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DESCRIPCION

Composicién inmunoestimuladora y procedimiento.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones y a procedimientos para estimular respuestas inmunitarias celula-
res especificas in vivo. Mds especificamente, la invencion se refiere a la eliminacion de células tumorales por linfocitos
T citotoxicos (CTL) activados in vivo o in vitro por exposicion a células presentadoras de antigeno expuestas a un com-
plejo polipeptidico inmunoestimulador.

Antecedentes de la invencion

La respuesta inmunitaria del sistema inmunitario de los mamiferos se divide en dos tipos generales: inmunidad
humoral, mediada en gran medida por los anticuerpos de la circulacién, y la inmunidad celular mediada por diferen-
tes formas de células T. Los antigenos extracelulares estimulan una respuesta humoral, mientras que los antigenos
intracelulares tales como los virus, estimulan una respuesta celular.

La respuesta inmunitaria celular a las células infectadas por virus y células tumorales es mediada en gran medida
por linfocitos T citotéxicos (T, o CTL), cuando reconocen antigenos extrafios unidos a la superficie de la célula
hospedante como parte del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), y més en particular, una forma comtn
del MHC conocido como MHC de clase I. A diferencia de esto, los antigenos derivados de patégenos no viricos
(bacterias, hongos) en general se expresan como parte de un complejo MHC de clase II. Una subpoblacién diferente de
células T efectoras (células de inmunidad mediada por células; IMC) libera citocinas que activan la célula hospedante
para destruir dichos patégenos.

En sistemas experimentales, los CTL especificos de tumor-antigeno son el mecanismo inmunolégico més poderoso
para eliminar los tumores. Los CTL se pueden inducir in vivo con vacunas o se pueden generar in vitro y después volver
a infundir en el organismo portador del tumor. La induccién in vivo de los CTL tipicamente se logra por inmunizacién
con virus vivos o células (Tanaka, y col., J. Immunol., (1991), J47, 3646-52, Wang, y col., J. Immunol., (1995), 4685-
4692, Torre-Amione, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., (1990), 87, 1486-90).

Excepto para algunas proteinas viricas especiales tales como el antigeno T grande de SV-40 y el antigeno de
superficie de la hepatitis B, la inyeccién de proteinas aisladas o solubles no dan como resultado la induccién de los
CTL (Schirmbeck, y col., Eur. J. Immunol., (1993), 23,1528-34). Los CTL son inducidos cuando una proteina entra en
la ruta de clase I del procesamiento de antigenos. Para entrar en esta ruta, la proteina debe estar presente en el citosol
de las APC. Se degrada en péptidos que después son transportados al reticulo endoplasmatico, donde se asocian con
moléculas HLA nacientes de clase 1. Estos péptidos después se presentan juntos con las moléculas de clase I sobre la
superficie celular y pueden servir como un inductor y objetivo de los CTL especificos de antigenos restringidos por
la clase I. Desde el punto de vista fisiolégico, sélo entran en esta ruta las proteinas que las APC sintetizan de forma
enddgena.

Los vehiculos de suministro no celular para proteinas, tales como los liposomas sensibles al pH, pueden superar el
requisito de la sintesis endogena in vivo (Nair, y col., J. Exp. Med., (1992). 175, 609-12, Nair, y col., J. Virol. (1993),
67, 4062-9); sin embargo, estos tratamientos también son bastante toxicos para las células objetivo.

No se ha descrito la induccién de CTL primarios restringidos por HLA de clase I en proteinas puras solubles in
vitro. La herramienta mds comun para la induccién ex vivo de los CTL primarios son péptidos sintéticos pequefios
(oligémero de longitud 8-11) (Stauss, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1992), 89, 7871-5, Carbone, y col., J. Exp.
Med. (1988), 167, 1767-79). Estos péptidos sintéticos se asocian con moléculas de clase I en la superficie celular sin
los requisitos del procesamiento endégeno. Cuando se presentan en la superficie de una APC adecuada (tal como una
célula dendritica) entonces pueden inducir una respuesta de CTL primarios. Sin embargo, con frecuencia estos CTL
no protegen frente a la estimulacidn con patégenos que sintetizan de forma endégena la proteina de la cual derivé el
péptido debido a su baja avidez por el receptor de células T (Speiser, y col., J. Immunol. (1992), 149, 972-80) y porque
inducen reactividad con un solo epitopo del antigeno objetivo.

GM-CSF es una citocina que tiene funcién pleiotrépica tanto en la hematopoyesis como en inmunologia. Se ha
mostrado que GM-CSF promueve la diferenciacién y supervivencia de células dendriticas. GM-CSF se puede usar
como un adyuvante sistémico (Jones, y col., Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. (1994), 13, S47-53).

Es bien conocido que la inmunizacién con proteinas solubles puede dar como resultado una respuesta de anticuer-
pos significativa. Sin embargo, puesto que la presentacion de antigeno restringida por la clase II o la estimulacion de
células B directa son responsables de este efecto, la induccién de anticuerpos no tiene un valor de prediccién para
estimular la induccién de CTL mediada por la clase I. La mayorfa de las proteinas que inducen anticuerpos in vivo no
pueden inducir CTL.

Se ha mostrado que las proteinas de fusion GM-CSF inducen respuestas de anticuerpos in vivo en un modelo
de linfoma en ratén (Levy, R. and Tao, M.-H. (1993) Nature 362:755-758; Chen, y col., J. Immunol. (1995), 3105-
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3117). En este estudio se encontrd que el idiotipo tumoral fusionado con GM-CSF era superior a la mezcla de ambas
moléculas y a otros adyuvantes convencionales para la induccién de respuestas de anticuerpos. A diferencia de otros
tumores s6lidos, se cree que las respuestas de anticuerpos son el mecanismo efector para la proteccién tumoral y para
la terapia tumoral en el linfoma.

Ademais, la induccion in vitro de inmunidad en general es mucho mds dificil de lograr tanto para las respuestas
celulares como humorales. Por ejemplo, los fibroblastos transfectados con antigeno virico inducen CTL restringidos
por la clase I in vivo en ratones, pero no lo hacen in vitro (Kiindig, y col., Science (1995), 268, 1343-1347). Por lo
tanto, un estudio de induccién de anticuerpos con proteinas de fusion GM-CSF in vivo no implica ninguna de sus
utilidades in vitro, y en particular tiene poco valor de prediccién de la induccién de CTL in vitro o in vivo.

Otros procedimientos que se han usado para la induccién in vitro de CTL derivados de proteinas primarias son el
choque osmético de células dendriticas y el uso de liposomas sensibles al pH (Nair, y col., J. Exp. Med. (1992), 175,
609-12). Sin embargo, dichos procedimientos han demostrado ser inherentemente ineficaces y téxicos para las APC,
porque alteran las membranas celulares mediante fuerza fisica y quimica con el fin de liberar el antigeno proteinico al
citoplasma.

Estas limitaciones se superan por el descubrimiento que abarca la presente invencién. El descubrimiento de la
presente invencidn es que se puede estimular una respuesta de células T, y especificamente una respuesta de células
T mediada por el MHC de clase I, mediante una proteina aislada o soluble, cuando se presenta al sistema inmunitario
como parte de un complejo con la proteina de unién a las células dendriticas GM-CSF. El descubrimiento adicional
de la presente invencion es que dicha respuesta se puede estimular in vitro. Como se ha discutido antes, no se ha
demostrado previamente la estimulacidn in vitro de dicha respuesta usando un antigeno soluble de longitud completa.
La presente invencién proporciona la induccién de proteinas aisladas o solubles de inmunidad celular in vitro, presen-
tando un antigeno especifico a una célula presentadora de antigeno (APC), tal como una célula dendritica, como parte
de una proteina de fusién inmundégena.

Un aspecto importante de la presente invencion es la eleccién de la proteina pareja para la fusién: la proteina
de unién a células dendriticas, tal como la proteina estimuladora de la colonia de macréfagos y granulocitos (GM-
CSF). Sin basarse en ninguna teoria mecanistica en particular, se cree que el antigeno proteico es transportado por la
membrana plasmaética de la APC de una forma en la que no haya alteracién y mediada por el receptor. Se cree ademas
que la parte de la proteina de fusién que se une a la célula dendritica sirve para preservar la viabilidad y funcionalidad
de la APC.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a la eleccion del antigeno objetivo. Aunque se ha mostrado que
varios antigenos relacionados con tumores sirven como objetivos para la inmunidad mediada por células T in vivo, no
se ha demostrado la induccién in vitro por antigenos polipeptidicos solubles aislados. (Fisk, y col., J. Exp. Med. (1995),
181, 2109-2117). En los experimentos llevados a cabo para apoyar la presente invencién, ahora se ha demostrado que
un antigeno tumoral especifico de tejido, caracterizado dicho antigeno tumoral especifico de tejido porque (i) incluye
antigenos que son comunes para un tipo especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que son especificos sélo para un
tumor individual, y un producto oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53, pueden
convertirse en dichos objetivos sensibilizando CTL con derivados de fusién de GM-CSF in vitro.

Resumen de la invencion

En un aspecto, la invencion se dirige a una composicion terapéutica para estimular una respuesta inmunitaria
celular. La composicion es una célula presentadora de antigeno potente estimulada y aislada, tal como una célula
dendritica activada, que es capaz de activar células T para producir una respuesta inmunitaria celular multivalente
contra un antigeno seleccionado. En general, la respuesta de células T medida es sustancialmente mayor que una
respuesta de células T producida por dichas células presentadoras de antigeno potentes estimuladas solo por el antigeno
seleccionado. En una realizacion preferida de la invencidn, la célula presentadora de antl’geno potente se estimula por
exposicion de la célula in vitro a un complejo polipéptido que consta de proteina de unién a células dendriticas, GM-
CSF, y un antigeno tumoral especifico de tejido, caracterizado dicho antigeno tumoral especifico de tejido porque (i)
incluye antigenos que son comunes para un tipo especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que son especificos s6lo
para un tumor individual, y un producto oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53.

En otra realizacién preferida, la proteina de unién a células dendriticas que forma parte del complejo polipeptidico
inmunoestimulador es GM-CSF. En otra realizacion preferida, el antigeno polipeptidico que forma parte del complejo
es el antigeno especifico de tumor la fosfatasa dcida prostatica. En otras realizaciones preferidas mds, el antigeno poli-
peptidico puede ser cualquiera de los antigenos peptidicos productos oncogénicos Her2, p21RAS y p53. El complejo
polipeptidico también puede contener, entre la proteina de unién a células dendriticas y el antigeno polipeptidico, un
péptido conector.

En un aspecto relacionado, la invencién incluye un procedimiento para activar una célula presentadora de antigeno
aislada in vitro. De acuerdo con el procedimiento, la activacién incluye poner en contacto una célula presentadora de
antigeno aislada con un complejo polipeptidico. El complejo polipeptidico usado en este procedimiento es como se
ha descrito antes; es decir, consiste esencialmente en proteina de union a células dendriticas GM-CSF covalentemente
unida a un antigeno tumoral especifico de tejido, caracterizado dicho antigeno tumoral especifico de tejido porque (i)
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incluye antigenos que son comunes para un tipo especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que son especificos s6lo
para un tumor individual, y un producto oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53.
De acuerdo con el procedimiento, la célula presentadora de antigeno activada es eficaz para activar una célula T para
producir una respuesta inmunitaria celular multivalente que es sustancialmente mayor que la producida por células
presentadoras de antigeno en contacto con el antigeno polipeptidico seleccionado solo. En una realizacién preferida,
la célula presentadora de antigeno es una célula dendritica, aislada, como se describe en este documento.

En otro aspecto relacionado mas, la invencién incluye un procedimiento para inducir una respuesta de células T
citotéxicas en un sujeto vertebrado. De acuerdo con este aspecto de la invencién, una célula dendritica aislada se
pone en contacto con un complejo polipeptidico inmunoestimulador de acuerdo con cualquiera de las realizaciones
descritas antes, durante un periodo de tiempo eficaz para activar la célula presentadora de antigeno. Después la célula
presentadora de antigeno se inyecta en el sujeto mamifero. En una realizacién preferida, la célula presentadora de
antigeno que se activa e inyecta es una célula dendritica.

En otros aspectos relacionados, la invencién también incluye complejos polipeptidicos formados como se ha des-
crito antes. Como se ha descrito antes, dichos complejos polipeptidicos se forman preferiblemente a partir de la
proteina de unién a células dendriticas GM-CSF covalentemente unida a un antigeno tumoral especifico de tejido,
caracterizado dicho antigeno tumoral especifico de tejido porque (i) incluye antigenos que son comunes para un ti-
po especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que son especificos s6lo para un tumor individual, y un producto
oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53.

En otros aspectos relacionados, la invencién también incluye vectores de expresion y sistemas de expresion para
producir las proteinas de fusién inmunoestimuladoras descritas antes, asi como moléculas de acido nucleico sustan-
cialmente purificadas que codifican dichas proteinas de fusién. En realizaciones preferidas, las moléculas de acido
nucleico codifican proteinas de fusién constituidas esencialmente por GM-CSF y fosfatasa acida prostatica o GM-
CSF y Her2.

Breve descripcion de las figuras

la fig. 1 muestra la secuencia del 4cido nucleico (ID SEC N° 1) y de aminodcidos deducida (ID SEC N°: 2)
de la proteina de fusion PAP-GM-CSF que tiene como conector peptidico gly-ser que resulta del conector Bam HI
(subrayado);

la fig. 2 muestra la secuencia de aminodcidos de la proteina de fusién Fosfatasa dcida prostdtica humana/GM-
CSF humano, con la secuencia sefial de PAP no presente en la proteina madura mostrada con letras minusculas, los
potenciales sitios de N-glicosilaciéon marcados “C”, y los potenciales puentes disulfuros marcados “S-S”;

las fig. 3A y 3B muestran representaciones esquemadticas de los vectores de expresiéon para PAP-GM pCEP4
PAPGM (3A) y PAPHGM-BAC (3B) usados en lineas de células de mamiferos (293 células) y de insectos (SF21),
respectivamente;

la fig. 4 muestra una grafica de la bioactividad de GM-CSF de mamifero y las proteinas de fusién PAP-GM-CSF
derivadas de baculovirus;

la fig. 5 muestra una grafica de la bioactividad de la fosfatasa dcida de las proteinas de fusién PAP-GM-CSF;

la fig. 6 muestra una gréfica de lisis de células de carcinoma prostético por CTL sensibilizados para PAP-GM-CSF
y estimulados con células presentadoras de antigeno pulsadas con PAP-GM-CSF;

la fig. 7 muestra una gréfica de barras que representa el bloqueo por el anticuerpo bloqueador de HLA de clase |
de la lisis de las células de carcinoma de préstata por los CTL sensibilizados para PAP-GM-CSF;

la fig. 8 muestra las secuencias de acido nucleico (ID SEC N°: 3) y aminoacidos (ID SEC N°:4) de una proteina de
fusiéon GM-CSF-Her2 de acuerdo con la presente invencion;

la fig. 9 muestra la valoracién de la actividad de GM-CSF en liquidos sobrenadantes de cultivos en bruto de células
de insectos baculovirus (BVIC) de cultivos de Sf21 infectadas con PAP de rata o PAP de rata-GM-CSF de ratén
comparado con GM-CSF de ratén recombinante y la respuesta proliferativa resultante de la linea celular dependiente
de GM-CSF GM-NFS-60;

la fig. 10 muestra un esquema de inmunizacidn de ratas COP con células dendriticas purificadas pulsadas con PAP
de rata-GM-CSF de rata;

la fig. 11 muestra la secuencia del 4cido nucleico y de proteina deducida del gen de fusién p53-GM-CSF, en el que
el conector Xba I que codifica la serina y arginina estd recuadrado; y

la fig. 12 muestra la secuencia de aminodcidos de la proteina de fusiéon p53-GM-CSF con el conector de serina-
arginina sintético impreso en negrita y subrayado.
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Descripcion detallada de la invencion
L. Definiciones

Tal como se usa en este documento, la expresion “antigeno especifico de tejido” se refiere a un antigeno que es
caracteristico de un tipo de tejido, incluidos tejidos tumorales especificos. Un ejemplo de un antigeno especifico de
tejido expresado por un tejido tumoral es el antigeno fosfatasa dcida prostdtica, que estd presente en mas del 90% de
todos los tumores de préstata. A modo de contraste, los linfomas de células B producen antigenos de inmunoglobulinas
que son particulares para el tumor individual. Dichos antigenos tumorales particulares no se considera que estén dentro
de la definicion de la expresion “antigeno especifico de tejido™.

La expresion “producto oncogénico” se refiere a cualesquiera productos de oncogenes que incluyen Her2, p21RAS
y p53.

“Células presentadoras de antigeno” (APC) son células que son capaces de activar células T, e incluyen, pero no
se limitan, algunos macréfagos, células B y células dendriticas.

Las “células presentadoras de antigeno potentes (PAP)” son células que, después de ser pulsadas con un antigeno,
pueden activar los linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8* nativos en una respuesta inmunitaria primaria.

La expresion “célula dendritica” se refiere a cualquier miembro de una poblacién diversa de tipos de células mor-
folégicamente similares encontradas en tejidos linfoides y no linfoides. Estas células se caracterizan por su diferente
morfologia, altos niveles de expresion de MHC de clase II de superficie (Steinman y col., Ann. Rev. Immunol., 9:271
(1991); incorporado en este documento por referencia para la descripcion de dichas células). Estas células se pue-
den aislar de una serie de fuentes de tejidos, y de forma conveniente de sangre periférica, como se describe en este
documento.

La expresion “proteina de unién a células dendriticas” se refiere a GM-CSF.
II. Complejos polipeptidicos inmunoestimuladores
A. Seleccion de los componentes del complejo polipeptidico

Un polipéptido inmunégeno formado de acuerdo con la presente invencion, en general se caracteriza como un
antigeno tumoral especifico de tejido, caracterizado dicho antigeno tumoral especifico de tejido porque (i) incluye
antigenos que son comunes para un tipo especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que son especificos sélo para un
tumor individual, y un producto oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53, que estd
unido covalentemente a la proteina de unién a células dendriticas GM-CSF.

1. Antigenos polipeptidicos

Como se ha expuesto antes, los antigenos polipeptidicos aislados en general no estimulan la activacién de células T
in vivo o in vitro. El descubrimiento de la presente invencidn es que algunos tipos de antigenos polipeptidicos, cuando
se acoplan a la proteina de unién a células dendriticas GM-CSF estimulan la activacién de células T.

La presente invencidn identifica como particularmente util para esta capacidad, (1) a los antigenos tumorales es-
pecificos de tejidos y (2) a los antigenos peptidicos productos oncogénicos seleccionados del grupo constituido por
Her-2, p21RAS y p53. En el contexto de la presente invencidn, la expresion “antigenos tumorales especificos de te-
jido” se refiere a antigenos que son comunes de tipos especificos de tumores. A modo de contraste, los antigenos
que son especificos para un tumor individual particular, tal como el antigeno idiotipo asociado a tumor de linfoma de
células B, se distinguen de los antigenos tumorales especificos de tejido en que tienen un epitopo caracteristico que
varia de un individuo a otro. Dichos antigenos son menos ttiles en el contexto de la presente invencion, puesto que
un reactivo inmunoestimulador hay que disefiarlo para el tumor individual, y por consiguiente no forman parte de la
invencion.

Los tumores malignos expresan una serie de proteinas que pueden servir como antigenos objetivo para un ataque
inmunitario. Estas moléculas incluyen, pero no se limitan, antigenos especificos de tejido tales como MART-1, tiro-
sinasa y GP 100 en melanoma y fosfatasa 4cida prostatica (PAP) y antigeno prostético especifico (PSA) en el cancer
de prostata. Otras moléculas objetivo pertenecen al grupo de moléculas relacionadas con transformacién tales como el
oncogén HER-2/Neu/ErbB-2. Algunos de estos antigenos (CEA, HER-2, CD19, CD20, idiotipo) se han usado como
objetivos para inmunoterapia pasiva con anticuerpos monoclonales con éxito limitado.

Asi, los ejemplos de antigenos tumorales especificos de tejido incluyen, pero no se limitan, fosfatasa dcida prostéd-
tica (PAP; asociada con tumores prostéticos), Melan-A/MART-1 (asociado con melanoma; Coulie y col., 1994, J. Exp.
Med. 180:35. Hawakami y col., 1994, PNAS 91:3515, Bakker y col., 1994, J. Exp. Med. 122:1005), tirosinasa/albino
(asociado con melanoma; Kawakami y col., 1994, J. Exp. Med.). CD19, CD20 y CD37 (asociado con linfoma).
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Igualmente, se pueden incorporar antigenos peptidicos productos oncogénicos seleccionados del grupo constituido
por Her-2, p21RAS y p53, en complejos polipeptidicos de la presente invencién como reactivos que en general se
pueden usar para estimular respuestas de células T eficaces para reaccionar con tumores que llevan dichos antigenos.

Los antigenos polipeptidicos tales como los descritos antes, se pueden aislar, sintetizar o expresar de forma re-
combinante de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. En la mayoria de los casos, se han identificado
secuencias de ADN codificadoras para estas moléculas. Dichos antigenos aislados pueden formar complejo quimica-
mente con la proteina de unién a células dendriticas, GM-CSF, como se discute a continuacidn, o se pueden producir
de forma recombinante construcciones de proteinas de fusion, de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la
técnica.

Como ejemplo de lo anterior, la fosfatasa dcida prostatica (PAP) es la isozima especifica de la préstata de la enzima
ubicua fosfatasa dcida. La PAP es una molécula secretada que se ha identificado como un marcador tumoral del suero
que es especifica para el cancer de prostata. (Vihko, y col., FEBS Lett. (1988), 236, 275-281, Solin, y col., Biochem.
Biophys. Acta (1990), 1048, 72-77). No hay pruebas en la bibliograffa de que la PAP por si misma pueda servir como
inductora y objetivo para los CTL. Como se demuestra a continuacion, la presente invencién muestra que la PAP puede
servir tanto como inductora de CTL como un objetivo en las células de cdncer de préstata, cuando se combina con la
proteina de unidn a células dendriticas GM-CSF y se usa para estimular células presentadoras de antigeno (ilustradas
por células dendriticas) que después se usan para sensibilizar CTL.

2. Proteinas de union a células dendriticas

El segundo componente del complejo polipeptidico de la presente invencidn es la proteina de unién a células
dendriticas GM-CSF. Como se ha mencionado antes, sin basarse en ninguna teoria mecanistica en particular, se cree
que la presencia de dicha molécula en el complejo covalente con un antigeno proteico facilita el transporte del antigeno
por la membrana plasmadtica de la célula presentadora de antigeno, y mds en particular, la célula dendritica, de un modo
mediado por receptor y que no produce alteracion. Ademads se cree que la parte de unién a células dendriticas de la
proteina de fusidn sirve para conservar la viabilidad y funcionalidad de la APC.

La proteina de unién a células dendriticas es el factor estimulador de la colonia de macréfagos y granulocitos
(GM-CSF). Esta glicoproteina, que tiene un peso molecular aparente de aproximadamente 23-33.000 por SDS-PAGE,
es una citocina que tiene funcidn pleiotrépica tanto en la hematopoyesis como en inmunologia. EIl GM-CSF tanto
humano como murino se sintetizan con una secuencia lider hidréfoba de 17 aminoécidos que se escinde proteolitica-
mente durante la secrecion. Las proteinas maduras tienen 127 (humana) o 124 (murina) aminoécidos, y tienen pesos
moleculares del polipéptido central de 14.700 y 14.400 respectivamente, pero comparten s6lo 52% de la identidad de
aminodcidos. Se ha encontrado que el factor tiene una funcidn estimuladora en la diferenciacién y supervivencia de
células dendriticas y es activo tanto en formas glicosiladas como desglicosiladas.

Se ha mostrado que el GM-CSF humano y murino se unen a los sitios de unidn tanto de alta afinidad (K, = 20-
60 pM) como de baja afinidad (Kp = 1-6 nM) en células de monocitos-macréfagos, neutréfilos y linajes celulares de
eosindfilos. Se ha mostrado la competicidon de la unién de otro miembro de los factores estimuladores de colonias
hematopoyéticas, Multi-CSF, cuando la unién se lleva a cabo a 37°. La unién de GM-CSF a receptores de alta afinidad
da como resultado la rdpida internalizacién y degradacién de GM-CSF (Metcalf, D. and Nicola, N.A. (1995) The
Hemopoietic Colony-Stimulating Factors, Cambridge University Press, NY). Estas propiedades se pueden usar para
servir como una guia para la seleccidn de proteinas de unién a células dendriticas adicionales ttiles en la formacién
de complejos polipeptidicos inmunoestimuladores de acuerdo con la presente invencion.

B. Formacion de complejos polipeptidicos

Los complejos polipeptidicos se pueden formar por medios quimicos, tales como por técnicas de acoplamiento
convencionales conocidas en la técnica. Por ejemplo, los péptidos se pueden acoplar usando un agente deshidratante
tal como diciclohexilcarbodiimida (DCCI) para formar un enlace peptidico entre los dos péptidos. Alternativamente,
se pueden formar uniones por grupos sulfhidrilo, grupos amino en épsilon, grupos carboxilo u otros grupos reactivos
presentes en los polipéptidos, usando reactivos disponibles en el comercio. (Pierce Co., Rockford, IL).

Los complejos polipeptidicos también se pueden formar de manera recombinante como proteinas de fusién de
acuerdo con los procedimientos conocidos en la técnica. El ejemplo 1 detalla los procedimientos usados para producir
una proteina de fusion GM-CSF-PAP de acuerdo con la presente invencién. Brevemente, la PAP humana se clon6 de
una linea celular de carcinoma de préstata de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. Se mut6 el codén
de parada en el extremo 3’ de la secuencia, y en su lugar se insert6 un sitio Bam HI, para fusionar el ADNc de PAP al
ADN de GM-CSEF. El ADN de GM-CSF se cloné a partir de una biblioteca CMSP (células mononucleares de sangre
periférica) de acuerdo con procedimientos estdndar. Se inserté un sitio Bam HI en el extremo 5° del ADN, y se insert6
un sitio de clonacién Xbal en el extremo 3’, junto con un codén de parada en el marco. Los ADNc generados por
la PCR se hicieron digerir con las enzimas de restriccion adecuadas y se clonaron en vectores de restriccién para la
transfeccion en lineas celulares especificas de mamifero o insecto. La figura 1 muestra las secuencias de dcido nucleico
y aminodacidos deducida del polipéptido de fusion PAP-GM-CSF que tiene un conector peptidico gly-ser. La figura 2
ilustra ademads la secuencia de la proteina de fusioén con sitios potenciales de glicosilacién indicados como “C” y los
puentes disulfuro probables mostrados como “S-S”. Las figuras 3A y 3B muestran representaciones esquematicas de
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los vectores de expresiéon de PAP-GM-CSF usados para la transfeccion de lineas celulares de mamifero (293) y de
insecto (SF21), respectivamente.

Los vectores de expresion de fusién se usaron para transfectar células COS (expresion transitoria) asi como células
293-EBNA de mamifero (Invitrogen) y células SF21 de insecto (Clontech, Palo Alto, CA). Los productos de proteinas
de fusion se recuperaron de los liquidos sobrenadantes del cultivo tisular, y se purificaron por afinidad por paso por
una columna de inmunoafinidad de anticuerpo monoclonal anti-PAP humano. El andlisis por SDS-PAGE puso de
manifiesto bandas de proteinas que migraban a 75 kD y 64 kD como productos de células de mamifero e insecto,
respectivamente. La banda de 75 kD corresponde a un tamafo que es aproximadamente 19,5 kD mads largo que el
tamaifio predicho de la cadena principal del polipéptido PAP-GM-CSF que es 55,5 kD. Esto se puede explicar por la
presencia de 5 sitios potenciales de N-glicosilacion en la secuencia, cuya glicosilaciéon aumentaria el M, aparente de la
proteina, y estd de acuerdo con el hecho de que las células 293-EBNA contienen maquinaria de glicosilacién humana
completamente funcional. La proteina de fusién derivada de células de insecto era aproximadamente 8,5 kD m4s larga
que la cadena principal del péptido PAP-GM-CSF. Estos datos estdn de acuerdo con los patrones de glicosilacién
conocidos en las células Sf21, de las que se ha publicado que utilizan los sitios de N-glicosilacién, pero que sélo
afiaden hidratos de carbono truncados que tipicamente terminan con la adicién de un solo residuo de manosa.

Se ensayaron las bioactividades de PAP y GM-CSF de las moléculas de fusién en ensayos adecuados, detallados en
el Ejemplo 2. Las proteinas de fusion derivadas de células tanto de insecto como de mamifero presentaban actividad de
GM-CSF, como se puso de manifiesto por su capacidad para mantener el crecimiento de lineas celulares dependientes
de GM-CSF (figura 4). [gualmente, ambos productos presentaban actividad de PAP (figura 5).

Las proteinas de fusién construidas para incorporar antigenos productos oncogénicos se ilustran por la incorpo-
racioén del producto oncogénico Her2. Her2 es un receptor del factor de crecimiento que pertenece a la familia de
receptores EGF-R. Es sobreexpresado por las células de cancer de pecho, las células de cancer de ovario y una varie-
dad de otras células cancerigenas. El ADNc que codifica el dominio extracelular de Her2 se clona a partir de una linea
celular de cancer de pecho y se fusiona al ADNc de GM-CSF, esencialmente como se ha detallado antes para PAP-
GM-CSF. La produccién de la proteina soluble se puede verificar usando anticuerpos monoclonales especificos para
Her2 en un ensayo ELISA, de acuerdo con procedimientos especificos conocidos en la técnica. La proteina de fusién
incluye las secuencias para el dominio extracelular (aminodcidos 1-652) de Her2 (GenBank) y GM-CSF (figura 8).
En esta proteina de fusién particular las dos proteinas estan unidas por un conector de leucina/dcido glutdmico que se
genera por la insercién de un sitio XHO 1.

El gen supresor de tumores celulares p53 se clona y fusiona con GM-CSF, como se describe en el Ejemplo 7. La
secuencia del gen de fusién recombinante se muestra en la figura 11, y la secuencia del polipéptido p53-GM-CSF
producido se muestra en la figura 12. La proteina de fusion p53-GM-CSF se usa para generar inmunidad anti-p53
como se describe para la inducciéon de inmunidad anti-PAP con PAP-GM-CSF en los Ejemplos 3,4 y 6.

Otros antigenos productos oncogénicos seleccionados del grupo constituido por Her-2 y p21RAS se incorporan
de forma similar en proteinas de fusién de acuerdo con los procedimientos descritos en este documento, usando las
secuencias publicadas.

III. Estimulacion de células T

Un aspecto importante de la presente invencion es la utilidad de las construcciones de complejos polipeptidicos
descritos antes en un procedimiento para dirigir la pareja de la proteina antigena a las células presentadoras de antigeno
(APC), tal como el tipo de célula conocido como “célula dendritica”, descrita antes. De acuerdo con la invencion, la
direccién se produce de una forma que da como resultado la entrada en la ruta de clase I del procesamiento de
antigenos. Después las APC se usan para sensibilizar los CTL ex vivo e in vivo, de acuerdo con los procedimientos
discutidos a continuacidn.

Las células dendriticas son APC muy potentes, y son las tinicas APC que pueden sensibilizar CTL nativos. Aunque
los precursores de células dendriticas presentes en la sangre humana pueden recoger antigeno, no funcionan como
APC potentes. Por otra parte, la célula dendritica madura es la APC mds potente, pero no recoge antigeno de forma
espontanea in vitro. En el pasado, era necesario tratar las células dendriticas maduras con fuerza fisica (liposomas,
choque osmético) o recubrirlas con antigenos peptidicos pequefios exdgenos (8-11 aminoacidos de longitud; en general
nonamero) para permitir que actuaran como APC.

La presente invencién permite la introduccién de una proteina afiadida de forma exdgena en la ruta de clase I de
una célula dendritica madura. Dicha induccién se puede realizar in vitro, aislando APC tales como células dendriticas,
“pulsando” o poniéndolas en contacto con el complejo polipeptidico durante un periodo de tiempo prolongado, y
después usando las APC pulsadas para estimular células T autélogas in vitro o in vivo. En este ultimo caso, las APC
pulsadas se administran (aproximadamente 107 células/inyeccién) al sujeto. La respuesta del sujeto se mide siguiendo
la induccién de una respuesta de células T citoliticas, una respuesta de células T auxiliares y respuestas de anticuerpos
frente al antigeno en células mononucleares de sangre periférica por procedimientos conocidos en la técnica. Se pueden
administrar dosis multiples para producir una respuesta adecuada.
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El uso de células dendriticas estimuladas con antigeno de fusién de GM-CSF da resultados superiores a otros
procedimientos, tales como las preparaciones de células dendriticas pulsadas con péptidos. Es decir, mientras que las
células dendriticas pulsadas con péptidos de 8-11 unidades de longitud pueden inducir inmunidad, dicha inmunidad se
dirige a un epitopo tnico de célula T. Las proteinas incorporadas en los liposomas o liberadas en las células dendriticas
por choque osmdtico inducen reactividad frente a epitopos multiples de células T; sin embargo, este procedimiento es
relativamente ineficaz debido a la toxicidad inherente de estos tratamientos para las células dendriticas.

A diferencia de esto, los antigenos de fusién de GM-CSF de la presente invencién inducen inmunidad frente
a epitopos multiples y preserva y potencia al mismo tiempo la viabilidad y funcién de la célula dendritica. En la
practica, se encuentra que las composiciones de la presente invencidn inducen una activacién celular (células T) que
es multivalente y sustancialmente mayor que la producida por un solo antigeno seleccionado.

En experimentos llevados a cabo para apoyar la presente invencion, se usé la proteina de fusidon que consistia en
PAP y GM-CSF descrita en la seccion previa, para la introduccién in vitro en células dendriticas y posterior activacién
de células T citoliticas, como se detalla en el Ejemplo 4. Brevemente, se aislaron CMSP positivas para HLA-A2.1 por
procedimientos estdndar y se sensibilizaron con la proteina de fusién durante 2-5 dias. Se redujeron las células TCD4*
de la mezcla celular, se separ6 en fracciones de alta y baja densidad, y los cultivos separados se volvieron a estimular
semanalmente con APC pulsadas con PAP-GM-CSF aut6logo. Se evalud el potencial litico de las células T presente
en las fracciones usando un ensayo de liberacion de cromo estdndar usando una linea celular de carcinoma de prdstata
transgénico HLA-A2.1 como objetivo. Esta nueva linea celular se construyé de acuerdo con los procedimientos deta-
llados en el Ejemplo 3 de este documento y es ttil para seleccionar y analizar linfocitos T citotdxicos restringidos por
HLA de clase I.

Los resultados de los ensayos de lisis se presentan en la figura 6. Como se muestra, de los cuatro cultivos de
células T diferentes ensayados, tres presentaban sustancial citotoxicidad dependiente de la dosis frente al objetivo del
carcinoma de proéstata. El nivel de citotoxicidad mds alto lo alcanzaron las células que se fraccionaron en la fraccién
de sedimento de alta densidad el dia 5 (circulos blancos, dia 5 P). Las células de alta (cuadrados blancos dia 2 P)
y baja (cuadrados negros, dia 2 IF) sensibilizadas durante 2 dfas mostraron una potencia pricticamente igual. Los
cultivos celulares obtenidos a partir de la fraccién de la interfase de baja densidad el dia 5 (circulos negros, dia 5 IF)
presentaron poca o no presentaron citotoxicidad.

La figura 7 muestra que la citolisis especifica de tumor se redujo sustancialmente en presencia del anticuerpo de
bloqueo especifico de HLA de clase I W6/32 con una relacién de efector:objetivo (E/O) de 10:1 y se es eliminada
completamente por el anticuerpo con una relacién E/O de 3,3/1. El anticuerpo de control CA 141 no redujo la muerte
mediada por células T. Estos experimentos demuestran que la interaccién con la célula objetivo es mediada por el
receptor de células T clésico/ ruta especifica de antigeno restringido por HLA de clase I.

Los resultados anteriores demuestran la eficacia de los complejos de polipéptido de fusion formados de acuerdo
con la presente invencion, para estimular las respuestas de células T in vitro. Estas respuestas se pueden comparar con
las estimuladas por el antigeno solo (en ausencia de la proteina de unién a células dendriticas). Ademads, su caracter
multivalente se puede ensayar por procedimientos estdndar.

IV. Aplicaciones terapéuticas
A. Terapia in vitro/ex vivo

La presente invencién proporciona la induccién de protefnas aisladas o solubles de inmunidad celular in vitro
presentando un antigeno especifico a una célula presentadora de antigeno (APC), tal como una célula dendritica,
como parte de una proteina de fusién inmunégena. Como se ha discutido antes dicha induccién en general no se
observa in vitro usando antigenos solubles enteros como materiales de induccién.

En la préictica, las células dendriticas se aislan de un individuo, usando procedimientos conocidos, o preferible-
mente, como se describe en el Ejemplo 5. Las células dendriticas (u otras APC) se mezclan con 10 ng/ml equivalente
de antigeno de fusién de GM-CSF, como se describe en el Ejemplo 4. Después se pueden reducir las células T CD4* de
la preparacion por inmunoadsorcidn en fase sélida y después fraccionar para el enriquecimiento en células que tienen
actividad citolitica. Después se administran dosis de aproximadamente 107 células al sujeto por inyeccién intravenosa
o central de acuerdo con procedimientos establecidos (p. €j., infusién en 30 a 60 minutos). La sensibilidad del sujeto
a este tratamiento se mide por seguimiento de la induccién de una respuesta de células T citoliticas, una respuesta de
células T auxiliares y respuesta de anticuerpo frente al antigeno en células mononucleares de sangre periférica, por
procedimientos conocidos en la técnica.

Ademds del régimen de administracién in vivo directo descrito antes, las células APC se pueden usar, por ejemplo
en terapia somdtica ex vivo, dispositivos implantables in vivo y dispositivos extracorpéreos ex vivo. También se pueden
usar en la seleccion de antigenicidad e inmunogenicidad de epitopos peptidicos de los antigenos especificos de tumor
y virus.
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En algunos casos, puede ser ventajoso usar células obtenidas de un individuo para tratar una afeccién en un segundo
individuo. Por ejemplo, los individuos infectados por el VIH con SIDA a menudo no son capaces de armar respuestas
de células T antiviricas. En dichos casos, los CTL se pueden aislar de individuos sanos con compatibilidad con HLA,
tales como hermanos, estimularlos o sensibilizarlos con DC pulsado con antigeno in vitro, ampliarlos y volverlos a
administrar a los individuos infectados por el VIH.

B. Terapia in vivo

Las composiciones de proteina de fusion descritas en este documento también se pueden administrar directamente
a un individuo como una vacuna, con el fin de estimular las rutas de inmunidad celular del individuo in vivo. Aqui
se administra una dosis de aproximadamente 5 a 200 microgramos/kg de proteina de fusion, preferiblemente los dias
0, 14 y 28, con una dosis de refuerzo opcional a los 6 meses. La respuesta del sujeto se mide por seguimiento de la
induccién de una respuesta de células T citoliticas, una respuesta de células T auxiliares y respuesta de anticuerpo
frente al antigeno en células mononucleares de sangre periférica por procedimientos conocidos en la técnica.

C. Resultados de modelos experimentales de inmunoestimulacion

El Ejemplo 6A proporciona detalles de la construccién de antigenos de fusién y protocolos de inyeccién usados
en un modelo experimental de rata de inmunoestimulacién. Se inyect6 directamente una proteina de fusién compuesta
de PAP de rata y GM-CSF de rata en ratas (estimulacién in vivo) o para estimular células dendriticas de rata para la
posterior inyeccién en ratas (induccién ex vivo). Es necesario usar moléculas y células de rata, puesto que las células
efectoras humanas no funcionan normalmente en otras especies y ademds son antigenas en otras especies, tales como
la rata. Ademds, el antigeno objetivo (PAP) es diferente entre humanos y otras especies, y no se podria esperar que el
GM-CSF humano produjera el mismo tipo de efecto en otras especies. Sin embargo, se entiende que el uso de células
de rata en ratas proporcionara un sistema modelo para el uso de células y proteinas humanas en seres humanos.

Como se detalla en el Ejemplo 6, se preparé fosfatasa dcida prostética de rata (PAP de rata) de forma recombinante
y se fusion6é con GM-CSF de rata. Las células dendriticas de tejido esplénico de rata se pulsaron con PAP de rata-GM-
CSF de rata y se inyectaron en ratas normales. Ademads, se ensayaron sistemas de liberacion alternativos, puesto que
la inmunizacién dirigida a PAP aut6loga no se habfa llevado a cabo previamente, segiin el conocimiento de los autores
de la invencién.

En los estudios llevados a cabo para apoyar la presente invencion y detallados en el Ejemplo 6B, se inmunizaron
ratas con (i) células dendriticas pulsadas con PAP de rata-GM-CSF de rata, (ii) PAP de rata-GM-CSF de rata solo,
o (iii) PAP de rata en adyuvante CFA convencional. Después se examind en los 6rganos de las ratas (préstata mas
seis sistemas de 6rganos principales) la inmunopatologia provocada por la inmunizacién dirigida por PAP autéloga.
De acuerdo con el sistema de modelo de rata, se esperaba que una respuesta inmunitaria satisfactoria diera como
resultado el objetivo inmunitario de los 6rganos que expresaban PAP, y en particular, de la préstata.

Como se muestra en la Tabla 1, los estudios de histopatologia muestran que las inmunizaciones con células den-
driticas pulsadas con PAP de rata-GM-CSF de rata o con proteina de fusiéon PAP de rata-GM-CSF de rata inducen
autoinmunidad especifica de 6rgano que se limita a la préstata. En contraste, la inmunizacién con PAP de rata/proteina
CFA no produce este resultado. Este resultado demuestra que el propio PAP-GM-CSF vy las células dendriticas pul-
sadas con PAP-GM-CSF producen autoinmunidad especifica de antigeno que es significativamente mejor, y que de
hecho no puede producir, el antigeno solo asociado con un adyuvante convencional.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Histopatologia® de organos de ratas inmunes y no inmunes

Rata | Cerebr | Pulmon | Corazd | Higad| Rifidn| Colon| Prostat |Comentarios,
n®' o n o a prostata
1c N N N N N N N N
2C N N N N N N N N
3C N N N N N N N N
ac N N N N N N N N
5T N N N N Iy 3 rostatitis
intersticial
multifocal subaguda
moderada
6T N N N N N N 2 Inflamacién
diseminada leve en
el intersticio
T N N N N N N 1 Trazas de
Inflamacidn
diseminada en el
intersticio
8T N N N N N N 2 Inflamaciodn
multifocal leve en
el intersticio
1CFA ND ND ND ND ND ND N
2 CFA ND ND ND ND ND ND
1PAP ND ND ND ND ND ND 1 Inflamacion
GM linfocitica
multifocal leve en
el intersticio
2 PAP ND ND ND ND ND ND 1 Inflamacioén
GM linfocitica
maltifocal leve en
el intersticio

* Clasificacion de la patologia: ND = no evaluada; N = no hay lesiones significativas; 1 = trazas/leve; 2 = leve;
3 = moderada; 4 = grave.

® Grupos de inmunizacién: los animales 1C, 2C, 3C, 4C eran controles no inmunizados; los animales 5T,
6T, 7T, 8T se inmunizaron con células dendriticas pulsadas con PAP de rata-GM-CSF de rata; los animales
1CFA, 2CFA se inmunizaron con PAP de rata sumergida en CFA; los animales 1 PAP GM, 2 PAP GM se
inmunizaron con PAP de rata-GM-CSF de rata recombinante.

Los siguientes ejemplos ilustran, pero no se pretende que limiten la invencién de ninguna forma.
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Ejemplo 1
Construccion de proteinas de fusion PAP/GM-CSF

Si no se describe lo contrario, los procedimientos de clonacién generales se llevaron a cabo de acuerdo con técnicas
estdndar como describen Sambrook, y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1989).

Se cloné PAP humana de la linea celular de carcinoma de préstata LnCaP.FGC (American Type Culture Collec-
tion, Rockland Maryland; “ATCC”). Se sintetizaron cebadores oligonucleétidos sintéticos que contenian la secuencia
CGGCTCTCCTCAACATGAGAGC de acuerdo con procedimientos estindar de Kyestone Labs (Menlo Park, CA).
Estos cebadores son homoélogos al extremo 5’ de la secuencia de ADNc de PAP conocida que estd publicada en la base
de datos GenBank.

Se unieron los sitios de restriccién Hind III, Mun I o Xho I, de acuerdo con los requisitos del vector de ex-
presion particular usado. En el extremo 3’ se construy6 un oligonucleétido de secuencia CACAGGATCCATCTG
TACTGTCCTCAGTACC que mutaba el codén de parada 387 de la secuencia de PAP y se sustitufa por un sitio Bam
HI que codifica los aminodcidos glicina y serina. Este sitio Bam HI se usé para fusionar el ADNc de PAP al ADNc
de GM-CSF que se clond a partir de células mononucleares de sangre periférica (CMSP), basandose en la secuen-
cia que estd publicada en GenBank. En el extremo 5’ de GM-CSF se uni6 un sitio Bam HI a un oligonucleétido
GACTGGATCCGCACCCGCCCGCTCGCCC que es homologo a los nucleétidos que codifican los aminoacidos 18-
23 en la secuencia GM-CSF. El extremo 3’ de GM-CSF se gener6 con un oligonucleétido GATCTCTAGAGCTTGGC
CAGCCTCATCTGG que termina después de la parada en el marco de GM-CSF y crea un sitio de clonacién Xba I. Se
aisl6 Poli A+ARN de la linea celular LnCaP.FGC y de CMSP con el kit de rastreo Micro Fast (Invitrogen) de acuerdo
con el manual suministrado por el fabricante. El Poli A+ARN se transcribi6é de forma inversa con el kit de ciclo de
ADNCc (Invitrogen) de acuerdo con los procedimientos descritos en el manual adjunto. Después la primera cadena del
ADNCc se someti6 a 25 ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con los cebadores descritos antes. Las
condiciones en el ciclador térmico Perkin-Elmer 9600 eran las siguientes. Se llevaron a cabo 25 ciclos de amplifica-
cién: Desnaturalizacion: 94°C, 15 segundos: reasociacion a 55°C, 15 segundos; extension a 72°C, 60 segundos. A los
25 ciclos le siguieron un periodo de extension final de 420 segundos a 72°C. Los productos de la PCR se analizaron
en geles de agarosa. Se hicieron digerir con las enzimas de restriccién adecuadas y se clonaron en los vectores pCR3
(Invitrogen) para crear pCR3-PAP-GM (no se muestra), pCEP 4 (Invitrogen) para crear pCEP4-PAP GM (Fig. 3A) y
en pBacPac 8 (Clontech) para crear PAPHGMBAC (Fig. 3B). Las secuencias de ADN de las construcciones clonadas
se confirmaron usando procedimientos estdndar en un secuenciador fluorescente Modelo ABI 373A (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA). La secuencia de nucleétidos y las secuencias de aminodcidos deducidas se presentan como ID
SEC N°: 1y ID SEC N°: 2, en la Fig. 1, respectivamente.

Se electropor6 pCR3 PAP-GM en células COS-7 (ATCC) para experimentos de expresion tansitoria. Después de
confirmar que una proteina del tamafio, identidad inmunolégica y funcién predichos se podia expresar transitoriamente
en células COS-7 y 293-EBNA (Invitrogen), se generaron transfectados estables en la linea celular de rindén embri6-
nico humano 293-EBNA, usando un vector de expresion episomial pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA). Después de
electroporacion y seleccidon en higromicina, se generaron clones recombinantes cultivando en placas las células en
condiciones de dilucion limitantes y seleccionando la bioactividad de PAP en los liquidos sobrenadantes de cultivo de
tejido celular. Los clones de mayor produccion se adaptaron a medio sin proteina y se hicieron crecer en biorreactores
de fibra hueca CellMax (Gibco, Gaithersberg, MD). Se recogieron los medios gastados de los cultivos, se juntaron y se
clarificaron por centrifugacion. Después se pasaron por una columna de inmunoafinidad que se hizo por acoplamiento
del anticuerpo monoclonal especifico de PAP humano ATCC HB8526 (ATCC) a una resina de Sefarosa. Después de
lavar, el material unido se eluyé a pH bajo, se neutralizé y se dializé frente a tampon fisioldgico. La fraccidn eluida se
analiz6 por electroforesis desnaturalizante en SDS-PAGE en condiciones de reduccién. El gel resultante mostré una
sola banda de proteina a 75 kD que corresponde al tamafio predicho de PAP-GM-CSF completamente glicosilado.

También se us6 PAPHGM-BAC para generar un virus de la polihedrosis nuclear Autographa californica recombi-
nante (AcNPYV, baculovirus) por recombinacion homéloga de PAPHGM-BAC con el ADN virico BacPAK®6 (Clontech,
Palo Alto, CA). Se usaron los reactivos del sistema de expresion del baculovirus BacPAK (Clontech) y se llevaron a
cabo los procedimientos esencialmente como se describe en el manual del producto. PAPHGM-BAC y BacPAKG6 se
cotransfectaron en células SF21 (Clontech) por lipofeccion. El liquido sobrenadante del cultivo celular gastado se
recogié el dia 5. Se valoraron en células SF21 recientes que después se hicieron crecer en medio semisélido durante
otros 4 dias. Después de teflir las monocapas con rojo neutro, se identificaron las placas viricas y se cogieron con una
pipeta Pateur. Los virus recombinantes purificados de la placa se eluyeron en medio reciente y después se usaron para
seleccionar la producciéon de PAP-GM-CSF en células SF21 recientes. Se identificaron las placas positivas y se usaron
para generar reservas de virus y proteina recombinante en ciclos posteriores de infeccién de células SF21 recientes.
Se recogieron los medios de los cultivos de produccion tres dias después de infeccién. Después se procesaron como
se ha descrito para PAP-GM-CSF, que se obtuvieron de células 293-EBNA. El anilisis de la proteina purificada por
inmunoafinidad puso de manifiesto una sola banda de proteina a 64 kD después de tefiir con plata un gel de SDS-
PAGE.
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Ejemplo 2
Bioactividad de las proteinas de fusion PAP-GM-CSF

Se analiz6 en las proteinas de fusion PAP-GM-CSF de todos los sistemas de expresion descritos en el Ejemplo
1 la capacidad de mantener el crecimiento de las lineas celulares dependientes de GM-CSF. También se analiz6 la
actividad enzimadtica en ensayos de fosfatasa dcida. Se usaron bioensayos estdndar para determinar la bioactividad de
GM-CSE.

Actividad de GM-CSF. Se us6 la linea celular de eritroleucemia dependiente de GM-CSF TF-1 (ATCC, Rockville,
MD) y la linea celular de leucemia monocitica aguda AML-193 (ATCC) para analizar si el GM-CSF retiene su
bioactividad después de fusién con PAP. Las lineas celulares que se cultivaban habitualmente en medio que contenia
GM-CSF se pusieron en medio regular durante 24 horas antes del ensayo. Se cultivaron en placa con 1500 células por
pocillo por triplicado, en medio de cultivo tisular. Se afiadieron a las células liquidos sobrenadantes de ensayo o GM-
CSF recombinante como control positivo. Las células se cultivaron durante 72 horas y después se pulsaron durante 4
horas con timidina tritiada de 1 microcurie por pocillo para determinar la tasa de sintesis de ADN. La figura 4 muestra
que el PAP-GM-CSF tanto derivado de células de mamifero como el derivado de células de insecto mantenian el
crecimiento de lineas dependientes de GM-CSF. La bioactividad relativa calculada de PAP-GM-CSF es 20% de la
actividad de las lineas celulares dependientes de GM-CSF recombinantes control en una base molar.

Actividad de fosfatasa dcida. Se determind la bioactividad del segundo componente de la proteina de fusién en
un ensayo enzimatico de la actividad de fosfatasa 4dcida. La fosfatasa dcida se midié como la capacidad de la proteina
para hidrolizar el para-nitrofenil-fosfato (pNPP) a pH 4cido. Brevemente, el liquido de ensayo se diluy6 en citrato
sédico 50 mM pH 4.,8. Se afiadié pNPP con una concentracioén final de 2 mg/ml. Después de 30 minutos de incubacién
a 37°C, se afadi6 a la reaccién un volumen igual de NaOH 1 M. El pNPP hidrolizado en estas condiciones tiene un
color amarillo que se puede cuantificar con un espectrofotémetro a 405 nm. La figura 5 muestra que el PAP-GM-CSF
tanto de las células derivadas de mamifero como derivadas de insecto hidrolizaban pNPP en condiciones 4cidas.

Por lo tanto, estd claro que la actividad biolégica original tanto de PAP como de GM-CSF se conserva en las
protefnas de fusion PAP-GM-CSF.

Ejemplo 3
Generacion de una linea celular objetivo para linfocitos T citotoxicos restringidos por HLA de clase 1

Si no se describe lo contrario, todas las técnicas de cultivo tisular, manipulaciones celulares y ensayos se llevaron
a cabo de acuerdo con técnicas estandar.

Con el fin de generar una linea celular de cincer de préstata que se pudiera usar como una célula objetivo en un
contexto genético definido, se gener6 una linea celular transgénica de cancer de prostata HLA A2.1. HLA A2.1 es el
elemento de restriccién mejor estudiado en respuestas inmunitarias restringidas de HLA de clase I humano y es el alelo
mas frecuente en los caucasianos. Se aislé un ADNc que codifica la secuencia publicada (GenBank) de HLA A2.1y
se cloné a partir de la linea celular linfoblastoide JY. El ADNc de la cadena pesada de HLA A2.1 se amplificé con
el cebador homosentido 5-AgACgCCgAggATggCC-3’ y el cebador antisentido 5-CCTCTCTggAACAggAAAgATg-
3’. Los procedimientos y las condiciones eran como se han descrito para PAP y GM-CSF excepto que se usé la linea
celular JY (obtenida de Dr. Ed Engleman, Stanford University Blood Bank, Stanford, CA) como material de partida.
El fragmento génico resultante se clond en el vector pCR3 con el kit de clonacién TA (Invitrogen). La linea celular de
carcinoma de prostata LnCaP.FGC (ATCC) se transfectd con este pldsmido de expresion que confiere la expresion de
HLA A2.1. Las lineas celulares originales no expresan el alelo A2.1. Después de seleccién de farmaco en G418 (Gib-
co) los transfectantes resultantes se seleccionaron segtin la expresion de HLA A2.1 por inmunoadsorcién en fase sélida
(“panning”) con un anticuerpo monoclonal especifico de HLA A2.1 (BB7.1, ATCC). La linea celular resultante expre-
saba HLA A2.1 de forma homogénea mientras que su pariente permanecia negativa. Esta nueva linea celular transgé-
nica es excepcionalmente til en la seleccién y andlisis de linfocitos T citotéxicos restringidos por HLA de clase 1.

Ejemplo 4
Induccion de CTL especificos de cdncer de prostata por PAP-GM-CSF

Se us6 un sistema de sensibilizacién y expansion in vitro de células T para establecer la utilidad de PAP-GM-CSF
en la generacién de CTL restringidos por HLA de clase L.

Se aislaron CMSP positivas para HLA A2.1 por procedimientos estdndar de gradiente de densidad (FICOLL-
HYPAQUE, Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ) con una densidad de 1,077 g/ml. Las células se sensibilizaron
con 10 ng/ml equivalente de PAP-GM-CSF durante 2 6 5 dias. (La potencia equivalente de GM-CSF se midi6 en una
linea celular dependiente de GM-CSF como se ha detallado en el Ejemplo 3; el peso real usado era 20 veces mayor
debido a la diferencia de tamafio y actividad especifica de PAP-GM-CSF). Después se redujeron las células T CD4*
de la preparacién celular por inmunoadsorcion en fase solida y se separaron en células de baja densidad y de alta
densidad en un gradiente de densidad de 1,068 g/ml. Después se cultivaron las diferentes fracciones por separado en
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medio AIM V (Gibco, Gaithersberg, MD) complementado con rIL-2 (20 U/ml). Se usaron CMSP autélogas que se
cultivaron en PAP-GM-CSF 20 ng/ml en medio Aim V como células presentadoras de antigeno para la reestimulacién
a intervalos semanales. Se evalud el potencial litico de las células en un ensayo estandar de liberacién de cromo de 4
horas con la linea celular de carcinoma de prostata transgénica con HLA A2.1 LnCaP.FGC como objetivo.

La figura 6 muestra la induccién de linfocitos T citotéxicos especificos para carcinoma de préstata LnCaP.FGC/
A2.1 por células presentadoras de antigeno pulsadas con PAP-GM-CSF. Se sensibilizaron PBL positivos para HLA-
A2.1 con 10 ng/ml de GM-CSF equivalentes de PAP-GM-CSF durante 2 6 5 dias. Se redujeron las células T CD4*
de los cultivos y estos se separaron en fracciones de baja (IF) y de alta (P) densidad frente a un gradiente de densidad
Nycodenz que tenia una densidad de 1,068 g/ml.

Para investigar si la citotoxicidad observada era un fenémeno mediado por células T citoliticas CD8+ restringidas
por HLA de clase I, se realz6 un ensayo de bloqueo con el anticuerpo monoclonal especifico para HLA de clase |
monomorfico W6/32 (ATCC). W6/32 bloquea la muerte mediada por HLA de clase I en ensayos estdndar, mientras
que el anticuerpo de control CA141 es especifico para HLA de clase II (DR) y no interferird con la muerte restringida
por la clase I. Para este experimento se usaron los cultivos de células T que se obtuvieron de la fraccién de sedimento
de 5 dias (descrito antes) que presentaban la citotoxicidad mds alta. Las lineas de células T usadas en el experimento
contenian 38% de células T positivas para CD3/CD8. Se evalué su potencial litico en un ensayo estdndar de liberacién
de cromo de 4 horas con la linea celular de carcinoma de prostata transgénica HLA A2.1, LnCaP.FGC/A2.1, como
objetivo. La figura 7 muestra que la citolisis especifica de tumor era sustancialmente menor en presencia del anticuerpo
de bloqueo de HLA de clase I W6/32 con una relacion de efector:objetivo (E/O) de 10:1 y era eliminada completamente
por el anticuerpo con una relacion de E/O 3,3/1. El anticuerpo de control CA 141 no reducia la muerte mediada por
células T. Estos experimentos demuestran que la interaccion con la célula T objetivo es mediada por la ruta cldsica
especifica de antigeno restringida por HLA de clase I/receptor de células T.

Ejemplo 5
Preparacion de células dendriticas

Las capas leucocitarias preparadas a partir de una unidad de sangre de donantes voluntarios sanos positivos para
HLA-A0201 se obtienen del Centro de Sangre de la Universidad de Stanford (Stanford, CA). Las células se recogen
de los envases de leucocitos, se diluyen a 60 ml usando solucién salina tamponada con fosfato sin Ca**/Mg** (D-PBS;
Gibco Laboratories, Grand Island, NY) y se disponen en capas sobre dos columnas de 15 ml de medio de separacién
de silice coloidal organosilanizada (OCS) (preparado como describe Dorn en la patente de EE.UU. 4.927.749, incor-
porada en el presente documento por referencia, con una densidad de 1,0720 g/ml, pH 7,4, 280 mOsm/kg de H,O) en
tubos de centrifuga de 50 ml, preferiblemente tubos con trampas celulares. El medio OCS preferiblemente se prepara
haciendo reaccionar y asi bloqueando los grupos silanol de la silice coloidal (aproximadamente particulas de 10-20
mm de didmetro) con un reactivo de alquil-trimetoxi-silano.

Se describen silices coloidales relacionadas y procedimientos para su produccién en la patente de EE.UU. 4.927.749
de Dorn. En una realizacién preferida, el material de gradiente de densidad de OCS se diluye a una densidad espe-
cifica adecuada en una solucién salina fisiolégica complementada con polivinilpirrolidona (PVP) tal como PVP-10
disponible en Sigma Chemical C. (St. Louis, MO).

Los tubos se centrifugan a 1000 x g durante 35 minutos a temperatura ambiente. Se para el funcionamiento de la
centrifuga sin frenar y se recogen las células mononucleares de la sangre periférica (CMSP) presentes en la interfase.

Las CMSP se vuelven a suspender en D-PBS, se centrifugan a 650 x g durante 10 minutos y dos veces mds a 200
x g durante 5 minutos para separar las plaquetas. Las CMSP reducidas en plaquetas se vuelven a suspender en 60 ml
de D-PBS, se disponen en capas en la parte superior de dos columnas de 15 ml de OCS (densidad 1,0610 g/ml, 270
mOsm/kg de H,O) en un tubo de centrifuga y se centrifugan a 650 x g durante 25 minutos a 4°C sin frenar. La interfase
resultante (principalmente monocitos) y las células sedimentadas (principalmente linfocitos) se recogen y se lavan con
D-PBS por centrifugacién a temperatura ambiente (una vez a 650 x g durante 10 minutos y dos veces después a 200 x
g durante 5 minutos).

En los casos en los que se usan células dendriticas para generar los linfocitos T citotoxicos especificos de péptidos
CTL) con el fin de elucidar su funcién de presentacidn de antigeno, la fraccion de interfase (principalmente monocitos)
se vuelve a suspender en suero AB humano mezclado frio (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) al que se afiade gota a
gota un volumen igual de suero AB al 80% dimetilsulféxido al 20% (DMSO) (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO). La suspensién celular resultante se divide en partes alicuotas en crioviales y se congelan en nitrégeno liquido.
Los monocitos se pueden usar para la reestimulaciéon de CTL para la expansion.

La fracciéon de sedimentos se vuelve a suspender en 100 ml de medio de cultivo AB, se inocula en dos matraces
de cultivo celular T-75 y se cultivan en un incubador humidificado con CO, al 5% durante 40 horas. Después de la
incubacién, se recogen las células no adherentes mediante pipeteo moderado, se lavan y se vuelven a suspender con
una concentracién de 2-5 x 10° células/ml de medio de cultivo AB. La suspension celular se dispone en capas en
cuatro columnas de 4,0 ml de medio de separacién OCS (densidad 1,0565 g/ml, pH 7,4, 280 mOsm/kg de H,0), en
medio de cultivo AB y se centrifuga a 650 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente sin frenar.
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La interfase y las células sedimentadas se recogen y se lavan con medio de cultivo AB (medio RPMI-1640 basal,
Gibco Laboratories, Grand Island, NY) por centrifugacién una vez a 650 x g durante 10 minutos y dos veces después a
200 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente ambos. El rendimiento y la viabilidad de ambas fracciones celulares
se calculan por recuento en un hemocitémetro usando exclusion con tinta azul de tripano.

La pureza de las células dendriticas en la fraccién de la interfase se cuantifica por andlisis en un citémetro de
flujo (FACS). Las células dendriticas se caracterizan como negativas para los marcadores de fenotipo celular CD3
(linfocitos T), CD14 (monocitos), CD16 (células NK) y CD20 (células B) y positivas para la expresion de HLA de
clase II usando la tincién doble con HLA-DR (en el canal FITC) y un céctel de CD3, CD14, CD16, CD20 (en el canal
PE). Se puede usar la tincién doble con IgG2a tanto en el canal FITC como PE como control de isotipo.

La morfologia de las células también se puede evaluar usando fotomicroscopia. La fraccién enriquecida en DC
contiene células cubiertas de gran tamafio, extendiéndose los procesos citoplasmaticos desde la superficie celular,
caracteristicos de DC.

Ejemplo 6

Eficacia in vivo de células dendriticas pulsadas con PAP-GM-CSF

A. Construccion, expresion y bioactividad de proteinas de fusion de PAP de rata y GM-CSF recombinantes

Se construyé PAP de rata-GM-CSF de rata recombinante, como sigue: se amplificé el ADNc de PAPr a partir
de la primera cadena del ADNc hecha a partir de ARNm aislado de préstata de rata (Harlan) usando cebadores que
delineaban el fragmento que contenia los nucleétidos 15-1177 (Genbank Acc. M32397) y que afadia un sitio de
restriccion Xho I exdgeno en el extremo 5’ y sitios BamHI y Bln I exdgenos en el extremo 3’ para facilitar la insercién
en el vector pBacPAKS. En ausencia de fusion de GM, el sitio Bln I codifica un codén de parada dentro del marco.
El ADNc de GM-CSF de rata maduro se amplificé por PCR a partir de la primera cadena del ADNc hecha a partir de
ARNm aislado de esplenocitos de rata estimulados con ConA usando cebadores que delineaban los nucleétidos 1-384
(GenBank Acc. U00620) y afiade un sitio BamHI exdgeno en el exctremo 5° y un sitio Xba I exdgeno en el extremo
3.

Los pldsmidos PAP de rata y PAP de rata-GM-CSF de rata se mezclaron cada uno con pldsmido de genoma virico
BV linearizado y las mezclas se transfectaron en células SF21 usando lipofectina como se suministra en un kit de
transfeccién de BV recombinante (Clonotech). Seis dias después de la transfeccion, se recogieron los liquidos sobre-
nadantes de los cultivos y se valoraron las monocapas de Sf21 bajo la agarosa para formar placas viricas. Cuatro dias
mas tarde las células se tifieron con rojo neutro y se cogieron las placas viricas candidatas y se expandieron en células
Sf21 para seleccionar el BV recombinante usando la actividad enzimdtica de PAP como lectura. Se eligieron clones
de BV PAP* y se expandieron en cultivos en suspension a gran escala de SF21 para reservas viricas y posteriormente
para la produccién de proteinas usando medio Sf900 II sin proteinas (Gibco/BRL).

Todas las proteinas presentaban actividad enzimética de PAP como se mostraba por la hidrélisis del PNPP, el
sustrato enzimatico usado en un ensayo estandar de fosfatasa 4cida, en el caso de las proteinas de fusion GM-CSF,
bioactividad de GM-CSF como se mostraba por el bioensayo en células GM-NFS-60. Se determind la bioactividad de
GM-CSF de un ejemplo representativo de proteina de fusiéon, PAP de rata-GM-CSF de rata (figura 9) en un ensayo
de proliferacién de células de rata con GM-CSF llevado a cabo usando la linea celular dependiente de GM-CSF, GM-
NFS-60. Se cultivaron en placa 5000 células por pocillo en 200 ul de medio con las cantidades indicadas de citocina.
La proliferacion se determin pulsando con [*H]timidina 1 uCi por pocillo durante las 4 h finales de un ensayo de 48
h. Se diluyeron con liquidos sobrenadantes de cultivo de baculovirus brutos o con GM-CSF de ratén recombinante
(rmGM) 10 ng/ml disponible en el comercio, y se afiadieron a las células cultivadas como se ha indicado, y se midi6
la proliferacién.

La PAP de rata se expresé como una proteina de fusiéon con una cola de 6 restos histidina (PAP de rata(His))
unida a su extremo C. Se purificé por cromatografia de afinidad de quelato metélico (columnas Ni-NTA), de acuerdo
con los procedimientos estdndar. Una purificacién tipica daba como resultado >90% de proteina recombinante pura.
La purificacién de PAP de rata-GM-CSF de rata se realizé por una combinacién de cromatografia de intercambio
iénico/interaccion hidréfoba. Este procedimiento tipicamente da >50% de pureza de PAP de rata-GM-CSF.

B. Inmunizacion de animales

Se usaron ratas macho engendradas por endogamia en todos los estudios que se disefiaron para abordar la inmu-
nogenicidad de PAP de rata in vivo. El objetivo de dichos estudios era determinar si podria determinar la inmunidad
frente al PAP de rata autoantigeno.

Se inmunizaron ratas macho normales de 8 semanas de edad (Wistar o COP) con PAP en CFA (aproximadamente
200 ug) o con proteina de fusion PAP-GM-CSF (200 pg). Tras concluir la inmunizacién, las ratas se mataron por
eutanasia y se examinaron las préstatas desde el punto de vista histolégico. Un grupo adicional de ratas se traté con
células dendriticas pulsadas con PAP de rata-GM-CSF de rata. Se aislaron las células dendriticas de los bazos de las
rata como se indica en la figura 10, se pulsaron toda la noche con PAP de rata-GM-CSF de rata que se habia purificado
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del liquido sobrenadante del cultivo de baculovirus por una combinacién de cromatografia de intercambio catiénico,
cromatograffa de interaccién hidréfoba y cromatografia de intercambio anidnico. Se volvieron a inyectar las células
(5-10 x 10° células/rata) en hospedantes singénicos. Dos semanas después de la tercera inmunizacion, los animales
se sacrificaron y un veterinario especialista en histopatologia analiz6 la préstata, cerebro, pulmones, corazén, higado,
rifién y colon, y los comparé con tejidos de animales control que no se habfan inmunizado.

El fenotipo de las células dendriticas de rata se determind usando citometria de flujo. Para determinar su capacidad
de presentacién de antigeno, las células se usaron como estimuladores en una reaccién mixta con linfocitos alogénicos
y se compard su capacidad aloestimuladora con esplenocitos totales y con esplenocitos adherentes. El intervalo tipico
de la pureza de las células dendriticas obtenidas por este procedimiento en general es entre 30% y 80%. Se analizé la
capacidad presentadora de antigeno de las células dendriticas de las ratas usdndolas como estimuladores en una reac-
cién mixta con linfocitos alogénicos con esplenocitos de rata SD como respondedores. Su capacidad aloestimuladora
se compar6 con los esplenocitos totales y con esplenocitos adherentes de cepas tanto COP como SD.

Los esplenocitos de SD no se estimularon con esplenocitos de SD singénicos, esplenocitos adherentes o célu-
las dendriticas. Cuando se usan estimuladores de COP alogénicos, la fraccién de células dendriticas estimula varios
6rdenes de magnitud mds fuerte que las células del bazo o células del bazo adherentes de las ratas COP.

Histopatologia de ratas inmunizadas. El estudio histopatoldgico lo llevé a cabo un veterinario especialista en
histopatologia de acuerdo con procedimientos estdndar. Se vigilé en los animales los cambios histopatoldgicos de la
proéstata, cerebro, pulmones, corazon, higado, rifién y colon, como se resume en la Tabla 1. Ninguno de los 6rganos
de los animales de control (1C, 2C, 3C, 4C) mostr6 cambios significativos. Ninguno de los érganos salvo las prostatas
en los animales tratados mostré cambios significativos. Todos los animales tratados con células dendriticas pulsadas
con PAP de rata-GM-CSF de rata padecian prostatitis intersticial. La intensidad variaba: un animal (7T) tenia lesiones
de grado 1 (= trazas), dos animales (6T, 8T) tenian lesiones de grado dos (= leve) y un animal (5T) tenia lesiones
de grado 3 (= moderado). Los animales que se inmunizaron con PAP de rata en CFA (1CFA, 2CFA) no mostraron
ninguna histopatologia de la préstata. Los animales que se inmunizaron con proteina PAP de rata-GM-CSF (1 PAP
GM, 2 PAP GM) tenian una prostatitis linfocitica intersticial de grado 1.

Ejemplo 7
Construccion y expresion de proteinas de fusion p53-GM CSF

Se clond el gen supresor de tumores celulares p53 de acuerdo con las secuencias conocidas ptblicamente (base de
datos de Genbank, salida 91, entrada HSPS3) mediante la reaccién en cadena de la polimerasa con el cebador homosen-
tido CgCggATCCTCACTgCCATggAggAgC y el cebador antisentido CTAgTCTAgACTCTgAgTCAggCCCTTCTg
TC que incluye un sitio XBA I que codifica un conector de serina-arginina. Se cloné GM-CSF como se describe en
el Ejemplo 1, excepto que se usaron los cebadores CTAgTCTAgATCTgCACCCgCCCgCTCgCCC (homosentido) y
CCggAATTCTCAgTgATggTgATgeTeATgCgATCCTCTCATCTCCTggACTggCTCCCAEC (antisentido). El ceba-
dor antisentido codifica la secuencia MetArgGlySerHisHisHisHisHisHis que estd unida al extremo C de GM-CSF y
se puede usar para deteccion y para la purificacién por cromatografia de afinidad de quelato metélico de la proteina
de fusién. Las secuencias resultantes se muestran en las figuras 11 y 12. El vector de transferencia de baculovirus
recombinante y el baculovirus recombinante se generaron como se ha descrito en el Ejemplo 1. Cuando se expresaba
en células de insecto SF21 como se detalla en el Ejemplo 1, este baculovirus produce la proteina de fusién p53-GM-
CSF que se usa para generar inmunidad anti-p53 como se describe para la induccién de la inmunidad anti-PAP por
PAP-GM-CSF en los ejemplos 3, 4 y 6. La secuencia del gen de fusién recombinante se muestra en la figura 11. La
secuencia del polipéptido producido p53-PAP-GM-CSF se muestra en la figura 12.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién terapéutica, que comprende una célula presentadora de antigeno potente aislada, en la que
dicha célula se estimula por exposicién in vitro a un complejo polipeptidico soluble aislado que comprende una
proteina de unién a células dendriticas que es el factor estimulador de la colonia de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF) unida covalentemente a un antigeno polipeptidico,

dicho antigeno polipeptidico se selecciona del grupo constituido por

un antigeno tumoral especifico de tejido y dicho antigeno tumoral especifico de tejido se caracteriza porque (i)
incluye antigenos que son comunes a un tipo especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que sélo son especificos
para un tumor individual, y

un producto oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53,

en la que dicha composicién es eficaz para activar las células T para producir una respuesta inmunitaria celular
multivalente contra dicho antigeno polipeptidico, a un nivel de activacién de células T mayor que el producido por tal
célula presentadora de antigeno potente estimulada por dicho antigeno solo.

2. La composicidn terapéutica de la reivindicacion 1, en la que el antigeno polipeptidico es el antigeno tumoral
especifico de tejido fosfatasa dcida prostatica.

3. La composicién terapéutica de la reivindicacion 1 6 2, en la que el complejo polipeptidico comprende ademas,
entre dicha proteina de unién a células dendriticas y dicho antigeno polipeptidico, un péptido conector.

4. La composicion terapéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la célula presentadora de
antigenos potente es una célula dendritica activada.

5. Un procedimiento para activar una célula presentadora de antigeno aislada in vitro, que comprende poner en
contacto dicha célula presentadora de antigeno aislada con un complejo polipeptidico que comprende una proteina
de unién a células dendriticas que es el GM-CSF covalentemente unida a un antigeno polipeptidico seleccionado del
grupo constituido por

un antigeno tumoral especifico de tejido, estando dicho antigeno tumoral especifico de tejido caracterizado porque
(i) incluye antigenos que son comunes a un tipo especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que s6lo son especificos
para un tumor individual, y

un producto oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53, en el que dicha célula
presentadora de antigeno activada es eficaz para activar una célula T para producir una respuesta inmunitaria celu-
lar multivalente que es mayor que la producida por células presentadores de antigeno en contacto con el antigeno
polipeptidico seleccionado solo.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que dicho antigeno polipeptidico es el antigeno tumoral especifico
de tejido fosfatasa dcida prostatica.

7. El procedimiento de la reivindicacién 5 ¢ 6, en el que el complejo polipeptidico es una proteina de fusidn,
obtenible por traduccién de una regién codificadora de nucleétidos continua.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que dicha célula presentadora de antigeno
aislada es una célula dendritica.

9. Uso de una célula presentadora de antigeno para preparar una composicion farmacéutica para inducir una res-
puesta de células T citotdxicas en un sujeto mamifero para tratar un tumor en el mismo, en el que la célula presentadora
de antigeno se ha puesto en contracto in vitro con un complejo polipetidico que comprende una proteina de unién a
células dendriticas que es GM-CSF, unida covalentemente a un antigeno polipeptidico seleccionado del grupo consti-
tuido por un antigeno tumoral especifico de tejido, estando dicho antigeno tumoral especifico de tejido caracterizado
porque (i) incluye antigenos que son comunes a un tipo especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que sélo son es-
pecificos para un tumor individual, y un producto oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS
y p53, durante un periodo de tiempo eficaz para activar dicha célula presentadora de antigeno.

10. El uso de la reivindicacién 9, en el que dicha célula presentadora de antigeno es una célula dendritica.
11. Un polipéptido inmunoestimulador, que comprende un antigeno tumoral especifico de tejido aislado unido
covalentemente a una proteina de unién a células dendriticas que es GM-CSF, en el que el antigeno tumoral especifico

de tejido incluye antigenos que son comunes para un tipo de tumor especifico y excluye antigenos que son especificos
solo para un tumor individual.
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12. El polipéptido de la reivindicacién 11, en el que dicho antigeno tumoral especifico de tejido es fosfatasa acida
prostética.

13. El polipéptido de la reivindicacién 11 6 12, en el que el polipéptido es una proteina de fusién, obtenible por
traduccion de una regién codificadora de nucleétidos continua.

14. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, que ademads incluye entre dicha proteina de
unio6n a células dendriticas y dicho antigeno tumoral especifico de tejido, un péptido conector.

15. Un polipéptido inmunoestimulador que comprende un producto oncogénico aislado seleccionado del grupo
constituido por Her-2, p21RAS y p53 unido covalentemente a una proteina de unién a células dendriticas que es GM-
CSF.

16. El polipéptido de la reivindicacién 14 6 15, en el que el polipéptido es una proteina de fusion, obtenible por
traduccion de una region codificadora de nucleétidos continua.

17. El polipéptido de la reivindicacién 15 6 16, que ademds incluye, entre dicha proteina de unién a células
dendriticas y dicho antigeno de producto oncogénico, un péptido conector.

18. Un vector de expresion para producir una proteina de fusién inmunoestimuladora, que comprende una molécu-
la de acido nucleico que codifica un complejo polipeptidico que comprende una proteina de unién a células dendriticas
que es GM-CSF y un antigeno polipeptidico seleccionado del grupo constituido por un producto oncogénico selec-
cionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53, y un antigeno tumoral especifico de tejido, dicho antigeno
tumoral especifico de tejido caracterizado porque (i) incluye antigenos que son comunes a un tipo especifico de tu-
mor, y (ii) excluye antigenos que s6lo son especificos para un tumor individual, dicha molécula de acido nucleico
estd insertada en un vector de expresion, en el que dicha molécula de dcido nucleico estd unida operativamente a un
promotor seleccionado capaz de iniciar la transcripcién en una célula hospedante seleccionada.

19. El vector de expresidén de la reivindicacién 18, en el que dicho antigeno polipeptidico es el antigeno tumoral
especifico de tejido fosfatasa dcida prostatica.

20. Una molécula de 4cido nucleico sustancialmente purificada que codifica una proteina de fusién que comprende
GM-CSF y fosfatasa 4cida prosttica.

21. Una molécula de 4cido nucleico sustancialmente purificada que codifica una proteina de fusién que comprende
GM-CSF y Her-2.

22. Un sistema de expresion para producir una proteina de fusién que comprende una proteina de unién a células
dendriticas que es GM-CSF, unida covalentemente a un antigeno polipeptidico seleccionado del grupo constituido por

un producto oncogénico, seleccionado del grupo constituido por Her-2, p21RAS y p53,y

un antigeno tumoral especifico de tejido, dicho antigeno tumoral especifico de tejido caracterizado porque (i)
incluye antigenos que son comunes a un tipo especifico de tumor, y (ii) excluye antigenos que sélo son especificos
para un tumor individual, que comprende una secuencia de 4dcido nucleico que codifica la proteina de unidn a células
dendriticas que es GM-CSF,

una secuencia de acido nucleico que codifica el antigeno polipeptidico, cada una de dichas secuencias de dcido nu-
cleico insertadas en un vector de expresion, en el que dichas secuencias de dcido nucleico estdn unidas operativamente
a un promotor capaz de iniciar la transcripcion en una célula hospedante seleccionada, y

dicho vector de expresion se lleva dentro de la célula hospedante.
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MetGluleuA lsAlaleuCy sArgTrpGly LeuleuleuA laleuleuPr oProGlyAla AlaSe
CACCCARGTG TGCACCGGCA CAGACATGAA GCTGOGGCTC CCTGCCAGIC COGAGACCCA CCTGGACATG CTOCG
rThrGlnVal CysThrGlyT hrAspMetly sLeuhrgleu ProAlaSerP roGluThrHi sLeuAspMet LeuAr
CCACCTCTAC CAGGGCTGCC AGGTGGTGCA GGGAAACCTG GAACTCACCT ACCTGOCCAC CAATGOCAGC CTGIC
gHisLeuTyr GlnGlyCysG lnValValGl nGlyAsnleu GluLeuThrT yrLeuProTh rAsmAlaSer LeuSe
CTTCCTGCAG GATATCCAGG AGGTGCAGGG CTACGTGCTC ATCGCTCACA ACCAAGTGAG GCAGGTCCCA CTGCA
rPheleuGln AspIleGlnG luValGlnGl yTyrValleu IleAlaHisA snGlnValAr gGlnValPro LeuGl
GAGGCTGOGG ATTGTGOGAG GCACCCAGCT CTTTGAGGAC AACTATGOCC TGGCCGTGCT AGACAATGGA GACCC
nArgleuArg IleValArgG lyThrGlnLe uPheGluAsp AsnTyrAlal, euAlaValle uAspAsnGly AspPr
GCTGAACAAT ACCACCOCTG TCACAGGGGC CTCCOCAGGA GGCCTGOGGG AGCTOCAGST TOGAAGOCTC ACAGA
olevAsnAsn ThrThrProV alThrGlyAl aSerProGly GlyleuArgG luleuGlnle uArgSerles ThrGl
GATCTTGAAA GGAGGGGTCT TGATCCAGCOG GAACCOCCAG CTCTGCTACC AGGACACGAT TTTGTGGAAG GACAT
ulleleulys GlyGlyvall eulleGlnAr gAsnProGln LeuCysTyrG lnAspThrIl eleuTrplys AspIl
CTTCCACAAG AACAACCAGC TGGCTCTCAC ACTGATAGAC ACCAACOGCT CTOGGGCCTG CCACCCCTGT TCTOC
ePheHisLys AsnAsnGlnlL euRlaleuTh rleulleAsp ThrAsnArgS erArgAlaCy sHisProCys SerPr
GATGTGTAAG GGCTOCCGCT GCTGGGGAGA GAGTTCTGAG GATTGTCAGA GOCTGAOGIG CACTGICIGT OCOGG
oMetCysLys GlySerArgC ysTrpGlyGl uSerSerGlu AspCysGlnS erleuThrAr gThrValCys AlaGl
TGGCTGTGCC CGCTGCAAGG GGOCACTGCC CACTGACTOC TGCCATGAGC AGTGTGCTGC CGGCTGCACG GGCCT
yGlyCysAla ArgCysLysG lyProLeuPr oThrAspCys CysHisGluG lnCysAlaAl aGlyCysThr GlyPr
CAAGCACTCT GACTGOCTGG CCTGCCTCCA CTTCAAOCAC AGTGGCATCT GTGAGCTGCA CTGOCCAGCC CTGGT
oLysHisSer AspCysleuA laCysleuli sPheAsnMis SexGlyIleC ysGluLeuHi sCysProAla lLeuVa
CACCTACAAC ACAGACACGT TTGAGTOCAT GCCCAATCCC GAGGGOOGGT ATACATTOGG CGCCAGCTGT GTGAC
1TheTyrAsn ThrAspThrP heGluSerMe tProAsnPro GluGlyArgT yrThrPheGl yAlaSerCys ValTh
TGCCTGICCC TACAACTACC TTTCTACGGA CGTGGGATCT TGCACCCICG TCTGOCCOCT GCACAACCAA GAGGT
rAlaCysPro TyrAsnTyrl euSerThrAs pValGlySer CysThrleuV alCysProle ulisAsnGln Gluva
GACAGCAGAG GATGGAACAC AGOGGTGTGA GAAGIGCAGC AAGCCOCTGIG COCGAGTGIG CTATGGICIG GGCAT
1ThrAlaGlu AspGlyThrG lnArgCysGl uLysCysSer LysProCysA laArgValCy sTyrGlyleu GlyMe
GGAGCACTTG CGAGAGGTGA GGGCAGTTAC CAGTGCCAAT ATCCAGGAGT TTGCTGGCTG CAAGRAGATC TTIGG
tGluHisleu ArgGluValA rgAlaValTh rSerAlaAsn IleGInGluP heAlaGlyCy sLysLysIle PheGl
GAGCCTGGCA TTTCTGOCGG AGAGCTTTGA TGGGGACCCA GOCTCCAACA CTGOCCOOGCT CCAGCCAGAG CAGCT
ySerleuAla PheleuProG luSerPheAs pGlyAspPro AlaSerAsnT hrAlaProle uGlnProGlu Glnle
CCAMGTGTTT GAGACICTOG AAGAGATCAC AGGTTACCTA TACATCICAG CATGGOCGGA CAGCCTGCCT GACCT
uGlnValPhe GluThrieuG luGlulleTh rGlyTyrleu TyrlleSerA laTrpProAs pSerleuPro Asple
CAGOGTCTTC CAGAACCTGC AAGTAATCOG GGGACGAATT CIGCACAATG GOGCCTACTC GCTGACCCIG CAMGG
uSerValPhe GlnAsnleuG InValIleAr gGlyArglle LeuHisAsnG lyAlaTyrSe rleuThrleu GlnGl
GCTGGGCATC AGCTGGCTGG GGCTGOGCTC ACTGAGGGAA CTGGGCAGTG GACTGGOCCT CATCCACCAT AACAC
yleuGlyIle SerTrpleuG lylLeuArgSe rLeuArgGlu LeuGlySerG lyleuhlale ulleHisHis AsnTh
CCACCTOTGC TTOGTGCACA OGGTGOCCTG GGACCAGCTC TTTOGGAACC CGCACCAAGC TCTGCTCCAC ACTGC
rHisleuCys PheVallisT hrValProTr pAspGlnleu PheArgAsnP roHisGlnAl aleuleuHis ThrAl
CAACOGGCCA GAGGACGAGT GTGTGGGOGA GGGCCTGGCC TGCCACCAGC TGTGOGOONG AGGGCACTGC TGGGG
aAsnArgPro GluAspGluC ysValGlyGl uGlyleuAla CysHisGlnl euCysAlair gGlyHisCys TrpGl
TOCAGGROCC ACCCAGTGTG TCAACTGCAG CCAGTTCCTT COGGCCAGS AGTGOGTGGA GGAATGOCGA GTACT
yProGlyPro ThrGlnCysV alAsnCysSe rGlnPheleu ArgGlyGinG luCysValGl uGluCysAry Valle
GCAGGGGCTC CCCAGGGAGT ATGTGAATGC CAGGCACTGT TTGCOGTGOC ACCCTGAGTG TCAGCCCCAG AATGG
uGlnGlyLeu ProArgGluT yrValhsnAl aArgRisCys LeuProCysH isProGluCy sGlnProGln AsnGl
CTCAGTGACC TGTTTTGGAC OGGAGGCTGA CCAGTGTGTG GOCTGTGOCC ACTATAAGGA CCCTCCCTTC TGOGT
ySerValThr CysPheGlyP roGluAlaAs pGlnCysVal AlaCysAlaR isTyrLysAs pProProfhe CysVa

Fig. 8A
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GGCCCGCTGC COCAGOGGTG TGAAACCTGA CCTCTCCTAC ATGOCCATCT GGAAGTTICC AGATGAGGAG GGOGC
1AlaArgCys ProSerGlyV allysProAs pLeuSerTyr MetProlleT rplysPhePr oAspGluGlu GlyAl
ATGOCAGCCT TGCOCCATCA ACTGCACCCA CTCCTGIGTG GACCTGGATG ACAAGGGCTG CCOOGCCGAG CAGAG
alysGlnPro CysProlleA i sSerCysVal AsplevAspA splysGlyCy sPraAlaGlu GlmAx
AGCCAGOCCT OGCCOGCTCG COCAGCOCOOCA GCACACAGCE CTGGGAGCAT GTGAA
ghlaSerPro LeuThrSerL euGluAlaPr oAlaArgSer ProSerProS erThrGlnPr oTrpGlulis ValAs
TGOCATOCAG GAGGCCCGGC GTCTCCTGAA CCTGAGTAGA GACACTGCTG CTGAGATGAA TGAAACAGTA GAAGT
nAlalleGln GluAlaArgA rgleuleuAs nLeuSerArg AspThrAlaA laGluMetAs nGluThrVal GluVa
CATCTCAGAA ATGTTTGACC TCCAGGAGCC GACCTIGCCTA CAGACCCGCC TGGAGCTGTA CAAGCAGGGT CTGCG
1IleSerGlu MetPheAspl euGlnGluPr oThrCysleu GlnThrArgl euGluleuTy rLysGlnGly LeuAr
GGGCAGCCTC ACCAAGCTCA AGGGCCCCTT GACCATGATG GCCAGOCACT ACAAACAGCA CTGCCCTCCA ACCCC
gGlySerLeu ThrlLysLeul., ysGlyProle uThrMetMet AlaSerHisT yrLysGlnMi sCysProPro ThrPr
GGAAACTTCC TGTGCAACCC AGATTATCAC CTTTGAAAGT TTCAAAGAGA ACCTGAAGGA CTTTCTIGCIT GTCAT
oGluThrSer CysAlaThrG InllelleTh xPheGluSer PhelysGluA snLeulysAs pPheleuleu Valll
CCOCTTTGAC TGCTGGGAGC CAGTOCAGGA GTGAGACCGG CCAGATGAGG CTGGOCAAGC

eProPheAsp CysTrpGluP rovalGlnGl u...

Fig. 8B
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10 ratas Copenhagen macho, normales

Sacrificio y recolecciéon de bazos

Homogeneizacién de bazos

Lisis de gldbulos rojos con tampon de lisis

Lavado de las células 2x con PBS

Se resuspenden las células en medio completo

RPMI-1640 complementado con glutamina, Pen/ST y 2-ME

Se incuban las celulas en placas de cultivo tisular con 10x10E6/ml, 10 mifplaca
con PAPrata-GM-CSFrata recombinante 200 ng/m! toda la noche

Se recogen las celulas por centrifugacion seguido de
separacion por densidad en metrizamida al 14,5%

Se recoge la interfase, se lava y se inyecta
en 5 ratas macho Copenhagen i.v. 0,5 miirata

Se repite la inmunizacion los dias 14 y 28
como antes, excepto que las células se pulsan con
PAPrata-GM-CSFrata 2 ng/ml

Se sacrifican las ratas el dia 42 para el examen histopatologico

Fig. 10
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TCACTGOCAT GGAGGAGCOG CAGTCAGATC CTAGOGTOGA GUCCCCTCTG AGTCAGGAAA

Me tGluGluPro GlnSerAspP roSerValGl uProPraleu SerGInGluT
CATTTTCAGA CCTATGGAAA CTACTTOCTG AAAACAACGT TCTGTOOOCC TTGCOGTOCC
hxPheSerAs pleuTrplys LeuleuProG luAsnAsnVa lLeuSerPro LeuProSerG
AAGCARTGGA TGATTTGATG CIGTOOOOGRG ACCATATTGA ACAATGOTTC ACTGAAGACC
InAlaMetAs pAsplendMet LeuSerProA sphAsplleGl uGlnTrpPhe ThrGluAspP
CAGGTCCAGA TGAAGCTOCC AGAATGOCAG AGGCTOCTOC COOOGTARC OCTGCALCAG
roGlyProAs pGluAlaPro ArgMetProG luAlaAlaPr oProValAla ProAlaProd

roSexGInLy sTxTyrGln GlySerTyxG lyFheArgle uGlyFPheleu HisSexGlyT
CAXAAGIC TGTGACTTGC ACGTACTOCC CTGOCCTCAA CAAGATGTIT TGCCAALTGG
hrAlaLysSe rValThxCys ThxTyrSerP roAlaleuAs nLysMetPhe CysGlnlLeuA
CCARGALCTG OCCTGTGCAG CTETGEETTIG ATTOCACALT OO A000ECeee
lalysThrCy sProValGln LeuTrpValA spSerThrPr oProProGly ThrArgValA
GOGOCATGRC CATCTACAAG CAGTCACAGC ACATGACGA GGTIGIGAGG OGCTGOOCCC
rgAlaMetAl alleTyrLys GlnSexGlnH isMetThrGl uValValAry AxrgCysProH
ALCATGAGOG CTGCTCAGAT AGOGATGGTIC TEEOOOCTCOC TCAGCATCTT ATCOGAGTGG
isHisGluAr gCysSerAsp SerAspGlyl euAlaProPr oGlnHisLeu IleArgValG
AAGGAAATTT GOGTIGTIGGAG TATTTGGATG ACAGAAACAC TTTTOGACAT AGIGIGGIGG
1luGlyAsnle uArgValGlu TyrleuAspA spArgAsnTh rPheirgiis SexrValvalv
TGOCCTATGA GOOGCCTGAG GTTGGRCICTIG ACTGTACCAC CATCCACTAC AACTACATGT
alProTyrGl uProProGlu ValGlySerA spCysThrth rIleHisTyr AsrTyrMetC
GTAACAGTIC CTGCATGGEEC GOCATGAALT GGAGGOOCAT COCTCALXATC ATCACACTGG
ysAsnSexrSe rCysMetGly GlyMetAsnd rgArgProll eleuThrIle IleThrieuG
AAGACTOCAG TGGTAATCTA CTGGGACGGA ACAGCTTTGA GETGOGIGIT TGITGOCTGIC
luAspSerSe rGlyAsnleu LeuGlyArgA snSerPheGl uValArgVal CysAlaCysP
CIGGGAGAGA CQGGOGCACA GAGGAAGAGA ATCTOOGCAA GAAAGGEGAG CCTCALCALS
roGlyArgAs pATgArgThr GluGluGluA snleuArgly sLysGlyGlu ProHisHisG
AGCTEOXXC AGGGAGCACT AAGOGAGCAL TGOOUCAACAA CACCAGCTOC TCTOOXXCAGC
luleuProPr oGlySerThr LysArgAlal, ewProAsnAs nThrSexrSer SerProGlnP
CAAAGARGAA ACCACTGGAT GGAGAATATT TCACCCTIVA GATOOCTGEGG OGTGAGCT
ralysLysly sProleuAsp GlyGluTyrP heThrLeuGl nIleArgGly ArgGluArgP
TOGAGATGTT QCGAGAGCTG AATGAGGCOCT TGGAACTCAA GGATEOUCAG GCTUGGAAGG
heluMatPh eArgGluleu AsnGluAlal, euGluLeuly sAspAlaGln AlaGlyLysG
ACAGGEEE GAGCAGGGCT CACTOCART ACTGAAGTC CAAAARGIGT CAGTCTACCT
luProGlyGl ySerArgAla HisSerSerH isLeulysSe riyslysGly GInSexTtxS
COOXXATAA AAARCTCATG TTCAAGALCAG AAGGGOCTGA

erArgHisly slysleuMet PhelysThrG luGlyProAs pSerAspSer ArgSerAlaP
OOOOOGCTIC GOCAGOOC AGCACACAGC OCTGGGAGCA TGTGAATIC ATCCAGGRS

erHisTyrly sGlnHisCys ProProThrP roGluThrSe rCysAlaThr GinTleIleT
CCITIGAAAG TTTCAAAGAG AACCTGARGS ACTTTCIGCT TGTCATOXT TTTGACTCT
hrPheGluSe rPhelysGlu AsnleulysA spfheleule uValIlePro PheAspCysT
GOGAGOCAGT CCAGGAGATG AGAGGATOGS ATCACCATCA COATCACTGA

Fig. 11
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE: ACTIVATED CELL THERAPY, INC.
(ii) TITULO DE LA INVENCION: Composicién y procedimiento inmunoestimuladores
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 8

(iv) DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA:
(A) DIRECCION: Dehlinger & Associates
(B) CALLE: P.O. Box 60850
(C) CIUDAD: Palo Alto
(D) ESTADO: CA
(E) PAIS: EE.UU.
(F) CODIGO: 94306

(v) FORMA DE LECUTRA EN ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: disco flexible
(B) ORDENADOR: PC compatible IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release n° 1.0, Version n° 1.25

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL.:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT/US96/20241
(B) FECHA DE PRESENTACION: 23-DIC-1996

(vii) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/579.823
(B) FECHA DE PRESENTACION: 28-DIC-1995

(viii) INFORMACION DEL APODERADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Stratford, Carol A.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 34.444
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 7636-0010.41

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: 415-324-0880
(B) TELEFAX: 415-324-0960

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1588 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
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(C) AISLADO PARTICULAR: gen de fusién de fosfatasa 4cida prostatica-GM-CSF; Fig. 1

(vii) FUENTE INMEDIATA:
(A) BIBLIOTECA: carcinoma de préstata LnCaP.FGC; PBMC

(xi) DESCRIPICION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 1:

CGGCTCTCCT CAACATGAGA GCTGCACCCC TCCTCCTGGC CAGGGCAGCA AGCCTTAGCC

TTGGCTTCTT GTTTCTGCTT TTTTTCTGGC TAGACCGAAG TGTACTAGCC
ACTTTGTGAC TTTGGTGTTT CGGCATGGAG ACCGAAGTCC CATTGACACC
ACCCCATAAA GGAATCCTCAR TGGCCACARG GATTTGGCCA ACTCACCCAG
AGCAGCATTA TGAACTTGGA GAGTATATAA GAAAGAGATA TAGAAAATTC
CCTATAAACA TGAACAGGTT TATATTCGAA GCACAGACGT TGACCGGACT
CTATGACAAA CCTGGCAGCC CTGTTTCCCC CAGAAGGTGT CAGCATCTGG
TACTCTGGCA GCCCATCCCG GTGCACACAG TTCCTCTTTC TGAAGATCAG
TGCCTTTCAG GAACTGCCCT CGTTTTCAAG AACTTGAGAG TGAGACTTTG
AATTCCAGAA GAGGCTGCAC CCTTATAAGG ATTTTATAGC TACCTTGGGA
GATTACATGG CCAGGACCTIT TTTGGAATTT GGAGTAAAGT CTACGACCCT
AGAGTGTTCA CAATTTCACT TTACCCTCCT GGGCCACTGA GGACACCATG
GAGAATTGTC AGAATTGTCC CTCCTGTCCC TCTATGGARAT TCACARGCAG
CTAGGCTCCA AGGGGGTGTC CTGGTCAATG AAATCCTCAA TCACATGAAG
AGATACCAAG CTACARARAR CTTATCATGT ATTCTGCGCA TGACACTACT

TACAGATGGC GCTAGATGTT TACAACGGAC TCCTTCCTCC CTATGCTTCT

AAGGAGTTGA

TTTCCCACTG

CTGGGCATGG

TTGAATGAGT

TTGATGAGTG

AARTCCTATCC

TTGCTATACC

AAATCAGAGG

AARACTTTCAG

TTATATTGTG

ACTAAGTTGA

ARAGAGAAAT

AGAGCAACTC

GTGAGTGGCC

TGCCACTTGA

CGGAATTGTA CTTTGAGAAG GGGGAGTACT TTGTGGAGAT GTACTATCGG AATGAGACGC

AGCACGAGCC GTATCCCCTC ATGCTACCTG GCTGCAGCCC TAGCTGTCCT
TTGCTGAGCT GGTTGGCCCT GTGATCCCTC AAGACTGGTC CACGGAGTGT
ACAGCCATCA AGGTACTGAG GACAGTACAG ATGGATCCCGC ACCCGCCCGC
CCAGCACACA GCCCTGGGAG CATGTGAATG CCATCCAGGA GGCCCGGCGT
TGAGTAGAGA CACTGCTGCT GAGATGAATG AARACAGTAGA AGTCATCTCA
ACCTCCAGGA GCCGACCTGC CTACAGACCC GCCTGGAGCT GTACARGCAG

GCAGCCTCAC CAAGCTCAAG GGCCCCTTGA CCATGATGGC CAGCCACTAC

CTGGAGAGGT

ATGACCACAA

TCGCCCAGCC

CTCCTGAACC

GAAATGTTTG

GGCCTGCGGG

ARACAGCACT

GCCCTCCAAC CCCGGARACT TCCTGTGCAA CCCAGATTAT CACCTTTGAA AGTTTCAAAG

AGAACCTGAA GGACTTTCTG CTTGTCATCC CCTTTGACTG CTGGGAGCCA GTCCAGGAGT

GAGACCGGCC AGATGAGGCT GGCCAAGC

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 515 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacidos
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(iii) HIPOTETICO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(C) AISLADO PARTICULAR: proteina de fusion de fosfatasa acida prostatica-GM-CSF; Fig. 1

(xi) DESCRIPICION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 2:
Pro Leu Leu Leu Ala Arg

Met Arg Ala Ala

1

Gly
Lys
Pro
Gln
65

Leu
Tyr
Leu

val

Thr
145

Cys
Phe
Lys
val
Ser
225
Leu
Arg
Arg
His
Gly

3058

Glu

Phe
Glu
Ile
50

Gly
Gly
Lys
Met
Ser
130
val
Pro
Gln
Leu
Tyr
210
Trp
Ser
Leu
Ala
Asp
290

Leu

Lys

Leu
Leu
35

Asp
Phe
Glu
His
Ser
118
Ile
Pro
Arg
Lys
Ser
195
Asp
Ala
Leu
Gln
Thr
275
Thr

Leu

Gly

Phe
20

Lys
Thr
Gly
Tyr
Glu

100

Ala
Trp
Leu
Phe
Arg
180
Gly
Pro
Thr
Leu
Gly
260
Gln
Thr

Pro

Glu

S

Leu
Phe
Phe
Gln
Ile
85

Gln
Met
Asn
Ser
Gln
165
Leu
Leu
Leu
Glu
Ser
245
Gly
Ile
val

Pro

Tyr

Leu

Val

Pro

Leu

70

Arg

vVal

Thr

Pro

Glu

150

Glu

His

His

TYr

Asp

230

Leu

val

Pro

Ser

Tyr
310

Phe

Phe
Thr
Thr
55

Thr
Lys
Tyr
Asn
Ile
135
Asp
Leu
Pro
Gly
Cys
215
Thr
Tyr
Leu
Ser
Gly
295

Ala

val

Phe
Leu
40

Asp
Gln
Arg
Ile
Leu
120
Lau
Gln
Glu
Tyr
Gln
200
Glu
Met

Cly

val

Tyr
280
Leu

Ser

Glu

10

Trp Leu
25

Val Phe

Pro Ile

Leu Gly

Tyr Arg
90

Arg Ser
108

Ala Ala
Leu Trp
Leu Leu
Ser Glu

170
Lys Asp
185
Asp Leu
Ser Val
Thr Lys
Ile His

250

Asn Glu
265

Lys Lys
Gln Met

Cys His

Met Tyr

Ala

ABp

Arg

Lys

Met

75

Lys

Thr

Leu

Gln

Tyr
155
Thr
Phe
Phe
His
Leu
235
Lys
Ile
Leu
Ala
Leu
315
Tyr

Ala
Arg
His
Glu
60

Glu
Phe
Asp
Phe
Pro
140
Leu
Leu
Ile
Gly
Asn
220
Arg
Gln
Leu
Ile
Leu
300

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly

Ser

Gln

Leu

val

Pro

125

Ile

Pro

Lys

Ala

Ile

205

Phe

Glu

Lys

Asn

Met

285

Asp

Glu

Asn

Leu Ser Leu

val
30

Asp
Ser
Hig
Asn
Asp
110
Pro
Pro
Phe
Ser
Thr
190
Trp
Thr
Leu
Glu
His
270
Tyr
val

Leu

Glu

15

Leu

Arg

Trp

Glu
95

Arg
Glu
vVal
Arg
Glu
178
Leu
Ser
Leu
Ser
Lys
255

Met

Ser

Tyr

Tyr

Thr

Ala
ser
Pro
Glu
80

Ser
Thr
Gly
His
Asn
160
Glu
Gly
Lys
Pro
Glu
240
Ser
Lys
Ala
Asn
Phe

320

Gln
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His Glu

Leu Glu

Ser Thr
370

Thr Asp
385

Trp Glu
Ser Arg
Glu Met
Leu Tyr

450
Leu Thr
465
Glu Thr

Asn Leu

Val Gln

Pro
Arg
358
Glu
Gly
His
Asp
Phe
435
Lys
Met
Ser

Lys

Glu
515

TYyr
340
Phe
Cys
Ser
val
Thr
420
Asp
Gln
Met

Cys

Asp
500

328

Pro

Ala

Met

Ala

Aagn

405

Ala

Leu

Gly

Ala

Ala

485

Phe

ES 2281087 T3

Leu

Glu

Thr

Pro

390

Ala

Ala

Gln

Leu

Ser

470

Thr

Leu

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 3:

Met
Leu
Thr
375
Ala
1le
Glu
Glu
Arg
455
His
Gln

Leu

Leu
Val
360
Asn
Arg
Gln
Mat
Pro
440
Gly
Tyr

Ile

val

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2385 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii)
(iii)
(iv)
(vi)

(xi)

TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

HIPOTETICO: NO

ANTISENTIDO: NO

FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(C) AISLADO PARTICULAR: gen de fusiéon de GM-CSF-HER-2; Fig. 8

DESCRIPICION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 3:

Pro
345
Gly
Sar
Ser
Glu
Asn
425
Thr
Ser
Lys

Ile

Ile
508

330

Gly
Pro
His
Pro
Ala
410
Glu
Cys
Leu
Gln
Thr

490

Pro

Cys

val

Gln

Ser

395

Arg

Thr

Leu

Thr

His

475

Phe

Phe

Ser
Ile
Gly
380
Pro
Arg
Val
Gln
Lys
460

Cys

Glu

Pro

Pro

365

Thr

Ser

Leu

Glu

Thr

445

Leu

Pro

Ser

Asp Cys

Ser

350

Gln

Glu

Thr

Leu

val

430

Arg

Lys

Pro

Phe

Trp
510

335
Cys
ASp
Asp
Gln
Asn
415
Ile
Leu
Gly
Thr
Lys

495

Glu

Pro

Trp

Ser

Pro

400

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro

480

Glu

Pro

AGTGAGCACC ATGGAGCTGG CGGCCTTGTG CCGCTGGGGG CTCCTCCTCG CCCTCTTGCC
CCCCGGAGCC GCGAGCACCC ARGTGTGCAC CGGCACAGAC ATGAAGCTGC GGCTCCCTGC
CAGTCCCGAG ACCCACCTGG ACATGCTCCG CCACCTCTAC CAGGGCTGCC AGGTGGTGCA

GGGARACCTG GAACTCACCT ACCTGCCCAC CAATGCCAGC CTGTCCTTCC TGCAGGATAT

60
120
180

240
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CCAGGAGGTG CAGGGCTACG TGCTCATCGC TCACAACCAA GTGAGGCAGG TCCCACTGCA
GAGGCTGCGG ATTGTGCGAG GCACCCAGCT CTTTGAGGAC ARCTATGCCC TGGCCGTGCT
AGACAATGGA GACCCGCTGA ACAATACCAC CCCTGTCACA GGGGCCTCCC CAGGAGGCCT
GCGGGAGCTG CAGCTTCGAA GCCTCACAGA GATCTTGAAA GGAGGGGTCT TGATCCAGCG
GAACCCCCAG CTCTGCTACC RGGACACGAT TTTGTGGAAG GACATCTTCC ACAAGAACAA
CCAGCTGGCT CTCACACTGA TAGACACCAA CCGCTCTCGG GCCTGCCACC CCTGTTCTCC
GATGTGTAAG GGCTCCCGCT GCTGGGGAGA GAGTTCTGAG GATTGTCAGA GCCTGACGCG
CACTGTCTGT GCCGGTGGCT GTGCCCGCTG CARGGGGCCA CTGCCCACTG ACTGCTGCCA
TGAGCAGTGT GCTGCCGGCT GCACGGGCCC CAAGCACTCT GACTGCCTGG CCTGCCTCCA
CTTCAACCAC AGTGGCATCT GTGAGCTGCA CTGCCCAGCC CTGGTCACCT ACAACACAGA
CACGTTTGAG TCCATGCCCA ATCCCGAGGG CCGGTATACA TTCGGCGCCA GCTGTGTGAC
TGCCTGTCCC TACAACTACC TTTCTACGGA CGTGGGATCC TGCACCCTCG TCTGCCCCCT
GCACAACCAA GAGGTGACAG CAGAGGATGG AACACAGCGG TGTGAGAAGT GCAGCAAGCC
CTGTGCCCGA GTGTGCTATG GTCTGGGCAT GGAGCACTTG CGAGAGGTGA GGGCAGTTAC
CAGTGCCAAT ATCCAGGAGT TTGCTGGCTG CAAGAAGATC TTTGGGAGCC TGGCATTTCT
GCCGGAGAGC TTTGATGGGG ACCCAGCCTC CARCACTGCC CCGCTCCAGC CAGAGCAGCT
CCAAGTGTTT GAGACTCTGG AAGAGATCAC AGGTTACCTA TACATCTCAG CATGGCCGGA
CAGCCTGCCT GACCTCAGCG TCTTCCAGAA CCTGCAAGTA ATCCGGGGAC GAATTCTGCA
CAATGGCGCC TACTCGCTGA CCCTGCAAGG GCTGGGCATC AGCTGGCTGG GGCTGCGCTC
ACTGAGGGAA CTGGGCAGTG GACTGGCCCT CATCCACCAT AACACCCACC TCTGCTTCGT
GCACACGGTG CCCTGGGACC AGCTCTTTCG GAACCCGCAC CAAGCTCTGC TCCACACTGC
CAARCCGGCCA GAGGACGAGT GTGTGGGCGA GGGCCTGGCC TGCCACCAGC TGTGCGCCCG
AGGGCACTGC TGGGGTCCAG GGCCCACCCA GTGTGTCAAC TGCAGCCAGT TCCTTCGGGG
CCAGGAGTGC GTGGAGGAAT GCCGAGTACT GCAGGGGCTC CCCAGGGAGT ATGTGAATGC
CAGGCACTGT TTGCCGTGCC ACCCTGAGTG TCAGCCCCAG AATGGCTCAG TGACCTGTTT
TGGACCGGAG GCTGACCAGT GTGTGGCCTG TGCCCACTAT AAGGACCCTC CCTTCTGCGT
GGCCCGCTGC CCCAGCGGTG TGAAACCTGA CCTCTCCTAC ATGCCCATCT GGAAGTTTCC
AGATGAGGAG GGCGCATGCC AGCCTTGCCC CATCAACTGC ACCCACTCCT GTGTGGACCT
GGATGACAAG GGCTGCCCCG CCGAGCAGAG AGCCAGCCCT CTGACGTCCC TCGAGGCACC
CGCCCGCTCG CCCAGCCCCA GCACACAGCC CTGGGAGCAT GTGAATGCCA TCCAGGAGGC
CCGGCGTCTC CTGAACCTGA GTAGAGACAC TGCTGCTGAG ATGAATGARA CAGTAGAAGT
CALCTCAGAA ATGTTTGACC TCCAGGAGCC GACCTGCCTA CAGACCCGCC TGGAGCTGTA
CAAGCAGGGC CTGCGGGGCA GCCTCACCAM GCTCAAGGGC CCCTTGACCA TGATGGCCAG

CCACTACAAA CAGCACTGCC CTCCAACCCC GGAAACTTCC TGTGCAACCC AGATTATCAC

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2281087 T3

CTTTGAAAGT TTCAARGAGA ACCTGAAGGA CTTTCTGCTT GTCATCCCCT TTGACTGCTG

GGAGCCAGTC CAGGAGTGAG ACCGGCCAGA TGAGGCTGGC CAAGC

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 782 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(iti) HIPOTETICO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(C) AISLADO PARTICULAR: proteina de fusién de GM-CSF-Her-2; Fig. 8

(xi) DESCRIPICION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 4:

Met Glu Leu Ala Ala Leu Cys Arg Trp

1

Pro

Leu

Leu

Leu

65

Gln

Gln

Ala

val

Leu

145

Leu

Agn

His

Ser

Ala
228

Pro
Arg
Tyr
50

Pro
Gly
Arg
Leu
Thr
130
Thr
Cys
Gln
Pro
Glu

210

Axg

Gly
Leu
35

Gln
Thr
Tyr
Leu
Ala
118
Gly
Glu
Tyr
Leu
Cys
195

Asp

Cys

Ala
20

Pro
Gly
Asn
Val
Arg
100
Val
Ala
lle
Gln
Ala
180
Ser

Cys

Lys

5

Ala
Ala
Cys
Ala
Leu
85

Ile
Leu
Ser
Leu
Asp
165
Leu
Pro

Gln

Gly

Ser

Ser

Gln

Ser

70

Ile

val

Asp

Pro

Lys

150

Thr

Thr

Met

Ser

Pro
230

Thr
Pro
val
55

Leu
Ala
Arg
Asn
Gly
135
Gly
Ile
Leu
Cys
Leu

218

Leu

Gln
Glu
40

Val
Ser
His
Gly
Gly
120
Gly
Gly
Leu
Ile
Lys
200

Thr

Pro

val
25

Thr
Gln
Phe
Asn
Thr
105
Asp
Lau
val
Trp
Asp
185
Gly

Arg

Thr

Gly
10

Cys
His
Gly
Leu
Gln
S0

Gln
Pro
Arg
Leu
Lys
170
Thr
Ser

Thr

Asp

Leu
Thr
Leu
Asn
Gln
75

val
Leu
Leu
Glu
Ile
155
Asp
Aan
Arg

val

Cys
235

Leu
Gly
Asp
Leau
60

Asp
Arg
Phe
Asn
Leu
140
Gln
Ile
Arg
Cys
Cys
220

Cys

Lau
Thr
Het
45

Glu
Ile
Gln
Glu
Asn
125
Glin
Arg
Phe
Ser
Trp
208

Ala

His

Ala
Asp
30

Leu
Leu
Gln
Val
Asp
110
Thr
Leu
Asn
His
Arg
190
Gly

Gly

Glu

Leu
Het
Arg
Thr
Glu
Pro
95

Asn
Thr
Arg
Pro
Lys
175
Ala
Glu

Gly

Gln

Leu
Lys
His
Tyr
Val

80

Leu
Tyr
Pro
Ser
Gln

160

Asn

cys

Ser

Cys

Cys
240

2340
2385
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Ala
His
Thr
Tyr
Ser
305
Glu
Pro
val
Lys
Pro
38s
Glu
Asp
Gly
Gly
Leu
465
Pro
Ala
Gln
Val
Arg
545
Leu

Phe

Pro

Ala
Phe
Tyr
Thr
290
Thr
val
Cys
Arg
Ile
370
Ala
Thr
Ser
Arg
Ile

450

Ala

Trp

Asn

Leu

Asn

§30

val

Pro

Gly

Pro

Gly
Asn
Asn
275
Phe
Asp
Thr
Ala
Ala
358
Phe
Ser
Leu
Leu
Ile
435
Ser
Leu
Agp
Arg
Cys
518
Cys
Leu
Cys

Pro

Phe

Cys
His
260
Thr
Gly
val
Ala
Arg
340
val
Gly
Asn
Glu
Pro

420

Leu
Trp
Ile
Gln
Pro
500
Ala
Ser
Gln

His

Glu
580

Thr
245
Ser
Asp
Ala
Gly
Glu
325
Val
Thr
Ser
Thr
Glu
405
Agp
His
Leu
His
Leu
485
Glu
Arg
Gln
Gly
Pro
565

Ala

Val

ES 2 281 087 T3

Gly
Gly
Thr
Ser
Ser
310
Asp
Cys
Ser
Leu
Ala
390
Ile
Leu
Asn
Gly
Bis
470
Phe
Asp
Gly
Phe
Leu
550
Glu

Asp

Ala

Pro

Ile

Phe

Cys
295
Cys
Gly
Tyr
Ala
Ala
375
Pro
Thr
Ser
Gly
Leu
455
Asn
Arg
Glu
His
Leu
535
Pro

Cys

Gln

Lys

Cys
Glu
280
val
Thr
Thr
Gly
Asn
360
Phe
Leu
Gly
Val
Ala
440
Arg

Thr

Asn

Cys
520
Arg
Arg

Gln

Cys

Arg Cys

His
Glu
265
Ser
Thr
Leu
Gln
Leu
345
Ile
Leu
Gln

Tyr

Phe
425

Tyr
Ser
His
Pro
Val
505
Trp
Gly
Glu
Pro
val

585

Pro

Ser Asp Cys

250

Leu
Met
Ala
val
Arg
330
Gly
Gln
Pro
Pro
Leu
410
Gln
Ser
Leu
Leu
His
490
Cly

Gly

Gln

Gln
570

Ala

Ser

His
Pro
Cys
Cys
315
Cys
Met
Glu
Glu
Glu
395
Tyr
Asn
Leu
Arg
Cys
478
Gln
Glu
Pro
Glu
val
555
Asn

Cys

Cly

Cys
ABn
Pro
300
Pro
Glu
Glu
Phe
Ser
380
Gln
Ile
Leu
Thr
Glu
460
Phe
Ala
Cly

Gly

Cys
540
Asn
Gly

Ala

val

Leu
Pro
Pro
288
Tyrx
Leu
Lys
His
Ala
365
Phe
Leu
Ser
Gln
Leu
445
Leu
Val
Leu

Leu

Pro

525

Val

Ala

Ser

His

Lys

Ala
Ala
270
Glu
Asn
His
Cys
Leu
350
Gly
Asp
Gln
Ala
Val
430
Gln
Gly
His
Leu
Ala
510
Thr
Glu

Arg

val

Tyr
590

Pro

Cys
255
Leu
Gly
Tyr
Asn
Ser
335
Arg
Cys
Gly
val
Trp
415
Ile
Gly
Ser
Thr
His
495
Cys

Gln

Glu

Leu
val
Arg
Leu
Gln
320
Lys
Glu
Lys
Asp
Phe
400
Pro
Arg
Leu
Gly
val
480

Thr

His

Cys

Cys

His Cy

Thr
578

Lys

Asp

e
560

cys
Asp

Leu
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Ser
Pro
625
Gly
Pro
Ala
Ala
Gln
705
Leu
Ser

Thr

Leu

Tyr

610

Cys

Cys

Ala

Ile

Glu

690

Glu

Arg

His

Gln

Leu
770

595

Met
Pro
Pro
Arg
Gln
675
Met
Pro
Gly
Tyr
Ile

755

val

Pro

Ile

Ala

Ser

660

Glu

Asn

Thr

Ser

Lys

740

Ile

1le

ES 2281087 T3

Ile Trp
Asn Cys
630

Glu Gln
645

Pro Ser
Ala Arg
Glu Thr
Cys Leu

710
Leu Thr
725
Gln His

Thr Phe

Pro Phe

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 5:

Lys
615
Thr
Arg
Pro
Arg
Val
695
Gln
Lys
Cys

Glu

Asp
778

600

Phe

His

Ala

Ser

Leu

680

Glu

Thr

Leu

Pro

Ser

760

Cys

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(C) AISLADO PARTICULAR: cebador oligonucleétido sintético para PAP

(xi) DESCRIPICION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 5:

CGGCTCTCCT CAACATGAGA GC

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 31 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

Pro

ser

Ser

Thr

665

Leu

Val

Arg

Lys

Pro

745

Phe

Trp

Asp

Cys
Pro
650
Gln
Asn
Ile
Leu
Gly
730
Thr

Lys

Glu

Glu

val

635

Leu

Pro

Leu

Ser

Glu

715

Pro

Pro

Glu

Pro

Glu
620

Asp

Thr

Trp

Ser

Glu

700

Leu

Leu

Glu

Asn

val
780

605

Gly

Leu

Ser

Glu

Arg

685

Mat

Thr
Thr
Leu

765

G1ln

Ala
Asp
Leu
His
670
Asp
Phe
Lys
Met
Ser
750

Lys

Glu

Ccys

Asp

Glu

655

vVal

Thr

Asp

Gln

Met
735

Cys

Asp

Gln
Lys
640
Ala
Asn
Ala
Leu
Gly
720
Ala

Ala

Phe

22
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(C) AISLADO PARTICULAR: cebador oligonucledétido sintético para PAP humano

(xi) DESCRIPICION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 6:

CACAGGATCC ATCTGTACTG TCCTCAGTAC C 31

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(C) AISLADO PARTICULAR: cebador oligonucledétido sintético para GM-CSF humano

(xi) DESCRIPICION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 7:

GACTGGATCC GCACCCGCCC GCTCGCCC 28

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(C) AISLADO PARTICULAR: cebador oligonucleétido sintético para GM-CSF humano

(xi) DESCRIPICION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: §:

GATCTCTAGA GCTTGGCCAG CCTCATCTGG 30
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