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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a nuevas protelnas de la

familia de las prostasas y a su produccién. En particular, la

invencién se refiere a una proteina prostasa, o a un fragmento

P
P

de la misma, fusionada a un acompafiante de  fusidn inmunoldgico,

como la proteina NS1. Dichos antigenos se pueden formular para

proporcionar vacunas para el tratamiento de tumores de la

prbéstata. También se proporcionan nuevos métodos para purificar

la proteina prostasa y homdlcgos de la misma.
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VACUNA

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a derivados proteinicos
de una proteina conocida como prostasa, una serina proteasa
especifica de la proéstata, a métodos para su purificacidén vy
fabricacién y también a composiciones farmacéuticas que
contienen dichos derivados y a su uso en medicina. En
particular, dichos derivados encuentran utilidad en terapia de
vacuna contra el cancer, particularmente en terapia de vacuna
contra el céancer de préstata y como agentes de diagndstico de
tumores de proéstata.

En particular, los derivados de la invencidén incluyen
proteinas de fusidén que comprenden prostasa unida a un
acompafiante de  fusidén inmunoldégico o a un acompahante
intensificador de la expresidn.

La presente invencién proporciona también métodos para
purificar los derivados de la prostasa y para formular vacunas
para tratar inmunoterapéuticamente pacientes con céancer de
préstéta y tumores que expresan prostasa distintos de tumores de
la préstata, hiperplasia prostdtica y neoplasia intraepitelial
de la préstatai(PIN).

El céncer de préstata es el cancer mas comin en los
hombres, con un indice estimado de incidencia del 30% en hombres
mayores de 50 anos. Hay una evidencia clinica aplastante de que
el céancer humano de préstata tiene tendencia a extenderse
(metéstasis) a los huesos y parece que la enfermedad progresa
inevitablemente desde un estado dependiente de los andrdégenos a

un estado refractario a los andrégenos, originando una
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mortalidad incrementada de los pacientes [F. Abbas y P.
Scardino, "The Natural History of Clinical Prostate Carcinoma",
Cancer, 80, 827-833 (1997)]. Esta enfermedad prevalente es
actualmente la segunda causa de muerte por cancer entre 1los
hombres en los Estados Unidos.

A pesar de investigaciones considerables en terapias para
esta enfermedad, el cancer de prdstata sigue siendo dificil de
tratar. Actualmente, el tratamiento se basa en cirugia vy
radioterapia, pero estos métodos son ineficaces en un porcentaje
significativo de casos [M. Frydenberg, P. Stricker y K. Kaye,
"Prostate Cancer Diagnosis and Management", The Lancet, 349,
1.681—1.687 (1997)]1. Actualmente se conocen varios antigenos
asociados a tumores. Muchos de estos antigenos pueden ser
objetivos de interés en inmunoterapia, pero no son totalmente
especificos de tumores o estdn muy relacionados con proteinas
normales y, por 1lo tanto, tienen el riesgo de autoinmunidad
especifica de los odrganos, una vez atacados por una respuesta
inmunitaria potente. Cuando puede ser tolerada una respuesta
autoinmunitaria a o&érganos no cruciales, la autoinmunidad al
corazén, intestino y otros oérganos cruciales puede originar
perfiles de inocuidad inaceptables. Algunas proteinas
prostaticas especificas identificadas anteriormente, como
antigeno especifico prostatico (PSA), fosfatasa &acida prostatica
(PAP), antigeno de membrana especifico prostatico (PSMA) vy
antigeno de células pfostéticas pluripotenciales (PSCA) tienen
un potencial terapéutico limitado y, ademds, no siempre relacio-
nado con la presencia de céncer de préstata o con el nivel de

metastasis [C. Pound, A. Partin, M. Eisenberg et al., "Natural

2
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History of Progression after PSA Elevation following Radical
Prostatectomy”,

JAMA, 281, 1.591-1.597 (1999), y D. Bostwick, A. Pacelli, M.
Blute et al., "Prostate Specific Membrane Antigen Expression in
Prostatic Intraepithelial Neoplasia and Adenocarcinoma, Cancer,
82, 2.256-2.261 (1998)].

La existencia de mecanismos de rechazo de tumores esté
admitida desde hace varias décadas. Los antigenos tumorales,
aungue codificados por el genoma del organismo y, por lo tanto,
no reconocidos por el sistema inmune mediante el fendmeno de
inmunotolerancia, pueden inducir ocasionalmente respuestas
detectables en pacientes con cancer. Esto se pone de manifiesto
por respuestas de anticuerpos o de linfocitos T a antigenos
expresados por el tumor [B.H. Xue, Y. Zhang, J. Sosman et al.,
"Induction o©f Human Cytotoxic T-Lymphocytes Specific for
Prostate-Specific Antigen", Prostate, 30 (2), 73-78 (1997)].
Cuando se pueden observar efectos antitumorales relativamente
débiles por administracién de anticuerpos que reconocen
marcadores superficiales de células tumorales, la induccidén de
fuertes respuestas de linfocitos T a antigenos expresados por
células tumorales puede originar una regresién completa de
tumores creados en modelos animales (principalmente murinos).

Actualmente esta admitido que la expresidén de antigenos
tumorales por una célula no es suficiente para la induccidén de
una respuesta inmunitaria a estos antigenos. La iniciacién de
una respuesta de rechazo a un tumor requiere una serie de
fenbémenos de inmunoamplificacidén dependientes de la intervencidén

de células antigénicas presentes, responsables del aporte de una
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serie de sefiales de activaciodn.

La prostasa es una serina proteasa especifica de 1la
prbéstata (similar a la tripsina), con wuna longitud de 254
aminodcidos, con una triada catalitica conservada de la serina
proteasa H-D-S y una secuencia de prepropéptidos
aminoterminales, que indica una funcidén secretora potencial [P.
Nelson, Lu Gan, C. Ferguson, P. Moss, R. Gelinas, L. Hood y K.
Wand, "Molecular cloning and characterisation of prostase, an
androgen-regulated serine protease with prostate restricted
expression", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 3.114-3.119
(1999)]. Se ha descrito un supuesto sitio de glucosilacidn. La
estructura prevista es muy similar a la de otras serina
proteasas conocidas, mostrando que el polipéptido maduro se
pliega en un Unico dominio. La proteina madura tiene una
longitud de 224 aminocacidos, demostrando un epitopo AZ que se
procesa de modo natural.

La secuencia de nucledétidos de la prostasa y la secuencia
deducida de polipéptidos y de sus hombélogos se describen en
Ferguson et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 3.114-3.119
{(1999)] y en las solicitudes de patentes internacionales nos. WO
98/12302 (y también en la correspondiente patente de los Estados
Unidos 5.955.306), WO 98/20117 (y también en las
correspondientes patentes de los Estados Unidos 5.840.871 vy
5.786.148) (calicreina especifica prostatica) y WO 00/04149
(P703P) .

La presente invencidédn proporciona fusiones de proteinas
prostasas basadas en proteinas prostasas y en fragmentos vy

homélogos de las mismas ("derivados"). Dichos derivados son

4
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adecuados para su uso en formulaciones de vacunas terapéuticas
gue son adecuadas para el tratamiento de tumores de la proéstata.

Los fragmentos de prostasas de la invencidn seran de por
lo menos aproximadamente 10 aminoacidos consecutivos,
preferiblemente de aproximadamente 20, mas preferiblementev de
aproximadamente 50, mas preferiblemente de aproximadamente 100,
mas preferiblemente de aproximadamente 150 aminodacidos contiguos
seleccionados de las secuencias de aminodcidos indicadas en la
SEQ ID N° 7 y en la SEQ ID N° 8. Mas particularmente, los
fragmentos conservaran alguna propiedad funcional,
preferiblemente una actividad inmunolégica, de la molécula mayor
indicada en la SEQ ID N° 7 o en la SEQ ID N° 8, y son utiles en
los métodos descritos en la presente Memoria (por ejemplo, en
composicicones de vacunas, en diagnésticos, etc.). En particular,
los fragmentos pueden generar una respuesta inmunitaria cuando
se unen adecuadamente a un portador, que reconocerd la proteina
de la SEQ ID N°® 7 o de la SEQ ID N° 8.

Los hombélogos de prostasas compartirdn generalmente una
similitud sustancial de secuencias e incluyen polipéptidos
aislados que comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de por lo menos 70%, preferiblemente una identidad
de por lo menos 80%, mas preferiblemente una identidad de por lo
menos 90%, aun méas preferiblemente una identidad de por lo menos
95%, lo mads preferiblemente una identidad de por lo menos 97-
99%, con la SEQ ID N° 7 o con la SEQ ID N° 8 en toda la longitud
de la SEQ ID N° 7 o de la SEQ ID N° 8. Dichos polipéptidos
incluyen aquellos que comprenden los aminoédcidos de la SEQ ID N°

7 o de la SEQ ID N° 8.
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En una realizacién preferida, el derivado del antigeno de
la prostasa o los fragmentos y homdélogos del mismo pueden llevar
una mutacién en el sitio activo de la proteina para reducir
sustancialmente o) preferiblemente eliminar su actividad
biolégica de proteasa. Las mutaciones preferidas implican
reemplazar los restos cataliticos histidina y aspartato de la
serina proteasa. En una realizacidn preferida, la prostasa
contiene una mutacidén histidina-alanina en el resto 71 de la
secuencia de la prostasa [Ferguson et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 96, 3.114-3.119 (1999)], que corresponde al aminoacido
43 de la secuencia P703PDE5 (SEQ ID N° 8). La proteina mutada
tiene preferiblemente una disminucién significativa de la
eficiencia catalitica (expresada como actividad enzimatica
especifica) de la proteina en comparacién con la no mutada.
Preferiblemente la reduccidén de la eficiencia catalitica es por
lo menos por un factor de 10°, mas preferiblemente por lo menos
por un factor de 10%. 1la proteina que ha experimentado una
mutacién de histidina-alanina se representa en lo sucesivo con
un asterisco (U.

En una realizacidén, la presente invencidén se refiere a
proteinas de fusién que comprenden la prostasa asociada a
tumores o fragmentos u homélogos de la misma y una proteina
heterdloga o parte de una proteina que actia como acompafiante de
fusién. La proteina y el acompafiante de fusién pueden estar
conjugados quimicamente pero preferiblemente estdn expresadas en
forma de proteinas de fusidén recombinantes en un sistema de
expresidédn heterdlogo.

En una realizacidn preferida de la invencidn, se

6
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proporciona una proteina de fusidén prostasa, o fragmentos u
homdélogos de la misma, unida a un acompafiante inmunoldégico de
fusién que puede ayudar a proporcionar epitopos de linfocitos T
cooperadores. Asi, el acompafiante de fusidén puede actuar
mediante un efecto cooperador espectador unido a secrecidén de
sefiales de activacién por un gran nUmero de linfocitos T
especificos a la proteina o péptido extrafio con lo que aumenta
la induccidén de inmunidad al componente prostasa en comparacidn
con la proteina no fusionada. Preferiblemente, el acompariante
heter6lgo se selecciona para que sea reconocible por linfocitos
T en una mayoria de seres humanos.

En otra realizacidén, la invencidédn proporciona una proteina
prostasa, o fragmentos u hombélogos de la misma, unida a un
acompafiante de fusién que actua como intensificador de la
expresidén. Asi, el acompafiante de fusidén puede ayudar a auxiliar

en la expresién de prostasa en un sistema® heterdlogo,

-~

permitiendo producir niveles incrementados en un sistema de
expresién en comparacién con la proteina recombinante no
modificada.

Preferiblemente el acompafiante de fusidén debe ser un
acompafiante de fusidn inmunoldgico y un acompafiante intensi-
ficador de la expresidén. En consecuencia, la presente invencidn
en la realizacidén proporciona proteinas de fusidén que comprenden
la prostasa especifica de tumores, o un fragmento de la misma,
unida a un acompafiante de fusidén. Preferiblemente el acompafiante
de fusidn actua como acompafiante de fusién inmunoldgico y como
acompafiante intensificador de la expresién. En consecuencia, en

una forma preferida de la invencién, el acompafiante de fusidn es

7
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la proteina no estructural del wvirus de la gripe N8I
(hemaglutinina) o un fragmento de la misma. Tipicamente se
utilizan los 81 amincacidos N-terminales, aunque se pueden usar
diferentes fragmentos con la condicién de que incluyan epitopos
de 1linfocitos T cooperadores [C. Kackett, D. Horowitz, M.
Wysocka y S. Dillon, J. Gen. Virology, 73, 1.339-1.343 (1992)].
Cuando la proteina NS1 es el acompafiante de fusidén inmunoldgico,
tiene la ventaja adicional de que permite conseguir una
expresidén mayor. En particular, dichas fusiones se expresan con
rendimientos mayores que las proteinas prostasas recombinantes
no modificadas.

En realizaciones preferidas, el resto prostasa en la
fusién se selecciona del grupo que comprende la SEQ ID N° 5 (WO
98/12302, de Millenium), SEQ ID N° 6 (WO 98/20117, de Incyte),
SEQ ID N° 7 [PNAS, 96, 3.114-3.119 (1999)] y SEQ ID N° 8 (WO
00/04149, de Corixa, secuencia P703PDE5). En una realizacidn mas
preferida, la proteina de fusién comprende los 81 aminocdcidos N-
terminales de la proteina no estrctural NS1 fusionados a los 5 a
226 aminoacidos carboxiterminales de la prostasa mutada
especificados en la SEQ ID N° 1 o en la SEQ ID N° 3.

Las proteinas de la presente invencidén se expresan en una
célula huésped apropiada y preferiblemente en E. coli. En una
realizacidén preferida, las proteinas se expresan con una marca
de afinidad como, por ejemplo, una cola de histidina que
comprende entre 5 y 9 y preferiblemente seis restos histidina,
lo mas preferiblemente por lo menos 4 restos histidina. Estos
restos son ventajosos para ayudar a la purificacidén, por

ejemplo, mediante cromatografia de afinidad de iones metalicos

8
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La presente invencién proporciona también un acido
nucleico que codifica las proteinas de la presente invencidn.
Dichas secuencias ©pueden ser insertadas en un vector de
expresidén adecuado y usadas para vacunacién por ADN/ARN o
expresadas en un huésped adecuado. En realizaciones adicionales,
se introducen in vivo en células construcciones genéticas que
comprenden uno o mas de los polinucledétidos de la invenciodn.
Esto se puede conseguir usando cualquiera de una diversidad de
procedimientos bien conocidos. Uno de los métodos preferidos
para aportar in vivo una o mads secuencias de acidos nucleicos
implica el uso de un vector de expresidn, como un microorganismo
virico o Dbacteriano vivoc recombinante. Vectores de expresidn
viricos adecuados son, por ejemplo, poxvirus (por ejemplo, virus
vaccinia, poxvirus de la plaga aviar, poxvirus del canario),

alfavirus (virus Sindbis, wvirus Semliki Forest, virus de 1la

encefalitis equina venezolana), adenovirus, virus asocciados a
los adenovirus, picornavirus (virus de la poliomelitis,
rinovirus) y herpesvirus (virus varicela-zdster). Otros métodos

preferidos para aportar in vivo una © mas secuencias de
nucledtidos implican el uso de un vector de expresiodn
bacteriano, como Listeria, Salmonella, Shigella vy BCG, La
inoculacidén e infeccidén in vivo con este vector vivo originaré
la expresidén in vivo del antigeno y la induccidén de respuestas
inmunitarias. Estos virus y bacterias pueden ser virulentos o
estar atenuados de diversas maneras para obtener vacunas vivas.
Dichas vacunas vivas forman parte de la invencién.

Se puede sintetizar una secuencia de ADN que codifica 1las

9
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proteinas de la presente invencién usando técnicas estandar de
sintesis de ADN, como ligacién enzimatica [descrita por D.M.
Roberts et al., Biochemistry, 24, 5.090-5.098 (1985)], sintesis
quimica, polimerizacidén enzimatica in vitro o tecnologia de
reaccidén en cadena con polimerasa (PCR) usando, por ejemplo, una
polimerasa termoestable, o por una combinacidén de estas
técnicas. La polimerizacidén enzimdtica de ADN se puede realizar
in vitro usando una ADN polimerasa, como ADN polimerasa I (frag-
mento de Klenow) en un tampdédn apropiado que contiene los

nucledsido-trifosfatos dATP, dCTP, dGTP y dTTP, a una
termperatura de 10-37°C, generalmente en un volumen de 50 pyl o
menos. La ligacidén enzimadtica de fragmentos de ADN se puede
realizar usando una DAN ligasa, comoc ADN ligasa T4 en un tampdn
apropiado, como Tris 0,05M (pH 7,4), MgCl, 0,01M, ditiotreitol
0,01M, espermidina 1 mM, ATP 1 mM y serocalbumina bovina de 0,1
mg/ml, a una temperatura de 4°C a temperatura ambiente,

generalmente en un volumen de 50 ml o menos. La sintesis quimica
del polimero o fragmentos de ADN se puede realizar mediante
gquimica convencional de fosfotriésteres, fosfitos o
fosforamiditos usando técnicas en fase sdélida como las descritas
en "Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene Fragments - A
Laboratory Manual" (edicién de H.G. Gassen y A. Lang), Verlag
Chemie Weinheim (1982) o en otras publicaciohnes cientificas,
por ejemplo, M.J. Gait, H.W.D. Matthes, M. Singh, B.S. Sproat vy
R.C. Titmas, Nucleic Acids Research, 10, 6.243 (1982); W.
Bannwarth, Tetrahedron Letters, 24, 5.771 (1983); M.D. Matteucci

y M.H. Caruthers, Tetrahedron Letters, 21, 719 (1980); M.D.

10
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Matteucci y M.H. Caruthers, Journal of the American Chemical
Society, 103, 3.185 (1981); S.P. Adams et al., Journal of the
American Chemical Society, 105, 661 (1983); N.D. 8Sinha, J.
Biernat, J. McMannus y H. Koester, Nucleic Acids Research, 12,
4.539 (1984); y H.W.D. Matthes et al., EMBO Journal, 3, 801
(1984) .

En una realizacidén adicional de la invencién, se
proporciona un método de producir una proteina como la descrita
en la presente Memoria. El procedimiento de 1la invencidén se
puede realizar mediante técnicas recombinantes convencionales,
como las descritas en Maniatis et al., "Molecular Cloning - A
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor, 1982-1989.

En particular, el procedimiento de 1la invencidén puede
comprender preferiblemente las etapas de:

i) preparar un vector de expresidén replicable o integrante
capaz de expresar en una célula huésped un polimero de ADN que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteilna
0 un derivado inmunogénico de la misma,

1i) transformar una célula huésped con el citado vector,

iii) cultivar la citada celula huésped transformada en
condiciones que permitan la expresidn del citado polimero de ADN
para producir la citada proteina y

iv) recuperar la citada proteina.

El término "transformar"™ se usa en la presente Memoria
para significar la introduccién de ADN extrafio en una célula
huésped. Esto se puede conseguir, por ejemplo, por transfor-
macién, transfeccidén o infeccidn con uvun vector virico o

plasmidico apropiado usando, por ejemplo, técnicas convencio-
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nales como las descritas en "Genetic Engineering", edicidén de
S.M. Kingsman y A.J. Kingsman, Blackwell Scientific
Publications, Oxford, Inglaterra, 1988. El término "transfor-
mada" o "transformante" se aplicard en lo sucesivo a la célula
huésped resultante que contiene y expresa el gen extrano de
interés. Los antigenos recombinantes de la invencidén se expresan
preferiblemente en huéspedes multicelulares, més preferiblemente
en sistemas bacterianos, lo més preferiblemente en E. coli.

Preferiblemente la estrategia recombinante incluye clonar
una construccidn génica que codifica una proteina de fusidn NSI,
comprendiendo la construccién génica de 5' a 3' una secuencia de
ADN que codifica la proteina NS1 unida a una secuencia de ADN
que codifica la proteina de interés, en un vector de expresidn
para formar un fragmento de ADN que codifica una proteina de
fusidén NS1-P703P carboxiloterminal. Se puede disefiar una cola de
afinidad de polihistidina en el extremo carboxilo terminal de la
proteina de fusién que permite la purificacién simplificada
mediante cromatografia de afinidad.

Los vectores de expresién son nuevos y también forman
parte de la invencidn.

Los vectores de expresidén replicables se pueden preparar
de acuerdo con la invencidén escindiendo un vector compatible con
la célula huésped para proporcionar un segmento lineal de ADN
que tiene un replicdn intacto y combinando el citado segmento
lineal con una o mas moléculas de ADN que, junto con el citado
segmento lineal, codifican el producto deseado, como el polimero
de ADN que codifica la proteina de la invencidén o un derivado de

la misma en condicién ligantes.
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Asi, se puede preformar o formar el ADN hibrido durante 1la
construccién del vector, segun se desee.

La eleccidédn del vector vendréd determinada en parte por la
célula huésped, que puede ser procaridtica o eucaridtica, aungue
preferiblemente son células de E. coli, levadura o CHO. Vectores
adecuados incluyen pléasmidos, bacteridéfagos, cdsmidos y virus
recombinantes. Los vectores clonantes y de expresién contienen
preferiblemente un marcador tal que sdélo las células huéspedes
que expresan el marcador sobreviviran en condiciones selectivas.
Los genes de seleccidn incluyen pero no estan limitados al gen
que codifica la proteina que confiere resistencia a la ampicili-
na, tetraciclina o kanamicina. Los vectores de expresidn
contienen también secuencias de control gque son compatibles con
el huésped designado. Por ejemplo, las secuencias de control de
expresién de E. coli, y mas generalmente de procariotas,
incluyen promotores y sitios de wunién a ribosomas. Las
secuencias de promotores pueden ser naturales, como ia B-
lactamasa (penicilinasa) [Weisman, Interferon 3 (edicidén de L.
Gresser), 1981], lactosa (lac) [Chang et al., Nature, 198, 1.056
(1877)] y triptdéfano (trp) [Goeddel et al., Nucl. Acids Res., 8,
4.057 (1980)] vy sistema promotor P; lambdaderivado. Ademas,
promotores sintéticos no naturales funcionan también como
promotores bacterianos. Este es el caso, por ejemplo, del
promotor hibrido sintético tac que se deriva de secuencias de
los promotores trp y lac [De Boer et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 80, 21-26 (1983)]. Estos sistemas son particularmente

adecuados con E. coli.

13
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Los vectores compatibles de levaduras pueden 1llevar
también marcadores que permiten la seleccidédn de transformantes
exitosos por conferir prototrofia a mutantes auxotrdficos o
resistencia a metales pesados en cepas de tipo salvaje. Las
secuencias de control para vectores de levaduras incluyen
promotores de enzimas glucoliticas [Hess et al., J. Adv. Enzyme
Reg., 7, 149 (1968)], gen PHO5 que codifica fosfatasa acida, gen
CUPl, gen ARG3, promotores de genes GAL vy secuencias de
promotores sintéticos. Otros elementos de control utiles en
expresién de levaduras son terminadores y secuencias
conductoras. La secuencia conductora es particularmente util
puesto que tipicamente codifica un péptido sefial compuesto de
aminodcidos hidréfobos que dirigen la secrecidén de la proteina
desde la célula. Las secuencias sefiales adecuadas pueden ser
codificadas por genes para proteinas segregadas de levaduras,

como el gen invertasa de la levadura y el gen factor a,
fosfatasa &cida, toxina destructora, el gen g de apareamiento vy

recientemente 1la secuencia sefial de inulinasa heterdloga
derivada del gen INUIA de Kluyveromyces marxianus. Se han
desarrollado vectores adecuados para expresidn en Pichia
pastoris y Saccharomyces cerevisiae.

Hay disponible una diversidad de vectores de expresién de
P. pastoris Dbasados en diversos promotores inducibles o
constitutivos [Cereghino y Cregg, FEMS Microbiol. Rev., 24, 45-
66 (2000)]. Para la produccién de proteinas citosdlicas vy
segregadas, los vectores de P. pastoris mas comunes contienen el

promotor de la alcohol oxidasa (AOX1) fuertemente regulado. Los
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vectores contienen también el gen de la histidinol
deshidrogenasa (HIS4) de P. pastoris para seleccidn en huéspedes
his4. La secrecidén de proteina extrafia requiere la presencia de

una secuencia sefial y se ha usado mucho y con éxito la secuencia
conductora del factor g de apareamiento de S. cerevisiae en

sistemas de expresidén de Pichia. Los vectores de expresidn se
integran en el genoma de P. pastoris para maximizar la
estabilidad de cepas de expresién. Como en S. cerevisiae, la
escisién de un vector de expresidén de P. pastoris en una
secuencia compartida por el genoma del huésped (AOX1 o HIS4)
estimula sucesos de recombinacidén homdloga que dirigen
eficientemente la integracién del vector al locus gendmico. En
general, una cepa recombinante que contiene varias copias
integradas de una casete de expresién puede dar mas proteina
heterdloga que una cepa de una sola copia. La forma mas eficaz
de obtener transformantes con un numero elevado de copias
requiere la transformacién de cepa receptora Pichia mediante
técnicas de esferoplastos [Creqgg et al., Mol. Cell. Biol., 5,
3.376-3.385 (1985)7.

La preparacién del vector replicable de expresidén se puede
realizar convencionalmente con enzimas apropiadas para la
restriccién, polimerizacidén y ligacién del ADN mediante
procedimientos descritos, por ejemplo, en Maniatis et al.,
referencia citada anteriormente.

La célula huésped recombinante se prepara, de acuerdo con
la invencidén, transformando una célula huésped con un vector

replicable de expresién de la invencidén en condiciones
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transformantes. Las condiciones transformantes adecuadas son
convencionales y se describen, por ejemplo, en Maniatis et al.,
referencia citada anteriormente, o en "DNA Cloning", vol. II,
edicién de D.M. Glover, IRL Press Ltd., 1985.

La eleccidén de las condiciones transformantes depende de
la eleccidén de la célula huésped que ha de ser transformada. Por
ejemplo, anteriormente se ha descrito transformacidn in vivo
usando un vector virico vivo como agente transformante para 1los
polinucledétidos de la invencién. La transformacidn bacteriana de
un huésped como E. coli se puede hacer por absorcidédn directa de
los polinucledétidos (que pueden ser vectores de expresidédn dque
contienen la secuencia deseada) después de haber tratado el
huésped con una solucién de CaCl, [Cohen et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., 69, 2.110 (1973)] o con una solucidén que comprende
una mezcla de cloruro de rubidio (RbCl), MnCl,, acetato potéasico
y glicerol y después con acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico,
RbCl y glicerol. La transformacién de organismos eucaridticos
inferiores como células de levaduras en cultivo por absorcidn
directa se puede realizar usando el método de Hinnen et al.
(Proc. Natl. Acad. Sci., 75, 1.929-1.933 (1978)]. Se pueden
transformar células de mamiferos en cultivo usando la
coprecipitacidén con fosfato calcico del vector de ADN en las
células [Graham y Van der Eb, Virology, 52, 546 (1978)]. Otros
métodos para introducir polinucledtidos en células de mamiferos
incluyen transfeccidén mediada por dextrano, transfeccidén mediada
por polibreno, fusidén de protoplastos, electroporacidn, encapsu-
lacién del(de los) polinucledtido(s) en liposomas y microin-

yeccidn directa de los polinucledtidos en nucleos. La
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invencién se extiende también a una célula huésped transformada
con un Acido nucleico que codifica la proteina de la invencidn o
un vector replicable de expresién de la invencidn.

El cultivo de la célula huésped transformada en condi-
ciones que permitan la expresién del polimero de ADN se realiza
convencionalmente como se describe, por ejemplo, en Maniatis et
al., referencia citada anteriormente, y en "DNA Cloning"”. Asi,

preferiblemente se suministra nutriente a la célula y se cultiva

a una temperatura por debajo de 50°C, preferiblemente entre 25 y

35°C, lo ma&s preferiblemente a 30°C. El1l tiempo de incubacidn

puede variar desde unos pocos minutos hasta unas pocas horas, de
acuerdo con la proporcién del polipéptido en la célula
bacteriana, analizada por transferencia western o) por
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico (SDS-PAGE).

El producto puede ser recuperado por métodos conven-
cionales de acuerdo con la célula huésped y de acuerdo con la
localizacidén del producto de expresiédn (intracelular o segregado
en el medio de cultivo o en el periplasma de la célula). Asi por
ejemplo, cuando la célula huésped es bacteriana, como E. coli,
puede ser lisada fisica, quimica o enzimaticamente y la proteina
producto puede ser aislada del 1lisado resultante. Cuando la
célula huésped es de un mamifero, generalmente el producto puede
ser aislado del medio nutriente o de extractos exentos de
células. Cuando la célula huésped es una levadura, como
Saccharomyces cerevisiae © Pichia pastoris, generalmente el

producto puede ser aislado de células lisadas o del medio de
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cultivo y purificado después usando técnicas convencionales. La
especificidad del sistema de expresidén puede ser analizada por
transferencia western usando un anticuerpo dirigido contra el
polipéptido de interés.

Técnicas convencionales de aislamiento de proteinas
incluyen precipitacién selectiva, cromatografia de adsorcidén y
cromatografia de afinidad, incluida una columna de afinidad de
anticuerpos monoclonales. Cuando 1las proteinas de la presente
invencién se expresan con una cola de histidina (marca de His),
pueden ser purificadas facilmente por cromatografia de afinidad
usando una columna de cromatografia de afinidad de iones
metédlicos (IMAC).

En una realizacién preferida de la invencidn, se
proporcionan las proteinas de la presente invencidén con una
marca de afinidad, como una cola de polihistidina. En tales
casos, la proteina después de la etapa de bloqueo se somete
preferiblemente a cromatografia de afinidad. En estas proteinas
con una cola de polihistidina, se puede realizar cromatografia
de afinidad de iones metalicos inmovilizados (IMAC). E1 dion
metdlico puede ser cualquier ion adecuado, por ejemplo, zinc,
niquel, hierro, magnesio o cobre, aunque preferiblemente es zinc
o niquel. Preferiblemente el tampdn de la columna IMAC contiene
detergente, preferiblemente un detergente no iénico, como Tween
80, o un detergente hibrido, como Empigen BB, porque esto puede
originar niveles menores de endotoxina en el producto final.

Etapas cromatograficas adicionales incluyen, por ejemplo,
una etapa con Sepharose Q gque puede ser realizada antes o

después de la columna IMAC. El1 pH esta preferiblemente en el
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intervalo de 7,5 a 10, mas preferiblemente de 7,5 a 9,5,
dptimamente entre 8 y 9, idealmente 8,5.

Las proteinas de la presente invencidén se proporcionan en
forma soluble en un liquido o en forma liofilizada, que es la

forma preferida. Se supone generalmente que cada dosis humana
comprende 1 a 1.000 pg, preferiblemente 30 a 300 pg de proteina.

La presente invencién proporciona también una composicidn
farmacéutica que comprende una proteina de la presente invencién
en un excipiente farmacéuticamente aceptable. Una composicidn de
vacuna preferida comprende por lo menos
NS1-P703P" (SEQ ID N° 1) o NS1-P703P (SEQ ID N° 3). Preferible-
mente la citada proteina tiene grupos tiol bloqueados y es muy
pura; tiene, por ejemplo, menos de 5% de contaminacién de
células huéspedes. Dicha vacuna puede contener opciocnalmente uno
o mas de otros antigenos y derivados asociados con tumores. Por
ejemplo, otro antigeno asociado adecuado incluye PAP-1, PSA
(antigeno especifico prostatico), PSMA (antigeno de membrana
especifico prostatico), PSCA (antigeno de células prostaticas
pluripotenciales), STEAP.

La preparacién de la vacuna se describe generalmente en
"Vaccine Design - The subunit and adjuvant approach", edicidn de
M.F. Powell y M.J. Newman, Plenum Press, Nueva York, 1995. La
encapsulacidén con liposomas se describe en la patente de los

Estados Unidos 4.235.877, de Fullerton.
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Preferiblemente, en la formulacién de la invencidn se
afladen adyuvantes a las proteinas de la presente invencién. Hay
disponibles comercialmente adyuvantes adecuados como, por
ejemplo, adyuvante completo y adyuvante incompleto de Freund
(Difco Laboratories, Detroit, MI), adyuvante Merck 65 (Merck and
Company Inc., Rahway, NJ), AS-2 (SmithKline Beecham,
Philadelphia, PA), sales de aluminio como gel de hidréxido de
aluminio (alumbre) o fosfato de aluminic, sales de <calcio,
hierro o =zinc, una suspensién insoluble de tirosina acilada,
azucares acilados, polisacdridos derivatizados catidnica o
aniénicamente, polifosfacenos, microesferas biodegradables vy
monofosforil-lipido A y quil A. Como adyuvantes también se
pueden usar citoquinas, como GM-CSF

GM-CSF o interleucina 2, 7 6 12.

En las formulaciones de la invencidén se prefiere que la
composicidén del adyuvante induzca una respuesta inmunitaria,
predominantemente del tipo TH1. Niveles altos de citoquinas del
tipo Thl (por ejemplo, IFN-y, TNFq, IL-2 e IL-12) tienden a
favorecer la induccién de respuestas inmunitarias mediadas por
células a un antigeno administrado. En una realizacidn
preferida, en la que una respuesta es predominantemente del tipo
Th-1, el nivel de citoquinas del tipo Thl se incrementard en
mayor extensién que el nivel de citoquinas del tipo Th2. Los
niveles de estas citoquinas pueden ser analizados usando ensayos
estandar. Para un estudio de las familias de citoguinas, véase
Mosmann y Coffman, Ann. Rev. Immunol., 7, 145-173 (1989).

En consecuencia, adyuvantes adecuados para provocar una
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respuesta predominantemente del tipo Thl incluyen, por ejemplo,
una combinacién de monofosforil-lipido A, preferiblemente
monofosforil-lipido A 3-des-0O-acilado (3D-MPL) junto con una sal
de aluminio. Otros adyuvantes conocidos que inducen
preferencialmente una respuesta inmunitaria del tipo THI
incluyen oligonucledétidos gque contienen CpG. Los oligonu-
cledtidos se caracterizan porque el dinucledétido CpG no esta
metilado. Dichos oligonucleétidos son bien conocidos y se
describen, por ejemplo, en la patente WO 96/02555. También se
describen secuencias de ADN inmunoestimulador, por ejemplo, en
Sato et al., Science, 273, 352 (1996). Otro adyuvante preferido
es una saponina, preferiblemente QS21 (Aquila Biopharmaceuticals
Inc., Framingham, MA), que se puede usar sola o combinada con
otros adyuvantes. Por ejemplo, un sistema mejorado implica la
combinacién de un monofosforil-lipido A y un derivado de una
saponina, como la combinacidén de QS21 y 3D-MPL descrita en la
patente WO 94/00153, o una composicién menos reactogénica en la
que la QS21 estd atenuada con colesterol, descrita en la patente
WO 96/33739. Otras formulaciones preferidas comprenden una
emulsién aceite en agua y tocoferol. Una formulacidén de un
adyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL vy
tocoferol en una emulsidén aceite en agua se describe en la
patente WO 95/17210.

Una formulacién de un adyuvante particularmente potente
que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una emulsidén aceite en
agua se describe en la patente WO 95/17210 y es una formulacidén
preferida.

Otros adyuvantes preferidos incluyen Montanide ISA 720
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(Seppic, Francia), SAF (Chiron, California, Estados Unidos),
ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), Detox (Ribi, Hamilton, MT), RC-529
(Corixa, Hamilton, MT) vy otros glucosaminido~-4-fosfatos de
aminoalquilo (AGP).

Otros adyuvantes preferidos incluyen moléculas de
adyuvantes de la férmula general (I):

HO (CH2CH20) n-A-R (1)
en la que n es 1-50, A es un enlace o -C{0)-, R es alguilo C;1-Csg
o fenil(alguilo C;-~Csp) .

Una realizacidén de la presente invencidén consiste en una
formulacién de una vacuna que comprende un éter de polioxieti-
leno de férmula general (I), en la que n es entre 1 y 50,
preferiblemente entre 4 y 24, lo mids preferiblemente 9, el
componente R es alquilo C;-Csg, preferiblemente alquilo C;-C4, 1lo
mads preferiblemente alquilo Ci2 y A es un enlace. La
concentracién de los éteres de polioxietileno debe estar en el
intervalo de 0,1 a 20%, preferiblemente de 0,1 a 10% y lo més
preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 1%. Los éteres de
polioxietileno se seleccionan del grupo siguiente:
polioxietilén-9-lauril éter, polioxietilén-4-lauril éter,
polioxietilén-35-lauril éter y polioxietilén-23-lauril éter. Se
describen éteres de polioxietileno, como polioxietilén lauril
éter, en el indice Merck (12% edicidén, entrada 7717). Estas

moléculas de adyuvantes se describen en la patente WO 99/52549.
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Si se desea, el éter de polioxietileno de acuerdo con la
férmula (I) anterior se puede combinar con otro adyuvante. Por
ejemplo, una combinacidn preferida de adyuvantes es
preferiblemente una con CpG, descrita en la solicitud de patente
del Reino Unido, pendiente de tramitacién,

GB 9820856.2.

En consecuencia, en una realizacién de la presente in-
vencidén se proporciona una vacuna que comprende una proteina de
la presente 1invencidén, mas preferiblemente una proteina NSI1-
P703P y, como adyuvante, monofosforil-lipido A o un derivado
del mismo, QS21 y tocoferol en una emulsidén aceite en agua.

Preferiblemente la vacuna comprende adicionalmente una
saponina, mé&s preferiblemente QS21. Otra formulacidédn de adyu-
vante particular adecuado que incluye CpG y una saponina se
describe en la patente WO 00/09159 y es una formulacidén pre-
ferida. Lo mas preferiblemente, la saponina en esta formulacidn
particular es QS21. Preferiblemente, la formulacidén comprende
adicionalmente una emulsidén aceite en agua y tocoferol.

En las composiciones farmacéuticas y vacunas se puede
emplear cualquiera de una diversidad de vehiculos portadores
para facilitar la produccién de una respuesta inmunitaria
especifica a un antigeno que se dirige a células tumorales. Los
vehiculos portadores incluyen células presentadoras de antigeno
(APC), como células dendriticas, macréfagos, linfocitos B,
monocitos y otras células que pueden ser disefladas para ser APC
eficientes. Se pueden modificar genéticamente dichas células,
aungue no es necesario, para incrementar la capacidad de

presentar el antigeno, mejorar la activacidén y/o conservacidn de
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la respuesta de linfocitos T, tener per se efectos antitumorales
y/0 ser inmunoldégicamente compatibles con el receptor (esto es,
el haplotipo HLA apareado). Generalmente las células APC se
pueden aislar de cualquiera de una diversidad de fluidos vy
6rganos bioldgicos, incluidos tejidos tumorales y peritumorales,
y pueden ser células autdlogas, alogénicas, singénicas o xenogé-
nicas.

Ciertas realizaciones preferidas de la presente invencidn
usan, como células presentadoras de antigeno, células
dendriticas o progenitoras de las mismas. Las células den-
driticas son APC muy potentes [Banchereau y Steinman, Nature,
392, 245-251 (1998)] y han demostrado ser eficaces como adyu-
vante fisioldgico para provocar inmunidad antitumoral profi-
lactica o terapéutica [véase Timmerman y Levy, Ann. Rev. Med.,
50, 507-529 (1999)]. En general, las células dendriticas pueden
ser identificadas en base a su forma tipica [estelar in situ,
con procesos citoplasmaticos notables (dendritas) visibles in
vitro]l, a su capacidad de absorber, ©procesar y presentar
antigenos con gran eficacia y a su capacidad de activar
respuestas de linfocitos T no maduros. Por supuesto, las células
dendriticas pueden ser disefladas para expresar receptores o
ligandos especificos de la superficie de las células que no se
encuentran cominmente en células dendriticas in vivo o0 ex vivo y
dichas células dendriticas modificadas esté&n contempladas por la
presente invencidén. Como alternativa a las células dendriticas,
en una vacuna se pueden usar células dendriticas cargadas de
antigeno de vesiculas segregadas (denominadas exosomas) [véase

Zitvogel et al., Nature, 4, 594-600 (1998)].
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Se pueden obtener células dendriticas y sus progenitoras a
partir de sangre periférica, médula oésea, células infiltrantes
en tumores, células infiltrantes en tejidos peritumcrales,
ganglios linfaticos, bazo, piel, sangre del corddédn umbilical o
cualquier otro tejido o fluido adecuado. Por ejemplo, se pueden
diferenciar ex vivo células dendriticas afiadiendo una
combinacién de citoquinas, como GM-CSF, IL-4, IL-13 y/o TNFqg, a
cultivos de monocitos extraidos de sangre periférica.
Alternativamente, se pueden diferenciar, en células dendriticas,
células positivas CD34 extraidas de sangre periférica, sangre
del corddén umbilical o médula 6sea afiadiendo al medio de cultivo
combinaciones de GM-CSF, IL-3, TNFq, ligando CcDh4o0,
lipopolisacdrido LPS, ligando flt3 y/u otro(s) compuesto(s) due
induzcan diferenciacién, maduracidén y proliferacidén de células
dendriticas.

Las células dendriticas se clasifican convenientemente en
células "inmaduras" y "maduras", lo cual permite una forma
sencilla de discriminar entre dos fenotipos bien caracterizados.
Sin embargo, esta nomenclatura no debe excluir todas las fases
intermedias posibles de diferenciacidén. Las células dendriticas
inmaduras se caracterizan como células APC con una dJran

capacidad de absorber y procesar antigenos, que se relaciona con
la gran expresidn de receptor de Fcy y receptor de manosa. EIl

fenotipo maduro se caracteriza tipicamente por una expresidn
menor de estos marcadores pero por una gran expresidén de
moléculas de la superficie de las células responsables de la

activacién de linfocitos T, como MHC de clase I y de clase II,
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moléculas de adherencia (por ejemplo, CD54 y CD1l) y moléculas
coestimuladoras (por ejemplo, CD40, CD80, CD86 y 4-1BB).

Las células APC pueden ser transfectadas generalmente con
un polinucledtido que codifica la proteina tumoral prostasa (o
un derivado de la misma) de modo que el polipéptido tumoral
prostasa, o una porcidén inmunogénica del mismo, se exprese en la
superficie de las células. Dicha transfeccién puede tener lugar
ex vivo y después se puede usar una composicidédn © vacuna que
comprenda dichas células transfectadas con fines terapéuticos
como se describe en la presente Memoria. Alternativamente, se
puede administrar a un paciente un vehiculo portador de un gen
que se dirige a una célula dendritica o a otra célula
presentadora de antigeno originando transfeccidén in vivo.
Generalmente la
transfeccidén in vivo y ex vivo de células dendriticas se puede
realizar, por ejemplo, usando cualesquiera métodos conocidos en
la técnica, como los descritos en la patente WO 97/24447 o el
procedimiento de inyeccién de genes descrito por Mahvi et al.,
Immunology and cell Biology, 75, 456-460 (1997). Se puede
conseguir cargar células dendriticas con antigeno 1incubando
células dendriticas o células progenitoras con el polipéptido
tumoral prostasa, ADN (desnudo o en un vector plasmidico) o ARN,
o con bacterias o virus recombinantes que expresen el antigeno
(por ejemplo, vectores de virus vaccinia, virus de 1la plaga
aviar, adenovirus o lentivirus).

Las vacunas y composiciones farmacéuticas se ©pueden
presentar en envases con una dosis unidad o con varias dosis,

como ampollas o viales sellados. Preferiblemente, dichos envases
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se sellan herméticamente para conservar la esterilidad de la
formulacién hasta su uso. En general, las formulaciones se
pueden guardar en forma de suspensiones, soluciones o emulsiones
en vehiculos oleosos o acuosos. Alternativamente, se puede
guardar una vacuna o© composicidén farmacéutica en estado
liofilizado, que requiere sélo la adicidén de un vehiculo liquido
estéril inmediatamente antes de usarla.

La presente invencidén proporciona también un método para
producir una formulacién de una vacuna, que comprende mezclar
una proteina de la presente invencién con un excipiente far-
macéuticamente aceptable, como 3D-MPL.

Otro aspecto de la invencién es el uso de una proteina o
de un acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones de la
presente invencidén, para la fabricacidén de wuna vacuna para
tratar inmunoterapéuticamente un paciente que padece cancer de
préstata u otros tumores asociados con una prostasa.

FIGURAS

Figura 1: Disefio de la proteina de fusién NS1-P703 -His
expresada en E. coli.

Figura 2: Estructura primaria de la proteina de fusidn
NS1-P703"-His expresada en E. coli (SEQ ID N° 1).

Figura 3: Secuencia codificadora de NS1:-g:-P703P" (SEQ ID
N° 2).

Figura 4: Estrategia de clonacidén para producir NS1-P703P -
His en E. coli.

Figura 5: Mapa de plasmidos de RIT 14952.

Figura 6: Procedimiento de fermentacién de NS1-P703P° de E.

coli.
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Figura 7: Procedimiento de purificacidn de NS1-P703P" de E.
coli.

Figura 8: Inmunogenicidad de NS1-P703P" con adyuvante
SBAS2.

Figura 9: Estructura primaria de la proteina de fusidn
NS1-P703-His expresada en E. coli (SEQ ID N° 3).

Figura 10: Secuencia codificadora de NS1li--P703P-His (SEQ
ID N° 4).

A continuacién se describird adicionalmente la invencidn
con referencia a los siguientes ejemplos.
EJEMPLO I

Preparaciédn de la cepa de E. coli recombinante gque expresa la

proteina de fusién NS1-P703P -3-His

1. Disefio de la proteina

Ls estrategia de expresidén seqguida para este candidato
incluydé el disefio de la estructura primaria mas apropiada para
la proteina recombinante que tuviera las mejores expectativas
tanto de buen nivel de expresién como de proceso de facil
purificacién.

Aunque la probabilidad de que una proteina recombinante
pueda conservar su actividad bioldégica de prostasa cuando se
formule para una vacuna es realmente muy baja, se hizo la
mutacién del sitio activo para reducir sustancialmente o
preferiblemente eliminar su actividad bioldgica proteolitica. En
consecuencia, el resto His en la posicién 43 de la SEQ ID N° 8
se cambié a un resto Ala.

El disefio de la proteina de fusién NS1-P703 -His que ha de

ser expresada en E. coli se describe en la figura 1. Esta fusidn
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contiene los 81 aminodcidos N-terminales de la proteina no
estructural del virus de la gripe, seguidos de la secuencia de
aminodcidos no procesados de antigeno prostasa (aminoacidos 5 —
226 de la secuencia p703pde5 descrita en la SEQ ID N° 8 que
contiene la mutacidén His —5 Ala del resto 43 del sitio activo de
la proteasa) seguidos por la cola His. Se arnadidé la cola His a
la prostasa para permitir 1la purificacién versatil de la
proteina de fusidén procesada. La longitud de la fusidén es de 313
aminoacidos.

La estructura primaria de la proteina resultante tiene la
secuencia descrita en la figura 2. La secuencia codificadora
correspondiente a la proteina anterior se ilustra en la figura 3
y fue colocada posteriormente bajo el control del promotor )pL
en un plésmido de expresién de E. coli.

2. El sistema de expresiédn de E. coli

Para la produccién de la proteina NS1, el ADN que codifica
los 81 restos aminoterminales de la proteina NS1 (proteina no
estructural del virus de la gripe) se clond en el vector de
expresidén pMG 81. Este plésmido utiliza seflales del ADN del fago
lambda para dirigir la transcripcidédn y traduccién de genes
extrafios insertados. El vector contiene el promotor PL lambda
PL, operador OL y dos sitios de utilizacidén (NutlL y NutR) para
mitigar efectos transcripcionales de polaridad cuando se
proporciona la proteina N [Gross et al., Mol. & Cell. Biol., b5,
1.015 (1985)]. Los vectores que contienen el promotor PL se
introducen en un huésped lisogénico E. colli para estabilizar el

ADN del plasmido. Las cepas del huésped lisogénico contienen ADN
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del fago lambda defectuoso de replicacidn integrado en el genoma

[Shatzman et al., T"Experimental Manipulation of Gene Ex-
pression"”, edicién de Inouya, pag. 1-14, Academic Press, N.Y.
(1983)1. E1 ADN del fago lambda dirige 1la sintesis de la

proteina represora clI gue se une al represor OL del vector vy
evita la unién de la ARN polimerasa al promotor PL y, por 1lo
tanto, la transcripcidén del gen insertado. El gen cI de la cepa
de expresién ARS8 contiene una mutacidén sensible a la
temperatura por 1o que la transcripcidén dirigida por el promotor
PL. puede ser regulada cambiando la temperatura, esto es, un
incremento de la temperatura del cultivo inactiva al represor y
se 1inicia la sintesis de la proteina extrana. Este sistema de
expresidén permite la sintesis controlada de proteina extranas,
especialmente las que pueden ser téxicas a la célula [Shimataka
y Rosenberg, Nature, 292, 128 (1981)].

3. La cepa AR58 de E. coli

La cepa lisogénica ARS8 de E. coli usada para la pro-
duccidén de la proteina NS1-P703P ~His es una derivada de la cepa
estandar N99 K12 de E. coli NIH (F- su- galK2, lacZ- thr-).
Contiene un fago lambda lisogénico defectuoso
(galE::TN10, I Kil- <I857 DH1). El1 fenotipo Kil- evita la
interrupcién de la sintesis macromolecular del huésped. La
mutacién cI857 confiere al represor cl una lesidén sensible a la
temperatura. La delecidédn DH1 separa el operdn de la derecha del
fago lambda y los loci bio, uvr3 y chlA del huésped. La cepa
AR58 se generd por transduccidén de N99 con una carga de fago
lambda P cultivado previamente en un derivado SA500 (galE::TN1Q,

1 Kil- ¢I857 DH1l). La introduccidén del lisdgeno defectuoso en
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N99 se selecciond con tetraciclina debidec a la presencia de un
transposédn TN10 que codifica resistencia a la tetraciclina en el
gen galE adyacente. N99 y SA500 son cepas K12 de E. colil
obtenidas del laboratorio del Dr. Martin Rosenberg en el
National Institute of Health.

4. Construccidn del vector diseflado para expresar la proteina

recombinante NS1-P703P -His

Los materiales de partida fueron:

1) un plésmido de cADN recibido de CORIXA p703pdedb (pa-
tente WO 00/04149), en el que faltan la secuencia sefial putativa
y un trozo del propéptido de P703P (véase la figura 1) y que
contiene la secuencia codificadora del antigeno prostasa,

2) vector pRIT14901 qgue contiene la versidén 1larga del
promotor PL y

3) plasmido PMG81 que contiene los 81 amino&cidos de la
regién codificadora NS; del virus de la gripe.

La estrategia de clonacidén resumida en la figura 4 incluyd
las siguientes etapas:

a) amplificacidén PCR de la secuencia p703 con sitios de
restriccidén Ncol y Spel. El molde para la reaccidn PCR fue el
pléasmido del cADN recibido de CORIXA, la direccidén del
oligonucledétido canl39 : 5'GCG CCC ATG GTT GGG GAG GAC TGC AGC
CCG 3', y la antidireccién del oligonucledtido cani34 : 5'GGG
ACT AGT ACT GGC CTG GAC GGT TTT CTC 3',

b) insercidén de las secuencias amplificadas en el vector
comercial Litmus 28 (Biolabs), gue origina el plésmido in-

termedio pRIT 14949,
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c) mutagénesis dirigida His -» Ala del resto 43 de la
secuencia p703 contenida en el plésmido pRIT 14949 usando el
oligonucledtido de direccidn canld(Q : 5'CTG TCA GCC GCA GCG TGT
TTC CAG 3' y el oligonucledtido de antidireccidn canldl : 5'CTG
GAA ACA CGC TGC GGC TGA CAG 3', que origina la obtencién del
plasmido pRIT 14950,

d) aislamiento del fragmento NcoI-Spel del plésmido pRIT
14950,

e) a partir del plésmido pMG81l, purificacidén del fragmento
NS1 (81 aminocacidos) después de digestién de los sitios de
festriccién BamHI-NcolI,

f) ligacidén de los dos fragmentos al plésmido de expresidn
PRIT 14901 (longitud igual a la de pr PL),

g) seleccidédn y caracterizacidn de los transformantes de 1la
cepa AR58 de E. coli que contienen el plasmido
pRIT 14952 (véase la figura 5) gque expresan la proteina de
fusidén NS1-p703 mutada-His.

La cepa recombinante produce asi la proteina de fusidn
NS1-P703P ~cola de His, de 313 restos aminodcidos de longitud
(véase la figura 2), con la secuencia de aminoacidos descrita en
la SEQ ID N°® 1 y la secuencia codificadora descrita en la SEQ ID

N° 2.

EJEMPLO I1

Preparaciédn de la proteina de fusidn Ns1-P703P ~3-His recom-

binante

1. Desarrollo e induccidén de la cepa bacteriana B1225 - Ex-
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presién de NS1-P703P’-3-His

Se desarrollaron células de AR58 transformadas con plas-
mido pRIT 14952 (cepa B1225) en un matraz de 2 litros que
contenia 400 ml de medioc FECO15AA suplementado con sulfato de
kanamicina (100 mg/l). Después de incubar durante 16 horas a
30°C y a 200 rpm, se sacd del matraz una muestra pequefla para su
examen microscodpico.

Se transfirieron 50 ml de este precultivo a un fermentador
de 20 litros gue contenia 8,7 litros de medio
FECOl12AF suplementado con sulfato de kanamicina (50 mg/l). El pH
se ajustd y mantuvo a 6,8 por adicidén de NH4OH (25% v/v) y 1la
temperatura se mantuvo a 30°C. La velocidad de aireacidn se

mantuvo constante a 20 1/min y la presidén de 0, se reguld al 20%
de la de saturacién por retrocontrol de la velocidad de
agitacidén. La presidn de descarga se mantuvo a 0,5 bares.

El proceso de fermentaciédn se basd en glicercl como fuente
de carbono. Se afladidé la solucidén de alimentacidén a una
velocidad inicial de 0,04 ml/min y se incrementd expo-
nencialmente durante las primeras 30 horas para limitar el
desarrollo para poder mantener un nivel minimo de la presidn de
0, del 20%.

Después de 30 horas, se incrementd rapidamente la tempe-
ratura del fermentador a 39,5°C para inducir la expresidn

intracelular del antigeno NS1-P703P -His. La velocidad de
alimentacidén se mantuvo constante a 1,28 ml/min durante toda la
fase de induccidn (18 horas).

Durante las fases de desarrollo e induccidn se tomaron

33




10

15

20

25

muestras del caldo para seguir el desarrollo bacteriano y la
expresidén del antigeno. También se realizaron en estos mate-
riales ensayos microbioldégicos de identificacidn y pureza.

Al término de 1la fermentacidén, la biomasa alcanzdé una
densidad o¢ptica de aproximadamente 130, gque corresponde a una
densidad de células secas de aproximadamente 50 g/l. El volumen
final fue aproximadamente 10,5 litros. Las células que contenian

el antigeno se separaron directamente del medio de cultivo por
centrifugacidén a 5.000g durante 1 hora a 4°C y el granulado se

guardd a -70°C en bolsas de plastico.

2. Extraccidén de la proteina

La proteina NSl—P703P+—Hi$ recombinante, expresada en E.
coli como cuerpos de inclusidén, se purificd a partir del
homogeneizado usando diferentes etapas (véase la figura 6).

En resumen, se descongelaron a +4°C células concentradas
congeladas recogidas de la fermentacidn, antes de resuspenderlas
en tampdn de rotura (fosfato 20 mM, NaCl 2M, EDTA 5 mM; pH 7,5)
a una densidad optica (ODgsg) de 120. Dos pasadas a través de un
homogeneizador de alta presidn

(1.000 bares) rompid las células.

EJEMPLO IIT

Purificacién de la proteina de fusién NS1-P703P"-His

a) Introduccidn

Como se ha indicado anteriormente, 1la proteina recom-
pbinante NS1-P703P"-His se produce en E. coli en forma de cuerpos

de inclusidén. Una cuestidén importante en el sistema del método
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de purificacién fue 1la oxidacidén de la proteina recombinante
consigo misma o con contaminantes de la célula huésped,
probablemente por unidén covalente con enlaces disulfuro. EI
proceso desarrollado pretendia reducir el fendmeno de oxidacidn
masiva para tener un producto muy purificado Jjunto con un
rendimiento global aceptable, conservando al mismo tiempo 1la
capacidad del producto de producir una respuesta inmunitaria
eficaz contra el antigeno de interés.

a) Descripcidn del proceso

La suspensidén de células rotas se tratdé en un sistema

Pallsep VMF (filtracidén a través de membrana vibrante) (Pall-
Filtron) equipado con membrana de 0,45 pym. La "fraccidn gra-

nular" se lavd primero por diafiltracidén con tampédn fosfato 20
mM (pH 7,5) que contenia 0,5% de detergente Empigen BB. El
material lavado se solubilizdé después en el mismo tampdn dque

contenia hidrocloruro de guanidina 4M y glutatidén 20 mM. El1
producto se recuperd a través de un filtro de 0,45 ym y el

permeado se tratd con yodoacetamida 200 mM para evitar el
reacoplamiento por oxidacidn.

La fraccidén carboxiamidada se sometid a cromatografia IMAC
(Sepharose FF quelante de niquel; Pharmacia). La columna se
equilibré primero con tampdén Tris 20 mM (pH 7,5) que contenia
urea 4M, 0,5% de Tween 80 e imidazol 20 mM. Después de cargar la
muestra, la columna se lavdé con el mismo tampdn. La proteina se
eluyd después en el tampdén anterior con imidazol 400 mM.

Antes de continuar 1la cromatografia de intercambic anid-

nico, se redujo la conductancia del eluido IMAC por debajo de &
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mS/cm con tampdédn Tris 20 mM (pH 8,5) que contenia urea 4M y O, 5-
1,0% de Tween 80. El1 soporte del lecho relleno (Sepharose Q FF;
Pharmacia) se equilibrdé con el tampdén de dilucidén. Después de
cargar la muestra y de una etapa de lavado con el tampdn de
equilibracién, la proteina se eluyd con el mismo tampdn que con-
tenia NaCl 250 mM.

El eluido de Sepharose Q FF se diafiltrd después contra el
tampdén apropiado de almacenamiento (tampén Tris 20 mM; pH 8,0)
en una unidad de filtracidén de flujo tangencial eguipada con una
membrana de corte de 10 Kd (Omega, Filton).

El retenido de la ultrafiltracidén que contenia la proteina

NS1-P703P -His se sometid a filtracidén estéril a través de una
membrana de 0,22 um.

El rendimiento global de 1la purificacién fue muy alto:
aproximadamente 3-4 gramos de material purificado/litro de homo-

geneizado (OD 120).

EJEMPLO IV

Preparaciédn de una vacuna usando la proteina NS1-P703 -His

1. Preparacidén de una vacuna usando la proteina NS1-P703P -His

La vacuna usada en estos experimentos se produce a partir
de ADN recombinante gque codifica 1la proteina NS1~P703P -His
expresada en E. coli de la cepa ARS8, con o sin adyuvante. Como
adyuvante, la formulacién comprende una mezcla de monofosforil-
lipido A 3-des-0O-acilado (3D-MPL) vy QS21 en una emulsidn
aceite/agua. El1 sistema adyuvante SBAS2 ha sido descrito

anteriormente (patente WO 95/17210).
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3D-MPL: es un inmunocestimulador derivado del 1lipopoli-
sacarido (LPS) de la bacteria Gram negativa Salmonella minne-
sota. El monofosforil-lipido (MPL) ha sido desacilado y carece
de un grupo fosfato en el resto de lipido A. Este tratamiento
quimico reduce drasticamente la toxicidad, conservando las
propiedades inmunoestimuladoras (Ribi, 1986) . Ribi Tmmu-
nochemistry produce y suministra MPL a
SB-Biologicals. Experimentos realizados en SmithKline Beecham
Biologicals han demostrado que 3D-MPL combinado con diversos
vehiculos intensifca enormemente tanto la inmunidad humoral como
un tipo de TH1 de inmunidad celular.

Q81: es una molécula de saponina natural extraida de la
corteza de Quillaja saponaria Molina, un arbol de Sud-
américa. Una técnica de purificacidén desarrollada para separar
de los extractos brutos de la corteza las saponinas individuales
permitidé el aislamiento de la saponina particular, QS21, que es
un triterpenoglucdsido que demuestra una actividad adyuvante
mayor y una toxicidad menor en comparacidédn con el componente
generador. Lé saponina Qs21 ha demostrado activar CTL
restringidos de clase I a varios antigenos subunitarios asi como
estimular la proliferacidén linfocitica especifica de antigenos
(Kensil, 1992). Aguila (antiguamente Cambridge Biotech
Corporation) produce y suministra QS21 a SB-Biologicals.

Experimentos realizados en SmithKline Beecham Biologicals
han demostrado un efecto sinérgico evidente de las combinaciones
de MPL y QS21 en la induccidn de respuestas inmunitarias tanto
humorales como celulares del tipo THI1.

La emulsién aceite/agua comprende una fase organica
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compuesta de dos aceites (un tocoferol y escualeno) y una fase
acucsa de solucidén salina tamponada con fosfato (PBS) que
contiene Tween 80 como emulsionante. La emulsidén comprendia 5%
de escualeno, 5% de tocoferol y 0,4% de Tween 80 y tenia un
tamafno medio de particulas de 180 nm y se conoce como SB62
(véase la patente WO 95/17210).

Experimentos realizados en SmithKline Beecham Biologicals
han demostrado que la adicidn, como adyuvante, de esta emulsidn
aceite/agua a 3D-MPL/QS21 (SBAS2) incrementa mads las propiedades
inmunoestimuladoras de este uUltimo frente a diversos antigenos
subunitarios.

2. Preparacidn de la emulsidn SB62 {(concentrada al doble)

Se disolvidé Tween 80 en PBS, dando una solucidén del 2% en

PBS. Para proporcionar 100 ml de emulsidédn concentrada al doble,
se agitaron vorticialmente 5 g de DL-g-tocofercl y 5 ml de

escualeno para mezclarlos perfectamente. Se afiadieron y
mezclaron perfectamente 90 ml de solucidén PBS/Tween. La emulsiodn
resultante se pasd después a través de una jeringa y finalmente
se microfluidizdé usando una maquina de microfluidizacidén M110S.
Las gotitas de aceite resultantes tienen un tamano de aproxima-
damente 180 nm.

3. Liofilizacién de NS1-P703P -His

En la practica, se disuelven todos los componentes y se
esteriliza por filtracidén a través de una membrana de 0,2 pm.

Las formulaciones se prepararon el dia de la liofilizacidn.

La secuencia de la formulacidédn fue:
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H,O + sacarosa del 15,75% + Tris 100 mM (pH 8) + Tween 80 del

10% 5 min + NS1-P703P

Se ajustaron los volumenes de todos los compuestos para
tener al final 250-50-10 ug de NS1-P703P'-His en Tris 10 mM,
0,2% de Tween 80 y 3,15% de sacarosa. El vial se completd hasta
un volumen 1,25X (reconstitucién con 625 pl de diluyente,
inyeccidén de 500 Hl)'

Usando el aparato de liofilizacidn Lyovac GT6, comprado a

Steris (Alemania), se realizd el ciclo de liofilizacidn durante

3 dias de la forma siguiente:

+35

4. Preparacién de la formulacidén aceite en agua NS1-P703P -His

0S21/3D-MPL (SBAS2)

Se formuld el adyuvante como combinacidébn de MPL y QS21, en
una emulsién aceite/agua.
1) Composicidén de la formulacidn (volumen de la inyeccidn 100
pl):

El grupo 1 recibié P703P -His (20 png) formulada en una com-
binacién de MPL y QS21, en una emulsidén aceite/agua. E1 grupo 2
recibié NS1-P703P -His (25 ng) en una combinacién de MPL y QS21,
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en una emulsién aceite/agua.

2) Componentes

Concentracidn
Componentes (mg/ml) Tampdn
P703P-His 0,513 Fosfato 20 mM (pH 7,5)
NS1-P703P-His 0,846 Tris 20 mM + 0,2% de
carboxi Tween 80 (pH 7,5)
SB62 2% PBS (pH 6,8)
MPL 8,175 Agua
Qsz1 2 Agua
Tiomersal 0,2 Agua

3) Formulaciones

Las formulaciones se prepararon extemporaneamente el dia
de la inyeccidn.

Las formulaciones que contenian 3D-MPL y 0S21 en una

emulsién aceite/agua (formulaciones SBASZB; grupos 2 y 3) se

prepararon de la forma siguiente: Se diluyeron P703P (20 pg)

(grupo 2) y NS1-P703P -His (25 ug) (grupo 3) en PBS concentrado
a 10 veces (pH 6,8) y agua antes de la adicién consecutiva, a

intervalos de 5 minutos, de SB62 (50 “l), MPL (20 ug), 0sS21 (20

ug) v 1 pg de tiomersal/ml como conservante. Todas las

incubaciones se realizaron a temperatura ambiente con
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agitacioén.
Las formulaciones sin adyuvante (grupos 4 y 5) se prepa-

raron de la forma siguiente: Se diluyeron P703P (20 ug) (grupo
4) y NS1-P703P"~His (25 ng) (grupo 5) en NaCl 1,35M y agua antes

de la adicién, a intervalos de 5 minutos, de 1 ug de
tiomersal/ml como conservante. Todas las incubaciones se
realizaron a temperatura ambiente con agitacidn.

La vacuna final se obtiene después de reconstituir 1la
preparacién liocfilizada de NS1-P703P"~His con el adyuvante o
sélo con PBS.

Los controles de adyuvante sin antigeno se prepararon

reemplazando la proteina por PBS.

EJEMPLO V

Inmunogenicidad usando proteina NS1-P703P -His

1. Inmunogenicidad de NS1-P703P -His en ratones

El objeto de este experimento fue caracterizar la respues-
ta inmunitaria inducida en ratones al vacunarlos con la
molécula de NS1-P703P -His mutada recombinante purificada,

producida en E. coli, en presencia o ausencia de adyuvante.

a) Protocolo de inmunizacidn

Se vacunaron dos veces, a intervalos de 2 semanas, por via

intramuscular, grupos de 10 ratones Balb/c inmunocompetentes,
de 6 a 8 semanas de edad, con 25 pg de NS1-P703 mnutada
formulada con o sin SB AS02B (50 yl de SB62/10 ug de MPL/10pug
de QS21). Catorce dias después de la segunda inyeccidn, se
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extrajo sangre y se ensayd® en el suero la presencia de
anticuerpos anti~-P703.

b) Respuesta de anticuerpos de IgG total

Se ensayd la respuesta de anticuerpos anti-P703 en el
suero de los ratones catorce dias después de la segunda vacu-
nacién. Esto se hizo mediante ensayo ELISA usando
NS1-P703P" como antigeno de recubrimiento.

Se usaron extractos de E. coli para comprobar la posible
presencia de anticuerpos contra contaminantes del huésped.

¢) Resultados

Los resultados muestran que: 1) NS1-P703P" induce una
respuesta inmunitaria mayor (IgGl}) como se pone de manifiesto en
el suero de ratones inyectados con la proteina NS1-P703P" sola,
en comparacidén con el suero de ratones normales de contfol; 2)
se encontraron titulos mayores de anticuerpos en animales que
habian recibido la molécula de NS1-P703P  formulada en el
adyuvante ASOZ2B.

También se mididé el perfil isotipico de la respuesta de
IgG especifica de NS1-P703P. Como se muestra en la figura 8, se
detecté IgGl cuando los ratones recibieron la proteina NSI-
P703P" sola; sin embargo, el perfil isotipico se desplazdé hacia
una respuesta THl1 (més IgGZa) por la presencia del adyuvante

ASO2.

EJEMPLO VI

1. NsS1-P703P-~His

Se prepard NS1-P703~-His de una manera analoga. Las se-

cuencias de aminoacidos y del ADN se representan en las SEQ ID
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En resumen, la estrategia para expresar una proteina de
fusidén NS1-P703P~His en E. coli incluyd las siguientes etapas:

a) como material de partida, el mismo material de partida
descrito en el ejemplo I (secuencia de aminoadcidos 5 — 226 de

p703pdeb descrita en la SEQ ID N° 8),

b) amplificacién PCR para flanquear los sitios de res-
triccidén de clonacidn de la secuencia no mutada de p703,

c) insercidédn en un vector PMG81 (longitud igual a la del
promotor pL) que contenia el gen NS1,

d) transformacidén de la cepa receptora AR58 o AR120 y

e) seleccidén de la cepa recombinante.

La proteina resultante se puede purificar de una manera
andloga a la proteina mutada NS1-P703P -His. La estructura
primaria de la proteina resultante tiene la secuencia descrita
en la figura 9. La secuencia codificadora correspondiente a la

proteina anterior se ilustra en la figura 10.
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Habiendo descrito la invencidén como antecede, se declara
como propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Una proteina prostasa, o un derivado de la misma, unida
a un acompafiante de fusién.

2. Una proteina de acuerdo con la reivindicacién 1, en la
que el antigeno prostasa se selecciocna del grupo formado por la
SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7 y SEQ ID N° 8.

3. Una proteina de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en
la que el acompafiente de fusidén es un acompafiante de fusidn
inmunolégico o un acompafiante de fusién intensificador de 1la
expresioén.

4. Una proteina de acuerdo con la reivindicacién 1 & 3, en
la que el acompafiante de fusidén es la proteina NS1 del virus de
la gripe o un fragmento de la misma.

5. Un antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 4, en el que el acompafiante de fusidén comprende
ademdas una marca de afinidad.

6. Una secuencia de un A&cido nucleico que codifica una
proteina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5.

7. Un vector de expresidén que contiene un acido nucleico
de acuerdo con la reivindicaciébén 6.

8. Una célula huésped transformada con una secuencia de un
acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 6 o con un
vector de acuerdo con la reivindicacién 7.

9. Una vacuna gque contiene una proteina de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un &acido nucleico de
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acuerdo con la reivindicacidn 6.

10. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacidén 9, que
comprende adicionalmente wun adyuvante y/o wuna citoquina o
guemoguina inmunoestimuladora.

11. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacién 9 & 10, en
la que la proteina se presenta en un vehiculo del tipo de
emulsidén aceite en agua o0 agua en aceite.

12. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11,
en la que el adyuvante comprende 3D-MPL, QS21, un oligonu-
cledtido CpG o un eter o éster de polietileno.

13. Una vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 12, que comprende adicionalmente uno o mas de
otros antigenos.

14. Una vacuna de acuerdo con las presentes reivindi-
caciones, para uso en medicina.

15. Uso de una proteina o de un acido nucleico de acuerdo
con las presentes reivindicaciones, para la fabricacidén de una
vacuna para tratar inmunoterapéuticamente un paciente que padece
cancer u otros tumores asociados con una prostasa.

16. Un procedimiento para la produccidén de una proteina de
acuerdo con cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que
comprende transformar una célula huésped con una secuencia de un
dcido nucleico de acuerdo con la reivindicacidén 6, expresar la
citada secuencia y aislar el producto deseado.

17. Un procedimiento para la produccidén de una vacuna, que
comprende las etapas de purificar una proteina prostasa o un
derivado de la misma por el procedimiento de acuerdo con la

reivindicacién 16 y mezclar la proteina resultante de acuerdo
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con las presentes reivindicaciones con un adyuvante o diluyente
adecuado o con otro excipiente farmacéuticamente aceptable.

18. Un método de tratar pacientes susceptibles de padecer
O que padecen cancer de proéstata, que comprende administrar a
los citados pacientes una cantidad farmacéuticamente activa de

la vacuna de acuerdo con las reivindicaciones 9 a 14.
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VACUNA

RESUMEN

La presente invencién se refiere a nuevas proteinas de la
familia de las prostasas y a su produccién. En particular, la
invencién se refiere a una proteina prostasa, o a un fragmento
de la misma, fusionada a un acompafiante de fusién inmunolédgico,
como la proteina NS1. Dichos antigenos se pueden formular para
proporcionar vacunas para el tratamiento de tumores de la
prostata. También se proporcionan nuevos métodos para purificar

la proteina prostasa y homélogos de la misma.
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Figura 1
Disefio de la proteina de fusién NS1-p703 -His

expresada en E. coli

NS | - | p703 | ThrSer Gly 6XHis

1

81 5 ¢ 226

Mutaciéon

10
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Figura 2
Secuencia primaria de la proteina NS1-p703°-His

expresada en E. coli

MDPNTVSSFQVDCFLWHVRKRVADQELGDAPFLDRLRRDQ 40
KS5LRGRGSTLGLDIETATRAGKQIVERILKEESDEALKMT 80
MVGEDCSPHSQPWQAALVMENELFCSGVLVHPQWVLSAAA 120
CFQNSYTIGLGLHSLEADQEPGSQMVEASLSVRHPEYNRP 160
LLANDLMLIKLDESVSESDTIRSISIASQCPTAGNSCLVS 200
GWGLLANGRMPTVLQCVNVSVVSEEVCSKLYDPLYHPSME 240
CAGGGQRDQKDSCNGDSGGPLICNGYLQGLVSFGKAPCGQV 280
GVPGVYTNLCKFTEWIEKTVQASTSGHHHHHH. 312
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Figura 3
Secuencia de nucledtidos de NS1-p703 mutada-His

(PRIT 14952)

ATGGATCCAAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGTAGATTGCT 40

TTCTTTGGCATGTCCGCAAACGAGTTGCAGACCAAGAACT 80

AGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTTCGCCGAGATCAG 120
AAATCCCTAAGAGGAAGGGGCAGCACCCTCGGTCTGGACA 160
TCGAGACAGCCACACGTGCTGGARAGCAGATAGEGGAGCG 200
GAt tct GAAAGAAGARATCCGATGAGGCACTTAAAATGACC 240
atgGTTGGGGAGGACTGCAGCCCGCACTCGCAGCCCTGGE 280
AGGCGGCACTGGTCATGGARAACGAATTGTTCTGCTCGGG 320
CGTCCTGGTGCATCCGCAGTGGGTGCTGTCAGCCGCAgeg 360
. TGTTTCCAGAACTCCTACACCATCGGGCTGGGCCTGCACA 400
GTCTTGAGGCCGACCAAGAGCCAGGGAGCCAGATGGTGGA 440
GGCCAGCCTCTCCGTACGGCACCCAGAGTACAACAGACCC 480
TTGCTCGCTAACGACCTCATGCTCATCAAGTTGGACGAAT 520
CCGTGTCCGAGTCTGACACCATCCGGAGCATCAGCATTGL 560
TTCGCAGTGCCCTACCGCGGGGAACTCTTGCCTCGTTTCT 600
GGCTGGGGTCTGCTGGCGAACGGCAGAATGCCTACCGTGC 640
TGCAGTGCGTGRACGTGTCGGTGGTGTCTGAGGAGGTCTG 680
CAGTAAGCTCTATGACCCGCTGTACCACCCCAGCATGTTC 720
TGCGCCGGCGGAGGGCARGACCAGAAGGACTCCTGCAACG 760
GTGACTCTGGGGGGCCCCTGATCTGCAACGGGTACTTGCA 800
GGGCCTTGTGTCTTTCGGARBAGCCCCGTGTGGCCAAGTT 840
GGCGTGCCAGGTGTCTACACCAACCTCTGCARATTCACTG B8O
AGTGGATAGAGARBACCGTCCAGGCCAGTactagtggecca 920

ccatcaccatcaccattaa 939
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Figura 4
Estrategia de clonacidén para producir

NS1-P703P -His en E. coli

.E. coli plasmid LITMUS 28 (Biolabs)
cDNA 703 (Prostasa)

! Spel - Neol

¥ PCR can 139 - can 134
p703
Neot -~ o Spel
Neol ‘
P RIT14349 22232 - 666 bp
3478 vp
p 703
Spet
» prPL shot g omr 636
Mutacién en 43 residuo p703 NS4 X Nceol 872
His --~> Ala —
. 2 5563 bp
T PRIT 050 e
S 4
Fragmento p 703*
Mutacién BamHi NSt Neo!
-ﬁa-
His —> Ala 81aa
Neol ~ ! r_Spel
222aa - 666 bp <& *»

pRIT 14801

.

7411 bp
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Figura 5

Mapa de plasmidos de pRIT

) pr PL long
pRIT 14952

4 bp 1837 Bamil

2075 Nool

2746 Spol  AY
2776 xval M

10

14952
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Figura 6

Procedimiento de fermentacién de NS1-P703P -His de E. coli

Cepa iniclal

0.5l

Matraz de precultivo
Erlenmeyer de 2 | con 400 ml de
FEC015AA + Kanamicina 100 mg/l

30°C, 200 rpm 16 h + _1/2 h

50 mi

Alimentacion por carga de fermentacioén (13 |

de volumen final)

Medio Inicial 8,7 | de FECO12AF + Kanamicina 50 mg/!

Solucién de alimentacién FFBOOTAC
Fase de crecimiento: 30h + 1/2 h
temperatura 30°C
velocidad Inicial de alimentacién
O (mi/min) = 0,042 e O.{c¥n tiempo en h)
Fase de inducclén: 18 h- 19 h
temperatura 30°C
velocidad de alimentacién constante
Q{mi/min)=1,28
Flujo de aire =20 Ni/min; 02D =regulado a 20% por
agitacién; pH regulado a 6,8 por NH40H; antiespumente
irradiado {SAG471) 4 ml afadidos antee de ia inoculacién

Centrifugacion
4°C, 50209. 1 h
Se recupera la pasta

|

[ Congelacién y almacenaje a -70°C I

10
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Figura 7

Procedimiento de purificacién de NS1-P703P -His de E. coli

Células congeladas

Homogenizacién Rannie DO 120.2 , 15000 psi

P20 -NaCl 2M EDTA 5mM pH 7,5
VMFE Lavado de pastilla:
(membrana de 0,45 wn) P 20 - Empi 0,5% pH 7,5

Solubilizacién/reduccidn:
Id. + GuHCl 4M-Glutacidén 20 mM
Microfiltracioén

Carboxiamidacioén 15', RT, yodoacetamida+200 mM

Quelacidén Ni sefarosa (+) Carga:
Tris 20-Urea 4M-Tween 0,5%-Im
20 mM pH 7,5
Elucién:
Tris 20-Urea 4M~Tween 0, 5%-Im
400 mM pH 7,5

Sefarosa Q FF (+) Dilucién y carga:
Tris 20-Urea 4M-Tween 0,5%-1%
pPH 8,5
Elucién:

Id. + Na Cl 250 mM

Ultrafiltracién (Concentracién 1000 pym/ml)
Diafiltracidn:
(Membrana 10 Kd) Tris 20 pH 8,0

Filtracidén esterilizada
(Membrana de 0,22 um)
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Figura 8
Inmunogenicidad de NS1-P703P con

adyuvante SBAS2

100% -
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% -

0% -

CTRL

NS 1-P703P
Carboxi

NS 1-P703P
Carboxi + SBA2
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Figura 9

Secuencia primaria de la proteina NS1-p703-His

expresada en E. coli

MDPNTVSSFQVDCFLWHVRKRVADQELGDAEFLDRLRRDQ
KSLRGRGSTLGLDIETATRAGKQIVERILKEESDEALKMT
MVGEDCSPHSQPWOAALVMENELFCSGVLVREPQWVLSAAH
CFONSYTIGLGLHSLEADQEPGSQMVEASLSVRHPEYNRP
LLANDLMLIKLOESVSESDTIRSISIASQCPTAGNSCLVS
GWGLLANGRMPTVLOCVNVSVVSEEVCSKLYDPLYHPSME
CAGGGQDOKDSCNGDSGGPLICNGYLOGLYSEGKAPCGQV
GVPGVYTNLCKETEWIEKTVOASTSGHHEHHE . 313
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Figura 10

Secuencia de nucledtidos de NS1-p703-His

ATGGATCCAAACACTGIGTCAAGCTTTCAGGTAGATTGCT

TCTTTGGCATGTccGCAAACGAGTTGEAGACCAAGAACT
AGGTGATGCC CCATTCCTTGATCGGCTTCGCCGAGATCAG
AAATCCCTAAGAGGAAGGGGCAGCACCCTcGGTCTGGACA
TCGAGACAGCCACACGTGCTGGAAAGCAGATAGLGGAGCG
GAttCtGARAGARGAATCCGATGAGGCACTTAARATGACC
at gGTTGGECAGGACTGCAGCCCGCACTCECAGECCTEGC
AGGCGGCACTGETCATGGARARCGAATEGT TCTGCTCGEG
CGTCCTGGTGCATCCGCAGTGGETGCTETCAGCCGCA AT
TGTTTCCAGAACTCCTACACCATCGGGCTGGGCCTGCACA
GTCTTGAGGCCGACCAAGAGCCAGGGAGCCAGATEGTEGA
GGCCAGECTCTCCOTACGOCACCCAGASTACRACAGACCE
TTGCTCGCTAACGACCTCATGCTCATCAAGTTGGACGAAT
CCGTGTCCGAGTCTGACACCATCCGGA§CATCAGCATTGC
TTCGCAGTGCCCTACCGCGGGGAACTCTTGCCTCGTTTCT
GGCTGGGETCTGCTGECCAACGECAGAATGCCTACCTGE
TGCAGTGCGTGAACGTGTCGGTGGTGTCTGAGGAGQTCTG
CAGTAAGCTCTATGACCCGCTGTACCAGCCCAGCATGTTC
TGCGCCOECGEACGECAAGACCAGAAGGACTCCTGCAACE
GTGACTCTGGGAGECCCCTGATCTGCAACGGGTACTTGCA
GCGCCTTGTGTCT TTCGGARARGCCCCGTETOGCCARGTT
GGCGTGCCAGGTGTCTACACCAACCTC#GCAAATTCACTG
AGTGGATAGAGARAACCGTCCAGGCCA%Tactagtggcca

ccatcaccatcaccattaa 939
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<110>

<120>
<130>

LISTADO DE SECUENCIAS

Dillon Davin

<160> 8

<170>

<210> 1
<211> 3

<212>
<213>

<400> 1

Mel
His
Leu
Thr
Val
65

Met
Leu
Gln
Gly
Met
145
Leu
Glu
Ala
Arg

Glu
225

12

PRT
Humano

Asp Pro Asn

Val
Asp
Leu
50

Glu
Val
vVal
Trp
Leu
130
val
Leu
Ser
Gly
Met

210
val

Arg
Arg
35

Gly
Arg
Gly
Mat
val
11s
Gly
Glu
ala
Asp
Asn
1395

Pro

Cys

Lys
20

Leu
Leu
Ile
Glu
Glu
100
Leu
Leu
Ala
Asn
Thx
180
Sex

Thr

Ser

Thx
Arg
Arg
Asp
Leu
Asp
85

asn
Ser
Hia
Sex
AsSp
165
Ile
cys
Val

Lys

val
Val
Arg
Ile
Lys
70

Cys
Glu
ala
Ser
Leu

150
Leu

Arg
Leu
Leu

Leu
230

Ser
Ala
ABp
Glu
55

Glu
Ser
Leu
Ala
Leu
135
Ser
Met
Ser
val
Gln

21s
Tyr

Cabezon Teresa

Ser DPhe

Asp Gln
25

Gln Lys

40

Thr Ala

Glu Ser
Pro His

Phe Cys
105

Ala Cys

120

Glu Ala

Val Aarg

Leu Ile

Ile 5ex
185

Ser Gly

200

Cys val

Asp Pro

Fusién de la proteasa
B45222

Gln
10

Glu
Serx
Thr
Asp
Sexr
920

Ser
Fhe
Asp
Him
Lys
170
Ile
Trp
Asn

Leu

val
Leu
Leu
Arg
Glu
75

Gln
Gly
Gln
Gln
Pro
158
Leu
Ala

Gly

val

235

Asp
Gly
Axg
Ala
60

Ala
Pro
val
Asn
Glu
144
Glu
Asp
ser
Leu
Ser

220
His

FastSEQ para Windows versidn 3.0

Cys Phe

Asp Ala
30

Gly arg

45

Gly Lys

Leu Lys
Trp Gln

Leu Val
110

Ser Tyr

125

Pro Gly

Glu Ser

Gln Cys
190

Len Ala

205

val Val

Pro Ser

Leu
15

Pro
Gly
Gln
Met
Ala
95

His
Jhr

Ser

Vval
175
Pro
Asn

Ser

Met

Trp
Phe
Ser
Ile
Thr
80

Ala

Pro

Jle

Gln
Pro
160
Ser
Thr
Gly
Glu

Phe
240



Cys Ala Gly Gly Gly Gln Asgp Glu Lye Asp Ser Cys Asn Gly Asp Ser
245 250 255

Gly Gly Pro Leu Ile Cys Asn Gly Tyxr Leu Gln Gly Leu Val Sexr Phe

260 265 270
Gly Lys Ala Pro Cys Gly Glan Val Gly Val Prc Gly Val Tyr Thr Asn
275 . 280 285
Leu Cys Lys Phe Thr Glu Trp Tle Glu Lys Thr Val Gilp Ala Ser Thr
290 295 300
Ser Gly His His His His Hig His
305 310

<210> 2
<211> 939
<212> ADN
<213> Humano
<400> 2



atggatccaa acactgtgte

69

cgagttygcag accaagaact

120

asatccctaa gaggaagygg

180

ggaaagcaga taghtggagey

240
at
3g0

ggrtygggy aggactgeag

sacgaattat tergcetegay

360
tg
420
cc
480

ttfceaga acroctacac

agggagcee agatggtgya

ttgctegeta acgaccteat

540
at
6900
L]
660
gt
720
tg
780
at
840

ag
800

ccggagea tceageattgeo
ctgyggtc tgctggogaa
ggtgtctg aggaggtetg
cqeoggeyg gagggeaaga
ctgraacg ggtacttgea

cgtgecag gtgtctacac

cagqyccagta ctagtggeca

939

<210> 3
<211> 312

aagetttcag
aggtgatgoe
cagcaccerc
gattctgaaa
coegoactcy
cgtectggty
catcgggetg
ggccagecte
geteatcaag
ttegeagtge
cgycagaatg
cagtaagctc
ccigaaggac
gggocttatg
caacctectge

ccatcaccat

gtagattget
ccatteocttg
ggtcatggaca
gaagaatceg
cagecetggce
cataegoagt
ggectgoaca
tcegtacgge
ttgyacgaat
cctacegegqg
cctacedtge
tatgacccgc
tcctgeaacy
tetttcggaa
aaatteactg

caccattaa

tretctggea
atcggetteg
tcgagacage
atgaggcact
aggcggcact
gggtyctgic
gtcttgagge
acceagagta
ccgtgtcega
ggaactcttg
tgcagegegr
tgtaccaccc
gtgacretgg
aageecaghyg

agtggataga

tgtcegcaaa
ccgagatcag
cacacgtgot
taaastgacc
ggtcatggaa
agcegeagey
cgaccaagag
caacagaccc
gtctgacace
cctegtieet
gaacgrgtcg
cagecatgttc
ggggecectg
tggocaagtt

gaasacegte




<212> PRT

<213> Humano

<400> 3

Met Asp Pro

His Val Axg

38
Thr Leu Gly
50
Val Glu Axg
65
Mot Val Gly

Leu Vval Met

Gln Trp Val
115
Gly Leu Gly
130
Mat val Glu
145
Leu Leu Ala

Glu Ser Asp

Ala Gly Asn
195
Arg Met Pro
210
Glu Val Cys
225

Gly Gly Pro

Gly Lys Ala
275
Leu Cys Lys
290
Ser Gly His
305

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asn
Lye
20

Lau
Leu
Ile
Giu
Glu
100
Leu
Leu
Ala
Asn
Thr
180
Ser
Thr
Ser
Gly
Leu
260
Pro

Phe

His

4

he

Arg

val

Val

Ala

Arg Arg Asy

Leu
Asp
as

Asn
Ser
Hia
Ser
Asp
165
Ile
Cys
val
Lys
Gly
245
Ile
Cys
The

His

939
ADN
Humano

4

Ile
Lys
70

Cya
Glu
Ala
Sexr
Leu

150
Leu

Arg
Leu
Leu

Leu
230

Cys

Gly

Glu

His
310

Glu
55

Glu
Sexr
Leu
Ala
leu
138
Ser
Met
Ser
val
Gln
215
Tyx
Asp
Asn

Gln

Trp
298
His

ser
hAsp
Glp
40

Thr
Glu
Pro
Phe
His
120
Qlu
val

Lau

Ile

Gin
Gly
val
280
Ile

His

Phe
Gla

35
Lyv

Ser

His

105
Ccys

aAla
Axg
Ile
Ser
185
Gly
Val
Pro
Lys
265
Gly

Glu

Gln
10
Glu

Ser

Asp
Ser
S0

Ser

Phe

His
Lyse
170
Ile
Trp
Asn
Leu
Rsp
250
Leu
val

Lye

Val
Leu

leu

Glu
75

Gln
Qly
Gln
Gln
Pro
158
Leu
Ala
Qly
val
235
Sexr
Gln

PFro

Thr

asp
Gly
Arg
Ala
60

Ala
Pro
Val
Aan
Qlu

140
Glu

Ser
Leu
Ser

220
His

Cys
Gly
Gly

val
300

Cys Phe
Agp Ala
X
6ly Ary
Gly Lys
Leu Lys
Trp Gln

Leu val
110

Ser Tyr

125

Pro Gly

Tyr Asn
Glu Ser

Gln Cys
190

Leu Ala

205

val val

Pro Ser
Asn Gly

Leu Val
270

val Tyr

285

Glu Ala

Leu
15

Pro
Gly
Gln
Met
Aa
a5

His
Thr
Ser
Arg
val
175
Pro
aAsn
Ser

MetT

Asp
256
Sexr

Ser

Trp
¥he
Ser
Tle
Thr
80

Ala
Pro
Ile
Gln
Pro
160
Sex
Thx
Gly
Glu
240
Ser
Phe
Asn

Thr

46



atggatccaa
60
cgagttgeag
120
aaarccckbaa
189
ggaaagcaga
240
atggttgggy
390
aacgaartgt
3s0a
tgtttecaga
420
ccagggagcee
480
ttgetegera
540
atcrggagea
600
ggctggggre
650
gtggtgtetg
720
tgcgeegycyg
780
atctgcaacg
840
ggegtgceag
apo
caggcragta
239

acactgetgte
accaagaact
gaggaagqgy
tagtgg;gcg
aggactgcag
tetgcteggg
actcetacac
agatggtgga
acgacctcat
rrageartge
tgctggcgaa
aggaggcetg
gagggraaga
ggtacttgeca
gtgtctacac

cragtggceca

dagettrocag
aggtgatgce
cagcecccte
gattetgaaa
cecegeactey
cgtecctggtyg
catcggoety
ggerageete
gcteatcaag
tteqgeoagtge
cggeagaatyg
cagtaagcte
ccagaaggac
gagectigty
caagctctge

ccatcaceat

gtagattget
ccattecteg
ggtcrggaca
gaagaatcey
cagccctygge
catcegeagt
ggectgeaca
tocgracgge
ttgoacgaat
ecctaccgeog
cctacegtge
tatgaccege
tectgcaacg
tettteggaa
aaattcactyg

caccattaa

ttectectggea
atcggetteg
tcgagacage
atgaggcact
aggcggeact
gggtgetgte
gtcttgagge
acccagagca
ccgtgtcega
ggaactctty
tgcagtdgegh
tgtaceacee
gtgactctgg
aagaceegtg

agtggataga

tgtccgcaaa
ccgagatcag
cacacgtget
taaaatgacc
ggtcatggaa
agccgeacac
ecgaccaagag
caacagacec
grectgacace
cctegtteet
gascgtgteg
cageatgrre
ggggcccetyg
tggccaagtt

ghaaaccygre



Asn
Glu
Leu
Ile
Gln
65

Pro

Ser

<210> 5
<211> 2
<212> P

<213>

sSer
Asn
Ser
Gly
50

Met

Leu

Glu

Ala
Glu
Ala
315

Ley
vVal

Leu

Ser

32
RT

Arg
Leu
20

Ala
Gly
Glu

Ala

Asp

Humano

Ala

Phe

His

Leu

Ala

Asn

85
Thr

His
Cys
Cys
His
Ser
70

Asp

Ile

Ser
Ser
Phe
Ser
55

Leu

Leu

ary

Gln
Gly
Glp
10

Leu
Ser

Mat

Ser

Pro
Vval
25
Lys
Glu
val

Leu

Ile

Trp
10

Leu
Xaa
Ala
Arg
Ile

90
Ser

Gln
val
val
Asp
His
75

Lys3

Ile

Gln
Gln
60

Pro

Leu

Ala

Ala Leu
Pro Gin
30

Ser Ser
45

Glu Pro
Glu Tyrx
Asp Glu

Sey Gln

val
15

Tzp

Gly
Aan
Ser

95
Cya

Met
Val
Thr
Ser
Arg
80

val

Pro



1lo0

Thr Ala Gly Asn
115
Gly Arxy Met Pro
130

Glu Glu Val Cys
145 .
Phe Cys Ala Gly

Ser Gly Gly Pro
180

Phe Gly L¥s Ala

195

Asn Leun Cys Lys

‘ 210

Leu Thr Leu Gly

225

<210> 6

Ser Cys Leu Val

Thr
Ser
Gly
165
Leu
Pro

Phe

Thr

<211> 248
<212> PRT
<213> Humano

<400> 6

Met Trp Phe Leun
1

Ala Ala Pro Prg

20
Gln His Ser Gln
35
Fhe Cys Ser Gly
S0

His Cys Phe Gln
65

Glu Ala Aap Gln

val Arg His Pro
100

Xaa Ile Lys Leu

115
Ile Ser lle Xaa
130

ser Gly Trp Gly

145

Cys Val Asn val

Asp Pro Leu Tyr
180
Gln Lys Asp Ser
195
Gly Tyr Leu Gln
210

val
Ile
BPro
Val
Asn
Glu
8s

Gilu
Asp
Ser
Leu
Ser
165
His
Cys

Gly

val
Liys
150
GQly
Ile
cys
Thr

Gly
230

Leu
Gln
Tzp
Leu
Ser

70
Pro

Tyxr
Glu
Gln
Leu
150
Val
Pro

Asn

Leu

120
Leu Gin
135
Leu Tyr

Gln Asp
Cys Asn

Gly Gln
200

Glu Txp

215

Asn Pro

Cys Leu
8er Arg

Gln Ala
40

val His

55

Tyr Thr

Gly Ser
Asn Arg

Ser Vval
120
Cys Prxo
138
Ala Asn

Val Ser
Ser Met
Gly aAsp

200

Val Ser
215

105
Ser

Cys
aAsp
Gln
Gly
185
val

Ile

Rla
Iie
25

Ala
Pro
Ile
Gln
Pro
105
Ser
Thr
Gly
Glu
Phe
185

Ser

Phe

110

Gly Trp Gly Leu Leu Ala Asn
125
Val A=sn val Ser Val Val Ser

140

Pro Leuv Tyr His Pro Ser Met

155

160

Lys Asp Ser Cys Asn Gly Asp

170

175

Tyr Leu Gla Gly Leu Val Sex

1%0

Gly Val Pro Gly Vval Tyr Thx
205 )
Glu Lys Thr Val Pro Gly Gln

220

Leu Ser Leu

10
Val Gly Gly

Leu Val Met

Gln Tip Val
60

Gly Leu Gly

75

Mat Val Glu

90

Lleu Leu Ala

Glu Ser Aap

ala Gly Asn

140
Arg Met Pro
15%
Glu val Cys
170

Cys Ala Gly

Gly Gly Pro

Gly Lys Ala
220

Gly Gly Thr Gly
15
Trp Glu Cys Glu
30
Glu Aan Glu Lsu
45
Leu Ser ala Ala

Leu His Ser Leu
80
Ala Ser Leu Ser
95
Asn Asp Leu Net
110

Asn Ile Arg Xaa
125

Phe Cys Leu Val

Thr Val Leu Gln
160

Ser Lys Leu Tyr

175
Gly Gly Gln Asp
180

Leu Ile Cys Asn

208

Pro Cys Gly Gl»

61
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EXTRACTO PARA PUBLICACION TSQ@ SR

Y

SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

|

—

DELEGATURA PROPIEDAD INDUSTRIAL

l—r___-_af._—v — . — Lo - e Ly m e e v ey mmr"ﬁ
;

1) No. SOLICITUD: (51) INT. CL. i
(22) FECHA DE if
PRESENTACICN: (71) SOLICITANTE: {z
SMITHKLINE BEECHAM RIOLOGTCALS S.A. ﬁ

(30) PRIORIDAD: CORIXA CORPORATION )
(31) No. DE SOLICITUD: (9/352.616-09/439.31372) INVENTOR/ES: l
09/443686-09/483.672  PRRESA CABEZON SILVA i@

(32) FECHA DE Davin Clifford DILLON |
PRESENTACION: JaL-13/99-10v.12/99 |
Now.18/99-Fn.14/00 T

(33) PAIS: EUA (74) APODERADOQ: |
GERMAN CASTILLO GRAU I

. T

i

(54) ThruLO: VACUNA “
B

® &

(57) RESUMEN:

1. Una proteina prostasa, o un derivado de la misma, unida
a un acompanante de fusidn.

2. Una proteina de acuerdo con la reivindicacién 1, en la
que el antigeno prostasa se selecciona del grupo formado por la

SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7 y SEQ ID N° 8.

12. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11,
en la que el adyuvante comprende 3D-MPL, QS21, un oligonu-

cledtido CpG o un éter o éster de polietileno.

15. Uso de una proteina o de un 4acido nucleico de acuerdo

con las presentes reivindicaciones, para la fabricacién de una

v . . :
acuna para tratar inmunoterapéuticamente un paciente gue padece

cancer u otros tumores asociados con una prostasa.

&2
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EXTRACTO PARA PUBLICACION S}C“"“’“‘“ =1 QT
SOLICITUD DE PATENTE DE [NVENCION B n 2%

DELEGATURA PROPIEDAD INDUSTRIAL i
s S S— == — e e e .,..z%j

(21) No. SOUCITUD: (51) INT. CL.: !
i

(22) FECHA DE i
PRESENTACICN: (71) SOUCITANTE: ]1}

|

(30) PRIORIDAD: {i
i

(31) No DE soucn'uo 09/536 857Mb se cao(72) /NVENTOR/ES: §
se aoece anb i

%WD = 0015747 9 i
PRESENTACION: Marzo 27/00-Mayo 9/00-Mayo
12/00~Jumio 13/00-Junic 27/00~Junio 27,00 ‘
(33) PAIS:  E.U.A. - INGLESA (74) APODERADO: 5;

(54) TITULO: i!

(57) RESUMEN:
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RECIBD OFICIAL DE CAJA @ 43,072
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gy CONSTIGENACION $hin

-
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Folio No.}9

56 ‘
2000 ~ [~ Ol

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO.
PRIMER EXAMEN DE FORMA.

Radicacion No. 00-52321
Concepto Técnico No. 1731

ICP:

Practicado el examen, de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344, se determiné que la

AG1K 38/48, A61K 35/48, A61K 45/05, C07K19/00, C12N 15/62.

presente solicitud de Patente de Invencion:

SHXINO[]  Contiene la identificacion correcta def inventor (Art. 8, Art 13-a).

SHXINO[]  Contiene la identificacion correcta del solicitante (Art. 13-a)

SIX]NO[] Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
(Art. 13-e)

SIINO X}  Contiene el titulo o nombre de la invencién en forma correcta (Art. 13-b)

SHINO[X]  Contiene la descripcion clara y completa de la invencion (Art. 13-c)

SI[JNO[x] Contiene los dibujos correctos (Art. 14-c junto con el literal d) del Art. 4
del (Dto. 117 del 94).

SIX]NO[] Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art. 14-¢ junto con el Dto. 3464
del 26 de diciembre de 1980)

SI[JNO[X] Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia para la
cual solicita proteccion mediante fa patente (Art. 13-d).

SHXINO[]  Contiene el extracto de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 de Dto 117 del 94.

SIXJNO[] Contiene el arte final de! dibujo caracteristico de acuerdo con el literal ) del articulo 4 y
el articulo 27 del Dto. 117 del 94.

SIXINO{] Contiene la tarjeta de archivo tematico (forma P-104) en fOrma correcta (Artc 14-c junto
con ¢l literal b) del 1rt. 4 del Dto. 117 del 94).

SIXINO[] Contiene la tarjeta de archivo de propietarios (forma P-105) en forma correcta (Art. 14-c
junto con el literal b) del Art. 4 del Dto. 117 del 94).

SITINO[X]  CUMPLE CON LOS REQUISITOS TECNICOS DE FORMA.

OBSERVACIONES DEL PRIMER EXAMEN TECNICO DE FORMA:

M

1. El titulo de la invencién es muy general, pues “VACUNA" no permite establecer sobre que tipo de
compuestos versa la invencion. Por tanto, se recomienda que se modifique el titulo de manera
que corresponda con las reivindicaciones de la solicitud, una posibilidad es que dicho titulo sea
‘proteinas de fusion que comprenden prostasa’.

2, El término “fusién inmunoldgico” no es propio del area de la invencion, sirvase revisar este término
y realizar las modificaciones correspondientes.

3. La figura 8 contenidas en el folio 61 no es lo suficientemente nitidas para permitir una buena copia
a través de Offset o Scanner y permitir observar los resultados que se desean demostrar con esa
figura. Sirvase presentar una nueva copia con mejor resolucion.



La reivindicacion 1 no es clara puesto que en efla no se definen las caracteristicas de la invencion,
ademas el término “derivado” es ambiguo y no precisa cual es el objeto de la invencion. Teniendo
en cuenta el contenido del resumen y de la descripcion se recomienda modificar la reivindicacion 1
para que en ella se diga que el objeto de fa invencion es una proteina de fusion que se caracteriza
por comprender la proteina prostasa unida a una proteina de fusién inmunolégico (lo que sea que
significa este término) o unida a un intensificador de la expresion (aclarando la expresion de que
proteina es la que intensifica dicho intensificador.

La reivindicacion 20 no es clara, ella no define de manera precisa el objeto de la invencion y por
ende no cumple con el literal d) del articulo 13 de la Decision 344 de la Comision del Acuerdo de
Cartagena donde se indica que: ‘Las soficitudes para obtener patentes de invencion deberan
presentarse ante la oficina nacional competente y deberan contener: Una o mas reivindicaciones
que precisen la materia para la cual se solicita la proteccién mediante la patente”. Es un hecho
que un antigeno, en este caso la proteina de fusion, puede unirse o enlazarse especificamente a
mas de un anticuerpo, por consiguiente, decir que el anticuerpo que se desea proteger es aquel
que se une de manera especifica a la proteina... no es suficiente informacion para establecer de
manera precisa cual es el objeto para el que el solicitante desea proteccion. Siendo que un
anticuerpo es una proteina, se requiere que para lograr establecer de forma exacta cual es el
objeto de la invencion que dicho anticuerpo sea definido en funcién de la secuencia de
aminoacidos que constituyen dicha proteina o del nimero de depésito mediante el cual se puede
acceder a dicho anticuerpo, de lo contrario se requiere que se elimine la reivindicacién que hagan
mencion del anticuerpo pues sin los datos mencionados ella no precisa el objeto de la invencidn.

Si se realiza la modificacion de la reivindicacion 1 tenga en cuenta dicho cambio para la redaccion

de la reivindicacion 17 puesto que el procedimiento comprenderia la etapa de purificar la proteina
de fusién y no fa proteina prostasa.

EXAMINADOR TECNICO: 202016.

Bogota, D.C., 01 de noviembre de 2000
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Industria vy Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE |NVENCIO?9>( MODELO DE UTILIDAD [ ]
o Nombre e identificacion del Solicitante | (1]
e Nombre e identificacion del Inventor [1]
e Titulo o nombre de la Invencion [ []
e Descripcion é []
« Reivindicaciones 5 (") [ ]
¢ Resumen 573 []
e Comprobante de Pago ‘7‘8 []
COMPLETAT ] INCOMPLETA [ |

DISENO INDUSTRIAL | |

« Nombre e identificacion del peticionario []
» Nombre e identificacion del inventor o disefiador []
e Indicacién del género de productos para los cuales debe utilizarse [1]
» Representacion grafica []
o Comprobante de pago []

INCOMPLETA [ ]
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

INFORME DE PROTOCOLO

Expediente 00-52321

Fecha: £ de Noviembre del 2000

Se certifica que:

Desde fecha 3 de septiembre de 1999 ,

del folio 108057 al folio _109066 del

libro de Protocoloc NC 389 , obra el poder
TRG] ~ conferido por CORIXA

~~domiciliado(éa)ﬁ en Seattle, estado de

Washinaton, Estados Unidos de América

~_al doctor _GERMAN CASTILLO GRAU Y/O ADRIANA

CASTILLO GIBSONE Y/O LUIS FELIPE CASTILLO
GIBSONE o |

Representanté enfSantafé de Bogot4 D.C. _Los

Facultad para desistir y sustituir si

Revisado

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCTIHA

INFORME DE PROTOCOLO

ExXpediente _00-52321

Fecha: 8 de Noviembre del 2000

8¢ certifica que:

Desde fecha 12 de julio de 1996 ,

A1 folio 86.459 al folio 86.464 del

iibro de Protocolo N© 298 , obra el poder

NO 16.769%9 conferido por _ SMITHKLINE

BEECHAMAN BIOLOGICALS S8.A.

domiciliado(a) en _Rixensart - Bélaica

at dootor -GERMANVCASTILLO GRAU_v/c ADRIANA

. CASTILLO GIBSONE y/o LUIS FELIPE CASTILLO

GIBSONE

Representante en Santafé de Bogotd D.C. _Los

£

mismos

Revisado

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 2]
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogotd, D.C., Colombia
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Industria y Comercio

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES R INTENDENCIA

P

EXPEDIENTE 00-52321

RIMER EXAMEN DE FORMA
450
ceo-(1-058

Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decisié

344 se determind que esta
SI[x } NOI ]
SI[X ] NOI ]

SI[x ] NOI ]

SI[x*] NO[ 1]

Si[ ] NO[x ]
sif] """'NO’[x']'

srik] NO[ ]

solicitud de Patente de Invencion:

NO APLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

NO APLICABLE| ] Acredité, en forma coirecta, la
existencia y representaciéon de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decision 344, literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma coirecta, el
comprobante de pago por 1a tasa de presentacién establecida
(art. 13-f de la Decision 344 y la Resolucién 02 del 4 de Enero
del 2000)

EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindicé prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Paris.

NO APLICABLE [ 1] Presenté copia, certtificada su
conformidad por la Administraciéon que recibié la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud

haciohal.

NO  APLICABLE [ ]Present6 la traduccion del capitulo
reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
(Art. 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999
Sic)

CUMPLE Lo‘s REQU!SITOS JURIDICOS

‘OBSERVAC-!ONES 'URiDlCAS CONVENIO DE PARIS: los derechos de prioridad
remndscados en la presente solicitud se pierden, debido a que no presentd, dentro de los
‘tres <) meses siguientes contados a partir de la fecha de depdsito de la presente solicitud,
~copia certificada su conformidad por Ia Administracion que recibi6 las solicitudes de las

cuales reivindica prioridad.

: iEnf consecuencia, se conceptua QUeesta solicitud:

SIIX]  NOI ]

SI[X]  NO[ ]

Se ajusta a los aspectos FORMALES indicados en la Decisién

344y por tanto,

Se nrecohilenda PUBLICAR el extracto correspondienie.

Bogota, D.C., 8 de Noviembre del 2000

EXAMINADOR JURIDICO.

- 202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 21

Fax: 281 31 25

Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia



- Dado en Bogota D.C., alos
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES R (N TEnDENC A

A0
"0 - ((-2C

EXPEDIENTE 00-52321
AUTO 3964
LA JEFE DE DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE:
ARTICULO PRIMERQ: Reconocer personeria al doctor GERMAN CASTILLO GRAU como

apoderado de las Sociedades solicitantes, en los términos y para los efectos del poder
conferido.

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisidén 344 de la
Comisidn del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacién del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma.

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recursc alguno en la via gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE

LA JEFE DE LA DIVISION DE NUBVAS CREACIONES,

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL

B | kNOTiFiCADO PGR ESTABG

- Bagoté D. C’;’j' notlﬂcado por a tac:on)en estado de esta misma fecha.

© VENCIMIENTO NOTIFICACION Eé;TA{jc

SOLICiTO PRORROGA TERM!NG Sl _NO

i VENCIM!EI\TO TERMINC PRORRDGA

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombie



