma directa o indirecta una respuesta inmune en combinacién con un agente bloqueador CTLA-4. Por
ejemplo, los agentes estimulantes de inmune respuesta incluyen citoquinas asi como diversos antigenos que incluyen
antigenos especificos de tumor y antigenos derivados de patégenos. Ademds, los agentes estimulantes de inmune res-
puesta incluyen células tumorales transducidas por citoquinas, por ejemplo células tumorales transducidas con GM-
CSF, asi como células tumorales que han sido irradiadas y/o tratadas con un agente quimioterdpico ex vivo o in vivo.
Tal como se demuestra en los ejemplos provistos en la presente, los agentes estimulantes de inmune respuesta pueden
tener significativo efecto sobre el tratamiento de tumores cuando se usan en combinacién con un agente bloqueador
CTLA-4.

En algunas instancias, los restos celulares provenientes de células tumorales muertas o moribundas proveen una es-
timulacion de respuesta inmune que se puede combinar in vivo o ex vivo con un agente bloqueador CTLA-4. El uso de
agentes quimioterdpicos es un ejemplo de produccién de un agente estimulante de respuesta inmune por medios indi-
rectos. El uso de una fuente para irradiar células tumorales ex vivo o in vivo también constituye un método que produce
indirectamente agentes estimulantes de inmune respuesta, al igual que la reduccién quirtirgica o la citorreduccion, la
ablacién androgénica (en cancer de préstata) y la ablacion con estrogenos (en cancer de mama).

La base para el uso de agentes quimioterdpicos y similares con agentes bloqueadores de CTLA-4 es la siguien-
te. Tal como se indica en los ejemplos, el bloqueo de CTLA-4 trabaja bien con tumores establecidos y aumenta la
inmunogenicidad de las células tumorales irradiadas. Esto sugiere que el bloqueo CTLA-4 se puede combinar con mé-
todos mds convencionales de tratamiento de cdncer para producir un efecto sinérgico. Por ejemplo, el bloqueo CTLA-
4 se puede iniciar poco después del tratamiento con un agente quimioterdpico. La dosis de agentes quimioterdpicos
se ajusta a un nivel que destruye una cantidad razonable de masa tumoral y genera restos que actian como agente
para estimular una respuesta inmune por las células T como consecuencia del bloqueo CTLA-4. Esto permite dar el
agente quimioterdpico en niveles muy inferiores a los ahora usados para obtener la méxima destruccién de las célu-
las tumorales, dado que la respuesta inmune facilitada por CTLA-4 elimina la masa tumoral residual. Esto minimiza
los efectos secundarios a menudo molestos, incluso inmunosupresion, asociados con la aplicacién convencional de la
quimioterapia. Consideraciones similares se aplican a la radioterapia y las terapias de ablacién. En cancer de prdstata,
por ejemplo, la ablacion por androgenos puede ser seguida de reduccion quirdrgica y bloqueo CTLA-4. La dosis de
agente quimioterdpico o radiacién usada en conjuncién con un agente bloqueador CTLA-4 de preferencia es inferior
a la mitad, con mayor preferencia entre el 2-20%, y con atin mayor preferencia es de entre 5-10% de la dosis utilizada
generalmente.
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Cuando el agente bloqueador CTLA-4 es distinto de un anticuerpo contra el dominio extracelular de CTLA-4 o su
fragmento, por ejemplo el fragmento Fab’, dichos agentes bloqueadores se pueden usar independientemente, es decir
sin un agente estimulador de respuesta inmune. Sin embargo, los agentes bloqueadores de CTLA-4, especialmente los
que consisten de un anticuerpo contra la porcién extracelular de CTLA-4, de preferencia se usan en combinacién con
uno o mds agentes estimuladores de respuesta inmune. Los agentes bloqueadores de CTLA-4 también se pueden usar
en conjuncién con tratamiento por radiacién y/o quimioterdpico que indirectamente produce agentes estimuladores
de respuesta inmune. Dicho uso combinado puede incluir el uso simultdneo o en secuencia de agente bloqueador
de CTLA-4 y agente estimulador de respuesta inmune y puede ocurrir en diferentes sitios. Por ejemplo, el agente
bloqueador de CTLA-4 se puede administrar en un sitio lejano de un tumor después de que el tumor ha sido irradiado
directamente. Alternativamente, se puede usar un agente quimioterdpico para tratar células tumorales en forma local
o sistémica seguido del uso de un agente bloqueador de CTLA-4.

El tratamiento objeto se puede realizar en combinacién con la administracion de citoquinas que estimulan las
células presentadoras de antigeno, por ejemplo factor estimulador de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF),
factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF),
interleuquina 3 (IL-3), interleuquina 12 (IL-12), etc. Se pueden usar proteinas adicionales y/o citoquinas conocidas
por incrementar la proliferacion y secrecion de células T, tales como IL-1, IL-2, B7, anti-CD3 y anti- CD28 en forma
simultdnea o en secuencia con los agentes bloqueadores, a fin de aumentar la respuesta inmune.

Antigenos de tumor

Las células tumorales cuyo crecimiento se puede reducir por la administracion de los agentes bloqueadores objeto
incluyen carcinomas por ejemplo adenocarcinomas, que pueden tener un sitio de tumor primario en mama, ovario,
endometrio, cérvix, colon, pulmén, pancreas, eséfago, prostata, intestino delgado, recto, titero o estémago; y carci-
nomas de células pavimentosas las cuales pueden tener un sitio primario en pulmones, cavidad oral, lengua, laringe,
esofago, piel, vejiga, cérvix, parpados conjuntlva vagina, etc. Otras clases de tumores que se pueden tratar incluyen
sarcomas, por ejemplo sarcomas miogénicos; neuromas; melanomas; leucemias, ciertos linfomas, tumores de células
trofobldsticas y germinales; tumores neuroendocrinos y neuroectodérmicos.

Los tumores de interés incluyen los que presenten antigenos especificos de tumor. Dichos antigenos pueden estar
presentes en un contexto hormonal, expresarse exclusivamente en las células tumorales, o pueden ser una forma mu-
tada de un autoantigeno normal, no alterado. El antigeno especifico de tumor se puede administrar con los agentes
bloqueadores objeto para incrementar la respuesta de células T huésped contra las células tumorales. Dichas prepara-
ciones de antigeno pueden comprender proteina purificado, o lisados de células tumorales.

Los ejemplos de antigenos de tumor son citoqueratinas, particularmente citoqueratina 8, 18 y 19, como antigeno de
carcinomas. El antigeno de membrana epitelial (EMA), el antigeno embrionario humano (HEA-125); los glébulos de
grasa de leche humana, MBr1, MBr8, Ber-EP4, 17-1A, C26 y T16 son también antigenos de carcinoma conocidos. La
desmina y la actina especifica de musculos son antigenos de sarcomas miogénicos. La fosfatasa alcalina placentaria,
la gonadotropina coriénica humana beta, y la alfa-fetoproteina son antigenos de tumores de células trofoblasticas y
germinales. El antigeno prostético especifico es un antigeno de los carcinomas de prostata, antigeno carcinoembrio-
nario de adenocarcinomas de colon. HMB-45 es un antigeno de melanomas. En cédncer cervical, se pudieron codificar
antigenos utiles mediante virus de papiloma humano. La cromagranina-A y la sinaptofisina son antigenos de tumores
neuroendocrinos y neuroectodérmicos. De particular interés son los tumores agresivos que forman masas tumorales
sOlidas con 4dreas de necrosis. La lisis de dichas células necréticas es una fuente rica de antigenos para las células
presentadoras de antigeno.

La terapia objeto se puede combinar con la transfeccién de células tumorales o linfocitos infiltrantes de tumor con
genes que codifican diversas citoquinas o receptores de superficie celular (ver Ogasawara et al. (1993) Cancer Res.
53:3561-8; y Townsend et al. (1993) Science 259:368-370). Por ejemplo, se demostré que la transfeccion de células
tumorales con cADN que codifica CD80 conduce al rechazo de células tumorales transfectadas, y puede inducir
inmunidad a una posterior exposicion a células tumorales originales no transfectadas (Townsend et al. (1994) Cancer
Res. 54:6477-6483). La terapia objeto aumenta este efecto.

Las células T huésped especificas de tumor se pueden combinar ex vivo con los agentes bloqueadores objeto y
antigenos o células tumorales y reinfundir en el paciente. Cuando se administran a un huésped, las células estimuladas
inducen una reaccién tumoricida que resulta en regresion del tumor. Las células huésped se pueden aislar de diversas
fuentes, tales como ganglios linféticos, por ejemplo inguinales, mesentéricos, superficiales distales, auxiliares, etc.;
médula ésea; bazo o sangre periférica, asi como del tumor, por ejemplo linfocitos infiltrantes de tumor. Las células
pueden ser alogénicas o, de preferencia, aut6logas. Para la estimulacién ex vivo, las células huésped se extraen asép-
ticamente y se suspenden en cualquier medio adecuado, como es conocido en la técnica. Las células son estimuladas
por cualquiera de diversos protocolos, particularmente combinaciones de B7, anti-CD28, etc., en combinacién con los
agentes bloqueadores. Las células estimuladas se reintroducen en el huésped por inyeccidn, por ejemplo intravenosa,
intraperitoneal, etc. En diversas formulaciones farmacéuticas, incluyendo aditivos tales como aglutinantes, rellenos,
portadores, conservantes, agentes estabilizantes, emulsionantes y buffer. Los diluyentes y excipientes adecuados son
agua, solucién salina, glucosa y similares.
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Autoantigenos

De particular interés son los tumores poco inmunogénicos y no inmunogénicos, los cuales representan desafios
especiales debido a su incapacidad para proporcionar adecuada estimulacién antigénica para provocar una respuesta
inmune. En estos casos, un autoantigeno comtin al tejido normal y canceroso puede ser el blanco, o alternativamente
productos génicos normales con distribucién celular altamente restringida. En este aspecto de la invencion, se adminis-
tra una preparacion de autoantigeno en combinacion con los agentes bloqueadores de CTLLA-4 para ayudar a estimular
una respuesta autorreactiva a células T periféricas contra las células que expresan el autoantigeno o producto génico.

La preparacién de autoantigeno puede comprender una mezcla de antigenos, tales como lisados tumorales o vacu-
nas de células tumorales irradiadas, asi como antigeno purificado que comprende un autoantigeno especifico de interés
(por ejemplo, proteina, hidrato de carbono y similares) o una mezcla de autoantigenos. Un antigeno “purificado” que
comprende una proteina se distingue de la proteina natural en al menos una o mds caracteristicas. Por ejemplo, la pro-
tefna se puede aislar o purificar de algunas o todas las proteinas y compuestos con los cuales se asocia normalmente en
el huésped de tipo salvaje, y en consecuencia puede ser sustancialmente puro. Por ejemplo, una proteina purificada no
estd acompafiada por al menos parte del material con el cual normalmente se asocia en su estado natural, de preferencia
que constituye al menos aproximadamente 0,5%, con mayor preferencia al menos aproximadamente 5% en peso del
total de proteinas en determinada muestra. Una proteina sustancialmente pura comprende al menos aproximadamente
75% en peso de la proteina total, con al menos aproximadamente 80% de preferencia, y al menos aproximadamente
90% de particular preferencia.

De preferencia, el autoantigeno es un autoantigeno especifico de tejido. Los autoantigenos que se pueden usar
en la terapia objeto incluyen tirosinasa, trpl, trp2, melanA/MART 1, gp 100 y otras proteinas que intervienen en la
sintesis de melanina; antigeno especifico prostatico (PSA), fosfatasa dcida prostatica (PAP), antigeno de membrana
especifico de préstata (PMSA), antigeno de células prostaticas (PSCA), productos génicos de prostasa u otro gen
especifico de prdstata; Her2/neu u otros productos génicos especificos de mama. Otros autoantigenos que sirven como
blancos para las respuestas inmunes generados por la terapia objeto se pueden identificar por métodos bien conocidos
en la técnica, tales como clonacién de expresion, a fin de permitir la inmunizacién contra antigenos definidos de
distribucién conocida y proveer una respuesta inmune mas focalizada. Alternativamente, la preparacion del antigeno
puede comprender autoantigeno o antigenos modificados o un antigeno xenogénico (por ejemplo, la correspondiente
version murina de un antigeno human de interés) a fin de asistir en la ruptura de la tolerancia inmune al autoantigeno.

Los agentes estimuladores de respuesta inmune antes resefiados también se pueden incorporar en la terapia objeto
para aumentar la respuesta al autoantigeno. En una forma de realizacion preferida, por ejemplo, la preparacion de
antigeno comprende vacunas contra el tumor que comprenden células tumorales irradiadas transducidas con genes de
interés, tales como genes que codifican las citoquinas que estimulan las células presentadoras de antigeno, por ejemplo
factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de macréfagos
(M-CSF), o factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). Las terapias mds convencionales tales como
quimioterapia, radioterapia o ablacién con andrégenos también se pueden emplear para inducir suficiente muerte
de células tumorales para lograr cierta imprimacién de las células T reactivas de tumor, tal como se analizé con
anterioridad. De modo similar, también se pueden usar estrategias alternativas de coestimulacién tales como células
dendriticas pulsadas con péptidos o ARN para proveer inmunizacién en el contexto de un potente APC, o anticuerpos
anti-CD40 para mejorar la expresion de ligandos coestimuladores en las APC.

El tratamiento provee un método para romper la tolerancia inmune y montar una respuesta citotéxica efectiva y
controlada contra un autoantigeno o antigeno deseado. Esta terapia inmunoldgica hallard particular uso con tumores
tales como melanoma, cdncer de mama, cancer testicular, cdncer de ovario, cdncer de préstata y similares, en don-
de la pérdida o modificacién de parte o todo el tejido normal es un efecto secundario aceptable, o incluso deseable.
Alternativamente, se puede usar el tratamiento para mejorar o efectuar la ablacion del antigeno de un tejido seleccio-
nado, como medida preventiva contra el desarrollo de cancer o por otras causas médicas. Un método inmunoldgico de
ablacion tisular selectiva ofrece considerables ventajas sobre métodos quirtirgicos mas invasivos.

La administracién de los agentes bloqueadores objeto puede estar contraindicada para ciertos linfomas. En parti-
cular, los linfomas de células T pueden no tener beneficio del aumento de la activacién. El antigeno CD80 se expresa
fuertemente en las células de Reed-Sternberg en la enfermedad de Hodgkin, las cuales frecuentemente estdn rodeadas
por células T que expresan CD28 (Delabie et al. (1993) Blood 82:2845-52). Se ha sugerido que la funcién celular acce-
soria de las células de Reed-Sternberg conduce a la activacién de las células T, y contribuye al sindrome de Hodgkin.

Muchas terapias de cancer convencionales, tales como quimioterapia y terapia de radiacion, reducen severamente
las poblaciones de linfocitos. Si bien la terapia objeto puede aliviar esta inmunosupresién en cierto grado, un curso
preferido de tratamiento combinado usard dichas terapias linfotéxicas antes o después de la terapia objeto.

Coadyuvantes

Los coadyuvantes potencian la respuesta inmune a un antigeno. Los agentes bloqueadores de CTLA-4 se usan
como coadyuvantes para incrementar la activaciéon de células T, y aumentar el cambio de clase de las células produc-
toras de anticuerpo, por lo que se incrementa la concentracidon de anticuerpos de clase IgG producidos en respuesta
al inmundgeno. Los agentes bloqueadores se combinan con un inmundgeno en un medio fisiolégicamente aceptable,
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de acuerdo con técnicas convencionales para emplear coadyuvantes. El inmunégeno se puede combinar en una tnica
formulacién con el agente bloqueador o se puede administrar por separado. Los inmundgenos incluyen polisacaridos,
proteinas, fragmentos de proteinas, haptenos, etc. De particular interés es el uso con inmundgenos peptidicos. Los in-
mundgenos peptidicos pueden incluir antigenos tumorales y antigenos virales o sus fragmentos, tal como se describié
con anterioridad.

El uso de los agentes bloqueadores objeto en conjuncién con la inmunizacién genética también es de interés. Se
inyecta ADN de vector de expresion que codifica un vector que codifica un péptido o antigeno proteico de interés en el
animal huésped, en general en el muisculo o la piel. Los productos génicos se glucosilan correctamente, se pliegan y son
expresados por la célula huésped. El método es ventajoso cuando los antigenos son dificiles de obtener con la pureza
deseada, la cantidad o la forma glucosilada correcta o cuando sélo se conocen las secuencias génicas. Generalmente,
se inyecta ADN en los miisculos o se provee recubierto en microparticulas de oro en la piel mediante un dispositivo de
bombardeo de particulas, una “pistola génica”. La inmunizacién génica ha demostrado la induccién de una respuesta
inmune especifica humoral pero también una respuesta inmune celular de reaccién mas amplia en modelos animales de
céncer, micoplasma, TB, malaria, y muchas infecciones virales que incluyen gripe y HIV. Ver, por ejemplo, Mor et al.
(1995) J Immunol 155: 2039-46; Xu y Liew (1995) Immunology 84:173-6; y Davis et al, (1994) Vaccine 12:1503-9.

Administracion y formulacion

Se pueden emplear diversos métodos para la administraciéon. La formulacion de agentes bloqueadores de CTLA-
4 se puede inyectar por via intravascular, subcutdnea, peritoneal, etc. Las dosis de la formulacién terapéutica varian
ampliamente, segin la naturaleza de la enfermedad, la frecuencia de administracién, la forma de administracion, el
objeto de la administracién, la depuracién del agente del huésped, y similares. La dosis administrada variara segtin
factores conocidos, tales como las caracteristicas farmacodindmicas del agente particular, el modo y la via de ad-
ministracién, la edad, la salud y el peso del receptor, la naturaleza y la extension de los sintomas, los tratamientos
concurrentes, la frecuencia de tratamiento y el efecto deseado. La dosis se puede administrar con tan poca frecuencia
como semanalmente o quincenalmente, o fraccionar en dosis mas pequefias y administrar diariamente, dos veces por
semana, etc. A fin de mantener un nivel de dosis efectivo. En general, una dosis diaria de ingrediente active puede ser
de aproximadamente 0,1 a 100 mg/kg de peso corporal. Las formas de dosificacién adecuadas para la administracién
interna en general contiende de aproximadamente 0,1 mg a 500 mg de ingrediente activo por unidad. El ingrediente
activo puede variar de 0,5 a 95% en peso sobre la base del peso total de la composicién.

En algunos casos puede ser deseable limitar el periodo de tratamiento debido a la excesiva proliferacién de células
T. Las limitaciones se determinardn empiricamente, segin la respuesta del paciente a la terapia, la cantidad de células
T en el paciente, el tipo de antigeno dirigido por la terapia objeto, etc. La cantidad de células T puede ser monitoreada
en un paciente por métodos conocidos en la técnica, incluso la tincién con anticuerpos especificos para células T y
citometria de flujo.

Los bloqueadores de CTLA-4 se preparan como formulaciones en una dosis efectiva en medios farmacéutica-
mente aceptables, por ejemplo solucién salina normal, aceites vegetales, aceite mineral, PBS, etc. Las preparaciones
terapéuticas pueden incluir liquidos fisiolégicamente tolerables, portadores de gel o sdlidos, diluyentes, coadyuvantes
y excipientes. Los aditivos pueden incluir agentes bactericidas, aditivos que mantienen la isotonicidad, por ejemplo
NaCl, manitol; y estabilidad quimica, por ejemplo buffer y conservantes, o similares. Los bloqueadores de CTLA-
4 se pueden administrar como cdctel, o como agente Unico. Para la administracién parenteral, el agente bloqueador
se puede formular como solucidn, suspension, emulsién o polvo liofilizado en asociacién con un vehiculo parenteral
farmacéuticamente aceptable. También se pueden usar liposomas o vehiculos no acuosos, tales como aceites fijos. La
formulacidn se esteriliza por técnicas conocidas en la técnica.

El efecto funcional del bloqueo de CTLA-4 también se puede inducir por la administracién de otros agentes que
simular el cambio de las sefiales intracelulares observado con la invencién objeto. Por ejemplo, es sabido que quinasas
citoplasmadticas especificas pueden ser activadas en respuesta a la fijacién de receptores extracelulares. Los agentes
que bloquean la actividad de quinasa tendrian un efecto fisioldgico similar al bloqueo de la fijacion del receptor. De
manera similar, los agentes que incrementan las concentraciones de AMPciclico, GTP y los niveles intracelulares de
calcio pueden producir efectos fisiolégicos que son andlogos a los observados la fijacion extracelular de receptor.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién y no de limitacién. Sélo el Ejemplo 10 contiene un
ejemplo de tratamiento de metdstasis establecida.

Parte experimental

Ejemplo 1

Generacion de anticuerpos monoclonales reactivos con CTLA-4 murino
a) Preparacion de un inmundégeno murino CTLA-4

Se obtuvo una proteina de fusién que comprende las porciones extracelulares del gen murino de CTLA-4 y la
region constante de IgGI humana, denominada mCTLA4-Hgl, de los Dr. P. Lane y K. Karjalainen (Basel Institute for
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Immunology, Basilea, Suiza). Se construyé un vector de expresién capaz de expresar la proteina mCTLA4-Hg 1 tal
como se describid [Lane, et al. Immunol. 80:56 (1993)]. Brevemente, se generaron las secuencias codificadoras de
las porciones extracelulares de la molécula de CTLA-4 murino mediante PCR. El siguiente par de cebadores se usé
para amplificar estas secuencias de CTLA-4 a partir de un plasmido que contiene secuencias de CTLA-4 de ratén: 5°-
TTACTCTACTCCCTGAGG AGCTCAGCACATTTGCC-3’(SEQ ID NO:1) y 5’-TATACTTACCAGAATCCG GG
CATGGTTCTGGATCA-3’ (SEQ ID NO:2). Las secuencias amplificadas CTLA-4 luego se insertaron en un vector de
expresion que permite la insercién de un gene de interés corriente arriba de las secuencias que codifican los dominios
de la bisagra, CH2 y CH3 de la proteina humana IgG1 [Traunecker, et al. Trends Biotech. 9:109 (1991)]. Cada cebador
contenia sitios de restriccién apropiados para subclonar en el vector de expresion de [gG1 humana, junto con un sitio
donante de empalme 3’ dentro del cebador 3’ para empalmarse en los exones de la Ig humana correctamente. El
plasmido que contiene las secuencias codificadoras de la proteina de fusion mCTLA-4-Hgl se denominé pH S-APr-1-
neo-mCTLA4-Hgl. La secuencia de aminodacidos de la proteina mCTLA4- Hgl estd listada en SEQ ID NO:3.

Para expresar la proteina mCTLA4-Hgl, se transfecté el vector de expresion pH S-APr-1-neo-mCTLA4-Hgl en
la linea de plasmacitoma murino, J5S8L (J558L es idéntico a la linea celular J558 disponible de ATCC [ATCC TIB
6]) mediante la técnica estdndar de fusion de protoplasto. Las células J558L se cultivaron con 5 x 10* células/ml. Las
células J558L transfectadas luego se seleccionaron en presencia de medio que contiene xantina (Sigma) y dcido mi-
cofendlico (Calbiochem, LaJolla, CA) (medio selectivo). El medio selectivo se aplicé 24 h después de la transfeccién
y se analizaron los clones positivos (es decir los clones que crecieron en el medio selectivo) dos semanas mds tarde.
Los clones que secretaban la proteina de fusién se identificaron mediante un ELISA para IgG1 humana. Se detect6
un clon buen secretor y se designé clon n.° 15. Las células del clon n.° 15 se rotularon metabdlicamente con [*°S]
metionina y las proteinas secretadas se inmunoprecipitaron con proteina A y las proteinas precipitadas se resolvie-
ron en un SDS de gel de poliacrilamida. Se hallé que la proteina mCTLA4-Hgl migra en los geles de SDS-PAGE
como un mondmero de aproximadamente 60.000 MW en condiciones reductoras y como dimero en condiciones no
reductoras.

Se obtuvieron preparaciones purificadas de proteina mCTLA4-Hg 1 cromatografia por afinidad de sobrenadantes
de cultivo de células del clon n.° 15 en una columna de proteina A-Sefarosa (Zymed, South San Francisco, CA).
Brevemente, se cultivaron células J558 que expresan la proteina mCTLA4-Hgl en IMDM suplementado con 5% de
FCS, glutamina, 2ME y antibi6ticos. Los sobrenadantes de cultivo se recolectaron de las células y se centrifugaron a
1500 x g para extraer cualquier remanente de células y el sobrenadante clarificado se filtré por un tamafio de poro de
0,4 micrémetros. El sobrenadante filtrado se ajust6 a pH 8,5 mediante 1 N de NaOH; el sobrenadante luego se pasé
por una columna de 2 ml (volumen empaquetado) de proteina A-Sefarosa a una velocidad de flujo de 2 ml/min. Cabe
destacar que la linea celular J558 produce una inmunoglobulina adicional (es decir ademds de la proteina de fusién
CTLAIg murina) que se fija a la proteina G; en consecuencia, no se recomienda el uso de resinas de proteina G para
la purificacién de la proteina mCTLA4- Hgl de células J558 transfectadas.

La columna de proteina A se lavé con 20 a 30 volimenes de columna de PBS y la proteina de fusién se eluyé con
50 mM de dietilamina (pH 11,0). Se juntaron fracciones de dos mililitros en tubos que contenian 0,2 ml de 1M de Tris-
HCI para neutralizar el pH de la muestra. Se determin la absorbancia a 280 nm y se usé para evaluar la concentracién
de proteina de cada fraccién. Las fracciones que contenian proteina se combinaron y se dializaron durante la noche
contra 2 a 3 cambios de PBS (1 litro por cambio). Se confirmo la presencia de proteina mCTLA4-Hgl por SDS-PAGE,
que mostrd una banda de aproximadamente 40 kD (el peso molecular previsto de la proteina de fusién). Ademads, se
analiz6 la proteina purificada mCTLA4-Hgl en un ELISA usando un anticuerpo antihumano de IgG1 (HP6058; el
hibridoma HP6058 (ATCC CRL 1786) se us6é como fuente de anticuerpos HP6058).

b) Inmunizacion de hamsteres

Para inmunizar hdmsteres con la proteina de fusién murina CTLA-4, se us6 proteina purificada mCTLA4-Hgl
(en adelante referida como CTLA-41g) para recubrir células bacterianas muertas por calor de Staphylococcus aureus
(StaphA) (Calbiochem, LaJolla, CA). Hamsteres Golden Sirian de seis semanas de edad (Harlan Sprague Dawley,
Indiandpolis, IN) se inyectaron en la plantilla de la pata con 50P1 (volumen empaquetado) de bacterias StaphA muertas
por calor recubiertas con aproximadamente 100 ug de CTLA-4Ig suspendidas en 0,2 ml de PBS. Las células StaphA
se recubrieron como sigue.

Las células StaphA se prepararon de acuerdo con el protocolo del fabricante a una concentraciéon de 10% p/v
en solucién salina (0,9% de NaCI). Un ml de la suspensién de células bacterianas se centrifugd a 1.400 x g para
sedimentar las bacterias y se extrajo el sobrenadante. Se agregé 1 ml de solucién que contiene aproximadamente
100 ug de CTLA-4Ig purificada en PBS al sedimento y la mezcla se incubé a 37°C durante 2 horas con agitacién.
Las bacterias luego se sedimentaron por centrifugacién tal como se describié con anterioridad; el sedimento se lavd
dos veces con 1 ml de PBS/lavado. Las células bacterianas recubiertas con CTLA-4Ig luego se resuspendieron en
aproximadamente 200 ul de PBS; se inyectaron 50 ul de esta preparacién en cada almohadilla de la pata.

Se aplic6 un total de cinco inyecciones por hamster. El dia del refuerzo final y anterior a la inyeccién, se obtuvo
aproximadamente 100 ul de suero por sangrado intraocular realizado en la oficina del personal de cuidado de ani-
males de laboratorio (Univ. de Calif, Berkeley). Este suero se analiz6 en comparacién con el suero obtenido por la
metodologia idéntica anterior a la primera inyeccién.
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Se utiliz6 un ELISA de fijacién de CTLA-4Ig para demostrar la presencia de anticuerpo que reconoce la proteina
de fusién CTLA- 4Ig en el sangrado posinmunizacién. El ELISA fijador de CTLA-4Ig se condujo como sigue. Se
us6 proteina de fusion CTLA-4Ig o proteina de fusién CD4lIg para recubrir las cavidades de placas de ELISA de base
plana modificadas de 96 cavidades (Corning, Corning, NY).

CDA4lIg es una proteina de fusion que consiste del dominio extracelular de CD4 murino y los dominios de bisagra,
CH2 y CH3 de IgG1 humana [Traunecker et al., supra.]; se usé la proteina CD4Ig como control negativo en los
ensayos por ELISA. La proteina de fusién CD4Ig se prepar6 a partir de células transfectadas J558 y se purificé por
cromatografia por afinidad en proteina A Sefarose tal como se describid para la proteina de fusion mCTLA4-Hyl (es
decir CTLA-4Ig) en la seccidn (a) anterior.

Se colocaron 50 microlitros de las proteinas de fusién a una concentracién de 1 pg/ml en 0,4% de gelatina en PBS
en las cavidades. Las placas se incubaron a 37°C durante 2-3 horas para permitir que las proteinas se absorbieran; las
placas luego se lavaron tres veces con 150 ul de 0,9% de NaCl que contiene 0,05% de Tween-20. Entonces se bloqued
el resto de los sitios de fijacién de la proteina en las cavidades con 0,4% de gelatina en PBS (buffer de bloqueo) durante
30 min a 37°C; después de la etapa de bloqueo se lavaron las placas dos veces con 0,9% de NaCl que contiene 0,05%
de Tween-20. Se afiadieron 50 microlitros de la solucién que contiene anticuerpos anti-CTLA-4 (es decir suero de los
hamsteres inmunizados, anticuerpos purificados o sobrenadantes de cultivo) en cavidades por triplicado y las placas
se incubaron durante 2-3 horas a 37°C. Para evaluar la cantidad de anticuerpos anti-CTLA-4 presentes en el suero
de hamsteres inmunizados, se analiz6 el sangrado inicial posterior a la inmunizacién usando diluciones que variaban
entre 1:1000 y 1:100 (diluido en PBS que contiene 0,4% de gelatina).

Las cavidades luego se lavaron tres veces usando 150 ul de 0,9% de NaCl que contiene 0,05% Tween-20. Se
agregaron 50 microlitros de una solucién que contiene suero de cabra antihdmster IgG policlonal conjugado con
peroxidasa de rabano (CalTag, South San Francisco, CA) en una concentracién de 1 pug/ml en buffer de bloqueo a las
cavidades y las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C. Las placas luego se lavaron cuatro veces con 0,9% de NaCl
que contiene 0,05% de Tween-20. Se afiadi6 una solucién que contiene 0,55 mg/ml de ABTS 4cido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenztiazolin-6-sulfénico)] en buffer citrato [0,1 M de 4cido citrico (pH 4,35)] y las placas se incubaron durante
aproximadamente 20 min a 37°C. Luego se leyeron las placas a 405 nm con un lector de placa BioTech (Beckman
Instruments, Palo Alto, CA) para evaluar la absorbancia del producto de reaccién verde.

Los resultados de ELISA de fijaciéon de CTLA-4Ig demostraron la presencia de anticuerpo que reconocia la pro-
teina de fusién CTLA- 4Ig en el sangrado posterior a la inmunizacién con diluciones de suero 1000 veces superiores
a la dilucién detectada de fondo en el sangrado previo a la inmunizacién.

c¢) Aislamiento de lineas de hibridoma que secretan anticuerpos anti-CTLA-4 murinos

Tres dias después de la inyeccion final, se extrajeron los ganglios linfaticos de drenaje de los hamsteres. Se aislaron
los linfocitos de los ganglios linfaticos popliteos que drenan las patas traseras. Se prepararon suspensiones celulares
de los ganglios linféticos aislados como sigue. Los ganglios extraidos se colocaron en una placa de cultivo de tejidos
(Falcon Plastics, Mountain View, CA) que contiene medio RPMI (GibcoBRL, Gaithersburg, MD) suplementado con
10% de FCS (BioWhittaker, Walkersville, MD). Los linfocitos se liberaron de los ganglios mediante molienda suave
de los ganglios con portaobjetos de vidrio helados; se conté la suspension de linfocitos mediante un hemocitémetro.

Los linfocitos aislados de los hdmsteres inmunizados se fusionaron a la contrapartida celular de fusién, P3X3.
Ag8.653 (ATCC CRL 1580). Las células P3X3.Ag8.653 se dividieron 1:20 cada 3 dias antes de la fusién en IMDM
(Univ. of Calif., San Francisco Tissue Culture Facility) que contiene 20% FCS (suero fetal bovino) (BioWhittaker,
Walkersville, MD), 50 PM 2-ME, 50 PM de gentamicina.

La fusion con la linea de mieloma usé una técnica estdndar de fusion de polietilenglicol [McKeam et al., Immunol.
Rev. 47:91 (1979)]. Brevemente, se prepararon suspensiones de células de linfocitos estériles en medio sin suero
Iscove’s Modified Dulbecco’s (IMDM). Los linfocitos se lavaron dos veces con IMDM vy se ajustaron a una densidad
de 12,5 x 10° células/ml.

Las células P3X3.Ag8.653 (cultivadas tal como se describié con anterioridad) se lavaron dos veces con IMDM
sin suero [estas células se centrifugaron durante 5 minutos a 1000 r.p.m. en una centrifuga TJ-6 (Beckman Instru-
ments, Palo Alto, CA) a 25°C para sedimentar las células] y se ajusté la densidad celular de P3X3.Ag8.653 a 5 x 10°
células/ml.

Se mezclaron cuatro mililitros de la suspensién de células linfocitos con 1 ml de las células lavadas P3X3.Ag8.653
en placas de cultivo de tejido de 60 mm (Falcon). Los discos de cultivo de tejido se colocaron en portadores de placas
de microtitulacién (Beckman Instruments, Palo Alto, CA) y se centrifugaron a 250 x g (1200 r.p.m.; centrifuga TJ-6)
durante 5 minutos para generar una monocapa adherente de células en la parte inferior del disco. El sobrenadante se
aspir6 de los discos y los discos se inundaron suavemente con 1 ml de 50% de polietilenglicol (PEG 1500, Boehringer
Mannheim) en IMDM; la solucién de PEG se prepar6 al calentar 4 ml de PEG 1500 y 4 ml de IMDM por separado en
bafio de agua a 60°C y luego se combinaron por aspiracién de PEG en una pipeta seguido de IMDM y se mezcl6 bien.
Después de 30 segundos a temperatura ambiente, los discos se inundaron con 5 ml de IMDM sin suero.
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Después del lavado final el dia de la fusidn, las células se dejaron en el disco de 60 mm con 5 ml de medio IMDM
que contiene FCS durante 12 horas a 37°C con 5% de CO,. El dia siguiente, las células fusionadas se diluyeron en
100 ml de IMDM que contiene 20% de FCS y 1 X de medio HAT (Boehringer Mannheim, NJ) y se plaquearon 100
(1 por cavidad en placas de base plana de 96 cavidades. Después de 5 y 9 dias, se afiadieron 50 ul de medio adicional
a cada cavidad. Luego se extrajeron, 50 ul de medio y se afladié medio fresco con intervalos de 3 dias. Una vez que
las cantidades de células estaban en el rango de 1000-5000 por cavidad, los sobrenadantes de hibridoma se analizaron
para la reactividad a CTLA-4Ig y para la falta de reactividad a CD4lIg por ELISA tal como se describe en la seccién
(b) anterior. Los sobrenadantes de hibridoma se usaron sin diluir en ELISA (50 ul/cavidad).

Los hibridomas de las cavidades positivas se clonaron repetidas veces por dilucién limitante en presencia de capas
de alimentacién de timocitos de ratén irradiados. Se seleccioné una linea de hibridoma que secreta un anticuerpo
monoclonal, denominado anticuerpo 9H 10, segun los siguientes criterios: 1) reactividad contra CTLA-4Ig pero no
CD4lg en ELISA; 2) la capacidad de bloquear CTLA-41Ig fijado a transfectantes B7; 3) la capacidad para tefiir células
T activadas pero no las células T recién aisladas; y 4) la capacidad para tefiir un transfectante CTLA- 4 pero no los
transfectantes control.

La capacidad del anticuerpo 9H10 para bloquear la fijacién de CTLA4Ig a transfectantes B7 se demostré como
sigue. Aproximadamente 10 ul de mAb 9H 10 se incub6 a 22°C durante 30 min con 1 pg de proteina de fusiéon CTLA-
4Ig en un volumen final de 50 ul de una solucién que comprende PBS. A esta mezcla se afiadi6 2 x 10° células B7-
EL-4, suspendidas en 10 1 de PBS helado que contiene 1% de suero bovino y 0,05% de azida sédica. Las células B7-
EL-4 son la linea celular de timoma EL4 derivada de C57BL/6 transfectada con un vector de expresion codificado por
la proteina de superficie B7 murina, tal como se describe en Townsend et al. Cancer Res. 54:6477-83 (1994).

La mezcla obtenida luego se incubd sobre hielo durante 30 minutos, seguido de dos lavados con 4 ml/lavado de PBS
que contiene 1% suero bovino y 0,05% azida sddica. Las células luego se tifieron con IgG antihumano conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Caltag, South San Francisco, CA). Como control negativo para este experimento,
se incubd la proteina de fusion CTLA-41g con un IgG control de hdmster o la linea celular original de EL-4. Las
células se analizaron en FACScan (BectonDickinson, Mountain View, CA); se usé el programa LYSIS II (Becton
Dickinson) como portal electrénico de las poblaciones relevantes. En la mayoria de los experimentos se recolectaron
10.000 eventos de portales vivos para el andlisis. Los resultados mostraron que el anticuerpo 9H 10 bloquea la fijacién
de CTLA-4 a las células B7-EL-4.

La capacidad del anticuerpo 9H10 para tefiir las células T activadas pero no las células T recién aisladas se demostré
como sigue. Se generaron esplenocitos frescos y activados. Se cosecharon y picaron los bazos de ratones BALB/c de
4 a 6 semanas, y se trataron las suspensiones con solucién hemolitica de Gey para extraer las células rojas sanguineas,
una técnica estdndar en el arte [Mishell y Shiigi, Selected Methods in Celular Immunology, W.H. Freeman y Co.,
San Francisco (1980) pp, 23-24]. Las células se cultivaron en RPMI que contiene 10% de suero fetal bovino, con
anticuerpo soluble anti-CD-3 a 10 ug/ml agregado para activar una porcién de la poblacién celular. La otra porcién
de los esplenocitos no se tratd con anti-CD3 y representa los frescos (pero no los esplenocitos activados). Las dos
poblaciones celulares luego se tifieron con 1) una combinacién de 9H10 conjugado con FITC (el anticuerpo anti-
CTLA-4; 5 ug de anticuerpo) y Thil.2 conjugado con PE o 2) una combinacién de Ig de hamster conjugado con FITC
y Thil.2 conjugado con PE. Los datos se analizaron en un FACScan y se obtuvieron los portales para células Thil.2
positivas para analizar sélo la poblacién celular T relevante. Los resultados de este experimento demostraron que el
anticuerpo 9H10 tifie células T activada (es decir que expresan CTLA-4) pero no las recién aisladas.

La capacidad del anticuerpo 9H10 para tefiir un transfectante CTLA-4 pero no los transfectantes control se demos-
tr6 como sigue. Una linea original CHO (ovario de hdmster chino, células CHO-K1) (ATCC CCL 61) se transfectd
con pSRIneo.CTLA-4. pSRIneo.CTLA-4 contiene todo el cADN de 1,9 kb que codifica la proteina murina CTLA-4
[Brunet et al., Nature 328:267 (1987)] insertada en el vector de expresiéon pSRIneo. Las células transfectadas con el
vector pSRIneo.CTLA expresan la proteina murina CTLA-4 en la superficie celular.

Las células originales (es decir, células CHO-K1) y las células transfectadas se tifieron con 1) una combinacion de
FITC conjugado con 9H 10 (el anticuerpo anti-CTLA-4; 5 ug de anticuerpo) y PE conjugado con Thil.2 o 2) una com-
binacién de Ig de hamster conjugado con FITC y PE conjugado con Thil.2. Los datos se analizaron electrénicamente
para células Thil.2 positivas para analizar sélo la poblacién celular T relevante. Los resultados de este experimento
demostraron que el anticuerpo 9H 10 tifie CTLA-4 transfectantes pero no los transfectantes control.

Los resultados anteriores demostraron que el anticuerpo monoclonal 9H 10 reacciona especificamente con la pro-
tefna CTLA- 4 murina.
Ejemplo 2
Los anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4 causan rechazo de tumores V51BLim 10 en ratones

El anticuerpo monoclonal CTLA-4 antimurino, 9H10, se usé para tratar ratones que recibieron inyecciones de
una linea celular de carcinoma de colon. La inyeccién de mAb 9H10 junto con células tumorales V51BLim 10 dio

por resultado el completo rechazo de las células tumorales en los animales de experimentacién. En contraste, los
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ratones inyectados con un mAb anti-CD28 y células V51BLim 10 o ratones inyectados con células V51BLim10 solas
desarrollaron tumores que exhibieron un incremento constante del tamafio promedio de tumor durante un periodo de
cuatro semanas.

a) Generacion de la linea celular v51BLiml10

La linea celular V51BLim10 se gener6 por transfeccién del vector de expresiéon SRIneo en la linea celular 5
1BLim10. La linea celular 5 1BLim es una linea celular de carcinoma de colon que provee un modelo animal exacto
para metastasis de cancer de colon en humanos. Bresalier, et al., Cancer Res. 47:1398 (1987).

La linea celular V51BLim10 usada en el presente experimento se generé como sigue. La linea celular de cdncer
de colon murino 51B establecida por Corbett et al., Cancer Res. 35:2434-9 (1975) fue inyectada en la pared cecal
de ratones BALB/c; se hall6 que los tumores colénicos obtenidos hacian metdstasis espontdneamente en el higado
en una minoria de los ratones inyectados. Bresalier et al., Cancer Res. 47:1398 (1987). Las lineas celulares que
tenfan actividad metastdtico en progresivo incremento fueron desarrolladas al recolectar las células de las metdstasis
originales, las cuales luego se usaron para la sucesiva reinyeccion en el ciego de otros ratones. Estas lineas celulares
se denominaron 51BLim-1 a 51BLim-5 en donde el niimero que sigue al guién se refiere a la cantidad de ciclos de
metastasis.

Un derivados metastatico 51B obtenido del Dr. Warren de la Universidad de California San Francisco fue designada
51BLim 10; la linea celular 51 BLim 10 correspondes a la linea celular 51BLiM35 descrita por Bresalier, et al., Cancer
Res. 47:1398 (1987).

El vector de expresion SR1neo fue transfectado a la linea celular 51 BLiM-10 para generar la célula V51BLim10
tal como se describe [Townsend ef al. Cancer Res. 54:6477-83 (1994)]. El vector de expresién SR1neo (obtenido de L.
Lanier en ADNX Research Institute of Molecular and Celular Biology, Palo Alto, CA) permite la expresion de un gene
de interés bajo el control de transcripcién de HTLV-1 LTR. El vector de expresién SR1neo también contiene el gen
neo bajo el control de transcripcion del promotor/mejorador SV40. La presencia del gen neo gene permite seleccionar
células que contienen el vector SRIneo.

El vector de expresion SRIneo fue transfectado en células 51 BLiM-10 por electroporacién con un electroporador
BTX T 800 (BTX, Inc., San Diego, CA). Se aplicaron cinco pulsos de 99 us cada uno a 450 o 600 V. La electroporacién
se llevé a cabo en un volumen final de reaccién de 750 ul de una solucién que comprende 270 mM de sacarosa, 7 mM
de NaPO4 (pH 7.4), 1 mM de MgCl2, 5 x 10° células 51B LiM-10 y 50 ug del vector de expresién SRIneo. Después
de la electroporacion, las células se cultivaron durante 24 horas en medio completo [Eagle’s MEM (Univ. of Calif.
at San Francisco Cell Culture Facility, San Francisco, CA) suplementado con 10% de FCS (Sigma), aminoacidos no
esenciales, solucion MEM de vitamina, L-glutamina, piruvato de sodio, gentamicina (todos de Irvine Scientific, Santa
Ana, CA) y 7,5% de bicarbonato de sodio (Sigma)] a 37°C. Se us6é medio de seleccién [medio completo que contiene
1 mg/ml de Geneticina (G418 de sulfato, GIBCO, Grand Island, NY)]. Después de 14 dias de cultivo en el medio de
seleccidn, se juntaron las células resistentes a formacos y se usaron en posteriores experimentos como la poblacién
policlonal referida como V51BLim10.

Las células tumorales V51BLim10 se mantuvieron en Eagle MEM (Univ. of Calif. at San Francisco Cell Culture
Facility, San Francisco, CA) suplementado con 10% FCS (Sigma), aminodcidos no esenciales, solucién de vitamina
MEM, L-glutamina, piruvato de sodio, gentamicina, penicilina- estreptomicina (todos de Irvine Scientific, Santa Ana,
CA) y 1 mg/ml de Geneticina. Los cultivos celulares se establecieron de alicuotas congeladas de pocos pasajes (es
decir menos de 10 pasajes) y se mantuvieron en cultivo durante no mas de 30 dias antes del uso.

Se hall6 que las células V51BLim10 y las células originales 51BLim10 exhiben tasas de crecimiento similares in
vitro e in vivo. La expresion del gen de resistencia a neomicina en las células VS1BLim10 y una variedad de otras
lineas celulares de tumor no tuvo ningtn efecto sobre la tumorigenicidad o la tasa de crecimiento de los tumores
provenientes de las células inyectadas.

b) Inyeccion de ratones con células tumorales V5IBLim10 y anticuerpos monoclonales

Las células tumorales V51BLim10 fueron cosechadas de las placas de cultivo de tejido con tripsina-EDTA (Sigma),
se lavaron tres veces en medio sin suero (Eagle’s MEM) y se suspendieron en una concentracién de 2 x 107 células/ml.

Los ratones usados en este experimento eran ratones hembra BALB/c de 6-8 semanas (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA). Grupos de cinco ratones fueron anestesiados por inhalacién de metoxiflurano, se marcaron las
orejas para la identificacion, y se inyectaron con 200 ul de suspension de células tumorales V51BLim10 (4 x 10°) por
via subcutdnea en el flanco izquierdo. Los grupos tratados recibieron 100 ug inyecciones intraperitoneales de mAb
antiCTLA-4 9H10 antes descrito, o alternativamente el mAb anti-CD28, 37, 51, el mismo dia, y otras inyecciones de
50 ug i.p. los dias 3 y 6 posteriores a la inyeccion de las células tumorales (designadas por las flechas oscuras en la
Figura 1). El anti-CD28 monoclonal, 37,51, estd dirigido contra la proteina murina CD28 [Gross et al., J. Immunol.
149:380 (1992)] y sirvié como control negativo.
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Se monitorearon los ratones respecto del crecimiento subcutdneo del tumor y se midieron los didmetros bisectrices
de los tumores en desarrollo con calibres. Todos los ratones no tratados, o tratados con anticuerpo anti-CD28 des-
arrollaron tumores de crecimiento progresivo y requirieron eutanasia 35 dias después de la inoculacién. En contraste,
todos los ratones tratados con anticuerpo anti-CTLA-4 rechazaron completamente sus tumores después de un corto
periodo de crecimiento limitado. Tal como se muestra en la Figura 1A, el 4rea promedio de tumor en mm? (mostrado
a lo largo del eje) disminuy6 gradualmente a partir de aproximadamente el dia 14 posterior a la inyeccién del tumor
(mostrado a lo largo del eje x), disminuyendo a cero aproximadamente el dia 24. El tratamiento con anti-CTLA-4
era menos efectivo con menores dosis de tumor. La Figura 1B muestra el tamafio promedio de tamafio de tumor en
ratones inyectados con 2 x 10° células tumorales y tratados tal como se describi6 antes con anticuerpo anti-CTLA-4 o
un anticuerpo irrelevante de hamster. El tratamiento con anticuerpo anti-CTLA-4 continué teniendo un efecto notable
sobre el crecimiento del tumor, pero un ratén desarrollé un tumor rdpidamente, y otro mucho mads tarde. La Figura 1C
ilustra el crecimiento individual de los tumores en ratones inyectados con 2 x 10° de células V51BLim10. Tres de los
ratones se mantuvieron sin tumores mds de 80 dias. Es obvio que el bloqueo de CTLA-4 mejora significativamente el
rechazo de las células tumorales B7 negativas.

¢) Inyeccion de ratones con células tumorales B7-51BLiml10 y anticuerpos monoclonales

Células 51BLim10 fueron transfectadas tal como se describi6 antes, con un plasmido que contiene el gen de B7-1
murino, y se clonaron por dilucién limitante. Las células tumorales B7-51BLim10 se cosecharon de placas de cultivo
de tejidos con tripsina-EDTA (Sigma), se lavaron tres veces en medio sin suero (Eagle’s MEM) y se suspendieron en
una concentracién de 2 x 107,

Los ratones usados en este experimento eran ratones hembra BALB/c de 6-8 semanas (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA). Grupos de cinco ratones fueron anestesiados por inhalacién de metoxiflurano, se marcaron las
orejas para la identificacion, y se inyectaron con 100 ul de suspension de células tumorales B7-51BLim10 (4 x 10%)
por via subcutdnea en el flanco izquierdo. Los grupos tratados recibieron 100 ug inyecciones intraperitoneales de mAb
anti-CTLA-4 9H10 antes descrito, o alternativamente el mAb anti-CD28, 37,51. Se aplicaron Inyecciones de 100, 50
y 50 ug los dias 0, 3 y 6, respectivamente (los dias de inyeccidn estdn designados por las flechas oscuras en la Figura
2). El anti-CD28 monoclonal, 37,51, esta dirigido contra la proteina murina CD28 [Gross et al., J. Immunol. 149:380
(1992)] y sirvié como control negativo.

Se monitorearon los ratones respecto del crecimiento subcutdneo del tumor y se midieron los didmetros bisectrices
de los tumores en desarrollo con calibres. Los datos de este experimento se muestran en la Figura 2. El tratamiento
con anticuerpo anti-CTLA-4 inhibi6 el crecimiento tumoral de B7-51BLim10 comparado con los grupos anti-CD28
y control. Todos los ratones no tratados, o tratados con anticuerpo anti-CD28 desarrollaron tumores de crecimiento
progresivo durante 5 a 10 dias y luego finalmente mostraron regresién en ocho de los diez ratones aproximadamente
el dia 23 posterior a la inyeccién. Los dos tumores pequefios que no mostraron regresion permanecieron estaticos
durante mas de 90 dias. En contraste, 3 de los 5 ratones tratados con anticuerpo anti-CTLA-4 desarrollaron tumores
muy pequefios, y todos mostraron regresién completa al dia 17.

d) Rechazo inducido por anti-C TLA-4 de células tumorales V51BLim10 que resulta en proteccion contra posterior
exposicion a células de carcinoma de colon de tipo salvaje

Cinco ratones tratados con anti-CTLA-4 que habian rechazado completamente las células tumorales V51BLim10
fueron expuestos nuevamente 70 dias después con 4 x 10° células tumorales 51BLim10 de tipo salvaje inyectadas por
via subcutdnea en el flanco opuesto. También se inyectaron cinco ratones no expuestos como controles. Se midieron
los didmetros de tumor y se informaron tal como se describe. El rechazo previo al tumor result en significativa protec-
cién contra la exposicién secundaria, comparado con controles no expuestos. Todos los ratones control desarrollaron
tumores de crecimiento progresivo, desarrollaron cargas tumorales masivas, y fueron sacrificados el dia 35 posterior
a la inoculacién. 3 de los 5 ratones previamente inmunizados se mantuvieron libres de tumor 70 dias después de la
exposicion. Sélo uno de los ratones previamente inmunizados tenfa un tumor detectable el dia 14, y el crecimiento de
este tumor era muy lento. Por dltimo, otros dos tumores se desarrollaron en los ratones inmunizados 42 dias después
de la exposicion. Los datos se muestran en la Figura 3. Estos resultados demuestran que el rechazo de tumor mediado
por bloqueo CTLA-4 resulta en memoria inmunoldgica.

e) El tratamiento anti-C TLA-4 reduce el crecimiento de tumores establecidos

Grupos de ratones fueron inyectados s.c. con 2 x 10° células tumorales 51BLim10. Animales control (n = 10)
fueron inyectados i.p. con 100 ug de anticuerpo de irrelevante hamster los dias 0, 3, 6 y 9, tal como se indica con
las flechas que apuntan hacia arriba en la Figura 4. Un grupo de tratamiento anti-CTLA-4 recibi6 inyecciones i.p.
los mismos dias. El otro grupo tratado de ratones (n = 5) recibieron inyecciones i.p. de anticuerpo anti-CTLA-4 a
partir del dia 7 y luego los dias 10, 13 y 16 (flechas hacia abajo). Los datos se muestran en la Figura 4. Los ratones
tratados con anticuerpo anti-CTLA-4 en cualquier punto temporal tenfan significativa reduccién del crecimiento del
tumor comparado con controles no tratados. El retraso del tratamiento parecia ser mds efectivo, con 2 de 5 ratones que
permanecian libres de tumor mds de treinta dias después de la inoculacién.
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) El tratamiento anti-C TLA-4 reduce el crecimiento del fibrosarcoma murino SAIN

Los efectos de tratamiento con anti-CTLA-4 no se limitaron a las lineas celulares de carcinoma. Se obtuvieron
resultados similares obtenidos con una linea celular de fibrosarcoma de crecimiento rdpido de ratones A/JCr. Grupos
de ratones fueron inyectados s.c. en el flanco con una suspension de 1 x 10° células de fibrosarcoma SA1N. Los grupos
tratados fueron inyectados i.p. con 100 ug de anti-CTLA-4 o anticuerpo irrelevante de hdmster control los dias 0, 3 y 6,
tal como se indica con las flechas en la Figura 5. Todos los animales control fueron sacrificados el dia 30. Dos de cinco
animales tratados con anti-CTLA-4 se mantenian libres de tumor al dia 55. Los datos se muestran en la Figura 5.

Ejemplo 3
Los anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4 actiian como coadyuvante
a) Preparacion de inmundgeno

Se obtuvo DNP-KLH de Calbiochem (San Diego, CA) y se suspendi6 en agua desionizada a 1 mg/ml, 100 ng/ml
0 10 pg/ml. Se afiadié un ml de coadyuvante completo de Freund (Difco, MI) a cada 1 ml de las preparaciones de
DNP-KLH. Estos luego fueron emulsionados en dos jeringas de 5 ml conectadas con un conector de dos extremos por
pasaje rapido por el cierre luer, tal como se describe en Current Protocols in Immunology, Colligan et al., eds., seccién

ST,

30 minutos antes de la inyeccién del inmundgeno, se inyectaron ratones C57B1/6 de 4-6 semanas en el peritoneo
mediante una jeringa de calibre 23 con 200 ug de anticuerpo control de hdmster no especifico o con 200 ug de
anticuerpo anti-CTLA-4 9H10 (ambos en 200 ul de volumen total). Los ratones luego se inyectaron por via subcutdnea
con una jeringa de calibre 21 en dos sitios del lomo, con 200 ul del inmundgeno en la forma antes descrita, para dar una
dosis de 100 ug, 10 ng o 1 pg/ratén, respectivamente. Después de tres dias se repitieron las inyecciones de anticuerpo.

Diez dias después del primer tratamiento se sacrificaron los animales. Se obtuvo sangre por puncién cardiaca y se
paso a tubos de Eppendorf. Estas muestras se dejaron coagular a 4°C durante la noche, y luego se centrifugaron para
obtener el suero.

Los sueros se analizaron para anticuerpos especificos de isotipo que reconocen DNP usando un ELISA de isotipo
estandar tal como se describe en Current Protocols in Immunology (supra.) seccién 2,1. Brevemente, DNP se plaqued
a 100 ng/ml en un volumen de 50 ul en cada cavidad de una placa de ELISA de 96 cavidades Corning modificada
de base redonda. Las cavidades se bloquearon usando buffer tal como se describe. Se agregaron diluciones seriadas
al tercio de cada suero, a partir de 1:100, en cada cavidad. Estas se incubaron durante una hora a 25°C, y se lavaron
con buffer de lavado. Se detectaron isotipos mediante el uso de agentes detectores de anticuerpos murinos especificos
a 1 ug/ml en 50 ul de buffer de bloqueo incubados durante una hora. Los anticuerpos de isotipo se biotinilaron y la
deteccion se logro al incubar con avidina-peroxidasa de rabano, lavar y agregar sustrato de peroxidasa (ABTS, Sigma,
Mo.). Se afiadi6 buffer de detencidn, y se leyd la absorbancia de cada cavidad con un lector de ELISA a una longitud
de onda de 490-498 nm dentro de los 5-8 min de detener la reaccién.

Los resultados se muestran en las Figures 6A a 6E. Cada uno de los paneles ilustra la concentracién de un isotipo
diferente en la muestra del suero. El eje y muestra la lectura de D.O., en donde un incremento de D.O. indica aumento
de la concentracién de anticuerpos en el suero que tiene dicho isotipo. El eje x muestra la cantidad de antigeno
inyectado, 100 ug, 10 ng o 1 pg por animal, respectivamente. Se puede ver que el anticuerpo anti-CTLA-4 aumenta el
cambio de clase a IgG1, IgG2a e IgG2b con mayores dosis de antigeno.

El andlisis de la funcién de las células T se realiz6 como sigue. Se aislaron células de ganglio linfitico y se
estimularon in vitro durante 72 horas con KLH. Se extrajeron los ganglios linfaticos axilar, inguinal, mesentérico,
braquial, cervical y popliteo a un disco que contiene RPMI-completo (10% FCS (Hyclone, Montana), 2 mM de
glutamina, 50 uM de b-mercaptoetanol, 50 ug/ml de gentamicina). Los ganglios linfaticos se picaron para obtener
suspensiones de células aisladas, se filtraron por una malla tejida para eliminar particulas, y se contaron mediante
un hemocitémetro. Las células se plaquearon en 150 ul de RPMI-completo en placas de ctimulo de 96 cavidades de
base redonda a 5 x 10°, 2,5 x 10%, 0 1,25 x 103 células/cavidad. Se afiadieron soluciones de KLH en RPMI completo
hasta concentraciones finales de 100, 10, 1 o O ug/ml y las placas se incubaron a 37°C durante 64 horas incubadores
humidificadas con 5% de CO,. Después de 64 horas, se anadi6é 20 ul de RPMI completo que contiene 1 uCi de 3H-
timidina a cada cavidad, y las placas se incubaron otras ocho horas. En este momento, los cultivos se cosecharon en
filtros de fibra de vidrio mediante un cosechador Inotech de 96 cavidades. Los filtros se secaron y se contaron con
un contador Packard Matrix. Cada condicién se realizé por triplicado, y los datos representan la media de valores por
triplicado.

Los resultados se muestran en las Figuras 7A a 7B. La hilera superior muestra una cantidad constante de células (5
x 10° células), con concentraciones variables de antigeno (mostrado en el eje x). El eje y muestra la incorporacién de
3H-timidina, una medida de proliferacién celular. El panel inferior muestra una concentracién constante de antigeno
(10 pg/ml), con cantidades variables de células (mostrado en el eje x). Los datos indican que el bloqueo CTLA-4
regula fuertemente hacia arriba la respuesta de células T a las mayores dosis de antigeno.
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Los resultados anteriores demuestran que el tratamiento objeto con agentes bloqueadores de CTLA-4 incrementa
la respuesta de las células T a la estimulacién antigénica. El crecimiento de las células tumorales in vivo estd muy
disminuido en presencia de los agentes bloqueadores objeto. Los efectos se observan respecto de tumores de tipo
salvaje no manipulados. Los agentes bloqueadores de CTLA-4 no sélo representan un nuevo enfoque a la terapia
tumoral, sino que al extraer sefiales inhibitorias potencialmente competentes, puede ser un adjunto particularmente
util para otros abordajes terapéuticos en los que interviene la via coestimuladora. El cambio de clase de las células
productoras de inmunoglobulina, una medida de la ayuda de las células T, estd muy aumentado. La respuesta de
células T a la inmunizacién con antigenos peptidicos también estd muy aumentada por el tratamiento con los agentes
objeto.

Ejemplo 4
Generacion de anticuerpos dirigidos contra proteinas CTLA-4 humanas

Los anticuerpos antihumanos CTLA-4 son generados como sigue.

a) Proteinas CTLA-4 humanas para la inmunizacion de animales huéspedes

Los inmundgenos que comprenden las proteinas humanas CTLA-4 contienen la totalidad o una porcién del domi-
nio extracelular de la proteina CTLA-4 humana. El dominio extracelular de la proteina CTLA-4 humana comprende
los residuos de aminoécidos 38-161, segun esta listado en las referencias de la base de datos.

El inmunégeno CTLA-4 humano comprende toda la proteina CTLA-4 humana o una proteina de fusién que com-
prende el dominio extracelular de CTLA-4 humano y una contrapartida de fusion. El inmunégeno comprende toda la
proteina CTLA-4 humana insertada en la membrana de una célula; se usa la célula que expresa CTLA-4 humano en
la superficie para inmunizar un animal huésped.

Los inmundgenos que comprenden porciones de la protefna CTLA-4 humana son generados mediante el uso de
PCR para amplificar secuencias de ADN codificadoras de la proteina CTLA-4 humana a partir de mARN proveniente
de células H38, una linea de leucemia asociada a HTLV II (R. Gallo, National Cancer Institute). El mARN se transcribe
de reversa para generar el cADN de la primera cadena. Luego se amplifica el cADN. Estas secuencias se ligan a
secuencias que codifican una contrapartida de fusién, tal como se describe en Linsley et al. [J. Exp. Med. 174:561
(1991)]. El vector de expresion codifica una proteina de fusién denominada CTLA4Ig, la cual comprende (desde el
terminal amino a la terminal carboxi) el péptido sefial de oncostatina M, el dominio extracelular de CTLA-4 human
y los dominios H, CH2 y CH3 de IgG1 humana. El péptido sefial de oncostatina M se usa en lugar del péptido sefal
natural CTLA-4 humano. Los residuos de cisteina hallados en el dominio de bisagra de tipo salvaje de la molécula de
IgG1 humana se mutaron a serinas en la construccion del vector que codifica la proteina CTLA41 g (Linsley et al.,
supra).

b) Inmunizacion de animales huésped con proteinas CTLA-4 humanas

Para inmunizar animales con inmunégenos que comprenden proteinas CTLA-4 humanas se emplean animales
huésped no humanos. El inmunégeno que comprende una proteina de fusion CTLA-4/IgG humana (por ejemplo,
CTLAA4Ig), se usa para recubrir células bacterianas destruidas por calor de Staphylococcus A (StaphA) tal como se
describe en el Ejemplo 1b. Ratones BALB/c de seis semanas fueron inyectados en la almohadilla del pie con 50 ul
(volumen empaquetado) de bacterias muertas por calor StaphA recubiertas con aproximadamente 100 g de CTLA-
41g suspendidas en 0,2 ml de PBS.

Se da un total de cinco inyecciones por raton. El dia del refuerzo final y antes de la inyeccidn, se obtuvieron
aproximadamente 100 ul de suero por sangrado intraocular tal como se describe en el Ejemplo 1b. El suero se analiz6
junto con suero obtenido por la metodologia idéntica antes de la primera inyeccién (es decir suero preinmune).

Se utiliz6 un ELISA de fijacién de CTLA-4Ig humano para demostrar la presencia de anticuerpo que reconoce la
proteina de fusién CTLA-4Ig humana en el sangrado posterior a la inmunizacién. E1 ELISA de fijacién de CTLA-4Ig
humano fue conducido tal como se describié con anterioridad en el Ejemplo 1b con la excepcion de que las placas de
ELISA estaban recubiertas con proteina CTLA-4 humana.

Se obtuvieron suero y ganglios linféticos de los ratones inmunizados que contienen anticuerpo que reconoce la
protefna de fusiéon CTLA-4Ig humana en el sangrado posterior a la inmunizacién con diluciones de suero 1000 veces
superiores a la dilucién a la cual se podia detectar el fondo. Se prepararon linfocitos de los ganglios linfaticos drenados
en los ratones inmunizados y luego se usaron para la generacién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
proteina CTLA-4 humana tal como se describi6 antes en el Ejemplo 1c.

Los inmundgenos que comprenden células transformadas que expresan la proteina CTLA-4 humana en la super-
ficie celular se prepararon como sigue. Se usaron vectores de expresién codificadores de toda la proteina CTLA-4
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humana para transfectar la linea celular de linfoma murino EL4 (ATCC TIB 39). Las células transfectadas EL4 fueron
inyectadas en ratones a razén de 1 x 10° a I x 107 células transfectadas/inyeccion. Las células transfectadas se inyec-
taron en una solucién que comprende PBS. Los ratones se pueden inyectar por via i.p. o en la almohadilla plantal de
la pata trasera. Cuando se dan inyecciones i.p., se administra un total de aproximadamente 4 inyecciones. Cuando se
usa la almohadilla plantal como sitio de inyeccién, se administra un total de aproximadamente 5 inyecciones. Se junta
el suero de los animales inmunizados y se analiza la presencia de anticuerpos dirigidos contra la proteina CTLA-4 hu-
mana mediante un ELISA tal como se describe en el Ejemplo 1b, con la excepcién de que las placas estin recubiertas
por proteinas CTLA-4 humanas.

¢) Aislamiento de lineas de hibridoma secretoras de anticuerpos antihumanos CTLA-4

Se aislaron linfocitos de ganglios linfaticos drenados o los bazos de animales inmunizados con el inmunégeno
CTLA-4 humano y se fusionaron a células P3X3.Ag8.653 para generar lineas celulares de hibridoma mediante el
protocolo de fusién PEG descrito en el Ejemplo 1c. Los sobrenadantes de los cultivos de las cavidades que contienen
1000-5000 células/cavidad se analizaron en cuanto a su reactividad a CTLA-4 humana y a la falta de reactividad contra
una proteina distinta de CTLA-4 tal como CD4 humano mediante un ensayo ELISA.

Los hibridomas provenientes de cavidades positivas se clonaron repetidas veces por dilucidn limitante tal como
se describe en el Ejemplo lc. Las lineas de hibridoma secretoras de anticuerpos monoclonales que son reactivas
contra proteinas CTLA-4 humanas, pero no contra proteinas humanas irrelevantes (por ejemplo, CD4 humano), y que
tienen la capacidad para tefiir transfectantes de células CTLA-4 humanas, pero no los controles de transfectantes se
seleccionan para la produccién de anticuerpos monoclonales antihumanos CTLA-4.

Ejemplo 5
Estimulacion ex vivo de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL)

Las células huésped son estimuladas ex vivo, lo cual les permite diferenciarse a células efectoras inmunes es-
pecificas de tumor. Las células luego son reintroducidas en el mismo huésped para mediar los efectos terapéuticos
anticancer.

a) Aislamiento de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL)

Los linfocitos infiltrantes de tumor se obtienen mediante técnicas estindar. Tumores solidos (recién resecados o
crioconservados) se dispersan en suspensiones de células tnicas por digestién enzimatica durante la noche [por ejem-
plo, agitacién durante la noche a temperatura ambiente en medio RPMI 1640 que contiene 0,01% de hialuronidasa
tipo V, 0,002% de ADNsa tipo I, 0,1% de colagenasa tipo IV (Sigma, St. Louis), y antibidticos]. Las suspensiones de
tumor luego se pasan por gradientes de Ficoll-Hypaque (medio de separacion de linfocitos, Organon Teknika Corp.,
Durham, NC). Las interfaces de gradiente que contienen células tumorales viables y células mononucleares se la-
van, se ajustan a una concentracion total de células de 2,5 a 5,0 x 10° células/ml y se cultivan en medio completo.
El medio completo comprende RPMI 1640 con 10% suero humano de tipo compatible inactivado por calor, penici-
lina 50 IU/ml y estreptomicina 50 ug/ml (Biofluids, Rockville, MD), gentamicina 50 pg/ml (GIBCO Laboratories,
Chagrin Falls, OH), anfotericina 250 ng/ml (Fungizone, Squibb, Flow Laboratories, McLean, VA), HEPES buffer 10
mM (Biofluids), y L-glutamina 2 mM (MA Bioproducts, Walkersville, MD). Se agrega medio condicionado prove-
niente de cultivos de células killer activadas por linfoquinas (LAK) alogénicas o aut6logas de 3 a 4 dias (ver mads
adelante) a una concentracién final de 20% (v/v). Se afiade IL-2 recombinante a una concentracién final de 1000
U/ml.

Los cultivos se mantienen a 37°C en atmédsfera humidificada con 5% de CO,. Los cultivos se alimentan semanal-
mente con cosechas, sedimentacion y resuspension de las células hasta 2,5 x 10° células/ml en medio fresco. Durante
un periodo inicial (por ejemplo, 2 a 3 semanas) de cultivo, los linfocitos proliferan selectivamente, mientras que las
células tumorales remanentes generalmente desaparecen por completo.

Para preparar cultivos celulares LAK, se obtuvieron linfocitos de sangre periférica (PBL) de pacientes o donantes
normales. Después del pasaje por gradientes de Ficoll-Hypaque, se cultivaron las células hasta una concentracion de
1 x 10%ml en medio RPMI 1640 con 2% de suero humano, antibiéticos, glutamo, y buffer HEPES. Se agregé IL-2
recombinante hasta 1000 U/ml. Los cultivos se mantienen durante 3 a 7 dias en atmdsfera humidificada con 5% de
CO, a37°.

b) Estimulacion ex vivo de TIL

Se incuban 4 x 10° células en 2 ml de medio de cultivo contiene el mAb anti-CTLA-4 en una cavidad de placas
de 24 cavidades a 37°C en atmoésfera de 5% CO, durante 2 dias. El medio de cultivo comprende medio RPMI 1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor, 0,1 mM de aminodcidos no esenciales, 1 uM de
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piruvato de sodio, 2 mM de L-glutamina recién preparada, 100 ug/ml de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina, 50
ug/ml de gentamicina, 0,5 ug/ml de fungizona (todos de GIBCO, Grand Island, NY) y 5 x 107> M de 2-ME (Sigma).
Las células se cosecharon y se lavaron.

Las células estimuladas inicialmente se cultivaron luego hasta 3 x 10°/cavidad en 2 ml de medio de cultivo con
IL-2 humana recombinante (disponible de Chiron Corp., Emeryville, CA; actividad especifica de 6 a 8 x 10° U/mg
de proteina; unidades equivalentes a 2-3 U Internacionales). Después de 3 dias de incubacién en IL-2, las células se
recolectaron, se lavaron, se contaron para determinar el grado de proliferacion, y se resuspendieron en un medio ade-
cuado para la administracion intravenosa (i.v.) (por ejemplo soluciones fisioldgicas salinas con buffer). Se realizaron
cultivos bacterianos para determinar la existencia de contaminacién bacteriana antes de la reinfusién de las células
activadas.

Después de haber resuspendido las TIL activadas en un medio adecuado para la inyeccidn, se realizé acceso IV
en el huésped y se infundi6 la suspensién celular. Opcionalmente, se trata el huésped con agentes para promover la
funcioén in vivo y la supervivencia de las células estimuladas (por ejemplo IL-2). De modo alternativo, se administran
agentes bloqueadores de CTLA-4 en combinacién con los TIL activados a fin de mejorar la estimulacién de las células
autorreactivas in vivo.

Ejemplo 6
Efectividad contra tumores establecidos

SA1 es un fibrosarcoma. Tal como se muestra en la Figura 8, el bloqueo de CTLA-4 mediante 10 ug de anticuerpo
anti-CTLA-4 por dosis es efectivo incluso cuando se retrasa 7 o 14 dias después de la implantacién del tumor. Esto
indica que el bloqueo de CTLA-4 puede ser efectivo para el tratamiento de tumores establecidos.

Ejemplo 7
Sinergismo con agente estimulador de respuesta inmune

SM1 es un carcinoma de mama que es poco inmunogénico. Es resistente al rechazo por transfeccién con B7. Sin
embargo, se ha obtenido cierta inhibicién de crecimiento mediante el uso de B7 e IFNvy. En el experimento mostrado en
la Figura 9, los ratones recibieron implantes subcutdneos de células tumorales SM 1 no modificadas, y los tratamientos
indicados en los dias 0, 3 y 6. Tal como se muestra, el tratamiento con anti-CTLA-4 (10° ug/dosis) por si mismo no
tuvo efecto sobre el crecimiento del tumor. La inmunizacién de un sitio contralateral con células transducidas GM-
CSF irradiadas tampoco tuvo efecto. Sin embargo, la combinacién de los dos dio por resultado el rechazo completo
de 4 de 5 ratones. Esto demuestra claramente que el bloqueo de CTLA-4 puede producir sinergismo con GMCSE, y
probablemente otras linfoquinas, para obtener el rechazo del tumor.

Ejemplo 8
Bloqueo retrasado de CTLA-4

RENCA es un tumor poco inmunogénico de crecimiento lento. Tal como se muestra en las Figuras 10 A y B,
el bloqueo de CTLA-4 (100 ug de anticuerpo anti-CTLA-4 por dosis) s6lo es poco efectivo cuando se inicia en el
momento de la implantacién del tumor. Sin embargo, es bastante efectivo si se inicia 9 dias después de la implantacién
del tumor. Esto sugiere que la generacion de restos tumorales a partir de una masa de tumor relativamente grande
es importante como agente para estimular una respuesta inmune para obtener rechazo efectivo. Esto sugiere que el
bloqueo de CTLA-4 se podria usar en el momento o poco después de la irradiacion o la quimioterapia.

Ejemplo 9
El blogue de CTLA-4 mejora la inmunogenicidad de fragmentos de tumor

B16-BL6 fue derivado originalmente de la linea celular de melanoma murino espontaneo B16-FO, por seleccién in
vitro de caracteristicas invasivas (Hart, Am. J. Path. 97, n.° 3:587-600 (1979)). Tanto la linea original como su variante
expresan niveles bajos de H-2Kb y Db, y son negativos cuando se tifien para MHC de clase II. La vacunacién con B16-
BL6 irradiado no protege contra exposiciones posteriores con células B16-BL6 vivas, y la expresién de B7.1 tampoco
da por resultado un cambio significativo del crecimiento tumoral in vivo (Chen et al., J. Exp. Med. 179:523-532 (1994),
resultados no publicados del autor). En consecuencia, se puede considerar que B16-BL6 son poco inmunogénicos. Los
autores han investigado medios para atacar este tumor mediante el bloqueo de CTLA-4.

En el experimento mostrado en la Figura 11, los ratones recibieron implantes subcutdneos de células tumorales no
modificadas y los tratamientos indicados los dias 0, 3 y 6. El bloqueo de CTLA-4 por si mismo (100 ug de 9H10/dosis)
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no tuvo efecto alguno, ni la inmunizacién con células irradiadas B16 células en un sitio contralateral. Sin embargo, el
tratamiento con ambos mostré una pequefia pero significativa y reproducible inhibicién del crecimiento del, aunque
no se obtuvo ninguna cura.

Este abordaje también se us6 en condiciones de inmunizacién protectora. En el experimento mostrado en la Figura
12, los ratones fueron inmunizados con células irradiadas B 16 con y sin bloqueo CTLA-4 (100 pug 9H10/dosis) y
con y sin microesferas de gelatina que contienen citoquina (que contiene 50 ng de y-interferén y 50 ng de GM-CSF).
Los ratones fueron nuevamente expuestos a células tumorales vivas, no modificadas dos semanas mas tarde. Los
ratones inmunizados con células irradiadas con bloqueo CTLA-4 mostraron significativo deterioro del crecimiento del
tumor, comparado con los ratones que recibieron solamente células irradiadas. El mejor efecto protector se obtuvo con
microesferas que contienen citoquinas junto con bloqueo de CTLA-4.

En conjunto, estos datos indican que el bloqueo de CTLA-4 puede mejorar las estrategias de inmunizacién me-
diante el empleo de inmunizacién activa con células tumorales modificadas o fragmentos de tumor, y que puede tener
un efecto sinérgico con citoquinas.

Ejemplo 10

El Bloqueo de CTLA-4 combinado con vacunas contra tumor se puede usar para estimular células T autorreactivas y
erradicar los tumores poco inmunogénicos

En este estudio se demostré que la combinacién de bloqueo de CTLA-4 y vacunas productoras de GM-CSF era
terapéuticamente efectiva contra el melanoma altamente tumorogénico y poco inmunogénico B16-BL6, en u meca-
nismo que depende de células CD8+ y NK1.1+, pero independiente de las células T CD4+. Los ratones curados de
tumores subcutdneos preestablecidos B 16-BL6 resisten la exposiciéon a B16-BL6 o el B16-F0O de la linea proge-
nitora después de 4 meses. Ademads, las metdstasis pulmonares inducidos por B16-F10 puede ser erradicados me-
diante el tratamiento de combinacién, y las lesiones metastaticos de estos ratones muestran extensa infiltracion de
linfocitos.

Es importante destacar que en ambos modelos de melanoma, subcutdneo y metastatico, los ratones sobrevivientes
desarrollaron despigmentacion de la piel y el pelo, lo cual indica que concurrentemente se indujo autoinmunidad
dirigida contra las células pigmentadas. Dado que los animales en los cuales se eliminé CD4 también desarrollaron
despigmentacion, es muy probable que este fendmeno autoinmune sea inducido por linfocitos T citotéxicos (CTL)
dirigidos contra antigenos de pigmentacion. Este modelo es muy adecuado para estudiar la significancia de los CTL
autorreactivos en respuestas antitumorales, asi como para investigar el papel de CTLA-4 en la tolerancia periférica en
un contexto relevante para la inmunoterapia de cancer.

Materiales y métodos

Ratones: se mantuvieron ratones hembras C57BL/6 (obtenidos de Charles River Laboratories/NCI) de acuerdo con
las reglamentaciones del Instituto, que se usaron para los experimentos de tumor cuando tenian 8-12 semanas de edad.
Todas las inyecciones subcutdneas se aplicaron después de la inhalacién del anestésico metoxiflurano.

Anticuerpos: la generacién y purificacién del anticuerpo de hamster antimurino CTLA-4 9H10 se describen en el
Ejemplo 1 anterior. De modo similar, se prepararon GK1.5 (anti-CD4), 2,43 (CDS8), PK136 (NK1.1), 116,3 (Lit2,1,
IgG de rata, obtenidos de B. Fowlkes) en el laboratorio de los autores como ascitis o purificados del sobrenadan-
te mediante el uso de procedimientos estdndar. Las IgG murina e IgG de hdmster fueron adquiridas de Jackson
Immuno Research Labs (West Grove, PA), la IgG de rata era de Sigma (St. Louis, MO). Se usaron RM4,4-PE
(CD4), anti-CD8b2-PE y DX5 (Pharmingen, San Diego, CA) para confirmar las eliminaciones de la poblaciones
relevantes.

Lineas celulares y transduccion del gen de GM-C SF: se cultivé B 16-BL6, B16-F10 (obtenido del Dr. 1. Fidler,
MD Anderson Cancer Center, Houston TX), B 16-FO (ATCC), y DC2.4 (Shen ef al., J. Immunol. 158, n.° 6:2723
(1997)) en DMEM suplementado con 1 U/ml de penicilina, 1 ug/ml de estreptomicina, 50 ug/ml de gentamicina,
2 uM de L-glutamina y 8% de suero fetal bovino (en adelante referido como DMEM completo). Las lineas celu-
lares tumorales derivadas de C57B1/6 EL4 (timoma) y MC38 (carcinoma colorectal, obtenidas del Dr. N. Restifo)
se mantuvieron en RPMI, suplementado con antibidticos, L-glutamina, 20 uM S-mercaptoetanol, y 8% de FCS. Se
obtuvieron B16-BL6 y B16-F10 productoras de GM-CSF por transduccién retroviral tal como es conocido en la
técnica (ver Dranoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3539-43 (1993). La producciéon de GM-CSF mediante
lineas cortas (F10) o clones (BL6) fue analizada mediante ELISA en emparedado, mediante el uso de anticuerpos
disponible en el comercio contra GM-CSF murino (Pharmingen). Los clones BL6/GM-E, /GM-18 (productores de
5 6 20 ng de mGM-CSF/10° células/24 h), y la linea corta F10/GM (30-40 ng/10%/24 h) fueron cultivadas mediante
DMEM completo. La producciéon de GM-CSF fue confirmada de rutina in vitro durante el curso de de experimen-
tos de vacunacién. La irradiacién de las vacunas antes de la inyeccién mejor6 la producciéon de GM-CSF ~1,5-2
veces.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 308 857 T3

Experimentos de exposicion subcutdnea y tratamiento: los ratones fueron afeitados en el lomo y expuestos por
via subcutdnea (s.c.) con 10* células B 16-BL6 en PBS. En el mismo dia o mas tarde, segin se indica, se inicid
el tratamiento mediante la inyeccién de 10° células irradiadas (16.000 Rad) productoras de GM-CSF (en PBS) s.c.
en el flanco izquierdo, y se repitié 3 y 6 dias mds tarde, segiin se indica. La vacuna consiste en una mezcla 1:1 de
BL6/GM-E y BL6/GM-18. El tratamiento con 9H10 o IgG control de hamster se inicié simultdneamente o tres dias
mads tarde, con resultados similares. Los anticuerpos se suministraron por via intraperitoneal (i.p.) hasta 100 ug en
PBS, usualmente seguido de dos inyecciones de 50 ug cada 3 dias. El crecimiento del tumor se control$ dos o tres
veces por semana mediante la medicién de didmetros perpendiculares. De conformidad con las reglamentaciones del
instituto, los ratones fueron sacrificados cuando los tumores mostraron ulceracion severa o alcanzaron un tamaiio de
300 mm?. La eliminacién de células T o NK se llevé a cabo por inyeccion de los anticuerpos relevantes (500 ug
ip.) 7, 6, y 5 dias antes de la exposicidn, y se mantuvieron mediante inyecciones repetidas cada diez dias durante
el experimento. Se confirmaron las eliminaciones en ganglios linfaticos y bazos, 1 dia antes de la exposicién por
citometria de flujo mediante el uso de anticuerpos no formadores de bloques cruzados. De rutina, se detectaron < 1%
de células CD4+, células T CD8+ o células NK1.1+ en ganglios linfaticos (después de la eliminacién de CD4 o CD8)
o bazos (eliminacién de NK1.1) en los respectivos ratones, mientras que el tratamiento de ratones con anticuerpos
de control (IgG murino, IgG de rata, o 116,3) demostraron perfiles linfocitarios no modificados, en comparacién con
ratones no tratados.

Tratamiento de metdstasis pulmonar: A fin de establecer metastasis pulmonares, se inyectaron ratones i.v. con 5 x
10* 0 10° células B 16-F10. El tratamiento mediante células irradiadas F10/GM y anticuerpos se inicié después de 24
horas, segiin en mismo protocolo que se resefid para el tratamiento de tumores subcutdneos. Después de 25 dias, se
cosecharon los pulmones de cada grupo de tratamiento y se contaron las metdstasis de superficie mediante el uso de
un microscopio de diseccion. Los cortes de pulmén incluidos en parafina se tifieron con hematoxilina-eosina mediante
el uso de procedimientos estdndar. Para los experimentos de supervivencia se inyectaron células 5 x 10* células B16-
F10 i.v. y se inici6 el tratamiento al dia siguiente.

Ensayo de generacion de cultivos de CTL y liberacion de IFNy: Se cosecharon los bazos de ratones que rechazaron
B16-BL6 y se reestimularon in vitro con B16-BL6/B7.1 o una mezcla de B16-FO y la linea de células dendriticas
DC2.4 después de cocultivo durante la noche. Se picaron 5 x 10° células de bazo con 10° células estimuladoras
irradiadas (16.000 rad) y se afiadi6 IL2 humana recombinante hasta una concentracién final de 30 [U/ml. Después de 7
dias, se juntaron las células y se purificaron mediante centrifugacién por gradiente con Histopaque. Se estimularon las
células vivas (2,5 x 10° por cavidad) mediante células blanco (5 x 10* por cavidad) en placas de 96 cavidades de base
redonda durante 24 horas, después de lo cual se cosecho el sobrenadante y se analizé la presencia de IFNy mediante
ELISA de emparedado.

Resultados

El blogqueo de CTLA-4 junto con vacunas celulares productoras de GM-C SF causa el rechazo de tumores esta-
blecidos por BI6BL6. Partiendo de la hipétesis de que la presentacién de antigenos asociados con tumor podria ser
limitante, se combind el bloqueo de CTLA-4 con células de B 16-BL6 irradiadas productoras de GM-CSF como fuen-
te 6ptima de antigeno. Ratones C57BL/6 fueron expuestos a 10* células B16-BL6 por via subcutdnea y luego tratados
a partir del mismo dia o 4-12 dias mds tarde. Se presenta un experimento representativo en la Figura 13A. Como era
de esperar, la inyeccion de anticuerpo 9H 10 bloqueador de CTLA-4 o IgG control de hamster no indujo rechazo de
tumores preestablecidos de B16-BL6. Cuando se combiné con IgG control de hdmster, la vacunacién con células de B
16-BL6 irradiadas productoras de GM-CSF mostr6 escaso o ningtin efecto sobre el crecimiento de tumores ya estable-
cidos. Sin embargo, la combinacién de vacuna productora de GM-CSF y de bloqueo de CTLA-4 indujo el rechazo de
todos los tumores inyectados el mismo dia o 4 dias después. Uno de cinco ratones portadores de un tumor de 8 dias de
células B16-BL6 rechazé un pequefio tumor palpable después del tratamiento de combinacién que incluye bloqueo de
CTLA-4. No se hall6 efecto significativo sobre los tumores establecidos 12 dias antes. Con la combinacion de todos
los experimentos, se logrd una tasa de éxitos global de los tratamientos de combinacién del 80% (68 de 85 ratones se
curaron de tumores de células B 16-BL6 de entre 0 y 4 dias). Estos resultados corroboran el hallazgo del Ejemplo 7,
de que el bloqueo de CTLA-4 y las vacunas productoras de GM-CSF actian en forma sinérgica para causar el rechazo
de tumores poco inmunogénicos.

Al disminuir la cantidad de vacunaciones, los autores hallaron que una dosis tnica de vacuna productora de GM-
CSF administrada el mismo dia que la exposicién al tumor era suficiente para erradicar los tumores en todos los
ratones, cuando se combinaba con bloqueo de CTLA-4 (Figura 13B). De modo similar, una dosis dnica de anti-
CTLA-4 posterior a tres vacunaciones con células productoras de CSF era suficiente para inducir el rechazo de B16-
BL6 (no mostrado). Se hallé que la produccién de GM-CSF por la vacuna era esencial para el efecto sinérgico, dado
que la vacunacién con células B 16-BL6 irradiadas no transducidas en combinacién con anticuerpos anti-CTLA-4 no
era efectiva (datos no mostrados).

La combinacién de bloqueo de CTLA-4 y vacunas productoras de GM-C SF induce la resistencia efectiva contra
la exposiciéon de B16-B L6. Para determinar si los ratones curados de la exposicion inicial de B 16-BL6 habia desarro-
Ilado resistencia contra la nueva exposicion, los ratones sobrevivientes fueron sometidos a una nueva exposiciéon de 2
x 10* B16-BL6 en el flanco izquierdo 128 dias después de la exposicion primaria. Ademds, se analizé la resistencia
a la linea celular original de melanoma B 16-FO mediante la inyeccién de 2 x 10* al flanco derecho. Ratones control
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no expuestos de edad comparable desarrollaron ambos tumores y fueron sacrificados dentro de los 30 dias. Todos
los ratones curados de una exposicion primaria con B16-BL6, con independencia del bloqueo de CTLA4, rechazaron
B 16-F0, mientras que 7 de 9 que recibieron la vacuna de BL6/GM mads anti-CTLA4 también rechazaron B16-BL6
(Tabla I siguiente).

TABLA I

El rechazo de B16-BL6 establecido previamente mediante anti-CTLA-4 y vacuna BL6/GM induce resistencia
a la nueva exposicion con B16-BL6 y B 16-F0 original

Exposicion primaria (10° B16-B16) | Incidencia de tumores con exposicion
tratado con secundaria (dia 128 después de la
primaria)
B16-BL61 B16—F0”
vacunacion con anti-CTLA- | 2/9° 0/9
4+BL6/GM®
IgG de hamster + vacunacién con | 2/2 0/2
BL6/GM
Control 515 5/5

1) 2 x 10* células B16—BL6 inyectadas s.c. en flanco izquierdo.

2) 2 x 10 células B16—F0 inyectadas s.c. en flanco derecho.

3) Ratones sobrevivientes a la exposicion primaria con B 16-BL6 después de
inyeccion de 9H 10 y de vacuna BL6/GM los dias 0, 3, y 6.

4) Fraccion de sobrevivientes que desarrollaron la segunda exposicion

Dentro de este experimento, los dos ratones que habian rechazado la exposicién primaria después de la va-
cunacién BL6/GM sola no pudieron rechazar una segunda exposiciéon a B16-BL6 (Tabla I). En contraste, 7 de
9 ratones que recibieron vacuna BL6/GM mas anti-CTLA-4 también rechazaron B16-BL6. En dos experimentos
de reexposicién, 20 de 24 ratones curados de B16-BL6 por el tratamiento de combinacién eran inmunes a la ex-
posicién secundaria con B16-BL6, y 11 ratones eran resistentes a la reexposicion con B16-F0. Solo 4 de 8 ra-
tones curados tras la vacunacién con células productoras de GM-CSF solo eran resistentes a la reexposicion. Si
bien no se hallé resistencia a la reexposiciéon con B16-BL6 en el 100% de los ratones, el hecho de que todos
los ratones rechazaron B16-F0 sugiere que los ratones que sobrevivieron a una exposicién primaria con B16-BL6
habian montado una memoria adecuada contra antigeno(s) compartido(s) por la linea original y si variante mas
invasiva.

CD8+ y NKI. Se requieren células 1+ para el tratamiento de combinacion de B16-B L6. A fin de evaluar si
las células T y NK intervienen en el rechazo de B 16-BL6, se eliminaron las células CD4+, CD8+, o NK 1.1 +
antes de la exposicién a B16-BL6. El tratamiento se inici6 el mismo dia que la implantacién de tumor, segin el
esquema general de tres inyecciones simultdneas de vacuna y anti-CTLA-4. La eliminacién de células CD8+ células
anul6 el efecto del tratamiento (Tabla II). Los ratones carentes de células NK1.1+ eran también en gran medida
incapaces de rechazar su tumor (8/10). Observamos que los ratones portadores de tumor y carentes de NK habian
desarrollado multiples tumores en el sitio de la exposicién, lo cual sugiere que las células NK podrian intervenir en la
primera linea de defensa contra la exposicién a B16-BL6 de MHC clase I al reducir la carga de tumor inicialmente
inyectada.
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TABLA I
Compromiso de subconjuntos de linfocitos en el rechazo de B16-BL6 por cotratamiento con anti-CTLA-4 y
vacuna BL6/GM

Eliminacion’ Tumor de B16-BL6° Comentarios

CD4 2/10° despigmentacién®  (4/8
sobrevivientes)

CD8 9/10 -

CD4 + CD8 5/5 -

NK1,41 8/10 multiples tumores
desarrollados en el sitio
de inyeccion, sin
despigmentacion

Control de IgG murino 5/10 despigmentacion (3/5
sobrevivientes)

Control de IgG de rata 4/10 despigmentacion (4/6
sobrevivientes)

Sin eliminacion 5/10 despigmentacion (3/5
sobrevivientes)

Sin  eliminacién,  sin | 10/10 -

tratamiento®

1) La eliminacion de subconjuntos de linfocitos se logré al inyectar anticuerpos
eliminadores GK 1,5 (anti-CD4), 2,43 (CDB), PK136 (NK 1,1) o anticuerpos
control los dias -8, -7, 6 y cada 7 (GK 1,5) a 10 dias siguientes. La
eliminacion se verific6 el dia —1. Los resultados se compilaron de dos
experimentos.

2) La exposicion de B 16-BL6 vivo el dia O fue seguida de vacunacion con
anti-CTLA—4 y BL6/GM los dias 0, 3,y 6.

3) Fraccién de ratones incapaces de rechazar la exposicion a B16-BL6.

4) Despigmentacién observada como efecto secundario del tratamiento (ver el

texto).
5) Los ratones no sometidos a eliminacion se dejaron sin tratamiento después

de la exposicion.

Sorprendentemente, no se requirieron células T CD4+ para el rechazo del tumor. De hecho, el 80% de los ratones
rechazo el tumor, en condiciones subdptimas, en donde el 50-60% de los grupos control rechazé6 B16-BL6 (Tabla
II). La eliminacién de las células CD4+ y CD8+ aboli6 el efecto terapéutico. En apariencia, las células T CD8+ y las
células NK1.1+ son necesarias para el rechazo de B16-BL6 mediante el bloqueo de CTLA-4 y las vacunas productoras
de GM-CSF. La activacion de las células T CD8+ que intervienen en el rechazo de melanoma B16-BL6 no parece ser
dependiente de la contribucion de CD4.
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La actividad de CTL contra B16-B L6 estd fuertemente mejorada con el bloqueo de CTLA-4 in vivo. Para de-
terminar si los CTL reactivos de tumor eran inducidos por la terapia de combinacién, se inmunizaron ratones con
BL6/GM mas anti-CTLA-4 o IgG control, y se expusieron a B 16-BL6 después de 4 semanas. Diez dias después
de la exposicién se juntaron los bazos de cuatro ratones de cada grupo y se reestimularon con B16-BL6/B7.1, o una
mezcla de B16-F10 y una linea de células dendriticas inmortalizada DC2.4. Después de una ronda de reestimulacién
in vitro, se estudio la liberacién especifica de IFNy respecto de diferentes variantes de B 16 y dos lineas de células
tumorales no relacionadas que expresan el haplotipo H-2°, el timoma EL4 y el carcinoma colorrectal MC38. Tal como
se muestra en la Figura 14, las células T provenientes de ratones vacunados con BL6/GM en presencia de IgG control
de hamster produjeron niveles muy bajos de produccién detectable de IFNy en este ensayo, mientras que las células T
provenientes de ratones tratados con anti-CTLA-4 in vivo tenfan secrecién muy incrementada de IFNy especifica para
B16.

Estos resultados indican que el bloqueo de CTLA-4 durante la vacunacién con BL6/GM mejora especificamente la
reactividad para un antigeno (o antigenos) expresados por B16 y sus variantes. Ademas, se hall6 que todos los cultivos
de esplenocitos establecidos de ratones que eran sobrevivientes a largo plazo (3-10 meses) después del tratamiento
de combinacién reaccionaban especificamente con B16 y sus variantes, segin se analizé por liberacién de IFNy
después de una ronda de reestimulacién in vitro (datos no mostrados). El rechazo exitoso de B16-BL6 coincide con la
generacion de actividad de células T especifica de tumor.

Supresion de metdstasis pulmonares de B16-F 10y cura a largo plazo por tratamiento de combinacion. A fin de
evaluar si anti-CTLA-4 combinado con vacunacién seria efectivo contra enfermedad metastdtica, se inyectaron 10°
células B16-F10 (seleccionadas de metastasis exclusivamente a los pulmones; Fidler, Cancer Res. 35:218-234 (1975))
por via intravenosa y se inici6 el tratamiento un dia después. El dia 25, se sacrificaron los ratones y se contaron las
metdstasis en la superficie de los pulmones. El tratamiento con anti-CTLA-4 solo no mostré efecto apreciable sobre
el recuento de las metdstasis pulmonares, comparado con la IgG de control (Tabla III siguiente). La inmunizacién con
F10/GM redujo la cantidad de metdstasis en unos pocos ratones y en combinacién con anti-CTLA4 suprimi6 ain mas
la colonizacién pulmonar e inhibié por completo las metéstasis pulmonares en dos de los cinco ratones de muestra.

TABLA III
Cantidad reducida de metdstasis pulmonares de B16-F10 tras el tratamiento en combinacion con anti-CTLA-4
y vacuna F10/GM
Tratamiento de metastasis | Recuento de metastasis pulmonar:®
pulmonares:'
IgG de control de hamster >200, >200, >200, 25, 16
Anti-CTLA4 >200, >200, >200, >200, >200
lgG de hamster + vacuna F10/GM >200, >200, 35, 49, 4
Anti-CTLA—4 + vacuna F10/GM 87,28,6,0,0

1) Las metastasis pulmonares inducidas por B16-F10 (10, i.v.) fueron tratadas
con IgG de hamster, 9H10, y vacuna F10/GM en combinacién con cualquier de
los anticuerpos los dias 1, 4, y 7 posteriores a la exposicion.

2) Las metastasis en la superficie pulmonar se contaron con microscopio de
diseccion. Los recuentos se muestran para cada raton individual, todos los
recuentos superiores a 200 se calificaron como >200.

El andlisis histolégico de estas muestras de pulmén demostré que el bloqueo de CTLA-4 en combinacién con
vacunacion con F 10/GM se asociaba con infiltracién de células mononucleares en todas las metdstasis tefiidas y
observada en 3 de los 5 pulmones portadores de tumores (los dos conjuntos remanentes de pulmones se hallaron libres
de tumores). El tratamiento con anti-CTLA-4 o con vacunacion con F10/GM solos no causé infiltracién linfocitaria
en los tumores pulmonares o el tejido circundante. Se observaron escasas células polimorfonucleares en las metéstasis
mds pequefias de vacunados con F10/GM en presencia de IgG de control, pero ningtin infiltrado extenso en las lesiones
mas grandes de cualquiera de los grupos control.
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La eliminacién de metéstasis pulmonares por tratamiento de combinacién fue confirmada en un experimento de
supervivencia (Figura 15). Ratones expuestos con 5 x 10* células B16-F10, y tratados con IgG control de hamster
sucumbieron todos (10/10) por insuficiencia pulmonar debido a la enfermedad metastética extensa al dia 75 posterior
a la inyeccion. El anti-CTLA-4 prolongé por si mismo la supervivencia, al igual que la vacunacién con F10/GM.
Sin embargo, 13 de 13 ratones que recibieron el tratamiento de combinacidn sobrevivieron al dia 80, y parecian
curados (Figura 15). En consecuencia, el bloqueo de CTLA-4 in vivo es terapéuticamente efectivo contra la enfermedad
diseminada.

Ratones sobrevivientes de tumores subcutdneos B16-B L6 o metdstasis pulmonares B16-F 10 desarrollan despig-
mentacion de piel y pelo. Dentro de las 4 a 8 semanas posteriores a la exposicion, 56% (38 de 68 ratones curados) de
los ratones sobrevivientes desarrollaron despigmentacién de la piel y el pelo, comenzando en los sitios de vacunacién
(flanco izquierdo) y de exposicién (lomo). Ademds, se observé despigmentacion en el sitio de vacunacién en una
proporcién similar de ratones sobrevivientes a metdstasis pulmonares de B16-F10. El rechazo de un tumor B16-BL6
establecido 8 dias antes del inicio del tratamiento indujo rdpida y progresiva despigmentacién que aparecié dentro
de los 25 dias posteriores a la exposicion y se disemin a sitios distantes, lo cual indica que la respuesta antitumoral
relativamente fuerte dio por resultado una rdpida manifestacion de despigmentacioén progresiva. La despigmentacién
ocurrié en ratones que recibieron tratamiento de combinacién en un contexto preventivo, pero con frecuencia redu-
cida. Es interesante destacar que la despigmentacién no dependia de la presencia de células T CD4+, dado que 4 de
8 ratones en los que se habia eliminado CD4 y que rechazaron el tumor también desarrollaron despigmentacién pro-
gresiva (Tabla II, no mostrado). En algunos casos, se hallé que los ratones portadores de tumor (moribundos a pesar
del tratamiento con anti-CTLA4 y BL6/GM) desarrollaron pequefias zonas de despigmentacién del pelo en el sitio
de crecimiento progresivo del tumor. Nunca se observd despigmentacion en los ratones tratados con vacunacioén de
BL6/GM-CSF sin bloqueo de CTLA-4, o en cualquiera de los demds grupos de tratamiento. Estos hallazgos sugieren
que el bloqueo CTLA-4 permite la activacién de células linfoides autorreactivas que intervienen especificamente en
el rechazo de un tumor derivado del linaje melanocitico, y también puede mediar el rechazo de células que contienen
pigmento normal en la piel y los foliculos pilosos que expresan antigenos de pigmentacion.

Los datos anteriores demuestran que el tratamiento de combinacidon del melanoma B16-BL6 altamente tumori-
génica y escasamente inmunogénico da por resultado un indice de curacién global del 80%, y que el mejoramiento
de la activacién de las células T en etapas tempranas de crecimiento tumoral in vivo podria inducir el rechazo de
la exposicién primaria y secundaria con B16-BL6, en forma dependiente de CD8+ CTL. Ademads, se suprimid el
sobrecrecimiento de metastasis pulmonar de B16-F10 previamente establecida después de un programa de terapia
de combinacién similar. En particular, las metdstasis pulmonares podrian ser consideradas una fuente pobre de anti-
geno para la induccién de respuestas antitumorales. La provisién de antigeno subcutdneo y de bloqueo de CTLA-4
era suficiente para suprimir el sobrecrecimiento de metdstasis pulmonar y curar todos los ratones en las condiciones
estudiadas, ademds de destacar la validez de este enfoque terapéutico.

Sin pretender quedar ligado por la teoria, es probable que se pueda atribuir la potencia de la combinacién de la
vacuna y el anticuerpo anti-CTLA-4 al aumento de la imprimacioén cruzada de las células T por las APC del huésped
debido a la vacuna, junto con la altamente potenciada respuesta de las células T como resultado de la remocion de
los efectos inhibidores de CTLA-4 por bloqueo del anticuerpo. Esto causa un mejoramiento sinérgico de la respuesta
de las células T hasta un nivel capaz de eliminar la masa preexistente de las células tumorales. Esto podria ocurrir
como consecuencia de la activacion de una mayor cantidad de células T no expuestas debido a la disminucién del
umbral de activacién, o a una respuesta mds sostenida debido a la remocién temporaria de las sefiales que intervienen
en la terminacion de la respuesta. El rechazo es acompafiado por memoria de largo plazo, tal como indica el hecho de
que los ratones curados rechazaron la reexposicion en ausencia de tratamiento cuatro meses después del tratamiento
inicial.

Tras la erradicacion de tumores B16-B16, el 56% de los ratones sobrevivientes desarrollé despigmentacién que
comenzé en los sitios de vacunacién y exposiciéon y se diseminé a sitios distantes. La pérdida de color del pelo
indica que se desarrollé autoinmunidad sistémica y progresiva respecto de las células portadoras de pigmento. Para
los pacientes con melanoma humano se ha documentado una buena correlacién entre despigmentacion autoinmune y
mejoramiento de la respuesta clinica. Richards et al., J. Clin. Oncol. 10: 1338-43 (1992).

En la presente invencidn, se desarrollaron a la vez despigmentacién y rechazo de tumor sin introducir secuencias
proteicas extrafias, lo cual indica que el bloqueo de CTLA-4 permite la (re)activacion de células efectoras inmunes
transformadas en tolerantes o ignorantes en el reconocimiento de autoantigenos. El tratamiento objeto provee una cura
exitosa a largo plazo para este modelo de tumor, dado que todos los ratones tratados con éxito en este experimento han
sobrevivido ahora més de 18 meses, sin efectos adversos facilmente observables ademds de la despigmentacion.

Ejemplo 11
Bloqueo de CTLA-4 en un modelo de tumor primario de prostata

Tal como se demostré en los ejemplos anteriores, la administracién de anticuerpo anti-CTLA-4s es suficiente para
inducir el rechazo de tumores recién implantados y, en algunos caso, bien establecidos en varios sistemas tumorales

murinos trasplantables. La efectividad del bloqueo de CTLA-4 en estos sistemas parece ser dependiente de la inmu-
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nogenicidad inherente del tumor. Si bien el bloqueo de CTLA-4 no es por si solo efectivo en el tratamiento de tumores
trasplantables poco inmunogénicos tales como el carcinoma de mama SMI 23 o el melanoma B16, ser puede lograr la
erradicacion de estos tumores cuando se administra anti-CTLA-4 junto con una vacuna celular para tumor irradiado
que expresa GM-CSF. Tal como se mostré por primera vez en el Ejemplo 10, en el caso del melanoma B16, el rechazo
de tumor normalmente es acompafiado de una despigmentacion progresiva similar al vitiligo que acompaiia a la inmu-
noterapia en muchos pacientes con melanoma humano. Este resulto sugiere que en los ratones, como en el hombre, la
respuesta antimelanoma estd al menos en parte dirigida a los antigenos especificos de melanocitos normales.

Debido a la potencia del bloqueo de CTLA-4 combinado con vacunas celulares en modelos de tumor trasplanta-
bles poco inmunogénicos, este estudio examiné la efectividad de esta estrategia en el tratamiento de cdncer prostatico
primario en ratones TRAMP (adenocarcinoma de prostata en raton transgénico). En estos ratones, la expresion trans-
génica del antigeno SV40 T estd bajo el control de la transcripcién del promotor de probasina de rata que dirige la
expresion del oncogén contra epitelio prostitico en una forma regulada por andrégenos. La patogenia de la neopla-
sia en ratones TRAMP refleja la del hombre. Cuando la expresién transgénica comienza en la pubertad, los ratones
TRAMP machos desarrollan hiperplasia (a los 5-8 semanas de edad), neoplasia franca (8-12 semanas) y por dltimo
adenocarcinoma invasivo con metéastasis en los pulmones, ganglios linfaticos y huesos (15-20 semanas). Gingrich et
al., Prost Cancer and Prost Dis 6:1-6 (1999).

Tal como se muestra en la presente, el bloqueo de CTLA-4 en combinacién con vacunas celulares de tumores irra-
diados fue efectivo en la reduccién de a incidencia de tumores y la severidad de las lesiones prostaticas. Ademds, hubo
significativa acumulacién de células inflamatorias en las préstatas de algunos ratones TRAMP vacunados. Por dltimo,
la respuesta antitumor estd dirigida en parte a antigenos expresados por la préstata normal, dado que la inmunizacién
de ratones no transgénicos con vacunas de células tumorales que expresan GM-CSF en condiciones de bloqueo de CT-
LA-4 da por resultado marcada prostatitis. Este estudio demostré la efectividad de este régimen inmunoterapéutico en
céncer primario, e indica que los tumores prostaticos expresan antigenos especificos de tejido que pueden proporcionar
objetivos de la inmunoterapia.

Métodos

Ratones: Todos los procedimientos en animales fueron realizados de acuerdo con las patas de NIH segtin protocolos
aprobados por la Comision para atencién y uso de animales de la Universidad de California. Los ratones TRAMP
fueron criados en la colonia de los autores con antecedentes puros C57BL/6. Para estos experimentos, los ratones
TRAMP fueron retrocruzados una vez con ratones FVB/N y analizados respecto de la presencia del transgén mediante
PCR, tal como se describi6 previamente (Greenberg, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:3439-43 (1995)).

Los ratones fueron vacunados por via subcutdnea con 1 x 10° células, cada una de ellas de TRAMP-C 1 y TRAMP-
C2 irradiados (12.000 rads) o sus derivados transducidos por GM-CSF, GMTRAMP-C1/C2. A fin de maximizar la
exposicion antigénica, este tratamiento se repitié otras dos veces, separadas por tres dias. Incluso dias después de la
iniciacién de la vacunacion, los ratones se inyectaron por via intraperitoneal con 100 ug de anti-CTLA-4 (clon 9H10,
Ejemplo 1) o con IgG de hamster purificado (Jackson Immunoresearch Corp., West Grove, PA). Dosis adicionales
de anticuerpo se administraron 3 y 6 dias después del primer tratamiento. Se hizo el seguimiento de los ratones
respecto de morbilidad y se sacrificaron cuando la carga de tumor superaba aproximadamente los 50 mm de didmetro
o la respiracion animal era extenuante. Los ratones se sacrificaron a la edad indicada y se microdisec6 el complejo
prostatico bajo estereomicroscopio. La incidencia de tumores se evalué inicialmente en la necropsia y se confirmé por
examen histopatoldgico.

Andlisis histopatologicos: El complejo prostatico se microdiseco en l6bulos individuales y se fij6 en 10% de formol
neutral con buffer. Los tejidos se procesaron y se tifieron con hematoxilina y eosina para los andlisis histopatoldgicos
de rutina. Los tejidos de TRAMP fueron examinados con microscopio Optico y calificados mediante los siguientes
criterios: al epitelio normal se le asigné una calificacion de 1,0; los signos tempranos de neoplasia intraepitelial pros-
tatica (PIN) con penachos del epitelio y aumento de la relacién nicleo:citoplasma se calificaron como 2,0; la PIN
mads avanzada con notables estructuras cribiformes y aumento de las figuras mitdticas y/o apoptéticas se calificé como
3,0; la pérdida de espacios interductales y la invasién de las membranas basales por epitelio neoplasico se califico
como 4,0; la pérdida total de limenes ductales con evidencia de adenocarcinoma se calificé como 5,0; y las ldminas
de células tumorales anaplésticas se calificé como 6,0. A fin de generar una calificacién para cada animal, se usé la
madxima calificacién histoldgica para los 16bulos ventral, dorsal o lateral de la prdstata para calcular una media para
el grupo de tratamiento. La calificacién pico predominante para todos los animales TRAMP era de 4,0, con escasas
calificaciones hidrolégicas inferiores a 3,0.

Cultivos celulares: Las células TRAMP-C con células tumorales epitelioides no clonadas de pasaje temprano (10-
15 pasajes in vitro), derivadas independientemente de un ratén TRAMP. Las células se propagaron en cultivo mediante
DMEM (Biowhittaker, Walkersville, MD) suplementado hasta una concentracién final de 5% de suero fetal bovino
(Biowhittaker), 5% de Nu-Serum (Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA), 5 ug/ml de insulina (Sigma
Chemical, St. Louis, MO), y 0,01 uM de dihidrotestosterona.

A fin de obtener las lineas que expresan GM-CSF, las células se infectaron con un retrovirus que contiene el
gen gm-c sf murino derivado del virus LTR de leucemia murina de Maloney, mediante el uso de la linea productora
YCRIP (presente de Somatix, Inc, Alameda, CA). Los sobrenadantes que contienen retrovirus se agregaron a los
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cultivos de TRAMP-C y se incubaron durante la noche en presencia de 8 pg/ml de polibreno (Sigma). La produccién
de GM-CSF fue analizada por ELISA (Pharmingen, San Diego, CA). Tanto GMTRAMPCI como GMTRAMP-C2
secretaron GM-CSF a 150-200 ng/ml/1x10° células/24 horas. Las células usadas para la inyeccién fueron liberadas
de los discos de cultivo de tejido con tripsina (BioWhittaker) y se lavaron tres veces en solucidn salina equilibrada de
Hank (BioWhittaker). Las células se resuspendieron hasta una densidad de 1x10° células/ml, se irradiaron con 12.000
rads mediante un irradiador de fuente de cesio y se inyectaron por via subcutdnea en un volumen de 0,1 ml.

Resultados

De la incidencia de tumor primario en ratones TRAMP después del tratamiento con vacunas celulares y anti- CT-
LA-4. Los ratones TRAMP machos fueron vacunados con una combinacién de TRAMP-C 1 y TRAMP-C2 irradiados
(TRAMP-C 1/C2) o TRAMP-C 1/C2 transducidos para expresar el gen murino gm-c sf (GMTRAMP-C1/C2) a las
14-16 semanas de edad. El tratamiento con anticuerpo comenzé 7 dias después de la vacunacion. A fin de obtener
una indicacién temprana de la efectividad de los tratamientos, cuatro ratones de cada grupo fueron sacrificados tres
semanas después de comenzar con el tratamiento y examinados respecto de la incidencia de tumor en la necropsia ma-
croscopica y en el nivel microscépico tras la microdiseccion de los 16bulos prostaticos. Si bien no hubo significativas
diferencias en el peso medio de los animales o el tracto urogenital entre los grupos de tratamiento, hubo una notable
diferencia en la incidencia de tumores. Con independencia de la vacuna, 11 de 12 ratones (92%) en los grupos de
tratamiento que recibieron anticuerpo control tenfan tumor detectable. En contraste, s6lo 3 de 12 (25%) ratones que
recibieron anti-CTLA-4 tuvieron tumor detectable.

A las tres semanas después de tratamiento, los tumores de los ratones tratados con anticuerpo control eran suficien-
temente grandes para justificar la preocupacion sobre la supervivencia de los restantes 150 ratones. En consecuencia, a
fin de evaluar la incidencia de tumores y el grado de tumor, los restantes 25 ratones de cada grupo fueron sacrificados
5 semanas mads tarde (u ocho semanas después del tratamiento), y se evaluaron los siguientes criterios en la necropsia
macroscopica y la microdiseccién del complejo prostatico: peso del animal, peso de la prostata, incidencia de tumores
e histopatologia de la enfermedad prostatica. De modo similar a los andlisis a las 3 semanas después del tratamiento,
no hubo significativas diferencias de peso de los animales o peso de las préstatas entre cualquiera de los grupos de
tratamiento. Sin embargo, hubo diferencias significativas en incidencia de tumores (Figura 16A). Se observé una inci-
dencia de tumor significativamente inferior en ratones tratados con anti-CTLA-4 y la vacuna TRAMP-C1/C2 (43%, P
=0,05) o la vacuna GMTRAMP-C1/C2 (33%, P = 0,009) respecto de los ratones tratados con anticuerpo control solo
(69%).

El tratamiento con anti-CTLA-4 solo no tuvo ningtin efecto significativo sobre la incidencia de tumor (64%), ni
hubo reduccién significativa de incidencias de tumores en ratones que recibieron tratamiento con anticuerpo control y
con cualquiera de las vacunas (55% de TRAMP-C1/C2y 75% de GMTRAMPC1/C2). En consecuencia, ni el bloqueo
de CTLA-4 ni la vacunacion sola fueron efectivos para el tratamiento de tumores primarios en ratones TRAMP. No
obstante, la combinacién de anti-CTLA-4 y cualquiera de las vacunas tuvo un efecto sinérgico sobre la incidencia de
tumores. La expresion de GM-CSF por la vacuna puede potenciar la respuesta antitumor, dado que la incidencia de
tumores era ligeramente inferior en ratones vacunados con GMTRAMP-CI/C2 (33% de anti-CTLA4+GMTRAMP-
C1/C2 versus 43% de anti- CTLA-4+TRAMP-CUC2).

Dado que cada grupo contenia ratones provenientes de camadas con fechas de nacimiento separadas por dos sema-
nas, se reevaluo la incidencia de los tumores en funcion de la edad de iniciacion del tratamiento. Tal como se muestra
en la Figura 16B para ratones vacunados con GMTRAMPC1/C2, hubo una significativa reduccién de la incidencia de
tumores en los ratones tratados a las 14 semanas de edad (p = 0,003), pero no en el grupo tratado a las 16 semanas de
edad (p = 0,1). Esto sugiere que la etapa de desarrollo del tumor en el momento de la inmunoterapia de los ratones
TRAMP influye sobre la eficacia del tratamiento. La incidencia de tumor en ratones tratados con TRAMP-C1/C2 y
anti-CTLA-4 era equivalente en cualquier edad de tratamiento y no era significativamente diferente de los ratones
control.

Reduccion del grado del tumor en ratones TRAMP tratados con inmunoterapia de combinacion. A fin de evaluar
la severidad de las lesiones prostaticas en ratones TRAMP, se prepar6 cada l6bulo individual de la préstata apara
el andlisis histopatoldgico de rutina. Se usé una escala de calificacién para evaluar el grado de transformacién o
grado de tumor observado en las prostatas de ratones TRAMP, tal como se describi6 con anterioridad. La calificacién
histoldgica pico para los 16bulos prostéticos ventral, dorsal o lateral se determiné para cada animal y se calcul6 el
promedio para el grupo de tratamiento como calificacién pico media. Tal como se muestra en la Figura 17A, hubo
una significativa reduccién de la severidad de las lesiones en ratones tratados con anti-CTLA-4 y cualquiera de las
vacunas. Especificamente, los ratones TRAMP tratados con TRAMP-C1/C2 y anti-CTLA-4 tuvieron una calificacién
significativamente inferior (calificacién media de pico 4,6) que los ratones control tratados con Ig (calificacién media
de pico 5,5, p = 0,03). Atin més notable fue el descubrimiento de que los ratones tratados con GMTRAMP-CI/C2 y
anti-CTLA-4 tenfan un grado de tumor significativamente inferior (calificacién media de pico 3,9) que todos los tres
grupos de control: control Ig/sin vacuna (p = 0,0009), control Ig/GMTRAMP-C1/C2 (calificacién media de pico 5,5,
p =0,0002), y tratamiento anti-CTLA-4 solo (calificacién media de pico 4,8, p = 0,04). El tratamiento con cualquiera
de las vacunas sin bloqueo de CTLA-4 o con bloqueo de CTLA- 4 solo no tenia efecto significativo sobre el grado de
tumor. Estos hallazgos demuestran que ademads de reducir la incidencia de tumores primarios a las 8 semanas después
del tratamiento, la vacunacién con una vacuna basada en células de tumor en combinacién con bloqueo de CTLA-4
reduce la severidad de las lesiones prostaticas en ratones TRAMP.
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Tal como se realiz6 para el andlisis de la incidencia de tumores, los datos histoldgicos se volvieron a analizar para
el grado de tumor en funcién de la edad al momento del tratamiento (Figura 17B). De modo similar a la incidencia de
tumor, la maxima significancia estadistica residié en ratones tratados a las 14 semanas de edad. Los ratones tratados
con GMTRAMP-C1/C2 y anti-CTLA-4 (calificacién media de pico = 3,5) tenfan menor grado de tumor que los ratones
tratados con GMTRAMP-C 1/C2 e Ig control (calificacién media de pico = 5,3, p = 0,0002) y los ratones tratados con
Ig control sola (calificaciéon media de pico = 4,7, p = 0,0002). Es interesante destacar que, al ser tratados a las 16
semanas de edad, los ratones TRAMP que recibieron la vacuna GMTRAMP-C 1/C2 y anti-CTLA-4 (calificacién
media de pico = 4,5) solo tuvieron una calificacién media de pico ligeramente inferior a los ratones tratados con
GMTRAMP-C 1/C2 e Ig control (calificacién media de pico = 5,6, p = 0,03).

Quizas la propiedad histologica mds destacada de estos andlisis haya sido observada en los ratones tratados con
GMTRAMPCI1/C2 y anti-CTLA-4, en los cuales hubo una acumulacién de células inflamatorias en los espacios in-
terductales. En estos ratones, las células inflamatorias se asociaron estrechamente con la vasculatura hallada en el
estroma. En contraste, no hubo acumulacién detectable de células inflamatorias en cualquiera de los ratones tratadas
con Ig control. En ratones TRAMP tratados con una vacuna que expresa GM-CSF sola, hubo dreas ocasionales en las
cuales se detectaron células inflamatorias, pero estos sitios no eran tan extensos como los observados en ratones tra-
tados también con anti-CTLA-4. Las propiedades morfoldgicas de las células infiltrativas sugieren que la inflamacién
perivascular comprendia células mieloides, asi como células linfoides.

Induccion de prostatitis en ratones no transgénicos por vacunacion y bloqueo CTLA-4. La reduccién de incidencia
y la severidad de tumores junto con los infiltrados inflamatorios de la préstata en ratones TRAMP ocho semanas
después de la inmunizacién eran indicadores de una potente respuesta inmune. El hecho de que la tumorogénesis
en estos ratones es impulsada por la expresion especifica de préstata de SV40 Tag planted la posibilidad de que la
respuesta antitumoral esté dirigida contra epitopos derivados de este oncogen viral. Los autores consideraron esto
poco probable, dado que la expresiéon TAg no pudo ser detectada en las células tumorales de la vacuna mediante RT-
PCR, y las células tumorales lisadas por CTL no eran reactivas contra restringidos por H-2° de Tag (comunicacién
personal, S. Tevethian y L. Mylin, Pennsylvania State University).

A fin de determinar si la respuesta inmune generada por el régimen terapéutico se limitaba a antigenos codificados
por el oncogén, se vacunaron ratones C57/BL6 no transgénicos y se examinaron las prostatas para buscar evidencias de
inflamacién 28 dias después. No hubo evidencia de inflamacién significativa o dafio tisular en los l6bulos dorsolateral
o ventral de las prostatas de los ratones vacunados solo con la vacuna GMTRAMP-C1/C2. Sin embargo, hubo extensa
infiltracién de células mononucleares y destruccién de epitelio glandular del tracto reproductivo masculino, incluso de
la préstata dorsolateral en ratones vacunados con GMTRAMP-C1/C2 y tratados con anti-CTLA-4. Estos resultados
demuestran que la respuesta desencadenada por el régimen de vacunacién estd dirigido en parte a antigenos expresados
por células prostdticas normales.

Los datos anteriores demuestran que el bloqueo de CTLA-4 se puede combinar sinérgicamente con vacunas ce-
lulares que expresan citoquinas a fin de producir un régimen de tratamiento efectivo para el tratamiento de tumores
primarios. La reduccién la incidencia de tumores, asi como del grado histolégico del tumor indica que la combinacién
de una vacuna celular junto con anti-CTLA-4 era suficiente para enlentecer la progresién de tumores prostaticos pri-
marios. No es sorprendente que el sistema inmune es incapaz de eliminar completamente los tumores en este modelo
agresivo, pero es notable que una respuesta inmune antitumoral pueda tener un impacto significativo sobre la progre-
sion de la enfermedad en una situacién en la cual todo el érgano presenta transformacion. La capacidad de una vacuna
celular en combinacién con el bloqueo de CTLA-4 para reducir significativamente la incidencia y la carga de tumores
en un modelo TRAMP agresivo subraya la destacada eficacia de este enfoque inmunoterapéutico.

Los ratones TRAMP tratados con la vacuna o con anticuerpo solo no mostraron reduccién de la incidencia de
tumores o el grado de tumor, mientras que la combinacién de ambos dio por resultado una significativa reduccién
de ambos criterios. Esto sugiere que una fuente adicional de antigeno proveniente de la vacuna celular contribuye
a la imprimacién de las células T, lo cual es incentivado por el bloqueo de las interacciones con CTLA- 4/B7. El
hecho de que la incidencia de tumores y el grado de tumor fueran inferiores en ratones que recibieron la vacuna
GMTRAMP-C1/C2, respecto de los que recibieron la vacuna TRAMP-C1/C2 sugiere que el efecto es incentivado por
el reclutamiento y la activacién de las APC por la expresion de GM-CSFE.

La vacunacién de ratones no transgénicos con la misma estrategia terapéutica que demostro ser efectiva para el
tratamiento de ratones TRAMP condujo a prostatitis autoinmune y a la destruccién de parte del epitelio prostatico.
Este descubrimiento sugiere que el enfoque de la vacunacion es capaz de inducir una respuesta autoinmune contra
antigenos prostatico normales. Estos resultados sostienen atin mds el concepto de que la inmunidad tumoral efectiva
de hecho estd estrechamente ligada a la autoinmunidad.

Mis que ser vista como un efecto secundario problemdtico de la inmunoterapia tumoral, la induccién intencio-
nal de la autoinmunidad contra antigenos especificos de tejido definidos puede proporcionar una estrategia practica
para la generacion de respuestas antitumorales efectivas. Tal como se demuestra en la presente, el bloqueo de CL-
TA-4 de la presente invencidon provee un efectivo tratamiento inmunoldgico de tumores originados de tejidos no
esenciales.
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Ejemplo 12
El bloqueo de CTLA-4 induce inmunidad contra péptidos derivados de proteinas especificas de melanoma normales

gpl100 es una proteina especifica de melanocitos identificada como blanco frecuente de células T provenientes
de pacientes con melanoma humana. Los trabajos previos demostraron que los ratones no pueden ser inmunizados
con péptidos derivados de los péptidos murinos normales, pero dicha inmunidad contra el péptido murino podria ser
obtenida si se inmunizaban los ratones con la correspondiente secuencia humana. Esto sugirié que la inmunizacién
con humanos rompié la tolerancia para el ratén, lo cual permite desarrollar la autoinmunidad. Este estudio estuvo
dirigido a determinar si el bloqueo de CTLA-4 podria ser efectivo para la induccién de autoinmunidad contra el
péptido singénico murino.

Se aislaron células dendriticas (DC) esplénicas de ratones C57BL6 (H-2b) por técnicas convencionales. Las DC
luego se incubaron con y sin un péptido fijador de H-2b correspondiente a la secuencia normal de gpl100 murino
(Mgp100). El dia -21, se inmunizaron los ratones con DC pulsadas o no pulsadas con péptido, seguido de inyeccién
de 100 ug de anti-CTLA-4 (MAb 9H10) o anticuerpo control de hamster (MAb 560). Los dias -14 y -7, los ratones
recibieron refuerzo por inyeccién de DC apropiados, pero sin ningtin tratamiento de anticuerpo. El dia 0, los ratones
de cada cohorte de tratamiento se separaron en dos grupos para el andlisis.

Grupo A: células T de ganglio linfatico fueron purificadas y examinadas en su capacidad para producir IFNy
en respuesta a la estimulacion por células presentadoras de antigeno singénicas pulsadas con Mgp100. Tal como se
muestra en la Figura 18, s6lo los ratones inmunizados en condiciones de bloqueo de CTLA-4 fabricaron cantidades
significativas de [FNy.

Grupo B: se expusieron los ratones a células de melanoma B16 implantadas subcutdneamente en el lomo. Se evalué
el crecimiento del tumor por medicién del didmetro en dos dimensiones mediante calibres. Tal como se muestrea en
la Figura 19, sélo el grupo inmunizado en condiciones de bloqueo de CTLA-4 mostré inhibicién de crecimiento
del tumor. Aunque finalmente todos los ratones sucumbieron al tumor, este resultado muestra la induccién de una
respuesta antitumoral muy efectiva.

Los ejemplos anteriores proporcionan contundente apoyo al potencial terapéutico del bloqueo de la sefial inhibi-
dora de activacién de células T mediada por CTLA-4 como estrategia para mejorar las respuestas antitumorales por
induccién de la inmunidad contra autoantigenos especificos de tejido.

Si bien la invencién precedente ha sido descrita con cierto detalle a modo de ilustracién y ejemplo a objeto de cla-
ridad de comprension, serd facilmente aparente para los expertos en la técnica, a la luz de las ensefianzas de la presente
invencién que se le pueden hacer ciertos cambios y modificaciones sin apartarse del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo anti-CTLA-4 o su fragmento y una preparacioén de autoantigeno para la fabricacién de un
medicamento para tratar metdstasis establecida.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la preparacion de autoantigeno comprende células tumorales.
3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que las células tumorales son células tumorales irradiadas.

4. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que ademds comprende el uso de una citoquina
en la fabricacién de dicho medicamento.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la citoquina se provee como células tumorales transducidas
con la citoquina.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que las células tumorales son células irradiadas.
7. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la citoquina es GM o GM-CSF.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, que ademds comprende el uso de una vacuna de tumor en la fabricacién
de dicho medicamento.

9. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el medicamento es para tratar metéstasis
en las cuales la pérdida o modificacion de parte o la totalidad del tejido normal es aceptable.

10. EI uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dichas metastasis son metastasis
pulmonares de un melanoma.

11. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho medicamento es para tratar un
humano.

12. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal.

13. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo
humanizado.

14. Un anticuerpo anti-CTLA-4 o su fragmento para ser usado en el tratamiento de metastasis establecidas en
combinacién simultidnea o secuencial con una preparacién de autoantigeno.

15. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con la reivindicacién 14, en el que la preparaciéon de autoantigeno
comprende células tumorales.

16. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con la reivindicacién 15, en el que las células tumorales son células
tumorales irradiadas.

17. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, para ser usado en
el tratamiento de metdstasis establecidas en combinacién simultdnea o secuencial con una citoquina, ademads de la
preparacién de autoantigeno.

18. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que la citoquina se proporciona como
células tumorales transducidas con la citoquina.

19. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con la reivindicacién 18, en el que las células tumorales son células
irradiadas.

20. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, en el que la citoquina
es GM o GM-CSF.

21. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con la reivindicacién 14, para ser usado en combinacién simultdnea o
secuencial con una vacuna de tumor.

22. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 21, que es para usar en el
tratamiento de metastasis en las cuales la pérdida o modificacién de parte o la totalidad del tejido normal es aceptable.

23. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con la reivindicacién 22, que es para usar en el tratamiento de metas-
tasis pulmonar de un melanoma.
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24. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 23, que es para usar en el
tratamiento de un ser humano.

25. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 24, que es un anticuerpo
monoclonal o su fragmento.

26. El anticuerpo o su fragmento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 25, que es un anticuerpo
humanizado o su fragmento.

27. Una preparacion de autoantigeno para usar como agente estimulador de respuesta inmune en el tratamiento de
metdstasis establecidas en combinacién simultdnea o en secuencia con un anticuerpo anti-CTLA-4 o su fragmento.
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Produccion de IFN-gamma tras estimulacion de péptido in vitro
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE: Los Regentes de la Universidad de California

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Estimulacién de células T contra autoantigenos mediante agentes bloquea-
dores de CTLA-4

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 2

(iv) DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: FLEHR HOHBACH TEST ALBRITTON & HERBERT LLP
(B) CALLE: 4 Embarcadero Center, Suite 3400
(C) CIUDAD: San Francisco
(D) ESTADO: California
(E) PAIS: EE. UU.
(F) CODIGO POSTAL: 94111-4187

(v) FORMA DE LECTURA EN COMPUTADORA:
(A) TIPO MEDIO: disco flexible
(B) COMPUTADORA: PC compatible con IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD PRESENTE:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US

(viii) INFORMACION PARA APODERADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Lorenz, Todd A.
(B) NUMERO DE INSCRIPCION: 39.754
(C) NUMERO: FP-68668 REFERENCIA/EXPEDIENTE

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: (415) 781-1989
(B) TELEFAX: (415) 398-3249

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: tinica
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:1:
TTACTCTACT CCCTGAGGAG CTCAGCACAT TTGCC 35

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:2:
(A) LONGITUD: 35 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: tnica
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(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii)) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:2:

TATACTTACC AGAATCCGGG CATGGTTCTG GATCA

35
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