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2

DESCRIPCIÓN

Micobacteria recombinante como agente inmunoterapéutico para el tratamiento de cáncer

La invención se refiere a una célula de Bacilo Calmette Guerin (BCG) Mycobacterium bovis (M. bovis) recombinante 5
deficiente en ureasa para su uso como agente inmunoterapéutico en el tratamiento de cáncer, en particular, en el 
tratamiento de tumores sólidos. Más particularmente, la invención se refiere a la inmunoterapia del carcinoma de 
vejiga.

El carcinoma de vejiga urotelial es el 5º cáncer más común. En los Estados Unidos, aproximadamente se diagnostican 10
75.000 nuevos casos cada año 4,5 % de todos los nuevos cánceres, y se esperan aproximadamente 15.600 muertes. 
En Alemania, se diagnostican aproximadamente 16.000 nuevos casos cada año. Debido a que una recurrencia de la 
enfermedad es probablemente en carcinoma de vejiga, los pacientes deben someterse a vigilancia durante un periodo 
prolongado.

15
La mayoría de los carcinomas de vejiga comienzan en las células epiteliales transicionales que componen el 
revestimiento interno de la vejiga. A medida que estos tumores crecen, pueden invadir el tejido conectivo circundante 
y el músculo. En enfermedad avanzada, los tumores se propagan más allá de la vejiga a ganglios linfáticos cercanos 
u órganos pélvicos o dan metástasis en órganos más distantes tales como pulmones, hígado y hueso.

20
La tasa de supervivencia de 5 años en total para el carcinoma de vejiga es del 77 % y esta tasa no ha cambiado 
significativamente durante los últimos 10 años. Cuando se considera por fases, las tasas de supervivencia relativas 
de 5 años para pacientes con tumores restringidos a la capa interna de la vejiga son del 96 % y 69 %, respectivamente. 
Las tasas caen al 34 % para aquellos con enfermedad que se ha propagado localmente más allá de la vejiga y al 6 % 
con metástasis distante.25

Para pacientes con carcinoma de vejiga no músculo invasivo, el tratamiento normalmente implica una extirpación 
quirúrgica del tumor seguida de quimioterapia, normalmente mitomicina C, dentro de la vejiga (denominada 
quimioterapia intravesical). Después de que se recuperan de una cirugía, los pacientes con un riesgo menor de 
progresión de la enfermedad pueden someterse a vigilancia o quimioterapia intravesical adicional. Los pacientes con 30
enfermedad en grado moderado a alto con frecuencia reciben inmunoterapia intravesical con una bacteria viva 
atenuada BCG. BCG fue la primera inmunoterapia aprobada por FDA y ayuda a reducir el riesgo de recurrencia del 
carcinoma de vejiga estimulando una respuesta inmunitaria que se dirige a la bacteria así como alguna célula del 
carcinoma de vejiga. En algunos pacientes, sin embargo, se ha encontrado que la terapia con BCG es menos eficaz, 
en particular después de administración repetida.35

El tratamiento estándar para pacientes con carcinoma de vejiga no músculo invasivo incluye quimioterapia basada en 
cisplatino seguido de extirpación quirúrgica de la vejiga o terapia por radiación y quimioterapia concomitante. El 
carcinoma de vejiga recurrente se puede tratar con regímenes de terapia de combinación, entre los que se incluyen 
gemcitabina más cisplatino o metotrexato, vinblastina, doxorrubicina más cisplatino.40

En el tratamiento del carcinoma de vejiga, la recurrencia del tumor es una preocupación principal, incluso para 
pacientes con enfermedad de grado bajo y requiere seguimiento exhaustivo. Tratamientos mejores, tales como 
novedosas inmunoterapias, podrían reducir las tasas de recurrencia y mejorar la supervivencia de pacientes con 
carcinoma de vejiga.45

Una cepa BCG recombinante que expresa un dominio de escape fagolisosomal se describe en el documento WO 
99/10496. El dominio de escape fagolisosomal permite que la cepa escape del fagosoma de las células hospedadoras 
infectadas perforando la membrana del fagosoma. A fin de proporcionar un pH fagosomal ácido para la actividad de 
escape fagolisosomal óptimo, se desarrolló una cepa recombinante deficiente en ureasa. Esta cepa (cepa BCG 50
Pasteur 1173P3) se divulga en el documento WO 2004/094469.

El documento WO 2012/085101, divulga que una cepa BCG recombinante que expresa listeriolisina (Hly) que perfora 
la membrana de Listeria monocytogenes y desprovista de ureasa C induce protección superior frente al reto aerogénico 
con Mycobacterium tuberculosis (Mtb) en comparación con BCG parental en un modelo preclínico. Asimismo, se 55
muestra que tanto la cepa recombinante como la parenteral induce respuestas inmunitarias Th1 marcadas, mientras 
que solamente la cepa BCG recombinante suscita son además profunda respuesta Th17.

Grode et al. (Vaccine, 31(9), 1340-1348, 2013), Kupferschmidt (Science 334 (6062), 1488-1490, 2011) y Kaufmann et 
al. (Expert Rev. Vaccines 13 (5), 619-630, 2014) divulga la eficacia clínica y la seguridad de una vacuna BCG60
genéticamente modificada denominada VPM1002 (Mycobacterium bovis ΔureC::Hly+) como vacuna dirigida frente a 
tuberculosis.

Un extracto de internet recuperado de URL:https.//clinicaltrials.gov/ct2/history/NCT02371447?V 
1=View#studyPageTop (19.02.2015), titulado "VPM1002 BC in recurrent non-muscle invasive bladder cancer" se 65
refiere a un protocolo de un ensayo clínico que evalúa la seguridad y la eficacia de la instilación intravesical de 
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VPM1002BC en pacientes con cáncer de vejiga no músculo invasivo recurrente (CVNMI) después de la resección 
transuretral de la vejiga y la terapia con BCG estándar. Sin embargo, no se describe la identidad/estructura exacta de 
VPM1002BC.

En el presente estudio, se encontró que una cepa BCG recombinante que expresa listeriolisina y deficiente en ureasa 5
recombinante induce una respuesta inmunitaria superior en comparación con el BCG parental en un modelo animal.

Una materia objeto de la presente invención es una célula de BCG M. bovis de la cepa Danish subtipo Prague que 
comprende una molécula de ácido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de fusión que comprende:

10
(a) un dominio capaz de suscitar una respuesta inmunitaria que comprende la secuencia de aminoácidos desde el 
aa.41 hasta el aa.51 en la SEQ ID NO:2, y
(b) un dominio de escape fagolisosomal de Listeria codificado por una molécula de ácido nucleico seleccionada de
(i) una secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 211-1722 como se muestra en la SEQ ID NO:1,
(ii) una secuencia de nucleótidos que codifica la misma secuencia de aminoácidos que la secuencia de (i), y15
(iii) una secuencia de nucleótidos que hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia de (i) o (ii)
para su uso en un sujeto humano como agente inmunoterapéutico en el tratamiento de carcinoma de vejiga, en el que 
el tratamiento comprende la administración local del agente inmunoterapéutico por instilación vesicular en la vejiga 
urinaria, particularmente después de la cirugía.

20
Según la presente invención se encontró que la instilación vesicular de una célula de BCG recombinante en la vejiga 
de ratas sorprendentemente da como resultado una infiltración incrementada del tejido de vejiga urinaria por linfocitos, 
particularmente los linfocitos CD4 y CD8 positivos que dan como resultado una alta incidencia de la infiltración 
linfocítica focal y/o multifocal. A diferencia de esto, el tejido de la vejiga urinaria de los animales tratados con BCG 
estándar mostró linfocitos CD4 y CD8 positivos únicamente como niveles de infiltrado de célula individual (infiltración 25
difusa). Asimismo, la administración de una célula de BCG recombinante no planteó ningún asunto de seguridad.

En la actualidad, se lleva a cabo un ensayo clínico en fase I/II que evalúa la seguridad y la eficacia de la instilación 
intravesical de BCG recombinante en pacientes humanos con carcinoma de vejiga no músculo invasivo recurrente 
después de la terapia con BCG estándar.30

Por tanto, la presente invención también se refiere a una célula de BCG M. bovis recombinante deficiente en ureasa 
de la cepa Danish subtipo Prague como se ha descrito anteriormente para su uso como agente inmunoterapéutico en 
el tratamiento de tumores sólidos a fin de obtener infiltración linfocítica focal y/o multifocal, por ejemplo, con linfocitos
T CD4 y CD8 en el sitio de administración. La célula de BCG M. bovis recombinante de la presente invención es 35
particularmente adecuada para su uso en la medicina humana.

El agente inmunoterapéutico es una célula de BCG M. bovis recombinante viva que comprende una molécula de ácido 
nucleico recombinante que codifica un polipéptido de fusión que comprende (a) un dominio capaz de suscitar una 
respuesta inmunitaria y (b) un dominio de escape fagolisosomal.40

La célula de Mycobacterium es una célula de BCG M. bovis de la cepa Danish subtipo Prague (Brosch et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 104 (2007), 5396-5601). La célula de Mycobacterium es deficiente en ureasa recombinante. En 
una realización especialmente preferida la secuencia de ureC de la célula de Mycobacterium se inactiva (ΔUrec), por 
ejemplo, construyendo un vector suicida que contiene un gen ureC alterado por un gen marcador de selección, por 45
ejemplo, el gen de higromicina, que transforma la célula diana con el vector y criba las células marcador de selección 
positivas que tienen un fenotipo ureasa negativo. En una realización incluso más preferida, el gen marcador de 
selección, es decir, el gen de higromicina, posteriormente se inactiva. En esta realización, la célula es una célula de 
Mycobacterium recombinante sin marcador de selección. Lo más preferentemente, la célula es la cepa BCG 
recombinante sin marcador de selección Danish subtipo Prague caracterizada como BCG recombinante ΔUrec::Hly+.50

El dominio capaz de suscitar una respuesta inmunitaria se deriva del antígeno Ag85B de BCG M. bovis y comprende 
la secuencia de aminoácidos desde el aa.41 hasta el aa.51 en la SEQ ID NO:2.

La molécula de ácido nucleico recombinante además comprende un dominio de escape fagolisosomal, es decir, un 55
dominio polipeptídico que prevé un escape del polipéptido de fusión desde el fagolisosoma dentro del citosol de las 
células mamíferas. El dominio de escape fagolisosomal es un dominio de escape fagolisosomal de Listeria, el cual se 
describe en el documento US 5.733.151, en el que el dominio de escape fagolisosomal es derivado del gen de 
listeriolisina (Hly) de L. monocytogenes y es codificado por una molécula de ácido nucleico seleccionada de: (a) una 
secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 211 - 1722 como se muestra en la SEQ ID NO:1, (b) una 60
secuencia de nucleótidos que codifica la misma secuencia de aminoácidos que la secuencia de (a), y (c) una secuencia 
de nucleótidos que hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia de (a) o (b).

Aparte de la secuencia de nucleótidos representada en la SEQ ID NO:1 la presente invención también comprende 
secuencias de ácido nucleico que hibridan con la misma. En la presente invención el término "hibridación" se usa como 65
se define en Sambrook et al. (Molecular Cloning. A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), 
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1.101-1.104). De acuerdo con la presente invención el término "hibridación" se usa si todavía se puede observar una 
señal de hibridación positiva después de lavar durante una hora con 1 X SSC y SDS al 0,1 % a 55 °C, preferentemente 
a 62 °C y más preferentemente a 68 °C, en particular durante 1 hora en 0,2 X SSC y SDS al 0,1 % a 55 °C, 
preferentemente a 62 °C y más preferentemente a 68 °C. Una secuencia que hibrida con una secuencia de nucleótidos 
de acuerdo con la SEQ ID NO:1 bajo dichas condiciones de lavado es una secuencia de nucleótidos que codifican 5
dominio de escape preferida por la invención objeto.

Una secuencia de nucleótidos que codifica un dominio de escape fagolisosomal como se ha descrito anteriormente 
puede obtenerse directamente de un organismo Listeria o de cualquier fuente recombinante, por ejemplo, una célula 
de E.coli recombinante que contiene la correspondiente molécula de ácido nucleico de Listeria o una variante de la10
misma como se ha descrito anteriormente.

Preferentemente, la molécula de ácido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de fusión contiene una 
secuencia codificante de péptido señal. Más preferentemente, la secuencia señal es una secuencia señal activa en 
Micobacterias, preferentemente en M.bovis, por ejemplo, una secuencia señal de M.bovis nativa. Un ejemplo preferido 15
de una secuencia señal adecuada es la secuencia de nucleótidos que codifica el péptido señal Ag85B que está 
representada en la SEQ ID NO:1 desde el nucleótido 1 al 120.

Asimismo, es preferido que se proporcione un enlazador peptídico entre el dominio inmunógeno y el dominio de escape 
fagolisosomal. Preferentemente, dicho enlazador peptídico tiene una longitud de aproximadamente 5 a 20
aproximadamente 50 aminoácidos. Más preferentemente, una secuencia que codifica un enlazador como se muestra 
en la SEQ ID NO:1 desde el nucleótido 154 al 210 o una secuencia correspondiente al mismo respecto a la 
degeneración del código genético.

El ácido nucleico puede estar localizado sobre un vector recombinante. Preferentemente, el vector recombinante es 25
un vector procariota, es decir, un vector que contiene elementos para la replicación o/y la integración genómica en 
células procariotas. Preferentemente, el vector recombinante porta la molécula de ácido nucleico de la presente 
invención ligada de manera operativa con una secuencia de control de la expresión. La secuencia de control de la 
expresión es preferentemente una secuencia de control de la expresión activa en Micobacterias, en particular en 
M.bovis. El vector puede ser un vector extracromosómico o un vector adecuado para la integración dentro del 30
cromosoma. Ejemplos de dichos vectores son conocidos por los expertos en la materia y, por ejemplo, dados en 
Sambrook et al. supra.

El agente inmunoterapéutico de la presente invención es adecuado para el tratamiento del carcinoma de vejiga, por 
ejemplo, carcinoma de vejiga no invasivo, por ejemplo, carcinoma papilar no invasivo in situ (Ta), carcinoma no invasivo 35
in situ (Tcis), tumor que invade el tejido conectivo subepitelial (T1), tumor que invade el músculo superficial (mitad 
interior) (T2a), tumor que invade el músculo profundo (mitad exterior) (T2b), tumor que invade el tejido perivesical (T3

que incluye T3a y T3b), tumor que invade la próstata, útero o vagina (T4a), y tumor que invade la pared pélvica o 
abdominal (T4b). Particularmente, el tumor es un tumor superficial o carcinoma in situ (Tcis), carcinoma papilar no 
invasivo (Ta), o un tumor que invade el tejido conectivo subepitelial (T1). El tratamiento inmunoterapéutico es adecuado 40
para el tratamiento de tumores primarios y/o para el tratamiento de tumores recurrentes.

El agente inmunoterapéutico se administra localmente al sitio del tumor, es decir, al sitio de un tumor primario antes
de la cirugía o después de la cirugía y opcionalmente después de la quimioterapia. Para el tratamiento del carcinoma 
de vejiga urotelial, el agente preferentemente se administra por instilación vesicular en la vejiga urinaria. Para otros 45
tumores, la administración puede implicar inyección local o, en caso de tumores de pulmón, administración pulmonar.

El agente inmunoterapéutico de la invención se puede administrar como una inmunoterapia de primera línea en 
pacientes, que no han sido tratados previamente con un agente inmunoterapéutico antitumoral tal como BCG estándar, 
o una inmunoterapia de seguimiento en pacientes que han sido tratados previamente con agente inmunoterapéutico 50
antitumoral tal como BCG estándar. El agente inmunoterapéutico se puede administrar con un carcinoma de vejiga 
recién diagnosticado, o a pacientes, en particular pacientes con carcinoma de vejiga recurrente.

El agente inmunoterapéutico se administra al sujeto que se va a tratar en una dosis eficaz. Para un sujeto humano, la 
dosis para una administración puede ser de aproximadamente 106 a 1010 unidades viables (UFC), por ejemplo, 55
aproximadamente 107 a 109 o 108 a 109 unidades viables. Preferentemente, el agente inmunoterapéutico se administra 
varias veces, por ejemplo, al menos 3 veces o al menos 5 veces hasta 30 veces, en particular aproximadamente 15 
veces, en momentos predeterminados durante el tratamiento.

El agente inmunoterapéutico normalmente se proporciona como una preparación farmacéutica que comprende la 60
célula de BCG M. bovis recombinante en forma sólida, por ejemplo, una preparación liofilizada o crioconservada, que 
se reconstituye con un vehículo líquido adecuado antes de su uso. Como alternativa, la preparación se puede 
proporcionar en forma líquida, por ejemplo, como una suspensión.

En una realización, el agente inmunoterapéutico de la invención se administra para el tratamiento de carcinoma in situ.65
Un calendario estándar puede comprender la administración semanal del agente durante al menos 4, por ejemplo, 4, 
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5, 6, 7 u 8 semanas como una terapia de inducción. La terapia de inducción no debería comenzar hasta 2-3 semanas 
después de la cirugía primaria del tumor. Después de un intervalo sin tratamiento de, por ejemplo, 4 semanas, la 
administración puede continuar usando terapia de mantenimiento durante al menos 6 meses o al menos 1 año.

En una realización adicional, el agente inmunoterapéutico se administra en una terapia de inducción en el tratamiento 5
profiláctico de recurrencia del tumor. En esta realización, la terapia puede comenzar aproximadamente 2-3 semanas 
después de la biopsia del sitio tumoral y se repite, por ejemplo, a intervalos semanales durante al menos 4, por ejemplo, 
4, 5, 6, 7 u 8 semanas. En tumores de riesgo intermedio y alto a esto le puede seguir terapia de mantenimiento.

La terapia de mantenimiento puede comprender terapia a largo plazo, por ejemplo, 6, 9 o 12 meses de terapia o incluso 10
más con tratamientos en intervalos mensuales. Como alternativa, la terapia de mantenimiento puede comprender 2, 3 
o 4 administraciones a intervalos semanales, en el mes 3, 6, 12, 18, 24, 30 y 36.

En una realización adicional más, el agente inmunoterapéutico, en particular BCG recombinante ΔUrec::Hly+, se usa 
para el tratamiento de cáncer de vejiga no músculo invasivo en pacientes con recurrencia después de la terapia con 15
BCG estándar. El agente inmunoterapéutico se administra dentro de la vejiga según un calendario que implica 
instilaciones semanales durante una fase de inducción con, por ejemplo, 6 instilaciones semanales, una primera fase 
de mantenimiento después de aproximadamente 3 meses con, por ejemplo, 3 instilaciones semanales, una segunda 
fase de mantenimiento después de aproximadamente 6 meses con, por ejemplo, 3 instilaciones y una tercera fase de 
mantenimiento después de aproximadamente 12 meses con, por ejemplo, 3 instilaciones.20

La administración como agente inmunoterapéutico de la célula de BCG M. bovis recombinante al sitio de un tumor 
sólido como se ha descrito anteriormente, se puede combinar con terapia antitumoral adicional, por ejemplo, radiación 
y/o quimioterapia. Asimismo, la inmunoterapia como se ha descrito anteriormente, se puede combinar con una 
administración no específica a sitio tumoral de la célula de BCG M. bovis recombinante a fin de proporcionar una 25
estimulación general del sistema inmunitario. Esta administración no específica a sitio se puede efectuar como se ha 
descrito en el documento WO 2012/085101, por ejemplo, antes de la cirugía del tumor primario. En este caso, el 
agente preferentemente se administra a un sujeto humano en una dosis de aproximadamente 1-10 x 105, 
preferentemente aproximadamente 2-8 x 105 células. El agente se administra preferentemente como una única dosis, 
por ejemplo, mediante inyección. Es preferido la inyección subcutánea. Además es preferido administrar el agente sin 30
adyuvante.

Asimismo, la invención se describe más detalladamente por las siguientes Figuras y Ejemplos 1-3.

El agente inmunoterapéutico "rBCG" usado en estos ejemplos es M. bovis (BCG) Danish subtipo Prague recombinante 35
con una secuencia de ureC inactivada (ΔUrec) y sin gen marcador de selección funcional el cual expresa una proteína 
de fusión Ag85B/Hly como se muestra en la SEQ ID NO:2 (Hly+).

Ejemplo 1 Estudio de toxicidad de dosis única de BCG recombinante (rBCG) en ratas después de la 
instilación intravesicular40
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En conclusión, no se notaron signos de toxicidad para los animales tratados con el producto de ensayo, el producto 
de referencia o el diluyente. No hubo diferencias en la propagación sistémica de micobacterias en sangre y órganos 
entre rBCG y BCG medac para el tratamiento por instilación intravesical. No se notaron recuentos de UFC 5
relacionados con el producto de ensayo para los órganos examinados y la sangre de los animales tratados una vez 
con una instilación intravesical de rBCG en comparación con los animales de control. En particular, no se notaron en 
absoluto recuentos de UFC para la vejiga urinaria 4 semanas después de la instilación del producto de ensayo, que 
indica un aclaramiento rápido de las micobacterias administradas desde el sitio de instilación.

10
La inmunohistoquímica para la subtipificación del linfocito en el tejido de vejiga urinaria reveló la más alta incidencia 
de la infiltración linfocítica focal y multifocal con células CD4 y CD8 positivas en los grupos 2 y 3 tratados una vez con 
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2x106 o 2x108 UFC de rBCG/animal por instilación intravesical, mientras que los animales de los grupos 1 (control), 
4 y 5 expresaron linfocitos CD4 y CD8 positivos únicamente como niveles de infiltrado de célula individual (infiltración 
difusa). Casi todos los animales (12 de 13) de los grupos 1 (control), 4 y 5 expresaron linfocitos CD4 y CD8 positivos 
únicamente como niveles de infiltrado de célula individual (infiltración difusa). Por el contrario, casi todos los animales 
(9 de 10) de los grupos 2 y 3 contenían linfocitos CD4 y CD8 positivos en infiltrados de linfocito focales o multifocales 5
además de la infiltración difusa. La Figura 1A muestra la infiltración linfocítica focal o multifocal después de la 
administración de rBCG. La Figura 1B muestra únicamente la infiltración difusa y singular después de la administración 
de BCG medac (aumento 200x).

Ejemplo 2 Estudio de toxicidad de dosis repetida de BCG recombinante (rBCG) en ratas después de la 10
instilación intravesicular

2.1 Desarrollo del estudio

15

2.2. Resultados
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En conclusión, no se notaron signos de toxicidad para los animales tratados con el producto de ensayo, el producto 
de referencia o el diluyente. No hubo diferencias en la propagación sistémica de micobacterias en sangre y órganos 
entre rBCG y BCG medac para el tratamiento por instilación intravesical. No se notaron recuentos de UFC 
relacionados con el producto de ensayo para los órganos examinados y la sangre de los animales tratados seis veces 5
con una instilación intravesical de rBCG en comparación con los animales de control. En particular, no se notaron en 
absoluto recuentos de UFC para la vejiga urinaria 4 semanas después de la última instilación del producto de ensayo, 
que indica un aclaramiento rápido de las micobacterias administradas desde el sitio de instilación.

La inmunohistoquímica para la subtipificación del linfocito en el tejido de vejiga urinaria reveló la más alta incidencia 10
de la infiltración linfocítica multifocal con células CD4 y CD8 positivas en el grupo 2 tratado con 2x106 UFC de 
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rBCG/animal por 6 instilaciones intravesicales, seguido del grupo 3 tratado con 2x108 UFC de rBCG/animal por 6 
instilaciones intravesicales, mientras que los animales de los grupos 1 (control), 4 y 5 expresaron linfocitos CD4 y CD8 
positivos únicamente como niveles de infiltrado de célula individual (infiltración difusa). La Figura 2A muestra la 
infiltración linfocítica focal o multifocal después de la administración de rBCG. La Figura 2B muestra únicamente la 
infiltración difusa y singular después de la administración de BCG medac (aumento 200x).5

Ejemplo 3 Ensayo clínico abierto en fase I/II que evalúa la seguridad y la eficacia de la instilación 
intravesical de BCG (rBCG) recombinante en pacientes humanos con cáncer de vejiga no 
músculo invasivo recurrente después de la terapia con BCG estándar

10
3.1 Protocolo clínico

El BCG recombinante (como se ha definido anteriormente) actualmente se aplica en clínicas como parte de un ensayo 
clínico en Fase I/II mediante instilación dentro de la vejiga. El ensayo clínico en fase I/II se dirige a la evaluación de la 
seguridad y la eficacia de la instilación intravesical de rBCG en pacientes humanos con cáncer de vejiga no músculo 15
invasivo recurrente después de terapia con BCG estándar. rBCG se administra dentro de la vejiga en 15 instilaciones 
semanales (fase de inducción: instilación 1-6, mantenimiento 3 meses: instilación 7-9, mantenimiento 6 meses: 
instilación 10-12, mantenimiento 12 meses: instilación 13-15).

El criterio de evaluación principal de la fase I es la toxicidad limitante de la dosis (TLD) de instilaciones de rBCG 20
intravesicales en pacientes con recurrencia después de terapia con BCG estándar en cáncer de vejiga no músculo 
invasivo. El periodo de TLD corresponde a 3 instilaciones más 1 semana y cubre toxicidades agudas inducidas por el 
tratamiento. Los pacientes se tratan en dos cohortes de tres, siguiendo las reglas de un diseño 3 + 3 (reglas de 
reducción gradual de la dosis: si los pacientes tratados a nivel de dosis 1 muestran signos de TLD, la dosis de rBCG 
instilado se reducirá a nivel -1, que es 10 veces menor que el nivel 1).25

Los niveles de dosis son los siguientes:

• Nivel de dosis 1: 1 - 19,2 x 108 UFC de rBCG
• Nivel de dosis -1: 1 - 19,2 x 107 UFC de rBCG30

3.2 Estados actuales

El ensayo clínico actualmente está reclutando pacientes en sitios de ensayo en Suiza (Basel, Ginebra, Chur, Bern, 
Bellinzona, St. Gallen) dentro del marco de la Fase I.35

El periodo de TLD para los primeros tres pacientes (cohorte 1) se completaron el 23 de Febrero de 2016. Los datos 
de seguridad, entre los que se incluyen los datos de TLD, de esta cohorte han sido recogidos por el patrocinador y 
administrados al "Independent Safety Data Committee" (ISDC). Puesto que no se han observado TLD, se permitió que 
los siguientes tres pacientes (segunda cohorte) se inscribieran simultáneamente y la dosis de BCG recombinante se 40
mantuvo a nivel de dosis 1. Se recibió una aprobación del ISDC y el patrocinador informó sobre esto a todos los 
pacientes implicados en el ensayo el 9 de marzo de 2016. Además, no se ha observado recurrencia del tumor en esta 
cohorte de pacientes en el momento de la evaluación.

Actualmente está en curso el reclutamiento de la segunda cohorte, con el primer paciente ya inscrito en esta cohorte.45

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Vakzine Projekt Management GmbH
50

<120> Micobacteria recombinante como agente inmunoterapéutico para el tratamiento de cáncer.

<130> 60182P EP

<160> 255

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1
<211> 188160
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente65
<222> 1..1881
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<223> /mol_tipo="ADN" /nota="molécula de ácido nucleico recombinante" /organismo="Secuencia artificial"

<220>
<221> fuente
<222> 1..18815
<223> /mol_tipo="ADN" /nota="CDS que comprende un dominio fagolisosomal (211-1722nt) y un codón de parada 
(1879-1881)" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 1
10
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<210> 2
<211> 626
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> FUENTE
<222> 1..62610
<223> /mol_tipo="proteína" /nota="CORRESPONDIENTE SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS DE LA SEQ ID NO: 
1" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 2
15
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de BCG Mycobacterium bovis recombinante deficiente en ureasa de la cepa Danish subtipo Prague que 
comprende una molécula de ácido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de fusión que comprende:
(a) un dominio capaz de suscitar una respuesta inmunitaria que comprende la secuencia de aminoácidos desde el 5
aa.41 hasta el aa.51 en la SEQ ID NO:2, y
(b) un dominio de escape fagolisosomal de Listeria codificado por una molécula de ácido nucleico seleccionada de
(i) una secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 211-1722 como se muestra en la SEQ ID NO:1,
(ii) una secuencia de nucleótidos que codifica la misma secuencia de aminoácidos que la secuencia de (i), y
(iii) una secuencia de nucleótidos que hibrida bajo condiciones rigurosas con la secuencia de (i) o (ii)10
para su uso en un sujeto humano como agente inmunoterapéutico en el tratamiento de carcinoma de vejiga, en el que 
el tratamiento comprende la administración local del agente inmunoterapéutico por instilación vesicular en la vejiga 
urinaria, particularmente después de la cirugía.

2. La célula para su uso de la reivindicación 1, en la que la molécula de ácido nucleico recombinante no comprende 15
ningún marcador de selección funcional.

3. La célula para su uso de la reivindicación 1 o 2, en la que el carcinoma de vejiga es carcinoma de vejiga no invasivo, 
en particular carcinoma in situ (Tcis), carcinoma papilar no invasivo (Ta), o un tumor que invade el tejido conectivo 
subepitelial (T1).20

4. La célula para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para el tratamiento de pacientes con carcinoma 
de vejiga recién diagnosticado o recurrente que no han sido previamente tratados con BCG estándar.

5. La célula para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para el tratamiento de pacientes con carcinoma 25
de vejiga recurrente que han sido previamente tratados con BCG estándar.

6. La célula para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el agente inmunoterapéutico se 
administra dentro de la vejiga según un calendario que implica instilaciones semanales durante (i) una fase de 
inducción con, por ejemplo, 6 instilaciones semanales, una primera fase de mantenimiento después de 30
aproximadamente 3 meses con, por ejemplo, 3 instilaciones semanales, una segunda fase de mantenimiento después 
de aproximadamente 6 meses con, por ejemplo, 3 instilaciones y una tercera fase de mantenimiento después de 
aproximadamente 12 meses con, por ejemplo, 3 instilaciones.

7. La célula para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el agente inmunoterapéutico, se usa 35
a una dosis de aproximadamente 106 a 1010 UFC por administración.

8. La célula para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la inmunoterapia se combina con una 
administración no específica a sitio tumoral de la célula de Mycobacterium bovis recombinante.

40
9. La célula para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para obtener infiltración linfocítica focal y/o 
multifocal en el sitio de administración, en particular para obtener infiltración de tejido focal y/o multifocal con linfocitos 
T CD4 y CD8.

45
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